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Abreviaturas 

7-AAD 7- Aminoactinomicina D 

ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AIRC Agencia Internacional de Investigación del Cancer 

Akt Proteína quinasa B  

APC Aloficocianina 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNm Ácido ribonucleico mensajero 

ATCC American Type Culture Collection  

BCA  Ácido bicinconínico 

Bcl-2 Oncogén de un linfoma de linfocitos B 

Bp Pares de bases 

BSA Seroalbúmina bovina 

CCR Receptor de quimiocina CC 

CD Grupo de diferenciación 

CDP Progenitor común de células dendríticas 

CFSE Carboxi-fluorescein-succinilmidil éster 

CLP Progenitor linfoide común 

CMP Progenitor mieloide común 

CMTMR 5-(-6)-(((4-clorometil) Benzoil)amino) tetrametilrodamina 

CTL Linfocito T citotóxico 

CTLA-4 Antígeno 4 del linfocito T citotóxico  

DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol  

DC Célula dendrítica 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO Dimetil sulfóxido  

DNAM-1 Molécula accesoria 1 de DNAX 

DTHL Ácido aspártico-treonina-histidina-leucina 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético  

EMT Transición epitelial-mesenquimal 

ER Receptor de estrógenos 

ErbB2 Oncogén de eritroblastosis B o HER-2/neu  

ERK Quinasa regulada por señales extracelulares 

ERM  Ezrina-Radixina-Moesina 
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FBS Suero fetal bovino 

Fc Fracción constante de las inmunoglobulinas 

FITC Isotiocianato de fluoresceína 

FMO Flourescencia menos uno 

FOXP3 Forkhead box P3 

G418  Geneticina® 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa  

GFP  Proteina verde fluorescente 

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 

Grb2 Proteína de unión al receptor del factor de crecimiento 2 

HDP70 Elementos transcripcionales de choque térmico o  heat shock protein 70 

HER-2  Receptor 2 humano del factor de crecimiento epidérmico 

HEV  Vénulas del endotelio alto 

HLA Antígeno leucocitario humano 

HRP Peroxidasa de rábano 

HSC Célula madre hematopoiética 

ICAM Molécula de adhesión intercelular 

ICOS Coestimulador inducible 

iDC Célula dendrítica inmadura 

IDO Indoleamina 2,3-dioxigenasa  

IFN Interferón 

Ig Inmunoglobulina 

IL Interleucina 

ITAM Estructura tirosínica de activación del receptor inmunitario  

ITIM Estructura tirosínica de inhibición del receptor inmunitario  

Jak Quinasa de Janus 

JNK  Quinasas c-Jun N-terminal 

KDa Kilo Dalton 

KIR Receptor del tipo inmunoglobulina del linfocito citolítico 

LFA-1 Antígeno asociado a la función linfocitaria tipo 1 

LIR Receptor leucocitario del tipo inmunoglobulina 

LPS Lipopolisacárido 

MAPK Proteínas quinasas activadas por mitógenos 

Mb Megabases 

M-CSF Factor estimulante de colonias de macrófagos 

mDC Célula dendrítica madura 
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MDP Progenitor macrófago-dendrítico 

MEP Progenitor transformado de Myb-Ets 21  

MFI Mediana de la intensidad de fluorescencia 

MHC Complejo principal de histo-compatibilidad 

MIC-AB Cadena A/B relacionada con el MHC de clase I 

MMP Metaloproteinasas de matriz extracelular 

MoDC Célula dendrítica derivada de monocito 

MSC Célula madre mesenquimal  

MUC Mucina 

NCR Receptor de citotoxicidad natural 

NHERF Factor regulador del intercambiador Na+/H+  

NK Linfocitos citolíticos naturales o Natural killers 

PBMC Células mononucleares de sangre periférica 

PBS Tampón fosfato salino 

PCLP1 Proteína 1 similar a podocalicina  

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PD-1 Proteína de muerte programada 

PDZ  Dominios de interacción proteína-proteína 

PE Ficoeritrina 

PGE2 Prostaglandina E2 

PHA Fitohemaglutinina 

PI3K  Fosfoinositol 3-quinasa 

PI-9 Inhibidor de proteasa 9  

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PODXL Gen de la proteína podocalicina 

Poli I:C Ácido poliinosínico-policitidílico  

PR Receptor de progesterona 

Pre-DC Célula dendrítica precursora 

PSA Antígeno prostático específico 

PTS Prolina-treonina-serina 

PVDF Polifluoruro de vinilideno  

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 

RT-qPCR Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción reversa 

SDS Dodecilsulfato de sodio 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

SLeX Complejo sialilado relacionado con la familia de Lewis X 
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SMAC Grupo de activación supramolecular 

Sp1 Proteína de especificidad 1 

SPI-6 Inhibidor de serina proteasa 6 

STAT Proteína transductora de señales y activadora de la transcripción 

TAA Antígenos asociados a tumores 

TATA Antígenos asociados a trasplante o inducidos por virus 

TCR Receptor del linfocito T 

TGF-β Factor de crecimiento transformante β 

Th Linfocito T helper o cooperador 

TNF Factor de necrosis tumoral 

TRAIL Ligando de inducción de apoptosis relacionado con TNF 

TRAILR Reptor del ligando de inducción de apoptosis relacionado con TNF 

Treg Linfocito T regulador 

TSA Antígenos específicos de tumores 

ULPB Proteína de unión a UL16 

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular 

WT1 Proteína del tumor de Wilms 1 
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1. PROTEÍNA PCLP1  

La podocalicina, también denominada proteína 1 similar a podocalicina 

(PCLP1), trombomucina, PODXL, progenitor transformado de Myb-Ets (MEP) 21, o 

gp135, es una proteína transmembrana de tipo I altamente glicosilada perteneciente 

a la familia de sialomucinas CD34. Inicialmente identificada en la superficie de los 

podocitos glomerulares de rata por Kerjaschki y colaboradores en 1984,1 se ha 

detectado su presencia en la superficie de otros tipos celulares, como células 

epiteliales, endotelio vascular, células hematopoyéticas, células mesenquimales, 

células del sistema nervioso y células tumorales. La importancia de esta proteína 

reside en su estructura rica en sulfatos y ácidos siálicos y en su capacidad para 

interaccionar con el citoesqueleto celular. Estas características otorgan a PCLP1 un 

papel fundamental en la adhesión y morfología celulares, tanto en homeostasis como 

en condiciones de malignidad.  

1.1. Estructura proteica de PCLP1 y organización genómica 

PCLP1 es una proteína cuyo gen (PODXL) se encuentra en la región 

cromosómica 7q32–q332 y comprende un total de 1,1 Mb organizadas en 8 exones 

que codifican para una proteína de 528 aminoácidos con un peso molecular calculado 

de 55,5 KDa. Como consecuencia de un proceso de glicosilación postraduccional, 

PCLP1 puede llegar a alcanzar un peso molecular de entre 145 y 200 KDa.3,4 PCLP1, al 

igual que la proteína CD34 y el endoglicano, pertenece a la familia de proteínas 

denominada CD34. Los miembros de esta familia comparten una estructura similar 

que consiste en tres dominios principales: un dominio extracelular altamente cargado, 

un tallo yuxtamembrana y un dominio citoplasmático de corta longitud que 

interacciona con proteínas intracelulares (Figura 1).5,6  

El extremo amino terminal extracelular de PCLP1 se compone de 406 

aminoácidos y está formado por un dominio mucina unido a un dominio globular rico 

en aminoácidos cisteína. El dominio mucina se denomina PTS por su riqueza en 

prolina, treonina y serina, es de gran longitud (250 aminoácidos) y presenta lugares de 
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N-glicosilación, O-glicosilación, sialilación y sulfatación, lo que confiere una gran carga 

negativa a esta proteína. Por otro lado, el dominio intracelular de PCLP1 es de menor 

longitud (75 aminoácidos) y presenta lugares de fosforilación y de interacción con 

proteínas intracelulares. Los cuatro aminoácidos carboxilo-terminales, que incluyen el 

aspartato, treonina, histidina y leucina, forman un motivo llamado DTHL que 

interacciona con dominios de señalización de moléculas intracelulares denominados 

dominios PDZ.7 El dominio intracelular de PCLP1 se encuentra ampliamente 

conservado entre especies (95%), a diferencia del dominio extracelular (<33%). Este 

alto grado de conservación indica que el dominio intracelular juega un papel 

fundamental en la función de PCLP1.  

A

B
NHERF-1/2

Ezrina

F-actina

Dominio mucina (PTS)

Dominio 
globular

PODXL

DTHL

 

Figura 1. Estructura proteica y organización genómica de PCLP1. A) Estructura del gen 
PODXL, donde se muestran los 8 exones que dan lugar a los correspondientes dominios 
proteicos. B) Estructura proteica donde aparece en verde el dominio mucina con las zonas de 
O-glicosilación (líneas verticales), sialilación (flechas) y sulfatación (líneas con punto). En azul 
se muestra el dominio globular seguido del tallo yuxtamembrana (amarillo), dominio 
transmembrana (azul) y la cola citoplásmica (rojo) con sus zonas fosforiladas y el motivo 
DTLH. Adaptada de (Nielsen y McNagny, 2008)6. 

A través de la cola citoplasmática, PCLP1 se asocia a proteínas de unión a actina 

tales como la ezrina, el factor regulador del intercambiador Na+/H+ (NHERF) o la 

cortactina.7-9 La ezrina pertenece a la familia de proteínas denominada ezrina-

radixina-moesina (ERM) y se une a PCLP1 de forma directa o a través de la proteína 

adaptadora NHERF formando el complejo PCLP1-NHERF-ezrina.10 Este complejo 
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interacciona con proteínas del citoesqueleto de actina participando en importantes 

procesos celulares como la morfogénesis, adhesión, tráfico de membrana, transporte 

y señalización celular. Asimismo, la formación del complejo PCLP1-NHERF-ezrina se 

encuentra implicada en el desarrollo de extensiones de membrana, modulando 

positivamente la movilidad celular.11,12 

1.2. Regulación de la expresión de PCLP1 

La transcripción de PCLP1 se encuentra regulada por varios factores, entre los 

que destaca la proteína del tumor de Wilms (WT1), un potente activador de la 

transcripción de varios genes implicados en el crecimiento, metabolismo celular y 

diferenciación renal. La unión de WT1 a zonas conservadas del promotor del gen 

PODXL activa su transcripción favoreciendo el establecimiento y mantenimiento de las 

características funcionales de los podocitos.13 Además de en podocitos, WT1 se 

expresa en el sistema nervioso central y en tejidos hematopoyéticos y se 

sobreexpresa en una gran variedad de cánceres de adultos.14 Asimismo, la expresión 

de PCLP1 también puede ser inducida por el factor de transcripción Sp1 (proteína de 

especificidad 1),15 o regulada negativamente por el factor de transcripción supresor 

de tumores p53, contribuyendo a la tumorigénesis en los tumores de Wilms.16 

1.3. Función de PCLP1  

1.3.1. PCLP1 en células epiteliales 

Los estudios iniciados por Kerjaschki y colaboradores en 1984 atribuyeron un 

papel esencial de PCLP1 en la organización y funcionamiento del riñón, lo que 

posteriormente  fue demostrado al observar que ratones carentes del gen PODXL 

presentaban una permeabilidad glomerular reducida que tenía como consecuencia la 

muerte por anuria.17 Esto es debido a que la riqueza en ácidos siálicos del dominio 

extracelular de PCLP1 confiere a esta proteína la carga negativa necesaria para crear 

fuerzas de repulsión que mantienen abiertos los espacios intercelulares a través de los 

cuales se filtra la orina.1,18,19 
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Dependiendo de su nivel de expresión y localización celular se pueden observar 

efectos opuestos de PCLP1 en la adhesión celular. Por este motivo, varios trabajos han 

atribuido a PCLP1 una función antiadhesiva tanto en podocitos in vivo,1,17,20 como en 

líneas celulares de riñón y de ovario.21 Por el contrario, otros autores han demostrado 

el papel proadhesivo de PCLP1 en líneas celulares epiteliales de ovario y 

endoteliales.22,23 Se ha demostrado que en células que presentan niveles moderados 

de expresión de PCLP1, esta proteína se dirige hacia zonas apicales permitiendo el 

movimiento de integrinas hacia zonas basolaterales, lo cual incrementa la adhesión 

celular en la zona basal.12,24,25 Por el contrario, altos niveles de expresión de PCLP1 

tienen como consecuencia una mayor expansión de los dominios apicales dejando a 

los dominios basolaterales con insuficiente área para adherirse a otras células (Figura 

2).26 De hecho, un estudio realizado en líneas celulares de riñón (MDCK) y de cáncer 

de mama (MCF-7) muestra que la sobreexpresión de PCLP1 induce la formación de 

microvellosidades ricas en actina en el dominio apical, disminuyendo la actina 

basolateral e interrumpiendo la adhesión mediada por integrinas.27  

 

Concentración de PCLP1

Uniones celulares

Aumento de adhesión Disminución de adhesión

Integrinas 

Podocalicina

F-actina

Célula epitelial

Microvellosidades

 

Figura 2. Función de PCLP1 en la adhesión celular. Niveles moderados de PCLP1 establecen 
dominios apicales de PCLP1 y localización basolateral de integrinas. El aumento de expresión de 
PCLP1 induce su apicalización y formación de microvellosidades, lo cual interrumpe la adhesión 
mediada por integrinas. Adaptada de (Nielsen y McNagny, 2008)6. 
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A su vez, PCLP1 se expresa en las células endoteliales de las vénulas de 

endotelio alto (HEV) presentes en los órganos linfáticos secundarios,28,29 donde 

presenta una función proadhesiva debido a la unión a su ligando extracelular. Las 

células de HEV ejercen un papel fundamental en la migración de los linfocitos hacia 

órganos linfáticos secundarios. Dicha migración se encuentra mediada por la 

interacción con las moléculas de adhesión celular leucocitaria denominadas selectinas 

con moléculas presentes en la superficie de las células de HEV. En las células de HEV, 

PCLP1 exhibe un patrón de glicosilación inusual constituido por grupos glucídicos 

complejos sialilados relacionados con la familia de Lewis X (SLeX) que le permiten 

interaccionar con su ligando presente en los linfocitos, la selectina L. Esta interacción 

entre PCLP1 y selectina L promueve el reclutamiento linfocitario a los órganos 

linfáticos secundarios, ejerciendo una función proadhesiva.30 

1.3.2. PCLP1 en células del sistema nervioso 

En los últimos años, varios trabajos han descrito la expresión de la proteína 

PCLP1 durante el desarrollo del sistema nervioso central y en el cerebro adulto. Los 

mayores niveles de expresión de PCLP1 se producen en los estadios postnatales, 

especialmente en la placa cortical, hipocampo, cerebelo y prosencéfalo.31,32 Aunque la 

función específica de esta proteína durante el desarrollo neuronal aun se desconoce, 

se sabe que participa en la morfogénesis neuronal regulando negativamente el 

crecimiento y ramificación de las neuritas. Recientemente se ha demostrado que 

PCLP1 es requerida para la correcta la formación y el mantenimiento de las sinapsis 

neuronales, puesto que contribuye a la estabilización de los contactos sinápticos 

tanto en el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico.33 

1.3.3. PCLP1 en células hematopoyéticas 

Al igual que otros componentes de la familia CD34, la proteína PCLP1 se 

expresa durante el desarrollo embrionario en progenitores hematopoyéticos 

tempranos, hemangioblastos y eritroblastos.34-36 Los niveles de expresión de PCLP1 en 
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estas células son inferiores a los presentes en podocitos y van disminuyendo 

progresivamente durante la maduración celular. Pese a que su función en este tipo 

celular es aún desconocida, se ha sugerido que tanto CD34 como PCLP1 participan en 

la migración y diferenciación de las células hematopoyéticas durante el desarrollo.34 

En la fase adulta su expresión permanece restringida a células del linaje 

megacariocítico y a una subpoblación de células madre hematopoyéticas presente en 

médula ósea, la cual se encuentra relacionada con el linaje mieloide y linfoide. 

Asimismo, se ha detectado expresión de PCLP1 en la membrana citoplásmica de 

monocitos activados con factor estimulador de colonias de monocitos.37-40 

1.3.4. PCLP1 en células madre mesenquimales 

La estructura glicosilada de PCLP1 participa en el mantenimiento de la 

morfología de las células madre. Esta proteína ha sido descrita como marcador de 

células madre mesenquimales (MSCs), de células madre pluripotentes y se expresa de 

forma elevada en células madre humanas embrionarias.41-43 El estudio en MSCs ha 

revelado que PCLP1, junto con otras proteínas, regula la diferenciación y la agregación 

celulares y participa en la proliferación clonal y en la migración de estas células.44,45 

Asimismo, las MSCs presentan una función inmunomoduladora, ya que contribuyen al 

mantenimiento de la tolerancia periférica, feto-materna y de transplante, así como en 

la autoinmunidad y evasión tumoral.46 Un estudio reciente desarrollado en una 

subpoblación de MSCs, constituida por células progenitoras cardiacas, ha demostrado 

que la expresión de PCLP1 promueve la activación, adhesión y migración celulares y 

favorece el estado inmaduro o no diferenciado. De hecho, la expresión de PCLP1 

modula la capacidad inmunoreguladora local de las MSCs mediante la inhibición de la 

proliferación de linfocitos T.47  
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1.4. Proteína PCLP1 y cáncer 

Son muchos los estudios que implican a PCLP1 en la malignidad tumoral. Así, se 

han detectado polimorfismos o alteraciones en la expresión de PCLP1 en varios 

cánceres humanos, incluyendo cáncer de mama,48 próstata,49 páncreas,50 carcinoma 

hepatocelular,51 testicular,52 embrionario,42 ovárico,26 colorrectal,53 renal,54 tiroideo,55 

pulmonar,56 tumores cerebrales57 y leucemias.37,58 Además, niveles elevados de 

expresión de PCLP1 en células tumorales se asocian con tumores de alto grado, 

agresivos, con mayor riesgo de metástasis y pronóstico negativo. Este vínculo entre 

PCLP1 y metástasis se ha visto reforzado por estudios que muestran un aumento del 

potencial invasivo en células tumorales que sobreexpresan ectópicamente 

PCLP1.26,48,49,53,54,59-64 

En cuanto a los mecanismos que subyacen a la metástasis inducida por PCLP1, 

la capacidad para promover la malignidad tumoral se ha atribuido tanto a su 

propiedad antiadhesiva como a la proadhesiva. Diversos estudios in vitro, han 

demostrado que la capacidad antiadhesiva de esta proteína interrumpe el contacto 

célula-célula, incrementa la migración y altera la morfología celular, dando lugar a un 

fenotipo metastásico.21,27,48,59 Por otro lado, se ha descrito que PCLP1 induce la 

adhesión celular a proteínas de la matriz extracelular, la migración y la interacción 

intercelular de manera dependiente de integrinas, unas moléculas de adhesión 

implicadas en la progresión del cáncer. En la misma línea, se ha demostrado que 

PCLP1 expresada en células tumorales pancreáticas estimula la adhesión a la selectina 

E y selectina L presentes en el endotelio vascular y en los linfocitos, respectivamente, 

contribuyendo a la metástasis de las células cancerosas.65,66 Asimismo, la región 

cromosómica 7q32-q33, donde se localiza el gen PODXL se haya ligada a formas 

agresivas de cáncer de próstata.67,68 

El incremento de la migración e invasividad mediado por PCLP1 es dependiente 

de su ligando intracelular, la ezrina, que participa en la interacción de PCLP1 con el 

citoesqueleto e induce la activación de las rutas de señalización fosfoinositol 3-

quinasa (PI3K) y proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK).59 Dichas rutas 
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afectan a funciones celulares relacionadas con la tumorigénesis y metástasis, y se 

encuentran implicadas en la inducción de metaloproteinasas que degradan la matriz 

extracelular (MMP) facilitando la migración e invasión tumorales.69,70 Cabe destacar 

que los ligandos intracelulares de PCLP1, la ezrina y NHERF, se encuentran asociadas a 

varios tipos de cáncer contribuyendo al fenotipo maligno.71-74 

Por otra parte, se ha atribuido a PCLP1 un importante papel regulador en la 

transición epitelial-mesenquimal (EMT) inducida por el factor de crecimiento 

transformador β1 (TGF-β1).75 Durante el proceso de EMT las células epiteliales 

pierden su polarización apical-basal y el contacto entre células adoptando una 

morfología mesenquimal y un comportamiento invasivo y migratorio.76
 

1.5. PCLP1 y cáncer de mama 

El cáncer de mama representa el tipo de cáncer más frecuente en mujeres con 

una incidencia anual de 1,68 millones de casos diagnosticados en la población 

femenina mundial y más de 25.000 casos en España, suponiendo el 29% de los 

tumores femeninos (Agencia Internacional de Investigación del Cancer o AIRC, 2012). 

Además, el cáncer de mama es la principal causa de mortalidad por cáncer en 

mujeres, siendo la propagación metastásica a órganos distantes la causa 

predominante de la muerte de estas pacientes. 

Los tumores mamarios se distinguen en función de la localización, fase del 

tumor y perfil molecular. Habitualmente, se utilizan los términos ductal y lobulillar 

para distinguir los tumores que se encuentran en el conducto lácteo o en el lóbulo 

mamario, respectivamente. Por otra parte, los tumores mamarios son clasificados 

según su tamaño, extensión tumoral, grado histológico e invasión a ganglios linfáticos. 

A su vez, los tumores mamarios se clasifican en base a la expresión de tres moléculas 

principales: receptor de estrógenos (ER), receptor de progesterona (PR) y receptor 2 

humano del factor de crecimiento epidérmico (HER-2), también denominado ErbB2. 

Los tumores positivos para ER son de bajo grado y se dividen en luminal A y luminal B 

en función de la expresión de la molécula HER-2. El subtipo luminal A es el más común 
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(50-60%), es negativo para HER-2 y presenta mejor pronóstico. Por el contrario, el 

subtipo luminal B (10-20%) expresa HER-2 y presenta un fenotipo más agresivo y peor 

pronóstico.77 Los tumores clasificados dentro del subtipo HER-2, engloban entre el 15 

y el  20% de los cánceres de mama. Estos tumores son negativos para ER y PR y se 

encuentran asociados a la malignidad y al pronóstico desfavorable. Por último, los 

cánceres del subgrupo basal (a veces denominado como triple negativo) se 

caracterizan por la ausencia de ER-, PR- y HER-2, son de alto grado y presentan un 

rápido crecimiento.78 Relacionado con el subtipo basal, recientemente se ha descrito 

el subtipo claudin-low, con bajos niveles de claudina y otras moléculas implicadas en 

el proceso EMT y con características asociadas a células madre mamarias.79 En la tabla 

presentada a continuación (Tabla 1) se muestran los tipos de carcinomas mamarios y 

las correspondientes líneas celulares desarrolladas. 

Tabla 1. Clasificación de carcinomas mamarios y sus correspondientes líneas celulares.80 

Clasificación Perfil Líneas celulares  

Luminal A  ER
+
, PR

+/–
, HER2

–
 MCF-7, T47D, SUM185 

Luminal B ER
+
, PR

+/–
, HER2

+
 BT474, ZR-75 

Basal  ER
–
, PR

–
, HER2

–
  MDA-MB-468, SUM190 

Claudin-low K ER
–
, PR

–
, HER2

– 
 BT549, MDA-MB-231, Hs578T, SUM1315 

HER2 ER
–
, PR

–
, HER2

+
  SKBR3, MDA-MB-453 

Los tumores mamarios malignos habitualmente sufren metástasis a lugares 

como hueso, pulmón, hígado y cerebro. Pese a que aún no se conoce con claridad, se 

ha observado que los tumores ER+ tienen predilección por hueso, mientras que los 

tumores de tipo lobulillar invasivo migran al tracto gastrointestinal y a ovarios.81,82 

Para predecir el pronóstico de pacientes con  tumores mamarios se tienen en cuenta 

características como el tamaño tumoral, la invasión de ganglios linfáticos y la pérdida 

de diferenciación histopatológica, cuyos valores se utilizan en clínica como 

marcadores de malignidad o de pronóstico desfavorable. Sin embargo, muchos 



Introducción 

10 

tumores agresivos no presentan estas características, encontrándose tumores 

metastásicos sin diseminación a ganglios linfáticos. Por esta razón es necesaria la 

identificación de marcadores de malignidad adecuados.  

