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El	   rabdomiosarcoma	   (RMS)	   es	   el	   sarcoma	   de	   partes	   blandas	   (SPB)	   más	  

frecuente	  en	  la	  población	  infantil	  y	  juvenil	  en	  el	  mundo	  occidental,	  constituyendo	  el	  

4-‐8%	  de	  las	  enfermedades	  oncológicas	  en	  niños	  con	  edad	  inferior	  a	  los	  15	  años.	  	  

El	  RMS	  es	  una	  enfermedad	  cuyo	  pronóstico	  y	  tasa	  de	  supervivencia	  libre	  de	  

tumor	  dependen	  en	  gran	  medida	  de	  varios	  factores:	  tipo	  histológico,	  localización	  del	  

tumor	   primario,	   grado	   de	   diferenciación	   del	   RMS,	   posible	   recidiva	   y	   aparición	   de	  

metástasis.	  	  

En	  la	  actualidad	  y	  gracias	  a	  los	  avances	  en	  el	  tratamiento	  de	  la	  enfermedad,	  

el	  RMS	  no	  metastático	  presenta	  un	  pronóstico	  favorable.	  Sin	  embargo,	  debido	  a	  que	  

en	  el	  momento	  del	  diagnóstico,	  un	  15%	  de	  los	  RMS	  presentan	  metástasis,	  la	  tasa	  de	  

curación	  de	  estos	  pacientes	  es	  extremadamente	  baja.	  Por	  esta	  razón	  es	  necesario	  el	  

desarrollo	  de	  nuevas	  estrategias	  terapéuticas	  que	  mejoren	   la	  tasa	  de	  supervivencia	  

de	  estos	  pacientes,	  así	  como	  para	   los	  de	  alto	  riesgo	  o	  para	  aquellos	  que	  presentan	  

recidivas.	  

Una	  de	  las	  razones	  del	  fracaso	  terapéutico	  es	  el	  desarrollo	  de	  resistencia	  al	  

tratamiento	  antitumoral	  por	  parte	  de	  las	  células	  de	  RMS	  metastático.	  

Tradicionalmente,	   la	   investigación	   del	   fenómeno	   de	   quimiorresistencia	   ha	  

estado	  principalmente	  enfocada	  al	  estudio	  de	  las	  células	  tumorales.	  Sin	  embargo,	  se	  

ha	  demostrado	  que	  el	  microambiente	  tumoral	  también	  es	  un	  factor	  determinante	  de	  

quimorresistencia.	  En	  este	   sentido,	  es	  necesario	   resaltar	  el	  papel	   fundamental	  que	  

desempeñan	   los	   factores	   de	   crecimiento	   (FC)	   en	   la	   biología	   tumoral	   y	   en	   la	  

formación	   de	   metástasis	   debido	   a	   que	   controlan	   funciones	   críticas	   de	   las	   células	  

tumorales,	   tales	   como	   la	   proliferación,	   la	   neoangiogénesis	   y	   la	   inhibición	   de	   la	  

apoptosis.	  

De	  hecho,	  debido	  a	   la	  capacidad	  de	   los	  FC	  para	  modular	   la	  sensibilidad	  de	  

las	   células	   tumorales	   a	   los	   agentes	   citotóxicos,	   dichos	   factores	   se	   han	   propuesto	  

como	  dianas	  terapéuticas	  para	  el	  desarrollo	  de	  nuevas	  terapias	  antitumorales,	  tanto	  
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como	   agentes	   individuales,	   como	   en	   combinación	   con	   quimioterápicos	  

convencionales.	  

En	   otros	   modelos	   tumorales,	   se	   han	   utilizado	   agentes	   inductores	   de	   la	  

diferenciación	  para	  revertir	  el	  efecto	  protumoral	  de	  los	  FC.	  Estos	  agentes	  inductores	  

de	   la	   diferenciación	   podrían	   también	   aumentar	   la	   eficacia	   del	   tratamiento	  

convencional	  del	  RMS.	  

Los	   objetivos	   del	   presente	   trabajo	   de	   investigación	   son,	   en	   primer	   lugar,	  

analizar	   la	   posible	   influencia	   de	   diferentes	   FC	   sobre	   la	   actividad	   biológica	   de	   las	  

células	   de	   RMS	   y	   sobre	   el	   efecto	   de	   la	   quimioterapia	   convencional	   sobre	   estas	  

células.	  

En	   segundo	   lugar,	   analizar	   la	   influencia	   del	   agente	   inductor	   de	   la	  

diferenciación	  ácido	  all	   trans	   retinoico	   (ATRA)	  sobre	   la	  posible	   reversión	  del	  efecto	  

protumoral	  ejercido	  por	  los	  FC	  y	  sobre	  la	  eficacia	  de	  la	  quimioterapia.	  
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II.1. LOS SARCOMAS DE PARTES BLANDAS 

II.1.1. Concepto 

Los sarcomas denominados de partes blandas (SPBs) engloban a un grupo 

heterogéneo de tumores primarios mesenquimatosos que se localizan fuera del 

esqueleto y de los órganos parenquimatosos. Constituyen menos del 1% de todas las 

neoplasias en adultos y un 15% de las neoplasias malignas pediátricas y se han 

identificado hasta el momento más de 50 tipos histológicos diferentes (Hogendoom 

et al, 2004; Winette TA et al, 2012; Tabla 1). Estos tumores pueden surgir en 

cualquier parte del cuerpo, pero se desarrollan sobre todo en las extremidades, en la 

cintura y en el abdomen. La tasa de supervivencia a 5 años es de aproximadamente 

del 50% al 60% en los adultos y el 75% en los niños, dependiendo de grado de 

desarrollo del tumor, su tamaño, profundidad, localización y subtipo histológico 

(Riedel et al, 2012). 

 

II.1.2. Etiología y tipos  

Los SPBs no tienen una etiología definida, aunque se han identificado 

múltiples factores asociados que podrían predisponer a la aparición de estos 

tumores.  

 

 Factores genéticos: los SPBs ocurren con más frecuencia cuando se 

padece la enfermedad de Von Recklinhausen, el síndrome de Li-Fraumeni 

(produce mutaciones en el gen supresor de tumores p53), el síndrome de 

Werner, neurofibromatosis, esclerosis tuberosa del  gen retinoblastoma, 

linfedema crónico y poliposis adenomatosa familiar.  

 Factores ambientales: como la exposición a radiaciones ionizantes y a 

algunos agentes químicos como los ácidos fenoxiacéticos (presentes en 

herbicidas), las digoxinas y los clorofenoles (conservantes de la madera) se 

han implicado en su etiología (Vasallo et al, 2003; Okcu et al, 2011). 
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El comportamiento clínico de la mayoría de los SPBs se correlaciona con su 

localización anatómica, grado histológico y tamaño del tumor (Cormier et al, 2004). 

Además, la vía metastática más comúnmente aceptada es la hematógena, siendo los 

pulmones el principal órgano diana. Por el contrario, son muy raras las metástasis 

producidas por vía linfática (<5%).  

 

Sin embargo, la variabilidad en los resultados clínicos obtenidos hasta el 

momento, recalca la heterogeneidad en cuanto a la agresividad biológica de estos 

tumores, por lo que encontrar el tratamiento terapéutico más adecuado para cada 

tipo de tumor es uno de los grandes retos de la oncología (Mocellin et al, 2006).  

 

Tabla 1. Tipos histológicos de sarcomas de partes blandas en función del tejido afecto 

(adaptada de Hogendoom et al, 2004). 

Tipo del tejido Tumor 

Óseo Osteosarcoma extraóseo 

Cartilaginoso 
Condrosarcoma mixoide extraóseo 

Condrosarcoma mesenquimatoso extraóseo 

Fibroso 
Fibrosarcoma 

Dermatofibrosarcoma 

Fibrohistocítico Histiocitoma fibroso maligno 

Sinovial Sarcoma sinovial 

Graso 

Angiosarcoma 

Linfangiosarcoma 

Hemangiopericitoma maligno 

Nervioso Liposarcoma 

Muscular 
Leiosarcoma 

Rabdomiosarcoma 

Vascular Angiosarcoma 

Piel/Dermis 
Sarcoma de células claras 

Carcinoma celular escamoso 

Varios tipos de tejido Mesenquioma maligno 

Desconocido 

Sarcoma epitelioide 

Sarcoma alveolar de partes blandas 

Sarcoma de Ewing 

Tumor desmoplásmico de células redondas pequeñas 
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El grado histológico en los SPBs tiene una gran relevancia pronóstica, 

debido a la relación de éste con la afectación ganglionar; el pronóstico varía mucho 

en función del grado histológico, invasión, el tamaño del tumor, resecabilidad, el uso 

de la radioterapia, el sitio del tumor primario y la presencia de metástasis (Ferrari et 

al, 2005).  Se ha observado que la incidencia en la afectación ganglionar está en gran 

medida relacionada con el grado histológico de malignidad, siendo los sarcomas 

epitelioides (con una tasa de afectación del 80%), los sarcomas de origen vascular 

(40%) y los rabdomiosarcomas (36%), los que se asocian con la tasa más alta de 

afectación ganglionar. 

 

La mayoría de los SPBs se caracterizan por una resistencia relativa a la 

quimioterapia y la tasa de supervivencia a los 5 años suele ser del 50-60% (Brennan 

et al, 2001). Sin embargo y a pesar de los intentos de mantenimiento de un control 

local del tumor en el órgano afectado mediante la aplicación de terapias 

multidisciplinares, se siguen produciendo recurrencia y metástasis, lo cual provoca 

que la tasa de supervivencia a los 5 años no supere el 15% en pacientes con SPBs de 

alto riesgo (con un perfil metastático, localización profunda, en el tronco o cabeza y 

cuello, tamaño superior a 5 cm y grado histológico intermedio o alto; Grupo GEIS, 

2006; Figura 1 y Tabla 2). 

 

Figura 1. Tumores de tejidos blandos. Supervivencia a 5 años del diagnóstico por cohortes en 

España. Periodo 1980-2004 (Informe RNTI-SEOP 2009. Peris-Bonet et al, 2010). 
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Tabla 2. Clasificación de los tipos histológicos de SPB en el momento del diagnóstico 

(adaptado de OMS, 2013). 

Tumores adipocíticos Liposarcoma mixoideo bien diferenciado 

Tumores Condro-óseos 
Condrosarcoma extraesquelético  

Osteosarcoma extra-esquelético 

 Tumores fibroblásticos / 

Miofibroblásticos  

Tumor desmoide (o fibromatosis agresiva) 

Fibrosarcoma 

Tumor myofibroblástico inflamatorio 

Sarcoma fibromixoide de grado bajo 

Mixofibrosarcoma, de bajo grado. 

Fibrosarcoma epitelioide esclerosante 

 Tumores del músculo esquelético          
Rabdomiosarcoma (embrionario, alveolar y formas 

pleomórficas) 

Tumores del músculo liso Leiomyosarcoma 

 Tumores fibrohistiocitarias 

Tumor plexiforme fibrohistocítico 

Sarcoma pleomórfico indiferenciado  

 Histiocitoma fibroso maligno 

 Tumores de los nervios periféricos         
 Tumor maligno de la vaina del nervio periférico 

 

 Tumores de diferenciación incierta 

Sarcoma alveolar de partes blandas 

Sarcoma de células de partes blandas 

Pequeño tumor desmoplásico de células redondas 

Sarcoma epitelioide 

Tumor rabdoide extrarrenal 

 Tumores de diferenciación incierta 

Condrosarcoma mixoide extraesqueletal 

Tumor neuroectodérmico primitivo/extraesquelético  

Tumor de Ewing 

Sarcoma sinovial 

Sarcoma indiferenciado; Sarcoma, sin otra 

especificación  

 Tumores vasculares 

Angiosarcoma  

Hemangioendotelioma epitelioide 

Hemangiopericitoma (infantil) 
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Sin embargo, se han realizado grandes avances respecto a la biología de 

este tipo de tumor, de forma que las terapias se dirigen hacia las dianas moleculares 

y específicas de las células que componen el SPB, lo que puede cambiar la historia 

natural de esta enfermedad (Fletcher et al, 2004). En la actualidad, se encuentran en 

fase de ensayo clínico: 

 Cediranib 

 MLN8237 

 Cixutumumab y Temsirolimus 

 Gemcitabina y docetaxel 

 Trabectedina 

Y se está trabajando en nuevos regímenes de tratamientos quimioterápicos. 

 

II.2. EL RABDOMIOSARCOMA 

II.2.1. Concepto e incidencia 

El rabdomiosarcoma (RMS) es el SPB más comúnmente encontrado en 

niños y jóvenes.  Fue identificado por vez primera por Webner en 1854 y se trataba 

de un paciente de 21 años con un tumor lingual (Merlino et al, 1999). Constituye el 

4-5% de las enfermedades oncológicas infantiles con una incidencia anual de 5.3 

enfermos por millón de niños con edad inferior a los 15 años (Pascual et al, 2005).  

 

El pico de incidencia en la infancia se produce a la edad media de 5 años, 

con un mayor porcentaje de afectación en el género masculino llegando a valores 

del 60% del total de enfermos (Breitfel et al, 2005; Barlow JW et al, 2006).  En 

España, presenta una incidencia de alrededor del 8% de todos los cánceres en niños 

menores de 15 años y el 6% de los tumores sólidos pediátricos. Es más frecuente 

entre los varones y presenta dos etapas cronológicas de mayor incidencia; la primera 

y más importante entre el primero y séptimo año de vida y la segunda durante la 

adolescencia (Peris-Bonet et al, 2010; Figura 2). 
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Se cree que el origen del RMS se halla en un desequilibrio entre la 

proliferación y la diferenciación de células precursoras durante el programa 

miogénico del músculo esquelético (Li et al, 2009). La histología de estas neoplasias 

es análoga a la miogénesis del embrión en desarrollo, lo que nos da pistas acerca de 

la biología de estos tumores. Por esta razón, es más correcto definir el RMS como un 

tumor derivado del mesénquima primitivo que exhibe una profunda tendencia a la 

miogénesis que definirlo como un tumor originado en el músculo esquelético 

(Parham et al, 2001). 

 

Figura 2. Rabdomiosarcoma. Supervivencia a 5 años del diagnóstico por cohortes en España. 

Periodo 1980-2004 (Informe RNTI-SEOP 2009. Peris-Bonet et al, 2010). 

 

II.2.2. Etiología  

Puesto que el RMS deriva de las células mesenquimales primitivas, se puede 

desarrollar en cualquier zona del cuerpo, incluidas aquellas en las que no se 

encuentra normalmente músculo estriado. Los lugares donde se localiza 

preferentemente se detallan en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Localización del tumor primario y vías de diseminación (adaptado de Breitfeld et al, 

2005). 

Localización 

primitiva 

Frecuencia 

relativa % 

Afectación 

Regional 

Metástasis a distancia 

Cabeza y Cuello: 

Órbita 

Parameníngea 

7 

8 

24 

 

Ganglionar (rara) 

SNC (50%) 

 

Pulmonares (raras) 

Pulmonares, óseas 

Tracto 

Genitourinario: 

 

Paratesticular 

 

29 

 

13 

Ganglionar (rara) 

Ganglionar (rara) 

Ganglionar 

retroperitoneal 

Pulmonares, médula 

Ganglionares 

(retroperitoneales) 

Pulmonares, óseas 

Extremidades: 15 Ganglionar Pulmonares, óseas, médula, 

SNC 

Otras: 4 Ganglionar (rara) Pulmonares, óseas, hepáticas 

 

II.2.3. Tipos histológicos 

Los RMS se clasifican en dos grandes grupos dependiendo de su pronóstico: 

el grupo histológico favorable, en el que se encuentra el RMS embrionario (ERMS) 

con sus dos variantes y el grupo histológico desfavorable, que comprende el RMS 

alveolar (ARMS). A éstos, se les ha añadido recientemente un tercer tipo, el RMS 

pleomórfico (PRMS), que se presenta principalmente en adultos (National Cancer 

Institute, US, 2005; Tabla 4). 
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Tabla 4. Comparación de las diferentes clasificaciones de los rabdomiosarcomas. SIOP, 

International Society for Pediatric Oncology; NCI, National Cancer Institute (adaptado de 

Parham et al, 2006, revisado 2013). 

Horn-

Enterline 
Palmer SIOP NCI Internacional 

Embrionario 

Mezclado Embrionario Embrionario Embrionario 

Tipo A 

Denso, bien 

diferenciado 
Leiomiomatoso 

 

 

 

 

 

Botrioide 

Célula huso 

Denso, poco 

diferenciado 

Sin especificar 

Blando, no 

botrioide 

Botrioide Anaplásico 
Blando, 

botrioide 

Embrionario 

pleomórfico 
Botrioide 

Alveolar 

Células 

redondas 

mono mórficas Alveolar Alveolar 
Alveolar (Incluidas 

variantes sólidas) 
Anaplásico 

Mixto? 

Pleomórfico Anaplásico Pleomórfico 
Variantes sólidas 

Pleomórfico 

RMS, Sarcoma no 

identificado 

Sarcoma 

indiferenciado no 

identificado 

 

II.2.3.1. RMS embrionario (ERMS) 

Es el más común (80%) y se presenta sobre todo en cabeza y cuello, vejiga, 

vagina, en zonas adyacentes a la próstata y en los testículos, así como en menor 

medida en las extremidades. Afecta principalmente a niños de corta edad.  

 

Las células que forman este tumor recuerdan a las que se encuentran en 

desarrollo en un feto de 6-8 semanas. Con frecuencia muestran pérdida del material 

genómico específico en el brazo corto del cromosoma 11. La pérdida uniforme de 
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material genómico en la región del cromosoma 11p15 sugiere la presencia de un gen 

supresor de tumores, aunque dicho gen no ha sido aún identificado. Asimismo, son 

relativamente comunes (36%) los puntos de interrupción que involucran la región 

1p11-1q11. (Gordon et al, 2001). Histológicamente, estos tumores se asocian con 

enfermedades de duración limitada y pronóstico favorable (figura 3). Se dan dos 

variantes del ERMS, botrioide y fusiforme: 

 

 

Figura 3. RMS embrionario (Parham et al, 2006). 

 

II.2.3.1.1. ERMS Botrioide 

Representa el 6% del total de ERMS y se desarrolla normalmente como una 

protrusión con forma de uva en los órganos mucosos (nasofaringe, vagina, vejiga…) 

mostrando condensación subepitelial (Figura 4).  

 



II. Introducción________________________________________________________ 

    

 

16 

 

 

 

Figura 4. RMS botrioide (Parham et al, 2006). 

  

II.2.3.1.2. ERMS Fusiforme 

Representa el 8% del total de ERMS y se caracteriza por  presentar células 

en forma de huso que se observan principalmente en la zona paratesticular (Figura 

5). 

 

  

Figura 5. RMS fusiforme (Parham et al, 2006). 

 

II.2.3.2. RMS alveolar (ARMS) 

Aparece en el 15% de los casos, sobre todo en los músculos largos del 

tronco, brazos y piernas y afecta a niños de mayor edad. Se denomina alveolar 

porque las células se disponen dejando espacios huecos o alvéolos. Estas células 

recuerdan a células musculares normales presentes en un feto de 10 semanas 
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(Figura 6). Las traslocaciones entre el gen FOXO1 (anteriormente llamado FKHR) en 

el cromosoma 13 y el gen PAX3 en el cromosoma 2 (t (2; 13) (q35; q14)) o el gen 

PAX7 en el cromosoma 1 (t (1; 13) (p36; q14)) se encuentran en el 70% a 80% de los 

pacientes con tumores de histología alveolares (Barr et al, 2006; Dumont et al, 2012) 

los desplazamientos que implican al gen PAX3 se presentan en aproximadamente el 

59% de los casos de ARMS, mientras que el gen PAX7 parece estar implicado en 

alrededor del 19% de los casos. Los pacientes con la variante sólida, presentan una 

incidencia menor de las fusiones genéticas PAX-FOXO1 que los pacientes que 

muestran una histología alveolar clásica (Parham et al, 2007).  

          

            

Figura 6. RMS alveolar (Parham et al, 2006). 

 

II.2.3.3. RMS pleomórfico (PRMS) 

Se trata de una variedad rara de RMS presente únicamente en individuos 

adultos constituyendo un 5% del total de casos de RMS. Se presenta principalmente 

en los pacientes entre 30 y 50 años de edad, y difícilmente se observa en niños. En 

los niños el término pleomórfico ha sido sustituido por el término anaplásico (Figura 

7). 
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Figura 7. RMS pleomórfico o anaplásico (Parham et al, 2006). 

 

II.2.4. Expresión citogenética del rabdomiosarcoma 

Aunque la etiología del RMS es bastante desconocida, muchos tumores 

aparecen de forma espontánea, sin que exista una predisposición por factores de 

riesgo asociados. Las células de RMS muestran muchos defectos en los puntos de 

control del ciclo celular y las  vías de señalización de los factores de crecimiento, lo 

que lleva a la proliferación acelerada, típicamente en la transición G1-S. Asimismo, 

se ha asociado la presencia de alteraciones genéticas con el proceso de 

rabdomiosarcomagénesis. La aparición del tumor puede estar originada por 

diferentes causas: 

1. Elevada expresión de los inductores del ciclo celular como cyclin D (Zhang et al, 

2004), CDK4 (Ragazzini et al, 2004), y Skp2 (Zhang y Wang et al, 2007). 

2. Represión de los reguladores del ciclo celular como p16Ink4a (Iolascon et al, 

1996; Obana et al, 2003), p21 (Moretti et al, 2002), p27 (Zhang y Wang et al, 

2003), y p57 (Roeb et al, 2007).  

