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2 ABREVIATURAS 

GBM: Glioblastoma Multiforme  

H.U.D: Hospital Universitario de Donostia 

LOE: Lesión Ocupante de Espacio 

WHO: World Health Organization 

TC: Tomografía Computerizada 

RM: Resonancia Magnética 

TGFB: Transforming Growth Factor Beta 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SMAD: Small Mothers Against Decapentaplegic 

WHO: World Health Organization  

WT: “Wild Type” 

NOS: “Not Otherwise Specificated”  

IDH: Isocitrato deshidrogenasa 

MGMT: O6 Metil Guanin Metil Transferasa 

EGFR: Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico 

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico   

TGFα: Factor de crecimiento transformante alfa  

ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

TKI: Inhibidor de Receptor Tirosin Quinasa  

ARF: “Adenosine diphosphate-Ribosylation Factor “ 

KDa: Kilodalton 

ATRX: Alfa -thalassemia X-linked intellectual disability 

ALT: “alternative lengthening of Telomers” 

DAXX: “death-domain-associated protein” 

RM: Resonancia Magnética 

FLAIR: “increased T2-weighted Fluid-Attenuated Inversion Recovery” 

LCR: líquido Cefaloraquídeo  

DSC: Dynamic susceptibility contrast  

rCBV: volumen de fujo sanguíneo cerebral relativo 
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GSC: Glial stem cells  

GTR: Gross Total Resection 

RT: radioterapia  

TMZ: Temozolomida  

RANO: Response Assessment in Neuro-

Oncology  

RC: Respuesta Completa 

RP: Respuesta Parcial 

BHE: Barrera Hematoencefálica 

NICE: “National Institute for Health and 

Care Excellence”   

TAC: Tomografía Axial Computerizada. 

IHQ: Inmunohistoquímica 

RT: Retrotranscripción 

TTF: “Tumor-Treating Fields” 

EMT: Transición Epitelial-Mesenquimal 

PDGF: Factor de crecimiento epidérmico 

derivado de plaquetas  

FGFR2: Factor de crecimiento fibroblástico 

II  

mTOR: “mammalian target of Rapamycin” 

AMPK: “AMP-activated protein kinase” 

GDFs: Factores de Diferenciación Y 

Crecimiento. 

BMP: “bone morphogenic proteins” 

SARA: “Smad anchor for receptor 

activation” 

SBE: “SMAD Binding Element” 

FDA: “Food and Drug Administration 

NCCN: “National Comprehensive Cancer 

Network” 

VEGF-A: “Factor de Crecimiento del 

Endotelio Vascular A” 

TTF: “Tumor-Treating Fields” 

TMB: ”Tumor Mutational Burden” 

 TAMs: “Tumor Associated Macrophages” 

SMAD: “small mothers against 

decapentaplegic” 

GSC: Glioma Stem Cell 

NSC: Neural Stem Cells 

DAPK: death associated protein kinasa 

DAXX: Death Associated protein six  

TNF “Tumor Necrosis Factor” 

 NF-kappaB: “Nuclear Factor kappa-light-

chain-enhancer of activated B cells” 

PDGFRA “platelet-derived growth factor 

receptor A” 
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3 RESUMEN  
 

El Glioblastoma es el tumor cerebral primario más frecuente y agresivo del Sistema Nervioso 

Central. Presenta un pronóstico muy pobre, con una mediana de supervivencia menor a los 15 

meses, y los costes en la sociedad rondan los 200.000 euros por paciente. Desde la publicación 

del Protocolo STUPP en el año 2005 ningún Fármaco ha mejorado la escasa mediana de 

supervivencia que logra el fármaco alquilante Temozolomida (menor del 5% a los 5 años) La 

ausencia de nuevas moléculas/estrategias efectivas en el tratamiento del GBM desde entonces 

en la práctica clínica justifica la investigación y búsqueda de nuevos compuestos. 

La superfamilia de la vía TGFb (Transforming Growth Factor Beta), tiene un papel crucial en la 

regulación de la transcripción de genes involucrados en la supervivencia, proliferación 

diferenciación y apoptosis celular en diferentes tejidos. Existen una serie de proteínas llamadas 

SMAD (Small Mothers Against Decapentaplegic) que actúan como transductores de los ligandos 

de la superfamilia de la vía TGFb (Transforming Growth Factor Beta), regulando su actividad.  

La superfamilia TGFb y las proteínas SMAD están desregulados en cáncer. Diferentes estudios 

teorizan que múltiples tejidos tumorales secretan unas moléculas anti-SMAD responsables en 

parte del aumento de la proliferación celular. Una de estas moléculas inhibidoras de SMAD es 

conocida como LEFTY, la cual está sobreexpresada en cáncer y parece regular la población de 

células madre en diferentes tumores. 

En esta Tesis hemos caracterizado la expresión de LEFTY, que parece estar sobreexpresada en la 

población de células madre de glioma y en biopsias clínicas de Glioblastoma. De hecho, sus altos 

niveles correlacionan con peor supervivencia de los pacientes postulándose como una novedosa 

y atractiva diana terapéutica. Mediante un anticuerpo monoclonal anti-LEFTY hemos inhibido 

esta proteína y observado que se produce una disminución de la proliferación y de la capacidad 

de auto-renovación celular y un aumento de la apoptosis y senescencia tanto en cultivos 

celulares de líneas tumorales convencionales como en células madre de glioma derivadas de 

pacientes. Estos resultados in vitro fueron ampliados a modelos animales in vivo donde hemos 

identificado que el anticuerpo monoclonal anti-LEFTY provoca una disminución en la capacidad 

tumorogénica de las células de Glioblastoma y que ejerce una acción sinérgica con el agente 

quimioterápico Temozolomida. 

En resumen, hemos demostrado que la vía LEFTY-SMAD está alterada en el Glioblastoma y que 

su inhibición reduce de manera drástica la actividad maligna de las células de glioma. Estos 

resultados postulan la inhibición de LEFTY como una estrategia terapéutica prometedora en el 

tratamiento de esta agresiva neoplasia del Sistema Nervioso Central.  
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5 INTRODUCCIÓN 
 

5.1  GENERALIDADES DEL GLIOBLASTOMA  

 

5.1.1 Definición y Epidemiología: 
 

Los Gliomas son tumores que derivan de las células de la Glía,  las cuales  fueron descritas en 

1850 por el patólogo Alemán Rudolf Virchow (Chvátal & Verkhratsky, 2018) Glía en Griego 

significa “cola“ , es decir ,  la neuroglia es el conjunto de células que ”unen“ a las Neuronas. 

Cumplen diversas funciones entre las que destacan soporte estructural y metabólico. En este 

grupo se encuentran los astrocitos , oligodendrocitos ,  microglía , ependimocitos y células de 

Schwann (Jessen, 2004) De cada uno de estas estirpes celulares se origina un tipo de tumor. 

(Astrocitoma, oligodendroglioma, ependimoma, etc) 

El Glioblastoma es un tumor derivado de la población astrocitaria de las células gliales.  Es el 

tumor primario del SNC más frecuente en la población adulta. (Adamson et al., 2009) 

Representa más del 60 % de todos los tumores cerebrales en la población adulta(Rock et al., 

2012) y entre el 3-15% en la población pediátrica (K. K. Das & Kumar, 2017).Su incidencia es de 

aproximadamente 3 por 100.000 habitantes en las diferentes series a nivel global en la población 

adulta (B. Chen et al., 2021; Hanif et al., 2017; Stupp et al., 2010) y 0.85 por cada 100.000 

habitantes en la población pediátrica(K. K. Das & Kumar, 2017). Presenta una menor incidencia 

en países en vías de desarrollo  aunque se cree que es debido a que está siendo 

infradiagnósticado respecto a los países más desarrollados (Ohgaki, 2009) Es más frecuente en 

hombres que en mujeres  y su incidencia es mayor en la población caucásica. Se han reportado 

casos en todos los grupos de edad, sin embargo su pico de incidencia se sitúa entre los 55 y los 

60 años de edad (B. Chen et al., 2021; K. K. Das & Kumar, 2017; Ohgaki, 2009) El pronóstico de 

estos pacientes es muy pobre siendo la mediana de supervivencia de aproximadamente  15 

meses tras realizar  el tratamiento según el protocolo STUPP (Rock et al., 2012; Stupp et al., 

2005; Thakkar et al., 2014). Solamente un 4,7 % de los pacientes presentan una supervivencia 

mayor a 5 años (Ostrom et al., 2013) y menos de un 1 % de los pacientes viven más de 10 años 

tras el diagnóstico (Tykocki & Eltayeb, 2018) 
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5.1.2 Clasificación: 
 

La clasificación de los tumores cerebrales de origen glial ha ido evolucionando a lo largo de los 

años desde sus orígenes en 1926, cuando Cushing y Bailey correlacionaron sus características 

histogenéticas con el pronóstico («A Classification of the Tumours of the Glioma Group on a 

Histogenetic Basis, with a Correlated Study of Prognosis. By Percival Bailey and Harvey 

Cushing. Medium 8vo. Pp. 175, with 108 Illustrations. 1926. Philadelphia, London, and 

Montreal», 1927). 

En 1979 se publicó por primera vez la clasificación de los Gliomas de la World Health 

Organization (WHO). En 1993 se publicó la segunda edición, en el año 2000 la tercera, en el 2007 

la cuarta, en el año 2016 se realizó una actualización de la cuarta edición y en el 2021 se publicó 

la quinta edición(Figarella-Branger et al., 2021). Antiguamente los tumores gliales se 

caracterizaban basándose puramente en sus características histológicas, comparando las células 

de la muestra con las canónicas y valorando sus diferentes grados de diferenciación. Con el paso 

de los años el diagnóstico anatomopatológico ha ido haciéndose cada vez más complejo y 

específico, estudiando las características microscópicas en tinciones con hematoxilina eosina, 

expresión inmunohistoquímica de proteínas marcadoras de linaje, caracterización 

ultraestructural y molecular. Antaño se realizaba una agrupación de los tumores Gliales del SNC 

en Astrocíticos (entre los cuales se encontraba el Glioblastoma), tumores oligodendrogliales y 

tumores oligoastrocíticos. La WHO, históricamente ha realizado una gradación de los gliomas en 

cuatro escalones en función de determinadas características anatomopatológicas.  Dicha escala 

presenta valor pronóstico. De este modo tenemos  gliomas de grado  I , los cuales son tumores  

circunscritos , que no presentan infiltración difusa , como algunos tipos de Astrocitoma 

Pilocítico; Grado II , para aquellos tumores que presentan atipia citológica aislada; Grado III  

aquellos que además presentan anaplasia y actividad mitótica elevada ; Grado IV,  los cuales 

también presentan proliferación microvascular y /o Necrosis (Louis et al., 2007). 

 El Glioblastoma es un Glioma derivadas de células astrocíticas pobremente diferenciadas, grado 

IV del WHO,  que histológicamente  se caracteriza por presentar una elevada presencia de 

mitosis en los cortes histológicos, atipia nuclear , necrosis en empalizada (la cual se caracteriza 

por la disposición de las células alrededor de un centro necrótico) y proliferación microvascular 

(D’Alessio et al., 2019) Históricamente se han clasificado  en Glioblastomas primarios y 

secundarios. Los primarios son tumores que se originan de novo, y que son diagnósticados en 

pacientes sin historia de otros tumores gliales, generalmente mayores de 55 años (mediana de 

44 años) y comprenden el  90 % de todos los Glioblastomas. Los secundarios son tumores que 

son producto de la transformación maligna de gliomas de bajo grado. Generalmente se dan en 

pacientes jóvenes, menores de 55 años (mediana de 44 años) y comprenden el 10 % de todos 

los Glioblastomas. 

 En la actualización de la cuarta edición de clasificación de la WHO realizada en el año 2016, 

además de tener en cuenta sus características histopatológicas, se clasificaron en función de sus 

características genéticas y moleculares(Louis et al., 2016). En cuanto al Glioblastoma la 

clasificación de la WHO de los tumores del Sistema Nervioso Central del 2016 establece dos 

entidades que se diferencian en función de la presencia o ausencia de la mutación de la proteína 

Isocitrato deshidrogenasa (IDH, marcador molecular del cual hablaremos más adelante). De este 

modo tenemos: 
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• Glioblastoma, IDH-Wild Type: Se caracteriza por la ausencia de mutación en el gen que 

codifica para la encima Isocitrato deshidrogenasa. Clínicamente se corresponde con los 

Glioblastomas primarios.Presentan una mediana de supervivencia de unos 15 meses 

con el tratamiento del Protocolo Stupp 

 

 

• Glioblastoma, IDH-mutado: Se caracteriza por la presencia de mutaciones en el gen que 

codifica para la encima Isocitrato deshidrogenasa. Clínicamente se corresponde con los 

Glioblastomas secundarios. Presentan una mediana de supervivencia de unos 30 meses 

con el tratamiento del Protocolo Stupp. 

 

• Glioblastoma, NOS (Not Otherwise Specificated): Se reserva este grupo para aquellos 

tumores cuyo estudio histológico sea compatible con Glioblastoma pero no presente un 

perfil molecular IDH determinado porque por algún motivo no se pudo realizar su 

estudio.  

 

Agrupadas dentro de clasificación anterior, existen variantes de Glioblastoma, es decir, un 

subtipo de una entidad, suficientemente caracterizada anatomopatológicamente y que 

presenta una potencial utilidad clinicopatológica. Dentro del grupo Glioblastoma, IDH-Wild Type 

se encuentran dos variantes; Gliosarcoma y Glioblastoma de células gigantes, a las cuales la 

clasificación de la WHO del 2016 añade una nueva variante conocida como Glioblastoma 

epitelioide. A continuación, mencionaremos muy brevemente las principales características de 

dichas variantes 

1. Gliosarcoma: Subtipo del Glioblastoma que se caracteriza por presentar un componente 

histológico glial y un componente metaplásico mesenquimal. El componente glial 

cumple los criterios citológicos de glioblastoma y expresa Proteína Glial Fibrilar Ácida 

(GFAP), el componente sarcomatoso/mesenquimal expresa Reticulina y puede 

presentar morfologías de linajes variados como óseo, fibrocartilaginoso, muscular o 

adiposo. Presentan una localización de predominio temporal y en ocasiones presentan 

una imagen radiológica que imita la del meningioma. Producen metástasis 

extracraneales más frecuentemente que el Glioblastoma y su pronóstico es ligeramente 

peor (mediana de supervivencia de 4 meses sin tratamiento)(S. J. Han et al., 2010)  

 

2. Glioblastoma de células gigantes: Subtipo de Glioblastoma que se caracteriza por la 

presencia de células multinucleadas de gran tamaño que puede superar los 500 µm de 

diámetro y por un pronóstico más favorable. Los pacientes con este subtipo tumoral 

presentan una supervivencia a los 5 años mayor del 10%. (Karsy et al., 2012; Kozak & 

Moody, 2009) 

 

3. Glioblastoma Epitelioide: Subtipo de Glioblastoma que histológicamente se caracteriza 

por presentar células de aspecto rabdoide y epitelioide con abundante citoplasma 

eosinófilo, cromatina vesicular y nucleolos prominentes. Suelen afectar a niños y adultos 

jóvenes. En numerosas ocasiones radiológicamente presentan una localización más 

superficial con afectación cortical y una diferenciación bastante nítida con el tejido sano 

peritumoral. Típicamente tienen la mutación BRAF V600E. Presenta un pronóstico pobre 
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caracterizado por una rápida recurrencia e infiltración leptomeningea. (Sugimoto et al., 

2016; S. Wang et al., 2020) 

Otro de los cambios destacables propuestos por la clasificación de la WHO del 2016 es la retirada 

de la Entidad Gliomatosis Cerebri que pasa a ser un simple patrón de crecimiento encontrado 

en diferentes tumores astrocíticos y oligodendrogliales. 

 

 

 

 

5.1.2.1 Cambios en la Clasificación del 2021 de los tumores del SNC de la WHO  

 

La quinta y última clasificación publicada por la WHO en Noviembre del 2021 realiza cambios 

importantes que debemos conocer. Para empezar, los Glioblastomas ahora se encuentran en un 

grupo conocido como: Gliomas, tumores glioneuronales y neuronales. Dentro de esta gran 

categoría, los Gliomas se clasifican en función de si presentan un carácter difuso o circunscrito, 

de si aparecen en mayores de 25 años (tipo adulto) o en menores de 25 años (tipo pediátrico) y 

de su agresividad. Nuestros tumores de interés en esta tesis, los Glioblastomas, se localizan en 

el grupo Glioma difuso del adulto. Como hemos visto anteriormente, en la clasificación del 2016 

teníamos dos tipos de Glioblastoma: Glioblastoma IDH-Wild Type o no mutado y Glioblastoma 

IDH-mutado 

En la nueva clasificación del 2021 el primero se mantiene y se continúa denominando 

Glioblastoma, IDH- Wild Type o no mutado. El cambio importante es que un tumor astrocítico 

difuso en adulto IDH-wild type SIN las características histológicas de Glioblastoma (atipia 

nuclear, proliferación microvascular, necrosis en empalizada) pero que presente una o más de 

las siguientes mutaciones (mutación en el promotor de TERT, amplificación del Gen EGFR o 

ganancia del cromosoma 7 y pérdida del comosoma 10 [+7/−10]) será considerado como 

Glioblastoma. 

 El segundo tipo, el Glioblastoma, IDH- mutado DEJA DE EXISTIR. El término “Glioblastoma” deja 

de utilizarse en Gliomas con IDH mutado y este pasa a ser “Astrocitoma de grado 4 con IDH 

mutado “. El grado 4 en estos tumores astrocíticos difusos del adulto IDH-mutado puede venir 

dado por: las características histológicas (necrosis y proliferación microvascular) o por la 

presencia de la delección homocigótica del gen CDKN2A/B aún en ausencia de las características 

histológicas características de Glioblastoma. (Figarella-Branger et al., 2021; Wen & Packer, 

2021) 
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Figura 1   Cambios en la nueva clasificación de los tumores del SNC de la WHO:  Desaparece el término 

Glioblastoma para los tumores Astrocíticos con IDH mutado. El alto grado ya no es solamente aportado 

por las características histológicas clásicas (atipia, necrosis en empalizada, microproliferación vascular) si 

no que este grado puede ser dado en ausencia de dichas características histopatológicas si se dan 

determinadas mutaciones (p TERT, amplificación del EGFR, (+7/-10) o CDKN2A/B) 

 

 

5.1.2.2 Clasificación Molecular del Glioblastoma  

 

En el año 2008 el TCGA caracterizó las mutaciones más características y comunes presentes en 

los tumores de Glioblastoma empleando los datos de las diferentes mutaciones encontradas en 

206 muestras de Glioblastoma aportados por el TCGA (The Cancer Genome Atlas Research 

Network, 2008) que sirvieron para que en el año 2010 Verhaak et al realizaron una nueva 

clasificación molecular del Glioblastoma. Esta nueva clasificación propone 4 subtipos 

Glioblastoma: Proneural, Neural, Clásico y Mesenquimal. Cada subtipo está caracterizado por 

un tipo de mutación y se asocia a un linaje neuronal así como a una respuesta diferente al 

tratamiento quimiorradioterápico (Verhaak et al., 2010). Lo más destacable de estos subtipos 

es la respuesta al tratamiento ya que parece que los subtipos Clásico y Mesenquimal se 

beneficiarían de un manejo más agresivo. 

5.1.2.2.1 Subtipo Clásico:  

Este subtipo se caracteriza por las siguientes alteraciones genéticas  

• Amplificación del cromosoma 7 junto a pérdida del cromosoma 10 en el 100 % de los 

GBM Clásicos. 

• Amplificaciones del Gen EGFR en el 97% de las muestras agrupadas en este subtipo.  
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• Mutaciones puntuales en el locus 9p21.3 o CDKN2A que codifica las proteínas 

p16/INK4A and p14/ ARF. Estas proteínas son supresoras de tumores que tienen un 

papel importante en la apoptosis y en detención del ciclo celular o senescencia ya que 

participan en las vías del p53 y pRB.  

• Este subtipo se caracteriza por la presencia de marcadores de precursores neurales y 

células madre (stem), así como por presentar una  expresión aumentada de vías como 

Notch (la activación de esta vía de señalización permite un mantenimiento de la 

proliferación de las células neurales y gliales stem mientras que su inhibición favorece 

la diferenciación de estas. (Stockhausen et al., 2010; X.-P. Zhang et al., 2008))  

 

5.1.2.2.2 Subtipo Mesenquimal: 

Este subtipo se caracteriza por las siguientes alteraciones genéticas: 

• Delecciones en la región 17q11.2 la cual contiene al gen NF1 el cual codifica la 

Neurofibrimina 1, una proteína GTPasa que inactiva a RAS y por tanto detiene la 

activación de las vías PI3K/Akt/mTOR y RAF/MERK/ERK ambas encargadas de 

promocionar señales de supervivencia, crecimiento y proliferación celular. El 50 % de 

las muestras del subtipo Mesenquimal presentan una baja expresión de NF1.  
• Estas células expresan marcadores mesenquimales como YKL40 y presentan una alta 

expresión de vías proinflamatorias como la del TNF (“Tumor Necrosis Factor”) y NF-

kappaB, (“Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”) 

Figura 2: NF1 inactiva a RAS y las vías de señalización dependientes de esta proteína (PI3K/Akt/mTOR y 

RAF/MERK/ERK) Las cuales regulan la proliferación, crecimiento y supervivencia celular. 
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5.1.2.2.3 Subtipo Proneural:  

En este subtipo se encontraron la mayoría de los Glioblastomas secundarios y los pacientes más 

jóvenes. Es el subtipo con una supervivencia mayor. Se cree que este subtipo puede 

desarrollarse a partir de un precursor común con los Oligodendrogliomas. Se caracteriza por las 

siguientes alteraciones genéticas: 

• Amplificaciones del Gen 4q12 que codifica PDGFRA (“platelet-derived growth factor 

receptor A”) mutaciones en el Gen IDH1, p53 y PI3K.  

• Expresión de genes de desarrollo Neuronal como SOX, DCX, DLL3 y TCF4. 

• Expresión de Genes de desarrollo Oligodendrocítico como NKX2-2 y OLIG2.  

5.1.2.2.4 Subtipo Neural: 

Este subtipo se caracteriza por presentar marcadores Neuronales como NEFL, GABRA1, SYT1, y 

SLC12A5. 

 

 

 

Figura 3: Estudio anatomopatológico de tejido de Glioblastoma de paciente del Hospital Universitario de 

Donostia. Tinción Hematoxilina-Eosina. En la figura A se aprecia atipia celular figuras de mitosis y 

abundante proliferación vascular. En la figura B podemos observar numerosas figuras de mitosis, atipia 

nuclear y la característica necrosis en pseudoempalizada. Estas fotografías han sido cedidas por cortesía 

del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Donostia.  
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5.2 DIAGNÓSTICO: 
 

5.2.1 Manifestaciones clínicas: 
 

Los pacientes con tumores cerebrales pueden presentar diferentes signos y síntomas 

dependiendo de la localización de este, del tamaño, de la velocidad de crecimiento del tumor y 

del edema que genere. El síntoma más frecuente es la cefalea, generalmente holocraneal que 

se intensifica durante el descanso nocturno del paciente. Con frecuencia los pacientes y 

familiares consultan debido a embotamiento mental, desorientación, confusión, alteraciones de 

memoria, alteraciones del equilibrio y cambios en la personalidad. También se pueden dar 

déficits neurológicos como alteraciones sensitivas y déficits de fuerza en extremidades. 