Los tumores positivos para PCLP1 se asocian con carcinomas mamarios de tipo 

basal (ER-, PR- y HER-2-), son de grado avanzado y se relacionan con factores de 

pronóstico desfavorable como expresión anormal de p53.83 Varios estudios realizados 

en carcinomas mamarios demuestran que los altos niveles de expresión de PCLP1 se 

restringen a una subpoblación de carcinomas invasivos que incluyen tumores 

agresivos sin diseminación a ganglios linfáticos axilares y que se correlacionan con un 

pronóstico desfavorable. De hecho, el tiempo medio de supervivencia en pacientes 

con tumores que presentan niveles de expresión de PCLP1 muy elevados es 8 veces 

menor (9 años) que el observado en pacientes con baja o nula expresión de esta 

proteína (15 años).48 Por otro lado, estudios in vitro de sobreexpresión y 

silenciamiento de PCLP1 en líneas celulares mamarias MCF-7 y MDA-MB-231, 

respectivamente, han determinado que PCLP1 incrementa la migración, invasión, 

formación de invadopodios, así como la expresión de las metaloproteinasas MMP1 y 

MMP9 y la actividad de MAPK y PI3K en células de cáncer de mama.59,84 Otro trabajo 

reciente muestra que la supresión de PCLP1 en la línea celular de cáncer de mama 

MDA-MB-231 inhibe profundamente la formación de tumores primarios y metástasis 

secundarias al transplantarlas en ratones.85 Por todo ello, se ha señalado a PCLP1 

como marcador pronóstico en pacientes con cáncer de mama.48,59,83 
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2. SISTEMA INMUNITARIO 

El sistema inmunitario está constituido por un conjunto de moléculas, células, 

tejidos y órganos que trabajan de forma coordinada en el mantenimiento de la 

homeostasis. Se trata de un sistema altamente especializado cuya función es 

reconocer y reaccionar frente a sustancias extrañas tales como virus, 

microorganismos patógenos, células transformadas y células dañadas, 

neutralizándolas a la vez que mantienen intactas las células sanas. Las células del 

sistema inmunitario se encuentran distribuidas en la sangre y la linfa, en órganos 

linfáticos y dispersas en prácticamente todos los tejidos. Su organización anatómica y 

capacidad de circular entre la sangre, la linfa y los tejidos son dos características de 

vital importancia para la generación de la respuesta inmunitaria. Cuando las células 

inmunitarias detectan un antígeno desencadenan una serie de procesos fisiológicos, 

moleculares y celulares para eliminarlo. En función del tipo de respuesta, 

históricamente se han distinguido dos tipos de inmunidad, «innata o propia» y 

«adaptativa o específica», cuyos componentes se interrelacionan entre sí y se regulan 

para obtener una respuesta rápida y específica.  

 Las células que forman parte del sistema inmunitario provienen de un 

precursor hematopoyético común (HSC) presente en la médula ósea que da lugar a 

dos linajes diferentes en función de las citocinas y factores de crecimiento producidos 

en la zona. El linaje linfoide se diferencia para dar lugar a células linfocitarias, tales 

como linfocitos T, linfocitos B, células NK y células dendríticas (DCs).86 Por otro lado, el 

linaje mieloide da lugar a los glóbulos rojos, plaquetas, granulocitos (neutrófilos, 

eosinófilos, basófilos), monocitos y DCs. Las células NK, DCs, macrófagos, granulocitos 

y mastocitos se engloban como células del sistema inmunitario innato y representan 

la primera línea de defensa frente a patógenos o a agentes extraños. Por el contrario, 

los linfocitos T, B y sus mediadores humorales (citocinas y anticuerpos) generan una 

respuesta específica de antígeno o adaptativa (Figura 3). 
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Figura 3. Hematopoyesis. En la médula ósea, la célula madre pluripotente da lugar a dos linajes 
denominados mieloide y linfoide. El linaje mieloide da lugar a los megacariocitos y plaquetas, eritrocitos, 
granulocitos (neutrófilos, eosinófilos y basófilos) y monocitos. Los monocitos se diferencian finalmente a 
macrófagos y células dendríticas. Por otro lado, el linaje linfoide da lugar a los linfocitos B, T, células NK y a 
las células dendríticas.  

A continuación se describen las células inmunitarias implicadas en mayor 

medida en la respuesta antitumoral, tales como las DCs, linfocitos T y células NK. 
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2.1. Células dendríticas 

Las DCs son consideradas las células presentadoras de antígeno más potentes 

de la respuesta inmunitaria innata. Su principal función es la captura, procesamiento y 

posterior presentación antigénica a linfocitos T y B promoviendo su activación o 

tolerancia. Simultáneamente, las DCs producen citocinas y otras proteínas a través de 

las cuales modulan la respuesta inmunitaria y a su vez reconocen y eliminan de forma 

directa patógenos y células anormales.87 Estas células se caracterizan por la ausencia 

de marcadores de linaje como CD14 (monocitos), CD3 (linfocitos T), CD19, CD20 y 

CD24 (linfocitos B), CD56 (células NK), por su elevada expresión en superficie de 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y por su morfología 

característica, la cual exhibe largas proyecciones membranosas y altas 

concentraciones de estructuras intracelulares relacionadas con el procesamiento 

antigénico.  

Este tipo celular se encuentra ampliamente distribuido en tejidos y órganos 

linfáticos y no linfáticos formando un grupo heterogéneo que se clasifica en función 

de su localización, función y fenotipo. En la circulación sanguínea las células 

dendríticas representan del 0,5 al 2% de las células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs). Estudios recientes afirman que las células dendríticas surgen tanto 

de progenitores mieloides como linfoides, distinguiéndose tres grupos principales: 

células dendríticas mieloides, células dendríticas plasmacitoides y células dendríticas 

derivadas de monocitos (MoDC).88,89 Las DCs mieloides son las más abundantes, 

representan el 80% de las DCs sanguíneas y se caracterizan por la expresión de CD11c. 

Esta subpoblación celular forma parte de las denominadas DCs convencionales, a las 

cuales se les atribuyen las funciones y estructura descritas anteriormente. Por otro 

lado, las DCs plasmacitoides aparecen en menor proporción y se designan por su 

morfología similar a células plasmáticas. Forman parte de las denominadas DCs no 

convencionales ya que sus funciones difieren de las habituales, son las principales 

células productoras de interferón (IFN) de tipo I, no son fagocíticas y son ineficientes 
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en la presentación antigénica. Las DCs plasmacitoides humanas se caracterizan por la 

expresión de CD123 (cadena-α del receptor IL-3) y no expresan CD11c.90 

Para desarrollar su función como presentadoras de antígeno, las DCs presentan 

dos estados funcionales: inmaduras (iDCs) o especializadas en capturar antígenos y 

maduras (mDCs) o especializadas en presentar antígenos. Habitualmente, las DCs 

permanecen en los tejidos periféricos en estado inmaduro, donde funcionan como 

centinelas que capturan antígenos y mantienen la tolerancia periférica. Para ello 

expresan moléculas de adhesión y receptores de quimiocinas como CCR1 y CCR5, 

presentan  altos niveles de actividad endocítica, baja expresión de moléculas MHC en 

su superficie y capacidad inmunoestimuladora disminuida. La presencia de antígenos 

y estímulos patogénicos, inflamatorios o de daño tisular como IFN-α, CD40L, TNF-α, 

IL-1 o IL-6 o lipopolisacáridos (LPS) de bacteria o virus, activan a las iDCs finalizando la 

captura e iniciando la presentación antigénica. Este proceso conlleva la reorganización 

del citoesqueleto para expresar moléculas MHC unidas al péptido antigénico y 

receptores implicados en la migración a tejidos linfáticos (disminución de CCR1 y CCR5 

y aumento de CCR7). Por último, la estimulación de las DCs incrementa la expresión 

de marcadores de superficie asociados a la maduración y activación de estas células, 

como las moléculas de adhesión CD54 y CD58 y las moléculas CD40, CD80, CD86 y 

CD83, implicadas en la estimulación de la respuesta inmunitaria (Tabla 2).91-93  

Tabla 2. Fenotipo de las DCs en función del estado de maduración. 

 
Marcadores Localización Función 

iDC 

↑CCR1 y CCR3 

↓MHC, CD40, CD54, CD58, 
CD80, CD83, CD86 

Migración hacia tejidos periféricos 
como piel, bazo, hígado, pulmón, 
corazón, riñón y mucosas  

Captura 
antigénica 

mDC 

↓CCR1 y CCR5 

↑MHC, CD40, CD54, CD58, 
CD80, CD83, CD86 y CCR7                                              

Migración hacia órganos linfáticos 
secundarios  

 

Presentación 
antigénica  

 



Introducción 

15 

2.2. Linfocitos T 

 Los linfocitos T son los mediadores de la inmunidad celular. Sus precursores 

migran y maduran en el timo donde pueden permanecer, circular en sangre o residir 

en órganos linfáticos. Se caracterizan por la expresión en membrana del receptor de 

reconocimiento de antígenos (TCR), a través del cual reconocen fragmentos 

peptídicos derivados de antígenos extraños unidos a moléculas MHC o HLA (antígeno 

leucocitario humano), induciendo su activación y el inicio de la respuesta 

inmunitaria.94  

Los linfocitos T se definen por la expresión de la molécula de señalización CD3 y 

se clasifican principalmente en dos subtipos, en base a la expresión de las moléculas 

correceptoras de membrana CD4 y CD8. Los linfocitos CD4+, denominados linfocitos T 

cooperadores (Th), reconocen péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC 

de clase II. En cambio, los linfocitos T CD8+, o linfocitos T citotóxicos (CTLs), reconocen 

péptidos antigénicos presentados por moléculas MHC de clase I.95 Los linfocitos T 

citotóxicos, como su nombre indica, son capaces de eliminar de forma directa las 

células tumorales mediante mecanismos de citotoxicidad. Por otro lado, los linfocitos 

T cooperadores tienen como función principal la modulación o amplificación de la 

respuesta inmunitaria a través de la secreción de citocinas. En función del estímulo los 

linfocitos Th pueden desarrollar subpoblaciones de linfocitos T que amplifiquen o 

regulen la respuesta inmunitaria. Los denominados linfocitos T reguladores (Tregs) 

componen una de las subpoblaciones de vital importancia en la respuesta 

antitumoral. Su desarrollo es esencial en la regulación de la respuesta inmunitaria y 

en la tolerancia ante antígenos propios. Actúan produciendo un exceso de citocinas 

supresoras, como TGF-β1, que regulan la activación y función de linfocitos T y B. Las 

células Treg representan entre un 10 y un 15% del total de linfocitos CD4+ en 

humanos y se caracterizan por la expresión de CD4, CD25 y CD127 en su superficie y el 

factor de transcripción denominado FOXP3 que participa de forma directa en el 

desarrollo y función de esta subpoblación Treg. 96 
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2.3. Células NK 

Los linfocitos citolíticos naturales o Natural killer, denominadas células NK, 

fueron identificadas en 1975 como linfocitos granulares capaces de lisar células 

tumorales y células infectadas en ausencia de sensibilización previa.97 Representan 

menos del 1% de las células sanguíneas periféricas y entre un 5 y un 15% de los 

linfocitos totales. Se definen fenotípicamente como células CD56+CD3- y se 

distribuyen mayoritariamente en sangre, tejidos linfáticos y bazo, y en menor medida 

en el hígado, cavidad peritoneal y placenta. Participan en la defensa frente a tumores 

e infecciones víricas mediante citotoxicidad directa o indirecta a través de la 

producción de citocinas y quimiocinas que modulan la respuesta inmunitaria. 

Las células NK se desarrollan a partir de un precursor común a linfocitos T, que 

sufre diferenciación hacia un linaje T o NK en función del microambiente (Figura 2).98 

Dentro de las células NK sanguíneas, han sido identificadas dos subpoblaciones 

funcionales en base a los niveles de expresión de CD16 y CD56 en su superficie. Las 

células con altos niveles de expresión de CD56 y expresión baja o nula de CD16 se 

denominan NK CD56brightCD16dim y representan entre el 10 y 20% de las células NK 

sanguíneas. Se caracterizan por ser una gran fuente de citocinas, pero muestran una 

menor capacidad citotóxica. El 80-90% restante pertenece a las células NK con una 

expresión moderada de CD56 y altos niveles de CD16 en su superficie, denominadas 

CD56dimCD16bright. Esta subpoblación desempeña un papel opuesto, es decir, una gran 

actividad citolítica y menor producción de moléculas inmunomoduladoras. Sin 

embargo, recientemente se ha descrito que después del reconocimiento tumoral son 

capaces de liberar grandes cantidades de citocinas y quimiocinas. Las células NK 

CD56bright prevalecen en tejidos linfáticos secundarios y se cree que dan lugar a las 

CD56dim, que predominan en sangre periférica.99,100 
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3. SISTEMA INMUNITARIO Y CÁNCER 

Las células transformadas presentan ciertas alteraciones que son reconocidas 

por las células del sistema inmunitario. Los antígenos tumorales identificados se han 

clasificado en tres grupos principales en base a su patrón de expresión: específicos de 

tumores (TSA), asociados a tumores (TAA) y asociados a transplante o inducidos por 

virus (TATA). Los antígenos exclusivos de tumores o TSA, surgen de mutaciones o 

translocaciones genéticas y están implicados directamente en la carcinogénesis. Los 

antígenos denominados TAA se expresan en células sanas, pero desencadenan 

respuesta inmunitaria por su expresión aberrante, regulación anómala o expresión en 

tejido o tiempo erróneos. Estos antígenos TAA incluyen antígenos de testículos y 

tejido placentario que se expresan en tumores epiteliales, proteínas sobreexpresadas 

como p53, ErbB2 y antígenos de diferenciación como el antígeno prostático específico 

(PSA).  

3.1. Inmunovigilancia e inmunoedición tumoral 

En 1909, Paul Ehrlich fue el primero en introducir el concepto de 

inmunovigilancia,101 sugiriendo el papel del sistema inmunitario en el control del 

cáncer. Varios años después, Lewis Thomas y Frank Macfarlane Burnet demostraron 

que las células efectoras inmunitarias, principalmente las células NK y los linfocitos T, 

son capaces de monitorizar, reconocer y eliminar células transformadas o evitar su 

desarrollo inicial.102,103 Prueba de ello es que los ratones inmunodeficientes se 

encuentran más predispuestos a desarrollar tumores que los ratones 

inmunocompetentes, obteniendo unos tumores más inmunogénicos.104 Estas 

evidencias ponen de manifiesto la capacidad del sistema inmunitario no sólo para 

proteger al huésped de la formación y desarrollo tumoral, sino también para modular 

la inmunogenicidad del tumor.105 De aquí surgió el concepto de immunoedición 

introducido por Dunn y colaboradores, el cual sostiene que el sistema inmunitario 

participa en la formación y crecimiento del tumor mediante la selección de las 

variantes menos inmunogénicas, permitiendo la supervivencia tumoral en un 
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ambiente inmunológico intacto.106 

El proceso de inmunoedición, en el que se encuentran implicadas células 

inmunitarias, células tumorales y células del microambiente tumoral, consta de tres 

fases: eliminación, equilibrio y escape (Figura 4). En primer lugar se desarrolla la fase 

de eliminación, donde el sistema inmunitario detecta la presencia de tumores y trata 

de eliminarlos. Esta fase se completa cuando todas las células tumorales han sido 

suprimidas. De no ser así, comienza la fase de equilibrio, donde el sistema inmunitario 

contiene la extensión tumoral sin erradicarla. En esta etapa se alcanza un balance 

dinámico entre las células tumorales y el sistema inmunitario, que puede ser de larga 

duración. Durante esta fase de equilibrio, la presión ejercida por el sistema 

inmunitario aumenta la heterogenicidad tumoral, surgiendo nuevas células tumorales 

con diferentes mutaciones o características que les proporcionan a estas células una 

mayor resistencia al ataque inmunitario. Esta adquisición de nuevas variantes 

tumorales podría favorecer el escape tumoral, donde las células tumorales 

comenzarían a crecer sin ninguna restricción inmunológica.107 Recientemente se ha 

propuesto la “teoría de la inmunidad discontinua”,108 la cual puntualiza que las células 

NK responden a las alteraciones tumorales iniciales pero se vuelven tolerantes a la 

exposición continua, mostrando una respuesta citotóxica reducida. En este sentido, 

varios estudios han demostrado que las células NK aisladas del infiltrado tumoral o de 

sangre periférica de pacientes con cáncer presentan una citotoxicidad 

significativamente reducida y que la exposición antigénica crónica puede tener como 

consecuencia una citotoxicidad defectuosa de las células NK.109,110 
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Figura 4. Proceso de inmunoedición del cáncer por las células inmunitarias efectoras. 
Fases que componen el proceso de inmunoedición tumoral: eliminación, equilibrio y 
escape. Adaptada de (Schreiber R.D y cols., 2011)107. 
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4. CÉLULAS NK Y CÁNCER 

Varios estudios han atribuido a las células NK un papel esencial en la protección 

frente a tumores.111-113 Uno de ellos muestra que ratones carentes de células NK 

presentan mayor incidencia de cánceres espontáneos, metástasis y defectos en la 

citotoxicidad.  

4.1. Reconocimiento tumoral 

A diferencia de otros linfocitos, las células NK utilizan un sistema de 

reconocimiento altamente específico arbitrado por multitud de receptores que 

inducen señales de activación e inhibición celular.114 Los receptores inhibidores 

reconocen moléculas presentes en células sanas previniendo la respuesta frente a 

estas células. Por otro lado, los receptores de activación reconocen moléculas 

inducidas por estrés celular que se encuentran en la superficie de células 

transformadas. El estado de activación de la célula NK se encuentra determinado por 

la integración de las señales generadas por los receptores activadores e inhibidores, 

de forma que, si las señales de activación superan a las de inhibición, se iniciará la 

respuesta citotóxica. De esta manera, las células NK son capaces de reconocer 

variaciones en moléculas de superficie promovidas por la transformación celular, 

como la pérdida de marcadores propios o el aumento o aparición de antígenos 

tumorales. En células sanas, la expresión de MHC de clase I induce la transmisión de 

señales inhibidoras al interior de la célula NK y, por tanto, resistencia a la lisis por las 

células NK, lo que evita su destrucción (Figura 5a).115 En cambio, la reducción o 

ausencia de MHC propio como consecuencia de la transformación maligna provoca la 

lisis de las células tumorales por las células NK al no recibir señales inhibidoras (Figura 

5b). Este mecanismo de reconocimiento fue originalmente propuesto por Kärre y 

colaboradores y se conoce como la hipótesis de la pérdida de lo propio (missing self 

hypothesis).116 Asimismo, la activación de las células NK inducida por el 

reconocimiento de moléculas sobreexpresadas en las células tumorales se designó 

como la hipótesis de la inducción de lo propio (induced-self hypothesis) (Figura 5c). 117 



Introducción 

21 

Adicionalmente, la presencia de citocinas como IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-

21 y IFN-γ tipo I y quimiocinas es esencial para la estimulación de la respuesta 

antitumoral por parte de las células NK.118 

Célula NK activada

Célula NK

Célula NK activada Célula tumoral

Célula normal

Inhibición de NK

Activación de NK

Célula tumoral
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Receptor de 
inhibición MHC-I
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Citocinas y mediadores citotóxicos
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La pérdida de moléculas 
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Figura 5. Sistema de reconocimiento de las células NK. Los receptores expresados por las células 
NK son capaces de activar o inhibir la respuesta de las células NK después de interaccionar con sus 
ligandos específicos en la célula diana. A) Tolerancia: La célula sana presenta ligandos propios que 
inhiben a la célula NK. B) Hipótesis de Missing Self o pérdida de lo propio: activación de la célula 
NK debido a la pérdida de marcadores propios en la célula diana transformada. C) Hipótesis de 
Stress-induced Self o inducción de lo propio: el proceso de transformación induce la expresión de 
moléculas antígénicas en la superficie de células diana, lo que promueve la señal activadora en la 
célula NK. Adaptada de (Vivier E y cols., 2012)117. 
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Los receptores de células NK estudiados hasta la fecha pertenecen a la 

superfamilia de las inmunoglobulinas o de las lectinas tipo C (Ig), cuyos ligandos sólo 

se conocen parcialmente. Para ejercer su efecto inhibidor o activador, estos 

receptores desencadenan una señalización intracelular basada en la fosforilación de 

quinasas tirosina que se agrupan formando unos dominios conocidos como 

estructuras tirosínicas de inhibición o activación del receptor inmunitario (ITIMs o 

ITAMs). Estas estructuras son necesarias para el progreso o contención de la 

respuesta antitumoral y se localizan en la cola citoplásmica de los receptores de 

inhibición o en proteínas adaptadoras unidas a receptores de activación (Figura 5). 
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Célula 
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Figura 6. Receptores activadores e inhibidores expresados en la superficie de células NK y sus 
respectivos ligandos expresados en las células diana. 

 

4.1.1. Receptores de inhibición 

Los receptores de inhibición son moléculas altamente polimórficas que 

reconocen moléculas MHC de clase I y se expresan de forma dominante respecto a los 

receptores de activación para prevenir la destrucción de las células sanas 

autólogas.119 Estos receptores actúan inhibiendo la citotoxicidad y la producción de 

citocinas mediante el reclutamiento de fosfatasas de tirosina intracelulares.120,121 Los 

receptores inhibidores se componen de un amplio rango de moléculas cuyo 

mecanismo de acción no se ha establecido de forma clara. No obstante, se han 

definido tres grupos principales implicados en la inhibición de las células NK: los 
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receptores del tipo inmunoglobulina del linfocito citolítico (KIRs), los receptores 

leucocitarios del tipo inmunoglobulina (LIR) y el heterodímero denominado 

CD94/NKG2A.  

Los receptores KIR son glicoproteínas de superficie celular muy diversas 

pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas y que tienen como ligandos 

moléculas de MHC de clase I o HLA de clase I en humanos, como HLA-A, -B, -C y -G.122 

Recientemente se ha determinado que algunos KIR carecen de motivo ITIM y generan 

señalización activadora a través de DAP12 y que otros subtipos KIR son capaces de 

desempeñar ambas funciones.123 Por otro lado, los receptores LIR reconocen distintas 

moléculas de HLA clase I y el heterodímero CD94/NKG2A, perteneciente a la familia 

de las lectinas tipo C, se une a la molécula HLA-E.124  

4.1.2. Receptores de activación 

Las células NK expresan un amplio rango de receptores de activación que han 

sido intensamente estudiados por su papel en la respuesta antitumoral. En su mayoría 

estas moléculas transmembrana presentan un corto dominio intracelular incapaz de 

desencadenar una señalización intracelular, por lo que se acoplan a moléculas 

adaptadoras como FcεRγI, CD3ζ, DAP10 o DAP12 en la región transmembrana. La 

fosforilación de estas proteínas adaptadoras promueve la asociación a proteínas 

intracelulares que inducen la estimulación de la función efectora de las células NK.125 

De entre los numerosos receptores activadores cabe destacar los siguientes: la 

molécula NKG2D, los receptores de citotoxicidad natural (NCR), el receptor CD16 y la 

molécula accesoria de la molécula DNAX1 (DNAM-1). 