3. Desregulación de las vías de señalización de los factores de crecimiento. Las 

vías más frecuentemente afectadas son las de IGF, FGF, HGF, y PDGF. Esta 

desregulación de FGF y HGF está ligada a un incremento de su capacidad 

invasiva y metastática (Taulli et al, 2006; Taylor et al, 2009). Este efecto se 

realiza a través de PAX3-FKHR que induce la actividad transcripcional de los 

genes de los receptores correspondientes, IGFR1, FGFR4, c-met y PDGFαR 

(Epstein et al, 1996; Ayalon et al, 2001; Cao et al, 2010). La capacidad de PAX3-
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FKHR de dirigirse tanto a los puestos de control del ciclo celular como a las vías 

de señalización mitogénicas contribuye a la  agresividad del RMS. 

4. Defectos de Diferenciación. La miogenesis se produce a través de una cascada 

ordenada de eventos que implican a la familia de factores de regulación 

miogénica (MRF) y el factor potenciador-2 de miocitos (MEF2) (Pownall et al, 

2002). Aunque las células de RMS expresan MyoD, miogenina, y MEF2, se 

mantienen inactivos. Recientes estudios sugieren que el incremento de la 

señalización de FGF y TGF inhibe MRF y MEF2. 

5. Sobre-expresión de miostatina y factor de crecimiento transformante beta 1 

(TGFß1), miembros de la superfamilia TGF, en las células de RMS. HGF puede 

inducir la expresión de la miostatina en condiciones normales de las células 

musculares (Yamada et al, 2010), a través del receptor de HGF (C-met) que, con 

frecuencia, se halla  sobre-expresado en estas células. La miostatina y TGFß1 

inhiben la miogénesis a través de MyoD y MEF2, respectivamente (Liu et al, 

2004; Yamada et al, 2010; Tabla 5).  

 

Tabla 5. Alteraciones genéticas presentes en el RMS (adaptado de Xia et al, 2002). 

Vías de 

señalización 

Componente Mutación Locus Subtipo Frecuencia 

P53 

Tp53 Puntual 17p13.1 
ARMS 1/17 

ERMS 4/36 

MDM2 Amplificación 12q13-15 ARMS ¼ 

ARF Deleción 9q21 
ARMS 1/6* 

ERMS 2/6* 

RB 

CDK4 Amplificación 12q13-15 ARMS ** 

CDKN2A/B Deleción 9q21 
ARMS 1/6 

ERMS 2/6 

RAS 

KRAS2 Puntual 12q12.1 ERMS 2/14 

HRAS Puntual 11q15.5 ERMS 2/8 

NRAS Puntual 1q13.2 ERMS 3/14 

MYCN MYCN Amplificación 2p24 ARMS 20/53 

*Datos basados en la deleción de CDKN2A/B. **Amplificación detectada en la línea celular de ARMS RH30. 
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II.2.5. Clasificación clínica 

Se han conformado diferentes sistemas de estadiaje para clasificar los RMS 

y poder programar el tratamiento más adecuado según la prognosis esperada. Los 

sistemas más ampliamente utilizados son el estadiaje Tumor node metastasis (TNM; 

que tiene en cuenta la localización del tumor primario, su diámetro mayor, la 

afectación de estructuras vecinas, las características de los ganglios linfáticos y la 

presencia de metástasis) y el sistema de los grupos Intergroup rhabdomyosarcoma 

studies (IRS; basado en la cantidad de tumor residual tras la cirugía inicial y el grado 

de diseminación tumoral en el momento del diagnóstico). Existe una tercera opción 

liderada por el grupo cooperativo europeo, que asigna a los pacientes protocolos de 

tratamiento mediante el uso de un esquema de clasificación que combina los 

sistemas anteriores agrupándolos según el riesgo (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Clasificación TNM (adaptado de Hayes-Jordan et al, 2009). 

Término Definición 

Sitio 

favorable 

Órbita; cabeza y cuello no parameníngeo; tracto genitourinario que excluye los 

riñones, vejiga y próstata; conducto biliar. 

Sitio no 

favorable 

Cualquier sitio aparte de los favorables. 

T1 Tumor limitado al sitio anatómico de origen. 

T2 Tumor diseminado o fijado al tejido circundante. 

A Tumor ≤5 cm en su mayor diámetro. 

B Tumor >5 cm en su mayor diámetro. 

N0 No hay compromiso clínico de ganglios linfáticos regionales. 

N1 Compromiso clínico de ganglio linfático regional. 

NX Ganglios linfáticos no regionales no examinados; no hay información. 

M0 Enfermedad no metastática. 

M1 Enfermedad metastática. 
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La estadificación del RMS es relativamente compleja (Tabla 7). El proceso 

incluye los siguientes puntos: 

1. Asignar un estadio (tomar en cuenta la localización, tamaño, grupo 

quirurgicopatológico y la presencia o ausencia de metástasis).  

2. Asignar a un grupo el tumor local quirurgicopatológico (estado 

posquirúrgico resecado/biopsia con evaluación patológica de los márgenes 

tumorales). 

3. Asignar un grupo de riesgo (clasificado por estadio, grupo e 

histología).  

 

Tabla 7.  A) Estadificación del RMS; B) Grupos de riesgo del RMS; C) Grupos patológicos del 

RMS (adaptado de Raney et al, 2011). 

Estadío Localización 

tumor 

primario 

Estadiaje T Tamaño del 

tumor 

Nódulos 

linfáticos 

regionales 

Metástasis a 

distancia 

1 Sitio 

favorable 

T1 o T2 Cualquiera N0 o N1 o 

NX 

M0 

2 Sitio no 

favorable 

T1 o T2 A N0 o NX M0 

3 

 

Sitio no 

favorable 

T1 o T2 A N1 M0 

B N0 o N1 o Nx M0 

4  T1 o T2 Cualquiera N0 o N1 o Nx M1 

 

Grupo de riesgo  Histología  Estadiaje Grupos 

Bajo  
Embrionario  1 I, II, III 

Embrionario      2, 3  I, II 

Intermedio  
Embrionario      2, 3  III 

Alveolar  1, 2, 3 I, II, III 

Alto Embrionario o alveolar 4 IV 
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Grupo Incidencia Definición 

I 13% aprox Tumor localizado, completamente eliminado con márgenes 

microscópicamente claros y sin compromiso de ganglios linfáticos 

regionales. Se recomienda biopsia de ganglios linfáticos si existe 

sospechosa de afectación. 

II 20% aprox Tumor localizado, eliminado por completo con: (a) enfermedad 

microscópica en el margen, (b) la enfermedad regional, ganglios 

linfáticos regionales eliminados sin enfermedad microresidual, o (c) 

enfermedad regional con ganglios afectados, eliminados pero con 

enfermedad microscópica residual y / o implicación histológica del 

nodo más distal desde el tumor primario. 

III 48% aprox Tumor localizado, eliminado por completo con enfermedad 

residual grave después de: (a) biopsia, o (b) resección macroscópica 

del tumor primario (> 50%). 

IV 18% aprox Metástasis a distancia en el momento del diagnóstico. Esta 

categoría incluye: (a) prueba radiológica de la extensión del tumor, 

y (b) células tumorales positivas en el líquido cefalorraquídeo, 

fluidos pleurales, o peritoneal, o metástasis en estas regiones. 
 

 

II.2.6. Diagnóstico  

El diagnóstico del RMS se basa en la identificación de características 

específicas del linaje de células musculares, que consiste en la identificación del 

entrecruzamiento de estrías característico del músculo esquelético por microscopía 

óptica o electrónica y suele tardar en realizarse debido a la falta de síntomas o 

porque la aparición suele coincidir con una lesión reciente; sin embargo, es muy 

relevante la realización de un diagnóstico temprano, puesto que se trata de tumores 

agresivos con una alta capacidad metastática. 

 

Además, el marcaje inmunohistoquímico de la expresión de proteínas 

musculares específicas, de marcadores de diferenciación de músculo esquelético 

comoactina, la cadena pesada de la miosina, desmina, mioglobina, proteínas de 

la banda Z y MyoD, son muy apropiadas para la confirmación del diagnóstico 

(Newton et al, 1995; Merlino et al,1999).  

 

Recientemente se ha comenzado a valorar el mapeo genético para ayudar 

en la diferenciación de los tipos de RMS, dada la limitación histopatológica actual. 
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Así, se cree que el origen de estos tumores está en un desequilibrio entre la 

proliferación y la diferenciación de las células precursoras durante el programa 

esquelético miogenético (Li et al, 2009). 

 

Tras realizarse el diagnóstico de RMS, se debe llevar a cabo una evaluación 

para determinar el grado de extensión de la enfermedad antes de instituir el 

tratamiento. Esta evaluación debe incluir una radiografía de tórax, una exploración 

torácica mediante tomografía computerizada (TC), aspiración bilateral de médula 

ósea y biopsias, exploración ósea, imágenes por resonancia magnética de la base del 

cráneo y el cerebro (para casos de tumores primarios parameníngeos solamente), y 

una exploración mediante TC del tórax y la pelvis (para los tumores de las 

extremidades inferiores o genitourinarios primarios).  

 

Se debería tomar en cuenta una exploración por TC de los ganglios linfáticos 

regionales. Los ganglios linfáticos dilatados se deben someter a biopsia. Un estudio 

ha mostrado que las biopsias de los ganglios linfáticos centinelas se puede llevar a 

cabo de forma inocua en niños con RMS y las biopsias positiva al tumor podrían 

alterar el plan de tratamiento (Kayton et al, 2008). Las tomografías por emisión de 

positrones (PET) con fluorodeoxiglucosa 18 (18FDG) pueden identificar áreas de 

enfermedad metastática que no se pueden ver mediante otras modalidades (Völker 

et al, 2007). Sin embargo la eficacia de estos dos procedimientos de identificación de 

ganglios linfáticos implicados u otros sitios, se encuentra bajo evaluación. 

 

La metodología indicada por el National Cancer Institute de USA, vigente 

desde 2005 y que se utiliza para el diagnóstico del RMS comienza con una biopsia 

(para determinación del grado histológico) y continúa con el análisis de sangre u 

orina a los que se deben poder realizar estudios por TC, resonancia magnética 

nuclear, ecografía y gammagrafía ósea. 

 

A continuación se realizará la aspiración o biopsia de la médula ósea (para 

determinar la cantidad, tamaño y madurez de las células sanguíneas o la presencia 
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de células anormales); una punción lumbar (para medir la presión del conducto 

raquídeo y del cerebro, para análisis del líquido cefalorraquídeo en busca de células 

anormales o infecciones) y una inmunohistoquímica (para confirmar la enfermedad y 

el tipo de tumor mediante la determinación de marcadores específicos del RMS; 

Tabla 8). 

 

Tabla 8. Marcadores inmunohistoquímicos útiles para el diagnóstico del RMS (adaptado de 

Parham et al, 2006). 

Tipo Marcador 

Citoplasmático no filamentoso 
Mioglobina 

Creatin kinasa M 

Citoplasmático filamentoso 

Desmina 

Actina muscular específica 

Miosina sarcomérica 

Nuclear 
MioD 

Miogenina 

 

Por último, se procederá a elaborar estudios citogenéticos (para determinar 

aberraciones cromosómicas típicas en estos tumores, como son las translocaciones 

en el ARMS) así como técnicas moleculares (PCR para la detección de la expresión de 

genes de fusión como los que ocurren en la variante más agresiva del RMS, el 

ARMS). 

 

II.2.7. Tratamiento 

Se considera posible que todos los pacientes con RMS tengan micro-

metástasis en el momento del diagnóstico, de tal forma que es necesario aplicar una 

terapia multimodal que incluye la cirugía, la radioterapia y la quimioterapia. Las 

pautas de los tratamientos y su intensidad deben ser planificadas dependiendo de 

los factores pronósticos (grupos de riesgo) y los efectos secundarios que se producen 

en el paciente. 

 



_______________________________________________________II._ Introducción 

 

 

25 

 

 Sin embargo, se opta por un enfoque conservador del tratamiento, de 

forma que se produzca el mínimo trauma sobre los órganos y tejidos del paciente, 

teniendo en cuenta el efecto que tiene la quimioterapia sobre la disminución del 

tamaño tumoral (Breitfeld et al, 2005; Gallego et al, 2006). 

 

Las recomendaciones para el tratamiento del RMS difieren en el enfoque 

terapéutico. Así, existen diferentes grupos, como el Comité de Sarcomas de Partes 

Blandas (Soft Tissue Sarcoma Comitee [COG-STS]) del Grupo de Oncología Infantil 

(Children Oncology Group, [COG]) que realiza ensayos del Intergroup 

Rhabdomyosarcoma Study Group (IRSG), y la Sociedad Internacional de Pediatría 

Oncológica de Tumores Malignos Mesenquimales, que realizan ensayos en Europa 

del TMM Group (Stevens et al, 2005).  

 

En los ensayos del grupo TMM, la estrategia terapéutica es utilizar 

quimioterapia inicial seguida de resección quirúrgica y reservar la radioterapia para 

casos de resección incompleta, compromiso documentado de ganglios linfáticos 

regionales, o mala respuesta clínica a la quimioterapia inicial. Este enfoque está 

diseñado para evitar procedimientos quirúrgicos mayores y efectos perjudiciales a 

largo plazo de la radioterapia.  

 

La estrategia terapéutica del COG-STS ha sido el tratamiento quirúrgico en 

primera instancia, seguido de radioterapia inmediatamente después, en pacientes 

con enfermedad residual. El objetivo es prolongar el período de supervivencia libre 

de enfermedad, tratando de evitar las recaídas y la terapia de rescate posterior 

(Donaldson et al, 2005).   

 

La estrategia terapéutica TMM ha obtenido supervivencias libres de 

enfermedad del 71% en comparación con el 84% de la estrategia IRSG. Del mismo 

modo, las tasas de supervivencia a los 5 años fueron del 57% para el TMM frente al 

78% en el IRSG.  
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II.2.7.1. Cirugía 

La cirugía es importante en el tratamiento del RMS. Para tumores 

localizados en zonas fácilmente accesibles, la escisión completa del tumor antes de 

comenzar la quimioterapia aumenta sensiblemente las posibilidades de éxito en el 

tratamiento. Sin embargo, la utilización de la cirugía se verá limitada cuando la 

localización del tumor no lo permita o signifique la pérdida de función de un órgano 

(vejiga) o parte del cuerpo (amputaciones de extremidades) (Martelli et al, 1999; 

Arndt et al, 2001).  

 

Además, la cirugía es importante para determinar la afectación de los 

ganglios linfáticos, sobre todo en RMS paratesticular o de extremidades. Por estos 

motivos, la exploración quirúrgica de los ganglios regionales (o del ganglio centinela) 

es un procedimiento estándar en pacientes con RMS en extremidades. La 

determinación de la presencia de ganglios afectados es muy relevante, puesto que 

estos pacientes requieren de radioterapia local (Mc Mulkin et al, 2003; Breitfeld et 

al, 2005). 

 

II.2.7.2. Radioterapia 

La utilización de radioterapia para el control local y regional del tumor es un 

recurso habitual en el tratamiento del RMS (Breitfeld et al, 2005). La forma de 

aplicación (externa, braquiterapia) y las pautas más convenientes (prequirúrgica, 

intraoperatoria y posquirúrgica) están todavía por determinar, a pesar de los 

numerosos grupos cooperativos de trabajo a nivel internacional que trabajan para 

avanzar en el tratamiento del RMS.  

 

La radioterapia posquirúrgica se plantea teniendo en cuenta el estadio del 

tumor, el estado en el que han quedado los márgenes quirúrgicos tras la escisión 

tumoral y los protocolos de tratamiento que desarrolla el centro sanitario en el que 

se encuentra el paciente. Por otro lado, la radioterapia prequirúrgica puede tener 

varias ventajas (O´Sullivan et al, 2003). Las células tumorales no tratadas se 

encuentran en un mejor nivel de oxigenación, lo que aumenta la efectividad de la 



_______________________________________________________II._ Introducción 

 

 

27 

 

radiación. Por otra parte, los campos de radiación pueden ser menores que los que 

se aplican en la radioterapia posquirúrgica, lo que mejoraría la función de la zona 

afectada. Por último, la radioterapia puede facilitar la posterior cirugía disminuyendo 

previamente el tamaño tumoral. Sin embargo, la radioterapia prequirúrgica puede 

dificultar la determinación de los límites de resección y además puede disminuir la 

capacidad de cicatrización de la zona tratada (Mocellin et al, 2006). 

 

Actualmente existe un gran consenso entre los grupos cooperativos en el 

siguiente hecho: los pacientes con tumores del grupo I (resecados completamente 

en la primera cirugía) y con una patología de pronóstico favorable (ERMS) tienen 

respuestas muy favorables sin radioterapia, es decir, mediante la cirugía y una 

quimioterapia complementaria. Sin embargo, los pacientes con tumores del grupo I 

pero de tipo histológico desfavorable (ARMS), en los que es más probable que 

aparezca una recidiva, y los que se clasifican en los grupos II, III y IV se tratan 

sistemáticamente con radioterapia, además de la cirugía y la quimioterapia 

complementaria. 

 

La cirugía se utiliza para el diagnóstico de RMS, y para el control local, junto 

con la radioterapia, después de la quimioterapia. La quimioterapia se utiliza para el 

control sistémico de RMS no metastático, pero el RMS metastásico requerirá nuevos 

enfoques (Wu et al, 2009). 

 

II.2.7.3. Quimioterapia 

La quimioterapia se utiliza para el tratamiento de todos los pacientes con 

RMS. La cantidad, tipo de fármacos y duración dependerá del análisis de los factores 

de riesgo. Puede tratarse de quimioterapia neoadyuvante (suministrada antes del 

proceso quirúrgico) o adyuvante (después de la cirugía). La modalidad de 

tratamiento dependerá del pronóstico de cada caso. En la actualidad, el tratamiento 

de primera línea está representado por la asociación de vincristina (VCR), 

ciclofosfamida y actinomicina-D (ACD) (National Cancer Institute US, 2008).  
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Pacientes de bajo riesgo (RMS en estadio 1, con el tumor completamente 

resecado, grupo I o con enfermedad microscópica residual, grupo II) y sin metástasis: 

para los pacientes con el pronóstico más favorable el objetivo del tratamiento es 

mantener altas las tasas de supervivencia (>90%) y al mismo tiempo reducir las 

consecuencias de la quimioterapia a largo plazo. Las combinaciones de fármacos 

más utilizadas en este caso son VCR+ACD con o sin radiación; o 

VCR+ACD+Ciclofosfamida con o sin radiación (Raney et al, 2011). 

 

Pacientes con riesgo intermedio (ERMS con enfermedad residual 

macroscópica, grupo III; pacientes menores de 10 años con RMS metastático; ARMS 

no metastático): la tasa de supervivencia que se obtiene en estos pacientes varía 

entre el 55 y el 88%. La quimioterapia estándar para estos pacientes consiste en la 

terapia VAC con o sin Ifosfamida para el IRS-IV (Crist et al, 2001). No obstante se han 

estudiado otras opciones como la terapia VAC más topotecan y ciclofosfamida para 

el grupo COG  (Walterhouse et al 2004); la terapia VCR+doxorrubicina+etopósido 

(VDC) alternada con ifosfamida+etopósido (IE; Arndt et al, 2008) y la terapia 

Ifosfamida+VCR+ACD (IVA)+ carboplatino, epirrubicina y etopósido (Oberlin et al, 

2012). 

 

Pacientes de alto riesgo (con metástasis en el momento del diagnóstico): 

constituyen aproximadamente el 15% de los niños con RMS, cuyo pronóstico no ha 

mejorado significativamente en los últimos 15 años. La supervivencia total de estos 

pacientes no supera el 50%, aunque algunos grupos de tratamiento actuales han 

mejorado esa cifra (Rodeberg et al, 2005).  

 

En el estudio IV del IRS se han utilizado dobles combinaciones de fármacos 

ifosfamida+doxorrubicina (Sandler et al, 2001) o VCR+melfalán (Breitfeld et al, 2001) 

antes del tratamiento convencional con VAC, pero no se han obtenido mejoras 

significativas en la supervivencia (Brenemann et al, 2003).  
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Otro estudio liderado por el COG-STS analizó el uso de irinotecan e 

irinotecan+VCR con similares resultados (Pappo et al, 2007).  

 

En los estudios de la Sociedad Internacional de Oncología Pediátrica (SIOP) 

dentro del grupo que estudia los tumores mesenquimales malignos (TMM), se han 

utilizado la intensificación de la terapia ifosfamida+VCR+adriamicina con melfalán a 

altas dosis como estrategia terapéutica para este grupo de pacientes. Sin embargo, 

la supervivencia total no ha mejorado con esta terapia múltiple, por lo que no se 

recomienda en el tratamiento del RMS metastático (Carli et al, 1999). En otro 

estudio se comparó una combinación estándar de seis fármacos seguido por un 

mantenimiento de VDC, frente al tratamiento con doxorrubicina como agente único 

o carboplatino, continuando con ciclos monoterapia a altas dosis de ciclofosfamida, 

etopósido y carboplatino y finalizando con terpaia VAC, no observándose beneficio 

para el grupo de terapia de alta dosis (McDowell et al, 2010). 

 

Pacientes con RMS recurrente: Aunque los pacientes con RMS recurrente a 

veces pueden lograr una remisión completa con terapia secundaria, su pronóstico a 

largo plazo es generalmente pobre (Mazzoleni et al, 2005). El pronóstico es más 

favorable (50% al 70% de tasa de supervivencia a 5 años) en niños que inicialmente 

presenten estadio 1 o Grupo I e histología embrionaria, y que tienen tumores 

pequeños y para aquellos que tienen una recurrencia local o regional ganglionar 

(Dantonello et al, 2008). La mayoría de los otros niños con recidiva tumoral, tienen 

un pronóstico extremadamente precario. Una revisión retrospectiva de los pacientes 

de RMS identifica el tiempo hasta la recurrencia como un importante factor 

pronóstico. Cuanto menor es el tiempo hasta la recurrencia mayor es el riesgo de 

mortalidad para el RMS recidivante (Mattke et al, 2009). También se han descrito: la 

recidiva metastática (en oposición a local), la terapia de radiación previa, el tamaño 

inicial del tumor (> 5 cm), y el tiempo hasta la recaída (<18 meses) como 

características de pronóstico desfavorables para la supervivencia después de la 

recidiva (Chisholm et al, 2011).  
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La selección de tratamiento adicional depende de muchos factores, 

incluyendo el sitio (o sitios) de recidiva, el tratamiento previo y consideraciones 

individuales del paciente. El tratamiento de la recidiva local o regional puede incluir 

escisión local amplia o la resección quirúrgica intensa del tumor, sobre todo en 

ausencia de metástasis ósea extendida (De Corti et al, 2011). La radioterapia debe 

ser valorada en pacientes que aún no han recibido radioterapia en el área de 

recurrencia, o para los que la exéresis quirúrgica no es posible.  