Alteraciones del lenguaje son frecuentes cuando la localización del tumor se encuentra cercana 

a las áreas motoras y sensitivas del lenguaje. Otra forma de presentación pueden ser las crisis 

comiciales parciales o complejas. La presentación clínica de estos tumores suele ser rápida y 

generalmente la evolución de la clínica desde su inicio hasta que es diagnosticada no suele 

superar los 6 meses(Stark et al., 2012) 

En cuanto a la localización, el 95 % de los tumores se originan a nivel supratentorial. El lóbulo 

más afectado es el frontal ( 43% ) seguido del temporal (28%) , parietal(25%) y occipital (3%)(Ali 

Kahn et al., 2003; Larjavaara et al., 2007)  Aunque su prevalencia a nivel infratentorial es muy 

escasa ,  también pueden originarse en troco cerebral ,  cerebelo y médula espinal. (Hur et al., 

2008; Malik et al., 2017; Timmons et al., 2018) 

 

 Figura 4: Localización del Glioblastoma en el SNC. Más del 95 % de los Glioblastomas se dan a nivel 

supratentorial y solamente un 3-4 % se dan a nivel infratentorial. Figura creada con Biorender.com 
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5.2.2 Características radiológicas: 
 

Tras la sospecha clínica de lesión ocupante de espacio en el parénquima cerebral se realiza una 

TC (Tomografía Computarizada) para confirmarlo. El glioblastoma se comporta como una lesión 

situada a nivel subcortical, heterogénea , hipodensa , de forma ovoide  irregular,  con edema 

vasogénico perilesional abundante que suele causar desplazamiento de estructuras vecinas y de 

línea media. El centro de dicha lesión se muestra más hipodenso que la periferia y existe una 

captación de contraste yodado abigarrada (H. Singh et al., 2002) 

Hoy la prueba diagnóstica más usada y que más información aporta al clínico en los primeros 

pasos del manejo de este tumor cerebral es la RM (Resonancia Magnética) Además de en el 

diagnóstico, es una pieza clave en el seguimiento del enfermo tras el tratamiento (lo veremos 

en detalle más adelante). El Glioblastoma se comporta como una lesión hipointensa en las 

imágenes potenciadas en T1 e hiperintenso en las imágenes potenciadas en T2. En la secuencia 

FLAIR (“increased T2-weighted Fluid-Attenuated Inversion Recovery”), el Glioblastoma también 

se aprecia hiperintenso comparado con el con el tejido sano circundante . Dicha secuencia 

elimina la señal que proviene del LCR (líquido Cefaloraquídeo ) y muestra el edema causado por 

la microinfilatración tumoral en el tejido circundante. El volumen FLAIR pretumoral parece no 

asociarse con la Supervivencia pero sí lo hace el volumen FLAIR postradioterapia (Garrett et al., 

2017; Grossman et al., 2017) La disrupción de la BHE ( barrera hematoencefálica )producida por 

la lesión  se hace patente al visualizar la captación de Gadolinio en la RM. Presenta , al igual que 

en el escáner una captación variable que va desde la captación en anillo más o menos esférico 

a la captación abigarrada y desestructurada (Nelson & Cha, 2003) Como sabemos la perfusión 

sanguínea de estas lesiones está aumentada en estas lesiones y esto lo podemos valorar 

mediante secuencias DSC ( Dynamic susceptibility contrast ) en las cuales se valora el spin eco 

que genera en paso de contraste ( Gadolinio) antes durante y después en la zona dónde se 

encuentra la lesión. Así se puede valorar el rCBV (volumen de fujo sanguíneo cerebral relativo) 

que está muy aumentado en  los tumores cerebrales de alto grado como el Glioblastoma 

(Boxerman et al., 2016). La RM funcional y la secuncias DTI que permiten realizar tractografías 

y localizar áreas del cerebro altamente elocuentes han permitido aumentar el grado de 

resección quirúrgica de dichas lesiones (Abdullah et al., 2013) (Shukla et al., 2017) La MRSI       ( 

Magnetic resonance spectroscopic image) es una técnica que permite determinar la cantidad de 

un determinado metabolito en una determinada región al ser sometido un tejido a una onda 

electromagnética. El Glioblastoma presenta generalmente una disminución de N-acetil-

aspartato (metabolito que disminuye al haber pérdida o daño neuronal) , una aumento de la 

Colina,  la cual aumenta ante la proliferación celular. El Lactato está aumentado en regiones 

donde predomina la hipoxia y los Lípidos en regiones de necrosis. (Shimizu et al., 1996) Más 

adelante veremos como estas novedosas técnicas de imagen presentan un papel fundamental 

en el seguimiento de los pacientes con Glioblastoma después del tratamiento.  
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Figura 5: Imágenes de Tomografía Computerizada urgente de dos paciente del H.U.D que 

acudieron al Servicio de Urgenicas por Cefalea y focalidad neurológica A):TC sin contraste en el 

que se parecía LOE frontal derecha con importante edema vasogénico y compresión de astas 

frontales derechas. B) y C) : TC sin  y con contraste yodado en el que se aprecia LOE localizada a 

nivel de atrio ventricular con captación de contraste en anillo, centro necrótico y edema 

perilesional.  

 

Figura 6: Imágenes de Resonancia Magnética de un paciente del H.U.D. A) Secuecia T1 con 

Gadolinio cortes coronal y axial. Se aprecia LOE frontal derecha con captación de contraste en 

anillo , centro hipointenso y edema vasogénico perilesional. B) Secuencia Flair corte coronal. 

Hiperintensidad de la lesión y abundante edema vasogénico circundante. C) Estudio de 

Perfusión sobre una secuencia T1-GAD. Se aprecian elevadas ratios de perfusión , compatible 

con Glioblastoma  
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5.3    TRATAMIENTO  
Tras la confirmación de la sospecha clínica mediante las pruebas de imagen anteriormente 

comentadas se da inicio al tratamiento, el cual se asienta sobre tres pilares fundamentales; 

cirugía, la cual debe lograr la máxima resección tumoral posible que sea segura, radioterapia:  

en total 60 Gy y Quimioterapia: Temozolomida, usada inicialmente simultánea con la RT y 

posteriormente de forma adyuvante (Stupp et al., 2005). 

5.3.1 Cirugía: 
Hemos de tener en cuenta una serie de consideraciones preoperatorias. Debido al gran edema 

vasogénico que estas lesiones presentan,en la actualidad, se lleva a cabo un tratamiento con 

Glucorticoides (generamente Dexametasona 4 mg cada 8 horas ) Dicha sustancia  actúa sobre 

los canales de K + alterando la permeabilidad de los capilares peritumorales y mejorando el 

aclaramiento de agua extracelular de la barrera hematoencefálica (Cenciarini et al., 2019). De 

este modo conseguimos una adecuada relajación del parénquima cerebral y por tanto una 

cirugía más segura. Es importante saber que los Glucocorticoides presentan una elevada  

morbilidad ya que  presentan efectos secundarios como miopatía, metabolismo anormal de la 

glucosa, complicaciones gastrointestinales, irritabilidad, ansiedad, insomnio y está relacionado 

con un alto riesgo de infección por neumonía (Kostaras et al., 2014). Además se ha  visto que la 

Dexametasona induce un aumento de la proliferación y angiogénesis in vitro e in vivo de la 

población de GSC (Glioma Stem Cells) (Aldaz et al., 2020; Luedi et al., 2018) por lo que cada vez 

se cuestiona más su uso en el tratamiento del Glioblastoma. En cuanto a los fármacos 

antiepilépticos son recomendables siempre que se vaya a realizar estimulación cortical o 

subcortical debido a alto riesgo de crisis comiciales intraoperatorias. Tras la cirugía, se debe 

llevar a cabo una pauta descendente hasta su retirada. Si el paciente no ha presentado crisis no 

está indicado el tratamiento profiláctico (Glantz et al., 2000).  

Los objetivos  de la cirugía en el Glioblastoma son: máxima resección segura, obtención de tejido 

para realización de diagnóstico anatomopatológico , mejora de las condiciones para optar a  

QMT y RT , retraso del empeoramiento clínico y mejora de la calidad de vida del paciente .En 

cuanto a los predictores de buen pronóstico relacionados con el tratamiento del Glioblastoma , 

el grado de resección es el más importante de todos. Cuanto mayor es el grado de resección 

tumoral mayor es la supervivencia de estos pacientes, siendo los que alcanzan una mayor 

supervivencia los que presentan GTR (Gross Total Ressection) seguidos de RT (radioterapia) y 

TMZ (Temozolomida). La resección tumoral debe ser mayor al 74 % de la masa para que la 

resección tenga un efecto significativo en la supervivencia (Y. M. Li et al., 2016; Wolbers, 2014) 

sin que el paciente presente un deterioro de la función neurológica. Para conseguir este objetivo 

contamos con técnicas quirúrgicas y herramientas intraoperatorias que nos ayudan a conseguir 

una cirugía más segura. Una de estas es la resección quirúrgica con mapeo funcional 

intraoperatorio ya sea con el paciente dormido o despierto que nos permite valorar dónde se 

localizan ciertas áreas elocuentes como la regiones del lenguaje, cálculo, lectura, escritura, 

motoras, sensitivas, etc. (Lowenstein & Castro, 2012). Existen sustancias fluorescentes que nos 

permiten visualizar restos tumorales en los márgenes quirúrgicos. El 5 ALA (5-aminolevulinic 

acid) es un aminoácido  precursor del grupo hemo que se le da al paciente que va a ser 

intervenido 6 horas antes de la cirugía a una dosis de 20 mg/Kg. Las células tumorales lo  

metabolizan en la mitocondria produciéndose protoporfirina IX , cuando estas células son 

expuestas a una luz azul con una longitud de onda 400-410 nm , debido a la gran cantidad de PP 

IX  que acumulan desprenden fluorescencia roja y pueden distinguirse del parénquima cerebral 
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sano incrementando la GTR y por tanto la Supervivencia (Certo et al., 2020; Waqas et al., 2017). 

Existe otra sustancia fluorescente perteneciente al grupo de los Xantenos conocida como 

Flouresceína Sódica. Su uso en Neurocirugía se remonta al año 1948. Se aplica por vía 

intravenosa en el momento en el que se incide la piel del paciente. Esta sustancia viaja en el 

torrente sanguíneo y pasa a la matriz extracelular del parénquima cerebral en las áreas en dónde 

la BHE está dañada, siguiendo el mismo mecanismo de actuación que el contraste de la RM, el 

Gadolinio. Esta sustancia absorbe luz y emite una luz de unos 560 nm de longitud de onda que 

puede ser vista por el ojo humano empleando unos filtros específicos. De este modo , veremos 

que el área tumoral será fluorescente mientras que el tejido sano no lo será , guiándonos de 

este modo en la resección (Bömers et al., 2020; Della Puppa et al., 2019). Otra herramienta 

fundamental en el quirófano es el Navegador. Dicho instrumento consiste en un ordenador en 

el cual introducimos un estudio de imagen determinado del paciente que vamos a operar y un 

equipo de seguimiento, óptico o magnético, que nos permite mostrarle a la computadora dónde 

están en el espacio determinados puntos del estudio de imagen. De este modo durante la cirugía 

podremos saber en todo momento en qué región del parénquima cerebral nos encontramos 

respecto al estudio de imagen introducido , permitiéndonos realizar cirugías más seguras , y con 

unos márgenes de resección mayores (Gerard et al., 2017). 

 

Figura 7:  A: Lesión temporal derecha sugestiva de Glioma de alto grado de paciente del Hospital 

Universitario de Donostia B: Colocación quirúrgica del paciente: Decúbito supino, cabeza fijada a la mesa 

quirúrgica con cabezal de Mayfield y lateralizada hacia la izquierda. C: Una vez realizada la craneotomía y 

durotomía se aprecia corteza cerebral sana y corteza cerebral tumoral (flecha azul) D: Misma imagen que 

la anterior pero vista con modo que permite ver la luz amarilla de la Fluoresceína tras ser expuesta a luz 

azul de 494nm en las zonas dónde la BHE está rota. E: Quirófano de Neurocirugía del H.U.D F: Resección 

quirúrgica macroscópicamente completa. Lecho tumoral (flecha verde)  
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5.3.2 Quimioterapia y Radioterapia: 
Tras la cirugía, el postoperatorio y la comprobación de la correcta cicatrización de las heridas 

quirúrgicas se lleva a cabo el tratamiento complementario , cuyos pilares fundamentales son la 

Quimoterapia (con Temozolomida)  y la Radioterapia (Radiación X). La Temozolomida es un 

agente alquilante, que de forma espontánea, al entrar en contacto con un PH mayor a 7 se 

hidroliza en su forma activa. Es liposoluble y atraviesa la BHE. Su mecanismo antiproliferativo 

consiste en la adición de un grupo alquilo ( CnH2n+1 ) al extremo O o N de una base Nitrogenada 

del ADN. En concreto la forma activa de la TMZ añade grupos Metilo (CH3) al O6 de la Guanina. 

De esta forma se interrumpe la transcripción y replicación del ADN. (Strobel et al., 2019; Tsang 

et al., 1991) La radioterapia consiste en el empleo de radiaciones ionizantes, generalmente 

Rayos X , para dañar las células tumorales. Para ello se emplea un acelerador médico lineal que 

se encarga de acelerar fotones para que estos choquen contra un metal pesado y generar rayos 

X que serán conformados y dirigidos de forma específica contra el tumor a tratar. Dicha radiación 

produce la ionización de ciertas moléculas de la célula, radicales libre y alteraciones en el ADN y 

muestro celular. Estos efectos son mucho mayores en las células que están proliferando que en 

las que están quiescentes.  (Dunne-Daly, 1999) La máxima dosis de radiación que el cerebro 

puede tolerar son 20-25 Gy en una sola dosis o 60 Gy si se da de forma fraccionada.(Smart, 2017) 

El protocolo de tratamiento que se utiliza en la actualidad después de lograr la máxima resección 

segura  consiste en dar  60 Gy de Radioterapia de forma fraccionada en 6 semanas, es decir,30  

días de tratamiento  en los que  cada día se dan 2 Gy de radiación de forma concomitante con 

TMZ 75mg/m2 al día, diariamente, durante 6 semanas. Tras un mes de descanso se inicia una 

segunda etapa de tratamiento con TMZ en monoterapia 150-200mg/m2 diariamente durante 5 

días cada 28 días durante 6 ciclos. Este protocolo ha mostrado una aumento de la mediana de 

supervivencia (de unos dos meses de media) respecto al tratamiento con Radioterapia 

exclusivamente en diferentes estudios.(Feng et al., 2017; Szczepanek et al., 2013; Stupp et al., 

2005) Tras la finalización de este protocolo de  tratamiento las guías NICE : “ National Institute 

for Health and Care Excellence”  recomiendan la realización de RM de control  cada 3-6 meses 

durante los primeros dos años, cada 6-12 meses hasta los 5 años y anualmente  a partir de los 5 

años de la finalización del tratamiento. El 50 % de los pacientes presentarán progresión o 

recurrencia a los 6.5 meses desde la finalización del protocolo STUPP(Stupp et al., 2005) 

 

 

Figura 8: Esquema del tratamiento del Protocolo Stupp: TMZ+RT concomitante durante 6 semanas + 6 

ciclos de 5 días de TMZ cada 28 días.  
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Figura 9:  A: Sala de radioterapia. B: Estudio de planificación de radioterapia en paciente con Glioblastoma 

frontal. Imágenes cedidas por cortesía del Servicio de Oncología Radioterápica del Hospital Universitario 

de Donostia.  

 

5.3.3 Valoración de la Respuesta al tratamiento:  
En 1990 Macdonald publicó una serie de criterios que permitían valorar la respuesta al 

tratamiento de los Gliomas de alto grado de una forma objetiva. (Macdonald et al., 1990).Los 

criterios basan en la valoración de tres pilares: mediciones de los diámetros perpendiculares de 

la región captante de contraste en TAC (Tomografía Axial Computerizada) o RM (Resonancia 

Magnética), el incremento o disminución de la dosis de Corticoides y los cambios en la 

exploración neurológica. Es decir, un criterio radiológico (CT O RM) criterio clínico (estado 

neurológico) y criterio farmacológico (dosis de corticoides). Debemos saber que los estudios de 

imagen se comparan con el estudio de imagen justamente posterior a la máxima resección 

quirúrgica. En función de dichas variables los pacientes se asignaban a 4 grupos de respuesta al 

tratamiento: Respuesta completa, en la cual se aprecia una desaparición de la captación de 

contraste junto con una estabilidad o mejoría del estado neurológico en ausencia de 

corticoterapia; Respuesta parcial, en el cual se aprecia reducción igual o superior al  50 % del 

volumen de tejido captante de contraste, y estabilidad del estado neurológico y de la dosis de 

corticoterapia; Progresión de enfermedad o incremento en el 25 % del volumen captante, 

empeoramiento del estado neurológico y estabilidad o aumento de corticoterapia; Enfermedad 

estable o cualquier otra escenario diferente a los comentados anteriormente. Los criterios de 

Mcdonald fueron ampliamente empleados, pero presentaban una serie de limitaciones que 

comentaremos a continuación:  

 

En ocasiones, tras el tratamiento con Quimio-Radioterapia en la RM se aprecian captaciones de 

Gadolinio mayores a las existían en la RM postoperatoria que desaparecen con el paso de los 
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meses y que no tiene que ver con progresión tumoral, si no con el daño de la radiación al tejido 

cerebral. Este escenario se conoce como Pseudoprogresión y no es tenida en cuenta en los 

criterios de Macdonald. 

 

El Bevacizumab, anticuerpo monoclonal anti VEGF-A, produce una disminución de la 

permeabilidad capilar. Esto hace que la captación de contraste se mantenga estable o disminuya 

de una forma muy eficaz. Sin embargo, hasta en un 40 % de los pacientes esta estabilidad o 

disminución en la captación de contraste está acompañada de un incremento del volumen 

tumoral visto en secuencias T2/FLAIR. (Delgado-López et al., 2018). Este escenario se conoce 

como Pseudorespuesta y tampoco está considerado en los criterios de Mcdonald. 

Para dar respuesta a las limitaciones de los criterios anteriormente mencionados se estableció 

en el año 2010 un grupo de trabajo multidisciplinar en el que estaban incluidos Radiólogos, 

Oncólogos, neurólogos , Neurocirujanos y Neuropsicólogos conocido como grupo RANO 

(Response Assessment in Neuro-Oncology) (Wen et al., 2010). Los cambios más importantes 

introducidos fueron: 

 

• La definición de lo que era medible radiológicamente y lo que no: se define como 

enfermedad medible cuando se pueden delimitar por RM los diámetros máximos 

perpendiculares entre sí de al menos una lesión que mida 10mm, visible en dos o más 

cortes axiales de 5mm.  

• La valoración de la secuencia T2/FLAIR además del T1-Gadolinio. 

• La introducción de los conceptos Pseudorespuesta y Pseudoprogresión. 

Se establecieron 4 grupos de respuesta que pasamos a describir a continuación:  

Respuesta Completa (RP): Se tienen que dar todas las condiciones que siguen a continuación  

1. Desaparición completa de todas las lesiones con captación de contraste, medibles y no 

medibles, durante al menos 4 semanas 

2. No aparición de nuevas lesiones. 

3. Estabilidad o mejoría de las lesiones sin captación de contraste(T2/FLAIR) 

4. El paciente debe estar sin corticoterapia y presentar mejoría o estabilidad neurológica. 

Respuesta Parcial (RP): Se tienen que dar todas las condiciones que siguen a continuación 

1. Reducción del 50 % o más de la suma de los productos de los diámetros mayores 

transversales de todas las lesiones captantes durante al menos 4 semanas. 

2. No progresión de lesiones no medibles 

3. No aparición de nuevas lesiones 

4. Estabilidad o mejoría de lesiones sin captación de contraste (T2/FLAIR) mientras el 

paciente tiene una dosis de corticoides igual o inferior a las que presentaba cuando se 

realizó la RM basal. 

5. El paciente debe presentar estabilidad o mejoría clínica.  
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Enfermedad Estable: 

1. Estabilidad de las lesiones no captantes (T2/FLAIR) mientras el paciente se encuentra 

con dosis de glucocorticoides iguales o menores a las que presentaba cuando se realizó 

la RM basal. 

Progresión de Enfermedad: Se tiene que dar CUALQUIERA de las siguientes: 

1. Incremento del tamaño de las lesiones captantes del 25 % en comparación con la menor 

lesión captante de la RM basal o con la mejor respuesta obtenida. 

2. Incremento en tamaño de las lesiones no captantes (T2/FLAIR) mientras el paciente 

presenta dosis estables o incrementadas de glucocorticoides comparado con la RM 

basal  

3. Cualquier nueva lesión 

4. Deterioro clínico que solamente se pueda explicar por la progresión tumoral. 

5. Necesidad de incrementar dosis de glucocorticoides. 

 

 

 

Figura 10: Ejemplo de Pseudorespuesta: Imagen de RM de paciente con Glioblastoma frontal derecho del 

H.U.D antes (A) y después (B) de tratamiento con Bevacizumab. Secuencias T1-Gad y Flair. En la imagen B 

se observa una disminución en la captación de gadolinio y un aumento en el volumen de tejido 

hiperintenso en el Flair en comparación con la imagen A. Típica imagen de pseudorespuesta tras manejo 

con Bevacizumab. 
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Figura 11: Ejemplo de Progresión Radiológica: Imagen de RM de paciente con Glioblastoma parietal 

izquierdo del H.U.D. Secuencias T1-Gad y Flair. En la imagen B se observa aumento de la captación de 

gadolinio y un aumento en el volumen de tejido hiperintenso en el Flair en comparación con la imagen A.  
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5.3.4 Manejo terapéutico del Glioblastoma Recurrente 
 

Como hemos visto anteriormente tarde o temprano todos los pacientes con Glioblastoma 

presentarán una recurrencia o progresión tumoral. Ahora comentaremos las diferentes 

alternativas de tratamiento empleadas como segunda línea. 

5.3.4.1 Recirugía:  

Una segunda cirugía es posible hasta en un cuarto de los pacientes con recurrencia (Niyazi et al., 

2011) Es necesario llevar a cabo una valoración previa del estado del paciente mediante la escala 

funcional de Karnofsky. Un estado funcional mayor a 70 ( Actividad normal con esfuerzo ) es uno 

de los mejores factores pronósticos de la reintervención quirúrgica(Carson et al., 2007). Es 

necesario valorar la extensión tumoral en el parénquima cerebral y dilucidar si la resección es 

posible sin dejar déficits neurológicos Existe una escala que predice la supervivencia de los 

pacientes con recurrencia reintervenidos. Dicha escala tiene dos variables Karnofsky < 70 (1 

punto) y captación de contraste en región ependimaria ( 1 punto)  y zona subventricular. Si el 

resultado obtenido es menor a 2 , se recomienda llevar a cabo actitud activa ( reintervención 

más terapia complementaria )(Park et al., 2013) Si la recirugía está indicada varios estudios han 

comprobado que mejora la Supervivencia respecto a la abstención terapéutica y presenta una 

mediana de supervivencia de 9,6 meses desde la reintervención (Pasqualetti et al., 2021) 

5.3.4.2 Quimioterapia: 

Numerosos fármacos (combinados o en monoterapia) han sido comparados en función de la 

Supervivencia para el tratamiento del Gioblastoma recurrente. Según las guías NICE (“National 

Institute for Health and Care Excellence”) del año 2021 los tratamientos quimioterápicos 

recomendados para el Gliobastoma recurrente son los siguientes; Temozolomida, Losmustina( 

fármaco aluilante ) sola o en combinación con otros quimioterápicos como la Procarbazina 

(alquilante)  y  Vincristina ( impide la separación celular durante la mitosis por alteración de los 

microtúbulos) (National Institute for Health and Care Excellence (Great Britain), 2018)Una 

Revisión sistemática de la Chocrane  recomienda el uso de Lomustina en monoterapia para el 

manejo del Glioblastoma recurrente ya que no ha encontrado mejorías en la OS pero sí mayor 

número de efectos adversos al combinarlo con otros fármacos quimioterápicos.(Lawrie et al., 

2020) 

 

5.3.4.3 Re-Radioterapia:  

Al igual que el apartado anterior no existen estudios con la consistencia necesaria como para 

establecer un manejo obligado. (Niyazi et al., 2011)El principal problema de la Re-radiación es 

la radionecrosis del tejido circundante, sin embargo parece que no se  produce un aumento de 

la incidencia de necrosis significativo hasta que las dosis aplicadas no superan los 100Gy(Mayer 

& Sminia, 2008) Para disminuir la toxicidad se recomienda usar técnicas que apliquen radiación 

en una zona localizada del parénquima cerebral como son la Radioterapia Estereotáctica 

Hipofraccionada o la Radiocirugía Estereotáctica. A pasar de la falta de estudios aleatorizados y 

controlados parece que en pacientes jóvenes , con un buen estado funcional y con un volumen 

tumoral pequeño podrían beneficiarse de radioterapia fraccionada localizada(Chapman et al., 

2019; Lawrie et al., 2020) 
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A pesar de estos tratamientos la supervivencia desde la recurrencia es escasa (Woodroffe et al., 

2020) por lo que nuevas estrategias centradas en los aspectos moleculares del Glioblastoma 

están siendo cada vez más estudiadas.  

5.3.5 Nuevas Terapias en el Glioblastoma 
 

La supervivencia de los pacientes con Glioblastoma es muy pobre aún con un tratamiento 

multimodal muy agresivo. El manejo estándar que consiste en cirugía, quimioterapia y 

radioterapia se ha mantenido sin cambios desde el 2005. Desde entonces solamente dos nuevos 

tratamientos han sido aprobados por la FDA e incluídos en las guías de la NCCN (National 

Comprehensive Cancer Network) (Nabors et al., 2020); el Bevacizumab y los “Tumor-Treating 

Fields” (TTF)   En este apartado comentaremos primero estos dos nuevos abordajes terapéuticos 

para después echar un vistazo a las líneas terapéuticas emergentes  en Glioblastoma.  