NKG2D es una glicoproteína transmembrana de tipo II que genera respuestas 

citotóxicas a través de la unión a la proteína adaptadora DAP10. La fosforilación de 

DAP10 recluta varias moléculas de señalización que inducen la polimerización del 

citoesqueleto de actina, la maduración de la sinapsis citolítica y la lisis de la célula 

diana.126 La importancia de NKG2D en la eliminación y prevención de la progresión 

tumoral ha sido considerada en estudios in vivo, donde se ha descrito que la 
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neutralización de este receptor aumenta la incidencia de tumores en ratones y que su 

señalización a través de DAP10 es suficiente para la inducción de la citotoxicidad 

aunque deficiente para la producción de citocinas como IFN-γ.127,128 

Los ligandos de NKG2D conocidos hasta la actualidad en humanos son 

proteínas transmembrana de tipo I altamente polimórficas pertenecientesal grupo de 

moléculas MHC no clásicas. De entre ellos cabe destacar la secuencia polipeptídica 

A/B relacionada con MHC de clase I (MIC-AB) y las proteínas de unión a la proteína 

UL-16 (ULBPs).129,130 Pese a que dichos ligandos presentan una expresión tisular 

restringida a ciertos tipos de células normales, su expresión puede ser inducida por 

señales de estrés celular como estrés oxidativo131 y elementos transcripcionales de 

choque térmico (HDP70, heat shock protein 70)132 o moléculas que causan daño al 

ADN como es el caso de la radiación ionizante, el cisplatino, la afidilcolina, la 

mitomicina C o la hidroxiurea.133 

Los receptores NCR constituyen un grupo de proteínas estructuralmente 

diferentes pero todas ellas pertenecientes a la superfamilia de inmunoglobulinas. Los 

receptores NKp46 (NCR1 o CD335) y NKp30 (NCR3 o CD337) actúan a través de las 

moléculas adaptadoras CD3ζ o FcεRγI y el receptor NKp44 (NCR2 o CD336) se asocia a 

la molécula adaptadora DAP12 para transmitir la señal activadora.134-136 Estos 

receptores cooperan entre sí induciendo la citotoxicidad frente a una gran variedad 

de células diana, siendo el receptor NKp46 el que mayor respuesta citotóxica 

genera.137 Los ligandos tumorales reconocidos hasta la fecha comprenden los heparan 

sulfatos, el transcrito 3 asociado a HLA-B (BAT3) y el miembro de la familia B7 

denominado B7-H6, ambos presentes en la superficie de las células tumorales.138-140 

FcγRIIIa o CD16 se trata de un receptor ampliamente conocido por su papel en 

la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).141 Dicho receptor 

reconoce la región Fc (fragmento constante de las inmunoglobulinas), de forma que 

permite detectar células diana recubiertas por anticuerpos. Cuando esto ocurre, el 

CD16 desencadena la señalización intracelular a través de cadenas CD3ζ y FcεRγI 

resultando en la activación de las células NK. De hecho, se ha observado que las 
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diferencias en los niveles de expresión de CD16 tienen consecuencias funcionales para 

la ADCC de las células NK.142,143 

DNAM-1 o CD226, es una molécula transmembrana que promueve la adhesión 

celular, la secreción de citocinas y la apoptosis de células diana. Presenta una cola 

citoplásmica con lugares de fosforilación a través de la cual lleva a cabo dichas 

funciones. Sus ligandos, la nectina 2 (CD112) y el receptor de poliovirus (PVR) o 

CD155, se encuentran altamente expresados en células tumorales.144-146 

4.1.3. Otros receptores 

Se han descrito otros receptores que participan en la respuesta de las células 

NK, sin embargo aun no está claro su papel en la respuesta inmunitaria. Un ejemplo 

de ello son los receptores CD94/NKG2C,E,147 NTB-A148 y 2B4 O CD244,149 los cuales 

pueden presentar una función activadora e inhibidora. Además, si bien los receptores 

descritos son suficientes para llevar a cabo la señal de activación, su actividad puede 

ser regulada de manera positiva por la acción de otros receptores como CD54 (ICAM-

1),150 CD69,151 CD49f,152 CD18 y CD11b.153 Aunque el modo de acción de dichos 

receptores en las células NK no ha sido determinado en profundidad, se cree que 

actúan como co-estimuladores de la respuesta inmunitaria de las células NK. 

4.2. Sinapsis inmunológica 

 El reconocimiento de la célula tumoral por parte de la célula NK requiere una 

unión estable que permita la interacción entre ambos tipos celulares. La sinapsis 

inmunológica es una estructura micrométrica compleja que favorece la unión de los 

receptores a sus ligandos, permitiendo la comunicación entre células NK y células 

tumorales. La formación de la sinapsis inmunológica es un proceso secuencial que 

conlleva la adhesión, reorganización del citoesqueleto y segregación de receptores de 

membrana hacia la zona de la sinapsis. Inmediatamente después de la reorganización, 

los receptores se concentran formando grupos de activación supramolecular (SMACs), 

de forma que los receptores activadores, inhibidores y co-estimuladores se aglutinan 
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en un SMAC central y las moléculas de adhesión e integrinas se concentran en un 

SMAC periférico favoreciendo una unión estable entre ambos tipos celulares. Una de 

las principales moléculas implicadas en el ensamblaje y formación de la sinapsis es el 

antígeno asociado a la función linfocitaria tipo 1 (LFA-1 o CD11a), que media la 

polimerización de F-actina. Posteriormente, la señalización generada por los 

receptores de activación e inhibición determinará la respuesta final llevada a cabo por 

la célula NK. De este modo, si la respuesta es inhibidora la señalización de LFA-1 

queda reprimida y si la respuesta es activadora se estimula la polimerización de los 

microtúbulos.154 Esta polimerización favorece el tráfico de vesículas hacia diferentes 

zonas: las vesículas que contienen gránulos citotóxicos son dirigidas hacia la zona de 

sinapsis y las vesículas que contienen citocinas se distribuyen a cualquier punto de la 

membrana celular.155 

Durante la sinapsis inmunológica se produce una transferencia bidireccional de 

moléculas y fragmentos de membrana entre las células NK y células diana. 156,157 Este 

proceso, denominado trogocitosis, ocurre poco después de la formación de 

conjugados y se cree que puede contribuir al mantenimiento de la sinapsis 

inmunológica con el objetivo de recuperar la membrana perdida durante la 

exocitosis.158 Pese a que aún no se han establecido con detalle las consecuencias de 

este intercambio de fragmentos, recientemente se ha descrito la trogocitosis como un 

mecanismo de control de la respuesta inmunitaria a través de la modificación de las 

características funcionales de la célula receptora.159-162 

4.3. Respuesta antitumoral 

La capacidad de las células NK para eliminar las células transformadas se 

encuentra determinada por cuatro vías principales 1) la exocitosis de gránulos 

citotóxicos que inducen la necrosis y apoptosis tumoral; 2) la expresión de ligandos de 

receptores de muerte que culminan en la apoptosis tumoral; 3) la liberación de 

citocinas que estimulan la respuesta antitumoral de las propias células NK y de otros 
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componentes del sistema inmunitario; 4) la ADCC mediada por el receptor 

CD16/FcRIIIa. 

4.3.1. Secreción de gránulos citotóxicos  

El mecanismo más potente de lisis tumoral utilizado por las células NK es la 

secreción de gránulos citotóxicos que contienen proteínas citotóxicas como perforina 

y granzimas hacia la célula tumoral. La perforina forma un poro en la célula tumoral 

que permite el paso de las granzimas al citoplasma de la célula diana. Por un lado, en 

respuesta al calcio, la perforina polimeriza y forma poros acuosos, que pueden 

provocar la pérdida de estabilidad osmótica y muerte de la célula tumoral.163,164 Por 

otro lado, las granzimas inducen la apoptosis en la célula tumoral mediante la 

activación de caspasas o a través de una ruta independiente de ellas.165 

4.3.2. Ligandos de receptores de muerte 

En la superficie de las células NK se expresan ligandos de receptores de muerte 

que, al reconocer el receptor específico en la célula tumoral, desencadenan la cascada 

apoptótica que induce la muerte tumoral. Estos ligandos pertenecen a la superfamilia 

de receptores para el factor de necrosis tumoral (TNF), de entre los que destacan el 

ligando de inducción de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y el ligando de Fas 

(FasL o CD95L).166,167 TRAIL se expresa en células NK tras estimulación con IL-2, IL-15 o 

IFN-γ,168 y FasL en respuesta a IFN-γ.169 Por otro lado, los receptores de muerte 

pueden estar presentes tanto en las células tumorales como en las células 

inmunitarias, donde actúan regulando negativamente la respuesta inmunitaria. Es 

importante mencionar que no todos los receptores expresados en la célula tumoral 

son capaces de inducir apoptosis. Ciertos receptores denominados decoy o cebo 

actúan como reguladores al carecer del dominio funcional de muerte necesario para 

desencadenar la apoptosis y actúan inhibiendo esta vía por unión competitiva o 

formando hetero-complejos con los receptores funcionales.170,171 
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La apoptosis inducida tanto por las granzimas como por los complejos de 

receptores de muerte comienza con la activación o escisión de las caspasas 8 y 10, 

que pueden desencadenar la apoptosis a través de la vía intrínseca o extrínseca. La vía 

extrínseca escinde de forma directa las caspasas efectoras 3, 6 y 7 que conducen a la 

fragmentación del ADN. La vía intrínseca o mitocondrial activa las caspasas efectoras a 

través del daño a la mitocondria, donde participan proteínas proapoptóticas y 

antiapoptóticas de la familia del Bcl-2 (oncogén de un linfoma de linfocitos B).172 

4.3.3. Secreción de citocinas: IFN-γ y TNF-α 

Las principales citocinas producidas por las células NK en respuesta a células 

tumorales son el interferon de tipo I γ (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-

α). La activación de las células NK induce la secreción de estas moléculas que 

participan en la eliminación de las células tumorales de forma directa o a través de la 

modulación de la respuesta inmunitaria.173,174 Las células NK producen grandes 

cantidades de IFN-γ, lo cual regula positivamente la expresión de quimiocinas que 

atraen células inmunitarias a la zona, activa a los macrófagos, promueve la 

maduración de las DCs y la diferenciación de los linfocitos Th o CD4+.175-177 Asimismo, 

las propias células NK son estimuladas por el IFN-γ secretado, induciendo la expresión 

de moléculas de adhesión y receptores de muerte como TRAIL que potencian la 

respuesta antitumoral.178,179 Al igual que IFN-γ, la molécula TNF-α es un regulador de 

la señalización inmunitaria que participa en el reclutamiento de células NK, aunque 

principalmente induce la muerte tumoral a través de la apoptosis mediada por 

caspasas.180-182 

4.3.4. Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos  

Tal y como se ha explicado en el apartado 4.1.2, la interacción del receptor 

CD16 con la región Fc de las inmunoglobulinas presentes en la superficie de células 

tumorales, desencadena la respuesta citotóxica de las células NK frente a las células 

tumorales. 
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5. MECANISMOS DE EVASIÓN INMUNITARIA  

Los tumores han desarrollado numerosos mecanismos para eludir su 

reconocimiento y eliminación por las células del sistema inmunitario. Estos 

mecanismos pueden surgir de mutaciones y/o factores ambientales como citocinas, 

moléculas de estrés o agentes quimioterapéuticos, así como debido a la presión 

ejercida sobre el tumor durante el proceso de inmunovigilancia. La supresión activa 

de la respuesta inmunitaria por las células tumorales ha sido confirmada mediante 

estudios tanto in vitro como in vivo.183-186 A continuación, se describen las estrategias 

más destacadas desarrolladas por varios tipos de tumores, incluido el cáncer de 

mama, para eludir la respuesta de las células NK, linfocitos T citotóxicos y DCs. 

5.1. Mecanismos de evasión de la respuesta de células citotóxicas 

Las células tumorales presentan la habilidad de pasar desapercibidas ante las 

células inmunitarias citotóxicas modificando la expresión de moléculas en superficie o 

de resistir al ataque ejercido por estas células.  

5.1.1. Ignorancia inmunológica 

Durante el proceso de inmunoedición actúan de forma complementaria las 

células NK, que forman parte de la respuesta innata, y los CTLs, que forman parte de 

la respuesta adaptativa. Como se ha mencionado anteriormente, ambos tipos 

celulares comparten receptores de activación como NKG2D y DNAM-1 pero difieren 

en el mecanismo de reconocimiento tumoral. Mientras que los CTLs reconocen el 

péptido antigénico presentado por las moléculas HLA de clase I (alteración de lo 

propio), los receptores activadores e inhibidores de las células NK permiten a éstas 

células reconocer la pérdida de moléculas HLA clase I inducida por la transformación 

celular de forma independiente al antígeno presentado (pérdida de lo propio). Este 

reconocimiento diferencial permite controlar el desarrollo tumoral a través de dos 

vías, la adaptativa y la innata. No obstante, las células tumorales son capaces de evitar 
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el reconocimiento por parte de estas células modificando la expresión de moléculas 

presentes en su superficie.  

Por un lado, la alteración de la expresión de moléculas HLA clase I ha sido 

referida como un mecanismo de evasión tumoral en variedad de cánceres. En cáncer 

de mama la disminución de la expresión de HLA clase I favorece el escape tumoral a la 

respuesta mediada por CTLs.187 De forma opuesta, el aumento de HLA clase I favorece 

el escape tumoral a la respuesta mediada por las células NK, ya que actúa como 

ligando de receptores inhibidores como KIR.188-191 Por otro lado, la modulación de la 

expresión de ligandos de los receptores activadores NKG2D y DNAM-1 contribuye al 

escape tumoral frente a las células NK y está ampliamente descrita en varios tipos de 

cáncer, incluido el cáncer de mama.192 La disminución de los niveles de expresión en 

superficie de ligandos como MIC y/o ULBP puede ser debido a una regulación 

negativa,193-195 a una liberación mediante exosomas196,197 o a un proceso de 

solubilización mediado por proteasas.198,199 En este sentido, la liberación de ligandos 

como MIC y ULBP2 se ha detectado en el suero de pacientes con cáncer y se considera 

un factor de pronóstico desfavorable.200,201 La unión de ligandos solubles o presentes 

en exosomas a sus receptores activadores presentes en células citotóxicas contribuye 

al bloqueo de estos receptores y enmascaramiento del tumor. De hecho, se ha 

observado que esta unión puede tener como consecuencia una disminución en la 

expresión de NKG2D en las células NK y CTLs del infiltrado tumoral.202-205 Por lo tanto, 

estos mecanismos generan una deficiente activación y maduración de las células NK, 

que tiene como resultado una menor respuesta citotóxica frente a las células 

tumorales.206 

5.1.2. Resistencia a la apoptosis 

Las células tumorales tienen la habilidad de evitar la muerte inducida por las 

células citotóxicas a través del bloqueo de la respuesta antitumoral mediada por 

gránulos citotóxicos, por receptores de muerte y/o ADCC.170 Diversos estudios 

muestran una amplia variedad de mecanismos, desde la obstaculización de la unión 

de la perforina a la membrana celular,207 la sobreexpresión de moléculas inhibidoras 
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de granzima B y perforina como PI-9 o SPI-6 (inhibidor de proteasa 9 o de serina 

proteasa 6),208 la inhibición de la ADCC mediada por la expresión de la mucina MUC1 

en el tumor,209,210 hasta la modulación de la expresión de receptores de muerte. La 

resistencia a la apoptosis mediada por receptores de muerte es una característica 

muy común en tumores y se manifiesta mediante varias alteraciones, tales como la 

modulación en la expresión, solubilización y generación de exosomas ricos en 

receptores de muerte o la expresión tumoral de formas mutadas inactivas de 

receptores de muerte como TRAIL-R1 y TRAIL-R2, o receptores que no inducen 

señalización de muerte como TRAIL-R3 y TRAIL-R4, también denominados receptores 

decoy, DcR1 y DcR2, respectivamente. Estas variaciones pueden interferir en el grado 

de respuesta citotóxica contribuyendo al escape tumoral.211-214  

Por otro lado, las células tumorales han desarrollado la capacidad de resistir de 

manera intrínseca a la apoptosis mediante mutaciones o expresión reducida de 

moléculas proapoptóticas,215-217 aumento de la expresión de moléculas 

antiapoptóticas218-222 o a través de la interrupción de la interacción y formación de 

sinapsis entre la célula citotóxica y la célula tumoral,223 entre otros. Estas 

modificaciones tienen como consecuencia una respuesta limitada a la quimioterapia y 

una menor supervivencia de pacientes con cáncer.224 

5.2. Mecanismos de alteración del desarrollo de células inmunitarias  

Tanto los cambios fenotípicos de las células tumorales como las moléculas 

presentes en el microambiente tumoral, entre las que se incluyen IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-

10, TNF-α, TGF, indoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), prostaglandina E2 (PGE2), 

metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) o el factor de crecimiento 

endoteliar vascular (VEGF), pueden alterar el desarrollo de linfocitos T, células NK y 

DCs.225,226  

5.2.1. Alteración de las células NK  

Al igual que en otras malignidades, en pacientes con cáncer de mama 

metastásico se ha descrito un deterioro importante en el número, maduración y 
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función citotóxica de células NK.192 Las células NK del microambiente tumoral 

presentan una expresión de receptores de superficie modificados con una función y 

maduración disminuidas comparadas con las células NK circulantes. Ciertos estudios 

revelan que durante la progresión del cáncer se regula de manera negativa la 

expresión de receptores activadores y de manera positiva la expresión de inhibidores 

en células NK, teniendo como consecuencia una alteración de las funciones 

antitumorales.227-231 Como se ha mencionado anteriormente, esta regulación puede 

ser inducida por moléculas expresadas en la superficie de tumores, como ligandos 

tumorales, o por cambios en la expresión de glucolípidos y glucoproteínas.232 Por otro 

lado, la secreción de moléculas inmunomoduladoras por parte del tumor puede 

alterar el fenotipo y función de las células NK, participando en la progresión tumoral 

en pacientes con cáncer de mama. Un claro ejemplo es el TGF-β, que afecta de forma 

específica a la función antitumoral de las células NK a través de la regulación negativa 

de la expresión de receptores de como NKp30 y NKG2D, FasL, CD16, moléculas 

adhesión, así como la producción de granzimas e IFN-γ.233-235 Por último, ciertas 

publicaciones sugieren que la activación tumoral de las células NK conlleva una 

posterior fatiga y regulación negativa de receptores citotóxicos.109,236 

5.2.3. Alteración del desarrollo de linfocitos T 

Una gran variedad de tumores presentan mecanismos capaces de alterar el 

desarrollo y proliferación de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. Las moléculas 

más importantes involucradas en la inhibición del desarrollo de la respuesta de 

linfocitos T pertenecen a la familia de CD28 e incluyen a la proteína de muerte 

programada (PD-1), el antígeno 4 del linfocito T citotóxico (CTLA-4) y el coestimulador 

inducible (ICOS).237 Actualmente estas moléculas están siendo objeto de numerosos 

estudios, ya que la unión de estos receptores con sus ligandos presentes en la célula 

tumoral conduce a la apoptosis de linfocitos T y a la estimulación de señales 

antiapoptóticas en las células tumorales. Asimismo, la expresión de sialoglucanos 

como GD1A en la superficie tumoral modula negativamente la activación y 

maduración de linfocitos T.238,239 
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 Por otra parte, algunos tumores favorecen el desarrollo de subpoblaciones 

inmunosupresoras, como los linfocitos Tregs. La presencia de esta subpoblación se ha 

relacionado con la progresión del cáncer y la metástasis dado que suprime la 

activación, proliferación y funciones efectoras de un amplio rango de células 

inmunitarias, incluidos los linfocitos Th, CTLs, células NK y DCs.240-242 Varios trabajos 

han puesto de manifiesto el incremento de Tregs en sangre periférica y en el 

microambiente tumoral con capacidad para inhibir de manera específica la respuesta 

antitumoral, lo que se ha asociado a un peor pronóstico en pacientes con cáncer, 

incluido el carcinoma mamario.243-245  

5.2.4. Alteración del desarrollo de células dendríticas 

Uno de los mecanismos críticos de escape tumoral de la inmunovigilancia 

consiste en la inducción de la disfunción de DCs por parte del tumor. Las células 

malignas producen un exceso de factores inmunosupresores capaces de afectar a las 

DCs, ejerciendo efectos sistémicos en la función inmunitaria.246 En pacientes con 

cáncer, incluido el de mama, se han detectado alteraciones tanto en el número de 

DCs presentes en sangre y en el microambiente tumoral como en el estado 

madurativo de estas DCs. 247-250 Además de estas moléculas, se ha determinado que 

los gangliósidos y mucinas presentes en la membrana de células tumorales pueden 

contribuir a la inmunosupresión mediante la alteración de la proliferación y 

diferenciación de DCs.251-253  

5.2.5. Citocinas inflamatorias: TGF-β1 e IL-4 

 Las citocinas inflamatorias presentes en el microambiente tumoral juegan un 

papel importante en la patogénesis del cáncer de mama, dado que su expresión 

aumentada está relaciona con el mayor grado tumoral y el potencial metastásico. 

Estas citocinas pueden ser liberadas tanto por las células tumorales como por los 

linfocitos T o células NK infiltrantes. Dentro de las citocinas inflamatorias destacan el 

TGF-β1 y la IL-4, que participan en la progresión tumoral presentando funciones 

opuestas dependiendo del contexto o de la fase en la que se encuentre el tumor. 
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Durante las fases tempranas del desarrollo tumoral el TGF-β puede actuar 

como una molécula supresora de tumores, mediante el control de la proliferación, 

diferenciación, apoptosis, adhesión, invasión y microambiente celular. Sin embargo, 

TGF-β es expresado en elevados niveles en cánceres metastásicos, donde incrementa 

la movilidad e invasión celulares, induce el proceso invasivo de EMT y estimula la 

evasión inmunitaria de las células tumorales.254 Como se ha mencionado 

anteriormente, TGF-β ejerce su efecto inmunosupresor en el desarrollo, maduración y 

función de varias células inmunológicas como DCs, linfocitos T y células NK 

contribuyendo al escape tumoral. Asimismo, se ha descrito que altas concentraciones 

de TGF-β promueven la expansión de Tregs a partir de Th (CD4+).255 Estudios in vitro e 

in vivo demuestran que la expresión de TGF-β1 en la zona tumoral se asocia a un 

pronóstico desfavorable en varios cánceres, entre los que se encuentra el de 

mama.256-258 

La molécula TGF-β puede presentar tres isoformas TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3, 

que inducen la señalización celular a través de los receptores tipo I y tipo II (TGFβ-RI y 

TGFβ-RII) presentes en la membrana de las células tumorales, siendo TGF-β1 la forma 

comunmente sobreexpresada en células tumorales. La señalización desencadenada 

por la unión de TGF-β1 a sus receptores puede darse a través de rutas dependientes o 

independientes de las proteínas denominadas Smad. En los últimos años se ha tratado 

de averiguar cuáles son las vías de señalización implicadas en la progresión tumoral y, 

pese a que aún no se han esclarecido, varios indicios apuntan a que se encuentran 

involucradas rutas independientes de Smad.259 En células de cáncer de mama MCF-7, 

se ha observado una activación sostenida de rutas independientes de Smad en 

respuesta a TGF-β1,260 las cuales participan en la progresión metastásica mediante la 

inducción de EMT y la migración celular.259,261  

Se han descrito varias rutas independientes de Smad (Figura 7): 1) una vía que 

implica la activación de PI3K y la proteína quinasa B (Akt), que activa las respuestas de 

transducción mediante mTOR; 2) la ruta ERK1/2, que es activada a través de las 

proteínas Grb2, Ras y Raf; 3) y la vía JNK/p38, que incluye la quinasa N-terminal c-Jun 
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y p38.262 Estas dos últimas vías, tanto la ruta ERK como la JNK/p38, activan MAPK, 

regulan la apoptosis, contribuyen a la EMT y pueden participar en la fosforilación de 

las moléculas de la ruta SMAD.263-265 Por el contrario, la ruta PI3K/Akt puede inhibir la 

ruta Smad y participa en la reorganización de actina y en el proceso de EMT.261 En 

células de cáncer de mama MDA-MB-231, MAPK regula la expresión de 

metaloproteinasas de matriz MMP contribuyendo a la invasión.266 

Célula tumoral

TRAF6

MAPK

ERK1/2

PI-3K

Akt

mTOR JNK p38

Grb2

IL-4R / TGFβ-R

 

Figura 7. Cascadas de señalización implicadas en la progresión tumoral inducidas por TGF-β1 e 
IL-4. En color morado se muestra la ruta PI3k y Akt que se inicia posiblemente por la subunidad 
p85 de PI3K y controla las respuestas de transducción mediante mTOR. En color naranja se 
presenta la ruta ERK1/2 que se activa mediante el reclutamiento de proteínas como Grb2, entre 
otras. En azul se muestra la ruta de activación de las moléculas JNK y p38 mediada por TRAF6.  

Por otro lado, la citocina IL-4 puede ser producida por las propias células 

cancerígenas y actuar de forma autocrina o puede ser secretada por los linfocitos T y 

B, monocitos, basófilos, mastocitos y células NK.267 Pese a que varios estudios 

atribuyen una función antitumoral a esta molécula,268-270 existen numerosos trabajos 

que exponen la participación de IL-4 en la progresión tumoral.271-275 De hecho, se ha 

descrito que IL-4 favorece el escape inmunitario a través de la alteración del  

desarrollo y función de los linfocitos T, disminuyendo la citotoxicidad de los CTLs o 

promoviendo la resistencia a la apoptosis mediada por CD95.276-279 La señalización 

intracelular inducida por IL-4 incluye la ruta que implica a las proteínas STAT y ciertas 

rutas de señalización involucradas en la progresión tumoral y compartidas con TGF-

β1, como ERK1/2, PI3K y p38 MAPK (Figura 7). 273,280-282 
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Los antecedentes descritos sugieren que PCLP1 podría expresarse y 

desempeñar una función en células del sistema inmunitario, a la vez que ponen en 

evidencia el papel crucial de esta proteína en la progresión del cáncer. La expresión de 

PCLP1 en los tipos de cáncer más agresivos y su posible función inmumomoduladora 

en células mesenquimales sugieren que esta proteína podría participar en la evasión 

tumoral de la vigilancia inmunológica a través de la inhibición de la respuesta 

inmunitaria y promover de este modo la progresión del cáncer metastásico. Por esta 

razón, se hace necesario comprender la función de PCLP1 tanto en homeostasis como 

en situaciones de malignidad.  