 

La quimioterpaia más comúnmente utilizada en el tratamiento del RMS 

recurrente es: 

•Ifosfamida+carboplatino+etopósido (Van Winkle et al, 2005; Kim et al, 

2012) 

•Ciclofosfamida+topotecan (Saylors et al, 2001) 

•Irinotecan con o sin VCR (Vassal et al, 2007; Mascarenhas et al, 2010) 

•Vinorelbina como agente único (Kuttesch et al, 2009) 

•Vinorelbina y ciclofosfamida (Casanova et al, 2004) 

•Gemcitabina y docetaxel (Rapkin et al, 2012) 

•Rapamicina (Houghton et al, 2008) 

•Topotecan, VCR y doxorrubicina (Meazza et al, 2009) 

 

II.2.8. Supervivencia a largo plazo y esperanza de vida 

El balance entre la curación y las secuelas irreversibles del tratamiento a 

largo plazo sigue siendo uno de los principales retos en el tratamiento del RMS 

pediátrico. Los efectos colaterales citotóxicos de la quimioterapia, como la supresión 

medular e inmune, se pueden controlar con las terapias actuales. Sin embargo, a 

medida que se incrementa la supervivencia, aumentan las secuelas a largo plazo: la 

toxicidad cardíaca asociada a la exposición a antraciclinas, la acidosis tubular renal 

derivada de la terapia con agentes como el carboplatino, la ifosfamida que también 

daña la función renal normal produciendo acidosis, además de la pérdida crónica de 

electrolitos por vía urinaria, el raquitismo renal y la osteoporosis. Además, la 
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ifosfamida puede también actuar en segunda instancia potenciada por la 

radioterapia reduciendo el nivel de fertilidad masculina. 

 

La radioterapia puede inducir la formación de nuevos tumores diferentes 

del tratado, así como hipoplasia vascular y de los tejidos blandos. Además, provoca 

disfunciones en las extremidades, deterioro muscular e incluso efectos psicológicos 

que, dependiendo de la edad de administración (<3 años), puede ocasionar 

dificultades en el proceso de aprendizaje y evolución hacia la etapa adulta 

(McDowell et al, 2003). 

 

La probabilidad de supervivencia a los 5 años depende en gran medida del 

tipo histológico. Así, dicha probabilidad de supervivencia, es del 64% en los pacientes 

con histología botrioide, del 26% en el caso de pacientes con ERMS y sólo del 5% 

para los de ARMS.  

 

Entre los individuos con ERMS, el estadio inicial y la correcta asignación al 

grupo de riesgo determina a la probabilidad de supervivencia, variando ésta desde el 

51% del estadio 1/grupo I al 12% del estadio 4/grupo IV. Para aquellos individuos 

clasificados en el estadio 1/grupo I, el tipo de recidiva (local, regional o distal) influye 

en la subsecuente probabilidad de supervivencia, siendo dicha probabilidad de 

supervivencia de un 72%  para recidivas locales y de un 30% en recidivas distales.  

 

Del mismo modo, los pacientes con histología alveolar recurrente 

incrementan sus probabilidades de supervivencia si se clasifican en el grupo I (40%) 

frente al resto de grupos (3%).  

 

Por otra parte, para aquellos pacientes con RMS de histología alveolar, la 

clasificación, el tipo de recurrencia, la localización del tumor primario y el 

tratamiento, no ejercen ninguna influencia en la probabilidad de supervivencia 

(Womer et al, 2000; Tabla 9). 
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Tabla 9. Factores predictivos de supervivencia tras recidiva en RMS pediátrico en pacientes en 

estudios III, IVP y IV del IRS. Datos adaptados de Womer et al, 2000. 

Categoría 
Número de 

pacientes 

Ratio de supervivencia estimada a 5 años 

tras recurrencia 

Favorable 120* 51** 

Botrioide (todos los estadios 

y grupos) 
19 64 

Embrionario (estadio I o 

grupo I) 
85 52 

Recurrencia local 34 72 

Recurrencia regional 19 50 

Recurrencia distal 26 21 

Alveolar o indiferenciado 

(grupo I) 
16 40 

Desfavorable 485* 10** 

Embrionario (estadio II/III, 

grupo II/III) 
134 20 

Embrionario (grupo IV) 94 12 

Alveolar o indiferenciado 

(grupos II, III y IV) 
257 3 

*Número total de pacientes  **Ratio de supervivencia global 

 

II.2.9. Nuevas estrategias terapéuticas  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por los grupos cooperativos de 

tratamiento del RMS y SPB (IRS, TMM, Cooperative Weichteilsarkom –CWS- y COG), 

el tratamiento de los pacientes con RMS continúa evolucionando y se adapta 

continuamente a los nuevos resultados, sin poder establecer una terapia estándar 

absoluta. Esta evolución de los tratamientos ha permitido mejorar la supervivencia 

en estas últimas décadas. En general, las combinaciones terapéuticas VAC e IVA, 

parecen tener una efectividad similar y pueden considerarse como las terapias de 

referencia para la mayoría de los RMS infantiles. A continuación, se relacionan las 

pautas ensayadas según el riesgo de recidiva:  

 

Riesgo bajo: consiste en la administración de 4 ciclos de VAC seguidos de 36 

semanas de terapia VA encaminado a reducir la exposición total de ciclofosfamida, 

manteniendo el excelente resultado de la terapia y reduciendo su morbilidad. 
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Riesgo intermedio: se están ensayando terapias VAC con  

topotecan/ciclofosfamida, basándose en la actividad del topotecán sobre el RMS por 

sí sólo o en combinación con la ciclofosfamida. 

 

Riesgo intermedio-alto: se están ensayando terapias VAC con  

irinotecan/VCR (IV) tras una exposición previa a radiación, basándose en la actividad 

del irinotecán sobre el RMS por sí sólo o en combinación con la VCR. 

 

Riesgo alto: tras una exposición inicial al IV, se analiza el tratamiento con 

combinaciones alternantes de VDC e IE. También se están testando temozolomida y  

cixutumumab en pacientes con RMS metastático. 

 

Pacientes con recidiva: normalmente son los que peor pronóstico 

presentan y los ensayos comparan dos esquemas diferentes de administración de 

irinotecan (ambos junto con VCR [IV]). Los pacientes reciben ciclos estándar de 3 

semanas alternantes entre VDC e IE. Los pacientes que no respondan al IV se 

tratarán con tirapazamina con ciclos de VDC. Otra opción la plantea la quimioterapia 

intensiva seguida de trasplante autólogo de médula ósea (Weigel et al, 2001), la 

monoterapia con vinorelbina (Casanova et al, 2002), la terapia combinada de 

vinorelbina y ciclofosfamida de dosis bajas (Casanova et al, 2004), rapamicina en 

solitario (Houghton et al, 2008) y topotecán, VCR y doxorubicina (Meazza et al, 

2009). Otros fármacos en estudio son el ditartrato de vinorelbina y ciclofosfamida en 

combinación con bevacizumab o temsirolimus en el tratamiento de pacientes con 

RMS recurrente; sorafenib tosilato en el tratamiento de pacientes jóvenes con RMS 

recidivante y la  quimioterapia   intensiva   seguida   de  trasplante  autólogo  de 

médula ósea (Admiraal et al, 2010; Peinemann et al, 2011). La gemcitabina ha sido 

estudiada como potencial quimioterápico en niños (Wagner-Bohn et al, 2006). 

Recientemente se ha descrito un estudio con gemcitabina y docetaxel con 

prometedores resultados en 19 pacientes pediátricos (Rapkin et al, 2012). Otro 

compuesto como la temozolomida también ha demostrado su interés terapéutico 

como agente único (De Sio et al, 2006) y en combinación con erlotinib (Jackaki et al, 
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2008); incluso el imatinib puede resultar muy adecuado, tal como demuestran 

estudios in vitro e in vivo (Taniguchi et al, 2008). 

 

Es necesario mejorar la selección de los niños que pueden ser tratados con 

una terapia menos intensiva (VA+radioterapia) para evitar las secuelas de los 

agentes alquilantes y las antraciclinas a largo plazo. Por otro lado, el tratamiento 

local es una parte fundamental en el tratamiento del RMS, pero también deben ser 

tenidas en cuenta las secuelas a largo plazo de una cirugía o radioterapia muy 

agresiva.  Aunque es posible curar un 30% de los pacientes sin la utilización de la 

radioterapia, es necesario mejorar los sistemas que permitan identificar a esta 

población de pacientes, de pronóstico favorable, en los que se pueden evitar los 

efectos secundarios de la radioterapia. 

 

Gracias al conocimiento del perfil genético tumoral se pueden plantear 

terapias individualizadas, por lo que se están llevando a cabo importantes esfuerzos 

para que existan muestras de tejidos tumorales disponibles para dichas pruebas. 

Han sido identificados varios compuestos específicos cuya efectividad en la 

supresión del crecimiento y la tumorigénesis de RMS ha sido probada. Estos 

compuestos incluyen los inhibidores de los receptores de tirosin quinasas (Crose y 

Linardic et al, 2011), moléculas de señalización intracelular y de factores 

angiogénicos (Martins et al, 2011; Houghton  et  al,  2011). Éstos  y  otros  estudios 

como los de los oligopéptidos CpG, inyecciones tumorales del virus del Herpes 

simplex oncolítico, análogos de rapamicina, vacunas frente a pequeños fragmentos 

peptídicos que invierten la fusión FAX3-FKHR, inhibidores de la tirosina quinasa del 

receptor del factor de crecimiento epidérmico y ligandos que inducen la apoptosis 

relacionada con el factor de necrosis tumoral alfa (TRAILs), prometen incrementar 

las oportunidades para nuevas intervenciones en los pacientes afectos de RMS 

(Breitfeld et al, 2005).  
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En el campo de la radioterapia la utilización de emisión de partículas que 

actúen de un modo más preciso como los protones, o partículas más pesadas como 

el ion carbono, son algunos de los avances que permitirán un mayor control de la 

enfermedad tumoral y, a su vez, una reducción de la exposición indeseada de los 

tejidos sanos circundantes al tumor.  

 

Un nuevo campo de exploración viene dado por la terapia inductora de 

diferenciación cuyo objetivo consiste en limitar la actividad proliferativa 

descontrolada del tumor a través del efecto inductor de la diferenciación. Las células 

de RMS han mostrado ser susceptibles a tales intervenciones terapéuticas abriendo 

una nueva vía de tratamiento frente al RMS. 

 

Por último, cabe destacar el papel cada vez más importante que están 

adquiriendo los factores de crecimiento como el IGF, el HGF, el VEGF, etc, para el 

control del desarrollo tumoral, de modo que el bloqueo de la cascada enzimática 

que generan dichos factores en las células tumorales constituye una nueva 

estrategia terapéutica frente al RMS. 
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II.3. FACTORES DE CRECIMIENTO 

Los factores de crecimiento (FC) son moléculas de secreción paracrina o 

autocrina que regulan la proliferación, migración y muerte celulares. Su efecto viene 

dado por la presencia en la membrana celular de receptores específicos para dichas 

moléculas, que transmiten estas señales al interior celular desencadenando una 

cascada enzimática que finalmente deriva en su efecto biológico. Tanto las células 

normales como las células tumorales, que presentan en su mayoría alteraciones en 

los mecanismos de transducción de la señal, presentan receptores de membrana 

que responden a la presencia de dichos FC. 

 

Los efectos biológicos desencadenados en las células tumorales, que 

incluyen la proliferación celular, la apoptosis, la angiogénesis, la invasión y la 

metástasis, se ejercen a través de una red interconectada de vías de señalización 

celular formada por ligandos extracelulares de los FC, receptores transmembrana, 

protein quinasas intracelulares y factores de transcripción (Wen et al 2009). En los 

últimos años, los ensayos dirigen sus esfuerzos a la regulación de dichas vías de 

señalización intracelulares como mecanismo de control tumoral, con resultados 

prometedores. 

 

El desarrollo de resistencia a la quimioterapia por las células tumorales 

constituye una limitación al tratamiento del cáncer. Aunque la investigación inicial se 

centró en las células tumorales, se ha observado que el entorno del tumor puede 

determinar también la resistencia de las células tumorales a la quimioterapia. En los 

últimos años, se ha orientado la investigación de este área hacia los FC, dada su 

capacidad de reducir la sensibilidad de las células tumorales a la quimioterapia. Por 

este motivo, se ha incrementado de forma notoria el arsenal terapéutico dirigido 

contra los FC, sus receptores o las vías de señalización de los mismos. 
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II.3.1.Factor de crecimiento hepatocitario (HGF/SF) 

El HGF fue descubierto en 1984 como un factor indeterminado que 

estimulaba la proliferación de hepatocitos tras hepatectomía parcial (Nakamura et 

al, 1984).  

 

En 1985, se describió un factor derivado de los fibroblastos con efectos 

sobre la motilidad celular, al que se denominó factor de movilidad (SF, del inglés 

Scatter factor). En 1989 fue purificado y secuenciada su composición aminoacídica 

(Nakamura et al, 1989), y se descubrió que los ADN complementarios (ADNc) que 

codificaban HGF y SF eran el mismo (Weidner et al, 1989; Furlong et al, 1991).  

 

II.3.1.1. Estructura y Funciones biológicas 

La forma biológicamente activa del HGF es un heterodímero compuesto por 

dos cadenas unade 69kDa y otra de 39kDa (Nakamura et al, 1989) y el gen que lo 

codifica se localiza en el cromosoma 7q21-q23 (Seki et al, 1991). 

 

La producción del HGF/SF se localiza entre otras, en células de Kupffer, 

células endoteliales, fibroblastos y adipocitos.  

 

Sin embargo, su expresión ha sido descrita también en el páncreas, el 

intestino delgado, el tiroides, el cerebro y la glándula submaxilar salival en grandes 

cantidades, mientras que en el hígado, riñón, y bazo se producen niveles mucho más 

reducidos (Jiang et al, 1993). 

 

Se ha descrito la participación fundamental del HGF en procesos como la 

embriogénesis y organogénesis (Birchmeier et al, 1998), la proliferación de 

hepatocitos (Borowiak et al, 2004), la motilidad celular, la estimulación de las células 

hematopoyéticas, el sinergismo con otras citoquinas (Sonnenberg et al, 1993), la 

regeneración tisular y la cicatrización de heridas.  
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En órganos dañados como el hígado, el riñón, y el corazón se encuentra 

sobreexpresado para favorecer la proliferación, la migración celular e inhibir la 

apoptosis (Michadopoulos et al, 1997). 

 

II.3.1.2. Vías de señalización  

El receptor del HGF, c-Met, fue clonado en 1984 (Bottaro et al, 1991). Se 

trata de un receptor transmembrana compuesto por dos cadenas, una  y otra 

Birchmeier et al, 2003) con actividad tirosina quinasa (TK) (Matsumoto et al, 

1996).  La unión de HGF a c-Met provoca la dimerización y autofosforilación de dos 

residuos de fosfotirosina de la subunidad  que activa múltiples cascadas de 

señalización celular que regulan, entre otros, los siguientes efectos fisiológicos: 

 

a) La motilidad celular, a través de  GAB1 (GRB2-associated binding 

protein-1), DOCK1 (dedicator of citokinesis-1) y FAK (focal adhesión kinases), 

que controla la formación de adhesiones focales, lo cual es un factor crucial en 

la motilidad celular tumoral (Birchmeier et al, 2003; Venepalli et al, 2013). 

b) La tubulogénesis, mediante el reclutamiento de GRB2 (growth 

factor receptor-bound protein-2), que promueve la activación de Ras (rat 

sarcoma virus oncogene; Schaeper et al, 2000), lo que provoca la fosforilación 

de MEK1 (MAPK/ERK kinase-1), y la activación de ERK (extracellular signal-

regulated kinase; Delehedde et al, 2001; Venepalli et al, 2013). 

c) La diferenciación, regulación citoesquelética y polaridad celular, 

con la intervención de Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) y 

CDC42 (Cell division control protein 42), que reorganizan el citoesqueleto 

celular y STAT3 (signal transducer and activator of transcription-3), cuya 

fosforilación altera la transcripción nuclear y provoca cambios en la adhesión 

celular, proliferación y motilidad celulares necesarias para la diferenciación y 

especialización celulares (Schaeper et al, 2000; Gao et al, 2005; Venepalli et al, 

2013). 

d) La supervivencia, mediante la activación de  JNK (c-Jun kinase), que 

activa c-Jun y c-Fos (Xiao et al, 2001). Esto hace que se expresen proteínas 
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como  CDK6 (cyclin dependent kinase-6), Rb (retinoblastoma) y p27/p27KIP1 

(cyclin dependent kinase inhibitor p-27), que regulan positivamente la 

progresión en el ciclo celular. Además, activa genes anti-apoptóticos como 

cyclooxigenase-2 (COX2), que inhiben la apoptosis que se produce en las células 

epiteliales inducida por la pérdida de la unión a la matriz extracelular, proceso 

necesario para la homeostasis celular y tisular (Zeng et al, 2002). También a 

través de Akt, que actúa sobre la procaspasa 9 evitando que active la 

procaspasa 3, que regula la supervivencia celular (Delehedde et al, 2001). 

e) La protección frente al daño en el ADN, a través de GAB1, Akt y  

phosphatidil-inositol 3-kinase (PI3K) que aumenta la reparación del ADN y 

reduce la apoptosis (Xiao et al, 2001). 

f) La pérdida de las uniones intercelulares: a través de PI3K, Akt e 

Ikinases (IKs), que actúan sobre  el NFB (necrosis factor kappa B), el 

cual penetra en el núcleo y activa la transcripción de genes anti-apoptotóticos 

(Delehedde et al, 2001). Además incrementan la cantidad de moléculas que 

estimulan la migración y la supervivencia celulares como PLCphospholipase 

C-kinase), IP3 (inositol 1, 4, 5-triphosphate), DAG (diacylglycerol), PIP2 

(phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) y PKC (protein Kinase-C; Aoki M et al, 

2001). 

 

II.3.1.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

En el caso del RMS, se ha observado que dichas células tumorales no 

expresan el factor, pero sí expresan el receptor, lo cual las hace sensibles a dicho 

factor de crecimiento. De este modo, los genes que codifican al  receptor  se 

encuentran amplificados, mutados y sobre-expresados, lo cual se correlaciona con 

un pronóstico desfavorable de la enfermedad (Birchmeier et al, 2003; Tabla 10). A 

nivel tumoral, es esta sobre-expresión la que da lugar a efectos oncogénicos de tipo 

autocrino y paracrino, favoreciendo la proliferación tumoral y actuando como 

potente factor de supervivencia frente a la apoptosis y la muerte celular e 

induciendo la motilidad y la migración celulares y la angiogénesis, estimulando así 

los procesos de invasión y  metástasis (Abounader et al, 2005). 
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Tabla 10. Expresión de HGF y pronóstico tumoral. Modificada de Birchmeier et al, 2003. 

Categoría Tipo de cáncer 
Expresión 

HGF/SF 
Expresión 

Met 
Pronóstico 

desfavorable 
Mutación 

Met 

Carcinomas 

Vejiga Sí Sí Sí No 

Mama Sí Sí Sí No 

Cervical No Sí Sí No 

Colagiocarcinoma No No No No 

Colorrectal Sí Sí No No 

Esofágico No Sí No No 

Gástrico Sí Sí Sí Sí 

Cabeza y Cuello Sí Sí Sí Sí 

Riñón Sí Sí No Sí 

Hígado Sí Sí Sí Sí 

Pulmón Sí Sí Sí No 

Nasofaríngeo Sí Sí Sí No 

Ovario No Sí No Sí 

Páncreas Sí Sí No No 

Próstata Sí Sí No No 

Tiroides Sí Sí Sí No 

Sarcomas músculo 
esqueléticos 

Osteosarcoma Sí Sí No No 

Sarcoma sinovial Sí Sí No No 

Sarcomas tejidos 
blandos 

MFH/Fibrosarcoma Sí Sí No No 

Leiosarcoma Sí Sí No No 

Sarcoma de Kasposi Sí Sí No No 

Tumores 
hematopoyéticos 

Mieloma múltiple Sí Sí Sí No 

Linfoma Sí Sí No No 

Leucemia de células 
T adultas 

No Sí No No 

Leucemia 
mielogénica aguda 

Sí No No No 

Leucemia mieloide 
crónica 

Sí No No No 

Otros neoplasmas 

Glioblastomas/ 
Sí Sí Sí Sí 

astrocitomas 

Melanoma Sí Sí No No 

Mesotelioma Sí Sí No No 

Tumor de Wilm Sí Sí No No 
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II.3.1.4. Estrategias terapéuticas 

Las características fisiológicas y moleculares anteriormente descritas han 

focalizado los esfuerzos terapéuticos sobre las vías de señalización de la cascada 

enzimática del binomio HGF/c-Met, de modo que cualquier punto de la cascada se 

ha convertido en diana específica de un grupo de nuevos fármacos antitumorales. 