5.3.5.1 Bevacizumab: 

El Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado dirigido contra el 

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular A (VEGF-A). Dicho factor se une a sus receptores 

(VEGFR) en las células endoteliales estimulando la angiogénesis, vasculogénesis, aumentando la 

permeabilidad vascular, estimulando la migración celular e inhibiendo la apoptosis. (Kazazi-

Hyseni et al., 2010) En el año 2009 este fármaco fue aprobado por la FDA para ser usado en el 

manejo del Glioblastoma  (Cohen et al., 2009) sin embargo ensayos posteriores mostraron que  

el tratamiento con Bevacizumab mejora la Supervivencia libre de enfermedad pero NO mejora 

la supervivencia global por lo que fue indicado como tratamiento para el Glioblastoma 

recurrente (Feng et al., 2017)  

5.3.5.2 Tumor-Treating Fields 

En cuanto al tratamiento con TTF o “Alternating Electric field therapy”  consiste en la aplicación 

transcutánea de campos eléctricos de baja intensidad (1-3V/cm) y frecuencia intermedia ( 200 

kHz) sobre la zona próxima a la localización tumoral.(Rominiyi et al., 2021) Este campo eléctrico 

altera las moléculas polares del interior celular inhibiendo la separación del material genético 

durante la división celular. Fue aprobado por la FDA en el 2011 para el tratamiento del 

Glioblastoma recurrente, y en 2015 para el tratamiento del Glioblastoma de nuevo diagnóstico, 

tras realizar un ensayo clínico en el que se observó que el tratamiento concomitante TMZ-TTF 

aumentaba la supervivencia global en 5 meses comparado con manejo estándar. (Fisher & 

Adamson, 2021; Stupp et al., 2017) 

 

 

 

 

En los últimos años se han iniciado docenas de Ensayos Clínicos en los que se han testado 

numerosas nuevas moléculas pertenecientes a nuevos abordajes multimodales. A continuación, 

describiremos brevemente los conceptos más destacables de dichos abordajes terapéuticos 

emergentes.   

Berubicina: Pertenece al grupo de las antraciclinas, fue creada por Dr Waldemar Priebe. Es un 

derivado de la Doxorrubicina (Adriacina), a la cual se le añadió un grupo químico que la vuelve 
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altamente lopófila y por tanto presenta la capacidad de atravesar la BHE. La berubicina 

interrumpe la actividad de la enzima Topoisomerasa II, la cual tiene un papel fundamental 

durante la replicación del ADN ya que es la encargada de relajar la banda de ADN evitando el 

superenrollamiento que se forma delante de la burbuja replicativa. De este modo la Berubicina 

impide la replicación del ADN de las células en estado proliferativo en el SNC.(National Center 

for Biotechnology Information (2021). PubChem Compound Summary for CID 9874592, 

Berubicin., 2021)  La FDA le ha otorgado a la empresa CNS PHARMACEUTICALS la designación 

de “fast track “a la Berrubicina para la realización de un Ensayo Clínico fase II en el tratamiento 

del Glioblastoma recurrente. (linicatrials.gov : identifier NCT04762069). 

 

Inmunoterapia: Esta terapéutica centra su objetivo en ayudar al sistema inmune humoral y 

celular del paciente a reconocer y destruir células cancerosas. Esta terapia ha obtenido 

resultados prometedores en el tratamiento de tumores extracraneales como el melanoma o 

tumores pulmonares de célula no pequeña (Giroux Leprieur et al., 2017; Weiss et al., 2019) por 

lo que se han llevado a cabo múltiples ensayos clínicos con diferentes moléculas que veremos a 

continuación(Weenink et al., 2020): 

• Moléculas inhibidoras de puntos de control (Check Ponint Inhibitors): Los puntos de 

control inmunitarios son moléculas receptoras de las céulas inmunitarias que al 

estimularse producen la inhibición de estas, deteniendo así la respuesta inmune. Este 

es un mecanismo empleado en el funcionamiento normal del organismo para impedir 

eventos autoinmunitarios. Las más destacadas son PD-1 (Programmed cell death 

protein 1) y CTLA4 ( Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ambas expresadas en 

la membrana de los Linfocitos T CD8.(He & Xu, 2020; La-Beck et al., 2015)Los tumores 

consiguen sobrexpresar estas moléculas (immune check point)  para inhibir la 

inmunidad del huésped y así conseguir desarrollarse. Los inhibidores de estas moléculas 

contrarrestan esta evasión de la respuesta inmune tumoral. Cemiplimab, Nivolumab, 

Pembrolizumab, Ipilimumab son algunos de los anticuerpos monoclonales anti PD1 y 

anti CTLA4 que se han probado en Glioblastoma (Ready et al., 2020; Reardon, Brandes, 

et al., 2020) 

 

• Vacunas: La estrategia de estas vacunas es muy similar al de las vacunas empleadas para 

la prevención de ciertas enfermedades infecciosas Consiste en la estimulación de 

poblaciones de Linfocitos T que respondan de forma específica contra ciertos antígenos 

tumorales mediante la inoculación de antígenos asociados a tumores o antígenos 

específicos tumorales. En el Glioblastoma se ha realizado numerosos ensayos clínicos 

de vacunación introduciendo antígenos de GSC, péptido de la variante 3 del EGFR, IDH, 

células tumorales irradiadas, tumor lisado, ARNm de células stem etc. Un ejemplo es el 

Rindopemimut, vacuna en la que se introdujo el péptido EGFRvIII en pacientes con 

tumores con expresión de esta mutación. La fase II de este ensayo no mostró mejorías 

en la supervivencia.(Reardon, Desjardins, et al., 2020)  

 

• Transferencia de células efectoras modificadas genéticamente: Esta idea consiste en la 

introducción en el organismo del paciente de Linfocitos T, y otras células efectoras como 

las NK autólogos que han sido modificados genéticamente para que presenten en su 

superficie receptores antigénicos quiméricos contra un antígeno tumoral específico de 

forma  que reconozcan  antígenos específicos de las células tumorales contra los que se 

van a emplear.(Chow & Gottschalk, 2011) . Un ejemplo son las EGFRvIII directed CAR-T 

https://c212.net/c/link/?t=0&l=en&o=3078720-1&h=1333561943&u=https%3A%2F%2Fwww.clinicaltrials.gov%2Fct2%2Fshow%2FNCT04762069&a=clinicatrials.gov
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cells, el contrapunto de esta terapia es que se ha visto que los tumores llevan a cabo un 

escape antigénico con facilidad dejando de expresar este antígeno y portanto haciendo 

inefectiva esta terapia.(O’Rourke et al., 2017). Se han realizado múltiples ensayos 

clínicos de esta terapia en Glioblastoma y ninguno en fase III  ha mostrado mejoría en la 

OS (Goff et al., 2019; Migliorini et al., 2018)  

 

 

Los resultados de la inmunoterapia en el Glioblastoma han sido poco satisfactorios. Esto se debe 

a una serie de características del microambiente tumoral que comentaremos brevemente: El 

TMB (“Tumor Mutational Burden”) es más bajo que en otros tipos de tumores. El TMB se define 

como el número de mutaciones somáticas detectadas por Megabase de DNA tumoral (nº 

mutaciones/Mb). Los tumores que presentan un TMB alto son portadores de multitud de 

neoantígenos tumorales fácilmente reconocibles como no-propios por el Sistema Inmune 

provocando la activación de las células T y una respuesta inmune específica contra las células 

tumorales. (Fusco et al., 2021) Además, el privilegio inmune del SNC tiene como consecuencia 

la escasa aparición de linfocitos TCD 8 en los Glioblastomas en comparación con otros tumores 

extracraneales. La infiltación tumoral de Linfocitos TCD8 se asocia a una mayor supervivencia en 

Glioblastoma.(Yang et al., 2010) En contraste con el bajo número de LTCD8 existe un elevado 

número de Tumor Associated Macrophages (TAMs). Los TAMs presentan un efecto 

inmunosupresor debido a la activación de la vía TGF b y de los linfocitos T reguladores. 

(Hambardzumyan et al., 2016) En resumen, este microambiente tumoral inmunosupresor 

explica los limitados resultados de la inmunoterapia en Glioblastoma.  

 

 

Terapias Dirigidas: Como veremos a continuación, en las células de Glioblastoma, al igual que 

en cualquier tipo de célula tumoral, existen multitud de vías de señalización desreguladas 

debido a la sobreexpresión de moléculas que participan estas. Esto induce que estas células 

tumorales presenten   ventajas metabólicas, proliferativas y de supervivencia respecto a las 

células del tejido sano. Las terapias dirigidas se basan en la creación de compuestos (pequeñas 

moléculas, anticuerpos monoclonales o conjugados Fármaco-Anticuerpo) que logren la   

inhibición de determinadas moléculas claves en estas vías de señalización celular, logrando su 

regulación y por tanto disminuyendo la capacidad tumorogénica de las células tumorales. 

A continuación, simplemente nominaremos las principales moléculas estudiadas en los últimos 

años. No nos centraremos en explicar el mecanismo de la molécula a la que inhiben y cómo esta 

actúa en determinada vía de señalización celular ya que esto lo trataremos en el apartado de 

Biología Molecular del Glioblastoma.  

Como ejemplo de pequeñas moléculas inhibidoras tenemos el Gefitinib y Erlotinib, las cuales se 

une  al EGFR y anulan sus cascada de señalización (Lassman et al., 2005), Abemaciclib o 

Ribociclib, los cuales inhiben las CDK 4 y CDK 6. (Tien et al., 2019)En cuanto a los anticuerpos 

monoclonales podemos citar el conocido Bevacizumab explicado anteriormente o el Cetuximab, 

el cual inhibe al EGFR. Depatuxizumab-mafodotín es un conjugado Fármaco-Anticuerpo que se 

une a las células que amplificaciones en el EGFR y libera una toxina que daña los microtúbulos e 

impide la proliferación de esas células. (Van Den Bent et al., 2020).  
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Otras Terapias 

El empleo de fármacos radiosensibilizantes es otra estrategia terapéutica novedosa en estudio. 

En este campo están siendo estudiadas los inhibidores de la  PARP :[Poly-(ADP-Ribose)-DNA 

Polymerase] (Olaparib)(Lesueur et al., 2019), los inhibidores de la ADN-PK (CC-115) y los 

inhibidores de las vías ATM-ATR ( AZD1390) (Munster et al., 2019) Nuevas formas de 

Radioterapia están siendo estudiadas en numerosos ensayos clínicos entre las que se 

encuentran la Radiocirugía ZapX, el Gamma tile , Flash Radiotherapy y la Terapia Térmica 

Intersticial Laser.(Ferreira et al., 2021; Weidlich et al., 2019) 

 Hemos de saber que todas estas terapias que tan buenos resultados han tenido en otros tipos 

de cáncer, en Glioblastoma a pesar de presentar resultados prometedores a nivel preclínico, no 

han demostrado mejoría respecto al tratamiento convencional en ensayos clínicos. 
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5.4  BIOLOGÍA MOLECULAR DEL GLIOBLASTOMA 
 

En apartados anteriores hemos visto que tanto el Diagnóstico como el tratamiento del 

Glioblastoma se basa en el estudio de las moléculas más destacables de múltiples vías de 

señalización celular, es decir de la biología molecular de este tumor cerebral. A continuación, 

trataremos de explicar y contextualizar los aspectos más destacados de la biología molecular del 

Glioblastoma. 

 

 

5.4.1 Hallmarks del Glioblastoma  
 

Hanahan y Weinberg nos ayudaron a comprender las complejidades de la enfermedad del 

cáncer resumiendo el proceso múltiple de oncogénesis en 8 capacidades biológicas que permite 

el crecimiento tumoral: mantener la señalización proliferativa, evadir los supresores del 

crecimiento, Resistencia a la muerte celular,  inmortalidad replicativa, inducción  la angiogénesis 

y activando la invasión y metástasis, reprogramando el metabolismo energético y evadiendo la 

destrucción  inmunológica.(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011) 

 

Aquí intentaremos resumir los aspectos principales de cada “Hallmark” en Gliblastoma. Dentro 

de cada Hallmark mencionaremos y haremos hincapié en el funcionamiento de determinados 

marcadores moleculares importantes en el Glioblastoma como son EGFR, P53, PTEN e IDH 

5.4.1.1  Mantenimiento de la señalización proliferativa: 

 

Las células normales necesitan señales de crecimiento mitogénicas (GS) proporcionadas por el 

entorno (estimulación heterotópica / endocrina) para que puedan pasar de un estado inactivo 

a un estado proliferativo. Las células cancerosas, en cambio, no dependen de la estimulación del 

crecimiento exógena porque adquieren autonomía de estimulación del crecimiento a través de 

3 estrategias comunes: 

• Adquisición de alteraciones en las señales de crecimiento extracelular: Por lo general, los 

factores de crecimiento mitógenos solubles (FG) son creados por un tipo de célula para estimular 

la proliferación en otro tipo, esto se llama señalización heterotópica. La mayoría de las células 

cancerosas son capaces de crear sus propios FG y se estimulan por sí mismas, esto se denomina 

estimulación autocrina. Un ejemplo de este mecanismo en el Glioblastoma es la producción 

autocrina del factor de crecimiento soluble TGF alfa (Factor de crecimiento tumoral alfa )  

estimulando los receptores EGFR y activando la cascada de señalización celular que estimulará 

la proliferación celular (Tang et al., 1997) 
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• Adquisición de alteraciones en los receptores de la superficie celular: Este mecanismo 

implica que los receptores de la superficie celular, normalmente Tirosina Kinasa, que 

transducen las señales de crecimiento hacia el circuito citoplasmático, están sobreexpresados 

Esta sobrexpresión consigue que la célula puede sobreproliferar incluso con un nivel ambiental 

normal de FG. Los receptores también pueden sufrir alteraciones estructurales que conducen 

a la señalización de crecimiento independiente del ligando. Como ejemplo de receptores de 

superficie celular alterados tenemos al  

• EFGR (Epidermal Growth Factor Receptor). Este es un receptor transmembrana del 

tipo tirosin quinasa perteneciente a la familia de receptores  ErbB  ( EGFR , HER2/neu 

, Her 3 y  Her 4 ) cuyo gen se encuentra localizado en el cromosoma 7p12 (H. Zhang 

et al., 2007). Este receptor puede ser activado por varios ligandos entre los que se 

encuentran EGF  y TGFα. Tras dicha activación se fosforilan los residuos de Tirosina 

produciéndose una activación de la vía MAPK, lo que , tras la activación en cadena de 

diferentes proteínas intracelulares, conlleva a la activación del complejo mTOR y la 

inactivación de P27 lo que produce el aumento de la proliferación , supervivencia y 

síntesis de ADN celular(Narita et al., 2002; Tanaka et al., 2011). Existen diferentes 

tipos de alteraciones del EGFR:  La sobreexpresión de este receptor se da en el 22- 89 

% de los astrocitomas de grado IV, y consiste en un aumento de la trascripción del gen 

sin que exista alteraciones en el ADN. Las amplificaciones se observan en el 34-64% de 

los astrocitomas de grado IV, siendo la polisomía del cromosoma 7 la más frecuente 

alteración del número de copias de EGFR en Gliomas. Dichas amplificaciones ocurren 

en 57,4% de los GBM primarios , mientras que solamente se dan en el 8 % de los 

secundarios (C. W. Brennan, Verhaak, McKenna, Campos, TCGA Research Network, 

et al., 2013; Maire & Ligon, 2014) Las delecciones de determinados dominios de 

extracelulares del EGFR dan lugar a cinco variantes de las cuales dos son Oncogénicas 

: EGFR vII (delección de exones 14 y 15) y EGFR vIII (delección de exones 15-15) Siendo 

esta última la más frecuentes(An et al., 2018). En diferentes  estudios se ha valorado  

la expresión de  EGFR como marcador pronóstico de la enfermedad o de respuesta a 

tratamiento en casos de administración de EGFR ITKs (Erlotinib, Gefitinib) o 

anticuerpos monoclonales contra EGFR (Cetuximab, Nimotuzumab) sin embargo 

muestran resultados contradictorios y por lo tanto el estatus de EGFR como marcador 

clínico es controvertido (Saadeh et al., 2018). 
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Figura 12: La activación del EGFR desencadena señales que promueven proliferación y supervivencia 

celular.  

• Adquisición de alteraciones en los componentes del circuito citoplasmático de las principales 

vías de señalización del crecimiento celular: Tras la activación de un receptor celular se produce 

una activación de moléculas citoplamáticas que son las encargadas de la transducción de la 

señal. En ocasiones las células tumorales presentan alteraciones a este nivel lo que genera que 

se puedan activar señales proliferativas sin la estimulación continua de los receptores. La 

principal cascada mitogénica está constituida por SOS-Ras-Raf -MAPK entre otros. Una cuarta 

parte de todos los tumores humanos presentan alteraciones en las proteínas RAS. El 2 % de los 

Glioblastomas presentan mutaciones en las diferentes proteínas RAS. (C. W. Brennan, Verhaak, 

McKenna, Campos, McLendon, et al., 2013; Holmen & Williams, 2005; The Cancer Genome 

Atlas Research Network, 2008). 

 

5.4.1.2 Evasión de los supresores de Crecimiento: 

 

El ciclo celular en un tejido normal consta de cuatro fases:  

Fase G1en la cual la célula crece de tamaño y duplica orgánulos pero no cambia el contenido 

genética. Fase S en la cual la célula duplica el material genético. Fase G2 la célula aumenta su 

tamaño y se prepara para la fase M (mitosis y citocinesis). Después de la fase M, la célula puede 

mantener la fase inicial G1 o pasar al estado de reposo G0, saliendo del ciclo celular Fig 13 
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Las células normales reciben señales antiproliferativas para mantener la inactividad celular y la 

homeostasis tisular. Todas estas señales son que impiden que la célula pase de la fase G1 a la 

fase S son procesadas principalmente por la proteína del retinoblastoma (pRB) que forma parte 

de la vía p16INK4a ⁄CDK4 ⁄ RB1.Esta vía funciona de la siguiente manera: Cuando la pRB está 

hipofosforilada , bloquea a los  factores de transcripción E2F responsables del paso de  la célula 

de la  fase G1 a la fase S. p16INK4a se encarga del  bloqueo a las CDK que son las que fosforilan 

a p RB, impidiendo su función como supresor de tumores (Fåhraeus et al., 1996). Las mutaciones 

en esta vía se encuentran en el 50 % de los Glioblastomas primaries y en el 40 % de los 

secundarios (Biernat et al., 1997) En el estudio del TCGA (The Cancer Genoma Atlas)  el 78 % de 

las muestras de Glioblastoma  presentaban mutaciones en la vía de señalización de p RB (The 

Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). 

 

       Figura 13: Fases del Ciclo Celular. Creado con BioRender.com 

5.4.1.3 Activación de invasión y metástasis:  

 

Las metástasis a distancia en el Glioblastoma son extremadamente raras , se dan en menos del 

0,5 % de los pacientes y se cree que es debido a una suma de factores : la rápida progresión 

tumoral sumado al aislamiento  del SNC del resto del organismo gracias a la BHE (Rossi et al., 

2020) Sin embargo la invasión de zonas cerebrales adyacentes al tumor es frecuente y se 

produce en poco tiempo. Las células de Glioblastoma presentan una expresión disminuida de 

Conexina 43, una de las proteínas fundamentales en el correcto funcionamiento de las uniones 

celulares GAP o en hendidura. Esta alteración de las uniones entre células tiene un papel 

importante en la capacidad invasiva de este tumor (Aftab et al., 2015) Un mecanismo 

fundamental en el proceso de invasión tumoral del Glioblastoma es la Transición Epitelial-

Mesenquimal (EMT) de las células tumorales. A continuación, daremos unas pinceladas sobre 

este concepto. La EMT es un proceso biológico mediante el cual células polarizadas epiteliales, 

adheridas a la membrana basal, se desprenden de dicha membrana basal y adquieren 

características de células mesenquimales. Como hemos dicho, es un proceso biológico que 

ocurre de forma natural en el organismo durante la embriogénesis , en la cual las células 

epiteliales adquieren la movilidad necesaria para la gastrulación y la formación de la cresta 



34 
 

neural (Knecht & Bronner-Fraser, 2002) y durante el proceso de cicatrización de las heridas. La 

EMT se produce también en células de diferentes tumores y les permite adquirir características 

más favorables para la invasión y metástasis. Este proceso parece ser reversible y estar muy 

influenciado por el microambiente tumoral (Dumont et al., 2008) La hipoxia tisular y el proceso 

inflamatorio del entorno tumoral activan una serie de cambios epigenéticos  que desencadenan 

la EMT (Charles et al., 2011) En concreto parece que la  la hipoxia tisular y la llegada de células 

inflamatorias desencadenan la liberación de TGFb , factor de crecimiento epidérmico derivado 

de plaquetas ( PDGF) y Factor de crecimiento fibroblástico II (FGFR2) que desencadena la 

activación de una serie de factores de  transcripción como son Twist , Snail , Slug , Zeb etc.  

requeridos para el inicio de la EMT (Nagaishi et al., 2012). Tras este proceso las células 

tumorales pierden la E-caderina (glucoproteína que participa en la formación de las uniones 

intercelulares) y se desanclan de la matriz , adquiriendo gran capacidad de movilidad, de 

invasión y presentando mayor Resistencia a los agentes genotóxicos y a la apoptosis (Dongre & 

Weinberg, 2019; Iwadate, 2016; Kalluri & Weinberg, 2009). 

 

 

 

 

 

5.4.1.4 Inmortalidad Replicativa  

 

Las células humanas presentan una capacidad finita de división. Si dejamos en una placa de 

cultivo células dividiéndose veremos qué pasado cierto tiempo presentarán un stop de ese 

proceso replicativo. Ese primer punto de control es el que conocemos como senescencia 

replicativa ejercido sobre todo a través de las vías de p 53 y de p16/ Ink4a (Collado et al., 2007). 

Si alteramos las vías anteriores de forma que la célula pueda seguir dividiéndose todavía más 

llegará un punto en el que se producirá una muerte celular masiva en nuestra placa de cultivo. 

En ocasiones, una célula de ese cultivo (1 de 10 7 )  escapa a esa muerte celular masiva y continua 

dividiéndose de forma ininterrumpida. Decimos que esa célula se ha inmortalizado (Irfan 

Maqsood et al., 2013) Lo que hace que las células humanas presenten una capacidad finita de 

división son los Tolómeros.Estos son estructuras de recubrimiento situadas al final de los 

cromosomas circulares de los organismos eucariotas. Consisten en secuencias de 6 nucleótidos 

(TTAGGG y su complementario) que se repiten en tándem unas 2000 veces. Su función es la de 

dar estabilidad a los cromosomas , evitar que estos se fusionen , protegiendo así los genes (Hug 

& Lingner, 2006). La replicación del ADN  produce un acortamiento de los telómeros debido a la 

imposibilidad de la  ADN polimerasa 3 de añadir pares de bases al extremo 5´. Cuando el 

telómero es demasiado corto se producen errores en la replicación que llevan a la célula a la 

senescencia replicativa.  Uno de los mecanismos de escape de la senescencia replicativa de las 

céulas tumorales consiste en la ampliación de estas estructuras. Esto ocurre debido a 

mutaciones en  

• TERT, ATRX, DAXX: La Telomerasa es una ribonucleoproteína transcriptasa inversa. Se 

encarga de ampliar los telómeros para evitar su degradación y que así la célula pueda 

seguir dividiéndose al añadir desoxiribonucleótidos a los extremos de los telómeros. 

Presenta un componente ribonucleotídico (TER) y un componente proteico (TERT) que 



35 
 

es el que tiene la actividad Transcriptasa Inversa. Es en el promotor de esta subunidad 

(TERTp) dónde se hallan las mutaciones que originan una telomersa hiperactivada  que 

permite que las células tumorales escapen a la Senescencia replicativa (O’Sullivan & 

Karlseder, 2010)  Existen dos tipos mutaciones en este gen ( C228T y C250T), son 

mutuamente excluyentes y se encuentran hasta en el 80 % de todos los gliomas y en 

el 50 % de los Glioblastomas(Eckel-Passow et al., 2015; Olympios et al., 2021) En 

cuanto a TERTp como factor pronóstico independiente los estudios son contradictorios 

y hay evidencia tanto a favor como en contra. En la actualidad las  terapias dirigidas 

contra TERTp están siendo investigadas y aún no hay ningún fármaco 

comercializado(Hewer et al., 2017; Pekmezci et al., 2017). Además del alargamiento 

de los telómeros dependientes de la Telomerasa existe una vía alternativa mediante 

la cual la célula tumoral consigue alargar los telómeros a través de  un mecanismo 

independiente de la telomerasa. Dicho mecanismo se denomina ALT(“ alternative 

lengthening of Telomers”) y está presente en el 75 % de los Glioblastomas secundarios 

que presentan expresión normal de Telomerasa y TERT WT(Fan et al., 2019) La ATRX , 

también conocida como Helicasa ATRX dependiente de ATP o Helicasa II ligada al 

cromosoma X es una proteína remodeladora de los complejos de cromatina que junto 

a DAXX (“death-domain-associated protein”) añade la histona H3.3 a la cromatina 

nuclear impidiendo el proceso ALT.(De La Fuente et al., 2011; Haase et al., 2018). 