El objetivo general del presente trabajo es determinar el papel de PCLP1 en el 

desarrollo de la respuesta inmunitaria celular tanto en condiciones no patológicas 

como en condiciones de malignidad. En este marco, los objetivos específicos son:  

1. Determinar la expresión y función de PCLP1 en células del sistema inmunitario 

en condiciones no patológicas. 

2. Analizar el papel de PCLP1 expresada en células de cáncer de mama sobre la 

respuesta inmunitaria mediada por células NK, así como por DCs y linfocitos T. 

3. Identificar los factores que participan en la regulación de la expresión de PCLP1 

en células de cáncer de mama. 
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1. OBTENCIÓN Y CULTIVO DE CÉLULAS 

1.1. Células primarias 

Las células inmunitarias utilizadas en este estudio fueron obtenidas a partir de 

muestras de sangre periférica de donantes sanos que leyeron y firmaron el 

consentimiento correspondiente autorizado por el Comité Ético de Investigación 

Clínica (CEIC) del Hospital-Universitario Cruces. Las células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs) fueron separadas mediante centrifugación en gradiente de 

densidad (LymphoprepTM, Axis-Shield, Noruega) y cultivadas en un incubador saturado 

de humedad a 37°C y 5% de CO2. Para la conservación de las células durante largos 

periodos de tiempo se almacenaron en nitrógeno líquido en medio de cultivo RPMI-

1640 GlutaMAXTM (Lonza, Basilea, Suiza) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino 

fetal (FBS, Lonza), 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina (Lonza) y 10% 

de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, San Luis, EUA). Una vez descongeladas las 

PBMC, se aislaron las siguientes poblaciones: 

 1.1.1. Monocitos 

Los monocitos se aislaron mediante separación inmunomagnética por selección 

negativa con el kit Dynabeads® Untouched™ Human Monocytes (Thermo Fisher, 

Madrid, España), según las indicaciones del fabricante. La pureza de los monocitos 

aislados se midió por citometría de flujo analizando el porcentaje de células positivas 

para el receptor CD14 (CD14+), obteniéndose valores superiores al 95%. Para la 

obtención de MoDCs, se cultivaron los monocitos purificados durante 6 días (2x106 

monocitos en placas de 24 pocillos) en medio de cultivo AIM-V (Thermo Fisher) libre 

de suero, suplementado con 800 U/ml de factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF) y 400 U/ml de IL-4 humana recombinante 

(ambos de Prepotech, Nueva Jersey, EUA). Al finalizar los 6 días de incubación se 

obtuvieron DCs inmaduras (iDCs) definidas como CD14-DRlow. La maduración de las 

iDCs se indujo añadiendo al medio de cultivo 100 ng/ml de LPS de Escherichia coli 
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(Sigma), ácido poliinosínico-policitidílico (poli I:C) (Sigma) o un cóctel de citocinas que 

incluye TNF-α, IL-6, IL-1 a una concentración de 20 ng/ml cada una de ellas (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) y PGE2 1 M (Sigma). Tras 24 horas de 

incubación, se obtuvieron células dendríticas maduras (mDCs) definidas como CD14-

DRhighCD83+. 

 1.1.2 Células dendríticas de sangre periférica 

Se aislaron mediante separación inmunomagnética por selección negativa 

usando el kit Dynabeads® Human DC Enrichment Kit (Thermo Fisher), según las 

recomendaciones del fabricante. La pureza de la población se determinó por 

citometría de flujo empleando el cóctel de linaje (Lin1, BD Biosciences, San José, EUA) 

y determinando el porcentaje de células CD19-CD14-CD16-CD20-CD56-HLADR+ para el 

cual se obtuvo un valor superior al 90%. Con el objeto de  distinguir las 

subpoblaciones sanguíneas se analizó la expresión de CD11c y CD123 presentes en 

DCs mieloides y DCs plasmacitoides respectivamente. 

 1.1.3. Células NK 

Las células NK se obtuvieron mediante separación inmunomagnética por 

selección negativa con el kit de aislamiento Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells 

(Thermo Fisher), siendo el porcentaje de células NK (CD3-CD56+) obtenidas superior al 

95%. La activación de las células NK se llevó a cabo cultivando 4x106 células en 1 ml de 

RPMI completo suplementado con 200 U/ml de IL-2 humana recombinante (Miltenyi 

Biotec) durante 4 días en placas de 24 pocillos.  

1.1.4. Linfocitos T 

Se aislaron mediante separación inmunomagnética por selección negativa 

utilizando el kit Dynabeads® Untouched™ Human T Cells (Thermo Fisher). La pureza 

obtenida mediante el marcaje con el anticuerpo anti-CD3 fue superior al 98%. 
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1.2. Líneas celulares 

Para el estudio de la función de PCLP1 en el cáncer de mama se emplearon las 

líneas celulares MCF-7 (HTB-22TM) y MDA-MB-231 (HTB-26TM). La línea celular MCF-7 

proviene de un carcinoma ductal invasivo metastásico originario de una efusión 

pleural de una mujer de 69 años de edad. MCF-7 expresa marcadores de fenotipo 

epitelial luminal A (PR+, ER+ y HER2-) y suele utilizarse como modelo de cáncer de 

mama ER+. Esta línea celular expresa niveles bajos-moderados de PCLP1. Por el 

contrario, la línea celular MDA-MB-231 expresa altos niveles de PCLP1 endógena, 

proviene de una efusión pleural de adenocarcinoma metastásico de mama humano y 

presenta un fenotipo basal (ER-, PR- y HER2-) altamente invasivo tanto en ensayos in 

vitro como en modelos in vivo. Se utiliza como modelo de cánceres negativos para ER 

y HER2.  

Ambas líneas celulares fueron obtenidas de American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, EUA) y cultivadas en medio DMEM completo, compuesto por 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’ Medium, Gibco®, Thermo Fisher) suplementado 

con 1% de la solución de aminoácidos no esenciales (MEM-NEAA, Gibco®), 10% de 

FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 U/ml de estreptomicina. Estas líneas celulares 

adherentes se cultivaron de forma rutinaria en frascos ventilados de poliestireno de 

25 cm2 (Corning, Nueva York, EUA) en un incubador saturado de humedad a 37°C y 5% 

de CO2. Para despegar las células del frasco durante el subcultivo se utilizó una 

solución con 0,25% de tripsina y 0,2% de ácido etildiaminotetraacético (EDTA, Sigma). 

No obstante, previo al co-cultivo con células linfocitarias, las células tumorales se 

levantaron empleando la solución AccutaseTM (BD Biosciences), que presenta menor 

toxicidad celular. 
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1.2.1. Transfección de la línea celular MCF-7  

Las células MCF-7 fueron transfectadas con el vector eucariótico de expresión 

pEGFP-N1 nativo que codifica para la proteína verde fluorescente (GFP) o con el 

vector que porta una secuencia de ADN que codifica la proteína PCLP1 humana 

fusionada con GFP (PCLP1-GFP) (cedidos por el Dr. R. Parrilla, del Centro de 

Investigaciones Biológicas-CSIC). Ambos vectores de expresión co-expresan un 

marcador de selección que confiere resistencia a la geneticina (G418, Sigma). 

La transfección estable de la línea celular MCF-7 se realizó mediante 

nucleofección, empleando el aparato Nucleofector® y el kit de NucleofecciónTM de 

líneas celulares de Amaxa® (Lonza), siguiendo las indicaciones del proveedor. Para 

ello, se resuspendieron 2x106 células en 100 µl de la solución de nucleofección 

(Nucleofector® Solution V), se añadieron 2 g del ADN plasmídico y se sometieron al 

programa predeterminado P-20 del Nucleofector. Después de un lavado para eliminar 

los restos celulares, las células transfectadas se cultivaron en medio de cultivo DMEM 

completo. Transcurridas 24 horas tras el inicio de la transfección, se adicionó el 

antibiótico geneticina a una concentración de 800 µg/ml para la selección de clones 

estables. Una vez aislados los clones, se expandieron y finalmente se verificó la 

expresión de la proteína de fusión PCLP1-GFP o de GFP mediante citometría de flujo, 

Western Blot, RT-qPCR y microscopía de fluorescencia, tal y como se detalla en la 

sección 2 de Material y métodos. 

 Los clones obtenidos, denominados MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1, fueron 

cultivados y congelados de forma rutinaria en medio DMEM completo con 400 µg/ml 

de G418. Sin embargo, en ensayos funcionales que requirieron la co-incubación de las 

células MCF7 con células inmunitarias el medio selectivo fue sustituido por medio 

DMEM completo sin G418. 
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2. TÉCNICAS UTILIZADAS 

2.1. Citometría de flujo 

2.1.1. Detección de moléculas de superficie celular 

Para la determinación de moléculas de superficie celular mediante citometría 

de flujo se llevaron a cabo los siguientes pasos. En primer lugar se lavaron las células 

por centrifugación a 437g  para el estudio de células vivas y a 778 g para el estudio de 

células muertas con tampón fosfato salino (PBS, Gibco) durante 5 minutos. 

Posteriormente se incubaron entre 100.000 y 200.000 células resuspendidas en un 

volumen de 100 µl de una solución compuesta por PBS, 0,1% de albúmina de suero 

bovino (BSA, Roche, Basilea, Suiza) y 0,01% de azida sódica (Merck, Nueva Jersey, 

EUA) (PBS-BSA-Az) con 20 µg/ml de IgG humana (Sigma) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente para bloquear las uniones inespecíficas de los anticuerpos a 

los receptores Fc de membrana. Inmediatamente después del bloqueo, se incubaron 

las células con concentraciones saturantes de anticuerpos específicos marcados con 

fluorocromos (Tabla 3) durante 30 minutos a 4°C, se lavaron con PBS y se fijaron con 

1% de formaldehído en PBS durante 30 minutos a 4°C. Una vez lavadas las células, se 

resuspendieron en 400-600 l de PBS para el análisis citofluorimétrico.  

Para la detección de las moléculas indicadas en cada caso, se realizó un marcaje 

indirecto doble o triple para amplificar la señal. Para el marcaje indirecto doble, las 

células se incubaron con un anticuerpo primario sin marcar seguido de un anticuerpo 

secundario conjugado con un fluorocromo. En el marcaje indirecto triple, las células 

se incubaron con un anticuerpo primario sin marcar seguido de un anticuerpo 

secundario conjugado con biotina y, finalmente, con estreptavidina conjugada con un 

fluorocromo. 
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2.1.2. Detección de moléculas intracelulares 

La determinación de proteínas intracelulares se realizó fijando y 

permeabilizando las células con anterioridad al marcaje con anticuerpos. Las células 

se fijaron con 1% de paraformaldehido (Sigma) en PBS durante 15 minutos y, después 

de un lavado con PBS, se permeabilizaron con 0,1% de saponina (Sigma) y 0,1% de 

BSA en PBS durante 15 minutos. Después de dos lavados con PBS, las células se 

marcaron como se ha descrito anteriormente.  

2.1.3. Anticuerpos empleados 

Tabla 3. Anticuerpos y fluorocromos empleados en los ensayos de citometría de flujo. 

Anticuerpo 
Fluorocromo 
conjugado 

Clon Compañía 
Concentración 
(v/v) 

Anti-CD3 PE, APC SK7 BD Biosciences   0,2 µl/ml 

Anti-CD4 APC SK3 BD Biosciences   0,2 µl/ml 

Anti-CD8 PE/Cy7 SK1 BD Biosciences   0,2 µl/ml 

Anti-CD11b PE ICRF44 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD11c PE/Cy7 3.9 BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD123 PE/Cy7 6H6 Biolegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD14 FITC  MɸP9 BD Biosciences 0,5 µl/ml 

Anti-CD16 PE, PE/Cy7 3G8 BD Biosciences 0,5 µl/ml 

Anti-CD18  PE TS1/18 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD19 FITC SJ25C1 BD Biosciences     

Anti-CD20 FITC L27 BD Biosciences     

Anti-CD25  PE/Cy7 2A3 BD Biosciences  0,5 µl/ml 

Anti-CD40 PE SC3 BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD45 PE, APC, APC-H7 
HI30, HI30, 
2D1 

BD Biosciences   0,15 µl/ml 

Anti-CD49f PE GoH3 BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD54 PE HCD54 BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD56  
FITC, APC, 
PerCP-Cy5.5 

NCAM 16.2, 
HCD56 

BioLegend 0,25 µl/ml 

Anti-CD69 PE L78 BD Biosciences   0,3 µl/ml 

Anti-CD80 PE 2D10 BioLegend 0, 5µl/ml 

Anti-CD83 PE HB15e BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD86 PE IT2.2 BioLegend 0,5 µl/ml 

Anti-CD95 (Fas) APC DX2 BD Biosciences 0,3 µl/ml 

Anti-CD112 (Nectina 2) PE TX31 BioLegend 0,3 µl/ml 
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Anti-CD155 (PVR)  PE SKII.4 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD206 PE C068C2 BioLegend 0 ,5 µl/ml 

Anti-CD226 (DNAM-1) PE TX25 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD253 (TRAIL) PE RIK-2 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD314 (NKG2D) PE 1D11 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD337 (NKp30) PE P30-15  BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD335 (NKp46) PE 9E2 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-CD336 (NKp44) PE P44-8 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-FOXP3  PE 206D eBiosciences 1 µl/ml 

Anti-HLA-ABC PE G46-2.6 BD Biosciences 0,5 µl/ml 

Anti-HLA-DR PerCP L243 BioLegend 0,25 µl/ml 

Anti-HLA-E PE 3D12 Inmunostep 0,25 µl/ml 

Anti-HLA-G PE 87G Inmunostep 0,25 µl/ml 

Anti-IFN-γ PE-Vio770
TM

 45-15 Milteny Biotec 0,2 µl/ml 

Anti-MIC-AB PE 6D4 BD Biosciences 0,2 mg/ml 

Anti-mouse IgG (Goat) PE   Biolegend Control 

Anti-mouse IgG1 PE MOPC-21 BioLegend Control 

Anti-mouse IgG2a  - MG2a-53 Biolegend Control 

Anti-PCLP1 (-)/ PE 222328 R&D Systems 0,25 µg/ml 

Anti-PCLP1 PE 53D11 MBL 0,1 µl/ml 

Anti-PCLP1 Biotina Policlonal R&D Systems 0,5 µg/ml 

Anti-Perforina PE dG9 BioLegend 0,3 µl/ml 

Anti-TNF-α APC cA2 Milteny Biotec 0,2 µl/ml 

Anti-ULBP1  - 170818 R&D Systems 0,25 µl/ml 

Anti-ULBP3  - 166510 R&D Systems 0,25 µl/ml 

Anti-ULBP4 (RAET1E)  - 709116 R&D Systems 0,25 µl/ml 

Anti-ULBP2/5/6 - 165903 R&D Systems 0,1 µl/ml 

     
Fluorocromo Compañía Dilución final 

7-AAD (7 Aminoctinomicina D, Via-Probe
TM

) BD Biosciences 0,3 µl/ml 

CFSE (carboxi-fluorescein-succinilmidil éster) Thermo Fisher 8,5 µM 

CMTMR (5-(-6)-(((4-clorometil) Benzoil)amino) 
tetrametilrodamina) 

Thermo Fisher 10 µM 

* Control: Se emplearon concentraciones equivalentes del anticuerpo específico y de su respectivo 
control isotípico. 

*BioLegend, San Diego, EUA. Immunostep, Salamanca, España. R&D Systems, Mineapolis, EUA. MBL, 
Nagoya Aichi, Japón.  eBioscience, San Diego, EUA. 
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2.1.4. Estrategia de análisis 

La adquisición y el análisis de las muestras se realizó en los citómetros de flujo 

digitales Cytomics FC500 y Navios (ambos de Beckman Coulter, Barcelona, España) 

utilizando sus respectivos softwares y el software de análisis FlowJo (Tree Star, 

Ashland, EUA). Por cada muestra se adquirió un mínimo de 10.000 eventos y las 

células muertas se excluyeron mediante marcaje con 7-AAD.  

La población de interés se separó en función del tamaño, rugosidad, presencia 

de marcadores propios y ausencia de marcadores específicos de otras células. Una vez 

seleccionada la población se analizaron los datos como porcentaje de células que 

expresan una determinada molécula o como mediana de fluorescencia (MFI) del 

anticuerpo unido a la molécula de interés. La fluorescencia negativa se determinó 

analizando la expresión del control isotípico del anticuerpo para la molécula de 

estudio en presencia de todos los fluorocromos excepto el de interés, lo que se 

denomina control de fluorescencia menos uno (FMO).  
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Figura 8. Estrategia de análisis para la detección de moléculas presentes en las células NK. 
Selección de la población de interés, células NK, en base al marcaje GFP-CD45+ y análisis de la 
expresión de receptores con anticuerpos específicos. Los datos se muestran como la mediana 
de la fluorescencia (MFI) del anticuerpo objeto de estudio corrigiéndola con la expresión de su 
respectivo control isotípico. 
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2.2. Western blot  

Para la detección de proteínas mediante Western blot, en primer lugar se 

procedió a la obtención del extracto proteico mediante la incubación de 2x106 células 

en 100 µl de tampón de lisis compuesto por 1% de IGEPAL® CA-630 (Sigma), Tris-HCL 

20 mM, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, ajustado a un pH 7,4, al que se adicionó un cóctel 

inhibidor de proteasas al 5% (v/v) (Sigma) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 

Sigma) 1 mM. El extracto celular de cada muestra se incubó con el tampón de lisis 

durante 30 minutos a 4°C y el lisado celular resultante se centrifugó a 13.000 g 

durante 20 minutos a 4°C. Esta centrifugación permite eliminar los restos celulares 

particulados y obtener un sobrenadante con el lisado celular, que se almacenó a -80°C 

para su posterior uso. La concentración proteica de cada muestra se cuantificó por 

triplicado empleando el kit PierceTM BCA Protein Assay (Thermo Fisher) basado en el 

método del ácido bicinconínico o BCA. Mediante concentraciones conocidas de BSA se 

estableció la recta de calibrado que permite calcular la absorbancia correspondiente a 

la concentración proteica de la muestra. La absorbancia se midió en un 

espectrofotómetro POLARstar® Omega (BMG Labtech, Alemania).  

En segundo lugar, se sometieron cantidades equivalentes de muestra (20-70 

g) a electroforesis en geles de poliacrilamida NuPAGE Bis-Tris al 10% o 4-12% 

(InvitrogenTM, Thermo Fisher) en condiciones desnaturalizantes y reductoras a un 

voltaje continuo de 180 V durante 1 hora, usando una cubeta X Cell SureLock® 

(Thermo Fisher) e incluyendo un marcador de peso molecular (Novex Protein 

Standard, Thermo Fisher). A continuación, las proteínas del gel fueron transferidas a 

una membrana de PVDF mediante el sistema de transferencia en seco iBlot® Dry 

Blotting System (Thermo Fisher).  

Una vez realizada la transferencia de proteínas, se bloqueó la membrana con 

1% de BSA en tampón TBST (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM y 0,1% (v/v) de 

Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente y a continuación se incubó con el 

anticuerpo monoclonal anti-PCLP1 3D3 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Germany) diluido en tampón de bloqueo a una concentración de 1 µg/ml durante 
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toda la noche a 4°C. Después de varios lavados se incubaron las membranas con un 

anticuerpo secundario anti-IgG (H+L) de ratón conjugado con peroxidasa de rábano 

(Bio-Rad, Madrid, España) diluido 1/5000 en tampón TBST con 5% de leche desnatada 

(Sveltesse, Nestlé) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, y tras 

sucesivos lavados, la inmunoreacción se detectó por quimioluminiscencia con el kit 

Supersignal West Femto (Thermo Fisher) y se visualizó con el sistema de imagen 

G:BOX y su programa de análisis Gene Snap (Syngene, Cambridge, Reino Unido). 

Como control de carga proteica, se analizó la expresión de GAPDH (Gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa) con un anticuerpo específico (clon 6C5, Ambion®, Thermo 

Fisher) a una concentración de 10 ng/ml. 

2.3. RT-qPCR  

Para el análisis del nivel de expresión de ARN mensajero (ARNm), se extrajo el 

ARN total correspondiente a 106 células utilizando el sistema de aislamiento de 

NucleoSpin® miRNA (Macherey-Nagel, Düren, Alemania). La concentración y calidad 

del ARN extraído se determinó en un espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Los niveles de ARNm se calcularon mediante 

RT-PCR cuantitativa en un solo paso utilizando el sistema Platinum Quantitative RT-

PCR Thermoscript One-step System (Thermo Fisher) según las instrucciones del 

fabricante. Los ensayos se realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos, en un 

volumen final de 10μl y con la proporción de reactivos que se detalla en la Tabla 4. 

Tabla 4. Reactivos incluidos en cada reacción de RTq-PCR (Thermo Fisher Scientific). 

Reactivos Descripción Volumen (µl) 

ARN  Muestra a 100 ng/µl 2 

Polimerasas  
ThermoScript™ Plus Reverse Transcriptase (RT) 
Platinum® Taq DNA Polymerase 

0,2 

Tampón de reacción 
ThermoScript™ Reaction Mix que incluye: 

- MgSO4 6 mM  
- dNTPs 0,4 mM  

5 

Sonda RPLP0 Fluorescencia VIC® 0,5 

Sonda de interés Fluorescencia FAM
TM

 0,5 

ROX Fluorescencia interna de referencia  0,2 

H20  1,6 
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En este ensayo se utilizaron sondas de hibridación TaqMan® específicas de 

secuencia con una señal fluorescente concreta. La sonda específica para el gen de la 

proteína ribosomal RPLP0 utilizado como control endógeno se encuentra marcada 

con un fluorocromo VIC® y la sonda específica para el gen de interés con 6-FAMTM (6-

carboxi-fluoresceina) como fluorocromo, tal y como se detalla en la Tabla 5. 

 
Tabla 5. Sondas específicas utilizadas para la técnica de RTq-PCR  (IDT, San José, EUA). 

ARN ID Secuencia (5’-3’) KDa 

PCLP1 NM_001018111 

Sonda: 56-FAM/CCGCTGCTG/ZEN/GTCCTTCCTCT/3IABkFQ 

Cebador 1: CATCATCACCATCGTCTGCAT 

Cebador 2: AACCATTCTCCACTGTCTGC 

7,409 

6,302 

5,988 

HLA-A NM_002116 

Sonda: 56-FAM/CTCTTCCCA/ZEN/CGCTGACCTGTGCC/3IABkFQ 

Cebador 1: CTCAGCCCACCTCTCT 

Cebador 2: ACCTGCATGTGTCTGTGTTC 

8,02 

5,002 

6,09 

HLA-B NM_005514 

Sonda: 56-FAM/TCAGCATGG/ZEN/GAACAGGGGTCAC/3IABkFQ 

Cebador 1: AAAGATGACTGGGGAGGAAC 

Cebador 2: CAAAGGCACCTGAATGTGTC 

8,231 

6,577 

6,126 

HLA-C NM_002117 

Sonda: 56-FAM/TGAGAGACT/ZEN/CATCAGAGCCCTGGG/3IABkFQ 

Cebador 1: CATCTCAGTCCCACACAGG 

Cebador 2: AGGAAGAGCTCAGGTGGAA 

8,825 

5,717 

5,95 

HLA-E NM_005516 

Sonda: 56-FAM/TCCTCCATA/ZEN/TCACAGCAGCAACCAC/3IABkFQ 

Cebador 1: TCCCTCCTTTTCCACCTGA 

Cebador 2: GTCACCCTGAGATGGAAGC 

8,92 

5,625 

5,837 

HLA-G NM_003960994 

Sonda: 56-FAM/CGGAATGAA/ZEN/GACGCCAAGGATGGT/3IABkFQ 

Cebador 1: CGCTGAAATACCTCATGGAGT 

Cebador 2: GGACTCACACGGAAACTTAGG 

8,898 

6,43 

6,464 

MIC-A NM_001177519 

Sonda: 56-FAM/AAGACTGTG/ZEN/GGGCTCAGCAGC/3IABkFQ 

Cebador 1: GAAACCCTGACTGCACAGAT 

Cebador 2: CATCTTCCCTTTTGCACCT 

7,918 

6,095 

5,929 

MIC-B NM_005931 

Sonda: 56-FAM/CCGCTGAGC/ZEN/CCCACAGTCT/3IABkFQ 

Cebador 1: GAAACCCTGACTGCACAGAT 

Cebador 2: TCGCCTTCCCTTTTGCAC 

7,131 

6,095 

5,352 

ULBP1 NM_025218 

Sonda: 56-FAM/AAGCGGGAG/ZEN/GCACAGAAGGAA/3IABkFQ 

Cebador 1: CATGATGAAGTCATAGCAAAGACA 

Cebador 2: GCTCCAGGTCTACAATGGC 

8,009 

7,442 

5,788 

ULBP2 NM_025217 

Sonda: 56-FAM/ACAGCCACC/ZEN/ACCCTCATCCTTTG/3IABkFQ 

Cebador 1: TCCTCAGATGCCAGGGA 

Cebador 2:ATGGACAGCACCCTGGA 

8,286 

5,185 

5,204 
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Las reacciones de RTq-PCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI PRISM 

7900 HT (Applied Biosystems, Madrid, España) usando el programa SDS 2.4. Las 

condiciones térmicas de la amplificación incluyeron una incubación inicial a 50°C, 

seguida por 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. El 

análisis cuantitativo se realizó a través del método ΔΔCt utilizando el programa de 

análisis RQ Manager v.1.2 (Applied Biosystems). 