 

Entre las diferentes terapias introducidas en los últimos años se pueden 

destacar las siguientes: 

a. Técnicas de silenciado génico: la utilización de U1snRNA y 

ribozimas, inhibe la expresión de HGF y c-Met (Abounader et al, 2005) 

reduciendo el crecimiento tumoral. 

b. NK4: este agente compite con el HGF por la unión a c-Met 

actuando a modo de antagonista del HGF, lo cual inhibe la proliferación, 

invasión y angiogénesis en diferentes líneas celulares (Jie et al, 2007; Wen et al, 

2007). 

c. Moléculas inhibidoras de las tirosinkinasas: entre dichas moléculas 

se puede destacar al K252, que es responsable de la inhibición de la 

autofosforilación del receptor y por ende, de la activación de las MAP kinasas 

(Morotti et al, 2002); el PHA665752, que inhibe la fosforilación de c-Met 

(Christensen et al, 2003; Smolen et al, 2006); el LY294002, que actúa sobre 

PI3K; el PD98059, que actúa sobre la MAP quinasa [MAPK] y el PD180970 o el 

SU6656, que actúan sobre STAT (Sengupta et al, 2003; Song et al, 2003). 

d. Anticuerpos neutralizantes del HGF y del c-Met (Cao et al, 2001; Jin 

et al, 2008; Villaflor et al, 2013). 

e. Inhibidores de la secreción de HGF como el ATRA (Chattopadhyayn 

et al, 2001). 

f. Inhibidores de COX-2 (Sengupta S et al, 2003). 

g. Inhibidores del interferón alfa (IFN-), que disminuye la 

transcripción de c-Met (Radaeva S et al, 2002). 
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II.3.2. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

El VEGF fue descubierto en 1983 por Senger et al. Este grupo describió la 

purificación parcial de una proteína que causaba permeabilidad vascular tras su 

inyección en la piel de cobayas. Debido a esta propiedad, el factor fue llamado factor 

de permeabilidad vascular (VPF) y se creyó que su principal función era regular de 

manera específica la permeabilidad de la red vascular tumoral.  

 

Posteriormente, Ferrara y Ploüet (Ferrara et al, 1989; Ploüet et al, 1989), de 

manera independiente, describieron una sustancia mitógena específica para células 

endoteliales a la que llamaron, respectivamente, factor de crecimiento endotelial 

vascular y vasculotropina. El clonaje y la expresión del VEGF y el VPF revelaron que 

ambas eran, en realidad, la misma molécula (Keck et al, 1989; Leung et al, 1989). 

 

II.3.2.1. Estructura y Funciones biológicas 

El VEGF es una glicoproteína homodimérica (Asn75) de 45 kDa, con varios 

puentes disulfuro intra e intercatenarios. Los dos monómeros se asocian de forma 

antiparalela, y su reducción implica la pérdida total de su actividad biológica. La 

localización cromosómica del gen del VEGF humano es 6p21.3 (Vincenti et al, 1996). 

Este  gen se halla compuesto por ocho exones y siete intrones, con una región 

codificante de una longitud aproximada de 14 kb. Las diferentes isoformas del VEGF 

podrían estar biodisponibles mediante difusión libre o tras la acción de proteasas 

sobre las isoformas más grandes (Ferrara et al, 1999; Dvorak et al, 2002).  

 

El nivel de expresión del VEGF es diferente durante la fase de embriogénesis 

que en el adulto; así, mientras que es más amplia en el primer caso, detectándose en 

pulmón, glándula adrenal, testículo, riñón y cerebro (Breier et al, 1992); en el adulto, 

en condiciones normales, la expresión de VEGF es baja o inexistente en la mayoría 

de tejidos y está limitada a órganos que presentan capilares con endotelio 

fenestrado, como son el plexo coroidal y los glomérulos renales (Breier et al, 1992; 

Millauer et al, 1993), o en situaciones de angiogénesis fisiológica,  como   la   que   

tiene   lugar  cíclicamente   en   el   tracto  reproductor femenino (Ferrara et al, 1998; 
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Geva et al, 2000). En cambio, la expresión de VEGF puede ser activada por diferentes 

factores en otra localización.  

 

El VEGF es una glicoproteína multifuncional que ejerce la mayoría de sus 

funciones en el endotelio vascular. Entre estas funciones se encuentran ser el 

principal inductor de la angiogénesis, la vasodilatación, la migración de las células 

endoteliales vasculares, y la supervivencia de células endoteliales inmaduras 

mediante la prevención de la apoptosis. Ligado a estas funciones se ha descrito su 

implicación en los procesos de crecimiento esquelético, maduración del cuerpo lúteo 

y angiogénesis uterina y curación de heridas. 

 

Además de estas acciones se han observado efectos en otros tipos de 

células (Ferrara et al, 2003), como son la quimiotaxis de los monocitos, la inhibición 

de la maduración de las células dendríticas, el aumento de la producción de células B 

y generación de células mieloides inmaduras. 

 

II.3.2.2. Vías de señalización 

La familia VEGF se compone de 5 miembros: el primero es el VEGF-A (con 

trece isoformas del VEGF-A, de las cuales siete son humanas -VEGF121, VEGF145, 

VEGF148, VEGF165, VEGF183, VEGF189 y VEGF206-; Roskoski et al, 2007; Gabhann et al, 

2008).  Las que presentan mayor expresión son la VEGF121 y la VEGF165 que se unen 

con la totalidad de receptores de VEGF (Stefanini MO et al, 2009). El resto de los 

miembros son VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF (Factor Inductor del Crecimiento 

Placentario). 

 

Por otra parte, existen varios tipos de receptores para VEGF: 

a) VEGFR-1/Flt-1 (fms like tirosine kinase). Tiene una alta afinidad por 

el VEGF circulante pero baja actividad fosforilasa de las tirosina kinasas y se 

localiza en la superficie de la membrana celular de las células endoteliales 

durante el desarrollo embrionario (McMahon et al, 2000). 
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b) VEGFR-2/Flk-1/KDR (fetal liver kinase-1/kinase domain containing 

receptor). Presenta una baja afinidad por el VEGF circulante y es el principal 

mediador en la migración, proliferación y supervivencia de las células 

endoteliales, así como de la permeabilidad celular (Roskoski et al, 2007). 

c) VEGFR-3/Flt-4. Existe controversia sobre su afinidad sobre VEGF-A; 

así algunos autores defienden su activación por dicho factor (Alam et al, 2004), 

mientras que otros no consideran tal efecto (Dixelius et al, 2003). Sin embargo, 

el VEGF-C induce la activación del receptor. 

 

Existen a su vez co-receptores para el VEGF, la familia de neuropilinas NRP-1 

y NRP-2, que se expresan en numerosos subtipos celulares, pero carecen de la 

capacidad de transmitir la señal intracelular una vez se han unido a las isoformas de 

VEGF. En este sentido las posibilidades de combinación de VEGF y NRP son VEGF 165 

– NRP-1, que sirve de puente para el complejo VEGFR-2-NRP-1 (Stefanini, et al, 

2009); o bien VEGF121 – NRP-2, que es inactivo. 

 

Por último, el VEGF165 contiene un dominio de unión a heparina que es 

capaz de unirse a las cadenas heparán sulfato glucosaminoglucano (GAG) de la 

matriz extracelular (MEC) y las membranas celulares (Ferrara et al, 1989). 

 

Si bien la vía de señalización celular del VEGFR-1 no tiene efectos 

proliferativos directos, incrementa la expresión de moléculas que juegan un papel 

esencial en la degradación de la MEC, en la migración celular y la quimiotaxis de los 

monocitos (Barleon et al, 1996; Olofsson et al, 1998). La vía de señalización celular 

de VEGFR-2 conduce a la activación de  fosfolipasa C gamma (PLC que, a su vez, 

activa la PKC (Roy et al, 2008). Se da inicio así a la vía Raf-MAPK que determina la 

angiogénesis (Holmqvist et al, 2004; Olsson et al, 2006).  

 

II.3.2.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

Recientemente se ha asociado la presencia de VEGF circulante en sangre 

como un posible factor pronóstico en RMS infantil, dado que en dichos pacientes, los 



_______________________________________________________II._ Introducción 

 

 

45 

 

niveles sanguíneos de VEGF estaban significativamente incrementados (Schiavetti A 

et al, 2012). 

 

El VEGF y sus receptores están implicados en la angiogénesis que sucede en 

los tumores sólidos incluyendo el cáncer de mama (Kurebayashi et al, 1999), de 

colon (Shaheen et al,1999), hepatoma (Yoshiji et al, 1999), cáncer de vejiga (Droller 

et al,1998), gástrico (Kitamura et al,1998) y de próstata (Balbay et al, 1999), entre 

otros. 

 

Se conoce su implicación en la transformación oncogénica de las células, 

que pasa por ser un proceso asociado frecuentemente a la sobrexpresión de VEGF 

(McMahon et al, 2000; Kubota et al, 2012). Además, se ha asociado la angiogénesis a 

la progresión desde una lesión inicial premaligna a un cáncer invasivo (Folkman et al, 

2003). Numerosos estudios han demostrado el papel crucial del VEGF en la 

neovascularización asociada al tumor, lo cual permite a las células tumorales 

proliferar y metastatizar. Es por esto que la angiogénesis es una de las principales 

dianas terapéuticas en la actualidad (Tortora et al, 2004). 

 

La hipoxia es el principal regulador de la expresión de VEGF (Marti et al, 

1998; Ferrara et al, 1999) tanto en células sanas como en tumorales (McMahon et al, 

2000). La disminución de la tensión de oxígeno causa un aumento de la transcripción 

del gen de VEGF a través del factor de transcripción HIF1 (Hypoxia inducible factor 

1).  

 

El evento inicial de la transcripción y secreción del factor inducido por la 

hipoxia por parte del tumor comienza con la regulación y activación de los 

receptores del factor. Esto provoca la extensión endotelial, el incremento de la 

permeabilidad vascular, la expresión de metaloproteinasas de la MEC (MMPs)  y la  

digestión  de  la MEC, que es necesaria  para  la migración de las células. El aumento 

de la mitogénesis endotelial y la activación de otros factores llevan a la formación y 

migración de las células endoteliales, incluyendo otras células de soporte como los 
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pericitos, y que deriva en la extensión vascular, incremento en la integridad capilar, 

la diferenciación de las células de soporte de la microvasculatura y la formación de la 

red vascular (Benjamin et al, 1997; Kubota et al, 2012).  

 

Por otro lado, estudios sobre líneas celulares tumorales han demostrado la 

inducción de VEGF a través de otros factores de crecimiento como el factor de 

crecimiento plaquetario (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-), el factor de crecimiento transformante beta 1 

(TGF1) y la interleukina 1 (IL-1; Ferrara et al, 1997; Neufeld et al, 1999; Kubota et 

al, 2012). La regulación de este proceso es tanto autocrina, como paracrina. 

 

II.3.2.4. Estrategias terapéuticas 

Las aproximaciones potenciales para bloquear la actividad del VEGF 

incluyen la inhibición de la secreción de VEGF endógena por parte del tumor, la 

neutralización del VEGF circulante en sangre y la inhibición de la unión del VEGF a 

sus receptores, impidiendo la cascada enzimática subsecuente. 

 

Entre los agentes utilizados se pueden citar los siguientes: 

 Anticuerpos monoclonales, como el bevacizumab (Aragon-Ching et 

al, 2009). 

 Inhibidores de tirosina kinasas, como el sorafenib (BAY 43-9006; 

Sleijfer et al, 2008), el sunitinib (SU11248; Sleijfer et al, 2008), el pazopanib 

(Sleijfer et al, 2008), el vandetanib (ZD6474; Kiura et al, 2008), el semaxinib 

(SU5416; Fong et al, 1999; Morabito et al, 2006), el sutent (SU11248; Chow et 

al, 2007), o el cediranib (AZD2171; Takeda et al, 2007; Wedge et al, 2005).  

 VEGFR soluble, una molécula recombinante de Flt-1 soluble puede 

unirse al VEGF circulante y reducir la cantidad disponible para la unión a los 

receptores de membrana celular. 

 Pequeñas moléculas inhibidoras de la señalización de VEGF, como 

el ZD4190 (Hennequin et al, 1999; Wedge et al, 1999), el CGP41251 (Fabbro et 
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al, 1999) o la talidomida y sus análogos como lenalidomide (CC-5013/Revlimid; 

Sleijfer et al, 2008). 

 

II.3.3. Factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue descubierto por Cohen en 

1962 (Cohen et al, 1962) y estimula la proliferación y queratinización de tejidos 

epidérmicos in vivo e in vitro (Cohen et, 1983). La proteína humana homóloga, se 

aisló de la orina y es estructural y funcionalmente idéntica a la urogastrona. El EGF es 

un factor mitogénico que estimula la proliferación de varios tipos celulares 

incluyendo células epiteliales y fibroblastos (Gregory et al, 1975; Yamada et al, 

1997). En la actualidad, se ha descrito su implicación en el crecimiento y 

proliferación de células tumorales, la migración celular, la metástasis y la 

angiogénesis. 

 

II.3.3.1. Estructura y funciones del EGF 

El EGF es un polipéptido constituido por 53 aminoácidos de los que seis son 

residuos de cisteína (Savage et al, 1973; Carpenter et al, 1979; Yamada et al, 1997). 

Éstas forman tres puentes disulfuro intramoleculares (Savage et al, 1973) de gran 

importancia en la función fisiológica del EGF (Taylor et al, 1972). El EGF es 

sintetizado como un precursor inmaduro que madura mediante proteólisis (Yamada 

et al, 1997).  

 

Este precursor compite con las formas maduras del mismo por la unión al 

receptor de EGF (EGFR) y estimula la proliferación en la misma manera que las 

formas maduras de EGF. Se ha demostrado que el precursor de EGF tiene un papel 

crucial en la interacción célula-célula in vivo (Chan et al, 2000; Wong et al, 2003).  

 

Estructuralmente, existen varios factores de crecimiento similares al EGF y 

que debido a ello, conforman la familia EGF. Esta familia consta de tres grupos de 

factores: 
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Grupo 1: moléculas como el TGF la anfirregulina, el factor de 

crecimiento epidérmico unido a heparina (HB-EGF), la betacelulina y el 

factor de diferenciación neu, también denominado heregulin 

(NDF/HRG). TGF, anfirregulin y EGF únicamente se unen y activan 

receptores de EGF (también denominados ErbB-1 y HER-1). 

Grupo 2: consiste en las neurregulinas, que se unen a ErbB-3 y ErbB-4. 

Grupo 3: consiste en el HB-EGF, la betacelulina y la epirregulina, que 

son capaces de unirse tanto a los receptores de EGF, como a ErbB-4. 

 

El EGF destaca por las siguientes funciones: 

 Agente mitógeno para células de origen mesodérmico o 

ectodérmico (Carpenter et al, 1987; Yamada et al, 1997). 

 Potente estimulador de la proliferación de fibroblastos y 

queratinocitos murinos. 

 Regulador de las interacciones célula-célula. 

 Controla la migración celular, el crecimiento celular y los cambios 

morfológicos. 

 Se halla implicado en la neurogénesis. 

 Regulador del crecimiento y supervivencia de las células tumorales, 

en los fenómenos de migración celular, metástasis y angiogénesis. 

 

II.3.3.2. Vía de señalización del EGF 

La familia del EGFR, también conocida como receptores ErbB (ErbBs), 

consiste en 4 receptores transmembrana con actividad TK e incluye el EGFR 

(ErbB1/HER1), ErbB2/neu/HER2, ErbB3/HER3 y ErbB4/HER4 (Schlessinger et al, 

2002). Todos ellos tienen una estructura común, con un dominio extracelular de 

unión al ligando, una región de membrana, un dominio TK citoplasmático y una 

terminación C-terminal con múltiples lugares de fosforilación. La activación de los 

ErbBs está controlada por sus ligandos, miembros relacionados con la familia del 

péptido EGF (Peles et al, 1993; Riese et al, 1998; Seshacharyulu et al, 2012). 
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La unión a ErbBs induce la formación de homo y heterodímeros, que 

promueven la activación de dominios quinasa intrínsecos y la consiguiente 

fosforilación de residuos tirosina específicos en la cola citoplasmática del receptor.  

 

Estos  residuos  fosforilados  sirven  como  lugares  de  anclaje  de  varias 

moléculas señalizadoras, cuyo reclutamiento implica la activación de vías de 

señalización intracelulares, como la MAP-quinasa (con destino mitogénico), la 

JAK/STAT que han demostrado estar implicadas en la transformación celular tumoral 

y en mecanismos de resistencia a la quimioterapia (Vigneron et al, 2008) y las del 

fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), que controlan la proliferación, la migración y la 

apoptosis (Figura 17; Yarden et al, 2001; Schlessinger et al, 2002; Hynes et al, 2005). 

 

En general, la liberación proteolítica de los ligandos del EGFR representa un 

paso regulador importante en la activación del receptor (Shi et al, 2003; Jackson et 

al, 2003) y, de hecho, el bloqueo de la liberación de los ligandos para los ErbBs 

inhibe la proliferación y migración celulares en aquellas líneas celulares 

dependientes de EGFR (Dong et al, 1999).  

 

Sin embargo, muchos ligandos precursores de EGFR, incluyendo el HB-EGF y 

el TGF son biológicamente activos incluso cuando dichos ligandos se encuentran 

anclados a la membrana plasmática, lo cual sugiere que puedan actuar como 

factores yuxtacrinos (Tada et al, 1999; Iwamoto et al, 2000; Singh et al, 2007). 

 

II.3.3.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

Los receptores de EGF se encuentran sobre-expresados habitualmente en 

las células tumorales (Normanno et al, 2006). Por ejemplo,  EGFR y ErbB3 se hallan 

sobre expresados en el 50–70% de los tumores de pulmón, colon, y mama; ErbB2 en 

el 30% de los de mama; ErbB4 en el 50%  de los de mama y en el 22% de los tumores 

de colon (Lu et al, 2010; Hardy et al, 2010). 
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Las mutaciones de los genes de ErbB han sido ampliamente investigadas y 

se han descrito para los cuatro miembros de la familia (Normannoet al, 2006; 

Wieduwilt y Moasser, 2008). Ejemplos de estas mutaciones son la amplificación 

génica y la deleción de los dominios extracelulares presentes  en  el  40-60% de los 

gliomas multiformes y la mutación de dominios quinasa de EGFR en pacientes de  

tumores de pulmón. 

 

La amplificación génica de ErbB2 se halla presente en el 20–30% de los 

tumores de mama. La amplificación génica deriva en sobrexpresión, mientras la 

deleción de los dominios extracelulares y las mutaciones en los dominios quinasa a 

menudo rinden receptores constitutivamente activos, lo cual se asocia con un mal 

pronóstico de la enfermedad (Ravdin et al, 1995). Aún más, la coexpresión de dos o 

más miembros de la familia ErbB se asocia con una peor respuesta a la terapia 

(Normanno et al, 2006). 

 

Además de estimular la proliferación tumoral, la vía de señalización del EGF 

se ha visto implicada en la angiogénesis asociada al tumor y la metástasis medular 

(De Luca et al, 2008). Estimula la expresión de VEGF en una variedad de células 

tumorales EGFR positivas como el glioblastoma, cáncer gástrico, carcinoma 

escamoso vulvar,  vejiga y próstata (De Luca et al, 2008; Lu et al, 2010). 

 

II.3.3.4. Estrategias terapéuticas 

Los receptores de EGFR se encuentran sobreexpresados en diversos tipos 

celulares y este hecho se asocia a un pronóstico desfavorable en múltiples tumores 

humanos (Hudson et al, 2009). Es por esta razón que las estrategias terapéuticas han 

encaminado sus esfuerzos a regular el EGFR o su vía de señalización. De hecho, la 

utilización de diversos antagonistas selectivos de la familia EGFR y Her-2 ha 

demostrado beneficios clínicos.  Entre estos antagonistas cabe destacar: 
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a) Anticuerpos monoclonales, como el cetuximab (Wong et al, 2005), el 

panitumumab (ABX-EGF; Giusti et al, 2008) o el matuzumab (EMD72000; Xiong 

et al, 2007). 

b) Inhibidores de la actividad TK,  como el erlotinib (Ouchi et al, 2006; Meyerhardt 

et al, 2007), el gefitinib (ZD1839; Magne et al, 2003; Chau et al, 2007), el 

canertinib (Seshacharyulu et al, 2012) o el lapatinib (GW572016; Barr et al, 

2008). 

c) Nuevos compuestos como la capsaicina, la curcumina o la combinación 

erlotinib-genisteína (Seshacharyulu et al, 2012). 

 

II.3.4.Factor de crecimiento similar a la insulina-2 (IGF-2) 

El efecto estimulador de la hormona de crecimiento (GH) sobre el 

crecimiento del cartílago in vivo, desaparecía cuando dicho efecto pretendía ser 

reproducido, administrando GH a cultivos  in vitro. Sin embargo, se demostró que en 

el plasma normal existía una sustancia capaz de estimular el crecimiento del 

cartílago en cultivo. Esta sustancia se denominó somatomedina, ya que era capaz de 

intervenir en muchas más actividades metabólicas, indicando así, que la sustancia 

actuaba como mediador en el crecimiento somático (Daughaday et al, 1972).  

 

Cuando se secuenció e identificó la estructura molecular de dicho factor, se 

propuso cambiar su nomenclatura y denominarla IGF 1 y 2 (Insulin Like Growth 

Factor), para resaltar tanto las similitudes estructurales con la insulina como su 

importante papel en el crecimiento. 

 

II.3.4.1. Estructura y función  

El sistema IGF se compone de tres ligandos IGF: IGF-1, IGF-2 e insulina. 

Todos son polipéptidos monocatenarios que comparten una estructura secundaria 

similar compuesta por 3 alfa-hélices y 3 puentes bisulfuro (Laviola et al, 2008).  
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Cada ligando desarrolla una vía de señalización única no siendo capaz de 

compensar al otro. De los tres, IGF-1 e IGF-2 conforman la base de la vía de 

señalización de la familia del factor. 