 

 

 

 

Figura 14: Debido a la imposibilidad de la ADN Polimerasa 3 de añadir pares de bases en el segmento 5´, 

se produce un acortamiento progresivo de los extremos de los telómeros. La telomerasa es la enzima que 

se encarga de añadir pares de bases al extremo 5´. Figura Creada con BioRender.com 
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5.4.1.5 Inducción de la angiogénesis:  

Todas las células del organismo requieren estar situadas a una distancia de menos de 150 micras 

de un capilar para poder llevar a cabo sus requerimientos homeostáticos (Bryant, 1984) Durante 

la embriogénesis se produce el desarrollo de nuevas células endoteliales que se agrupan 

formando una estructura vascular (vasculogénesis) además del brote de nuevos vasos 

sanguíneos a partir de los ya formados (angiogénesis) Este proceso se mantiene quiescente 

durante nuestra edad, salvo que se necesite la formación de nuevos vasos como puede ser en 

procesos de adaptación fisiológica al deporte o en el caso de autoreparación tisular (Papetti & 

Herman, 2002). Este balance se mantiene mediante la correcta regulación de factores pro y 

antiangiogénicos que se unen a receptores de las células endoteliales. Durante la 

tumorogénesis, en un estado temprano del desarrollo tumoral, se produce un cambio 

angiogénico que altera el balance a favor de las sustancias angiogénicas. El VEGF (Factor de 

Crecimiento del Endotelio Vascular) y el FGF 1 y 2 son las principales proteínas que tras unirse a 

receptores Tirosin-Kinasa de las células endoteliales estimulan la vasculogénesis y angiogénesis. 

Por la contra TSP-1 es un péptido que se une al receptor CD36 de las células endoteliales 

impidiendo su proliferación y migración (Hanahan & Folkman, 1996). La hipoxia del 

microambiente del Glioblastoma estimula la liberación de VEGF por las células tumorales, la 

vasculogénesis y la angiogénesis. Estudios recientes indican que las Glioma Stem cells, además 

de sus conocidas capacidades (Ahmed et al., 2013) (gran capacidad de autorrenovación, 

capacidad de formación de tumores tras xenotransplante, resistencia a quimioterapia y 

radioterapia) tienen un papel fundamental en la formación de nuevos vasos intratumorales ya 

que sufren un cambio fenotípico y derivan en células endoteliales y pericitos  (S. Das & Marsden, 

2013). 

 

 

5.4.1.6 Evasión de la muerte celular: 

La capacidad de un tumor para expandirse no solo viene determinada por la capacidad de sus 

células para proliferar sino por la capacidad de sus células de evadir la muerte celular 

programada.  La resistencia a la apoptosis es una característica que se da en todos los tipos 

tumorales (Hanahan & Weinberg, 2000) La apoptosis consiste en la inactivación de una célula 

o grupo de células de una forma controlada de forma que tras la activación de este proceso las 

membranas celulares se rompen, el citoplasma y los esqueletos nucleares se descomponen, el 

citosol se extruye, los cromosomas se degradan y el núcleo se fragmenta, todo en un lapso de 

30 a 120 min.(Wong, 2011) La maquinaria apoptótica está constituida por una serie de 

sensores que monitorizan las señales intra y extracelulares y una serie de efectores que 

desencadenan la respuesta. En cuanto a los sensores que reciben señales de extracelulares 

tenemos a ligandos que emiten señales de supervivencia como IGF1 , IGF2 e IL3 y sus 

correspondientes receptores transmembrana, y ligandos que emiten señales de muerte 

celular programado como son TNF alfa y FAS. En el interior celular tenemos sensores que 

monitorizan el estado de la célula, el más conocido es  

• P53, el guardián del genoma: Este sensor está localizado en el cromosoma 17p13.1. y 

codifica la proteína p53 la cual está compuesta por 293 aminoácidos y tiene un peso 

molecular de 53KDa. Dicha proteína funciona como factor de transcripción y está 

formada por diferentes dominios. El dominio de mayor tamaño (98 residuos) es el que 

se une al ADN y el que acumula el mayor número de mutaciones de este gen en el GBM. 

Los otros dominios se comunican con vías que regulan su actividad transcripcional.  
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(Joerger & Fersht, 2008). La función de P 53 consiste en mantener la integridad del 

genoma respondiendo a estímulos nocivos (daño del ADN celular, genotoxiciadad, 

activación de señales de crecimiento aberrantes, activación de oncogenes)  

promoviendo detención del ciclo celular , senescencia y apoptosis. Además, p53 

presenta un papel importante en la  regulación  del  metabolismo celular, autofagia , 

invasión , metástasis ,  microambiente e inmunidad (Kastenhuber & Lowe, 2017). Antes 

de pasar a describir las mutaciones que más frecuentemente se  dan en la vía P53 

debemos explicar brevemente el funcionamiento de la vía p53-ARF-MDM2/4: Cuando 

un estímulo estresante se produce se activan una serie de proteínas ( MYC, E2F1, E1A ) 

que activan la proteína ARF (miembro de la superfamilia RAS) la cual produce 

degradación de MDMD2 y MDM4, proteínas que regulan negativamente a P53 por lo 

que se produce un aumento de la concentración de p53 (Sherr, 1998) Dicha vía está 

desregulada en el 84 % de los GBM (Cancer Genome Atlas Research Network et al., 

2013). La mutación más frecuente es la delección homozigota del locus de ARF , la cual 

ocurre en el 60% de los GBM. Dicha delección impide la degradación de MDM2 y M2M4 

por lo que estás mantendrán concentraciones anormalmente bajas de p53. Las 

mutaciones que más frecuentemente afectan al gen que codifica p53 son las mutaciones 

puntuales sin sentido en el dominio de unión al ADN. La prevalencia de las mutaciones 

en TP53 varían entre GBM primario y secundario ( 30%-65%) (Xiong et al., 2020) y los 

diferentes subtipos de GBM (Proneural 54%, mesenquimal 32% , neural 21% y  clásico 

0%) Otro de los mecanismos por los cuales se puede  deteriorar la actividad de p53 es 

por la amplificación de las regiones que codifican MDM2 Y MDM4, esto se da en el 7-14 
% de los GBM(Crespo et al., 2015; Verhaak et al., 2010; Y. Zhang et al., 2018). 

Figura 15: El estrés oncogénico favorece la activación del supresor de tumores ARF quien inactiva 

a MDM2 generando una mayor expresión de P53. Figura Creada con BioRender.com 
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Las señales enviadas por estos sensores convergen en unas proteínas de la familia Bcl2 que 

pueden ser proapoptóticas como Bax, Bid, Bak y Bim o antiapoptóticas como Bcl2, bclXL y Bcl 

W que cuando se activan alteran la permeabilidad mitocondrial impidiendo o permitiendo la 

liberación de Citocromo C. Este citocromo activa dos Caspasas, 8 y 9 que desencadenan la 

activación en cadena de múltiples caspasas que se encargarán de destruir los orgánulos  y el 

material genético celular .Además de las mutaciones mencionadas en  P53 existen mutaciones  

sobre todos los componentes de la vías implicadas en la apoptosis, las más frecuentes se dan 

sobre Bcl-2, Bcl xL, Bid, Bak, Bax, Bad, Bim,  caspasas-8, -10, -9 y  Fas entre otros (Blahovcova 

et al., 2015; Steinbach & Weller, 2004). 
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Además de lo comentado hasta ahora debemos mencionar una vía que tiene un papel 

fundamental en la regulación de la supervivencia y apoptosis celular, la vía PI3K- AKT. Esta vía 

funciona de la siguiente manera: La unión de ligandos como IGF 1 e IGF 2 a receptores TK 

activan a la proteína PIK3. Esta a su vez provoca la activación de AKT la cual migra al núcleo e 

inactiva factores de transcripción de genes proapoptóticos como las proteínas FOX. Por lo 

tanto, esta vía es una vía que promueve la Supervivencia celular. El principal regulador de esta 

vía es  

• PTEN: El locus de este gen se encuentra en el cromosoma 10q23.Codifica una proteína 

de 403 aminoácidos y un peso molecular de 48 KDa. Presenta dos dominios principales, 

el dominio C2 mediante el cual se ancla a la membrana celular y el dominio catalítico 

que presenta la función fosfatasa (Worby & Dixon, 2014) PTEN actúa como supresor de 

tumores ya que inhibe la vía PI3K/AKT/mTOR la cual está relacionada con  aumento de 

la proliferación , crecimiento y supervivencia entre otras funciones. (Knobbe et al., 

2002).El mecanismo mediante el cual inhibe esta vía es el siguiente: cuando PI3K se 

activa mediante la acción de un factor de crecimiento unido a su receptor, produce la 

fosforilación de un lípido de membrana, PIP2, que pasa a PIP3, el cual es el responsable 

de la activación de AKT. PTEN retira un grupo fosfato de PIP 3 que pasa a PIP 2 lo que 

frena la vía PI3K/AKT(Álvarez-Garcia et al., 2019)(Worby & Dixon, 2014).Las 

mutaciones que producen disminución de la función de PTEN son frecuentes en GBM. 

Hasta en el 85 % de los GBM presentan delecciones en este gen según el Atlas del 

genoma del Cáncer (Cancer Genome Atlas Research Network et al., 2013). Sin embargo 

no se observan diferencias en la frecuencia de mutaciones de este gen en los  diferentes 
subtipos de GBM(Verhaak et al., 2010). 

Figura 16: PTEN actúa como supresor de tumores al inhibir la vía PIK3/AKT. Dicha vía culmina con la 

inactivación de genes proapoptóticos promoviendo la supervivencia celular. 
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5.4.1.7 Evasión de la respuesta inmune  

Los diferentes efectores del sistema inmune constantemente detectan y eliminan células 

cancerosas de nuestro organismo. Los tumores que consiguen crecer y ser significativos 

consiguen de alguna manera evitar esta vigilancia inmunológica. Modelos experimentales 

animales a los que se les ha suprimido la respuesta inmune celular ( linfocitos T y Natural Killers) 

presentan una incidencia muy elevada de tumores (Teng et al., 2008). Como vimos en el 

apartado de Nuevas Terapias, la evasión de la respuesta inmune ha sido estudiada en los últimos 

años y ha originado la el campo de la Inmunoterapia. 

 

5.4.1.8 Reprogramación del metabolismo energético: 

 

Las células tumorales que han ido seleccionándose, empleando cada uno de los Hallmarks 

explicados previamente, presentan una tasa muy elevada de replicación en comparación con las 

células normales. Esta alta tasa replicativa conlleva un gasto energético muy elevado. Las células 

tumorales necesitan desarrollar un metabolismo más eficiente que sus vecinas no tumorales 

(Hanahan & Weinberg, 2011) ¿Cómo logran las células tumorales obtener esta gran cantidad de 

energía? Para explicarlo debemos antes conocer las rutas metabólicas celulares normales. Como 

sabemos, la principal fuente de energía celular es la Glucosa. Dicho metabolito sufre un proceso 

oxidativo tras el cual se obtiene Adenosín Trifosfato (ATP). Existen 2 rutas de Glicólisis que se 

dan en función de la disponibilidad de OXÍGENO en el ambiente celular. La glucólisis aerobia 

consiste en la oxidación de la molécula de glucosa en el citosol hasta obtener piruvato. El 

piruvato se transforma en ActilCoA y entra en la mitocondria. Comienza entonces el ciclo de 

Krebs mediante el cual, el AcetilCoA se une al Oxalacetato formando Citrato. A consecuencia de 

estas reacciones del Ciclo de Krebs se forman moléculas de NADH. El NADH de la matriz 

mitocondrial entrará en las crestas mitocondrales e intervendrá en la cadena respiratoria con la 

consiguiente formación de ATP. A modo resumen; tras el metabolismo aeróbico de una molécula 

de Glucosa se obtienen 38 moléculas de ATP (Naifeh et al., 2021). 

 En cambio, cuando no se dispone de Oxígeno suficiente, se produce la Glucolisis anaeróbica, 

proceso que se da en el citosol en el cual la molécula de Glucosa se transforma en 2 moléculas 

de Piruvato y estas a su vez en 2 moléculas de Lactato gracias a la enzima Piruvato 

Deshidrogenasa. Como consecuencia de la Glucolisis anaeróbica se obtienen 2 moléculas de ATP 

por cada molécula de Glucosa (Melkonian & Schury, 2021). 
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  Figura 17: Esquema de la Glucolisis aerobia y anaerobia. Figura Creada con BioRender.com 

 

Parece lógico pensar que en las células tumorales predominará la vía que más moléculas de ATP 

produce por cada molécula de Glucosa, es decir, la Glucólisis Aerobia. Pues contra toda lógica, 

la vía que predomina en las células tumorales es la Glucolisis Anaerobia, a esto se lo conoce 

como  Efecto Warburg.(Lunt & Vander Heiden, 2011) Los motivos por los cuales se cree que 

ocurre esto son los siguientes: La velocidad de la oxidación anaerobia de la glucosa es casi 100 

veces más rápida que la aerobia , por lo cual , ante un ambiente pobre en O2 como es el 

microambiente tumoral , las células tumorales podrán robar la mayoría de las moléculas de 

Glucosa a sus vecinas no tumorales en las que predomina la vía lenta. Además parece que de la 

vía anaeróbica se derivan varios precursores que pueden ser utilizados en la biosíntesis de 

macromoléculas y orgánulos necesarios para la creación de nuevas células(Liberti & Locasale, 

2016).  

No podemos terminar este Hallmark sin comentar la repercusión de la mutación de 

 La Enzima Isocitrato deshidrogenasa (IDH) en el pronóstico del Glioblastoma. Existen 

tres isoformas del Enzima Isocitrato deshidrogenasa, IDH 1, IDH 2 e IDH3. Las dos primeras son 

los que juegan un papel en la oncogénesis de los gliomas. IDH1 se localiza en el citoplasma 

celular e IDH 2 presenta una localización mitocondrial. Su principal función es la participar en el 

Ciclo de Krebs catalizando el paso de Isocitrato a alfa-cetoglutarato(α-KG). Dicha reacción 

emplea NDP como cofactor, que se oxida  y se transforma en NDPH, por lo que además presenta 

una función en el sistema de oxigenación-reducción celular.(S. H. Lee et al., 2004) (Badur et al., 

2018) Las mutaciones del IDH relacionadas con oncogénesis se sitúan en el residuo de Arginina 

localizado en la posición 132 en la isoforma IDH 1 y en la posición 140 o 172 en la isoforma 

IDH2(Yan et al., 2009) Solamente el 3,7%  En los Gliolastomas primarios presentan IDH mutado. 

En el 70 % de los Glioblastomas secundarios una de las copias del gen está mutada (Nobusawa 
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et al., 2009). De forma que se produce un heterodímero con un IDH wild type y un IDH mutado. 

El IDH mutado trasformará el α-KG en o D-2-hydroxyglutarate (D-2-HG). El D-2-HG se acumula 

en el citosol y conlleva una serie de cambios epigenéticos, ya que induce un estado de 

hipermetilación del ADN e histonas nucleares haciendo que no se expresen genes relacionados 

con la diferenciación y proliferación celular.(Turcan et al., 2012)Además estos cambios 

epigenéticos provocan la disfunción de la piruvato deshidrogenasa, encima necesaria para la 

formación del Lactato y por tanto impidiendo el Efecto Warburg. (S. Han et al., 2020)El acúmulo 

de 2-HG estimula IHF-1-alfa (Hypoxia-Inducible Factor) e inhibe la Endostatina lo que produce 

un aumento de la angiogénesis. Estas mutaciones tienen un valor predictivo en cuanto al 

pronóstico de la enfermedad. Como hemos visto anteriormente los pacientes que presentan 

mutaciones del gen IDH presentan una OS mayor (27 -30 meses  vs 11-15 meses ) que los que 

presentan el genotipo wildtype. (J.-R. Chen et al., 2016) (Nobusawa et al., 2009; Yan et al., 

2009). 

 

Figura 18: IDH mutante crea 2-HG que se acumula en el citosol y produce alteraciones epigéneticas. 

 

 

Para terminar, debemos hablar de un marcador molecular que no está asociado a Hallmarks 

pero que presenta una relevancia clave debido a sus implicaciones pronósticas en el 

Glioblastoma. Dicho marcador es el  

• MGMT: Uno de los procesos metabólicos que pueden producir daño en el ADN celular 

es la alquilación. Dicha reacción consiste en la unión de un grupo alquilo (el grupo alquilo 

es una molécula cuya fórmula general es CnH2n+1) con determinados átomos de ciertas 

bases nitrogenadas de la cadena de ADN impidiendo por tanto la replicación y 

transcripción del ADN y produciendo la Apoptois  celular (Ochs & Kaina, 2000; Ralhan 

& Kaur, 2007). Es de este modo cómo funciona la Temozolomida, agente alquilante 

indicado para el tratamiento del GBM. En concreto  , la forma activa de la 

Temozolomida, añade grupos metilo ( CH3) en la posición O6 de la Guanina (Strobel 

et al., 2019)  Es aquí dónde  MGMT adquiere importancia . O6 Metil Guanin Metil 
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Transferasa también conocida por sus siglas MGMT es un enzima cuyo gen se encuentra 

en el cromosoma 10q26 que se encarga de retirar los grupos alquilo que han sido 

añadidos a la posición O6 de las bases de Guanina del ADN mediante la transferencia 

del grupo alquilo de la posición 06 a una cisteína propia de la MGMT. Por lo tanto, 

MGMT soluciona el “error” causado por la temozolomida y  contribuye a la 

supervivencia de las células tumorales (Pegg, 1990; Pegg & Byers, 1992) Sin embargo se 

sabe que en ciertas poblaciones celulares de diferentes neoplasias  se produce una 

metilación del promotor del gen del MGMT lo que conlleva una disminución de los 

niveles de dicha encima.(Esteller et al., 1999) Tras el estudio del 2005 del grupo de 

Stupp diferentes grupos han observado que los pacientes que presentan  metilación del 

promotor deL GEN  MGMT tienen  una mayor supervivencia ( mediana de 18-24 meses 

)  que aquellos sin metilación del promotor del gen MGMT ( mediana de 12-14 meses 

)Además se observó que dentro del grupo de los no metilados , no hay diferencias 

significativas entre los grupos tratados con o sin temozolomida. A pesar de lo 

comentado anteriormente hemos de citar un artículo en el que no se encontró 

asociación entre metilación MGMT y aumento de supervivencia en pacientes con 

Glioblastoma(Egaña et al., 2020). En resumen, debemos saber que conocer el estado de 

metilación del Promotor del gen MGMT es crucial ya que es un marcador pronóstico 

importante. (Alnahhas et al., 2020; Hegi et al., 2005). 

 

Figura 19: O6 Metil Guanin Metil Transferasa retira el grupo metilo de la Guanina que fue 

añadido por la Temozolomida. Figura Creada con BioRender.com 

 

 

 

 

 

 



44 
 

5.4.2 Vía de señalización TGFB  
 

La vía de señalización del Factor de crecimiento transformante beta (TGFb) se encarga de 

múltiples funciones en el embrión en desarrollo y en el humano adulto. Entre estas funciones se 

encuentran el control del crecimiento, proliferación, migración y apoptosis celular. Esta vía de 

señalización presenta un complejo y crucial papel en cáncer ya que dependiendo del contexto 

celular la activación de esta vía puede impedir o favorecer el desarrollo tumoral. En estados 

premalignos esta vía presenta una importante función supresora de tumores ya que genera una 

importante señal antiproliferativa, apoptótica y promueve la diferenciación celular. Sin 

embargo, en estados de malignidad celular avanzada, alteraciones en esta vía promueven la 

ETM, migración , invasión , proliferación y angiogénesis (Akhurst & Derynck, 2001; S. Liu et al., 

2017). A continuación veremos los principales componentes y características de esta vía 

(Ikushima & Miyazono, 2010; Tzavlaki & Moustakas, 2020). 

5.4.2.1 Componentes:  

Existen 32 componentes en la Superfamilia TGFb. Estos se dividen en dos ramas en función de 

su función y sus características estructurales: La subfamilia TGFb contine a los tres ligandos de 

la vía que son TGFb1, TGFb2y TGFb3, dos Activinas (A y B), Nodal, LEFTY (Left-right determination 

Factor), Factores de Diferenciación y Crecimiento (GDFs) GDF1, GDF3, GDF8, GDF9 y GDF11. La 

subfamilia BMP (“bone morphogenic proteins”) contiene 10 BMPs, varios GDFs y la hormona 

antimulleriana.  

5.4.2.1.1 Ligandos: 

TGFb: Existen 3 isoformas del Ligando de TGFb, conocidas como TGFb1, TGFB2 y TGFb 3. Estas 

proteínas son sintetizadas en los ribosomas del Retículoendoplasmático rugoso del Aparato de 

Golgi. Son sintetizadas como precursores. Estos precursores se unen a otras dos proteínas (LAP 

y LTBP) y formarán LLC ( large latent complex). LLC es expulsado a la Matriz Extracelular, dónde 

por acción de proteínas proteolíticas dará lugar a la forma activa del ligando de TGF.  

BMP: Las Bone Morphogenic proteins son ligandos de la superfamilia TGFb. Existen 20 tipos 

diferentes de BMP 

5.4.2.1.2 Receptores: 

TGFb: Son receptores transmembrana Serina/Treonina Kinasa y se agrupan en dos subfamilias 

TGFb R tipo I y TGFb R tipo I. El genoma codifica siete receptores tipo I y cinco receptores tipo II.  

Bmp: Son receptores transmembrana Serina/Treonina Kinasa: El genoma codifica cuatro tipos 

de receptores tipo uno conocidos como ALK y tres tipos de receptores tipo I.  

5.4.2.1.3 Correceptores: 

Existen una serie de proteínas que presentan una alta afinidad por los ligandos TGFb1,2y3 y por 

los receptores TGFb y BMP. Dichas proteínas actúan como Correceptores y tienen un papel 

importante en la modulación de la señal de la vía ya que pueden activar o inhibir dicha señal. 

Estos correptores son: Proteoglicano, Cripto, Endoglina y BMG.  

5.4.2.1.1 Proteínas SMAD (“small mothers against decapentaplegic”) 

 

Tienen un papel fundamental en la trasducción de la señal de la vía TGFb. El genoma humano 

codifica 8 tipos de proteínas SMAD. Estas proteínas se dividen en tres grupos:  



45 
 

• R-SMAD (Receptor-regulated SMAD): son las proteínas que se unen directamente al 

TGFb y consisten en SMAD1, SMAD2 y SMAD 5.  

• Co-SMAD (comon partner SMAD): La única Co-SMAD es SMAD 4, y tiene la función de 

unirse a otras SMADs formando complejos.  

• I-SMAD (inhibitory SMAD): Inhiben la señalización de la vía TGFb. En este grupo están 

SMAD 6 y SMAD 7. Contienen entre 400 y 500 aminoácidos y están formadas por dos 

dominios glubulares un N-terminal y un C-terminal conocidos como MH1, al que se une 

el ADN, y MH2 al que se une a TFGb.   

5.4.2.2 Funcionamiento de la vía de señalización:  

 

Como hemos visto anteriormente el precursor del Ligando TGFb se produce en el Aparato de 

Golgi y se secreta a la matriz extracelular como un gran complejo proteico que tras la sufrir 

proteólisis se convierte en la forma activa del Ligando TGFb. El ligando TGF b se une al receptor 

dimérico transmembrana tipo II (Solo o en combinación con uno de los correptores vistos 

anteriormente), el cual se activa y cataliza la fosforilación del receptor Tipo I.  En el citoplasma 

celular, una proteína llamada SARA se encarga de la formación del complejo SMAD2/3 o 

SMAD5/8 y une a las R-SMAD al receptor transmembrana tipo I fosforilado. La fosforilación de 

este receptor hace que aumente su afinidad por el dominio MH2 de las R-SMAD y cuando entran 

en contacto son fosforiladas. La fosforilación del complejo SMAD 2/3-SARA hace que estas 

pierdan afinidad por SARA (“Smad anchor for receptor activation”) y la ganen por Co-SMAD 

(SMAD4) uniéndose a esta y formando el complejo R-SMAD/Co-SMAD (SMAD2/3/4).  

A continuación, los los complejos R-SMAD/Co-SMAD fosforilados migran al núcleo celular 

mediante la unión a la proteína Importina 1 que es la encargada de lograr que atraviesan la 

membrana nuclear. En el núcleo este complejo R-SMAD/Co-SMAD se une a una secuencia 

específica de ADN conocida como SBE (SMAD Binding Element), 5´-GTCTAGAC-3´. La afinidad de 

SMAD 2 y 3 por esta secuencia es baja y por eso necesitan unirse a otros factores y cofactores 

de transcripción. Todo esto hace que se trascriban determinados genes implicados en múltiples 

procesos celulares al activarse la vía TFGb. (Tzavlaki & Moustakas, 2020) 

En cuanto al papel inhibitorio de las I-SMAD (SMAD6 y SMAD7) debemos saber que estas 

presentan un dominio MH2 altamente específico para el Receptor TFGb tipo I. Estas se unen al 

dicho receptor e impiden la fosforlilación de las R-SMADs. Además, las I-SMAD reclutan las 

ubiquitinas ligasa, SMURF1 y SMURF 2, que generan la ubiquitinación del Receptor tipo I y su 

posterior degradación. SMAD6 y SMAD7 tambien ejercen su actividad inhibitoiria de la vía TGFb 

al competir con los complejos R-SMAD/Co-SMAD por unirse a las secuencias regulatorias de los 

genes diana de TGFb.  