2.4. Microscopía de fluorescencia 

Con el objeto de analizar la expresión de PCLP1 en MoDCs, se prepararon 

cubreobjetos de cristal recubiertos con fibronectina (Sigma) a una concentración de 

10 µg/ml en placas de 24 pocillos. Sobre los cubreobjetos se añadieron 105 células en 

1 ml de medio AIMV y se incubaron a 37°C durante 15 minutos para promover la 

adherencia celular al sustrato. A continuación, se fijaron las células con 3,7% de 

paraformaldehido en PBS durante 15 minutos a 4°C. Después de un lavado con PBS, se 

permeabilizaron las células con 0,5% de saponina en PBS durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Tras bloquear las células con 1% de BSA en PBS durante 1 

hora a 37°C, se incubaron con un anticuerpo policlonal anti-PCLP1 hecho en cabra 

(R&D Systems) a una concentración de 4 g/ml en 0,1% de BSA en PBS durante 2 

horas a 4°C. Una vez lavadas con PBS, se incubaron con un anticuerpo secundario 

anti-IgG de cabra marcado con Cy2 (cianina-2, Jackson Immunoresearch, Pensilvania, 

EUA) a una dilución 1:300 en 0,1% de BSA en PBS durante 1 hora a 37°C. Finalmente, 

se tiñeron los núcleos con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) a una dilución 

1:3000 en PBS y se montaron las muestras sobre un portaobjetos con medio de 

montaje para fluorescencia (Fluorescence Mounting Medium, Dako, Barcelona, 

España).  

El análisis de las muestras se realizó en un microscopio de fluorescencia 

invertido Nikon Eclipse TE2000-E empleando un objetivo 60X de inmersión en aceite. 

Las imágenes fueron capturadas con una cámara digital CCD ORCA-ER (Hamamatsu, 

Shizuoka, Japón) y el programa de adquisición NIS-Elements (Nikon, Tokio, Japón). 
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3. ENSAYOS FUNCIONALES 

Las co-incubaciones entre células tumorales y células inmunitarias se realizaron 

a 37°C y 5% de CO2 en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de 

FBS, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina.  

3.1. Estudio de la citotoxicidad tumoral mediada por las células NK 

Las células NK activadas con 200 U/ml de IL-2 se sometieron a un gradiente de 

ficoll para eliminar las células muertas. Por otro lado, las células tumorales se 

marcaron con CFSE 1 µM durante 10 minutos, seguido de un lavado con medio de 

cultivo RPMI completo durante 45 minutos para eliminar el exceso de fluorocromo. A 

continuación se mezclaron 105 células tumorales en 500 l de medio RPMI completo 

con las células NK en una relación célula efectora: célula tumoral (E:T) de 2:1 o 3:1. 

Para favorecer el contacto celular, se realizó una centrifugación a 300 g durante 1 

minuto y se co-incubaron durante 4 horas. Al finalizar la incubación, se marcaron las 

células con 7-AAD para determinar las células muertas y con el anticuerpo anti-CD45 

conjugado con PE como marcador de células NK.  

Mediante citometría de flujo se selecionaron las células tumorales en función 

del tamaño, rugosidad y fenotipo CD45-GFP+. Se determinó el porcentaje de células 

tumorales muertas o 7-AAD+ tanto en ausencia (muerte espontánea, Me) como en 

presencia (M) de células NK. La muerte celular mediada por las células NK (muerte por 

lisis, ML) se calculó empleando la siguiente fórmula:  

                                            % ML  =  (% M - % Me)   x 100 
                (100 - % Me)  
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3.2. Análisis de la regulación de la expresión de receptores de células NK 

Las células NK previamente activadas con IL-2 se incubaron con las células 

MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1. La co-incubación se efectuó en placas de 24 pocillos en 

medio RPMI completo en presencia o ausencia de una cámara Transwell® (Corning®) 

que contiene una membrana semipermeable con poros de un tamaño de 0,4 

micrómetros. Esta membrana evita el contacto directo entre las células tumorales 

dispuestas en el compartimento inferior de la cámara y las células NK depositadas en 

el compartimento superior, a la vez que permite el paso de factores solubles 

secretados por ambos tipos célulares. Una vez finalizada la incubación, se marcaron 

las células con 7-AAD, anti-CD45 conjugado con APC-H7 y anticuerpos conjugados con 

PE frente a los siguientes receptores: NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, DNAM-1, CD16, 

CD11b, CD18, CD56, CD49f, CD54, CD69. Por último, mediante citometría de flujo se 

determinó la expresión de cada uno de los receptores en la superficie de las células 

NK. 

3.3. Determinación de la desgranulación de las células NK 

La desgranulación de las células NK se determinó mediante el análisis de la 

expresión del marcador de desgranulación CD107a en la superficie celular por 

citometría de flujo. Para ello, se incubaron las células NK con las células tumorales en 

condiciones similares a las del ensayo de citotoxicidad, añadiendo los siguientes 

compuestos durante las 4 horas de incubación. Una vez alcanzada la primera hora de 

incubación se adicionaron 0,8 µl/ml del inhibidor del transporte de proteínas BD 

GolgiStpoTM (BD Biosciences), que contiene monensina para prevenir la acidificación 

de las vesículas endocíticas y la degradación o reinternalización de CD107a de la 

superficie celular. En la tercera hora de incubación se adicionó el anticuerpo anti-

CD107a conjugado con PE o su respectivo IgG conjugado en PE. Al finalizar la 

incubación las células se marcaron las células con el anticuerpo anti-CD45 conjugado 

con APC-H7 y con 7-AAD. Además, se determinó la expresión intracelular de perforina 

empleando un anticuerpo específico conjugado con PE tras la permeabilización de la 

membrana celular (detallado en el apartado 2.1.2 de Material y métodos). 
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3.4. Detección de citocinas secretadas por las células NK  

Para la determinación de las citocinas secretadas por las células NK durante el 

ensayo de citotoxicidad, se añadió el anticuerpo anti-CD107a conjugado con PE y el 

inhibidor de transporte de proteínas BD GolgiStpoTM dos horas antes de finalizar la 

incubación. Tras las 4 horas de incubación, se marcaron las células con 7-AAD y con 

los anticuerpos conjugados anti-CD56 FITC y anti-CD45 APC-H7. Después de la 

permeabilización celular con saponina (detallado en el apartado 2.1.2 de Material y 

métodos), se marcaron con los anticuerpos anti-TNF-α APC y anti-IFN-γ PE-Vio770TM 

para su determinación por citometría de flujo. 

3.5. Determinación de la formación de conjugados  

Las células NK recién aisladas se marcaron con el fluorocromo CMTMR a 10 µM 

durante 45 minutos. Después de un lavado, se incubaron durante 30 minutos en 

medio RPMI completo para eliminar el exceso de fluorocromo. Posteriormente se 

mezclaron con las células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 en una relación de 3:1, se 

centrifugaron a 300 g durante 1 minuto para favorecer el contacto celular y se co-

incubaron durante diferentes periodos de tiempo. Después de fijar las células, se 

determinó mediante citometría de flujo el porcentaje de conjugados expresado como 

el porcentaje de eventos doblemente positivos para CMTMR y GFP con respecto al 

total de eventos positivos para GFP. 

3.6. Estudio de PCLP1 durante la formación de conjugados  

La determinación de la expresión y localización de la proteína de fusión PCLP1-

GFP en los conjugados formados por células MCF7 y células NK se realizó mediante 

microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. Para ello se incubaron ambos tipos 

celulares en una relación (E:T) de 2:1 durante diferentes periodos de tiempo. Para su 

visualización por microscopía de fluoresecencia, las incubaciones se realizaron 

durante 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos sobre cubreobjetos de cristal recubiertos con 

0,1 mg/ml de poli-D-lisina (Sigma). Tras un lavado con PBS, las células se fijaron con 
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3,7% de paraformaldehido en PBS durante 10 minutos a 4°C. Después de un lavado 

con PBS, se tiñeron con DAPI diluido 1:3000 en PBS durante 10 minutos. Para el 

análisis por citometría de flujo, las incubaciones se realizaron durante 1, 2, 4 y 8 horas 

y, posteriormente, se marcaron las células con 7-AAD y con los anticuerpos anti-CD56 

PE y anti-CD45 APC-H7. Asimismo, el ensayo citofluorimétrico se llevó a cabo en 

presencia o ausencia de una cámara Transwel® durante 1 hora de incubación. 

3.7. Análisis de la proliferación linfocitaria y generación de Tregs 

La proliferación de las poblaciones linfocitarias se determinó mediante el 

ensayo de dilución del fluorocromo carboxi-fluorescein-succinilmidil éster (CFSE), que 

se distribuye de manera equitativa a las células descendientes en el proceso de 

división celular. Para ello, se incubó una suspensión de PBMCs con CFSE 8,5μM 

durante 10 minutos en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de FBS, 50 U/ml de 

penicilina y 50 U/ml de estreptomicina. Posteriormente, se incubaron en RPMI 

completo durante 30 minutos, se lavaron 2 veces para eliminar el exceso de CFSE y se 

sembraron en placas de 96 pocillos a una concentración de 2x105 células por pocillo 

en medio de cultivo RPMI completo. Para estimular la proliferación de linfocitos T, se  

incubaron las células con 10 µg/ml de fitohemaglutinina (PHA, Sigma) durante 4 días. 

Como estímulo mitogénico de las células NK y de los linfocitos T reguladores, se 

adicionó IL-2 al medio de cultivo a una concentración de 1.000 U/ml y se cultivaron las 

células durante 7 días. 

Las células tumorales MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 fueron tratadas previamente 

con 6 µg/ml del compuesto citostático mitomicina C (Abcam, Cambridge, Reino 

Unido) durante 2,5 horas para inhibir la proliferación de las células tumorales, las 

cuales se añadieron al cultivo de PBMCs en una relación E:T de 2:1. En los ensayos de 

proliferación de linfocitos T, las células tumorales se añadieron al cultivo al inicio de la 

estimulación linfocitaria y se determinó la proliferación a los 4 días de incubación. En 

cambio, tanto las células NK como los linfocitos Tregs se co-incubaron con las células 

tumorales durante las últimas 24 horas del ensayo de proliferación. Una vez 

transcurrido el periodo de cultivo, las células fueron despegadas con EDTA 0,5 mM 
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(Sigma) y lavadas con PBS. Finalmente, se marcaron las células con 7-AAD y las 

siguientes combinaciones de anticuerpos específicos frente a linfocitos T (anti-CD3-PE, 

anti-CD4-APC y anti-CD8-PE/Cy7), células NK (anti-CD56-PE, anti-CD3-APC y anti-

CD16-PE/Cy7), y linfocitos Treg (anti-FOXP3-PE, anti-CD4-APC y anti-CD25-PE/Cy7). Las 

condiciones de los experimentos se resumen en la siguiente tabla: 

 Tabla 6. Condiciones del ensayo de proliferación linfocitaria mediante citometría de flujo. 

Células Estímulo Concentración  
Duración 
del cultivo 

Adición de células 
tumorales 

Anticuerpos 

Linfocitos T PHA   10 µg/ml 4 días Día 0 
Anti-CD3 PE 
Anti-CD4 APC 
Anti-CD8PE/Cy7 

Células NK IL-2 1000 U/ml 7 días Día 5 
Anti-CD56 PE 
Anti-CD3 APC  
Anti-CD16 PE/Cy7 

Linfocitos 
Treg 

IL-2 1000 U/ml 7 días Día 5 
Anti-FOXP3 PE 
Anti-CD4 APC 
Anti-CD25 PE/Cy7 

 

3.8. Estudio de la maduración y activación de células dendríticas  

Las MoDCs se incubaron en placas de 24 pocillos con las células tumorales 

MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 en medio de cultivo RPMI completo a una relación de 1:2 

durante 24 horas. Los experimentos se realizaron tanto en ausencia como en 

presencia de LPS a una concentración de 100 g/ml. Posteriormente, para su análisis 

citométrico se marcaron las células con los siguientes anticuerpos: anti-CD80 PE, anti-

CD83 PE, anti-CD86 PE, anti-CD40 PE, anti-CD206 PE, anti-CD54 PE y anti-HLA-DR 

PerCP. Como marcador de la población de células dendríticas se incluyó el anticuerpo 

anti-CD11c PE/Cy7 y para excluir las células muertas se marcaron con 7-AAD.  

3.9. Determinación de la expresión de PCLP1 inducida por moléculas 

inmunomoduladoras  

Tanto la línea tumoral MCF-7 como MDA-MB-231 fueron incubadas en placas 

de 6 pocillos a una concentración de 105 células MCF-7 y 2,5 x 105 células MDA-MB-

231 en 3ml de medio de cultivo DMEM completo con concentraciones crecientes de 
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TGF-β (0,125, 0,25, 0,5, 1 y 2 ng/ml) (Miltenyi Biotec) e IL-4 (100, 200, 400 y 800 U/ml) 

y durante diferentes tiempos de incubación. Al finalizar el cultivo se determinó la 

expresión de PCLP1 mediante Western blot tal y como se ha descrito en el apartado 

2.2 de Material y métodos. 

En los casos indicados, se añadieron al medio de cultivo concentraciones 

crecientes (5, 10 y 20 µM) de inhibidores de las siguientes rutas de señalización 

intracelular: p38MAPK (SB 202190, Sigma), MAPK/ERK (PD 098059, Sigma) y JAK3 (PF 

956980, Sigma). Como control se incluyó DMSO, que se empleó como diluyente de 

cada uno de los inhibidores.  

3.10. Análisis estadístico  

El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando los programas GraphPad 

Prism 3.0 y SPSS. Para determinar si las diferencias entre los grupos eran significativas, 

se aplicó el estadístico T-student para los datos con una distribución normal y el test 

de Wilcoxon para los datos no paramétricos. Los valores de P menores que 0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos. La significancia se clasificó como 

*p<0,05 (significativo); **p<0,01 (muy significativo) o ***p<0,001 (altamente 

significativo).  
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1. PAPEL DE PCLP1 EN CÉLULAS INMUNITARIAS 

1.1. Expresión de PCLP1 en células del sistema inmunitario  

La expresión de PCLP1 en células hematopoyéticas adultas se restringe a una 

subpoblación de células progenitoras, células del linaje megacariocítico y monocitos 

activados con factor estimulador de colonias de monocitos (M-CSF). La existencia de 

un trabajo reciente en el que se detecta ARN mensajero correspondiente a PCLP1 en 

linfocitos y monocitos,39 sugiere una posible expresión de PCLP1 en células 

inmunitarias maduras. Por este motivo, decidimos examinar la expresión de PCLP1 en 

células inmunitarias procedentes de sangre periférica, entre las que se incluyen 

monocitos, linfocitos T, células NK, DCs circulantes y células dendríticas derivadas de 

monocitos (MoDCs). Se utilizó la técnica de RTq-PCR para la detección de ARNm, y 

Western blot y citometría de flujo para la determinación de la expresión proteica. A su 

vez, mediante citometría de flujo, se analizó la expresión de PCLP1 en la superficie de 

diferentes subpoblaciones, como linfocitos T CD4+ o CD8+, DCs mieloides CD11c+ y DCs 

plasmacitoides caracterizadas por presentar CD123 en su superficie. Asimismo, se 

cuantificaron los niveles de expresión de PCLP1 en MoDCs, tanto en DCs inmaduras 

(iDCs) y como en DCs maduras (mDCs) derivadas de iDCs tras estimulación con LPS, 

poli I:C (ácido poliinosínico-policitidílico) o un cóctel de citocinas que incluye TNF-α, 

IL-1, IL-6 y PGE2.  

Los resultados obtenidos muestran una expresión diferencial de PCLP1 entre 

los tipos celulares estudiados. Los linfocitos T, las células NK y las DCs plasmacitoides 

no expresan PCLP1, a diferencia de las DCs mieloides y MoDCs, en las cuales se 

observan diferentes grados de expresión. Como se puede apreciar en la Figura 9, los 

monocitos y las DCs mieloides presentan bajos niveles de expresión de PCLP1. Cuando 

los monocitos se diferencian a iDCs la expresión se incrementa de forma pronunciada, 

tanto en los niveles de ARNm como en los niveles de  proteína total y en superficie. 

Sin embargo, cuando se induce la maduración de estas células, los niveles de 

expresión decaen a valores equivalentes a los expresados en los monocitos, siendo la 

disminución más intensa cuando se utiliza LPS o poli I:C como estímulo madurativo. 
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Figura 9. Expresión de PCLP1 en células del sistema inmunitario. A) Expresión de PCLP1 total en 
diferentes poblaciones leucocitarias mediante Western blot y empleando como control positivo 
las células MIA PaCA-2. B) Expresión de ARNm de PCLP1 mediante RT-qPCR. Los resultados se 
presentan como porcentaje relativo a la expresión en células THP-1 (línea celular mieloide) 
empleando el método ΔΔCT. C) Histogramas representativos de la expresión de PCLP1 en 
superficie celular (rojo) y su control isotípico (gris) mediante la técnica de citometría de flujo. Los 
resultados se expresan como porcentaje de células positivas y mediana de fluorescencia (MFI). 

La Figura 10 resume la determinación de los niveles de expresión de PCLP1 en 

MoDCs provenientes de 22 donantes sanos mediante citometría de flujo. Los 

resultados muestran que la expresión de PCLP1 en iDCs entre diferentes individuos es 

muy heterogénea y disminuye significativamente tras inducción de la maduración con 

LPS.  
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Asimismo, se analizó la localización subcelular de PCLP1 en iDCs adheridas a 

fibronectina mediante microscopía de fluorescencia. Los resultados muestran que 

PCLP1 se acumula en el extremo posterior de las iDCs polarizadas durante el proceso 

de migración celular.  
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Figura 10. Expresión de PCLP1 en MoDCs. A) Porcentaje de células dendríticas inmaduras (iDCs) y 
maduras (mDCs) que expresan PCLP1, determinado mediante citometría de flujo utilizando 
muestras procedentes de 16 donantes sanos. * p<0.001. B) Imágenes representativas de la 
localización celular de PCLP1 en iDCs adheridas a fibronectina. En color verde se muestra la 
expresión de PCLP1 marcada con un anticuerpo específico (2a) o su control isotípico (1a), y los 
núcleos celulares teñidos con DAPI en color azul. En las fotogafías 1b y 2b aparecen las células en 
contraste de fases.*p<0,05. 
 
 
 

 

1.2. Efecto de PCLP1 en la maduración de células dendríticas derivadas de 

monocitos 

Con el objeto de determinar el posible papel de PCLP1 en la maduración de las 

MoDCs, se incubaron las iDCs con un anticuerpo anti-PCLP1 durante el proceso de 

maduración con LPS para inducir el entrecruzamiento de PCLP1 y, como consecuencia, 

la activación de la vía de señalización intracelular mediada por esta proteína. El 

entrecruzamineto de receptores de membrana con anticuerpos específicos reproduce 

el desencadenado por sus ligandos naturales y permite determinar su funcionalidad. 

Posteriormente, se analizó la expresión de los los marcadores de maduración CD83, 
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CD86 y HLA-DR mediante citometría de flujo. La Figura 11 muestra que la adición del 

anticuerpo anti-PCLP1 a las iDCs reduce la expresión de CD83, CD86 y HLA-DR, lo que 

sugiere que la activación de la vía de señalización de PCLP1 inhibe la maduración 

fenotípica de las iDCs.  
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Figura 11. Expresión de marcadores de maduración en DCs en respuesta al 
entrecruzamiento de PCLP1. Histogramas que muestran la expresión de los 
receptores CD83, CD86 y HLA-DR en la superficie de iDCs estimuladas con LPS, en 
presencia de un anticuerpo control o un anticuerpo anti-PCLP1. 

 

Por lo tanto, PCLP1 se expresa en células dendríticas inmaduras (iDC) donde 

participa en la migración celular y en el mantenimiento de del fenotipo inmaduro. 
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2. PCLP1 EN CÉLULAS DE CÁNCER DE MAMA 

2.1. Generación de células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1 

Con el objetivo de estudiar el papel de PCLP1 expresada en células tumorales 

de cáncer de mama en la evasión del sistema inmunitario, en primer lugar se 

generaron líneas celulares que sobreexpresan PCLP1. Como línea celular para la 

realización de los experimentos se optó por la línea MCF-7 de cáncer de mama, en 

base a los bajos niveles de PCLP1 endógena que expresa. Dicha línea celular fue 

transfectada con el plásmido pEGFP que contiene ADN que codifica la proteína PCLP1 

(pEGFP-PCLP1) o con el plásmido vacío como control (pEGFP), obteniéndose dos 

líneas MCF-7 estables, una con niveles elevados de PCLP1-GFP y su respectivo control 

que expresa GFP. Tal y como se refleja en la Figura 12a, las células MCF-7 que 

expresan la proteína de fusión PCLP1-GFP muestran una distribución de la 

fluorescencia polar en conformidad con la localización de PCLP1 previamente descrita 

en este tipo celular.27,37,48,59 En cambio, las células MCF-7 control que expresan 

únicamente GFP exhiben un patrón de fluorescencia homogéneo. La expresión de 

PCLP1 en las células MCF-7 transfectadas se confirmó posteriormente mediante la 

técnica de Western blot, que reveló una banda específica con un peso molecular de 

en torno a 160 kDa, correspondiente a PCLP1, en las células transfectadas con el 

plásmido pEGFP-PCLP1 (Figura 12b). Asimismo, en estas células se detectó la 

expresión de ARNm de PCLP1 mediante la técnica de RTq-PCR (Figura 12c).  

Con el fin de facilitar la lectura de esta tesis, se denominará como células 

MCF7-PCLP1 a las células MCF-7 que expresan la proteína de fusión PCLP1-GFP, y 

células MCF7-Ctrl a las células que solamente expresan GFP. 
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Figura 12. Expresión de PCLP1 en las células MCF-7 transfectadas. Comparación de la expresión 
de PCLP1 en células transfectadas con el plásmido pEGFPN1 nativo (denominadas MCF7-Ctrl) y 
transfectadas con el plásmido que contiene la secuencia que codifica para PCLP1-GFP 
(denominadas MCF7-PCLP1). A) Imágenes obtenidas mediante microscopía de flourescencia que 
muestran la expresión de GFP y PCLP1-GFP en las células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1, 
respectivamente. B) Expresión proteica de PCLP1 en células MCF7-Ctrl y MCF7-PCLP1 mediante 
Western blot, incluyendo como control de carga la expresión de la proteína GAPDH. C) Expresión 
de ARNm de PCLP1 en células MCF7-PCLP1 (verde) relativizada a la expresión de las células MCF7-
Ctrl (gris) mediante RTq-PCR.  