 

El IGF-2 humano se caracteriza por ser una proteína de 7,5 kDa, que 

contiene homologías estructurales y secuenciales con el IGF-1 (Baxter et al, 1986). El 

IGF-2 maduro consiste en dos dominios A y B homólogos a los dominios A y B de la 

insulina. La expresión de IGF-2 en humanos se realiza durante toda la vida (pre y 

postnatal) en múltiples tejidos. De hecho, los valores circulantes de IGF-2 en 

humanos son muy superiores que los de IGF-1, lo que explica que ambos tengan 

roles divergentes en la fisiología humana (Daughaday et al, 1989). 

 

La mayoría del IGF-2 circulante se encuentra unido a un complejo de gran 

peso molecular (150kDa) formado por la proteína de unión específica al factor de 

crecimiento similar a la insulina 3 (IGFBP-3) y la subunidad lábil acídica (Firth et al, 

2002). Cuando se disocia este complejo ternario, el compuesto binario resultante 

(IGFBP-IGF-2) se retira de la circulación y atraviesa el endotelio para llegar a los 

tejidos diana e interactuar con los receptores de membrana celulares.  

 

Estos complejos tienen una mayor afinidad por los ligandos de IGF que los 

receptores de IGF conocidos, y potencian la actividad de IGF al incrementar su vida 

media en el torrente circulatorio, o al  unirlas  a  ciertas  moléculas  de  la  superficie  

celular, proporcionando así un reservorio disponible de IGF en el microentorno local 

de la célula (Yakar et al, 2002; Bach et al, 2005). Los receptores de membrana que 

median los efectos biológicos de los IGFs, son tres: el IGF-1R, el IGF-2R y el receptor 

de insulina IR. 

 

El IGF-2 es un factor de crecimiento que se halla bajo el control de 

hormonas y factores de crecimiento tisulares. La hormona de crecimiento (GH) es el 

factor primario desencadenante de la síntesis y expresión de la IGF-2, producida 

principalmente en el hígado.  
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Sin embargo, gran cantidad de factores fisiológicos, como la privación de 

nutrientes, pueden también desencadenar la producción de IGF-2 independiente de 

GH (Reik et al, 2001; Pavelic et al, 2002). La principal función endocrina del sistema 

IGF consiste en mediar los efectos inductores de la proliferación ejercidos por la GH. 

Sin embargo, dicho sistema IGF también participa de modo paracrino/autocrino en 

procesos que son esenciales para la regulación de la proliferación, el crecimiento, la 

diferenciación y la supervivencia celular (Laviola et al, 2008).  

 

El IGF-2 tiene una reconocida actividad mitogénica, estando implicado 

directamente en el crecimiento y desarrollo normal del organismo; así, cumple una 

función fundamental en el desarrollo del tejido muscular, donde regula la 

diferenciación a miocito inducida por Myo-D, y es esencial en el desarrollo óseo, 

donde promueve la proliferación y diferenciación de las células óseas.  

 

Además, se ha asociado el desequilibrio alélico (tan frecuente en diferentes 

variedades de tumores) de IGF-2 con el desarrollo de tumores como el colorrectal 

(Docquier et al, 2005) y se ha establecido su papel en la angiogénesis al inducir la vía 

de señalización del VEGF mediante la inducción de HIF (Kim et al, 2008).  

  

II.3.4.2. Vía de señalización 

Existen receptores cuya combinación entre sí da lugar a los diferentes tipos 

de combinaciones de receptores (Kim et al, 2008): 

a) Receptores IGF tipo I y tipo II (IGFR-I e IGFR-II) 

b) Receptores de la insulina A y B (IR-A e IR-B) 

c) Receptores híbridos (IGFR-I/IR-A y IGFR-I/IR-B) 

 

Tanto el IGF-1 como el IGF-2 interactúan con una variedad de receptores de 

membrana que se hallan presentes sólos o combinados en las células diana. Ambos 

interactúan con el IGFR-I, una tirosina quinasa transmembrana que está estructural y 

funcionalmente relacionada con el receptor de insulina (IR). El IGF-2 puede, a su vez, 

unirse al IGFR-II con gran afinidad. La complejidad de la señalización de IGF se 
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incrementa con la formación de receptores híbridos que resultan de la dimerización 

de los hemirreceptores IGFR-I e IR. Cada receptor híbrido consiste en una subunidad 

 y  unidas por puentes bisulfuro.  

 

Esto puede deberse a la formación preferente de puentes bisulfuro entre 

residuos cisteína en los propios hemirreceptores. De este modo, los receptores 

híbridos superan en número, en ocasiones, a los homorreceptores en la membrana 

plasmática. 

 

Los receptores híbridos IGFR-I/IR mantienen una elevada afinidad por IGF-1, 

pero reducen drásticamente su afinidad por la insulina. Esto es debido a que, para 

que se produzca la unión de la insulina, las dos subunidades  del receptor IR han de 

estar presentes, mientras que para la unión de IGF-1 sólo es necesaria una de las dos 

subunidades  De este modo, la presencia de un elevado número de receptores 

híbridos en la membrana de una célula reduce dramáticamente su respuesta a la 

insulina, no así al IGF-1 o IGF-2 (Pandini et al, 2002). 

 

La unión de IGF-2 a IGFR-I provoca la fosforilación de 3 residuos tirosina 

quinasa. Además, la fosforilación de residuos tirosina quinasa adicionales en otras 

áreas de la subunidad  proporcionan centros catalíticos que permiten el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras. Los miembros de la familia de sustratos del 

IR son algunas de las múltiples proteínas adaptadoras que tienen su importancia en 

la señalización del IGFR-I. Esta fosforilación de proteínas adaptadoras conlleva la 

unión de más proteína IGF-2, lo que permite diversificar la señalización celular en 

varias rutas específicas. Algunas de las rutas incluyen: la fosforilación de la MAPK con 

el consiguiente incremento de la proliferación; la activación de PI3K, que provoca la 

reducción de la apoptosis; y la modulación de la rapamicina (mTOR), lo que induce la 

adaptación translacional en dichas subunidades .  
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II.3.4.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

Existen numerosas evidencias de la implicación de la señalización de IGF en 

tumores pediátricos, entre ellos, el RMS (Toretsky et al, 2009). En las células 

normales, la actividad del receptor tirosina quinasa está estrictamente regulada, 

lo que permite un crecimiento homeostático. En las células tumorales, estas 

mismas moléculas se encuentran activadas, bien por mutación, translocación 

cromosómica, estimulación anormal (autocrina, endocrina o paracrina) o pérdida 

de impronta genómica. Se han demostrado alteraciones epigenéticas que derivan 

en pérdida de la herencia mendeliana hacia herencia directa (Loss Of Imprinting) 

del locus de IGF-2 de uno de los progenitores, y que causan la sobrexpresión de 

dicho gen (Zhan et al, 1994).  

 

A esto hay que añadir que la translocación PAX3-FKHR que caracteriza el 

ARMS transactiva el promotor del IGFR-I, lo cual evidencia la importancia de la 

vía de señalización de IGF en la progresión del RMS (Ayalon et al, 2001) ya que 

todas las líneas celulares de RMS muestran algún nivel de expresión de IGFR-I 

(Cao et al, 2008). Específicamente, se ha observado en pacientes afectos de 

ARMS y ERMS, altos niveles de IGF-2 (Minniti et al, 1994), como consecuencia del 

descubrimiento de la secreción por parte de las líneas celulares de RMS de IGF-2. 

Éste se une a IGFR-I lo que provoca la inducción autocrina de la proliferación y un 

aumento en la motilidad celular (El-Badry et al, 1990). 

 

Se ha demostrado la implicación de IGF-2 en múltiples procesos tumorales, 

entre los que cabe destacar: 

 

a. Tumorigénesis: ciertos tumores muestran dependencia de los factores de 

crecimiento durante sus etapas más tempranas de tumorigénesis, para, en  

etapas  posteriores, librarse  de esta dependencia y continuar con su 

proliferación descontrolada (Capoluongo et al, 2011; Gallager et al, 2011; 

Bartela et al, 2012). 

b. Proliferación, supervivencia y apoptosis (Cheng et al, 2011). 



II. Introducción________________________________________________________ 

    

 

56 

 

c. Factores pronósticos tumorales: altos niveles circulantes de IGF-1 

constituyen un factor de riesgo del desarrollo de cáncer de mama, próstata, 

colon y pulmón (Schairer et al, 2010).Los niveles de expresión de IGFR-I e IR son 

valores pronósticos de cáncer de mama (Demarco et al, 2012). 

d. Motilidad celular: facilita la pérdida de unión de la célula a su membrana 

basal, facilitando su migración hacia un entorno en el que seguir proliferando 

(Puxbaum et al, 2012). 

e. Interactuar con otras vías de señalización celulares para inducir otros 

procesos tales como la vascularización (mediante la inducción de producción de 

VEGF mediada por hipoxia), así como de la remodelación de la MEC y la 

invasividad tumoral a través de interacciones con las MMTs o el sistema de 

activación de la plasminógeno urokinasa (Fukuda et al, 2002; Zhang et al, 2003; 

Bauer et al, 2005). 

 

II.3.4.4. Estrategias terapéuticas 

Entre las diferentes estrategias terapéuticas propuestas, caben destacar las 

siguientes: 

 

a. Disminución de la concentración de IGF-2 en sangre. Utilizándose moléculas 

análogas a la somatostatina, como el actreotido palmoato, para inhibir la 

secreción de GH, (OncoLar; Mansky et al, 2002); o moléculas antagonistas, 

como el pegvisomant que se une a GHR pero no activa la señalización del 

receptor (Yin et al, 2007). También se valoran otras posibilidades como el 

hecho de que la reducción del IGF-2 circulante en sangre  sea  efectiva  en  

experimentación  animal,  pero  no lo sea en ensayos clínicos, donde los 

pacientes expresan mayores niveles sanguíneos de IGF-2 (Chao et al, 2008).  

b. Inhibición de la transcripción de genes implicados en la expresión de IGF-2. 

Se han utilizado con éxito los métodos de interferencia de ADN/RNA que 

reducen la transcripción de genes implicados en la expresión de IGF-2 

(Resnicoff et al, 1994), o RNA antisentido que inhibe la expresión de IGFR-I 

(Rinisland et al, 1997). Aun así, se han de desarrollar agentes efectivos en 
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humanos que reduzcan su susceptibilidad a la degradación, que incrementen su 

reposición por parte de las células y que tengan asimilación preferencial por 

parte de las células tumorales (Kim et al, 2009). 

c. Utilización de pequeñas moléculas inhibidoras de las kinasas. Estas 

moléculas interfieren con la capacidad del dominio TK de fosforilar las 

moléculas diana, impidiendo la propagación de la señalización intracelular 

inducida por el factor. Resultados esperanzadores se están obteniendo con 

NVP-AEW541, AG538 y picropodofilin cicloglicano en cáncer colorrectal 

(Donovan et al, 2008; Tabla 11). 

 

Tabla 11. Agentes con diana en la vía de señalización de IGF (Donovan EA et al, 2008). 

Grupo Agente Fase de ensayo clínico 

Anticuerpos frente a IGF-1R 

A12 (IMC-A12) I 

CP-751,871 I, II 

AMG 479 I 

R1507 I 

EM164 (AVE1642) Preclínico 

hC710 (A2CHM) Preclínico 

19D12 Preclínico 

scFv-Fc-IGF-1R Preclínico 

Di- diabody Preclínico 

Inhibidores de kinasas de    

IGF-1R 

INSM-18 I 

NVP-ADW742 Preclínico 

NVP-AEW541 Preclínico 

Picropodofilín cicloglicano Preclínico 

AG538 Preclínico 

BMS-554417 Preclínico 

BMS-536924 Preclínico 

OSI-906 Preclínico 

Otros agentes 

IGF-1R/AS ODN I 

486/Stop Preclínico 

IGFBP-3 I 

IGFBP-1 Preclínico 
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II.3.5. Factor de crecimiento fibroblástico básico (FGFb) 

Los FGFs representan una de las mayores familias de factores de 

crecimiento y diferenciación sobre células de origen mesodérmico (Baird et al, 

1991). Una característica común de los miembros de la familia FGF es su unión a los 

heparán o a los heparánsulfatos que les protege frente a la degradación. 

 

La familia FGF consiste en un grupo de factores de crecimiento 

polipeptídicos estructuralmente relacionados. Hasta la fecha, se han descubierto 25 

FGF diferentes. El primer factor de crecimiento fibroblástico fue descubierto como 

mitógeno de fibroblastos en cultivo (Gospodarowicz et al, 1974). Aunque los FGFs 

varían en tamaño de 17 a 34 kDa, todos los miembros de la familia conservan una 

secuencia aminoacídica de 120 aminoácidos que contiene un 15-65% de homología 

(Ornitz et al, 2001).  

 

II.3.5.1. Estructura y función 

Uno de los FGF mejor caracterizados es el FGF-2 o FGFb, que puede 

considerarse el factor prototipo de la familia FGF (Baird A et al, 1991; Figura 23). El 

FGFb tiene una gran afinidad por los glicosaminglicanos (GAG) y la heparina, que son 

importantes componentes de la MEC (Ornitz et al, 2000). La asociación de los FGFs y 

los GAG o heparinas de la MEC, crean un reservorio local de FGFs en la superficie de 

la membrana celular, protegiendo a dichos factores de la desnaturalización o 

degradación proteolítica (Tassi et al, 2001). El FGFb existe en una gran variedad de 

isoformas, desde los 18 hasta los 24kDa, que derivan de una única especie de ARNm. 

La isoforma de 18kDa es primariamente citosólica, pero también se secreta y puede 

formar reservorios de FGFb en la MEC. Por el contrario, las formas mayores son 

predominantemente nucleares.  

 

Durante el desarrollo embrionario intervienen en la morfogénesis al regular 

la proliferación, la diferenciación y la migración celular para diferentes tipos 

celulares, incluyendo el epitelial y mesenquimal. En esta fase, la perfecta 

coordinación y regulación de varias vías de señalización celulares es vital para 
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garantizar la correcta morfogénesis. En el organismo adulto, los FGFs están 

implicados en el proceso inflamatorio, la cicatrización, la hematopoyesis, la 

angiogénesis (Ichimura et al, 1995), actúan en el control del sistema nervioso y en la 

reparación tisular (Givol et al, 2003).  

 

II.3.5.2. Vía de señalización  

Varios estudios han demostrado la existencia de una intrincada red de 

señalización entre los diferentes FGFs, sus receptores (FGFRs), las proteínas de unión 

a los FGFs (FGFBPs) y los GAG que modulan la señalización de FGF (Tassi et al, 2001). 

Los FGFs median su acción celular mediante TK transmembrana, que ejercen su 

señalización a través de cuatro diferentes receptores TK designados como FGFR 1-4 y 

que comparten entre el 55 y el 72% de homología a nivel proteico (Powers et al, 

2000). Los FGFRs constan de un dominio extracelular de unión al ligando compuesto 

por 3 dominios inmunoglobulina (IgI, IgII e IgIII), un dominio transmembrana y un 

dominio TK intracelular. 

 

Aunque han sido identificados más de 20 FGFs con diversos efectos en 

distintas células diana, sólo han sido descubiertos cuatro FGFRs (Powers et al, 2000). 

La expresión de diferentes variantes aminoacídicas es la que permite que sólo cuatro 

genes FGFR codifiquen tal variedad de FGFRs capaces de unirse a tantos ligandos 

para desarrollar el tipo de diversidad de señalización intracelular específica de cada 

uno de ellos.  

 

Cambios estructurales en el dominio IgIII dan lugar a diferentes isoformas 

del FGFR que, además, alteran la afinidad de unión específica para las diferentes 

variedades de FGF.  

 

Tras la secreción y/o liberación por las células, los FGFs se localizan 

débilmente unidos a los proteoglicanos o los heparansulfatos de la MEC. Estas 

interacciones aumentan su vida media, pero reducen sus actividades biológicas. Se 

han descrito dos posibles mecanismos para describir cómo los FGFs se liberan de sus 



II. Introducción________________________________________________________ 

    

 

60 

 

reservorios en la MEC. Enzimas, como la heparanasa, que se expresan en varios 

tumores, pueden degradar las cadenas heparan sulfato y el esqueleto proteoglicano 

de la MEC, liberando así los FGFs (Elkin et al, 2001). Un mecanismo alternativo 

implica a las FGFBPs, secretadas como proteínas de aproximadamente 17kDa, que se 

unen reversiblemente a los FGFs evitando su degradación y conservando su 

actividad biológica (Wu et al, 1991). La expresión de las FGFBPs está incrementada 

en varios tipos tumorales  como  el  cáncer  renal, carcinoma adrenal o de próstata. 

Esta correlación sugiere la posibilidad de actuar sobre las FGFBPs como posible 

medio para regular la expresión de los FGFs. 

 

Tras la unión a sus FGFRs, los FGFs inducen la dimerización del FGFR. A 

continuación, se inician varias vías de transducción de la señal entre las que destacan 

la elevación de los niveles de calcio intracelulares, la inducción de la protein quinasa 

activada por la señal mitogénica y la PKC, la estimulación de la adenilato ciclasa y la 

inducción de los protooncogenes myc y fos. Estas señales intracelulares provocan 

varias respuestas intracelulares biológicas durante la ontogénesis, el crecimiento 

celular y los procesos de reparación, así como durante la tumorigénesis (Cronauer et 

al, 2008). 

 

II.3.5.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

En el caso del RMS, los cuatro receptores se encuentran implicados en el 

desarrollo de este tipo tumoral, siendo aquellos que expresan el FGFR3, los más 

tumorigénicos (Wesche J et al, 2011). 

 

La expresión de FGFs se encuentra incrementada de manera sustancial en 

diferentes tumores como el de próstata, vejiga, renal y testicular (Suzuki et al, 2001; 

Brooks et al, 2012). La expresión alterada de FGF puede tener una gran variedad de 

efectos, incluyendo la estimulación de la proliferación o la inhibición de la muerte 

celular.  
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Los FGFs pueden promover el crecimiento tumoral mediante diferentes 

mecanismos: como inductores angiogénicos, como mitogénicos para las propias 

células tumorales y como inhibidores de la apoptosis (Cronauer et al, 2003; Brooks 

et al, 2012). Además, muestran también un incremento en la invasividad de una gran 

variedad de tipos celulares tumorales como el de próstata, vejiga, riñón, mama, y 

páncreas (Cronauer et al, 1997; Brooks et al, 2012).  

 

II.3.5.4. Estrategias terapéuticas 

Cada vez existen más evidencias de la importancia de la vía de señalización 

del FGFR en la supervivencia de los tumores, convirtiendo cada paso de la misma en 

una posible diana terapéutica. Hasta ahora, las aproximaciones clínicas se dirigen a 

las propiedades angiogénicas del FGFb. Se ha demostrado la capacidad de los 

metabolitos de talidomida como inhibidores de la inducción angiogénica del FGFb 

(Mei et al, 2008) en pacientes afectos de cáncer colorrectal (Daruwalla et al, 2005). 

 

Entre los diferentes agentes antitumorales utilizados se pueden citar el 

suramin (Walther et al, 1996; Song et al, 2000; Zhang et al, 2001), el interferón  o 

Dinney et al, 1995) o la terapia génica mediante ADN antisentido del FGFb, 

(Kwabi-Addo  et   al,   2004;   Cronauer   et   al,   2008).   Sin   embargo,   un   mayor 

conocimiento de la familia FGF permitirá aumentar el número de terapias que 

resulten más eficaces (Tabla 12). 
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Tabla 12. Nuevos agentes antitumorales cuya diana es FGF (adaptado de Brooks et al, 2012) 

Agente Diana Desarrollo clínico 

Brivanib  FGFR, VEGFR Fase III 

Dovitinib  
FGFR, PDGFR, VEGFR, FLT3, 

c-KIT 

Fase III 

Lenvatinib  FGFR, PDGFR, VEGFR Fase III 

Masitinib  FGFR3, PDGFR, c-KIT Fase III 

Nintedanib  FGFR, PDGFR, VEGFR Fase III 

Pazopanib  
FGFR1, FGFR3, VEGFR, 

PDGFR, c-KIT 

Fase III 

PI-88  FGF1, FGF2, VEGF Fase III 

Regorafenib 
FGFR, PDGFR, VEGFR, c-KIT, 

RET 

Fase III 

TSU 68 FGFR, KDR, PDGFR, VEGFR2 Fase III 

ENMD-2076 

FGFR1, KDR, FGFR2, PDGFR, 

VEGFR, 

FLT3, c-KIT, Aurora K, FLT3 

Fase II 

Ponatinib FGFR, PDGFR, VEGFR Fase II 

E3810 FGFR1, VEGFR Fase I 

PBI-05204 FGF2, AKT, NF-kB, p70S6K Fase I 

AZD4547 FGFR1–3 Fase II 

BGJ398 FGFR1–3 Fase I 

LY2874455 FGFR1–4 Fase I 

RG7444 FGFR1–3 Fase I 

FP-1039 FGF1, FGF2, FGF4 Fase II 

 

II.3.6. Factor de crecimiento plaquetario-BB (PDGF-BB) 

El PDGF se purificó a finales de los años 70 y fue descrito como un factor 

plaquetario capaz de inducir la proliferación de las células mesenquimales 

(Antoniades H.N. et al 1979; Raines E.W. et al 1982). 

 

II.3.6.1. Estructura y funciones 

El PDGF es una glicoproteína catiónica con un peso molecular de 

aproximadamente 30kDa compuesta por dos subunidades unidas covalentemente y 

designadas como cadena A (16kDa) y B (14kDa).  
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Se han descrito cuatro diferentes cadenas polipeptídicas (PDGF-A, -B, -C y –

D) codificadas por cuatro diferentes genes (localizados en los cromosomas 4, 7, 11 y 

22; Li et al, 2000; Fredrikson et al, 2004). 

 

El PDGF destaca por las siguientes funciones: 

 Agente mitógeno para células de origen mesenquimal como 

fibroblastos, células de la musculatura vascular, células de la glía y condrocitos 

(Montaseri et al, 2011). 

 Potente quimioatractor y activador de neutrófilos, monocitos y 

fibroblastos (Rajkumar et al, 2006).  