 

Vía BMP-SMAD 1/5/8: Debemos saber que existe un tipo de ligando, los BMP, que se unen a 

receptores transmembrana de BMP (BMPR tipo I y tipo II) y cuya unión desencadena la 

activación de la vía SMAD mediante la fosforilación y creación del complejo SMAD 1, SMAD 5 y 

SMAD 8. Al igual que en la vía TGFb este complejo migrará al núcleo y participará en la 

transcripción de genómica (D. Chen et al., 2004). 

Esta vía BMP-SMAD tiene un papel muy importante en la regulación de la formación del SNC y 

en la regulación del desarrollo neuronal y glial. BMP induce durante la embriogénesis y en adulto 
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la diferenciación de NSC(Neural Stem Cells)  en Neuronas y Astrocitos y  regula negativamente 

la proliferación de NSC (Hegarty et al., 2013). 

A demás de esta función dentro del desarrollo del SNC, diferentes estudios le han otorgado a 

esta vía un papel reseñable en Cáncer, y al igual que la vía TGB b parece comportarse de una 

forma dual, bien como supresor o favorecedor de la formación tumoral en diferentes tumores. 

En meduloblastoma (Zhao et al., 2008) , cáncer colorrectal  (Lombardo et al., 2011), cáncer de 

próstata (Buijs et al., 2007) y en cáncer de mama (T. Wang et al., 2017) entre otros, la activación 

de la vía BMP/SMAD 1/5/8 ejerce una función  de supresión tumoral. 

 

 

 

Figura 20: Esquema en el que se sintetiza la cascada efectora de las moléculas SMAD en la vía de 

señalización TGFb Y  BMP. Figura Creada con BioRender.com 

 

5.4.2.3 TGF B como supresor de tumores:  

La vía TGFb presenta una función dicotómica en el desarrollo tumoral. En células sanas , o en 

células que han sufrido un escaso número de mutaciones oncogénicas y se encuentran en un 

estado de premalignidad, esta vía se comporta como una vía supresora de tumores. (Yeh et al., 

2019). A continuación veremos los principales mecanismos mediante los cuales esta vía actúa 

como supresora de tumores:  

Respuesta Citostática: TGF b inhibe la progresión del ciclo celular más allá de la fase G1 mediante 

dos sucesos principales:  
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1: Aumento de la expresión de los inhibidores de CDK: Como hemos visto en apartados 

anteriores, cuando CDK4/6 se une a Cliclina, este complejo fosforila a p RB, haciendo 

que este libere al Complejo de Transcripción E2F que tenía secuestrado. EF2 migrará al 

núcleo y participará en la transcripción de genes encargados de pasar de la fase G1 a la 

fase S. En las células de Glioma, la activación de TGFb resultará en la activación del 

complejo SMAD que se unirá a complejos de transcripción como FoxO o C/EBPb dando 

lugar la activación de p15/INK4b and p21/CIP1, dos de los principales inhibidores de CDK 

(Seoane et al., 2004). 

 

2: Disminución de la expresión de c-Myc: Tras la activación del complejo SMAD y su 

migración al núcleo este se une a factores de Trascripción E2F4/5 Y A C/EBPb lo que 

disminuirá la expresión de c-Myc, por lo que no podrá activar a las CDK ni inhibir a p15 

y p21. 

 

Figura 21: Esquema en el que se aprecia cómo la activación del complejo SMAD y su unión a diferentes 

factores de transcripción regula negativamente la actividad proliferativa de la célula. Figura Creada con 

BioRender.com 

 

 

Estimulación de la Diferenciación y Apoptosis Celular: TFG b promueve la diferenciación de las 

Neural Stem Cells cultivadas in vitro (Izsak et al., 2020) Además TFGb  promueve la apoptosis 

celular mediante la activación de la  trancripción de DAPK, que activa la apoptosis mediada por 

p53. (Jang et al., 2002), aumento de la trasncripción  BAX y disminución de BCL2 y BCLxl ,  lo cual  
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promueve la liberación de Citocromo c de la mitocondria y por tanto genera activación de la 

cascada apoptótica (Bakhshayesh et al., 2012) 

Supresión de la inmortalización y mantenimiento de la estabilidad cromosómica: 

Estudios en modelos in vivo e in vitro muestran que el silenciamiento del gen TGF b produce una 

disminución en la apoptosis y un aumento de alteraciones cromosómicas cuando los tejidos son 

expuestos a fármacos alquilantes y a radiaciones ionizantes. (Ewan et al., 2002; Glick et al., 

1996) 

 

5.4.2.4 TGFB como oncogén:  

Como hemos comentado anteriormente, el acúmulo de mutaciones sobre las moléculas 

encargadas de llevar a cabo la respuesta reguladora de la vía TGF b produce que esta se convierta 

en una vía de señalización que promueve el desarrollo tumoral a través de los siguientes 

mecanismos:  

Aumento de la proliferación celular: Anteriormente comentamos la importancia de las vías que 

dependen de c-Myc, p21 y p15 en el control de la proliferación celular. Pues en estados celulares 

protumorales de Glioma  encontramos alteraciones en SMAD , PI3K, y FoxG1 que median la 

resistencia al control de la proliferación celular inducida por TGFb (Seoane et al., 2004). 

Aumento de la migración e invasión celular: El Glioblastoma presenta una gran capacidad para 

invadir el parénquima cerebral sano. Esto es debido a la producción de proteasas que degradan 

la Matriz Extracelular permitiendo el avance celular (Rao, 2003).  TGBb1 exógeno aumenta 

directamente la movilidad celular mediante el aumento de la expresión de integrinas  y  y 

ciertas metaloproteasas en células de Glioma in vitro (Platten et al., 2000; Wick et al., 2001). 

Aumento de la angiogénesis: La elevada proliferación microvascular es una de las características 

histológicas fundamentales de Glioblastoma. El TFGb participa en el aumento de los vasos 

tumorales mediante el aumento de la transcripción de VEGF (“Vascular Endotelial Growth 

Factor”), FGF (“Fibroblastic Growth Factor”) y PAI-1 (“Plasminogen Activator Inhibitor”). 

(Guerrero & McCarty, 2017) Ciertos estudios sugieren que la hipoxia tisular y el TGFb realizan 

una acción sinérgica en la regulación de la transcripción del VEGF, ya que una determinada 

región del promotor del gen VEGF presenta regiones de unión de ADN para SMADs y 

HIF(Hipoxia-Inducible factor (Sánchez-Elsner et al., 2001). 

Mantenimiento de las GSC: Como veremos en el apartado siguiente las Glioma Stem Cells 

presentan un papel importante en malignidad del Gliolastoma ya que son las responsables de 

su resistencia a la quimiorradioterapia y recurrencia tumoral. La señalización autocrina de TGFb 

presenta un papel importante en la capacidad de autorrenovación de las GSC al inducir la 

transcripción de Sox4 y Sox2 (Ikushima et al., 2009) 

 

5.4.3 LEFTY:  
A continuación, nos centraremos en una molécula en concreto perteneciente a la superfamilia 

TGFb, la cual es una de las principales dianas de nuestro estudio.  

Estructura:  es una proteína que forma parte de la superfamilia TGF b. El locus de LEFTY se 

encuentra en el cromosoma (1q42.1) y contiene 3 genes, dos de los cuales son funcionales y un 

tercero (LEFTY 3) el cual es un pseudogén. LEFTY es secretada como un polipéptido de 42 KDa 
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que después es escindido en 2 dando lugar a sus dos isoformas LEFTY 1 (LEFTY A) y LEFTY 2 

(LEFTY B) (Ulloa & Tabibzadeh, 2001). Ambas moléculas son prácticamente idénticas, el 96% de 

su secuencia es igual y ambas proteínas difieren en solamente 16 aminoácidos (Yashiro et al., 

2000). 

 

 

Figura 22: El loci de LEFTY se encuentra en el cromosoma 1. Se secreta como un polipéptido que después 

es escindido en dos isoformas, LEFTY 1 y LEFTY 2. Figura Creada con BioRender.com 

 

 

 

Función:  

LEFTY tiene un papel fundamental en la regulación de la vía TGFb, en concreto de la vía de 

señalización activada por  NODAL, una molécula de la familia TGFb(Ulloa & Tabibzadeh, 2001) 

Para poder entender mejor la función de Lefty explicaremos brevemente las principales 

características de la vía NODAL: 

Como hemos mencionado anteriormente, NODAL es una proteína codificada por el gen del 

mismo nombre situado en el cromosoma 10 (10q22.1). Forma parte de los ligandos de la familia 

del TGFb y es secretada como un precursor que se activa en el espacio extracelular. Una vez en 

su forma activa, NODAL se une con un correcptor EGF-CFR conocido como CRIPTO. Este 

complejo NODAL-CRIPTO se une a los receptores transmembrana serina/treonina kinasa tipo I 

y tipo II (ALK4 y ACTRIIB)(Bianco et al., 2002) Una vez formado este complejo NODAL(ligando)-

CRIPTO(correceptor)-ALK4-ACTRIIB(receptor) se produce la posforilación de SMAD2 / SMAD 5 

lo que desencadena la cascada de señalización SMAD de la vía TGFb  con la consecuente 

migración del complejo R-SAMAD/Co-SMAD al núcleo y regulación de la transcripción genómica.  

El papel de LEFTY consiste en la regulación de esta vía. En concreto LEFTY bloque la activación 

de la vía y detiene la cascada de señalización de diferentes formas: LEFTY se une al complejo 

NODAL-CRIPTO   impidiendo que este  se una a los receptores transmembrana (Schier, 2003)  

LEFTY también impide la fosforilación de las R-SMAD por el complejo Ligando-Receptor 
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evitando la activación de la cascada SMAD. Además de esto LEFTY evita la translocación del 

complejo SMAD al núcleo celular impidiendo que formen complejos de transcripción genómica 

(Ulloa & Tabibzadeh, 2001). 

Debemos saber que, entre otras acciones, la activación de esta vía por NODAL favorece la 

transcripción de LEFTY, estableciéndose así una regulación negativa de la vía (Schier, 2003). 

 

 

 

 

 Figura 23: LEFTY actúa como inhibidor de la vía NODAL al impedir la activación de la cascada de 

señalización dependiente de las proteínas SMAD. Figura Creada con BioRender.com 

 

PAPEL FISIOLÓGICO DE LEFTY DURANTE LA EMBRIOGÉNESIS:  

Como hemos visto NODAL y LEFTY funcionan de forma conjunta, formando un ciclo regulatorio. 

La cascada de señalización que establecen a través del complejo SMAD presenta un papel 

fundamental durante el desarrollo embrionario: A continuación, realizaremos una breve 

explicación de los eventos en los que participa NOD AL-LEFTY de forma fisiológica: 

Debemos saber que tras la fecundación del óvulo por el espermatozoide comienza una etapa 

conocida como desarrollo embrionario que dura 8 semanas y que está dividida a su vez en varias 
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subetapas. De estas, las que a nosotros nos interesan por la implicación de NODAL son la 

pregastrulación y la gastrulación. La gastrulación consiste en el proceso mediante el cual el 

embrioblasto, que consiste en una estructura formada por solamente una capa de células,  pasa 

a tener tres capas: endodérmica , mesodérmica y ectodérmica. Durante estas etapas se 

establece el eje proximal-distal (PD), anterior-posterior (AP) y derecha-izquierda (DI) del 

embrión. El primer eje que se establece es el PD: Inicialmente, la activación de NODAL en el 

Epiblasto proximal induce la expresión de LEFTY en el Epiblasto distal, y esto genera un gradiente 

en la expresión NODAL (J. Brennan et al., 2001). Sucesivamente la expresión de NODAL quedará 

limitado al epiblasto proximal donde se formar la Estría Primitiva dónde dará comienzo la 

Gastrulación. Tras el proceso de gastrulación, la expresión de NODAL queda confinada a la 

porción más proximal de la Estría Primitiva, región que tomará el nombre de NODO VENTRAL y 

en la que se iniciará el proceso de LEFTY RIGHT ASIMTRY (Proceso que da nombre a la proteína 

LEFTY). La activación de nodal desde el Nodo mediante interacciones con Correceptores Cripto 

en la Placa Lateral Mesodérmica definen el lado izquierdo. En el lado derecho la expresión de 

LEFTY y un flujo ciliar hacia la izquierda impiden que NODAL ejerza su función en el lado derecho, 

estableciéndose así una asimetría en izquierda -derecha.(Little & Norris, 2021) Mutaciones 

homozigotas en SMAD 2, LEFTY, NODAL son mortales para el embrión en desarrollo. Mutaciones 

Heterocigotas conllevan importantes alteraciones craneofaciales en el neonato (Nomura & Li, 

1998) condiciones como situs inversus, ambiguous o heterotaxia (Schweickert et al., 2017). 

Debemos saber que LEFTY y NODAL , están altamente expresados en células Stem humanas por 

lo que son considerados marcadores de células Stem (Wei et al., 2005). 

Figura 24: La expresión de LEFTY y NODAL regula la determinación de los ejes en la embriogénesis. P: 

proximal, D: distal, Po: posterior, A: anterior, R: derecha, L: izquierda. Figura Creada con BioRender.com 
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Como hemos visto LEFTY presenta una importante función reguladora durante la embriogénesis, 

pero ¿cómo se asocia esto con cáncer?, pues bien, en la última década diferentes artículos 

relacionan la alteración de diferentes vías regulatorias embrionarias con el desarrollo tumoral. 

Un ejemplo es el estudio in vivo que realizaron Hendrix y colaboradores en el que introdujeron 

dos grupos de células de melanoma, uno altamente agresivo y otro pobremente agresivo, en el 

embrión de pez zebra en el estado de bástula. Lo que se encontraron fue que las células 

altamente agresivas presentaron la capacidad de inducir la formación de un eje embrionario 

prácticamente completo. Lo cual sugiere que las vías de desarrollo embrionarias son 

funcionantes en las células tumorales con elevada capacidad tumoral.(J. T. Lee & Herlyn, 2006; 

Topczewska et al., 2006) Numerosos estudios teorizan sobre la implicación de vías de la 

superfamilia TGFb relacionadas con embriogénesis fisiológica ( vías NODAL y BMP, ambas 

reguladas por LEFTY )  en el mecanismo tumorogénico de  diferentes linajes celulares. (Buijs 

et al., 2007; Fu & Peng, 2011; C.-C. Lee et al., 2010; Lombardo et al., 2011; T. Wang et al., 2017; 

G. Xu et al., 2004; Zhao et al., 2008) 

Lefty en Cáncer : 

Escasas son las publicaciones en las que se estudie el papel de LEFTY en Cáncer. A continuación, 

daremos una pincelada a los estudios que describen las principales características de este 

inhibidor de SMAD, que parece actuar  como oncogén:  

En 2018 Matsumoto et al analizaron la expresión de LEFTY en Carcinoma de Ovario de células 

claras viendo que estaba elevada. Relacionaron un aumento de la expresión de LEFTY con un 

aumento en las propiedades EMT/CSC de estas células (Matsumoto et al., 2018). Zabala et al 

publicaron un estudio reciente en  el que LEFTY , mediante la inhibición de SMAD 2 y SMAD 5 , 

estimula la renovación celular y la proliferación en el epitelio basal de la mama y en células 

cancerosas de mama in vivo (Zabala et al., 2020). En cuanto a LEFTY en Glioblastoma, 

Matsumoto et al publicaron un estudio en 2020 en el  que observaron que este inhibidor de 

SMAD, era upregulado en las condiciones hipóxicas , y originaba un aumento de la supervivencia 

celular mediante cambios en la apoptosis , proliferación y características de la  EMT y las  GSC 

(Matsumoto et al., 2020). 
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5.4.4 Células Madre de Glioma  
 

El Glioblastoma es uno de los tumores que más heterogeneidad intratumoral presenta. Patel et 

al realizaron un RNA-seq de 430 células de 5 tumores diferentes de Glioblastoma encontrando 

una gran variabilidad intercelular a nivel molecular (Patel et al., 2014). Variabilidad molecular 

quiere decir que dentro del mismo tumor, existen poblaciones celulares con alteraciones en 

diferentes moléculas de diferentes vías celulares. Esto genera poblaciones celulares diferentes 

dentro de un tumor, cada una de ellas caracterizada por presentar diferentes ventajas 

adaptativas respecto a las células sanas. Así podemos encontrar un clon cuyas alteraciones 

moleculares le hayan conferido una gran resistencia a la hipoxia, otro clon con capacidad para 

evadir la respuesta inmune, otro que presente una elevada resistencia al daño a su ADN etc. 

Dentro de un tumor encontramos un subgrupo celular que presenta las diferentes capacidades 

comentadas anteriormente sumadas a una gran capacidad de autorrenovación, este subgrupo 

celular se conoce como Células Madre de Glioma o Glioma Stem Cells (GSC) y vamos a 

detenernos a comentar sus principales características y su peso en la patogénesis del 

Glioblastoma.  

La historia de las Glioma Stem Cells comenzó en 1994 cuando Dick et al publicaron una 

proliferación mantenida de células de Leucemia de humano en ratones inmunosuprimidos 

(Lapidot et al., 1994). A partir de ahí comenzaron a buscarse en otros tumores estas células que 

podían diferenciarse en modelos in vivo y que presentaban elevada capacidad de 

autorenovación. En los años 2003 y 2004 Singh et al encontraron un subgrupo celular dentro de 

los tumores cerebrales que presentaba la capacidad de autorrenovación y de generación de 

tumores humanos al ser inyectada en modelos animales, las Glioma Stem Cells (S. K. Singh et al., 

2003, 2004). 

 Este subgrupo celular podría definirse en base a una serie de criterios funcionales que deben 
cumplirse en su totalidad : célula del tejido tumoral que presenta la capacidad de 
autorrenovarse , que al ser inyectada modelos de experimentación genera tumores que 
presentan a su vez heterogeneidad intratumoral (Gimple et al., 2019).Debemos destacar que 
este subgrupo celular NO tiene un marcador patognomónicos si no que presentan una serie de 
marcadores lo caracterizan. Los marcadores más característicos incluyen proteínas 
intracelulares como SOX2, OLIG2, MYC, and NESTIN y proteínas de membrana celular como 
CD133, L1CAM, CD44, and A2B5 (Hassn Mesrati et al., 2020). 
 
 
 
 
El aspecto más destacable de las Glioma Stem Cells es que son las responsables que ciertos 
tumores presenten quimioresistencia y radioresistencia mediante la activación de puntos de 
control de respuesta al daño del ADN y  al presentar una elevada capacidad reparación del 
material genético celular (Bao, Wu, McLendon, et al., 2006).También son las responsables de la 
recurrencia tumoral tras el tratamiento (Auffinger et al., 2015).Estas células además favorecen 
la angiogégenis microvascular mediante diferentes mecanismos como son la diferenciación en 
células endoteliales o pericitos o la liberación de moléculas proangiogénicas (Bao, Wu, 
Sathornsumetee, et al., 2006). Otra de sus características es la capacidad que presentan de 
contribuir al silenciamiento de la inmunidad en el microambiente tumoral (Ma et al., 2018). 
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Figura 25: Las GSC se caracterizan por la capacidad de generar tumores heterogéneos en animales de 
experimentación y ser las responsables de las características más agresivas del Glioblastoma. Figura 
Creada con BioRender.com 
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6  OBJETIVOS 
 

El objetivo principal de este proyecto es estudiar la implicación de la vía de LEFTY en la 

progresión y tratamiento del Glioblastoma. 

 

Para el desarrollo del estudio hemos realizado una división del objetivo principal en Objetivos 

específicos que son  

   

1: Estudiar la expresión y relevancia clínica de Lefty en Glioblastoma: 

 

 

1.1 Caracterización de la expresión de las proteínas LEFTY y SMAD en líneas celulares de   

Glioblastoma. 

 

1.2 Caracterización de la expresión de las proteínas LEFTY y SMAD en biopsias humanas de 

Glioblastoma y correlación con la supervivencia.  

 

2: Estudiar el impacto de la inhibición farmacológica LEFTY en la capacidad 

tumorogénica del Glioblastoma: 

 

 

2.1 Evaluar como la inhibición farmacológica de LEFTY afecta al crecimiento del 

Glioblastoma in vitro. 

 

2.2 Evaluar cómo la inhibición farmacológica de LEFTY afecta la población de células 

madre de   glioma. 

 

2.3 Evaluar como la inhibición farmacológica de LEFTY afecta al crecimiento del 

Glioblastoma in vivo. 

 

2.4 Evaluar cómo la inhibición farmacológica de LEFTY afecta al crecimiento del 

Glioblastoma de manera combinada a quimioterapia. 
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7 MATERIAL Y MÉTODOS: 
 

7.1  CULTIVO CELULAR 
 

7.1.1 Líneas celulares:  
Las líneas celulares de Glioma con las que trabajamos en la realización de este proyecto fueron 

las siguientes: U87, U251, U373, A 172, T 98, GNS 166, GNS 179. 

 Las primeras 5 líneas mencionadas son líneas celulares obtenidas de la Colección Americana de 

Cultivos Tipo (ATCC) y fueron cultivadas de forma adherente en medio DMEM (Medio de 

cultivo Eagle modificado por Dulbeco, Gibco, Waltham, MA, USA) suplementado con 10% 

(v/v) de suero bovino fetal (Gibco), glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) y 

estreptomicina (100 μg/mL).  

Las dos siguientes, las células madre de Glioma o GNS (Glioma Neural Stem Cell) 166 y 179 son 

células madre de Glioma derivadas de paciente y fueron cedidas por el Dr Steve Pollard del 

Centre for Regenerative Medicine and Edinburgh Cancer Research Centre de la Universidad de 

Edimburgo (Ref Pollard SM 2009 Cell Stem Cell). Fueron cultivadas en adhesión tras tratar la 

superficie de cultivo con 10 μg/mL de Laminina (L2020, Sigma Aldrich) durante 3 h a 37 °C 

en un medio  selectivo para células madre medio :  DMEM/F12 (Medio de cultivo Eagle 

modificado por Dulbeco, Ham F12, Sigma) en proporción 1:1 y suplementado con B27 10x 

(Gibco) N2 100x (Gibco), glucosa 45% y 20 ng/mL de factores de crecimiento de fibroblastos 

(bFGF,R&D Systems) y epidérmico (EGF, Sigma, St. Louis, MO, USA) 

 Los cultivos de células madre de esferas en suspensión fueron realizados en placas no 

tratadas para evitar la adherencia, en medio de cultivo selectivo para células madre 

(descrito anteriormente) y sometidas a disgregación enzimática con acutasa (Invitrogen 

A1110501) para su subcultivo.Trabajamos también con la línea celular NHA de Astrocitos 

primarios obtenidos de córtex cerebral  humanos ( ScienCell Research Laboratories #1800) de  

que empleamos como control.Todas las líneas celulares se mantuvieron en condiciones de 

cultivo estándar a 37°C de temperatura, 95% de humedad, 21% de O2 y 5% de presión de 

CO2. Todos los procedimientos se realizaron en campanas de flujo laminar de seguridad 

Clase II (nivel de seguridad biológica 2; Class II Biohazard Safety Cabinet, ESCO). 

LÍNEA CELULAR TIPO CELULAR ORIGEN MEDIO DE CULTIVO PROCEDENCIA  

U87 Glioma Glioblastoma DEMEN+10%SBF ATCC(HTB-14) 

U251 Glioma Glioblastoma DEMEN+10%SBF ATCC 

U373 Glioma Glioblastoma DEMEN+10%SBF ATCC(HTBJ-17) 

A172 Glioma Glioblastoma DEMEN+10%SBF ATCC(CRL-1620) 

T98 Glioma Glioblastoma DEMEN+10%SBF ATCC(CRL-1690) 

GNS166 Célula madre de 
glioma. 

Glioblastoma DMEN/F12 Steve Pollard 

GNS179 Célula madre de 
glioma. 

Glioblastoma DMEN/F12 Steve Pollard 

NHA Astrocito Cerebro sano DEMEN+10%SBF Sceince Cell #1800  

Tabla 1: Características de las líneas celulares empleadas.  
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Figura 26: Imágenes de microscopía óptica de 3 líneas celulares diferentes en cultivo adherente  

 

7.2 ENSAYOS FUNCIONALES 

7.2.1 Ensayo de formación de esferas y capacidad    

de auto renovación de células madre de Glioma 

(GNS) 
 

Se sembraron 0,5·103 células de las líneas convencionales por pocillo por triplicado en placas 

de 12 pocillos no tratadas y se mantuvieron en cultivo durante 10 días añadiendo 0,5 mL de 

medio selectivo para célula madre cada 3 días. Transcurridos 10 días, se contaron las esferas 

(primarias) formadas con ayuda de un microscopio óptico. A continuación, para analizar la 

capacidad de auto-renovación de las células madre, las esferas se disgregaron mediante 

digestión mecánica y enzimática con acutasa (Invitrogen A1110501) y se sembraron a la 

misma densidad en las condiciones anteriormente descritas. Las células se mantuvieron en 

cultivo durante 10 días y se procedió nuevamente al contaje de la nueva generación de 

esferas formadas (esferas secundarias). 