2.2. Efecto de PCLP1 sobreexpresada en células MCF-7 en la citotoxicidad 

mediada por las células NK 

 Estudios previos han puesto de manifiesto la importancia de las células NK en 

la destrucción de las células de cáncer de mama.111-113 Dado que los niveles de PCLP1 

se encuentran aumentados en los carcinomas de mama más invasivos y con 

pronóstico desfavorable,48,83 nos propusimos evaluar si la expresión de PCLP1 en 

células MCF-7 confiere resistencia a la lisis mediada por las células NK. Para ello, se 

realizaron ensayos de citotoxicidad empleando células NK procedentes de donantes 

sanos activadas con IL-2 (células efectoras) y células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 (células 

diana). Ambos tipos celulares se cultivaron en una relación célula efectora:célula 

tumoral (E:T) de 2:1 o de 3:1 durante 4 horas. Tal y como se muestra en la Figura 13, 
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la selección de la población tumoral respecto a la población de células NK se realizó 

por citometría de flujo en función del tamaño y rugosidad y marcaje CFSE+CD45-. El 

porcentaje de células muertas se determinó mediante marcaje con 7-ADD.  
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Figura 13. Estrategia de análisis para determinar la muerte tumoral. Selección de la población 
tumoral respecto a la población de células NK con el objetivo de analizar el porcentaje de células 
muertas (7-AAD+). La separación de las células tumorales se realizó en base a su mayor tamaño y 
rugosidad (primera columna), su expresión de CFSE y la ausencia de marcaje en CD45 (segunda 
columna). A) Análisis de células MCF7-Ctrl cultivadas con células NK. B) Análisis de células MCF7-
PCLP1 cultivadas con células NK.   

 
En la Figura 14 se muestra el porcentaje de células tumorales muertas a causa 

de la lisis mediada por las células NK en ambas relaciones E:T (2:1 y 3:1). Como cabe 

esperar, en la relación E:T de 3:1 se obtiene una mayor citotoxicidad tumoral mediada 

por células NK que en la relación 2:1. Por otra parte, los datos obtenidos muestran un 

rango amplio de susceptibilidad de las células tumorales a la lisis mediada por células 

NK (% lisis específica= 5%-60% para la relación 2:1 y 25%-70% para la relación 3:1), lo 

que refleja la gran variabilidad en la capacidad citotóxica de esta subpoblación 

linfocitaria entre diferentes donantes. Cuando se compara el porcentaje de lisis 

específica de las células MCF7-PCLP1 mediada por las células NK de cada donante con 

el de las células MCF7-Ctrl, los datos obtenidos muestran en todos los casos 
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analizados un porcentaje significativamente menor de células MCF7-PCLP1 muertas 

que el observado en células MCF7-Ctrl, siendo la disminución más pronunciada en la 

relación E:T de 3:1 (p<0,05) que en la relación 2:1 (p<0,05). Estos resultados indican 

que la expresión de PCLP1 aumenta la resistencia de las células MCF-7 a la 

citotoxicidad antitumoral mediada por las células NK.  
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Figura 14. Efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 en la citotoxicidad mediada por 
células NK. Porcentaje de células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 muertas (7-AAD+) por la lisis 
mediada por células NK procedentes de 5 donantes sanos. Cada gráfico representa los 
resultados obtenidos después de 4 horas de co-cultivo de células NK con células 
tumorales en una relación E:T de 2:1  o 3:1  *P<0,05. 

 

A continuación, evaluamos si las células MCF7-PCLP1 resistentes al efecto 

citotóxico de las células NK expresaban mayores niveles de PCLP1. Para ello, las 

células MCF7-PCLP1 que habían sobrevivido a la lisis mediada por células NK durante 

el ensayo de citotoxicidad se cultivaron durante 24 horas en medio de cultivo y se 

analizó la expresión de PCLP1 por citometría de flujo, incluyendo como control células 

MCF7-PCLP1 incubadas en ausencia de células NK. Los resultados revelan que la 

población resistente a la lisis mediada por células NK expresan mayores niveles de 

PCLP1 que las células MCF7-PCLP1 que no han sido expuestas a las células NK (Figura 

15). Estos datos son consistentes con los resultados obtenidos en los ensayos de 

citotoxicidad e indican que PCLP1 protege a las células MCF-7 de la lisis mediada por 

células NK.  
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Figura 15. Expresión de PCLP1 en células MCF7-PCLP1 resistentes a la lisis mediada por células 
NK. A) Gráfico que muestra la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el análisis por 
citometría de flujo de PCLP1-GFP expresada en células MCF7-PCLP1 incubadas en ausencia (verde 
suave) y en presencia de células NK (verde intenso). B) Histograma representativo de 5 
experimentos donde se muestra la distribución de la expresión de PCLP1-GFP respecto al número 
de células, mostrando en color gris las células negativas para GFP (MCF-7 no transfectadas). 
**P<0,01. 

Uno de los mecanismos de evasión de la respuesta inmunitaria desarrollado 

por las células tumorales consiste en la expresión de moléculas que inducen la 

eliminación de células NK, disminuyendo de ese modo su capacidad citotóxica.236,283 

Para evaluar si la mayor resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la lisis mediada por 

células NK se debía a un posible efecto negativo de PCLP1 sobre la viabilidad de las 

células NK, se determinó el porcentaje de células NK muertas (CFSE-CD45+7-AAD+) en 

los ensayos de citotoxicidad. Los resultados obtenidos en la Figura 16 muestran que 

no existen diferencias significativas entre la viabilidad de las células NK cultivadas con 

MCF7-PCLP1 y las cultivadas con MCF7-Ctrl, lo que indica que la expresión de PCLP1 

en las células MCF7 no induce la muerte de las células NK. 
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Figura 16. Efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 en la viabilidad de las células NK. 
Porcentaje de células NK muertas (7-AAD+) en presencia de células MCF7 o MCF7-PCLP1 en el 
cultivo. Cada gráfico representa los resultados obtenidos después de 4 horas de co-cultivo de 
células NK con células tumorales en relación E:T de 2:1 y 3:1. Datos procedentes de 6 donantes 
sanos. 
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2.3. Efecto de PCLP1 en la expresión de receptores activadores en las 

células NK 

A continuación nos propusimos determinar el mecanismo a través del cual 

PCLP1 disminuye la citotoxicidad mediada por las células NK. Una de las estrategias  

que permiten a las células tumorales de mama evadir la respuesta citotóxica de las 

células NK consiste en la modulación de la expresión de receptores activadores 

presentes en la superficie de estas células. Basándonos en esta observación, 

decidimos determinar si PCLP1 expresada en células MCF-7 regula la expresión de los 

principales receptores activadores involucrados en la citotoxicidad antitumoral de las 

células NK. Con esta finalidad, se cultivaron células NK con células MCF7-PCLP1 o 

MCF7-Ctrl y se analizó la expresión de los receptores activadores NKG2D, NKp30, 

NKp44, NKp46, DNAM-1 y CD16 por citometría de flujo. Asimismo, se incluyeron como 

control células NK incubadas en ausencia de células tumorales. Paralelamente, para 

evaluar si los efectos observados eran dependientes del contacto entre las células NK 

y las células tumorales o de factores solubles, se co-cultivaron ambos tipos celulares 

en presencia o en ausencia de una membrana semipermeable con diámetro de poro 

de 0,4 m para impedir el contacto intercelular directo. 

La Figura 17 resume el análisis del porcentaje de variación de la expresión de 

cada uno de los receptores activadores en células NK incubadas con células MCF7-Ctrl 

o MCF7-PCLP1 con respecto a la observada en células NK incubadas en ausencia de 

células tumorales. Los resultados obtenidos muestran que tanto las células MCF7-Ctrl 

como las células MCF7-PCLP1 reducen notablemente la expresión de los receptores 

activadores estudiados, a excepción de NKp30. En cambio, en presencia de una 

membrana semipermeable separadora (Figura 17b) no se observa dicha disminución, 

excepto en el receptor DNAM-1.  
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Figura 17. Efecto de las células tumorales en la expresión de los receptores activadores en la 
superficie de células NK. Gráficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida 
mediante el análisis por citometría de flujo de la expresión en superficie de los receptores 
indicados en células NK incubadas en ausencia de células tumorales (gris), con MCF7-Ctrl (azul) o 
con MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana semipermeable. Los datos 
expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la expresión de 
los receptores en células NK incubadas en ausencia de células MCF-7.*P<0,05; **P<0,01; 
***P<0,001.  

 

 Para averiguar si la presencia de PCLP1 en las células MCF-7 ejerce algún efecto 

sobre la expresión de los receptores activadores en las células NK se compararon los 

datos de expresión obtenidos en células NK incubadas con MCF7-Ctrl y con MCF7-

PCLP1 (Figura 18). Los datos reflejan una disminución significativa en la expresión de 

todos los receptores activadores estudiados en células NK incubadas en presencia de 

células MCF7-PCLP1 con respecto a la detectada en aquellas incubadas con células 

MCF-7 control, siendo más acusada en el caso de NKG2D y CD16 (Figura 18a). Cuando 

la incubación se realizó en ausencia de contacto celular no se observaron diferencias 

significativas en la expresión de dichos receptores (Figura 18b).  
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Figura 18. Efecto de PCLP1 en la expresión de receptores activadores en la superficie de células NK. 
Gráficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el análisis por citometría 
de flujo de la expresión en superficie de los receptores indicados en células NK incubadas con células 
MCF7-Ctrl (azul) y con células MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana 
semipermeable. C) Histogramas representativos donde se muestra la distribución de la expresión de 
cada uno de los receptores respecto al número de células, mostrando en color gris el control isotípico. 
Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la 
expresión de los receptores en células NK incubadas con MCF7-Ctrl.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.  

  Estos resultados indican que la expresión de PCLP1 en células MCF-7 modula 

negativamente la expresión de los receptores activadores NKG2D, NKp30, NKP44, 

NKp46, DNAM-1 y CD16 en la superficie de las células NK a través de un mecanismo 

dependiente del contacto intercelular. 

2.4. Efecto de PCLP1 en la expresión de moléculas de adhesión y otros 

receptores de células NK 

Las moléculas de adhesión no solo median la interacción de las células NK con 

otras células, sino que además pueden transmitir señales activadoras que finalmente 

desatan la maquinaria citolítica de las células NK. Por esta razón, decidimos evaluar el 
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efecto de PCLP1 expresada en células MCF-7 sobre la expresión en membrana de 

varias moléculas de adhesión en células NK, incluyendo CD18, CD11b, CD54 y CD56, 

siguiendo el mismo procedimiento experimental que el empleado para la 

determinación de los receptores activadores. Entre las moléculas de adhesión 

analizadas cabe destacar la cadena beta de la integrina LFA-1 (Antígeno 1 asociado a 

la función linfocitaria) o CD18 que posee una función crítica en la secreción polarizada 

del contenido de los gránulos de las células NK. Por otro lado, evaluamos la expresión 

de CD69, un antígeno de diferenciación que se expresa en linfocitos activados, 

incluidas las células NK. Como se puede observar en las siguientes gráficas, la 

presencia de células tumorales aumenta significativamente la expresión de los 

receptores CD54 y CD69, y disminuye la expresión de CD56 de forma dependiente de 

contacto celular (Figura 19). 
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Figura 19. Efecto de las células tumorales en la expresión de moléculas de adhesión y otros 
receptores en la superficie de células NK Gráficos que muestran la mediana de fluorescencia 
(MFI) obtenida mediante el análisis por citometría de flujo de la expresión en superficie de las 
moléculas indicadas en células NK incubadas en ausencia de células tumorales (gris), con MCF7-
Ctrl (azul) o con MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por una membrana semipermeable. 
Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 100% la 
expresión de las moléculas de adhesión en células NK incubadas en ausencia de células MCF-
7.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.  
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Con el objeto de determinar el efecto de PCLP1 en la expresión de las 

moléculas mencionadas, se compararon los datos obtenidos en células NK cultivadas 

con MCF7-Ctrl respecto a las cultivadas con MCF7-PCLP1, observándose que la 

sobreexpresión de PCLP1 en células MCF-7 induce la disminución de la expresión de 

CD56 y el aumento de CD54 en células NK de manera dependiente de contacto. 

(Figura 20). 
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Figura 20. Efecto de PCLP1 en la expresión de moléculas de adhesión y otros receptores en la 
superficie de células NK. Gráficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante 
el análisis por citometría de flujo de la expresión en superficie de las moléculas indicadas en células NK 
incubadas con células MCF7-Ctrl (azul) y con células MCF7-PCLP1 (rojo), separadas (A) o no (B) por 
una membrana semipermeable. C) Histogramas representativos donde se muestra la distribución de la 
expresión de cada una de las moléculas respecto al número de células, mostrando en color gris el 
control isotípico. Los datos expresan la media de 3 a 8 experimentos normalizados considerando como 
100% la expresión de las moléculas de adhesión en células NK incubadas con MCF7-Ctrl.*P<0,05. 
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2.5. Efecto de PCLP1 en la expresión de ligandos para receptores de 

células NK 

La interacción del receptor de activación NKG2D con las moléculas MIC-AB 

expresadas en células tumorales potencia la capacidad citotóxica de las células NK y la 

producción de citocinas. Por el contrario, la unión de los receptores inhibidores a las 

moléculas MHC de clase I (HLA-ABC) expresadas en células tumorales ejerce un efecto 

supresor sobre la actividad citotóxica de las células NK. Con el propósito de averiguar 

si PCLP1 modula la expresión de ligandos de receptores de células NK en células 

tumorales de mama, se comparó la expresión de estos ligandos en las células MCF7-

Ctrl con la expresión en células MCF7-PCLP1. Para ello se marcaron con anticuerpos 

específicos varios ligandos implicados en la inhibición (HLA-ABC y HLA-E) y en la 

activación (MIC-AB, ULBPs, Nectina-2 y PVR) de la respuesta antitumoral mediada por 

las células NK y se analizó su expresión mediante citometría de flujo. Además, se 

analizó la expresión del receptor Fas (o CD95), uno de los receptores de muerte 

expresados en células tumorales que participa en la apoptosis mediada por células 

NK. Como se refleja en la Figura 21, los niveles de expresión de HLA-ABC se 

encuentran significativamente aumentados y los de MIC-AB y FAS disminuidos en la 

superficie de las células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1 con respecto a los 

observados en células MCF-7 control. En cambio, la expresión del resto de los ligandos 

estudiados no se encuentra alterada por la sobreexpresión de PCLP1.  
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Figura 21. Efecto de PCLP1 en la expresión de ligandos en la superficie de células tumorales. 
Gráficos que muestran la mediana de fluorescencia (MFI) obtenida mediante el análisis por 
citometría de flujo de la expresión en superficie de los ligandos indicados y del receptor Fas en 
células MCF7-Ctrl (azul) y MCF7-PCLP1 (rojo). A) Gráficos que representan la media de 4 a 8 
experimentos normalizada tomando como 100% la expresión en células MCF7-Ctrl. B) 
Histogramas representativos donde se muestra la distribución de la expresión de cada uno de los 
receptores respecto al número de células, señalando en color gris el control isotípico. *P<0,05. 

Para determinar si la modificación en la expresión de los ligandos tiene lugar a 

nivel transcripcional o post-transcripcional se midió mediante RT-qPCR la expresión 

del ARN mensajero correspondiente a cada ligando. Los resultados obtenidos (Figura 

22) sugieren que se trata de una regulación a nivel post-transcripcional, ya que la 

modulación en los niveles de expresión a nivel proteico (aumento de HLA-ABC y 

disminución de MIC-AB) no se corresponde con los niveles obtenidos en ARNm.  
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Figura 22. Expresión del ARNm de ciertos ligandos en células tumorales. 
Determinación de la expresión del ARNm mediante la técnica RT-qPCR utilizando 
como control endógeno RPL0. La expresión en células MCF7-Ctrl se muestra en color 
azul y la de las células MCF7-PCLP1 en color rojo. Los datos representan la media de 5 
ensayos y se exponen de manera relativizada con respecto a la expresión en células 
MCF7-Ctrl mediante el método ΔΔCT. *P<0,05, ***p<0,001. 

 

2.6. Efecto de PCLP1 en la desgranulación de células NK  

A tenor de los resultados anteriormente mostrados, el aumento de la 

resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la citotoxicidad mediada por las células NK 

podría deberse a un efecto negativo de PCLP1 sobre la capacidad secretora de estas 

células. Con el objetivo de determinar la desgranulación de las células NK, se 

marcaron con el anticuepo anti-CD107a (LAMP-1) durante el proceso citotóxico. La 

molécula CD107a se localiza en la membrana de los gránulos de secreción y sus 

niveles de expresión se correlacionan con la capacidad desgranuladora de las células 

NK. Como se refleja en la Figura 23, y en consonancia con la heterogeneidad 

interindividual en la capacidad citotóxica de las células NK, la desgranulación varía en 

función del donante estudiado. Sin embargo, no se observan diferencias significativas 

en el porcentaje de desgranulación de las células NK en respuesta a la co-incubación 

con células MCF7-PCLP1 respecto al control. Estos resultados indican que la expresión 

de PCLP1 en células MCF-7 no altera la capacidad de desgranulación de las células NK.  
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Figura 23. Efecto de la expresión de PCLP1 en la desgranulación de las células NK. 
Porcentaje de células NK con capacidad desgranulatoria (determinadas mediante 
citometría de flujo como CD107a+) después de ser cultivadas durante 4 horas con las 
células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 en relación E:T de 2:1 y 3:1.Datos procedentes de 5 a 12 
donantes sanos. 

Dado que el incremento de la resistencia de las células MCF7-PCLP1 a la 

actividad lítica de las células NK no se explicaba por una reducción en la 

desgranulación, nos preguntamos si dicho aumento se debía a la alteración del 

contenido de los gránulos citotóxicos. Por ello, al finalizar el ensayo de citotoxicidad 

se determinó la expresión de perforina, una proteína presente en los gránulos y 

esencial para la actividad citolítica de las células NK. Los resultados obtenidos no 

muestran diferencias significativas ni en el porcentaje de células NK que expresan 

perforina ni en la expresión total de perforina en respuesta a las células MCF7-PCLP1 

respecto a las células MCF7-Ctrl (Figura 24). 
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Figura 24. Efecto de PCLP1 en la producción de perforina por parte de las células NK. Detección 
de la perforina intracelular en células NK mediante citometría de flujo. A) Porcentaje de células NK 
que expresan perforina tras incubación con MCF7-Ctrl (azul) o con MCF7-PCLP1 (rojo). Los datos 
se expresan normalizados considerando como 100% la expresión en células NK incubadas con 
MCF7-Ctrl. B) Histograma representativo de 5 donantes sanos donde se muestra la distribución de 
la expresión de la perforina respecto al número de células, señalando en color gris el control 
isotípico.  
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2.7. Efecto de PCLP1 en la secreción de citocinas por células NK 

Las citocinas IFN- y TNF- producidas por las células NK inducen 

sinérgicamente la citolisis de las células tumorales, a la vez que activan otras células 

implicadas en la respuesta inmunitaria. Se ha descrito que ciertas moléculas 

expresadas por las células tumorales pueden modular los niveles de expresión de 

estas citocinas.173,284 Por ello, tratamos de determinar si el aumento de la resistencia a 

la lisis de las células MCF-7 inducido por la expresión de PCLP1 podría deberse a un 

efecto de esta proteína sobre la producción de IFN-γ y TNF-α por las células NK. Con 

ese objetivo, tras el co-cultivo de ambos tipos celulares, se determinó mediante 

citometría de flujo el contenido intracelular de estas citocinas en las células NK. 

Como se muestra en la Figura 25, la presencia de células tumorales en el cultivo 

incrementa la expresión de citocinas en las células NK. Sin embargo, no se observan 

variaciones ni en el porcentaje de células NK secretoras de citocinas ni en la cantidad 

total de citocinas secretadas en células NK cultivadas en presencia de MCF7-PCLP1 

respecto al control. Asimismo, evaluamos la proporción de las células NK 

denominadas multifuncionales, es decir, células NK que presentan la capacidad tanto 

para liberar gránulos citotóxicos como para producir citocinas. Para ello, 

determinamos los niveles de expresión de IFN- y/o TNF- en células positivas para 

CD107a. Como se desprende de la Figura 25, y al contrario de lo esperado, el análisis 

del porcentaje de células NK multifuncionales (CD107a+IFN-γ+, CD107a+TNF-α+ o 

CD107a+IFN-γ+TNF-α+) no mostró diferencias significativas entre aquellas incubadas 

con MCF7-PCLP1 y las incubadas con MCF7-Ctrl. Estos resultados indican que PCLP1 

expresada en las células MCF7 no regula la producción de citocinas por parte de las 

células NK. 
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Figura 25. Efecto de PCLP1 en la producción de citocinas por las células NK. Detección de las 
citocinas IFN-γ y TNF-α intracelulares producidas por las células NK mediante citometría de flujo. 
Gráficos que muestran el porcentaje de células NK CD56+ positivas para CD107a, IFN-γ y/o TNF-α 
incubadas en ausencia de células tumorales (gris) o en presencia decélulas MCF7-Ctrl (azul) o 
MCF7-PCLP1 (rojo) durante 4 horas en una relación E:T de 2:1 y 3:1. Latos muestran la media de 5 
a 6 donantes sanos. 

 

2.8. Formación de conjugados entre células NK y células MCF-7 que 

sobreexpresan PCLP1 

La citotoxicidad mediada por células NK requiere el contacto directo entre la 

célula efectora y la célula diana, dando lugar a la formación de la sinapsis 

inmunológica y a la liberación de proteínas citolíticas sobre la célula tumoral. Varios 

estudios han descrito en la superficie de las células tumorales la presencia de 

moléculas antiadhesivas que impiden su interacción con las células NK. Por lo tanto, 

tratamos de evaluar si PCLP1 expresada en células tumorales interfiere en la 

interacción entre células efectoras y células tumorales diana. Con este propósito, se 

co-cultivaron las células NK previamente marcadas con CMTMR con las células MCF7-

PCLP1 o MCF7 control durante diferentes tiempos y se determinó la formación de 

conjugados mediante el análisis por citometría de flujo del número de eventos 

doblemente positivos (CMTMR+GFP+). Tal y como se observa en la Figura 26, no se 

observan variaciones estadísticamente significativas entre el porcentaje de células 
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MCF7-PCLP1 unidas a las células NK con respecto a las células control en ninguno de 

los tiempos estudiados. Estos resultados sugieren que PCLP1 no altera la interacción 

de células NK con células tumorales. 
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Figura 26. Efecto de PCLP1 en la formación de conjugados entre células NK y células 
tumorales. Para observar la formación de conjugados se marcaron las células NK con 
CMTMR y se determinó el porcentaje de células doblemente positivas (GFP+CMTMR+) 
mediante citometría de flujo. En el gráfico se muestra el porcentaje de células MCF7-Ctrl 
(azul) y MCF7-PCLP1 (rojo) positivas para CMTMR durante diferentes tiempos de co-
incubación con las células NK. Datos expresados como media de 3 donantes sanos. 

 

2.8.1. Localización de PCLP1 en los conjugados celulares 

Posteriormente, para determinar la localización de PCLP1 durante el transcurso 

de la interacción entre células MCF7-PCLP1 y células NK, se co-incubaron ambos tipos 

celulares durante diferentes tiempos y se analizó la fluorescencia emitida por la 

proteína de fusión PCLP1-GFP mediante microscopía de fluorescencia. Como se 

muestra en la Figura 27, a los 15 minutos de incubación la proteína PCLP1 expresada 

en las células tumorales se polariza hacia la zona de contacto intercelular o sinapsis 

inmunológica. Transcurrida 1 hora de incubación, las células NK exhiben PCLP1 en su 

superficie, lo que indica que PCLP1 es transferida de las células tumorales a las células 

NK. 
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Figura 27. Localización de PCLP1 durante la interacción entre células MCF7-PCLP1 y 
células NK. Imágenes que muestran en color verde la proteína PCLP1-GFP (fila 
superior), en color azul los núcleos celulares teñidos con DAPI (fila intermedia) y en 
color gris las células visualizadas en contraste de fases (fila inferior). Las fotografías 
fueron obtenidas a diferentes tiempos de co-incubación de células MCF7-PCLP1 y 
células NK (indicadas con flechas), que se distinguen por su tamaño celular.  

 

 

2.8.2. Transferencia de PCLP1 en los conjugados celulares 

La transferencia de PCLP1 hacia la célula NK se confirmó mediante citometría 

de flujo (Figura 28). Los resultados obtenidos revelan la presencia de la proteína 

PCLP1-GFP en células NK co-incubadas con células MCF7-PCLP1, no detectándose GFP 

en células NK co-incubadas con células MCF7-Ctrl.  
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Figura 28. Análisis de la adquisición de PCLP1 expresada en células tumorales por las 
células NK. Diagramas de contornos que muestran la expresión de PCLP1-GFP en 
células NK incubadas en ausencia o en presencia de MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1. Los 
colores representan la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-
naranja-rojo. 