 Aumenta la síntesis de fosfolípidos, de ésteres de colesterol, 

glucógeno y prostaglandinas (Bessa  et al, 2012). 

 Modula la unión al receptor de LDL (Boucher et al, 2004). 

 Controla la síntesis y degradación de la MEC (Yoshida et al, 2012). 

 Estimula la síntesis de FCs adicionales (Blandford et al, 2006). 

 Incrementa la eritropoyesis (Kamisnki et al, 2001). 

 Estimula la vasoconstricción. 

 Es muy importante durante el desarrollo embrionario de testículos, 

riñón, pulmones, piel e intestino (Rajkumar et al, 2006). 

 Se localiza en los gránulos  de las plaquetas y es liberado en la 

formación del coágulo. En este caso, el 70% del PDGF se halla en forma de 

dímero AB y el restante 30% en forma de dímero BB (Kaminski et al, 2001). 

 Es importante en la cicatrización de heridas, arterosclerosis, fibrosis 

orgánica y tumorigénesis (Fredrikson et al, 2004; Reigstad et al, 2005). 

 Existen otras células, como los fibroblastos, los queratinocitos, las 

células endoteliales y las células epiteliales, que también expresan el PDGF 

(Hoch et al, 2003).  

 

II.3.6.2. Vía de señalización  

Las cinco formas isoméricas del PDGF (AA, BB, AB, CC y DD) muestran 

distinta afinidad para unirse y activar los dos receptores de PDGF. Los receptores de 
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PDGF constan de dos subunidades, la subunidad  y la subunidad  Ambas se 

dimerizan homo o heterólogamente y forman receptores para los ligandos PDGF: 

PDGFR PDGFR y PDGFR ((Li et al, 2000; LaRochelle et al, 2001; Tallquist 

et al, 2004). El PDGF-A se une solamente a la cadena  en cambio, el PDGF-B se une 

a todos los tipos de dimerización de los receptores. Tras el procesamiento 

proteolítico, el núcleo del dominio de PDGF-CC parece presentarse principalmente 

como ligando del PDGFR independientemente de que aparezca el PDGFR como 

homodímero PDGFR o heterodímero PDGFR mientras que el PDGF-DD se 

une principalmente al PDGFR (Reigstad et al, 2005).  

 

Los PDGFRs se expresan en los precursores eritroides y mieloides de la 

médula ósea, así como en los monocitos, megacariocitos, fibroblastos, células 

endoteliales, osteoblastos y células de la glía (Board et al, 2005). Poseen actividad TK 

y se autofosforilan tras la unión al ligando. Tras dicha unión, el PDGFR interactúa con 

otras proteínas citoplasmáticas que contienen dominios SH2, incluyendo la 

fosfolipasa C, la proteína activadora de la GTPasa de ras, la PI3K, los miembros de la 

familia TK pp60src, la tirosina fosfatasa SHP-2 y los transductores y activadores de la 

vía de señalización Janus quinasa (citocinas transductoras no dependientes de 

receptor de la señalización de la vía JAK-STAT; Heldin et al, 1999). 

 

Como segundos mensajeros se incluyen el I3P y el diacilglicerol, la liberación 

de calcio intracelular, PKC  ) y las proteínas G de bajo peso molecular 

preniladas, es decir proteínas que adquieren un grupo hidrofóbico (3-metil-2-buten-

1-il) que permite su más fácil adhesión a la membrana plasmática de la célula (Massy 

et al, 1999; Figura 16). En el núcleo, la vía de señalización de PDGF activa varios 

protooncogenes y los genes de respuesta temprana como c-fos, JunB, c-myc y egr-1 

(Granger et al, 2000) que son efectores del PDGFR y responsables de sus funciones 

celulares (Schmahl et al, 2007). 
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II.3.6.3. Implicación en el desarrollo tumoral 

En el RMS, se ha demostrado la activación autocrina del PDGF mediante la 

coexpresión del PDGFR y PDGF-C (Heldin CH et al, 2012). 

 

Se ha sugerido la función del PDGF en el desarrollo de la angiogénesis y el 

control de la presión intersticial tumoral (Pietras et al, 2001). Aunque no sea un 

fenómeno generalizado, algunos estudios han demostrado que los ligandos de PDGF 

y sus receptores se hallan implicados en los cánceres humanos a través de la 

estimulación autocrina del crecimiento tumoral (Yu et a, 2003).  

 

Se ha evidenciado la implicación de la señalización de PDGF en los tumores 

del estroma gastrointestinal (GIST), gliomas, leucemia mielomonocítica crónica y 

cáncer de piel no melanocítico (Baxter et al, 2002; Heinrich et al, 2003). 

 

De especial interés resulta un estudio en concreto que considera al PDGF-BB 

presente en el suero sanguíneo un posible marcador de nódulos linfáticos 

metastatizados, de modo que dicho factor actúe como herramienta diagnóstica en la 

evaluación primaria del cáncer esofágico. De esta forma la determinación de PDGF-

BB en suero podría tener valor diagnóstico o pronóstico e incluso serviría para 

evaluar la enfermedad (Krzystek-Korpacka et al, 2011).  

 

II.3.6.4. Estrategias terapéuticas 

Se han desarrollado en los últimos años diferentes agentes antitumorales 

inhibidores de PDGF, siendo los más representativos, los ilustrados en la Tabla 13. 
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Tabla 13. Inhibidores de PDGF. 

Agente ITK PDGFR Referencia 

Imatinib (STI 157) X X   

Sorafenib (BAY 439006) X X   

Sunitinib (SY11248) X X Metzer et al, 2007 

Leflunomida (SU101) X X   

Midostaurina (PKC412) X X   

Semaxanib (SU5416) X X Heymach et al, 2004 

Vatalanib (PTK787) X X Jost et al, 2006; Los et al, 2007 

AG013736 X X Wilmes et al, 2007; Spano et al, 2008 

CDP860   X   

CP673,451 X X   

SU6668 X X Laird et al, 2000 

ITK= inhibidor TK 
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II.4. AGENTES INDUCTORES DE LA DIFERENCIACIÓN CELULAR COMO AGENTES 

ANTITUMORALES 

Existe una relación compleja entre los procesos celulares que regulan la 

proliferación, diferenciación, expresión génica y transformación neoplásica. La 

diferenciación celular representa una forma de control negativo de la proliferación y 

existe una red de moléculas que interactúan para producir el balance correcto entre 

la diferenciación y la proliferación. La transformación neoplásica no anula el 

potencial de las células para diferenciarse, por lo que la terapia basada en la 

inducción de la diferenciación alterará las características del tumor hacia un estado 

de transición inestable (Szallasi et al, 2000). Esta terapia se enfoca teniendo en 

cuenta que el cáncer es un estado reversible con el proceso de maduración alterado, 

en el que el fenotipo transformado puede ser suprimido mediante agentes 

citostáticos y diferenciadores farmacológicos y dirigido hacia formas benignas sin 

potencial proliferativo (Gómez-Vidal et al, 2004). 

 

II.4.1. Los retinoides 

Los retinoides son análogos naturales y derivados sintéticos de la vitamina A 

(retinol) que ejercen efectos inhibidores de la proliferación y antitumorigénicos en 

muchos tipos celulares (Tighe et al, 2004; Fritz et al, 2011). El ácido retinoico (RA) es 

el derivado natural de la vitamina A más potente y es esencial en diversas funciones 

biológicas como la proliferación, reproducción, desarrollo embrionario, 

diferenciación de tejidos epiteliales y en la respuesta inmunitaria (Langston et al, 

1994; Bushue et al, 2010).  

 

En el interior celular, el ácido retinoico (RA) se produce a partir de la 

vitamina A (retinol) a través de una vía enzimática de dos pasos que oxida el retinol a 

retinaldehído (retinal) de manera reversible y posteriormente, de manera 

irreversible, el retinal a RA.  

 

La oxidación de retinol a retinal requiere la actividad de varias enzimas 

alcohol deshidrogenasa (ADHs) y retinol deshidrogenasas (RDHs). En cambio, la 
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oxidación de retinal a RA precisa de retinal deshidrogenasas (RALDHs), siendo éste el 

paso clave limitante de la biosíntesis del RA. El RA sintetizado es catabolizado en el 

citoplasma por los enzimas del citocromo P450 denominados CYP26, CYP3A y CYP2C 

(Thatcher et al, 2009; Bushue et al, 2010). Dado el amplio acceso al retinol a través 

del torrente sanguíneo que poseen las células, es posible que todas las células 

establezcan un equilibrio entre el retinol y el retinal, pero sólo las células que 

expresen los RALDHs pueden oxidar el retinal accesible a RA. El RA liberado por las 

células que lo sintetizan puede penetrar en las células adyacentes con dos posibles 

destinos. En las células que expresan los genes de la familia de CYP26, se cataboliza 

y, por tanto, su vía de señalización se trunca (Hernández et al, 2007).  En las células 

que no expresan CYP26, puede entrar al núcleo y activar la transcripción génica. 

Además, algunas células expresan proteínas de unión al RA (CRBPs) y lo disponen 

para su transporte nuclear (Sessler et al, 2005; Bushue et al, 2010). 

 

El RA no se produce en todos los tipos celulares ni en todos los estadios del 

desarrollo, sino que tiene un patrón de producción espacio-temporal específico. El 

retinol es secretado por el hígado y transportado por la sangre a niveles 

micromolares mediante proteínas séricas de unión al retinol (RBPs) y se pone a 

disposición celular al oxidarse a retinaldehído (Quadro et al, 1999; Fritz et al, 2011). 

Gran cantidad de células poseen STRA6, receptor transmembrana de las RBPs que 

facilita la incorporación del retinol (Kawaguchi et al, 2007). 

 

II.4.1.1. Ácido all-trans retinoico (ATRA) 

II.4.1.1.1. Estructura y funciones 

Existen varias isoformas naturales del RA en humanos siendo la más activa y 

abundante el ácido trans-retinoico o ATRA (all-trans retinoic acid); otras isoformas, 

en menor concentración son el 9-cis-RA, el 11-cis-RA, 13-cis-RA y 9,13-discis-RA 

(Thatcher et al, 2009; Fritz et al, 2011).  

 

En relación al ATRA, se han propuesto dos modelos de acción y 

metabolismo de esta molécula; uno de ellos es el autocrino, en el que el ATRA es 
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sintetizado, se une al receptor y se metaboliza en la misma célula (Napoli et al, 

1996). El segundo modelo es el paracrino, en el que el ATRA es sintetizado en una 

célula y se dirige a un tejido diana con receptor específico donde ejerce su actividad 

o, por el contrario, se dirige a un tejido no diana donde es metabolizado (Duester et 

al, 2008). 

 

Datos epidemiológicos, así como estudios en animales, demuestran que el 

ATRA resulta esencial para una amplia variedad de procesos biológicos que incluyen 

el desarrollo y mantenimiento de la placenta y la embriogénesis, la regeneración de 

la piel y las células epiteliales, la regulación de la apoptosis y el mantenimiento y 

regulación de la respuesta inmune (Tzimas et al, 2001; Marill et al, 2003; Bushue et 

al, 2010). Así, actúa del mismo modo que los factores de crecimiento en 

determinados procesos del desarrollo, como la neurogénesis, la cardiogénesis y el 

desarrollo de las extremidades anteriores, el intestino anterior y el ojo (Duester et al, 

2008; Klemann et al, 2009; Figura 8).  

 

Figura 8. Actividad intracelular del RA. Tomado de www.dev.biologist.org en Junio 

de 2012. 

 

http://www.dev.biologist.org/
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II.4.1.1.2. Vía de señalización 

Estudios recientes indican que el ATRA inhibe diversas vías de señalización 

de los FC (Duester et al, 2008; Fritz et al, 2011), e interviene también en los procesos 

de transcripción génica. 

 

El ATRA se incorpora en la célula por difusión simple o por la conversión del 

retinol absorbido del tracto gastrointestinal, el cual, en forma circulante, se 

encuentra unido a proteínas RBPs e intracelularmente a las proteínas CRBPs.  

El ATRA puede ser metabolizado de forma inmediata mediante la unión a 

las proteínas CRBPs y oxidado en el retículo endoplasmático mediante la acción de 

las enzimas dependientes del citocromo P450 (CYPs – cytocrome P450 enzymes). 

Alternativamente, el ATRA y su isómero 9-cis-RA, pueden entrar en el núcleo y unirse 

a los receptores nucleares RAR y RXR, respectivamente. A continuación, se produce 

la activación de los receptores mediante la formación del heterodímero RAR-RXR o 

el homodímero RXR-RXR.  

 

De esta forma se unen a regiones muy afines del ADN o elementos RARE 

(elementos de respuesta al RA), que normalmente se encuentran en la zona del 

promotor de un determinado gen, activando su transcripción (Njar et al, 2006). 

 

Los diversos efectos biológicos de los retinoides sobre la expresión génica 

están mediados por 6 receptores nucleares (RAR RAR y RAR RXR RXR y 

RXR los cuales son factores de transcripción dependientes de ligando y miembros 

de la superfamilia de los receptores de las hormonas esteroideas/tiroideas (Chawla 

et al, 2001; Bushue et al, 2010). Estos receptores nucleares activan la transcripción 

uniéndose, en forma de heterodímeros RAR/RXR, a las secuencias RAREs localizadas 

en la región promotora de los genes diana o como homodímeros RXR/RXR a las 

secuencias RXREs (Figura 33 A). El ATRA puede unirse al receptor RAR pero no tiene 

afinidad por el RXR; sin embargo, el 9-cis-RA es capaz de unirse a los dos tipos de 

receptores (Simeone et al, 2004). Estudios recientes han demostrado la existencia de 

un tercer tipo de receptor para el ATRA, la familia de receptores huérfanos para 
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retinoides (ROR), compuestos por los tipos ROR ROR y ROR Son receptores 

nucleares que tienen actividad trasncripcional al unirse a elementos de respuesta a 

RORs cromatínicos (ROREs). ROR presenta gran afinidad por el ATRA, y cuando se 

produce dicha unión, el ATRA reduce su actividad transcripcional, pero al unirse al 

ROR inhibe completamente su actividad (Jetten et al, 2009). 

 

Cuando el RA se une al receptor, se produce un cambio de conformación en 

la zona de unión al ligando, de forma que las moléculas activadoras sustituyen a los 

inhibidores y se produce la apertura de la hebra de cromatina y la activación de la 

transcripción del gen asociado (Soprano et al, 2004). En ausencia de RA, se produce 

la unión de la secuencia RARE y, el promotor del gen y el receptor RAR se unen a 

supresores, los cuales producen efectos transcripcionales negativos en el gen diana, 

a través de la producción de cambios en la estructura de la cromatina.  

 

En muchos tejidos se encuentran habitualmente niveles altos del ARNm del 

receptor RAR sin embargo, dependiendo del tipo tisular, la expresión del receptor 

RAR es más específica. Los tres tipos de receptores RXR se expresan ampliamente 

en gran variedad de tejidos adultos; como mínimo una de las isoformas está 

presente en todos los tejidos examinados hasta el momento.  

 

Una adecuada expresión de los receptores es fundamental para la 

regulación de los procesos celulares. De hecho, alteraciones en dicha expresión se 

asocian con el desarrollo de diversos tumores. Por ejemplo, en la leucemia 

promielocítica, -donde más se ha empleado la terapia basada en retinoides 

obteniendo remisión- , se han observado traslocaciones en el gen RAR. Estas 

traslocaciones dan lugar a proteínas de fusión que no responden a las 

concentraciones fisiológicas del RA (Soprano et al, 2004; Fritz et al, 2011). Asimismo, 

en otros tumores sólidos, como el carcinoma de pulmón, el carcinoma de células 

escamosas de cabeza y cuello y en el cáncer de mama, se ha observado una pérdida 

de la expresión del receptor RAR, el cual se sobreexpresa en células epiteliales 

mamarias normales. Estas evidencias sugieren que la expresión del receptor RAR 
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juega un papel importante en los efectos antiproliferativos de los retinoides 

(Simeone et al, 2004; Bushue et al, 2010). 

 

II.4.1.1.3. Actividad antitumoral 

El ATRA ejerce su actividad antineoplásica mediante tres procesos 

principales (Garattini et al, 2004), la diferenciación celular, la inhibición del 

crecimiento/proliferación y la inducción de la apoptosis. Además, se conocen sus 

efectos sobre multitud de factores de transcripción mediante su fosforilación, como 

el CREB, la quinasa activada por mitógeno ERK1/2, la JNK y el p38 (Shinozaki et al, 

2007; Chen et al, 2008). También inhibe la activación de AP1 a través de la inhibición 

de la inducción de c-jun y c-fos (Fisher et al, 2000). Estudios recientes han 

demostrado que el RA regula otros receptores nucleares, como los receptores 

activados por inductores proliferativos de peroxisoma (PPAR), el receptor de la 

vitamina D y el receptor X hepático que heterodimeriza con RXR regulando, de este 

modo, la activación de numerosos factores de transcripción como NF-kB, AP-1 y 

STAT-1 (Schug et al, 2007).  El RA puede ejercer también efectos inhibidores sobre el 

crecimiento celular, a través de la activación alternativa de RARs versus PPAR   

(Mucida et al, 2009). 

 

El mecanismo principal por el cual el ATRA inhibe la proliferación celular 

consiste en la detención del ciclo celular en la fase G1. Existen varios moduladores 

del ciclo celular, los cuales median la transición de la fase G1 de reposo a la fase S de 

síntesis. Entre éstos, se encuentran la proteína del pRb, (supresor tumoral), las 

ciclinas D y E, las ciclinas dependientes de kinasas (cdks) 2, 4 y 6 y sus inhibidores, 

p15, p16 y p21. El efecto inhibidor de la proliferación del ATRA se ha relacionado con 

su capacidad para disminuir la expresión de la ciclina D1 y D3, la actividad de cdk2 y 

cdk4 y la expresión y fosforilación de pRb. También los inhibidores de las cdk pueden 

estar regulados por el ATRA como se ha visto en el caso del p21.  

 

Por otro lado, se ha observado que el tratamiento con retinoides induce en 

las células tumorales la formación de metabolitos reactivos del oxígeno (MROs) 
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(Castro et al, 1996; Fritz et al, 2011), los cuales pueden producir daño oxidativo en el 

ADN y mediar en el proceso apoptótico (Matés et al, 2000; Fritz et al, 2011). 

Además, diversos estudios relacionan al RA con la inducción de TRAIL (ligando del 

factor de necrosis tumoral inductor de apoptosis) y la caspasa 8 (Jiménez-Lara et al, 

2004; Fritz et al, 2011), la disminución de la expresión de la proteína antiapoptótica 

Bcl-2 y una inducción de la proteína proapoptótica p53 tras el tratamiento con RA en 

células tumorales prostáticas (Pasquali et al, 1999). 

 

El RA también se ha visto implicado en otros procesos celulares que son 

relevantes para su utilización en terapias antitumorales. Así, tras el tratamiento con 

RA se ha obtenido un incremento en las uniones intercelulares tipo GAP (las cuales 

se van perdiendo durante el proceso de carcinogénesis) (Carystinos et al, 2001); una 

inhibición de la expresión de los receptores de superficie celular para integrinas 

(Chattopadhyay et al, 1999) y MMTs de la MEC como la colagenasa, las cuales 

aumentan la capacidad invasiva de las células tumorales (Guérin et al, 1997). 

 

II.4.1.2. Retinoides sintéticos 

El retinoide natural más utilizado en las terapias antitumorales es el ATRA 

puesto que es más activo que su isómero 9-cis-RA. Sin embargo, estas moléculas 

actúan de forma global en el organismo (sus receptores se encuentran en 

prácticamente todos los tipos tisulares analizados) por lo que se asocian a su 

tratamiento efectos secundarios como la hiperlipidemia y la toxicidad mucocutánea 

y hepática (Sutton et al, 1997; Bushue et al, 2010).  

 

Por este motivo, se han desarrollado retinoides sintéticos con una actividad 

más específica y con mayor potencia, lo que disminuye la toxicidad de los retinoides 

naturales. Los principales retinoides sintéticos utilizados hasta el momento son el 

LGD1069 (bexaroteno,  targretina),  un  derivado  sintético  del  retinoide  9-cis-RA y 

la N-(4-hydroxyphenyl) retinamida (4-HPR, fenretidina), derivado sintético del ATRA 

(Simeone et al, 2004; Bushue et al, 2010; Tabla 14). 
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Tabla 14. Agentes inductores de la diferenciación utilizados en las terapias antitumorales 

(adaptada de Simeone et al, 2004; Fritz H. et al, 2011). 

Nombre 

Comercial 
Retinoide Actividad Aplicación Terapéutica 

Treitonina Transretinoico RAR 
Leucemia promielocítica 

Keratosis actínica 

Alitreitonina 

Panretina 
Ácido retinoico 9-cis RAR Sarcoma de Kaposi 

Isotretionina Ácido retinoico 13-cis RAR 

Leucoplaquia oral 

Cáncer de piel 

Carcinoma de cabeza y cuello (con 

IFN-2a) 

Neuroblastoma 

Bexaroteno LDG1069 

RXR 

RAR 

residual 

Linfoma cutáneo de las células T 

(estadíos IA-IB, IIA) 

Fenretidina (4-

HRP) 

4-hydroxy 

phenylretinamida 

RAR

RAR 

Otras 

Cáncer de mama secundario 

Retinoide 

acíclico 
Ácido poliprenoico 

RAR 

RXR 

PPAR 

Carcinoma hepatocelular 

(prevención) 

Adapaleno 

CD271 
 

RAR 

RAR(baja) 

Neoplasia intraepitelial cervical 

(prevención) 

Tamibaroteno AM80 RAR Leucemia promielocítica aguda 

 

Los RA se han asociado a otros compuestos para aumentar su eficacia 

clínica. Se han desarrollado terapias que combinan a los retinoides con la 

quimioterapia, butirato sódico y tricostatina A (inhibidores de las desacetilasas de las 

histonas, las cuales ejercen un efecto inhibidor de la acción del receptor del RA) (Lin 

et al, 1998), trióxido arsénico (el ATRA actúa de forma sinérgica con el trióxido 

arsénico para aumentar la capacidad antiproliferativa y proapoptótica del 

tratamiento en un proceso mediado por el GSH; Lin et al, 2005), interferones y 

tamoxifeno (Jiménez-Lara et al, 2004). 