 

Figura 27: Fotografía de microscopía en el que se aprecian esferas primarias justo antes de ser disgregada. 
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7.2.2 Ensayo de diferenciación de Células Madre 

de Glioma (GNS)  
Se sembraron 50 x104 células en suspensión. Tras 3 días se sembraron en placas de forma 

adherente mediante el uso de Laminina. Para conseguir la diferenciación celular empleamos 

medio F12 (Ham F12) suplementado con un 10% de FBS (suero fetal bovino) en ausencia de 

factores FGF y EGF. 

 

 
 

7.2.3 Ensayo de viabilidad celular MTT 
Con el objetivo de evaluar los efectos del anticuerpo monoclonal inhibidor de LEFTY en las 
diferentes líneas celulares anteriormente descritas se realizó el ensayo colorimétrico de 
viabilidad celular basado en el metabolismo del Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Este ensayo se basa en la medición del color púrpura del Formazán, 
metabolido insoluble, producido por la reducción del reactivo MTT por parte de la enzima 
mitocondrial succinato-deshidrogenasa de las células viables.  
Para ello, se sembraron 1500 células por pocillo en placas de 96 pocillos (CorningTM, 3585) por 
sextuplicado y tras 24 horas fueron tratadas con el anticuerpo monoclonal inhibidor de LEFTY a 
las concentraciones indicadas en cada experimento. Como control para los tratamientos se 
utilizó medio de cultivo respectivo de cada línea celular. Tras 72 horas se añadió 30 μL /pocillo 
de reactivo MTT (Sigma-Aldrich, Cat. No. M2128) 1,9 mg/mL y se incubó durante 3 horas a 37°C 
y 5 % de CO2. A continuación, se aspiró el contenido de los pocillos y se añadieron 150 μL de 
DMSO (Sigma-Aldrich, Cat. N° D1650) para disolver los cristales de formazán. Tras 15 minutos 
de incubación en agitación y a temperatura ambiente se midió la absorbancia a 570 nm en un 
lector de placas Multiskan Ascent (Thermo Scientific). Se asignó el 100 % de viabilidad al valor 
medio de absorbancia de los pocillos tratados con vehículo y respecto a ello se calcularon los 
porcentajes de viabilidad de las células sometidas a las diferentes concentraciones de 
inhibidores. 

 
Figura 28: Placa de 96 pocillos que muestra la coloración violácea del Formazán precipitado. 
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7.2.4 Senescencia   
Para medir la senescencia se utilizó un kit comercial de actividad β-galactosidasa asociada a la 

senescencia (Cell Signaling, Cat. N° 9860S). Este kit detecta la actividad de β-galactosidasa a pH 

6, característica propia de las células senescentes, que son capaces de hidrolizar X-Gal 

produciendo un producto de color azul. Se sembraron 2·104 células por triplicado en placas de 

24 pocillos (Corning TM, 3527) y tras 24 horas se retiró el medio de cultivo, se hizo un lavado con 

PBS 1x (Gibco, Cat. N° 10010-015) y se añadió a las células una mezcla de reacción con X-Gal 

preparada de acuerdo al protocolo del kit. Tras 16-18 horas de incubación a 37°C en un 

incubador sin CO2, las células senescentes (azules), fueron contabilizadas y fotografiadas con un 

microscopio Eclipse TS100 (Nikon). 

 

7.3 ENSAYO DE CARCINOGÉNESIS IN VIVO 
 

7.3.1 Generación de tumores subcutáneos  
Llevamos a cabo la generación de tumores subcutáneos en ratones inmunosuprimidos (ratones 

FOXn1Nu/FOXn1Nu) Dichos ratones presentan una mutación que inactiva el gen FOXn1. Dicho 

gen es fundamental para el desarrollo de pelo y del Timo en el animal, por lo que estos ratones 

carecen de células T maduras. Para ello se levantaron células de Glioma U87 con Tripsina, se 

lavaron con PBS y se inyectaron 500.000 células / tumor de Glioma U87 en el tejido subcutáneo 

de los modelos animales. Realizamos mediciones con calibre periódicas y esperamos el tiempo 

necesario para que dichos tumores llegasen a un volumen entre 25 y 50mm3. El volumen fue 

calculado introduciendo el diámetro mayor (D) y menor(d) en la fórmula :0,52x D x d2. A 

continuación se procedió al tratamiento con inhibidor de LEFTY.  

 

 

 

 
Figura 29: Inoculación de células de Glioblastoma a nivel subcutáneo, crecimiento y medición tumoral. 
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7.4 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS  

7.4.1 Extracción y cuantificación de proteína. 
Las células de interés se recogieron en tubos cónicos para precipitarlas por centrifugación, 

eliminar el sobrenadante y posteriormente lavarlas con PBS. Los pellets celulares se lisaron en 

100 μL de tampón de lisis (1% NP-40, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM Na4P2O7, 

1 mM Na3VO4, 50 mM Tris-HCl pH 7.4) suplementado con una mezcla de distintos inhibidores 

de proteasas (Cat. No. P8340, Sigma-Aldrich) y el inhibidor de serina proteasas fenilmetilsulfonil 

fluoruro (PMSF, Cat. N° P7626) en una relación de 1μL de mezcla por cada millón de células e 

inhibidores de fosfatasas (Cat. No. P7626, Sigma-Aldrich) y se mantuvieron en hielo durante 30 

minutos para que se efectuara la lisis. Posteriormente, los lisados se centrifugaron a 12.000 x g 

(RCF) en una (microcentrífuga 22R, Beckman Coulter) durante 10 minutos a 4°C para precipitar 

el material no solubilizado. Los sobrenadantes de la centrifugación constituyeron los extractos 

de proteínas, que fueron trasvasados a nuevos tubos para ser cuantificados.  

La concentración de proteína de los extractos se determinó mediante el método del ácido 

bicinconínico (Pierce BCA Protein Assay Kit, Cat. N° 23227, Thermo Scientific). Este compuesto 

es capaz de formar un complejo púrpura intenso (absorbe luz a 562 nm) con iones Cu1+ en un 

medio alcalino, en el que los enlaces peptídicos de las proteínas reducen Cu++. La absorbancia 

del compuesto será proporcional a la concentración de proteína presente. Según esto, se incubó 

1 μL de muestra de extracto con BCA durante 25 minutos a 37°C y se cuantificó la intensidad 

colorimétrica de las muestras en un lector de placas MutiSkan Ascent (Termo Scientific). Se 

emplearon muestras de albúmina de suero bovino a diferentes concentraciones conocidas (BSA 

0,25 μg/mL-2 μg/mL) para realizar una recta patrón (concentración de proteína versus 

absorbancia) en la que se interpoló la absorbancia de las muestras para obtener sus 

concentraciones. 

7.4.2 Western Blot  
Se tomó el volumen correspondiente a los microgramos de proteína deseados (generalmente 

30 μg) y se le añadió una quinta parte de tampón de carga 5x (312,5 mM Tris pH 6.8, 10% SDS, 

50% glicerol, 0,5% (p/v) azul de bromofenol y 5% β-mercaptoetanol). Las muestras se incubaron 

a 95°C durante 5 minutos para la completa desnaturalización de las proteínas y posteriormente 

fueron separadas mediante SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrilamide Gel 

Electrophoresis). Esta técnica está basada en la utilización de geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes que contienen SDS para conferir carga negativa a las proteínas, 

por lo que éstas se separan en función de su peso molecular al aplicar una diferencia de voltaje. 

Se realizaron geles de poliacrilamida de 1,5mm de grosor compuestos por una porción 

concentradora (4,5% poliacrilamida) y una porción separadora del gel en la que el porcentaje de 

poliacrilamida se escogió en función del peso molecular de las proteínas a detectar (10-15%). La 

electroforesis se desarrolló empleando tampón de electroforesis (Tris 20 mM, glicina 0.2 M, SDS 

0,1% p/v y pH 8.3) y una fuente de alimentación BioRad HC Power Pac.  

Posteriormente, las proteínas ya separadas por tamaño fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa (Amersham Protran 0,2 μm NC; Cat. N° 10600001, GE Healthcare Life Science), la 

cual tiene carga positiva, de forma que, aplicando una diferencia de potencial, las proteínas 
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migran y quedan inmovilizadas en ella. Se realizó mediante transferencia húmeda en tampón de 

transferencia 25 mM Trizma base, 192 mM Glicina, 20 % de metanol, pH 8.6) durante 90 minutos 

a un amperaje constante de 300mA. La eficacia de la transferencia de proteínas se comprobó 

mediante la tinción de las proteínas de la membrana con Rojo Ponceau S (Cat. N° P7170, Sigma). 

A continuación, la membrana se incubó con una solución de tampón de Tris Buffer salino 0,01% 

Tween 20 (Cat. N° 8221840500, Merck Millipore) con 5% de leche en polvo (Cat. N° 70166, 

Sigma) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación para bloquear la reactividad 

inespecífica de los anticuerpos primarios que posteriormente se utilizaron.  

Tras el bloqueo, se procedió a la incubación de las membranas de nitrocelulosa en agitación a 

4°C durante 15-18 horas con los diferentes anticuerpos primarios según las especificaciones de 

sus hojas técnicas.  

Tras la incubación con los anticuerpos primarios Tabla 3], las membranas se lavaron 3 veces 

durante 5 minutos con Tris Buffer Salino 0,01% -Tween 20 (Cat. No. 8221840500, Merck 

Millipore) (TBST) y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente [Tabla 8] durante 

1 hora a temperatura ambiente y en agitación. Los anticuerpos secundarios conjugados a 

peroxidasa fueron preparados a una dilución 1:2000 en TBST y 5% de leche en polvo. Tras la 

incubación las membranas fueron lavadas 3 veces con TBST.  

La detección de las proteínas se realizó mediante el sistema de quimioluminiscencia 

NOVEX ECL Chemi Substrate (Cat N° WP20005, ThermoFisher), que está basado en la 

reacción quimioluminiscente de oxidación del luminol por parte de la peroxidasa de 

los anticuerpos secundarios. La señal lumínica emitida de la reacción fue transmitida 

a películas fotográficas Amersham Hyperfilm ECL films (GE Healthcare), las cuales 

fueron reveladas mediante incubación en líquido revelador.  

Anticuerpo ESPECIE DE ORIGEN  DILUCIÓN  REFERENCIA  

Primarios     

LEFTY  Ratón 1:500 SC 365845 

LEFTY 1 Conejo 1:1000 Ab 22569 

p-SMAD2 Conejo 1:1000 Invitrogen 10125104 

p-SMAD5 Conejo 1:1000 Invitrogen 163254884 

SMAD2 Conejo 1:1000 Ab5339 

SMAD5 Conejo 1:1000 Ab12534 

SOX2 Conejo 
  

1:500 Milipore AB5603 

SOX9 Conejo 1:1000 Milipore AB5535 

B actina Ratón 1:1000 Sigma-Aldrich AC-15  
 

Secundarios     
Goat anti-rabbit HRP  
 

Cabra 1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Goat anti-mouse HRP  
 

Cabra  1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Tabla 2: Características de los anticuerpos primarios y secundarios empleados en Western Blot  
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7.4.3 Inmunofluorescencia 
Para determinar la expresión y/o localización subcelular de determinadas proteínas en células, 

se sembraron 20x103 células en su medio de cultivo correspondiente en pocillos de cámaras de 

inmunocitoquímica (Lab-Tek II Chambers Thermo Scientific) y tras 24 horas fueron fijadas con 

4% de paraformaldehído durante 10 minutos. Tras la fijación se procedió al bloqueo y 

permeabilización con PBS-0,3% Tritón X-100 (Cat. N° T8787, Sigma) suplementado con 5% SBF 

durante una hora a temperatura ambiente.  

Tras el bloqueo, las muestras fueron incubadas con el correspondiente anticuerpo primario 

[Tabla 3] durante 2 horas a temperatura ambiente y lavadas 3 veces con PBS 1x para 

posteriormente ser incubadas con un anticuerpo secundario conjugado con fluoróforo (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc.) durante una hora a temperatura ambiente en oscuridad. 

Tras 3 lavados con PBS 1x se realizó el montaje usando Vectashield Mounting Medium con DAPI 

Hard set (Cat. N° H-1400, Vector Laboratories). La inmunofluorescencia se observó en un 

microscopio Eclipse 80i y las imágenes se adquirieron con el software NIS Elements Advances 

Research (Nikon). 

Anticuerpo ESPECIE DE ORIGEN  DILUCIÓN  REFERENCIA  

Primarios     

Fosfo-Histona 3  Ratón 1:2000 Abcam Ab 14955 

Caspasa 3 Conejo  1:1000 RDSystems AF835 

Secundarios     
Goat anti-rabbit HRP  
 

Cabra 1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Goat anti-mouse HRP  
 

Cabra  1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Tabla 3: Características de los anticuerpos primarios y secundarios empleados en Inmunofluorescencia. 

7.4.4 EdU (5-etinilo-2´-deoxiuridina): 
 

Para evaluar la habilidad de la célula de proliferar se utilizó la técnica basada en la detección de 

la incorporación de EdU. Se usó el kit comercial Click-IT EdU Imaging (C10338, Invitrogen), de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para ello se sembraron 20x103 células en pocillos de 

cámaras de inmunofluorescencia. Tras realizar el tratamiento, las células fueron incubadas 24 h 

con 10 μM de EdU. Tras este tiempo, se fijaron con formaldehído al 4% durante 15 min y se 

permeabilizaron con PBS al 0.3% Tritón X-100 durante 20 min a temperatura ambiente. Tras 

realizar dos lavados con PBS al 3 % BSA, las células se incubaron con el cóctel de reacción (Click-

IT Buffer: 172 uL, CuSO4 : 8uL, Alexa Fluor Azida: 0.48 uL, Buffer aditivo: 20 uL) durante 30 min. 

Posteriormente se incubaron con Hoechst durante 10 min para y se retiraron los 

compartimentos del porta para realizar el montaje utilizando el medio de montaje Fluoro-Gel.  
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7.4.5 Inmunohistoquímica 
Realizamos inmunohistoquímicas (IHQ) con el objetivo de identificar y cuantificar la expresión 

de diferentes proteínas de interés en los tumores generados en el tejido subcutáneo de modelos 

animales.  

 

7.4.5.1 TUMORES DE ENSAYOS IN VIVO  

Los tumores generados en el tejido subcutáneo de los ratones inmunodeprimidos 

(Fox1Nu/Fox1/un) fueron extraídos y fijados en 10% de formalina durante 48 horas a 

temperatura ambiente para posteriormente ser embebidos en parafina y cortados en secciones 

de 4 μm de grosor con un microtomo. Los cortes fueron desparafinados, rehidratados mediante 

baños sucesivos en alcoholes decrecientes e incubados en tampón citrato en ebullición durante 

10 minutos para la recuperación antigénica. A continuación, se incubaron en solución de 

bloqueo (PBS-0,3% Tritón X-100-5% FBS) y fueron incubados con los correspondientes 

anticuerpos primarios [Tabla 4 ] a 37°C durante 2 horas. Tras la incubación con el anticuerpo 

primario, los cortes se lavaron e incubaron con los anticuerpos secundarios [Tabla 10]. 

Posteriormente las muestras fueron incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente con 

el sustrato 3,3'Diaminobenzidina (DAB, Cat. No. SPR-DAB-060, Spring Bioscience), 

produciéndose como producto de la reacción DAB oxidada, un precipitado marrón detectable 

en el tejido. Las tinciones se observaron en un microscopio Eclipse 80i y fueron procesadas con 

el software NIS Elements Advances Research (Nikon). 

 

 

Anticuerpo ESPECIE DE ORIGEN  DILUCIÓN  REFERENCIA  

Primarios     

Fosfo-Histona 3  Ratón 1:1000 Abcam Ab 14955 

SOX2 Conejo 
  

1:500 Milipore AB5603 

Caspasa 3 Conejo  1:1000 RDSystems AF835 

LEFTY 1 Conejo 1:1000 Ab 22569 

p-SMAD2 Conejo 1:1000 Invitrogen 10125104 

p-SMAD5 Conejo 1:1000 Invitrogen 163254884 

Ki67 Conejo 1:250 Abcam16667 

Secundarios     
Goat anti-rabbit HRP  
 

Cabra 1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Goat anti-mouse HRP  
 

Cabra  1:2000 Santa Cruz 
Biotechnology Sc-
2004  
 

Tabla 4: Características de los anticuerpos primarios y secundarios empleados en IHQ. 
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7.4.6 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA  
Con el objetivo de estudiar la expresión de los ARN mensajeros (ARNm) de los genes de interés 

en líneas celulares de glioma mediante PCR cuantitativa, se purificó el ARN y se obtuvo el ADN 

complementario (ADNc) mediante una reacción de retrotranscripción (RT). 

 

7.4.6.1 EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL  

Para el aislamiento del ARN celular se lisaron las células con una solución monofásica de 

tiocianato de guanidina y fenol (Trizol® Cat. No. AM-9738, Life Technologies). La lisis en Trizol se 

realizó durante 10 minutos a temperatura ambiente mediante pipeteo vigoroso. Posteriormente 

se añadieron 200 μL de cloroformo (Cat. No. C2432, Sigma), se mezcló mediante inversión y se 

dejó actuar 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras se centrifugaron 

a 12.000 x g a 4°C durante 10 minutos (microcentrífuga 22R, Beckman Coulter) obteniendo así 

3 fases bien definidas: una fase superior, acuosa, formada por el ARN, una interfase que contenía 

el ADN y una fase inferior que contenía las proteínas. La fase superior con el ARN se trasvasó a 

nuevos tubos tratados con DEPC (Dietil pirocarbonato, Cat. No. 159220, Sigma) y se descartaron 

el resto de las fases. Se añadieron 500 μL de alcohol isopropílico (Cat. No. I9516, Sigma) y 1 μL 

de glicógeno (5 μg/μL) (Cat. No. AM9510, Ambion) y se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente para precipitar el ARN. Se realizó otra centrifugación a 12.000 x g a 4°C 

durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante, se añadió 1 mL de etanol al 75% y se 

centrifugó a 7.000 x g a 4°C durante 5 minutos para lavar el precipitado. Finalmente, se descartó 

el sobrenadante, se secó el pellet en una cámara de vacío durante 10 minutos y se resuspendió 

con agua libre de ARNasas. La concentración y pureza del ARN aislado se determinó mediante 

la medición de la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro Nanodrop-1000 (Thermo 

Scientific). 

 

 

 

 

7.4.6.2 TRANSCRIPCIÓN REVERSA (RT)  

Para la obtención del ADN complementario de cadena simple se realizó la retrotranscipción 

mediante el método de cebadores aleatorios y el Kit MultiScribeTM Reverse Transcriptase (Cat. 

N° 4311235, Life Technologies), partiendo de 1 μg de ARN total. Las muestras se sometieron a 

los siguientes ciclos de temperatura en un termociclador BioRad C1000 Thermal Cycler: 

incubación de 10 minutos a 25°C, fase de calentamiento a 37°C durante 120 minutos y fase de 

calentamiento final a 85°C durante 5 minutos. El ADNc resultante se diluyó en agua libre de 

ARNasas a una concentración final de 4 ng/μL. 

 

7.4.6.3 PCR CUANTITATIVA (qRT-PCR)  

Para determinar los niveles de expresión de los genes de interés se utilizó la tecnología de 

reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (qRT-PCR), que se basa en la reacción de PCR 

para amplificar el producto específico, y permite la monitorización del proceso ciclo a ciclo. Se 

empleó ADN complementario como molde, dos cebadores específicos y una mezcla de reacción 

(Absolute SYBR Green mix (Cat. N° 4368706G, Applied Biosystem) que contiene 
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desoxirribonucleótidos (dNTPs), enzima ADN polimerasa y el fluoróforo SYBR Green, el cual se 

intercala en los ácidos nucleicos de doble cadena y permite la cuantificación del producto en 

cada ciclo. 

Las PCR se realizaron en placas de 96 pocillos (cada muestra por triplicado) y en cada pocillo se 

dispusieron 20 ng de ADNc en un volumen final de 12 μL constituidos por 6μL de Absolute SYBR 

Green mix, 0,75 μL de agua libre de ARNasas y 0,25 μL de mezcla de cebadores (forward y 

reverse) específicos para cada gen de estudio [Tabla 5] a una concentración de 0,4 μM. La 

reacción se llevó a cabo en un termociclador LightCycler 96 (Roche) con los siguientes ciclos de 

temperatura: ciclo de 120 segundos a 50°C; 1 ciclo de 600 segundos a 95°C, 41 ciclos de 15 

segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C y un último paso de disociación consistente en 10 

segundos a 95°C, 60 segundos a 60°C y 1 segundo a 97°C.  

Como gen de control interno para corregir las variaciones de los niveles de ADNc se usó la 

amplificación de GAPDH (Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa). Para realizar la 

cuantificación relativa de los niveles de expresión génica se utilizó la fórmula 2-ΔΔCt, que consiste 

en calcular la expresión normalizada del gen de interés en la muestra con respecto a las muestras 

de referencia. Los datos se presentan como el “cambio de veces de expresión” del gen diana 

normalizado con el gen control y a su vez relativizada respecto a la correspondiente muestra 

control. 

 

 

 

GEN  SECUENCIA FORWARD SECUENCIA REVERSE  

GAPDH ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG  
 

GACGGTGCCATGGAATTTGC  
 

LEFTY-1  AGAGCTGGCGATGACTGAAC AAACTGAGCAAGGGCTCTCC 

LEFTY-2 ACGTGAGGGCCCAGTATGTA TCCATGCCGAACACCAGC 

SMAD-2 GCCGGGAGGTTCGATACAAG AGTCTCTTCACAACTGGCGG 

SMAD-5 GCGGCCGAGCTGCTAATAAA CAGCTTCCTTTTCGCGAGC 

Tabla 5: Secuencias de cebadores empleados.  

 

 

 

7.4.7 Análisis Estadístico  
 

Los datos mostrados en el presente trabajo representan la media ± error estándar de la media 
(SEM). Las medias fueron comparadas mediante el test estadístico t de Student y los datos se 
representaron usando GraphPad 8. Los asteriscos indican los diferentes grados de significación 
estadística: #p<0,1 * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; *** p<0.0001. 
Los análisis de correlación se basaron en el coeficiente de Pearson cuando las muestras estaban 
normalmente distribuidas o el coeficiente de Spearman cuando no estaban normalmente 
distribuidas. El análisis de la normalidad se realizó mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, 
usando el software GraphPad 8. Para los estudios de asociación entre supervivencia y otras 
variables se empleó el método de Regresión de COX.  
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8 RESULTADOS 
 

8.1 LA EXPRESIÓN DE LAS DIFERENTES PROTEÍNAS DE LA VÍA SEÑALIZACIÓN 

LEFTY-SMAD ES HETEROGÉNEA EN BIOPSIAS DE GLIOBLASTOMA. 
 

Inicialmente estudiamos la expresión de LEFTY1, LEFTY2, SMAD2 y SMAD5 en biopsias tumorales 

de glioblastoma. Para ello, empleamos el portal GlioVis (Bowman et al., 2017) donde están 

almacenados y accesibles datos de muestras de Glioblastomas del TCGA. Analizamos la 

expresión de estos 3 genes según tres plataformas de secuenciación diferentes RNA-seq, 

Agilent-4502A y HG-U133A. 

La expresión, a nivel transcripcional, de los genes citados en las muestras de glioblastoma fueron 

comparados con los obtenidos en tejido sano cerebral, usado como control en cada estudio.  

 Los niveles de LEFTY1 se encuentran disminuidos en las biopsias de glioblastoma 

independientemente de la plataforma utilizada (Fig. 30A), mientras que los de LEFTY2 están 

aumentados respecto al tejido sano cerebral (Fig. 30B). En cuanto a las SMAD; los niveles de 

SMAD2 no parecen estar alterados en 2 de las plataformas mientras que en RNA-seq están 

elevados (Fig. 30C). Por último, la expresión de SMAD5 está elevada al ser comparada con el 

tejido cerebral control (Fig. 30D). Los resultados obtenidos sugieren que la expresión de los 

genes de interés es heterogénea. 

Figura 30: Expresión de los genes de interés en biopsias de glioblastoma obtenidas en portal GlioVis. Boxplot del 

log2 de la FPKM de expresión de A) LEFTY1 B) LEFTY2 C) SMAD2 D) SMAD5 en biopsias de Glioblastoma de la base de 

datos del TCGA.  
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8.2 LA SOBREXPRESIÓN DE LEFTY SE ASOCIA A UNA MENOR SUPERVIVENCIA 

EN BIOPSIAS DE GLIOBLASTOMA. 
 

Consultamos el Portal Gliovis (Bowman et al., 2017) para determinar cómo se relacionaba la 

supervivencia con la expresión de LEFTY y SMAD.  

Analizamos, por un lado, una cohorte de muestras del TCGA que incluye Glioblastomas 

primarios, secundarios y recurrentes; y; por otro lado, analizamos específicamente la cohorte 

de Glioblastomas recurrentes. Los resultados muestran que, en ambas cohortes, los pacientes 

con mayor expresión de LEFTY, tanto de LEFTY 1 como de LEFTY 2, en las muestras analizadas, 

presentaban una menor supervivencia que aquellos con niveles bajos de LEFTY. Parece que en 

la cohorte que analiza la expresión de LEFTY específicamente en los Glioblastomas recurrentes 

estas diferencias en la supervivencia son todavía más significativas.  