 

La presencia de PCLP1 en las células NK podría deberse a un proceso de 

transferencia de fragmentos de membrana y moléculas asociadas denominado 

trogocitosis. La trogocitosis tiene lugar tras la formación de la sinapsis inmunológica y 

debe cumplir ciertos requisitos, entre los que se incluyen presentar una cinética 

rápida, duración limitada y dependencia de contacto entre la célula donadora y la 

célula receptora. Por lo tanto, una vez confirmada la presencia de PCLP1 en la célula 

NK, se analizó la cinética de la transferencia de esta proteína marcada en GFP. Para 

ello, se co-incubaron células MCF7-PCLP1 con células NK a diferentes tiempos y se 

determinó el porcentaje de células NK (CD45+) positivas para PCLP1-GFP (Figura 29). 

Los resultados obtenidos muestran que a los 10 minutos de incubación, alrededor del 

17% de las células NK adquieren PCLP1-GFP, lo que refleja la rapidez del proceso de 

transferencia. Al cabo de 1 hora de incubación se alcanza el valor máximo de 

adquisición, con un porcentaje de células NK positivas para PCLP1 de 

aproximadamente el 25%, el cual posteriormente decae progresivamente hasta volver 

a los valores iniciales, sugiriendo que se trata de un proceso temporal. 
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Figura 29. Cinética de transferencia de PCLP1 de las células tumorales a las células NK. A) Gráfico que 
representa la media del porcentaje de células NK positivas para PCLP1-GFP que han sido previamente 
incubadas con células MCF7-PCLP1 durante diferentes tiempos. B) Diagramas de contorno representativos 
de 3 donantes sanos donde se muestran los porcentajes de células NK que muestran expresión de PCLP1-
GFP. Los colores representan la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-naranja-rojo.  

A continuación, para averiguar si la transferencia de PCLP1 es dependiente de 

contacto intercelular o de la adquisición de fragmentos de membrana presentes en el 

medio de cultivo, se incubaron las células MCF7-Ctrlo MCF7-PCLP1 con las células NK 

durante 1 hora en presencia o ausencia de una membrana semipermeable con un 

diámetro de poro de 0,4 m que impide el contacto intercelular. Como revela la 

Figura 30, en ausencia de contacto intercelular no se observa adquisición de PCLP1 

por las células NK, lo que demuestra que el proceso de transferencia es dependiente 

de contacto celular.  
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Figura 30. Análisis de la adquisición de PCLP1 expresada en células tumorales 
por las células NK. Diagramas de contorno que muestran la expresión de PCLP1-
GFP en células NK incubadas con MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1 durante 1 hora en 
presencia o ausencia de una membrana semipermeable. Los colores representan 
la densidad de células de menor a mayor: azul-verde-amarillo-naranja-rojo.  

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la transferencia de PCLP1 de 

las células tumorales a las células NK reúne las características propias del mecanismo 

de trogocitosis. 

 

2.9. Efecto de PCLP1 en la maduración de las células dendríticas 

La maduración de las DCs en el microambiente tumoral se encuentra a menudo 

inhibida por moléculas expresadas por las células malignas, lo que da lugar a una 

acumulación de DCs inmaduras (iDCs) con reducida capacidad de presentación 

antigénica y baja expresión de moléculas co-estimuladoras, disminuyendo en última 

instancia la respuesta antitumoral adaptativa.247,250 Por esta razón, decidimos 

examinar el efecto de PCLP1 expresada en células tumorales durante el proceso de 

maduración de las DCs. Con este propósito, se estimuló la maduración de MoDCs con 

LPS en presencia de células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl y se determinó mediante 

citometría de flujo la expresión de marcadores de maduración y moléculas co-

estimuladoras, incluyendo CD80, CD83, CD86, CD40, CD206, CD54 y HLA-DR. 
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Figura 31. Efecto de PCLP1 en la expresión de marcadores de maduración en DCs. Análisis 
por citometría de flujo de la expresión en superficie de los marcadores de maduración 
indicados en DCs incubadas con MCF7-Ctrl (azul) o MCF7-PCLP1 (rojo) durante el proceso de 
maduración con LPS. La gráfica representa la media de 4 a 8 experimentos normalizados 
considerando 100% la expresión en DCs incubadas con MCF7-Ctrl. 

 

Como se presenta en la Figura 31, los resultados obtenidos no muestran 

diferencias significativas entre DCs incubadas con MCF7-PCLP1 y aquellas incubadas 

con células MCF7-Ctrl en los niveles de expresión de ninguna de las moléculas 

estudiadas, lo que indica que PCLP1 expresada en células MCF-7 no modula la 

maduración de las DCs inducida por LPS. 

2.10. Efecto de PCLP1 en la proliferación linfocitaria 

La amplificación de la respuesta inmunitaria es esencial para la erradicación de 

las células tumorales y se produce en parte mediante la proliferación de linfocitos T y 

células NK. Sin embargo, algunos tipos de tumores han desarrollado la capacidad de 

inhibir la proliferación linfocitaria a través de la expresión de moléculas 

inmunosupresoras, evadiendo de este modo la inmunovigilancia. Por otro lado, PCLP1 

ha sido implicada en la regulación de la proliferación linfocitaria por las células 

mesenquimales. Para averiguar si PCLP1 expresada en células tumorales de mama 

modula negativamente la proliferación linfocitaria, se estimuló la proliferación de 

PBMCs con diferentes estímulos en presencia de células tumorales. La proliferación 

linfocitaria se determinó mediante citometría de flujo en base a la disminución de la 

intensidad de fluorescencia emitida por CFSE.  
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2.10.1. Proliferación de linfocitos T 

Para determinar el efecto de PCLP1 en la proliferación de linfocitos T, se 

incubaron las PBMCs con células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl en una relación E:T de 2:1 

durante 4 días en presencia del mitógeno policlonal PHA. Como se advierte en la 

Figura 32, la proliferación de linfocitos T CD3+ inducida por PHA en ausencia de células 

tumorales varía en función del donante, con un amplio rango de valores que abarca 

desde el 20 al 90%. Los resultados muestran que en presencia de MCF-7 control, se 

observa una disminución estadísticamente significativa del porcentaje de linfocitos T 

CD3+ que han proliferado en respuesta a PHA. Cuando el cultivo se realiza en 

presencia de células MCF-7 que sobreexpresan PCLP1, la respuesta proliferativa de los 

linfocitos T CD3+ sufre una reducción significativamente mayor que la observada en 

presencia de células MCF-7 control.  

A continuación, para evaluar si la inhibición de la proliferación de los linfocitos 

T totales se limitaba a una subpoblación determinada, se analizó la tasa de 

proliferación de linfocitos CD4+ (cooperadores) y linfocitos CD8+ (citotóxicos) 

mediante el uso de anticuerpos específicos. Los datos revelan una reducción 

significativa en la proliferación de ambos subtipos linfocitarios al cultivarlos en 

presencia de células MCF7-PCLP1 con respecto al control, siendo más pronunciada en 

la subpoblación de linfocitos CD8+.  
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Figura 32. Efecto de PCLP1 en la proliferación de linfocitos T inducida por PHA. A) Porcentaje de 
linfocitos T provenientes de PBMCs que han proliferado en ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o 
MCF7-PCLP1, usando 10 µg/ml de PHA como estímulo proliferativo. B) Histograma representativo de la 
proliferación de los linfocitos T provenientes de 6 donantes sanos incubados en ausencia de células 
tumorales (gris),  en presencia de células MCF7-Ctrl (azul) o de células MCF7-PCLP1 (rojo). Se representa la 
proliferación de los linfocitos T totales (CD3+, primera columna), linfocitos T cooperadores (CD3+CD4+, 
segunda columna) y linfocitos T citotóxicos (CD3+CD8+, tercera columna). *P<0,05; **p<0,01;*** p<0,001. 

 

2.10.2. Proliferación de células NK 

El estudio del efecto de PCLP1 en la proliferación de células NK se realizó 

incubando las PBMCs en presencia de IL-2 durante 7 días. Dado que la co-incubación 

de las células NK con las células tumorales desde el inicio del cultivo (durante los 7 

días de estímulo) inhibe completamente la proliferación celular (datos no mostrados), 

impidiendo de ese modo la detección de un posible efecto inhibidor adicional de 

PCLP1, las células tumorales se añadieron al cultivo el sexto día del ensayo. Los 
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resultados obtenidos muestran una proliferación similar de células NK (CD3-CD56+) 

cultivadas solas, en presencia de células MCF7-Ctrl en presencia de células MCF7-

PCLP1. Se analizó en detalle cada una de las divisiones experimentadas por las células 

que habían proliferado y no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje 

de células en cada una de las divisiones. (Figura 33).  
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Figura 33. Efecto de PCLP1 en la proliferación de células NK inducida por IL-2. A) Porcentaje de células NK 
provenientes de PBMCs que han proliferado en ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o MCF7-PCLP1, 
utilizando 1000 U/ml de IL-2 como estímulo proliferativo. B) Histograma representativo de la proliferación 
de las células NK provenientes de 3 donantes sanos y gráfico que muestra el porcentaje de células NK en 
cada una de las divisiones. Donde se muestra la proliferación de células NK incubadas en ausencia de 
células tumorales (gris), en presencia de células MCF7-Ctrl (azul) o de células MCF7-PCLP1 (rojo). 

 

2.10.3. Inducción de linfocitos T reguladores  

Para determinar si PCLP1 modula la inducción de linfocitos T reguladores 

(Tregs), se estimularon las PBMCs con IL-2 durante 6 días y posteriormente se 

cultivaron en presencia de células MCF7-PCLP1 o MCF7-Ctrl durante 24 horas 

adicionales. Los resultados obtenidos en la Figura 34 no muestran diferencias 
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significativas entre el porcentaje de linfocitos Tregs (CD4+CD25+FOXP3+) inducidos en 

presencia de células MCF7-PCLP1 y el obtenido con células MCF7-Ctrl, lo que indica 

que PCLP1 no modifica la generación de linfocitos Tregs. 
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Figura 34. Efecto de PCLP1 en el desarrollo de linfocitos T reguladores 
(Tregs). A) Porcentaje de linfocitos Tregs FOXP3+ del total de células 
CD4+CD25+ tras estimulación con 1000 U/ml de IL-2, incubadas en 
ausencia o presencia de células MCF7-Ctrl o células MCF7-PCLP1 Datos 
provenientes de 6 donantes sanos. 

En resumen, los resultados obtenidos indican que PCLP1 expresada en células 

tumorales de mama inhibe significativamente la proliferación de los linfocitos T CD4+ 

y linfocitos T CD8+ inducida por PHA, pero no ejerce ningún efecto sobre la respuesta 

proliferativa de las células NK ni sobre la generación de Tregs inducida por IL-2. 

 

2.11. Regulación de la expresión de PCLP1 por citocinas 

Tanto las células tumorales como los linfocitos presentes en el microambiente 

tumoral producen citocinas inmunomoduladoras, incluyendo IL-4 y TGF-β1, que a su 

vez inducen la expresión de moléculas involucradas en la progresión del cáncer y en la 

evasión de la inmunovigilancia.254,285 Estudios previos han descrito un incremento del 

ARNm de PCLP1 en la línea celular de cáncer de mama MDA-MB-231 tras tratamiento 

con TGF-β1.75 Por otra parte, se ha detectado un aumento de los niveles proteicos de 

PCLP1 en respuesta a esta citocina en la línea celular A459 de adenocarcinoma de 

pulmón.286 En cambio, el efecto de IL-4 en la regulación de la expresión de PCLP1 aún 
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se desconoce. Para averiguar si TGF-β1 e IL-4 regulan la expresión proteica de PCLP1 

en células de cáncer de mama, se cultivaron las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 

en presencia de estas citocinas y se analizaron los niveles de expresión de PCLP1 

mediante Western Blot.  
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Figura 35. Estimulación de la expresión de PCLP1 por las citocinas TGF-β1 e IL-4. Expresión de 
PCLP1 en las líneas celulares MCF-7 (izquierda) y MDA-MB-231 (derecha) determinada mediante 
Western blot con un anticuerpo anti-PCLP1. A) Expresión de PCLP1 inducida por concentraciones 
crecientes de TGF-β1 y a diferentes tiempos. B) Expresión de PCLP1 inducida por 400 U/ml de IL-4 
a diferentes tiempos en células MCF-7 y en células MDA-MB-231. Como control de carga, se 
muestra la expresión de GAPDH. 

 
Los resultados mostrados en la Figura 35 revelan que la citocina TGF-β1 induce 

la expresión de PCLP1 de forma dependiente de concentración y de tiempo de 

exposición. A la dosis más elevada de las ensayadas (2 ng/ml), se observa un 

incremento notable en la expresión de PCLP1 en ambas líneas celulares en respuesta 
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a TGF-β1. Las células MDA-MB-231 alcanzan la máxima expresión de PCLP1 a los 3 

días de incubación con 2 ng/ml de TGF-β1, empezando a decaer a los 4 días. Sin 

embargo, las células MCF-7 requieren 10 días de incubación para lograr un nivel de 

expresión similar. Asimismo, la incubación de las líneas celulares de cáncer de mama 

en presencia de IL-4 induce un destacado incremento de PCLP1, alcanzando su nivel 

máximo de expresión a los 3 días en células MDA-MB-231 y a los 6-8 días en el caso de 

células MCF-7.  

A continuación nos propusimos caracterizar las rutas de señalización 

involucradas en la inducción de la expresión de PCLP1 por TGF-β1 e IL-4 mediante el 

uso de inhibidores específicos. Este ensayo se realizó en la línea célular MDA-MB-231, 

dado que el nivel de expresión de PCLP1 en estas células es más elevado que en las 

células MCF-7, lo que permite detectar con mayor claridad el efecto ejercido por los 

inhibidores. Con este fin, se incubaron las células MDA-MB-231 en condiciones de 

máxima expresión de PCLP1 para cada citocina (2ng/ml de TGF-β1 o 400U/ml de IL-4 

durante 3 días) en presencia de concentraciones crecientes de inhibidores específicos 

de las vías de señalización MEK/ERK (PD098059) y p38MAPK (SB202190), que se 

activan tras la interacción de dichas citocinas con su receptor. Asimismo, se analizó el 

efecto de la inhibición de la ruta JAK, que interviene en la transmisión de señales 

inducida por TGF-β1, mediante el tratamiento de las células tumorales con el 

inhibidor específico PF956980.  
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Figura 36. Análisis de las rutas involucradas en la inducción de la expresión de PCLP1 mediada 
por TGF-β1 e IL-4. Detección mediante Western blot de la expresión de PCLP1 en la línea celular 
MDA-MB-231 con un anticuerpo anti-PCLP1. Estimulación de la expresión de PCLP1 inducida por 
TGF-β1 (izquierda) o IL-4 (derecha) en presencia de concentraciones crecientes de los inhibidores 
de la de la ruta MEK/ERK (PB98059) (A), de la ruta p38 MAPK (SB202190) (B) y de la ruta JAK-3 
(PF956980) (C). Como control de carga, se muestra la expresión de GAPDH. 

 

Como refleja la Figura 36, la expresión de PCLP1 inducida por TGF-β1 se inhibe 

tras tratamiento de las células tumorales con los inhibidores PD098059 y PF956980, 

específicos para las rutas MEK/ERK y JAK-3 respectivamente. A su vez, el incremento 

en la expresión de PCLP1 en respuesta a la estimulación con IL-4 es bloqueada por la 

adición del inhibidor PD098059, específico de la ruta MERK/ERK.  
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Estos resultados indican que TGF-β1 induce la expresión de PCLP1 en las células 

MDA-MB-231 a través de la cascada de señalización MEK/ERK y JAK, mientras que IL-4 

aumenta dicha expresión tras la activación de las rutas MEK/ERK y p38MAPK.  
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1. PCLP1 se expresa en células dendríticas y participa en el 

mantenimiento del fenotipo inmaduro 

PCLP1 es conocida principalmente por su función relevante en el 

funcionamiento del riñón. Sin embargo, su papel en células hematopoyéticas aún no 

se conoce con claridad. Como miembro de la familia de proteínas CD34, PCLP1 se 

expresa en progenitores hematopoyéticos durante el desarrollo embrionario, donde 

contribuye en el proceso de migración y diferenciación celular.34,36 En la fase adulta la 

expresión de PCLP1 decae y se restringe a células del linaje megacariocítico y a una 

subpoblación de células madre hematopoyéticas relacionadas con el linaje mieloide y 

linfoide.39 No obstante, varios estudios han descrito la presencia del ARNm de PCLP1 

en linfocitos, monocitos y granulocitos humanos,38 así como la forma proteica de 

PCLP1 en monocitos estimulados con M-CSF durante su diferenciación a 

macrófagos.37 

En el presente trabajo se ha detectado por primera vez la expresión de PCLP1 

en células dendríticas (DCs) provenientes de adultos humanos, sin observarse 

expresión en otras células inmunitarias como células NK o linfocitos T. 

Concretamente, PCLP1 aparece en DCs mieloides y en DCs derivadas de monocitos 

(MoDCs), no detectándose niveles apreciables de esta proteína en la superficie de DCs 

plasmacitoides. Esta expresión heterogénea entre diferentes subpoblaciones de DCs 

podría estar relacionada con el origen de cada una de estas células. Aún no se 

conocen con exactitud las vías de diferenciación de las DCs a partir de células madre 

hematopoyéticas (HSCs) y su clasificación no está clara. Pese a ello, varios estudios 

apuntan a la existencia de un progenitor mieloide común (CMP) que da lugar al 

progenitor macrófago-dendrítico (MDP) y al progenitor común de DCs (CDP), los 

cuales se diferencian a monocitos y a DCs precursoras (pre-DCs) respectivamente. 

Ciertos estudios sugieren que tanto las DCs mieloides como las DCs plasmacitoides 

surgen del CDP. Sin embargo, trabajos realizados en ratón sugieren que las DCs 

plasmacitoides podrían surgir de un progenitor linfoide común (CLP), tal y como se 

plasma en la Figura 37.88,89,287  
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Esta diferenciación a partir de CLP podría explicar la ausencia de PCLP1 en DCs 

plasmacitoides con respecto a DCs mieloides. De hecho, la morfología, función, 

expresión génica y migración de DCs plasmacitoides difieren del resto de 

subpoblaciones de DCs.90,287,288 

Médula ósea

MDP CDP

Monocito

DC mieloide

DC plasmacitoide

MoDC

Sangre

HSC

CMP

Monocito

Pre-DC

Pre-DC
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Linfocitos

Macrófago

DC plasmacitoide

 

Figura 37. Origen de las diferentes subpoblaciones de DCs sanguíneas. HSC: 
célula madre hematopoyética, CMP: progenitor mieloide común, CLP: progenitor 
linfoide común, MDP: progenitor macrófago-dendrítico,CDP: progenitor común 
de las DCs; Pre-DC: DCs precursoras. 

 

Las sialomucinas presentes en la membrana celular ejercen un papel 

determinante en la maduración de las DCs. Tal y como han señalado varios estudios, 

existe una relación negativa entre la expresión de ácidos siálicos y la maduración 

celular, de forma que, su eliminación de la superficie de las DCs tiene como resultado 

la inducción de la maduración, disminuyendo así la capacidad de captar antígenos y 

aumentando la capacidad de presentarlos a células inmunitarias.289-291 
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Concretamente, el tratamiento con neuraminidasa, una enzima que elimina de 

manera no específica ácidos siálicos unidos a α-2,3 y α-2,6 de la superficie celular, 

induce la expresión tanto de moléculas MHC como de moléculas co-estimuladoras en 

la superficie de MoDC, altera la expresión de diferentes citocinas y aumenta la 

habilidad de las DCs para activar linfocitos T.292-294 Basándonos en estas 

observaciones, nos propusimos evaluar la expresión de PCLP1 en los diferentes 

estadios madurativos de las DCs provenientes de monocitos. Los resultados muestran 

que los niveles de expresión de PCLP1 en monocitos aislados de sangre periférica se 

ven incrementados tras la exposición de a estímulos que inducen la diferenciación a 

iDC, como GM-CSF e IL-4. Sin embargo, la maduración de estas células mediada por 

las moléculas estimuladoras LPS, poli I:C o el cóctel de citocinas proinflamatorias 

compuesto por TNF-α, IL-6, IL-1 y PGE2, tiene como consecuencia la reducción de la 

expresión de PCLP1. 

La presencia de PCLP1 en DCs el estado inmaduro de las DCs y su ausencia en 

células maduras sugería la participación de esta sialomucina en el proceso de 

maduración. Esta cuestión fue abordada induciendo la señalización intracelular de 

PCLP1 mediante la adición de un anticuerpo específico anti-PCLP1 durante la 

maduración de las iDCs y analizando su efecto sobre la expresión de marcadores de 

maduración. Los resultados revelaron que la señalización mediada a través de PCLP1 

provoca una maduración ineficiente de las DCs, como refleja la reducida expresión de 

HLA-DR, del marcador de maduración CD83 y de la molécula co-estimuladora CD86 en 

la superficie de estas células. El aumento de expresión de las moléculas HLA-DR, CD83 

y CD86 es necesario para la función presentadora de antígeno e inmunomoduladora 

llevadas a cabo por las mDCs. CD83 promueve la expresión de moléculas de MHC de 

clase II (como HLA-DR) y CD86, que participan en la activación y control de los 

linfocitos T.92,295,296 Por el contrario, se ha observado que la reducción de los niveles 

de expresión de la molécula CD83 genera unas DCs con menor capacidad para 

estimular a linfocitos T antígeno-específicos y promover el desarrollo de CD8+.91 

Además, se ha descrito que la disminución de CD86 debilita las interacciones celulares 

entre células dendríticas y linfocitos T, atenuando la activación de linfocitos T y 



Discusión 

94 

promoviendo el desarrollo de Tregs.297-299 Estas observaciones sugieren que PCLP1 

podría actuar en las DCs como una molécula inmunosupresora, alterando la 

presentación antigénica y la activación linfocitaria a través de la disminución de los 

receptores HLA-DR, CD83 y CD86. 

Por otra parte, nuestros resultados muestran la localización de PCLP1 en el 

extremo posterior de iDCs que migran sobre una superficie cubierta de fibronectina. 

Durante el proceso de migración, los leucocitos adoptan una morfología polarizada, 

con la formación de dos polos funcionalmente diferentes: el frente de avance, rico en 

receptores de quimiocinas y moléculas de adhesión al sustrato que inducen el 

movimiento direccional de la célula, y el urópodo en el polo posterior, donde se 

localizan las proteínas que participan en la activación y adhesión intercelular. Los 

urópodos son protuberancias celulares con capacidad para ejercer movimientos 

continuos que permiten la exploración del microambiente y el contacto recíproco con 

otras células, como la formación de la sinapsis inmunológica.300,301 Dichas estructuras, 

basadas en actina, se encuentran enriquecidas en microvellosidades y proteínas 

adaptadoras ERM (Ezrina-Radixina-Moesina). La ubicación de PCLP1 en los urópodos 

está en concordancia con resultados anteriores que sitúan a PCLP1 en las 

microvellosidades celulares y atribuyen a esta proteína la capacidad para inducir su 

formación. 27,84 Asimismo, el hallazgo revelado en la presente tesis sobre la presencia 

de PCLP1 en la sinapsis inmunológica de células NK y células tumorales parece sugerir 

que PCLP1 podría localizarse en la sinapsis que se establece entre DCs y linfocitos, 

regulando de ese modo la respuesta linfocitaria. 

 

 

 

 



Discusión 

95 

2. PCLP1 funciona como molécula inmunomosupresora en células de 

cáncer de mama  

Hasta la fecha, se han concentrado muchos esfuerzos en tratar de analizar los 

mecanismos de escape tumoral a la inmunovigilancia y en entender las bases 

moleculares de la tolerancia tumoral. Con la finalidad de protegerse de la respuesta 

antitumoral, algunos tumores expresan moléculas propias de células normales cuya 

función fisiológica natural es proteger a los tejidos de la activación inmunitaria. La 

expresión de reguladores negativos del sistema inmunitario representa un mecanismo 

crucial de escape y progresión tumoral en pacientes con cáncer. Un claro ejemplo de 

ello es la molécula B7-H1/PD-L1, que se expresa tanto en DCs, células epiteliales, 

células mieloides y linfocitos T en respuesta a citocinas proinflamatorias, como en 

células tumorales.302 Asimismo, se ha detectado la expresión de esta molécula en DCs, 

fibroblastos y linfocitos T presentes en el microambiente tumoral, donde actúa 

inhibiendo la respuesta inmunitaria antitumoral. La expresión de B7-H1/PD-L1 se 

considera como uno de los principales mecanismos evasión tumoral y su bloqueo 

representa actualmente el objetivo de numerosos ensayos clínicos.303  

La función inmunomoduladora de PCLP1 en DCs determinada en el presente 

trabajo sugiere que esta proteína podría ejercer un papel similar en células tumorales. 