 

La aplicación en los sarcomas ha sido objeto de investigación por algunos 

grupos de investigación, puesto que se ha observado su efecto diferenciador y 
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antiproliferativo en células de RMS, tanto humanas como murinas (Barlow et al, 

2005; Ricaud et al, 2005, Palomares et al, 2006).  

 

Estos estudios reflejan una posible utilidad de los retinoides en el 

tratamiento del RMS, pero también exponen la necesidad de conocer previamente la 

reactividad de las células tumorales al tratamiento, puesto que se han encontrado 

tipos celulares que no responden al RA (Castro et al, 2002; Palomares et al, 2006), lo 

que podría ser debido a disfunciones en los receptores de los retinoides 

(traslocaciones y formación de nuevas proteínas de fusión que impiden la respuesta 

al tratamiento; Ricaud et al, 2005). 

 

El RMS no metastático presenta, en la actualidad, un pronóstico favorable. 

Sin embargo, el RMS metastático presenta una tasa de curación muy baja debido al 

desarrollo de resistencia al tratamiento antitumoral.  

 

Los FCs juegan un  papel fundamental en la biología tumoral y pueden ser 

un posible mecanismo de incremento de la quimiorresistencia del tumor. 

 

Los agentes inductores de la diferenciación son capaces de sensibilizar a las 

células tumorales al tratamiento quimioterápico habitual y podrían también 

aumentar la eficacia del tratamiento convencional del RMS. Estos agentes son 

candidatos terapéuticos para la reversión del efecto protumoral ejercido por los FCs, 

en la eficacia de la quimioterapia. 
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III.1. MATERIALES 

III.1.1. Células tumorales 

En el estudio se ha utilizado la línea celular de rabdomiosarcoma de rata 

S4MH (Figura 9).  

 

Figura 9. Línea celular S4MH; imagen obtenida con microscopio a 20X. 

 

La línea proviene del laboratorio de inmunopatología del Centro Nacional 

de Investigaciones científicas (CNRS, Villesuif, Paris), donde se indujo el tumor 

mediante la inyección intramuscular de níquel en ratas WAG. El tumor se dispuso en 

cultivo y las células parentales obtenidas fueron clonadas de forma que se 

obtuvieron diferentes líneas celulares para estudio. El método empleado aseguró un 

origen monocelular de las líneas celulares. 

 

La línea celular S4MH presenta una morfología indiferenciada y una elevada 

capacidad metastática. La inoculación de estas células en ratas WAG por vía 

intravenosa o subcutánea provoca la formación de metástasis en hígado, pulmón y 

ganglios linfáticos. 

 

III.1.2. Cultivos celulares 

Las células tumorales S4MH muestran un fenotipo adherente. Cuando los 

cultivos alcanzaban la semiconfluencia, las células eran despegadas de la superficie 

del frasco por medio de un breve tiempo de exposición a EDTA 2 mM en PBS y 
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sembradas en el soporte y la concentración más adecuados según la experiencia a 

realizar.  

 

En todas las experiencias se comprobó la viabilidad celular mediante el test 

de exclusión de azul tripan (Gibco BRL), excluyendo el cultivo si la viabilidad era 

menor del 95-98%. Para los diferentes experimentos se utilizaron siempre los 

cultivos teniendo en cuenta el número de veces que se habían subcultivado desde su 

descongelación, de tal forma que sólo se utilizaron las células hasta pase 5. 

 

III.1.2.1. Frascos y placas de cultivo 

El mantenimiento de la línea celular fue realizado en frascos de cultivo de 

25 y 75 cm2 de superficie (Orange Scientific, Vertex Technics, S.L.) y en placas de 

cultivo de 24 pocillos (Costar®, Corning Incorporated, Corning, NY, USA). 

 

III.1.2.2. Medios de cultivo 

Las células tumorales S4MH fueron cultivadas en DMEM (Dubelcco’s 

modified Eagle’s médium, Gibco BRL) al que se añadió penicilina (100 UI/ml, 

Biochrom KG), estreptomicina (100 g/ml, Biochrom KG) y anfotericina B (100 

g/ml, Biochrom KG). Además, el medio de cultivo de las células tumorales fue 

suplementado con un 15% de suero bovino fetal (SBF, Biochrom KG).  

 

III.1.2.3. Soluciones tamponadas 

En los distintos estudios experimentales se utilizaron las siguientes 

soluciones tamponadas: 

 Tampón fosfato en solución salina (PBS, del inglés phosphate 

buffered saline) a pH 7.3, utilizado en la manipulación de los cultivos celulares. 

 PBS-EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) 2 mM. Se utiliza para 

separar las células adherentes de la base del frasco de cultivo. 
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III.1.3. Fármacos 

Para todas las experiencias, las disoluciones de los fármacos empleados 

fueron preparadas en el momento de realizar el estudio. 

 

III.1.3.1. Melfalán 

El melfalán (Sigma-Aldrich) es un agente antiproliferativo que actúa a nivel 

genómico. Su mecanismo de acción se basa en la formación de entrecruzamientos 

intracatenarios por alquilación bifuncional en las secuencias 5′-GGC. Su estructura 

química viene ilustrada en la Figura 10. Se administra en dosis de 6-8 mg/m2., en 

tumores como RMS, sarcoma de Ewing, mieloma múltiple, neoplasias del epitelio 

ovárico, etc.  

 

 

Figura 10. Estructura química del melfalán. Tomado de www.answers.com en Junio de 2012. 

 

Para las experiencias, se estableció la concentración de almacenaje de 

1mg/ml que se mantuvo a -20ºC hasta el momento de su uso en las mismas. Se 

realizaron alícuotas de esa concentración para su uso en el cultivo en un rango entre 

1 y 10 M. 

 

III.1.3.2. Vincristina (VCR) 

La VCR (Sigma-Aldrich) es un alcaloide vegetal que produce una inhibición 

de la monoamina oxidasa B (Horio M. et al, 1998), provocando la parada del ciclo 

celular en la fase G2/M. Produce una inhibición del ensamblaje de los microtúbulos, 

ya que se une a la tubulina e induce la formación de agregados espirales entre los 

microtúbulos. Es utilizada en RMS, tumores de Wilms, neuroblastoma, sarcoma de 

Ewing y en diferentes tipos de leucemias y linfomas.  Suministrada en forma de 

http://www.answers.com/
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polvo liofilizado de sulfato de VCR que carece de color o ligeramente amarillento, se 

reconstituye con metanol a una concentración de almacenaje a -20ºC de 20 mg/ml. 

Su estructura química se presenta en la Figura 11. 

 

Figura 11. Estructura química de la VCR. Tomado de www.answers.com en Junio de 2012. 

 

Se realizó el alicuotado del mismo para obtener la concentración de 

almacenaje y se mantuvo a -20ºC hasta su utilización para los ensayos, en los que se 

usó un rango de concentraciones de 1 a 10 ng/ml.  

 

III.1.3.3. Actinomicina D (ACD) 

La ACD (Sigma-Aldrich) es un antibiótico antineoplásico obtenido mediante 

purificación de Actinomices. Inhibe la proliferación celular a través de la formación 

de un complejo estable de unión con el ADN al intercalarse con la guanina, detiene, 

de este modo, la síntesis de ADN y ARN. Se emplea en RMS, sarcoma de Ewing, 

retinoblastoma, tumor de Wilms, neuroblastoma, tumores testiculares, 

coriocarcinoma, etc. El producto se presenta en formato polvo de color rojizo, se 

disolvió en DMSO para obtener una concentración de almacenaje de 1mg/ml a -20ºC 

(Figura 12). En los ensayos, se utilizó un rango de concentraciones de 1 a 50 ng/ml. 

 

http://www.answers.com/
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Figura 12. Estructura química de la ACD. Tomado de www.wikipedia.org en Junio de 2012. 

 

III.1.3.4. Ácido all trans retinoico (ATRA) 

El  ATRA (Sigma-Aldrich Chemical Co.) es un derivado natural de la vitamina 

A, inductor de la diferenciación celular e inhibidor de la proliferación a través de la 

detención del ciclo celular en fase G1. Su estructura química se muestra en la 

Figura 13. 

 

Figura 13. Estructura química del ATRA. Tomado de www.hfchem.cn en Junio de 2012. 

 

Este producto se presenta en polvo, que se almacena en oscuridad a –20ºC. 

Se disuelve en etanol al 70%. La solución madre se almacena a –20ºC, protegida de 

la luz y con una duración máxima de un mes. Se realizó el alicuotado del mismo para 

la concentración de trabajo en un rango de entre 1 y 10 M. 

 

 

http://www.wikipedia.o/
http://www.hfchem.cn/
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III.1.5. FACTORES DE CRECIMIENTO (FC) 

Todos los FC fueron suministrados por la casa Sigma-Aldrich Chemical Co. 

 

III.1.5.1. Factor de crecimiento hepatotrófico (HGF) 

Para el estudio se utilizó HGF recombinante humano. Se presenta en vial 

conteniendo 5 mg de producto liofilizado y se almacena a -20ºC. Se reconstituyó el 

contenido del vial en agua destilada hasta una concentración de 5 mg/ml. Esta 

solución se diluyó en PBS hasta obtener alícuotas de 1 mg/ml, que fueron 

almacenadas a -20ºC para su uso. El rango de concentración de trabajo utilizado fue 

de 5-15 ng/ml. 

 

III.1.5.2. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

En nuestros experimentos, se utilizó VEGF recombinante de rata que 

presenta un 88% de homología con el VEGF humano. Se proporciona como 10 g de 

proteína liofilizada, que se reconstituye en PBS, conteniendo un 0.1% de suero de 

albúmina bovina (BSA, GE Healthcare UK Limited), obteniendo alíuotas con una 

concentración final de 1 g/ml, que fueron congeladas a -20ºC. La concentración de 

trabajo utilizada fue de 5-40 ng/ml. 

 

III.1.5.3. Factor de crecimiento epidérmico (EGF) 

En la experimentación se utilizó EGF recombinante humano. El producto se 

presenta en vial en polvo y se reconstituyó en ácido acético 10 mM hasta 1 mg/ml. 

Se prepararon alícuotas de 20 g/ml, para lo cual fue necesario la adición de 0.1% de 

BSA, y se almacenaron a -20ºC. Se utilizó una concentración de 5-100 ng/ml. 

 

III.1.5.4. Factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF-2) 

En la experimentación se utilizó IGF-2 recombinante murino, el cual 

comparte un 91% de homología con el humano. El producto se presenta en vial en 

una solución filtrada al 30% de acetonitrilo y 0,1% de TFA y se reconstituyó en PBS la 

0,1% de albúmina sérica humana. Se prepararon alícuotas a 1g/ml y se 

almacenaron a -20ºC. La concentración de trabajo empleada fue de 5-100 ng/ml. 
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III.1.5.5. Factor de crecimiento plaquetario (PDGF-BB) 

Este factor se presenta en forma liofilizada en una solución filtrada de 30% 

de acetonitrilo con 0,1% de trifluoroacético. Se reconstituye el contenido del vial 

usando 1 ml de ácido clorhídrico 4 mM que contiene BSA al 0,1% y 01% de albúmina 

sérica humana también al 0,1%, para obtener una solución incolora que se almacena 

en las alícuotas a 1 g/ml a -20ºC. La concentración de trabajo utilizada fue de 5-40 

ng/ml. 

 

III.1.5.6. Factor de crecimiento fibroblástico básico (FGFb) 

El FGFb es un potente agente mitogénico con un peso molecular de 16.4 kDa 

que se presenta liofilizado y es reconstituido en fosfato sódico 25 mM y cloruro 

sódico 50 mM a pH 7.0, pudiendo así adicionarlo al medio de cultivo normal y 

realizar las consiguientes alícuotas a una concentraión de 1 g/ml para su 

preservación a -20ºC. La concentración de trabajo empleada fue de 1-50 ng/ml. 

 

III.2. MÉTODOS 

III.2.1. Cultivos celulares 

III.2.1.1. Descongelación y mantenimiento de las células S4MH 

Se realiza la descongelación rápida del criovial (Corning Incorporated 

Costar) en baño a 37ºC. La manipulación de los cultivos celulares se realizó en 

cabinas de flujo laminar horizontal (Bio 48 Faster). Una vez descongelado el criovial, 

las células fueron cultivadas inmediatamente en frascos de 25 cm2 en medio DMEM 

suplementado con penicilina (100 UI/ml)-estreptomicina (100 g/ml) y SBF al 15%. 

Una vez realizada la siembra se mantuvieron en un incubador (CO2 incubator MCO-

18AIC-UV, SANYO Electric Biomedical Co., Ltd) ajustado a una temperatura de 37ºC y 

una atmósfera de 5% de CO2, durante 1,5–2 horas. A continuación, se verificó la 

adhesión celular y se añadió medio de cultivo fresco. 
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III.2.1.2. Congelación de las células S4MH 

Con el fin de crear un stock suficiente de células, se procedió a la congelación 

del cultivo una vez llegado al estado de semiconfluencia. Se eliminó el medio de 

cultivo y se realizó el lavado celular con PBS 1X.  

 

Las células fueron despegadas de la superficie del frasco mediante su 

exposición a PBS-EDTA 2 mM durante un máximo de 5 minutos, se añadió de nuevo 

medio de cultivo con el objetivo de detener el efecto del PBS-EDTA y se recogió el 

contenido de los frascos en un tubo para su centrifugación a 1500 r.p.m. (Function 

Labofuge 400R, Heraeus, Germany), durante 5 minutos. A continuación se realizó un 

recuento celular y se ajustó la concentración a 106 células/ml en SBF y 10% del 

agente crioprotector dimetilsulfóxido (DMSO). Las células se dispusieron en 

crioviales (106 células/criovial) de 1 ml de capacidad. La congelación se produjo de 

manera paulatina, en primer lugar a -20ºC durante 1,5-3 horas y a -80ºC durante el 

resto del proceso de congelación (ultra-low temperature freezer MDF-U52V SANYO 

Electric Biomedical Co., Ltd) y se mantuvo esta temperatura hasta su almacenaje en 

nitrógeno líquido o hasta el momento de la descongelación. 

 

III.2.1.3. Siembra de las suspensiones celulares en placas 

Una vez obtenidos los cultivos celulares semiconfluentes, se retiró el medio 

de cultivo del frasco y, posteriormente, se incubaron las células en una solución de 

PBS-EDTA 2 mM, durante 5 minutos a 37ºC. Se añadió medio de cultivo y se recogió 

la suspensión celular en tubos de centrífuga. Estos tubos se centrifugaron a 1500 

r.p.m. durante 5 minutos a 20ºC. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 

medio de cultivo. 

 

El recuento celular se realizó en un hemocitómetro Burker® (Blau Brand, 

Germany), determinándose la viabilidad celular por el método de exclusión del azul 

tripán (Gibco BRL TM). En todos los ensayos realizados la viabilidad mínima fue del 

95%. 
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Para los diferentes experimentos se utilizaron siempre los cultivos teniendo 

en cuenta el número de veces que se habían subcultivado desde su descongelación, 

de tal forma que solamente se utilizaron las células hasta pase 5. 

 

III.2.1.4. Determinación de la proliferación celular 

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 24 pocillos, a una 

densidad de 104 células por pocillo en medio de cultivo (1 ml/pocillo) suplementado 

con un 10% de SBF. 

 

Aplicación de los tratamientos: las placas son sembradas 24 horas antes de 

iniciar el ensayo para permitir la adhesión de las células y acondicionamiento del 

medio. Pasadas esas 24 se adicionaron los tratamientos correspondientes según el 

estudio a realizar, considerándose este momento las 0 horas. Finalizado el tiempo de 

incubación de cada fármaco, se procedió a su retirada y sustitución por medio de 

cultivo fresco. Las células se mantuvieron en este medio hasta el final del 

experimento. 

 

Medidas de proliferación celular: la proliferación celular fue determinada a 

las 0, 24, 48 y 72 horas. Para ello, una vez eliminado el medio de cultivo de los 

pocillos se añadió la solución PBS-EDTA 2mM y se dispusieron a 37ºC durante 3 

minutos. Una vez despegada la población celular por completo, se realizó un 

recuento directo al microscopio mediante la utilización de un hemocitómetro 

Burker®. 

 

Para la cuantificación de la proliferación celular y valoración de la influencia 

de los fármacos sobre la misma, se utilizaron los siguientes parámetros: 

 

a) El índice de proliferación (IP) 

El IP se calculó comparando el recuento celular obtenido con cada 

tratamiento y tiempo, con el obtenido en el caso del control al mismo tiempo, 

estableciendo, por tanto, un valor que informa del número de veces que un 
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determinado tratamiento aumenta o disminuye la proliferación respecto al control a 

un tiempo determinado, según la fórmula: 

 

𝐼𝑃 =
Nº Céls  tratamiento en el tiempo t

Nº Céls  control en el tiempo t
 

 

b) La cinética proliferativa (CP) 

Para la evaluación de la CP se calculó para cada tiempo y tratamiento el 

cociente entre el número de células existentes a un tiempo t en relación al número 

de células que había en el tiempo anterior de la curva. Así, para determinar la 

cinética proliferativa del periodo 0-24 horas, se calcula el cociente entre el número 

de células a tiempo 0. El valor obtenido da idea de la pendiente en los diferentes 

tramos de la curva de proliferación. 

 

𝐶𝑃 =
Nº Céls  en el tiempo t

Nº Céls en el tiempo t − 24 
 

 

c) El Ratio Cinético Proliferativo (ratio CP) 

El ratio CP se calculó comparando la cinética proliferativa obtenida con cada 

tratamiento y tiempo con la obtenida en el caso del control a los mismos tiempos, 

estableciendo así un índice que proporciona información sobre la velocidad de 

proliferación a cada intervalo de tiempo cuando se aplican los tratamientos en 

relación a la velocidad de proliferación de la población control. 

 

𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 𝐶𝑃 =
CP  tratamiento =  24 h

CP  control =  24 h
 

 

d) El factor modificador de dosis (FMD) 

Para conocer el efecto que produce la combinación del agente inductor de 

la diferenciación ATRA y el agente quimioterápico en la inhibición del crecimiento de 

la población celular respecto al tratamiento aislado de estos agentes, se calculó el 

FMD de acuerdo con la siguiente ecuación (Thrall et al, 1991): 
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 𝐹𝑀𝐷 =
 % inhibición causado por el tratamiento con el modulador+droga

% inhibición causado por el modulador+%inhibición causado por la droga
 

 

donde, valores de FMD>1 indican sinergia entre los fármacos y valores entre 0 y 1 

señalan efecto aditivo. 

 

III.2.2. Procedimientos experimentales 

En todos los ensayos se realizaron medidas para determinar el efecto de las 

diferentes condiciones aplicadas a los cultivos sobre la proliferación y cinética 

proliferativa de las células S4MH. El modelo de siembra y proliferación del control 

fue el que se puede observar en la Figura 14. 

 

 

Figura 14. Secuencia temporal de los ensayos. 

 

III.2.2.1.Estudio del efecto de los FC: HGF, VEGF, IGF-2, PDGF-BB, FGFb y 

EGF  

Las células S4MH fueron expuestas a diferentes concentraciones de FC con 

el fin de determinar la concentración óptima de cada uno de ellos según la pauta 

mostrada en la Figura 15. De este modo se utilizaron: 

 

 HGF: 5, 7.5, 10, 15, 20, 30 y 40 ng/ml durante 72 horas, con 10% SBF. 

 VEGF: 5, 10, 20, 30 y 40 ng/ml durante 72 horas, con 10% SBF. 

 IGF-2: 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml durante 72 horas, con 10% SBF. 

 PDGF-BB: 5, 10, 20, 30 y 40 ng/ml durante 72 horas, con 10% SBF.  

 FGFb: 5, 10, 20, 30 y 40 ng/ml durante 72 horas, con 10% y 7.5% de SBF.  

 EGF: 5, 10, 25, 50 y 100 ng/ml durante 72 horas, con 10% y 7.5% de SBF.  
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Figura 15. Pauta de tratamiento del cultivo de células S4MH con los FCs. 

 

III.2.2.2.Estudio del efecto del ATRA  

Las células S4MH fueron tratadas con ATRA a una concentración de 10-6M 

durante 72 horas, administrado en dos tiempos: a tiempo t=0 horas y a tiempo t=48 

horas (Figura 16). 

 

Figura 16. Pauta de tratamiento del cultivo de células S4MH con ATRA. 

 

III.2.2.3. Estudio del efecto del ATRA en presencia de los FC 

Las células S4MH en presencia de los FC a su concentración óptima, fueron 

tratadas con ATRA a una concentración de 10-6M según la pauta mostrada a 

continuación (Figura 17). 

 10ng/ml HGF+10-6M ATRA durante 72 horas, con 10% SBF. 

 10ng/ml VEGF+10-6M ATRA durante 72 horas, con 10% SBF 

 10ng/ml IGF-2+10-6M ATRA durante 72 horas, con 10% SBF 

 10ng/ml PDGF-BB+10-6M ATRA durante 72 horas, con 10% SBF. 

 10ng/ml FGFb+10-6M ATRA durante 72 horas, con 7.5% SBF. 

 25ng/ml EGF+10-6M ATRA durante 72 horas, con 7.5% SBF. 
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Figura 17. Pauta de tratamiento del cultivo de células S4MH con los FC y el ATRA. 

 

III.2.2.4. Estudio del efecto del melfalán, la VCR y la ACD  

Las células S4MH fueron tratadas con los fármacos a diferentes 

concentraciones para determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50), es decir, la 

concentración del fármaco que reduce el número de células del cultivo a la mitad a 

las 48 horas.  