Dentro de la cohorte que incluye Glioblastomas primarios, secundarios y recurrentes, la 

mediana de supervivencia es de 12,4 meses en los niveles altos de LEFTY 1 y de 12,7 en los 

niveles bajos de LEFTY 1. En cuanto a LEFTY 2, la mediana de supervivencia es de 11,4 meses en 

los niveles altos y de 13,9 meses en los niveles bajos. En la cohorte que incluye exclusivamente 

Glioblastomas recurrentes, la mediana de supervivencia es de 8.2 meses en los niveles altos de 

LEFTY 1 y de 10.8 en los niveles bajos de LEFTY 1. En cuanto a LEFTY 2, la mediana de 

supervivencia es de 8.15 meses en los niveles altos y de 10.5 meses en los niveles bajos.  

 

 Figura 31: Análisis de supervivencia Kaplan-Meier: A) y B) Análisis de supervivencia de pacientes con muestras de 

GBM primarios, recurrentes y secundarios en función del nivel de expresión de LEFTY 1 y LEFTY 2 C) y D) Análisis de 

la supervivencia de pacientes con muestras de GBM recurrentes en función del nivel de expresión de LEFTY1 y LEFTY2.  
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Analizamos también la relación entre la supervivencia y la expresión de SMAD 2 y SMAD 5 en 

cohortes de Glioblastoma que incluía muestras de Glioblastoma primario, secundario y 

recurrente y de forma individual por subgrupos (primario, secundario y recurrente) y no 

encontramos diferencias significativas en cuanto a la supervivencia en función de la expresión 

de SMAD 2 y SMAD 5.  

 

Figura 32: Análisis de supervivencia Kaplan-Meier: A) Análisis de supervivencia de pacientes con muestras de GBM 

primarios, recurrentes y secundarios en función del nivel de expresión de SMAD2 B) Análisis de supervivencia de 

pacientes con  muestras de GBM primarios , recurrentes y secundarios en función del nivel de expresión de SMAD 5. 

 

Una vez estudiados los datos disponibles en bases de datos públicas llevamos a cabo un estudio 

similar en pacientes de nuestro centro. En este caso nos centramos en estudiar la expresión de 

LEFTY a nivel proteico. Para ello realizamos un estudio inmunohistoquímico de muestras de 

Glioblastoma de pacientes intervenidos en el año 2014 y 2015 por el Servicio de Neurocirugía 

en nuestro centro. Analizamos la expresión de LEFTY en 65 muestras y a cada muestra se le 

asignó un nivel que dividimos en negativo/bajo (-), intermedio (+/-) y alto (+). Los casos en cada 

grupo fueron 12, 40 y 10 respectivamente. Tres de las muestras presentaban daños por lo que 

no las incluimos en ninguno de los grupos. A continuación, pretendimos asociar la expresión de 

LEFTY a la supervivencia de los pacientes, que están incorporadas en la base de datos del Servicio 

de neurocirugía de manera coordinada con el comité de neuro-oncología. Observamos que, de 

las 66 muestras, había algunas que provenían del mismo paciente o no sé tenía información 

completa por lo que nos quedamos con un total de 40 individuos. Para reforzar la estadística y 
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buscar diferencias más claras, las agrupamos en 2 cohortes: LEFTY alto y LEFTY bajo. En este 

caso, la expresión de LEFTY está aumentada en el  52,5 % de los pacientes de nuestra muestra.  

 

Figura 33: Estudio inmunohistoquímico de las muestras de 40 pacientes intervenidos de Glioblastoma en el año 2014 

y 2015 por el Servicio de Neurocirugía del Hospital Universitario de Donostia. Realizamos una división de las muestras 

en dos grupos, LEFTY bajo (A)  Lefty intermedio (B) Y  LEFTY alto (C). 

 

 

Tras analizar la supervivencia de cada uno de estos 40 pacientes llevamos a cabo un Modelo de 

Regresión de Cox. Parece existir una asociación entre una mayor expresión de LEFTY y una 

menor supervivencia de los pacientes de nuestra muestra, sin embargo, las diferencias no son 

estadísticamente significativas.  

 

Figura 34: Análisis de supervivencia Kaplan-Meier. Analizamos la supervivencia en función del grado de expresión de 

LEFTY. Los resultados muestran que parece existir cierta asociación entre niveles de expresión más altos y una menor 

supervivencia. 
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8.3 LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DE LEFTY ESTÁN AUMENTADOS EN   LÍNEAS 

CELULARES DE GLIOBLASTOMA Y EN LÍNEAS DE CÉLULAS MADRE DE GLIOMA 
 

Analizamos la expresión de las proteínas de interés: LEFTY, SMAD2, SMAD 5, p-SMAD2 y p-

SMAD5 en diferentes líneas celulares de Glioblastoma, compradas en la ATCC, y la comparamos 

frente a una línea de astrocitos primarios derivada de individuos sanos (NHA). Los resultados del 

Western Blot reflejaron que LEFTY se expresa en todas las líneas celulares estudiadas y que sus 

niveles son mayores en comparación con los astrocitos sanos (Fig. 35). Las líneas de glioma que 

más expresión mostraban son la línea U87 y T98 en este orden (Fig. 35). En cuanto a las SMAD, 

observamos una disminución de la expresión de SMAD2 total en células de glioma respecto a la 

NHA, sobre todo en las líneas U87 y T98, consistente con los niveles de LEFTY) mientras que los 

niveles de SMAD5 total parecen no estar disminuidos. 

Realizamos también la medición de la expresión de las proteínas de interés en dos líneas de 

células madre de Glioma (GSC) derivadas de pacientes denominadas GNS166 y GNS179 (Ref 

Pollard SM 2009 Cell Stem Cell). En este caso, los resultados mostraron que la expresión de LEFTY 

era muy alta en estas células. Marcadamente mayor que los astrocitos sanos NHA y similares a 

las líneas de glioma U87 y T98, que presentaban los niveles más altos. En cuanto a los niveles de 

SMAD total, la expresión de SMAD 2 y SMAD 5 era similar a los astrocitos o estaba ligeramente 

aumentada (Fig. 35). 

 A continuación, completamos el análisis de expresión de los genes de interés en las líneas 

celulares convencionales analizando sus niveles de ARNm mediante RT-PCR cuantitativa. Todas 

las líneas celulares fueron comparadas con la línea U87 la cual fue la que mostraba una expresión 

más elevada de LEFTY a nivel proteico. En este caso, los resultados muestran una expresión 

heterogénea tanto en LEFTY como SMAD, que no se ajusta de manera precisa con lo observado 

en los Western Blot.  

Figura 35: Expresión de los genes de interés en líneas celulares de glioma. A) Análisis de expresión de proteína, 

mediante western blot de LEFTY1, SMAD2 y SMAD5 en distintas líneas tumorales convencionales de glioma y en GSCs 

(dos líneas denominadas GNS166 y GNS179). NHA es línea humana primaria de astrocitos usada como control. B) 

Análisis de expresión de mRNA de indicados genes en las líneas tumorales indicadas. 
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8.4 LA EXPRESIÓN DE LEFTY Y SMAD CAMBIA EN FUNCIÓN DEL 

ESTADO DE DIFERENCIACIÓN CELULAR.  
 

Los resultados del apartado anterior sugieren que los niveles de LEFTY están enriquecidos en la 

población de células madre de glioma derivadas de pacientes. Para completar el estudio de la 

expresión de LEFTY, y las SMAD, en las células madre de glioma, analizamos su expresión 

mediante Western Blot y RT-PCR cuantitativa en las diferentes líneas celulares de Glioblastoma 

crecidas en medio estándar y tras cultivarlas en un medio selectivo para células madre, de forma 

que estas creciesen como oncosferas (2ry CSC) y adquiriesen características de célula madre-

indiferenciadas (Ref Garros-Regulez 2016). En primer lugar, analizamos los niveles de mRNA y 

observamos que tanto LEFTY (1 y 2) como las SMAD presentan una mayor expresión a nivel 

transcripcional en las oncosferas (Figura 36) A nivel proteico, los niveles de LEFTY están 

enriquecidos en las oncoesferas, sobre todo en U251 y A172 y excepto U373, mientras que los 

niveles totales de SMAD 2 y 5 parecen mantenerse constantes.  

 Figura 36: Análisis de expresión de LEFTY1, LEFTY2, SMAD2 y SMAD5 en distintas líneas tumorales 

convencionales de glioma antes y después de ser cultivadas en condiciones de célula madre como 

oncosferas. A) Análisis de la expresión de proteína de los genes de interés en las líneas celulares de 

Glioblastoma. B) Análisis de la expresión de los genes mediante la cuantificación de ARNm mediante RT-

PCR cuantitativa.   
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A continuación, realizamos un ensayo inverso al anteriormente comentado. Lo que hicimos fue 

cultivar las células madre de Glioma derivadas de pacientes GNS166 y GNS179 en su medio 

estándar (selectivo para células madre) y siguiendo un protocolo de diferenciación que consiste 

en cultivarlas en presencia de suero fetal bovino (FBS) y en ausencia de factores de crecimiento 

Fibroblástico y Epidérmico (FGF y EGFR). De esta manera comparamos la expresión de LEFTY, 

SMAD 2 y SMAD 5 en las líneas GNS166 y GNS179 en su forma indiferenciada y diferenciada. Los 

resultados mostraron una clara disminución en los niveles proteicos de LEFTY, y un aumento de 

SMAD 5 total (Fig 37).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Análisis de expresión de proteína de indicados genes en las líneas de GSCs GNS166 y GNS179 cultivadas 

en condiciones de célula madre y tras 10 días en medio de diferenciación. 
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8.5 LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DE LEFTY DISMINUYE LA VIABILIDAD DE 

LAS CÉLULAS MADRE DE GLIOMA Y DE LAS CÉLULAS DE GLIOBLASTOMA  
 

  

Dado que los resultados moleculares indican que las células tumorales de glioma presentan una 

expresión elevada de LEFTY, destacando la de las células madre de glioma, decidimos ver los 

efectos de la inhibición farmacológica de LEFTY mediante el empleo de un anticuerpo 

monoclonal anti-LEFTY, cedido por la empresa Onena Medicines. 

En primer lugar realizamos ensayos de Viabilidad celular MTT empleando las líneas celulares 

de Glioblastoma (U87, U251,A172) y las líneas de célula madre de Glioma (GNS166,GNS179). 

Se trataron las células con distintas concentraciones, todas ellas bajas (desde 0 hasta 2ug/mL) 

durante 48 horas. Los primeros estudios demostraron que el compuesto Anti-LEFTY no 

presenta un efecto citotóxico per se ya que concentraciones bajas (0,1- 1 ug/mL) de Anti-LEFTY 

apenas presentan un efecto significativo en la viabilidad celular, en cambio, concentraciones 

de 2 ug/mL promueven una reducción de la viabilidad celular del 20% en todos los tipos 

celulares  

 

Figura 38: Inhibición de LEFTY reduce la viabilidad celular de células de glioma. A-B) Curva de crecimiento 

en las células de glioma indicadas en la figura, representando la viabilidad con concentraciones crecientes 

del anticuerpo frente LEFTY. El tratamiento fue de 72 horas.  

 

 

Una vez obtenida la concentración a la que las células empezaban a reducir su viabilidad 

decidimos llevar a cabo un nuevo ensayo de viabilidad con concentraciones de 10 ug/mL en las 

mismas tres líneas de células de Glioblastoma y en las dos líneas de células madre de Glioma. 

Detectamos una disminución de la viabilidad de al menos un 40% en todas las líneas estudiadas, 

siendo las líneas en la que mayor efecto tuvo el compuesto la U87, U251 y las GNS 179 con cerca 

del 60% (Fig 38). Pretendimos completar este análisis funcional con uno molecular, para valorar 

el impacto de anticuerpo en su diana. Para ello, realizamos Western blot de las distintas células 

de glioma tratadas y sin tratar. El estudio de la expresión de la proteína LEFTY demostró que el 

tratamiento con el Anticuerpo frente a LEFTY disminuye de manera muy drástica su expresión 

quedando casi ausente en las células tratadas frente a las no tratadas (Fig 39).  
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Figura 39: A) Concentraciones de 10 ug/mL de Anti-LEFTY reducen la viabilidad celular al 60%. B) La 

expresión de LEFTY disminuye tras la exposición del anticuerpo a las células. 
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8.6 LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DE LEFTY REDUCE LAS CARACTERÍSTICAS 

TUMOROGÉNICAS DE LAS CÉLULAS MADRE DE GLIOMA Y DE LAS CÉLULAS 

DE GLIOBLASTOMA  
 

Tras los resultados obtenidos en viabilidad celular decidimos ampliar la caracterización biológica 

de la inhibición de LEFTY y estudiar procesos clave como la capacidad proliferativa, apoptótica y 

de senescencia tanto de las células de glioblastoma como de las células madre de glioma 

derivadas de pacientes tras la inhibición farmacológica de LEFTY.  

Para ello constituimos un grupo de tratamiento celular al que aplicamos el anticuerpo anti-LEFTY 

a una concentración de 10 ug/mL durante 72 horas a las células GNS166 y GNS179, además de 

U87, U251 y A172 y lo comparamos frente a un grupo control que no fue tratado. En primer 

lugar, caracterizamos la capacidad proliferativa celular, para lo cual medimos mediante 

Inmunofluorescencia los marcadores de proliferación Fosfo histona 3 (p-H3) y 

ethynyldeoxyuridine (EdU). Hemos observado que todas las células de glioma tratadas con el 

anticuerpo bloqueante durante 72 horas presentan una actividad proliferativa 

significativamente reducida ya que presentan una reducción superior al 60% en todos los casos 

en la cuantificación del número de células positivas para p-H3 y EdU (Fig. 40 A, B). 

A continuación, estudiamos la inducción de apoptosis y senescencia promovida por la 

inhibición farmacológica de LEFTY mediante la medición del marcador de apoptosis Caspasa 3 

y el marcador de senescencia B Galactosidasa (SA-B-Gal). Los resultados de 

inmunofluorescencia obtenidos confirman que el efecto antiproliferativo está acompañado 

con un aumento significativo en el número de células apoptóticas (Fig 40 C), además de  

senescentes (Fig 40 D) de más de 5 veces. 

Figura 40: Disminución de la actividad celular tras la modulación de la vía SMAD: A) y B) Reducción en 

la capacidad proliferativa. C) Aumento de la muerte celular programada. D) Aumento del estado 

senescencia celular.  
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8.7 LA MODULACIÓN DE LA VÍA SMAD AFECTA A LA CAPACIDAD DE 

AUTORRENOVACIÓN TUMORAL. 
 

Los resultados obtenidos sugieren que el anticuerpo anti-LEFTY ejerce un efecto inhibidor 

importante en la actividad biológica de la población de células madre de glioma. Para confirmar 

este análisis y resultado, se realizó un ensayo de crecimiento de la línea convencional U87 en 

medio selectivo para el crecimiento de células madre permitiendo la formación de oncosferas. 

Mientras que las células control fueron capaces de formar gran número de oncosferas a los 10 

días (más de 200 de media), las células tratadas formaron un número de oncosferas mucho 

menor (cercano a 40, lo que significaban un 75 % menos que las células no tratadas) (Fig. 41 A). 

Para ver si el tratamiento del anticuerpo también afecta la habilidad de auto-renovación, se 

disgregaron las oncosferas formadas y se volvieron a poner en medio selectivo para células 

madre por otros 10 días. Mientras que las células control fueron capaces de formar gran número 

de oncosferas secundarias (más de 150 de media), las células tratadas formaron un número de 

oncosferas secundarias mucho menor (cercano a 40, lo que significaban un 60% menos que las 

células no tratadas) (Fig. 41 B). Estos datos en su conjunto sugieren que la vía de SMAD-LEFTY 

es un factor necesario para el mantenimiento de las células madre de glioma.  

 

 

Figura 41: Disminución de la capacidad de autorrenovación tras la modulación de la vía SMAD: A) 

Reducción en la capacidad de formación de esferas primarias B) Reducción en la capacidad de formación 

de esferas secundarias.  
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8.8 LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DE LEFTY REDUCE EL CRECIMIENTO 

TUMORAL EN MODELOS DE EXPERIMENTACIÓN ANIMAL  
 

Tras los prometedores resultados obtenidos in vitro decidimos llevar a cabo dos ensayos para 

ver el impacto del anticuerpo anti-LEFTY en la formación y progresión de tumores generados en 

modelos in vivo. Para ello decidimos trabajar con la línea de Glioblastoma U87 ya que fue una 

de las que más LEFTY expresaba.  

En el primer experimento, inoculamos las células U87 en el tejido subcutáneo de ratones 

inmunodeprimidos FOX1nu/Fox1nu, y cuando los tumores alcanzaron un volumen tumoral de 

aproximadamente 50-100mm3 (aproximadamente a los 23 días desde pinchazo), tratamos con 

el anticuerpo Anti-LEFTY dos veces a la semana al 50 % de los animales. La mitad restante fue 

tratada con Placebo. Realizamos un seguimiento estrecho de los tumores y mediciones 

volumétricas cada 3 días. El experimento se dio por finalizado a los 20 días desde el inicio del 

tratamiento de cada tumor.  

Comparamos la progresión del tumor desde la fecha en la que se comienza a administrar el 

anticuerpo intratumoralmente y se observa que al día 7 de tratamiento (día 30 de la Fig 42 A), 

la media del volumen tratado es la mitad de los del grupo control.Esta diferencia va aumentando 

progresivamente y se hace máxima al día 25 de tratamiento momento en el que el volumen 

(media) del grupo tratado es tres veces menor que el volumen del grupo control. Así, el volumen 

de los tumores tratados tiene una media de 1200 mm3 comparado con 1800 mm3 de los 

tratados con placebo (Fig 42 A). Los resultados muestran una ralentización en el crecimiento 

tumoral del grupo tratado en comparación al grupo control. 

Al finalizar el experimento y sacrificar los animales, extrajimos los tumores y medimos los pesos 

comparando los pesos de los tumores tratados frente a los controles. La mayoría de los tumores 

tratados pesaban menos que los tratados, pero los resultados no fueron estadísticamente 

significativos (Fig 42 B). 

A continuación, quisimos corroborar el efecto antitumoral ejercido por el anticuerpo anti-LEFTY 

si éste se ejercía al inhibir LEFTY y modular la vía SMAD. Para ello, realizamos un estudio 

inmunohistoquímico de los tumores tratados y de los controles. Contactamos a la plataforma 

de histología del Instituto Biodonostia y solicitamos un análisis histológico mediante tinción de 

Hematoxilina Eosina (HE) y un análisis immunopatológico estudiando la expresión de Ki67 

(marcador de proliferación), Caspasa 3 (apoptosis) y SOX2 (marcador de células madre), por un 

lado y la expresión de LEFTY y P-SMAD2 y 5 por otro. Las inmunohistoquímicas muestran que el 

número de células positivas para Ki67 disminuye drásticamente en los tumores tratados (Fig 42 

C), mientras que las células Caspasa 3 positiva disminuyen (Fig 42 C). Los niveles de SOX2 están 

bajos en ambas condiciones, resultado que es coherente con estudios previos donde se observa 

que los niveles de SOX2 en la línea U87 son muy bajos (Garros-Regulez et al., 2016). En paralelo, 

observamos que los niveles de LEFTY están significativamente reducidos en los tumores tratados 

con el anticuerpo bloqueante (Fig 42 C), así como los niveles de p-SMAD2 y 5. Estos datos, en 

resumen, refuerzan los valores de progresión tumoral y confirman que el anticuerpo anti-LEFTY 

ejerce actividad anti-tumoral in vivo a través de la inhibición de su expresión. 

 

Realizamos un segundo experimento in vivo el cual se volvieron a pinchar 500.000 células U87 

en los flancos de animales inmunodeprimidos, que alcanzaron un tamaño de entre 25 y 50 mm3 
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a los 24 días de experimento, fecha en la que se pusieron en marcha el tratamiento (Ver imagen 

Fig 43). Esta aproximación metodológica provocó que los resultados fueron más significativos 

que en el experimento anterior. A los 8 días desde comienzo de tratamiento (día 32), el volumen 

tumoral medio de los tratados era de 100 mm3 comparado con 200 mm3 de los controles. Al 

finalizar el tratamiento, el día 37 el volumen tumoral de los controles era casi 3 veces mayor que 

los tratados. De hecho, los controles tenían un volumen medio de 500 mm3 respecto a los 

tratados que era de 200 mm3 (Fig. 43).  

Se dejó la mitad de los animales con vida para el experimento de wash out, cuya evolución fue 

satisfactoria. Los tumores de animales no tratados presentaron un incremento exponencial 

pasando de 500 mm3 a día 37 a 1500 mm3 a día 42 cuando fueron sacrificados. En cambio, los 

tratados tuvieron un incremento lineal pasando de 200 mm3 a día 37 a 250 mm3 a día 42 (Fig. 

43). De forma que el día 5 de haber finalizado el tratamiento el volumen de los controles era 

casi 6 veces mayor que los que habían sido tratados. Además, la progresión de los tumores 

tratados se mantuvo lineal alcanzando un tamaño de 600 mm3a los 65 días de experimento, casi 

30 días después de haber acabado el tratamiento (Fig 43) 

Al finalizar el experimento a los 37 días extrajimos los tumores y comparamos los pesos de los 

tumores tratados frente a los controles. En este caso, confirmamos que los tumores tratados 

pesaban menos que los tratados, siendo estos resultados estadísticamente significativos (Fig 44 

B).  

 

Estos experimentos confirman que el tratamiento con anticuerpo anti-Lefty ejerce una potente 

acción anti-tumoral in vivo 

 

Tras la extracción tumoral llevamos a cabo la disgregación de tumores tratados y no tratados 

obteniendo células que sembramos en medio selectivo de célula madre. Mientras que las células 

control fueron capaces de formar gran número de oncosferas a los 10 días, las células tratadas 

formaron un 50% menos de oncosferas primarias (Fig 45). 
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Figura 42: La inhibición Farmacológica de LEFTY reduce el crecimiento tumoral en modelos de 

experimentación animal. Se establecieron dos brazos de tratamiento compuestos por 3 animales con 4 

tumores cada uno en el grupo control, y 4 animales con 4 tumores cada uno en el grupo tratado. Se 

inocularon 10 uL de anti-LEFTY de forma intratumoral dos veces por semana durante 3 semanas. A) y 

B) Ralentización del crecimiento tumoral en el grupo tratado respecto al grupo control. C) Caracterización 

inmunohistológica de los tumores generados en modelos IN VIVO. 
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Figura 43: La inhibición Farmacológica de LEFTY reduce el crecimiento tumoral en modelos de 

experimentación animal. Se establecieron dos grupos, uno control con 8 animales con un tumor por 

animal y otro de tratamiento con 6 animales y un tumor por animal. El fármaco anti-LEFTY se inoculó 

intratumoralmente, 5 días a la semana durante 2 semanas, a una concentración de 1 ug/uL: 
Ralentización del crecimiento tumoral en el grupo tratado respecto al grupo control. Durante el período 

de Wash Out los efectos del anticuerpo se mantienen y el crecimiento tumoral continúa siendo lineal.  

 

 

Figura 44: La inhibición Farmacológica de LEFTY reduce el crecimiento tumoral en modelos de 

experimentación animal. Fotografía de comparación entre el grupo tratado con anticuerpo Anti-LEFTY y 

el grupo control. 



81 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 45:  La formación de oncosferas primarias se ve disminuida en las células obtenidas de tumores 

tratados con anticuerpo Anti-LEFTY. 
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8.9   EL ANTICUERPO ANTI-LEFTY ACTÚA DE FORMA SINÉRGICA CON LA 

TEMOZOLOMIDA REDUCIENDO EL VOLUMEN TUMORAL EN MODELOS DE 

EXPERIMENTACIÓN ANIMAL  
 

A continuación, decidimos llevar a cabo un nuevo ensayo en el cual valoramos cual es el efecto 

sobre el crecimiento tumoral del inhibidor de LEFTY cuando este se usa de forma combinada 

con el fármaco Gold standard en el tratamiento del glioblastoma, el agente quimioterápico 

Temozolomida. 

Para ello inoculamos 500.000 células U87 en el tejido subcutáneo de ratones 

inmunodeprimidos, dejamos crecer los tumores, y cuando estos alcanzaron un volumen entre 

25-50 mm3 establecimos 3 grupos; Un grupo control en el que se inyectaría placebo (DMSO), un 

grupo de tratamiento con Temozolomida que se inyectaría durante 5 días seguidos, y un tercer 

grupo de ratones que se tratarían con 5 días de Temozolomida seguido de 3 semanas de 

anticuerpo anti-LEFTY que sería inyectado cada 3 días. Ambos fármacos fueron administrados 

de forma intratumoral. Realizamos mediciones del volumen tumoral de forma seriada mientras 

duró el ensayo. 