A pesar de la correlación observada entre la expresión de PCLP1 en células malignas y 

progresión tumoral, no existen evidencias del efecto de esta proteína en el desarrollo 

de la respuesta inmunitaria antitumoral. En el presente estudio describimos por 

primera vez la función inmunomosupresora de PCLP1 expresada en células de cáncer 

de mama. Bajo condiciones in vitro, nuestro trabajo demuestra que PCLP1 expresada 

en células tumorales participa en la resistencia a la citotoxicidad mediada por las 

células NK, en la modulación del fenotipo de células NK y en la disminución de la 

proliferación linfocitaria inducida por agonistas.  
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2.1. PCLP1 confiere resistencia tumoral a la citotoxicidad mediada por 

células NK 

Con el objetivo de determinar la posible implicación de PCLP1 expresada en 

células tumorales sobre la función y el fenotipo de las células NK durante la respuesta 

antitumoral, se transfectó la línea celular de cáncer de mama MCF-7 para obtener 

células con altos niveles de expresión de PCLP1. El co-cultivo in vitro de estas células 

tumorales con las células NK previamente activadas con IL-2 reveló que los niveles de 

expresión de PCLP1 se relacionan con la supervivencia tumoral.  

PCLP1 expresada en células tumorales induce resistencia a la lisis mediada por 

las células NK. De hecho, la población resistente a la lisis presenta mayores niveles de 

expresión de PCLP1, sugiriendo que las células NK eliminan las células tumorales con 

menores niveles de expresión de PCLP1, seleccionando así las variantes más 

resistentes. Este mismo fenómeno se ha observado in vivo en neuroblastomas 

murinos sometidos a inmunoterapia con células NK, donde tras la respuesta 

antitumoral dependiente de células NK se desarrollaron tumores recurrentes con 

mayores niveles de expresión de moléculas MHC de clase I.304 La selección de una 

población celular con mayor expresión de PCLP1 contribuiría al escape inmunitario y 

al establecimiento de células tumorales con mayor agresividad. Dado que, tal y como 

se ha demostrado en varios estudios, un aumento de expresión de PCLP1 dota a las 

células tumorales de una morfología celular alterada con superior capacidad 

migratoria y fenotipo metastásico.59,84,85  

En cuanto a los mecanismos de resistencia de las células tumorales a la lisis 

mediada por las células NK, se han identificado varias moléculas tumorales con efecto 

negativo sobre la viabilidad de las células NK. Como ejemplo, estudios in vitro e in vivo 

han observado que la expresión de FasL en células tumorales es capaz de inducir la 

apoptosis de células NK.283,305-308 Sin embargo, en nuestro modelo experimental no 

observamos un incremento en la muerte de las células NK en presencia de células 

tumorales con altos niveles de PCLP1, sino una alteración de su fenotipo. Esta 

alteración de las células NK ha sido descrita en varios estudios realizados en tumores 
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de mama, donde se asocia al escape tumoral de la vigilancia inmunológica por una 

deficiente función de las células NK, considerándose un indicador de invasividad y 

pronóstico desfavorable.192,309-311 Recientemente se ha demostrado que las células NK 

de pacientes con cáncer de mama presentan una actividad alterada y una disminución 

de los receptores de activación NKG2D, NKp30, DNAM-1 y CD16, debido en parte a la 

liberación de factores solubles como TGF-β1.312 Estas observaciones se encuentran en 

consonancia con los resultados obtenidos en este estudio, los cuales muestran que 

PCLP1 expresada en células tumorales de cáncer de mama regula negativamente la 

expresión de receptores de activación implicados en el desencadenamiento de la 

respuesta citotóxica de las células NK. Esta regulación es dependiente de contacto 

entre ambas células e incluye la disminución de los receptores NKG2D, NKp30, NKp44, 

NKp46, DNAM-1 y CD16, presentes en la superficie de las células NK. Asimismo, se 

observa una disminución del receptor CD56, que participa en la adhesión y activación 

de las células NK promoviendo la liberación de citocinas.313 Estudios previos han 

revelado que la mucina MUC16 expresada en células tumorales induce la disminución 

de la expresión en superficie de CD16, reduciendo la citotoxicidad mediada por 

anticuerpos en células de pacientes con cáncer de ovario.223,314,315 Igualmente, PCLP1 

podría suprimir la citotoxicidad mediada por anticuerpos a través de la inhibición de la 

expresión de CD16. Estas evidencias sugieren que PCLP1 podría contribuir en cierta 

medida a la disminución de los receptores de activación descrita en células NK de 

pacientes con cáncer de mama.  

El aumento de la resistencia a la citotoxidad mediada por células NK observada 

en células tumorales que sobreexpresan PCLP1 también podría explicarse por la 

alteración de la expresión de ligandos que interaccionan con receptores activadores e 

inhibidores. Las moléculas MHC de clase I actúan como ligandos de receptores 

inhibidores y su aumento en la superficie de células tumorales se ha descrito como un 

mecanismo de resistencia a células NK activadas con IL-2 en tumores de 

melanoma.309,316 Por otro lado, la disminución de los ligandos de NKG2D, MIC-A y 

MIC-B proporciona resistencia a la lisis mediada por células NK en células madre de 

cáncer de mama. De hecho, tanto la pérdida de ligandos de NKG2D y la expresión de 
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moléculas MHC de clase I se encuentran relacionadas con un pronóstico desfavorable 

en pacientes con cáncer de mama.192,201,312,317,318 En consonancia con estas 

observaciones, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que PCLP1 

induce un incremento de la expresión de moléculas HLA-ABC y una disminución de 

MIC-AB en la superficie de las células tumorales de cáncer de mama.  

Aunque nuestros resultados muestran que PCLP1 disminuye la citotoxicidad 

mediada por células NK y la expresión de receptores activadores, no se observa 

alteración en la desgranulación, expresión de perforina ni en la producción de 

citocinas TNF-α e IFN-γ debidas a la expresión de PCLP1. Una posible explicación a 

este fenómeno podría ser que la disminución de los receptores de activación se viera 

contrarrestada por una disminución de receptores inhibidores, lo que finalmente 

desencadenaría una desgranulación normal. 

Se han descrito varios mecanismos a través de los cuales las células tumorales 

son capaces de resistir a la citotoxicidad, como el impedimento de la interacción y 

formación de sinapsis entre células NK y células tumorales debido a la expresión de 

MUC16 en células de cáncer de ovario.223 Sin embargo, nuestro ensayo de formación 

de conjugados entre células NK y células tumorales reveló que PCLP1 no interviene en 

la interacción entre ambas células. Por otro lado, la resistencia a la apoptosis mediada 

por receptores de muerte es una característica muy común en tumores. Como se ha 

mencionado anteriormente, la expresión de formas inactivas de receptores de muerte 

o los receptores decoy, así como expresiones reducidas de receptores de muerte 

debidas a la regulación negativa, solubilización o secreción a través de exosomas, 

contribuye al escape tumoral.319-325 Individualmente, la línea celular MCF-7 presenta 

en su superficie receptores (TRAILR) capaces de inducir la apoptosis como TRAIL-R1 y 

TRAIL-R2,326 sin embargo la expresión del receptor decoy TRAIL-R4 y la deficiente 

activación de las caspasas-8 y -3 hacen que esta línea celular se considere como una 

línea resistente a la apoptosis mediada por TRAIL.211,327-330 En cuanto a la muerte 

mediada por FasL/Fas en la célula MCF-7, nuestros resultados muestran que la 

expresión de PCLP1 regula de forma negativa la expresión de Fas en la superficie 



Discusión 

99 

tumoral. Esta disminución inducida por PCLP1 podría conferir resistencia a la 

apoptosis mediada por Fas, lo que permitiría explicar la resistencia a la citotoxicidad 

mediada por las células NK. 

El incremento de la resistencia tumoral a la actividad de las células NK inducido 

por PCLP1 en el contexto de una maquinaria lítica intacta podría deberse a un 

aumento de la resistencia intrínseca de las células malignas. En malignidades 

hematológicas se ha detectado una resistencia a la citotoxicidad debida al 

impedimento de la formación de poros en la membrana tumoral ocasionada por una 

reducida unión de la perforina a la membrana.207,331 Otro estudio realizado con 

variantes tumorales resistentes a la muerte mediada por CTLs constata que, de forma 

similar a nuestro estudio, las células efectoras no presentan alteraciones ni en la 

desgranulación, ni en la formación de conjugados, ni en la expresión de gránulos 

citotóxicos como granzima B y perforina. Los autores demuestran que los cambios 

morfológicos debidos a la alteración de la polimerización y contenido de actina 

inducidos por la sobreexpresión de scinderina y efrina-A1 promueven la resistencia a 

la citotoxicidad inducida por CTLs a través de la formación de una sinapsis 

inmunológica ineficiente.332,333 De hecho, varios estudios han puesto de manifiesto la 

implicación del citoesqueleto de actina en la resistencia tumoral a la apoptosis 

inducida tanto por CTLs como por células NK.334-337 Dado que PCLP1 juega un papel 

esencial en la organización de actina en células de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-

231,84 es posible que su expresión elevada altere la organización del citoesqueleto en 

la zona de contacto con las células NK, impidiendo el desencadenamiento del proceso 

lítico en la célula tumoral.  

Centrándonos en la localización de PCLP1 durante la sinapsis inmunológica, 

nuestro trabajo revela que PCLP1 expresada por las células MCF-7 se polariza hacia la 

zona de contacto con las células NK y, posteriormente, es transferida a la membrana 

de estas células. Durante el proceso de sinapsis se produce un contacto directo entre 

la célula NK y la célula tumoral, donde se integran las señales de reconocimiento y 

respuesta antitumoral de la célula NK y se intercambian fragmentos de membrana y 
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moléculas entre ambos tipos celulares a través de un proceso denominado 

trogocitosis.156,157,338 Este proceso se describió inicialmente en las células del sistema 

inmunitario entre las que destacan los linfocitos B, T y células NK. Recientemente, se 

han publicado varios estudios que demuestran el proceso de trogocitosis entre células 

tumorales y células inmunitarias. Se cree que las células recurren a este mecanismo 

para evitar la pérdida de membrana después de la desgranulación. Sin embargo, cada 

vez más estudios apuntan a que la trogocitosis constituye un mecanismo de 

regulación de la respuesta inmunitaria.339,340 La transferencia de proteínas desde 

células tumorales hacia células NK mediante este proceso tiene como resultado la 

modificación de las características fenotípicas y/o funcionales de la célula receptora. 

Como ejemplo se ha descrito que la adquisición de antígenos carcinoembrionarios, 

HLA-G1 y m157 por parte de las células NK mediante trogocitosis inhibe la 

proliferación y la función citotóxica antitumoral de estas células.160,161 Del mismo 

modo, la transferencia de ligandos del receptor NKG2D como MIC-A o MIC-B ejerce 

un profundo efecto sobre la función de las células NK, teniendo como resultado la 

regulación negativa o bloqueo de su receptor NKG2D, lo cual tiene como 

consecuencia una reducida capacidad citotóxica de las células NK.159,161,162,341,342 Por 

otra parte, se ha observado que la adquisición de receptores de quimiocinas como 

CCR7 por parte de células NK incrementa la migración de estas células hacia los 

nódulos linfáticos.343 A demás, se ha sugerido que la transferencia de moléculas 

mediante trogocitosis ejerce un efecto mayor si las células NK presentan en su 

superficie el receptor de la molécula trogocitada.161 

En nuestro trabajo hemos demostrado que PCLP1 expresada en células 

tumorales es transferida a células NK mediante un mecanismo que cumple los 

requerimientos de la trogocitosis, ya que se trata de un proceso rápido, dependiente 

de contacto celular y con una breve permanencia en la célula receptora. La presencia 

de PCLP1 en la superficie de células NK como consecuencia de la trogocitosis apoya en 

cierta medida la hipótesis del papel inmunomodulador de esta proteína. Cabe la 

posibilidad de que la transferencia de PCLP1 a las células NK tenga como 

consecuencia la alteración de su capacidad de adhesión a otras células y de migración 



Discusión 

101 

hacia ganglios linfáticos.30,344 En este proceso de transferencia podría estar implicada 

la selectina L, dado que se trata del único ligando identificado de PCLP1 expresado en 

la superficie de las células NK. Esta hipótesis se ve reforzada por un estudio que 

demuestra la interación de PCLP1 expresada en células tumorales pancreáticas con 

selectina L purificada.65 

En conexión con el hallazgo de la presencia de PCLP1 en la sinapsis 

inmunológica, un estudio reciente ha revelado que PCLP1 se localiza en los terminales 

axónicos presinápticos del cerebro adulto y participa en la formación de la sinapsis 

neuronal.33 Esta observación apoya la evidencia descrita en la literatura sobre la 

existencia de notables similitudes entre la sinapsis inmunológica y la sinapsis neuronal 

tanto a nivel molecular como funcional.345 PCLP1 comparte ciertas características con 

la agrina y CD47, incluyendo la expresión de estas moléculas en ambos tipos de 

sinapsis y su sobreexpresión en gran variedad de tumores, donde intervienen en la 

adhesión celular, migración e invasión, promoviendo la progresión tumoral.346 

Asimismo, con el fin de limitar la inflamación del sistema nervioso central, las 

neuronas regulan negativamente el sistema inmunitario a través de la interacción de 

glucoproteínas de membrana, entre las que destacan CD200, NCAM, CD22 y la 

mencionada CD47, con sus ligandos expresados en células inmunitarias. Por lo tanto, 

PCLP1 expresada en células neuronales podría compartir con PCLP1 expresada en 

células tumorales la capacidad de inhibir la respuesta inmunitaria, suprimiendo de ese 

modo la neuroinflamación.347-349 

2.2. PCLP1 expresada en células tumorales inhibe la proliferación de 

linfocitos T 

Las sialoglucoproteínas presentan la capacidad de modular la activación, 

polarización y maduración linfocitarias, dificultando el inicio de las respuestas 

antitumorales mediadas por estas células.350-352 Concretamente, la expresión de GD1A 

en ciertos cánceres, causa un deficiente desarrollo de linfocitos Th y promueve la 

diferenciación a Tregs.238,239 Asimismo, se ha descrito que las mucinas de la familia 
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MUC ejercen un efecto inhibidor sobre la respuesta antitumoral al interaccionar con 

su ligando Siglec expresado en linfocitos T, células NK y DCs.353,354 Otras proteínas 

expresadas en varios tipos de tumores, como CD30, poseen la capacidad de inhibir la 

proliferación de linfocitos T resultando en una respuesta antitumoral inefectiva.355 De 

manera similar, nuestros resultados demuestran que la expresión de PCLP1 en células 

de cáncer de mama disminuye la proliferación de los linfocitos Th (CD4+) y CTLs (CD8+) 

inducida por agonistas, sin reducir la respuesta proliferativa de las células NK. En 

concordancia con esta observación, un trabajo reciente sugiere que PCLP1 expresada 

en células progenitoras cardíacas ejerce su actividad inmunoreguladora a través de la 

reducción de la proliferación de los linfocitos T.47 La proliferación linfocitaria es 

determinante en el desarrollo de la respuesta antitumoral. Varios estudios sugieren 

que la proliferación de linfocitos T CD8+ es un factor a tener en cuenta en el 

pronóstico de pacientes con malignidades torácicas356 y el desarrollo de linfocitos T 

específicos de tumor se relaciona de manera positiva con la supervivencia en 

pacientes con melanoma metastásico.357,358 En pacientes con cáncer ovárico, 

colorectal y esofágico el infiltrado de linfocitos T CD8+ se asocia con un mejor 

pronóstico.359-361  

Por el contrario, el infiltrado de la subpoblación de linfocitos T CD4+ Treg puede 

predecir un peor desarrollo del cáncer en pacientes con cáncer.243,244,362,363 El balance 

entre la activación de linfocitos T efectores y el desarrollo de linfocitos T supresores 

como Tregs determina en cierta medida la capacidad del tumor de evadir la 

inmunovigilancia y constituye un factor a tener en cuenta en el desarrollo de terapias 

inmunológicas frente a tumores. De hecho, varios estudios actuales se centran en el 

bloqueo de la expresión del gen FOXP3 en inmunoterapia con el objetivo de disminuir 

el desarrollo de esta subpoblación celular. Nuestros resultados, sin embargo, 

muestran que la expresión de PCLP1 en las células tumorales de cáncer de mama no 

induce la generación de Tregs a partir de linfocitos CD4+, debido quizás a la ausencia 

de activación de las vías de señalización requeridas para el desarrollo de las Tregs en 

respuesta a la interacción de PCLP1 con su supuesto ligando expresado en la 

superficie de los linfocitos T.  
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Por último, numerosos estudios describen la existencia de moléculas tumorales 

con capacidad para inhibir la maduración de las células dendríticas, como los 

sialoglucanos.239,249,250,364-369 En cambio, el análisis de la inducción de marcadores de 

maduración en respuesta a la estimulación con LPS mostrado en nuestro trabajo 

revela que PCLP1 expresada en células tumorales no impide la maduración de las DCs, 

lo cual podría explicarse por la ausencia de selectina L u otros potenciales ligandos de 

PCLP1 en este tipo celular.  

3. La expresión de PCLP1 es inducida por TGF-β1 e IL-4  

En este trabajo hemos demostrado que la expresión de PCLP1 en células de 

cáncer de mama se encuentra regulada positivamente por las citocinas TGF-β1 e IL-4 

en las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231. Estos resultados se 

relacionan con estudios previos que describen un aumento de ARNm de PCLP1 en 

respuesta a TGF-β1 en células MDA-MB-231370 y un aumento de la forma proteica en 

células A459 de adenocarcinoma de pulmón.75 Asimismo, PCLP1 se encuentra 

sobreregulada en la transición epitelial-mesenquimal (EMT) inducida por TGF-β en 

células A549. La EMT es un proceso de diferenciación que ocurre durante el desarrollo 

y la invasión tumorales caracterizado por la pérdida de la polarización apical-basal de 

las células epiteliales, lo que genera un fenotipo mesenquimal y un comportamiento 

invasivo y migratorio.76 Durante este proceso, las células pierden sus contactos 

intercelulares mediados por proteínas como E-cadherina, desmoplaquina y ZO-1 y 

aumentan la expresión de marcadores mesenquimales como N-cadherina, vimentina 

y β-catenina nuclear.371 Estudios de silenciamiento demuestran que PCLP1, a pesar de 

su incapacidad para iniciar la EMT por si misma, constituye una proteína 

determinante en el proceso iniciado por TGF-β.372-374 Además, niveles elevados de 

TGF-β1 en pacientes con cáncer se han asociado con una inhibición sistémica de la 

función inmunitaria, incluyendo la respuesta citotóxica de células NK.192,234 

Concretamente, trabajos in vitro han demostrado que la evasión tumoral a la 

actividad de las células NK mediada por TGF-β1 ocurre de forma dependiente de 
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contacto.233 Por tanto, es posible que esta citocina altere la respuesta inmunitaria a 

través de la inducción de la expresión de PCLP1 en las células tumorales. 

Mediante el uso de inhibidores específicos, en nuestro estudio demostramos 

que TGF-β1 induce la expresión de PCLP1 en las células MDA-MB-231 a través de la 

cascada de señalización JAK/STAT y MEK/ERK, mientras que IL-4 aumenta dicha 

expresión tras la activación de las rutas MEK/ERK. Diversos estudios sugieren que la 

vías de señalización intracelular ERK1/2 se encuentra implicada en la invasividad 

tumoral inducida por TGF-β1 en células de cáncer de mama.266 Asimismo, un estudio 

reciente en células de cáncer de pulmón apunta a la ruta JAK/STAT como la vía de 

señalización que participa en la inducción de EMT por TGF-β1.375 Por otro lado, varios 

estudios ponen de manifiesto la importancia de la activación de la ruta ERK en la 

proliferación tumoral mediada por IL-4.274,282 Estas observaciones sugieren que las 

citocinas IL-4 y TGF-β1 podrían ejercer su función protumoral a través de la inducción 

de PCLP1 en células de cáncer de mama. 

 

4. Consideraciones finales 

Los resultados de este trabajo muestran por primera vez la expresión de PCLP1 

en DCs y su participación en el mantenimiento del fenotipo inmaduro. Además, PCLP1 

expresada en células de cáncer de mama modula negativamente la respuesta 

inmunitaria mediada por células NK y el desarrollo de linfocitos T. El efecto de PCLP1 

ejercido sobre la respuesta inmunitaria podría explicar en parte la agresividad y 

malignidad de los tumores mamarios con alta expresión de PCLP1. La Figura 38 

muestra una representación esquemática de la posible función de PCLP1 en el 

micrombiente tumoral. 
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Figura 38. Modelo de la posible función de PCLP1 en el microambiente tumoral. Por un lado, la expresión 
de PCLP1 en DCs impide su maduración, lo que podría alterar su interacción con linfocitos T y células NK 
(1). Por otro lado, la expresión de PCLP1 en células tumorales inhibe la proliferación de linfocitos T (2) e 
induce resistencia a la actividad citotóxica de las células NK (3). Además, la transferencia de PCLP1 podría 
regular la actividad de las células NK (4). 
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A pesar del significativo progreso en la terapia contra el cáncer mediante 

abordajes convencionales como la cirugía, la quimioterapia y la radiación, la tasa 

general de supervivencia de los pacientes no ha mejorado sustancialmente durante la 

última década. Actualmente se ha logrado un significativo progreso en el desarrollo 

de terapias inmunológicas que inhiben la progresión tumoral y previenen la 

metástasis del cáncer de mama. Aunque los recientes avances en el desarrollo de 

vacunas e inmunoterapias basadas en células inmunitarias parecen prometedores, la 

evasión tumoral de la vigilancia inmunológica supone un enorme obstáculo para la 

erradicación del cáncer de mama. La identificación de moléculas responsables de la 

evasión y la tolerancia tumoral facilitaría el desarrollo de terapias que estimulen el 

sistema inmunitario y bloqueen la inmunosupresión, combinadas con los tratamientos 

convencionales. Dado que PCLP1 también se expresa en células normales, los 

anticuerpos frente a esta proteína podrían resultar inapropiados como agentes 

terapéuticos para el tratamiento del cáncer de mama por su toxicidad. No obstante, la 

expresión de glucoformas de PCLP1 específicas de tumor hace factible el desarrollo de 

anticuerpos que bloqueen la inmunosupresión y metástasis mediadas por PCLP1 a la 

vez que eviten la aparición de efectos secundarios autoinmunes. En este sentido, un 

trabajo publicado recientemente describe el desarrollo de un anticuerpo frente a 

PCLP1 específica de tumores. Este anticuerpo es capaz de inhibir el crecimiento y la 

progresión metatásica de células tumorales de cáncer de mama humano sin causar 

toxicidad en un ensayo preclínico realizado en ratones. Estos resultados sugieren que 

su uso en humanos podría prevenir el desarrollo de tumores que expresan PCLP1. 

Pese a que se requieren ensayos y determinaciones exhaustivas, la inhibición 

tumoral.85 Por otro lado, al igual que proponen varios estudios, la evaluación de la 

expresión de esta proteína en carcinomas mamarios podría proporcionar un rápido 

diagnóstico y un marcador pronóstico en pacientes de cáncer de mama. 
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Conclusiones 

 

1. PCLP1 se expresa tanto en DCs mieloides como en DCs inmaduras derivadas de 

monocitos, donde se localiza en las protrusiones de membrana del polo posterior 

durante el proceso de migración celular. 

 

2. PCLP1 participa en el mantenimiento del fenotipo inmaduro de DCs derivadas de 

monocitos. 

 

3. Las células tumorales con altos niveles de expresión de PCLP1 exhiben mayor 

resistencia a la citotoxicidad mediada por células NK. 

 

4. PCLP1 expresada en las células tumorales inhibe la expresión de receptores 

activadores en la superficie de las células NK de forma dependiente de contacto. 

 

5. La sobreexpresión de PCLP1 en células tumorales induce un aumento de expresión 

de moléculas HLA-ABC y una disminución de MIC-AB y Fas en su superficie. 

 

6. Durante la interacción entre las células NK y las células tumorales, PCLP1 se localiza 

en la sinapsis inmunológica y es transferida a la célula efectora mediante trogocitosis. 

 

7. En células tumorales la sobreexpresión de PCLP1 inhibe la proliferación de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ inducida por agonistas. 

 

8. Las citocinas TGF-β1 e IL-4 regulan positivamente la expresión de PCLP1 en células 

de cáncer de mama. 
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