 

En primer lugar, observamos que los tumores alcanzaron 25-50 mm3 en el día 29 post inyección, 

momento en el que se pincharon los animales con placebo o con Temozolomida. El seguimiento 

del tratamiento mostró una clara ralentización del crecimiento tumoral en el grupo tratado con 

Temozolomida (Fig 46 A). De hecho, a los 2-3 días de acabar el experimento (día 53 del 

experimento) los controles crecieron de manera continua y significativa hasta alcanzar un 

volumen medio de 16003 a los 43 días de experimento, mientras que los tratados con TMZ no 

superaron los 250 mm3 y los seleccionados para ser tratados también con anticuerpo estaban 

en 50 mm3. Esta diferencia se mantuvo hasta el final del experimento ya que los controles 

siguieron creciendo hasta alcanzar un volumen medio de 1500mm3 a los 54 días de experimento, 

los tratados con TMZ no superaron los 200mm3 (Fig .46 A). 

A continuación, se realizó el tratamiento con el anticuerpo anti-LEFTY con 9 inyecciones entre 

los días 29 y 50 del experimento. En este caso, se comparó la progresión del grupo tratado con 

Temozolomida frente al tratado con Temozolomida y Anticuerpo Anti-LEFTY. De manera notoria, 

este último grupo no solo mostró un detenimiento del crecimiento tumoral si no la disminución 

de tamaño de algunos tumores. De hecho, el tratamiento con LEFTY provocó que el volumen de 

los tumores pasara de 60 mm3 en el día 4 a 50 mm3al acabar le experimento el día 54 (Fig. 46 A-

B). Por el contrario, los tratados sólo con Temozolomida pasaron de 70 mm3 a 270 mm3. 

El peso de los tumores tras el sacrificio confirmó las diferencias entre los 3 grupos. Mientras que 

los controles tenían un peso medio de 1,25 gramos, los tratados con Temozolomida alcanzaron 

un peso de 0,2 gramos y los de doble tratamiento 0,09 gramos (Fig. 46C-D) 

La tinción inmunohistoquímica mostró una significativa reducción de la expresión de LEFTY 1 en 

los tumores tratados frente a los controles siendo esta mayor en el grupo de los tratados con 

TMZ y anti-LEFTY (Fig 46 E)  



83 
 

Estos resultados confirman el potencial anti-tumoral tanto de la Temozolomida como del 

anticuerpo anti-LEFTY y sugieren que ambos fármacos podrían actuar de forma sinérgica.  

 

Figura 46: Efecto la modulación de la vía SMAD junto con el efecto alquilante de la TMZ producen una 

disminución del volumen tumoral in vivo. Se establecieron 3 grupos, un grupo control con 5 animales, 

otro tratado con TMZ con 15 animales y un tercer grupo tratado con TMZ y anti-LEFTY con 15 animales. 

Se generó un tumor por animal esta vez. Finalmente obtuvimos 4 tumores en el grupo control, 10 en 

grupo TMZ y 11 en el grupo TMZ+ anti-LEFTYA. Se realizaron 5 inyecciones diarias de TMZ 

intraperitoneal a una concentración de 5mg /Kg y 3 inyecciones de anti-LEFTY intratumoral , 3 veces por 

semana durante 3 semanas: A) y B) Disminución del volumen tumoral in vivo. C) y D) Los tumores tratados 

muestran un peso significativamente menor que los controles E) Disminución de la expresión de LEFTY en 

los tumores tratados. 
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9 DISCUSIÓN  
 

El Glioblastoma es el tumor cerebral primario más frecuente y más agresivo del SNC (Thakkar 

et al., 2014) Los costes directos e indirectos de este tumor suman unos 200.000 euros por 

paciente tratado (Raizer et al., 2015; Undabeitia et al., 2018). Cada año son diagnosticadas unas 

1500 personas en nuestro país, lo que supone un gran coste para nuestra sociedad. A diferencia 

de los que ha ocurrido con otros tipos de tumores (Ades et al., 2017; McQuade et al., 2017; S. 

Yu et al., 2020), los avances en tratamiento del Glioblastoma son prácticamente inexistentes. 

Desde  la implantación del protocolo STUPP en 2005 y a pesar de los numerosas líneas de 

investigación abiertas en la búsqueda de nuevos tratamientos farmacológicos, ninguno ha 

mejorado la escasa mediana de supervivencia que logra la Temozolomida ( 5 % a los 5 años )  

cuando se combina con la máxima resección quirúrgica y la radioterapia (E. K. Liu et al., 2020; 

Stupp et al., 2005)  

Como hemos comentado previamente, de las docenas de terapias investigadas desde la 

aparición del protocolo STUPP solamente dos de ellas han sido aprobadas por la FDA e 

introducidas en las guías terapéuticas para el manejo del Glioblastoma (Nabors et al., 2020), 

pero ninguna de ellas ha conseguido grandes mejoras en la Supervivencia Global de los pacientes 

con esta terrible enfermedad. (Gilbert et al., 2014; Stupp et al., 2017) 

Por todo lo relatado anteriormente creemos que la inversión de recursos en la investigación y 

estudio de nuevas vías de señalización celular involucradas en el proceso bilógico del 

Glioblastoma que permitan desarrollar nuevas moléculas efectivas en su tratamiento está 

ampliamente justificada. Siguiendo esta línea, hace años que nuestro Centro presenta un 

proyecto de Medicina Traslacional en el que clínicos y básicos trabajan en equipo construyendo 

un flujo bidireccional que va de la cabecera del paciente al laboratorio y viceversa. Dentro de 

este proyecto, comenzamos hace pocos años con la caracterización de una vía de señalización 

que parece estar desregulada en el Glioblatoma multiforme y la búsqueda de su silenciamiento 

farmacológico. Dicha vía es la de LEFTY-SMAD. La cual forma parte de una de las más complejas, 

constantes y pleiotrópicas de todas las vías de señalización celular, la vía de la superfamilia del 

TGFb. (Ulloa & Tabibzadeh, 2001)  

Lefty (left-right determination factor) es una proteína sintetizada como precursor de 42kDa que 

es escindida en dos de 34 y 28 kDa.(Ulloa et al., 2001) Estas proteínas se conocen como Lefty 1 

( Lefty A) y Lefty 2 ( Lefty B) y tienen un papel fundamental en la regulación de la vía de la 

Superfamilia TGF b , en concreto de la regulación de las vías Nodal y  BMP . LEFTY es un inhibidor 

de la vía TGFb ya que impide la fosforilación de SMAD 2 y SMAD 5 (Ulloa & Tabibzadeh, 2001; 

Zabala et al., 2020) , bloquea la unión de NODAL con su receptor transmembrana e inactiva el 

cofactor Cripto el cual es necesario para el correcto acoplamiento de NODAL al receptor 

transmembrana (Ulloa & Tabibzadeh, 2001) La función principal y más estudiada de LEFTY y 

SMAD consiste en su papel regulador de diferentes procesos embrionarios (Shiratori & Hamada, 

2014) Sin embargo, recientes publicaciones  relacionan el papel de la señalización SMAD con la 

carcinogénesis, si bien , no está definido su papel, apareciendo esta vía como promotora del 

desarrollo tumoral (W. Chen et al., 2019; Guo et al., 2015; X. Xu et al., 2019; Zhu et al., 2021) y 

como supresora de tumores (Miura et al., 2019; Zabala et al., 2020) En el caso concreto de 

LEFTY, el último trabajo de Zabala et al., establece de manera robusta que su silenciamiento 
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reduce de manera muy severa la actividad de las células madre tumorales postulándolo como 

una novedosa y atractiva diana terapéutica.  

 

 

 En concreto, 2 estudios han dado alguna pincelada sobre la expresión y función de LEFTY en 

glioblastoma. Matsumoto et al analizó la expresión de LEFTY en 95 muestras de regiones 

perinecróticas de glioblastoma y observó que estaba elevado (Matsumoto et al., 2020).En 

cambio Sun et al observaron que la expresión proteica de LEFTY medido mediante Western Blot 

en células de Glioma (GBM8401 y células de GBM del China Center for Type Culture Collection) 

era prácticamente inexistente (Sun et al., 2014). En línea con estos resultados observamos que 

la expresión de LEFTY es heterogenea pero que se encuentra elevada en la mayoría de biopsias 

humanas establecida en la cohorte de pacientes del Hospital Donostia. Además, completamos 

el análisis transcripcional de LEFTY-1, LEFTY 2, SMAD 2 y SMAD 5 en diferentes muestras de 

Glioblastoma del portal Gliovis comparándolas con muestras de tejido no tumoral para ver si se 

confirmaba un patrón de expresión robusto entre las proteínas citadas anteriormente. Los datos 

resultantes fueron heterogéneos para los 4 genes consultados. Observamos que los niveles de 

Expresión de LEFTY 2 estaban elevados, mientras que los de LEFTY 1 se encontraban 

disminuidos. LEFTY 1 y LEFTY 2 tienen una homología de más del 95% y hay que estudiar en 

detalle las sondas usadas para poder dar respuesta a la expresión diferencial entre ellas y con lo 

observado a nivel de proteína. Los niveles de SMAD2 no parecen estar alterados en 2 de las 

cohortes mientras que en la tercera están elevados. Por último, la expresión de SMAD5 está 

elevado en las muestras de glioblastoma de la TCGA al ser comparados con el tejido cerebral 

control. Es importante destacar que la activación de SMAD se produce por fosforilación, dato no 

recogido en estos análisis por lo que debemos ser prudentes con la interpretación de estos 

resultados. Estos datos heterogéneos son congruentes con los estudios a cerca de la expresión 

de SMAD que se han realizado en Glioblastoma. Zhang et al observaron que la expresión de 

SMAD 2 estaba disminuida Glioblastoma  (L. Zhang et al., 2006). Por el contrario Horst  et al   

encontraron que la expresión del ARNm de SMAD 2 aumentaba según se incrementaba el grado 

de malignidad de los gliomas analizados (Horst et al., 1992)  

 

A continuación, quisimos obtener información clínica. En concreto, saber si existía alguna 

asociación entre niveles de expresión de LEFTY y SMAD y la supervivencia de los pacientes con 

Glioblastoma.A pesar de la existencia de los estudios mirando expresión de LEFTY o SMAD en 

glioblastoma, no hemos encontrado ninguna publicación que trate sobre este punto. 

Empleamos las muestras del Portal Gliovis (Bowman et al., 2017) y analizamos dos cohortes , 

una en la que se incluía una mezcla de muestras de Glioblastomas Primarios, Secundarios y 

Recurrentes , y otra en la que solamente se incluían los recurrentes. Las curvas de Supervivencia 

de Kaplan Meier muestran que existe una asociación significativa entre niveles de expresión 

elevados, tanto de LEFTY 1 como de LEFTY 2, y una menor supervivencia de los pacientes, sobre 

todo en aquellos que eran recurrentes, en los que la mediana de supervivencia era de 2,4 meses 

menor en aquellas muestras en los que la expresión de LEFTY estaba aumentado. En cuanto 

SMAD no se aprecia que haya ninguna asociación entre niveles de expresión y supervivencia. Sin 

embargo, estos datos hacen pensar que probablemente LEFTY pueda tener un papel en la 

patogénesis del Glioblastoma.  
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En el año 2005 Wei et al compararon los genes más expresados en líneas de células Stem de 

ratones y humanos y observaron que LEFTY, entre otros marcadores como SOX 2 , Oct 4 y 

NODAL, estaba muy expresado en células Stem de ambas especies, este resultado les hizo 

hipotetizar que  LEFTY  debe tener un papel importante  en el proceso  de autorrenovación 

celular en ambas especies (Wei et al., 2005).Ante la ausencia de información contundente a 

cerca de la expresión y  función de LEFTY y SMAD en el Glioblastoma, decidimos ampliar nuestro 

análisis y llevar a cabo la caracterización de la expresión de ARN-m y proteico en diferentes líneas 

convencionales de Glioblastoma y en varias líneas celulares de GSCs. Realizamos también 

ensayos de diferenciación y desdiferenciación celular con las líneas anteriormente comentadas. 

Empleamos como control de los ensayos una línea de astrocitos sanos. Nuestros resultados 

muestran que LEFTY está expresado en todas las líneas celulares siendo sus niveles más altos en 

altos en la población de células madre de glioma derivadas de pacientes. Además, parece que la 

expresión de LEFTY se modifica en función del estado de diferenciación celular, aumentado 

cuanto más indiferenciada está la célula y disminuyendo cuando esta se diferencia. Estos datos 

están en línea con el trabajo de Wei, lo publicado por Zabala et al, 2020 que identifica a LEFTY 

como un gene relevante para la regulación de las células madre tumorales de mama (Ulloa et al., 

2001; Zabala et al., 2020), y por el trabajo de Matsumoto que muestra que niveles elevados de 

LEFTY promueven la actividad tumoral y la adquisición de características de células madre en 

Glioblastoma (Matsumoto et al., 2020). Ulloa et al y Zabala teorizan que LEFTY inhibe no solo al 

complejo SMAD2/SMAD3/SMAD4 sino también a SMAD5 (Ulloa et al., 2001; Zabala et al., 2020)  

lo que es compatible con nuestros resultados que muestran que la expresión de SMAD 2 parece 

estar disminuida en las líneas tumorales en comparación con las líneas sanas. La expresión de 

SMAD 5 parece estar aumentada cuando las células se encuentran en una fase más diferenciada. 

Según los datos anteriores queda claro que las células de Glioblastoma presentan una expresión 

elevada de LEFTY y parece que es tanto más elevada cuando más indiferenciada sea la población 

celular.  

 

En el año 2014, Sun et al observaron que la sobrexpresión de LEFTY en células de glioblastoma 

originaba una reducción de la proliferación y de la invasión y un aumento de la apoptosis de 

dichas células tumorales (Sun et al., 2014). Sin embargo, seis años más tarde,Matsumoto et al 

estudiaron LEFTY, también en Glioblastoma y observaron que la hipoxia tisular favorecía la 

sobreexpresión de dicha proteína y que su sobre-expresión ejercía un efecto promoviendo la 

supervivencia celular al influir sobre la apoptosis, proliferación y características EMT/CSC, 

(Matsumoto et al., 2020) 

 

En el año 2015 Dong et al realizaron ensayos de silenciamiento de SMAD 2 y SMAD 3 mediante 

trasnfección lentiviral de ARN de horquilla corta (Sh ARN) en células U251 de Glioblastoma. 

Después realizaron ensayos de proliferación y comprobaron que el silenciamiento del complejo 

SMAD producía un aumento de la proliferación celular en células de Glioblastoma.(Dong et al., 

2015) Ese mismo año, Yu et al  publicaron un  artículo en el  que mostraba resultados similares 

a los de Dong al. En primer lugar, analizaron la expresión proteica de SMAD 2 y 3 de muestras 

de pacientes intervenidos de Glioblastoma y comprobó que la expresión estaba elevada. A 

continuación, silenciaron SMAD 2 y SMAD 3 en células de Glioblastoma A172 y U87 mediante 

transfección lentiviral de ARN de horquilla corta (Sh ARN) y realizaron estudios de viabilidad 

celular comprobando un aumento de la proliferación de las células de Glioblastoma.Esta acción 

parece estar mediada por p27 (Y. Yu & Ran, 2015). P 27 tiene como función detener el ciclo 
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celular impidiendo que la célula entre en división. En condiciones normales , TGFb/SMAD 

aumenta los niveles de P27 , esta a su vez inhibe a CDK/CICLINA lo que impide que RB(proteína 

del retinoblatoma ) active a E2F ( factores de transcripción de genes necesarios para el paso de 

célula en Fase G0 a G1/S) (Donovan & Slingerland, 2000) Este es un mecanismo mediante el 

cual la regulación de la vía SMAD puede afectar a la proliferación de las células de Glioblastoma. 

Basándonos en lo expuesto anteriormente decidimos llevar a cabo una serie de ensayos en los 

cuales inhibimos la proteína LEFTY, mediante el empleo de un anticuerpo monoclonal anti-

LEFTY, con el cual tratábamos las células tumorales durante 72h, para así regular la señalización 

SMAD en tres líneas convencionales de Glioblastoma (U87, U251, A172) y dos líneas de célula 

madre de Glioma (GNS166, GNS179). La viabilidad celular se vio significativamente disminuida 

(un 40 % menos) tras la exposición celular durante 72 horas al anticuerpo monoclonal anti-

LEFTY. Para conocer qué proceso biológico influía en esta disminución de la viabilidad celular, 

decidimos cuantificar mediante estudio inmunohistoquímico marcadores de Proliferación (Edu 

y Fosfohistona 3), Apoptosis (Caspasa 3) y Senescencia (B-Galactosidasa), en células tratadas y 

en células no tratadas. Observamos que el bloqueo de LEFTY genera un aumento mayor al 50 % 

en la cuantificación de células positivas para marcadores de Senescencia y Apoptosis y una 

disminución similar en los marcadores de proliferación.  

Como vimos anteriormente, nuestros resultados y los de otros autores indican que LEFTY debe 

tener un papel importante en el proceso de autorrenovación de ciertas células tumorales. 

Decidimos comprobar este supuesto testando dicha capacidad de autorrenovación de células 

de Glioblastoma U87 tras inhibir LEFTY mediante la acción de un anticuerpo anti-LEFTY. Para ello 

realizamos ensayos de formación de oncoesferas, las cuales disgregábamos, para después medir 

la capacidad que tenían de volver a formar nuevas esferas (2ry spheres) Los resultados 

mostraron que las células a las que se les había inhibido LEFTY formaban un 60 % menos de 

esferas que aquellas a las que no se lo había inhibido. Nuestros resultados parecen indicar que 

LEFTY tiene un papel relevante en la caracterización Stem de la célula de Glioblastoma y en su 

capacidad de autorrenovación. En línea con nuestros resultados, Matsumoto et al publicaron un 

estudio en 2018 en el que observaron que la sobreexpresión de LEFTY en cáncer de Ovario 

originaba que las células adquiriesen marcadores mesenquimales (Vimentina, N-Cadherina) y de 

CSC (SOX 2, ALDH y CD 44) y su inhibición mediante Sh ARN hacía que estos disminuyesen, 

teorizando que LEFTY está relacionado con las características EMT-CSC de estas células 

tumorales. (Matsumoto et al., 2018) El mecanismo mediante el cual LEFTY genera este efecto 

no lo hemos estudiado a nivel molecular, sin embargo, varios estudios en Glioblastoma indican 

que la potenciación de la vía BMP inhibe las principales características de las GSC. (J. Lee et al., 

2008; Piccirillo et al., 2006) Chirasani et al estudiaron el papel de la vía BMP en Glioblastoma y 

afirman que la exposición de Glioma Stem Cell humanas y a la proteína morfogenética ósea 

7(BMP7) induce la diferenciación de las células madre tumorales, atenúa la expresión de 

marcadores de tipo madre y reduce la autorrenovación y la capacidad de iniciación tumoral 

mediante la activación del eje SMAD 1/5/8 y la consecuente regulación  negativa del factor de 

transcripción Olig2.(Chirasani et al., 2010) 

Hemos de destacar que los estudios que hemos analizado hasta ahora llevaron a cabo 

silenciamiento genético de LEFTY mediante transfección lentiviral de Sh ARN. Nuestro grupo fue 

un paso más allá al emplear un anticuerpo monoclonal anti-LEFTY como estrategia 

farmacológica. 

Finalmente decidimos valorar cómo afectaría la inhibición de LEFTY al crecimiento tumoral de 

Glioblastomas subcutáneos generados en modelos experimentales inmunosuprimidos. Para ello 



88 
 

realizamos dos experimientos. En el primero comparamos el crecimiento tumoral entre un 

grupo tratado con anticuerpo anti-LEFTY (tratamiento durante diez días mediante inyección 

subcutánea intratumoral de 10 μL) y un grupo control. En el segundo comparamos el 

crecimiento tumoral en un grupo tratado exclusivamente con TMZ durante 5 días, un grupo 

tratado con TMZ durante 5 días + Anti-LEFTY 3 semanas y un grupo control. Los resultados del 

primer ensayo mostraron que los tumores en los que LEFTY había sido inhibido, mostraron un 

crecimiento ralentizado respecto a los controles, de forma que a los 25 días de tratamiento. Al 

igual que en el estudio in vitro, para esclarecer qué proceso biológico estaba tras esta 

realentización del crecimiento tumoral, analizamos los marcadores de apoptosis y proliferación 

mediante técnicas de inmunohistoquímica,en cortes de tumores tratados y no tratados. La 

expresión del marcador de apoptosis (caspasa 3) fue significativamente más baja en el grupo 

tratado y el marcador de proliferación Ki 67 significativamente más elevado en el grupo control. 

El segundo ensayo mostró que el tratamiento conjunto entre TMZ y Anti-LEFTY produce una 

ralentización del crecimiento tumoral significativamente mayor que en el grupo tratado 

exclusivamente con TMZ y que, además, este tratamiento conjunto no solo ralentiza si no que 

disminuye el volumen en algunos tumores sugiriendo que pueda existir un efecto sinérgico entre 

ambos fármacos.   

Según nuestros resultados podemos decir que la inhibición de LEFY produce una disminución de 

la capacidad tumorogénica de las células de Glioblastoma in vitro e in vivo debido a un aumento 

de la Apoptosis y de la Senescencia y una disminución de la Proliferación y de la capacidad de 

autorrenovación. En nuestro estudio no hemos analizado los mecanismos moleculares mediante 

los cuales estos procesos se llevan a cabo, sin embargo, estos podrían deberse a la pérdida de 

influjo inhibitorio de LEFTY sobre vías de la superfamilia TGFb como son BMP y NODAL. En 

células sanas y durante las primeras etapas del desarrollo neoplásico, la vía TGFb favorece la 

supresión tumoral(Ikushima & Miyazono, 2010; Yeh et al., 2019) mediante diferentes 

mecanismos como son:  el control de la proliferación celular mediante la activación de proteínas 

como p15/INK4b , p27Kip1, p21Cip1, con la consecuente de la detención del ciclo celular (Chu 

et al., 2008; C.-Y. Li et al., 1995) ; la activación de la  apoptosis al interactuar con proteínas como 

DAPK (death associated protein kinase) , FAS  y su efector BIM, SHIP que inhibe la vía de 

supervivencia celular PI3K-Akt , DAXX (Death Associated protein six) etc (Schuster & Krieglstein, 

2002) ;  y mediante la inactivación de Cáncer Stem Cells a través de la activación de PTEN con la 

consecuente inactivación de PI3K/AKT (Lombardo et al., 2011) o mediante la downregulacioón 

del factor de transcripción Olig 2(Chirasani et al., 2010) . Sin embargo, etapas más avanzadas 

del cáncer, mutaciones en diferentes niveles de esta vía  le aportan un papel protumoral. La 

sobreexpresión de LEFTY, molécula inhibidora de la vía TGF b, puede ser una de estas 

alteraciones que promueva ese efecto protumoral. La pleiotropicidad de la vía hace difícil 

elucidar qué alteraciones moleculares originan cada uno de los efectos observados en nuestra 

investigación por lo que futuros estudios más concretos son necesarios para desentramar los 

complejos flujos de señales moleculares de esta vía, que participan en la tumorogenicidad del 

Glioblastoma.  

 

En resumen y para concluir debemos saber que la proteína LEFTY inhibe las proteínas SMAD, las 

cuales canalizan la señalización de multitud de ligandos de la superfamilia TGFb y ejercen 

múltiples acciones en la homeostasis celular que tienen un papel protagonista en el desarrollo 

del cáncer. Según nuestros estudios la expresión de LEFTY está alterada en el Glioblastoma y su 

regulación mediante la inhibición de LEFTY disminuye las características oncogénicas in vitro e 

in vivo postulándose como una estrategia terapéutica en el manejo del Glioblastoma. 
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10 CONCLUSIONES  
 

 

1. La vía de señalización TGFb es una vía pleiotrópica, implicada en mecanismos 

homeostáticos celulares como son la proliferación, senescencia, diferenciación y 

apoptosis celular, que presenta un papel fundamental tanto en la supresión tumoral en 

etapas iniciales de la enfermedad como en desarrollo tumoral en etapas avanzadas del 

cáncer.  

 

2. Las proteínas SMAD actúan como moléculas efectoras sobre las cuales convergen las 

acciones de los diferentes ligandos de la superfamilia TGF B 

 

 

3. LEFTY es una proteína cuya función es la de inhibir la vía TGBb mediante el bloqueo de 

las proteínas SMAD 

 

4. LEFTY se encuentra sobre expresado en las células tumorales de Glioblastoma y en las 

Glioma Stem Cells y podría estar relacionado con una disminución de la supervivencia 

en pacientes afectos de Glioblastoma. 

 

 

5. La inhibición del LEFTY produce una disminución de las características oncogénicas de 

las células de Glioblastoma al disminuir su proliferación y capacidad de autorrenovación 

y aumentar la senescencia y apoptosis 

 

6. Más estudios son necesarios para entender el mecanismo molecular mediante el cual la 

inhibición de LEFTY ejerce los efectos observados en las células de Glioblastoma  

 

 

7. La regulación de la vía LEFTY/SMAD podría convertirse en una estrategia terapéutica 

prometedora en el manejo del Glioblastoma. 
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