 

Los fármacos, las concentraciones y los tiempos de exposición utilizados 

fueron:  

 Melfalán: 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 M durante 1 hora. 

 VCR: 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 ng/ml durante 1 hora. 

 ACD: 1, 10, 15, 25 y 50 ng/ml durante 1 hora. 

 

En estos ensayos experimentales, la adición de los fármacos se realizó a las 

24 horas de la siembra celular, es decir, a t=0 horas. Transcurrido el período de 

exposición a la IC50 de cada fármaco (1 hora), se procedió a su retirada y sustitución 

por medio de cultivo fresco. Posteriormente, se procedió a valorar el efecto de los 

tratamientos sobre la proliferación celular a las 24, 48 y 72 horas (Figura 18).  
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Figura 18. Pauta de tratamiento del cultivo de células S4MH con los fármacos antitumorales. 

 

III.2.2.5. Estudio del efecto del melfalán, la VCR y la ACD en presencia de 

los FCs  

Se estudió la influencia de la presencia de FC en el medio de cultivo sobre el 

efecto de los distintos tratamientos quimioterápicos a la IC50 respectiva. En estos 

ensayos experimentales la adición de los fármacos se realizó a las 24 horas de la 

siembra celular, es decir, a t=0 horas. Transcurrido el período de exposición a la IC50 

de cada fármaco, se procedió a su retirada y sustitución por medio de cultivo fresco 

con el FC correspondiente. Las células se mantuvieron en presencia de los FC hasta el 

final del experimento (Figura 19). 
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Figura 19. Pauta de tratamiento del cultivo de células S4MH con los fármacos antitumorales 

en presencia de los FC. 

 

III.2.2.6. Estudio del efecto del melfalán, la VCR y la ACD en combinación 

con ATRA  

En estos estudios se analizó el efecto del tratamiento combinado del ATRA 

con los agentes quimioterápicos sobre la línea celular S4MH. La adición de los 

fármacos se realizó a las 24 horas de la siembra celular. Transcurrido el tiempo de 

exposición a la IC50 de cada fármaco, se retiró el medio y se sustituyó por medio 

nuevo y ATRA. A las 48 horas, se repitió el tratamiento con ATRA (Figura 20).  
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Figura 20. Pauta de tratamiento de las células S4MH con los fármacos antitumorales y el 

ATRA. 

 

III.2.2.7. Estudio del efecto combinado de los agentes quimioterápicos y el 

ATRA en presencia de los FCs 

En este estudio se valoró la respuesta ejercida por la combinación 

terapéutica de los agentes antitumorales y el ATRA en presencia de los FC en el 

cultivo. La adición de los fármacos se realizó a las 24 horas de la siembra celular. 

Transcurrido el período de exposición a la IC50 de cada fármaco, se procedió a su 

retirada y sustitución por medio de cultivo fresco con FC y ATRA hasta las 72 horas. 

En aquellos pocillos con tratamiento con ATRA, éste se añadió a t=0 horas y se 

refrescó a t=48 horas (Figura 21). 
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Figura 21. Pauta de tratamiento de las células S4MH con los fármacos antitumorales y el 

ATRA, en presencia de los FC. 

 

III.2.3. Análisis estadístico 

Los ensayos in vitro fueron repetidos, al menos, tres veces, y en cada uno de 

ellos, los tratamientos fueron realizados por cuadruplicado. 

Para el análisis estadístico de los resultados se ha utilizado el programa 

informático GraphPad Software (Prism™ 4). 

 

III.2.3.1. Media aritmética y desviación estándar 

La media aritmética (�̅�) es el valor medio ponderado de una serie de datos y 

se obtiene sumando los valores observados (xi) y dividiendo entre el número total de 

observaciones (N), 

 

�̅� =
∑ 𝑥𝑖

𝑁
 

 



III.  Materiales y Métodos____________________________________________ 

 

 
96 
 

La desviación estándar (D.E.) es un indicador del grado de homogeneidad y 

refleja la dispersión de los datos estudiados para las distintas variables. Este 

estadístico se define como la raíz cuadrada de la varianza (S2). 

 

De esta manera, el valor de la S2 se define como el promedio de los cuadrados 

de las desviaciones que las observaciones tienen respecto a su media y se expresa,  

 

 

N

xx
S

i 


2

2
 

 

por lo que el cálculo de la D.E. se determina mediante la fórmula, 
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III.2.3.2. Análisis de la varianza 

El análisis de la varianza (ANOVA) es una prueba estadística en la que la 

comparación entre grupos se realiza a través de la varianza de la variable numérica 

y, en cada grupo, de la variable categórica x. El objetivo de la varianza es comprobar 

si las diferencias entre las medias de distintos grupos son o no significativas. 

 

La cifra estadística obtenida con el ANOVA es la razón F de Snedecor, 

determinada mediante la siguiente relación: 

tNt
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y: 
 

tN
S

iij

D 





2

2


 

Así, para un nivel de significación  si F>Ft-1, N-t, las medias de los grupos no 

son iguales, indicando, por lo tanto, que existen diferencias significativas entre los 

niveles. 

Los resultados de un experimento requieren un tratamiento estadístico que 

permita orientar acerca de si la hipótesis de investigación debe ser rechazada o no, 

para lo cual se deberá establecer convencionalmente un determinado nivel de 

significación que permita diferenciar resultados estadísticamente significativos de 

aquellos que no lo son. 

 

El nivel de confianza utilizado en los experimentos es del 95%, es decir, las 

valoraciones son estadísticamente significativas cuando la probabilidad (p) debida al 

azar es menor que 0.05. 
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IV.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO SOBRE LA DINÁMICA 

PROLIFERATIVA DE LAS CÉLULAS S4MH 

IV.1.1. Efecto del factor de crecimiento hepatocitario HGF  

En primer lugar, se analizó el efecto de distintas concentraciones del factor 

sobre la actividad proliferativa in vitro. Las concentraciones iguales o inferiores a 15 

ng/ml, produjeron un incremento significativo en la proliferación de las células S4MH.  

 

De las concentraciones que incrementaron la proliferación respecto al 

control (5, 7.5, 10 y 15 ng/ml), la que mayor efecto produjo fue 10 ng/ml, que aumentó 

la proliferación 1.31 veces respecto al control a las 24 h, 1.22 veces a las 48 h y 1.24 

veces a las 72 h (p<0.001; Figura 22). Las dosis superiores redujeron significativamente 

la proliferación celular (p<0.05). 

  

La exposición del cultivo a 10 ng/ml de HGF hizo que la ratio CP 

experimentara un incremento inicial de 1.31 veces respecto al control las primeras 24 

h (p<0.001) para mantener el resto de tiempos la misma cinética proliferativa del 

control. 

Figura 22. Efecto del HGF (10 ng/ml) sobre de las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio 

CP. 
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siendo ésta 1.31 veces superior al control a las 24 h y 1.30 veces a las 48 h  y se redujo 

a 1.22 veces a las 72 h (p<0.001; Figura 23). 

 

 Las dosis de 5 y 25 ng/ml mantuvieron valores proliferativos idénticos al 

control, en cambio, dosis de 50 y 100 ng/ml redujeron significativamente la 

proliferación del cultivo (p<0.05). 

   

La ratio CP se incrementó significativamente 1.31 veces en las primeras 

24 h (p<0.05), para volver a los valores del control a las 48 h (p>0.001) y sigue 

descendiendo a las 72 h (p>0.05). 

Figura 23. Efecto del IGF-2 (10 ng/ml) sobre de las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) 

Ratio CP. 
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veces respecto al control a las 24 h, para mantenerse en 1.22 veces a las 48 h y 1.20 

veces a las 72 h (p<0.001; Figura 24).  

 

Del resto de dosis estudiadas, las dosis de 5 y 20 ng/ml no modificaron 

significativamente la proliferación, mientras que las dosis mayores, de 30 y 40 ng/ml, 

redujeron dicho índice proliferativo (p<0.05). 
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El PDGF-BB mostró un incremento significativo en la ratio CP del cultivo, con 

un valor 1.32 veces superior al control a las 24 h (p<0.001). En el resto de tiempos de 

medida su perfil cinético y el del control se mantienen parejos. 

Figura 24. Efecto del PDGF-BB (10 ng/ml) sobre de las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) 

Ratio CP. 

 

IV.1.4. Efecto del factor de crecimiento del endotelio vascular VEGF 

Se analizó el efecto de distintas concentraciones del factor sobre la actividad 
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incremento significativo en la proliferación de las células S4MH. 
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(p<0.001; Figura 25). Dosis de 30 y 40ng/ml redujeron la proliferación del cultivo 

significativamente (p<0.05). 

 

La ratio CP, que se ve incrementada 1.41 veces en las primeras 24 h de 

exposición al fármaco (p<0.001), regresa a valores similares al control en el resto de 

tiempos de estudio. 
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Figura 25. Efecto del VEGF (10 ng/ml) sobre de las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) 

Ratio CP. 
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Sin embargo, al reducir el porcentaje de SBF presente en el cultivo al 7.5%, el FGFb  

indujo un incremento significativo de la proliferación. 
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respectivamente (p<0.001; Figura 26).  

 

La ratio CP muestra un incremento respecto al control de 1.30 veces a las 24 

h y 1.23 veces a las 72 h (p<0.001), siendo similar a los valores del control a las 48 h. 
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Figura 26. Efecto del FGFb (10 ng/ml) a dosis de SBF del 7.5% sobre de las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.1.6. Efecto del factor de crecimiento epidérmico EGF 

En condiciones estándar del cultivo (10% SBF), la exposición a EGF no provocó 

modificaciones significativas en la proliferación respecto al control. Sin embargo, al 

reducir el porcentaje de SBF presente en el cultivo al 7.5%, el EGF indujo un 

incremento significativo de la proliferación. 

 

En los cultivos con 7.5% de SBF, la exposición a 25 ng/ml de EGF incrementó 
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respectivamente (p<0.01; Figura 27). La ratio CP se ve incrementada 1.30 veces en las 

primeras 24 h de exposición al fármaco (p<0.001) y tiende a igualarse al control de la 

experiencia a las 48 h y 72 h. 

Figura 27. Efecto del EGF (25 ng/ml) a dosis de SBF del 7.5% sobre de las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP.  
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IV.1.7. Comparación del efecto de los factores de crecimiento HGF, IGF-2, PDGF-

BB, VEGF, EGF y FGFb sobre la proliferación y la cinética proliferativa de las células 

S4MH 

Todos los factores de crecimiento inducen la proliferación de las células 

S4MH, dando lugar a un incremento similar a las 24 h (1.30-1.41 veces) en relación al 

control (Figura 28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Efecto de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Índice Proliferativo. 

 

De todos los FCs, el VEGF es el que ejerce un mayor efecto inductor a dicho 

tiempo (1.41 veces; Figura 29). 

Figura 29. Inducción proliferativa ejercida por los factores de crecimiento sobre las células 

S4MH a las 24 h. 
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Figura 30. Efecto de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 

 

IV.2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ÁCIDO ALL-TRANS RETINOICO (ATRA) SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LAS CÉLULAS S4MH 

El tratamiento con ATRA 10-6M redujo significativamente la proliferación de 

la línea celular S4MH. Dicha reducción fue de 1.40, 1.30 y 1.40 veces respecto al 

control a las 24 h, 48 h y 72 h (p<0.001; Figura 31). 

 

La ratio CP experimentó un descenso en la velocidad de proliferación de 1.40 

veces respecto al control tras las primeras 24 h (p<0.001), para recuperar los valores 

del control a las 48 y 72 h. 

Figura 31. Efecto del ATRA 10-6M sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

 

 

 

 

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

ATRA

B

Tiempo (horas)

R
a

ti
o

 C
P

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

A

ATRA

- - -    Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e

 P
ro

lif
e

ra
ti

vo

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
HGF

VEGF

IGF-2

PDGF-BB

FGFb

EGF

Tiempo (horas)

R
at

io
 C

P



IV.  Resultados_________________________________________________________ 

 

 
108 

 

IV.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ATRA SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y CINÉTICA 

PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH EN PRESENCIA DE LOS FACTORES DE 

CRECIMIENTO 

IV.3.1. Estudio del efecto del ATRA en presencia de HGF  

El tratamiento con ATRA en presencia de HGF reduce de forma significativa 

la proliferación celular, de modo que se mantiene en los valores de proliferación del 

ATRA en ausencia del factor a las 72 h. Cuando aplicamos ATRA al cultivo en presencia 

de HGF se reduce el crecimiento 1.26 veces respecto al control a las 24 h, se iguala al 

control a las 48 h y se vuelve a reducir 1.40 veces a las 72 h (p<0.001; Figura 32A). 

Además, no existen diferencias significativas con respecto al tratamiento en solitario 

con ATRA, excepto a las 48 h (cuando se iguala a la proliferación del control), de modo 

que este agente reduce el efecto proliferativo llevado a cabo por el HGF 1.70 veces a 

las 24 h, 1.22 veces a las 48 h y 1.73 veces a las 72 h. 

 

El ATRA en presencia de HGF reduce la ratio CP 1.26 veces respecto al control 

en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 32B). A las 48 h la tendencia se invierte, y se 

eleva 1.13 veces por encima de la tasa del control (p<0.001). Por último, a las 72 h se 

reduce de nuevo 1.25 veces por debajo de la tasa del control.  

Figura 32. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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a las 72 h, momento en el que  se reduce el crecimiento 1.30 veces respecto al control 

(p<0.001; Figura 33A). Así, esta terapia reduce la inducción proliferativa llevada a cabo 

por el IGF-2, 1.30 veces a las 24 h y 48 h y 1.58 veces a las 72 h. 

 

El ATRA en presencia de IGF-2 reduce la ratio CP respecto al control 1.26 

veces, a las 72 h (p<0.001; Figura 33B).  

Figura 33. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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El tratamiento con ATRA en presencia de PDGF-BB en el medio de cultivo 

reduce de forma significativa la proliferación celular, de modo que se aproxima a los 

valores de proliferación del ATRA en ausencia del factor, excepto a las 48 h, cuando 

su proliferación se iguala a la del control. Cuando aplicamos ATRA al cultivo en 

presencia de PDGF-BB se reduce el crecimiento respecto al control 1.20 y 1.30 veces 

a las 24 h y 72 h, respectivamente (p<0.001; Figura 34A). De este modo, este agente 

reduce 1.57 veces a las 24 h, 1.22 veces a las 48 h y 1.56 veces a las 72 h, la inducción 

proliferativa llevada a cabo por el PDGF-BB. 
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El ATRA en presencia del PDGF-BB reduce la ratio CP 1.38 veces respecto al control en 

las primeras 24 h, a las 48 h se hace 1.21 veces superior al control, para reducirse de 

nuevo 1.29 veces a las 72 h (p<0.001; Figura 34B).  

Figura 34. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 35. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de VEGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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veces a las 24 h, 1.21 veces a las 48 h y 1.52 veces a las 72 h. 
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Figura 36. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de FGFb (10 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP,  al reducir la concentración de SBF al 7.5%. 
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En condiciones de cultivo con SBF al 7.5%, el tratamiento con ATRA en 

presencia de EGF reduce de forma significativa la proliferación celular a los valores del 

control. Así, este agente reduce la inducción proliferativa llevada a cabo por el EGF 

1.33 veces a las 24 h, 1.18 veces a las 48 h y 1.27 veces a las 72 h (Figura 37A).  

 

El ATRA en presencia del EGF mantiene durante todos los tiempos del estudio 

una ratio CP similar a la del control (p>0.05; Figura 37B). 

Figura 37. Efecto del ATRA (10-6M) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP, al reducir la concentración de SBF al 7.5%. 
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IV.3.7. Comparación del efecto del ATRA en presencia de los factores de 

crecimiento EGF, FGFb, HGF, IGF-2, PDGF-BB y VEGF sobre la proliferación y la 

cinética proliferativa de las células S4MH 

El ATRA revierte el efecto inductor de la proliferación ejercido por los factores 

de crecimiento (Figura 38), dando lugar a una reducción máxima de la proliferación a 

las 24 h, con valores comprendidos entre 1.30 y 1.82 veces respecto a cada factor en 

solitario. 

Figura 38. Comparación del efecto de la adición del ATRA en presencia de los factores de 

crecimiento sobre las células S4MH. Índice Proliferativo. 

 

Los factores de crecimiento más afectados por el tratamiento con ATRA 

fueron el VEGF, el HGF, el PDGF-BB y el FGFb, que ven reducida su acción un 45.33%, 

un 41.29%, un 36.79% y un 35.92%, respectivamente. (Figura 39). 

Figura 39. Efecto reductor de la proliferación del ATRA (10-6M) sobre la actividad de los factores 

de crecimiento a las 24 h. 
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La figura 40 ilustra cómo la cinética proliferativa resultante del tratamiento 

con ATRA en presencia de los factores de crecimiento, tiende a ajustarse al modelo de 

ratio CP producido por el ATRA en ausencia de dichos factores de crecimiento. 

Figura 40. Comparación del efecto de la adición del ATRA en presencia de los factores de 

crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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IV.4. ESTUDIO DEL EFECTO DEL MELFALÁN, LA VCR Y LA ACD SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LAS CÉLULAS S4MH 

 

IV.4.1. Estudio del efecto del melfalán  

La exposición del cultivo a melfalán produjo un descenso significativo en la 

proliferación de las células S4MH. En el estudio se ensayaron diferentes 

concentraciones del fármaco con una hora de exposición para conocer la IC50. 

 

Las dosis ensayadas fueron 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 M. Con las dosis utilizadas se 

produjo una reducción significativa en la proliferación de forma dosis-dependiente. La 

IC50 a las 48h resultó ser 2.5 M, que redujo significativamente la proliferación 2.20,  

2.0  y 1.40 veces  en comparación al control a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001; Figura 41A). 

 

El melfalán presenta una actividad máxima a las 24 h, con una ratio CP 2.20 

veces menor que la del control p<0.001; no obstante, cuando el fármaco es retirado 

del medio de cultivo, se aprecia una recuperación en la CP, aumentando 

significativamente por encima de la del control, 1.18 y 1.33 veces a las 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 41B). 

Figura 41. Efecto del melfalán (2.5M, 1 hora de exposición) sobre las células S4MH; (A) Índice 

Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.4.2. Estudio del efecto de la VCR 

La VCR dio lugar a un descenso significativo en la proliferación de las células 

S4MH. En el estudio se ensayaron diferentes concentraciones del fármaco con una 

hora de exposición para conocer la IC50 (1, 2.5, 5, 7.5 y 10 ng/ml). Se produjo una 

reducción significativa en la proliferación de forma dosis-dependiente. La IC50 a las 48h 

resultó ser 5 ng/ml, que redujo significativamente la proliferación 2.20, 2.0 y 1.60 

veces en comparación al control a las 24 h,  48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001; 

Figura 42A).  

 

Tras una reducción máxima de la ratio CP a las 24 h (2.20 veces inferior al 

control; p<0.001), y una vez es retirado el fármaco del medio de cultivo, se aprecia 

como la  cinética proliferativa de se iguala a la tasa del control (p>0.05; Figura 42B). 

Figura 42. Efecto de la VCR (5 ng/ml 1 hora de exposición) sobre las células S4MH; (A) Índice 

Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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una hora de exposición para conocer la IC50  (1, 10, 15, 25 y 50 ng/ml). Todas las dosis 

utilizadas produjeron una reducción significativa en la proliferación de forma dosis-

dependiente. La IC50 resultó ser 15 ng/ml, que redujo significativamente la 

proliferación 2.60, 2.0 y 1.80 veces en comparación al control a las 24 h, 48 h y 72 h 

(p<0.001; Figura 43A). 
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La reducción máxima de la ratio CP inducida por la ACD se produjo a las 24 h 

(2.60 veces menor que la del control; p<0.001). Cuando el fármaco es retirado del 

medio de cultivo, se aprecia una recuperación en la CP, aumentando 1.32 veces por 

encima de la del control a las 48 h (p<0.001) e igualándose a ésta a las 72 h (Figura 

43B). 

Figura 43. Efecto de la ACD (15 ng/ml 1 hora de exposición) sobre las células S4MH; (A) Índice 

Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.4.4. Comparación del efecto de la ACD, la VCR y el Melfalán sobre la 

proliferación y la cinética proliferativa de las células S4MH 

A partir de los resultados obtenidos, se calculó la IC50, que fue de 2.5 M, es 

decir,    8.19·10-3 ng/ml para el melfalán, 5 ng/ml para la VCR y 15 ng/ml para la ACD. 

A las 72 h, la reducción del índice proliferativo respecto al control es de 1.40 veces 

(28.60%) para el melfalán, 1.60 veces (37.50%)  para la VCR y 1.80 veces (44.50%) para 

la ACD (Figura 44A).  

 

Tras la retirada del fármaco del medio de cultivo, en los 3 casos se produce 

un efecto rebote en la cinética proliferativa, si bien sólo en el caso del melfalán dicha 

cinética permanece incrementada con respecto a la del control hasta las 72 h (Figura 

44B).  
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Figura 44. Comparación del efecto del melfalán (2.5 M), la VCR (5 ng/ml) y la ACD (15 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.5. ESTUDIO DEL EFECTO DEL MELFALÁN EN PRESENCIA DE LOS FACTORES DE 

CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA 

CELULAR S4MH 

IV.5.1. Estudio del efecto del melfalán en presencia de HGF  

El efecto del tratamiento con melfalán se ve reducido de forma significativa 

en presencia de HGF, de modo que se aproxima a los valores de proliferación del 

control. 

 

El tratamiento con melfalán en presencia de HGF en el medio de cultivo 

reduce el crecimiento 1.87 veces a las 24 h (p<0.001), 1.20 veces a las 48 h (p<0.001) 

y 1.10 veces a las 72 h respecto al control (p>0.05; Figura 45A). De este modo, dicha 

proliferación celular fue 1.29, 1.66 y 1.27 veces mayor a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001), que la correspondiente al tratamiento con melfalán en 

ausencia del factor. 

 

El melfalán en presencia de HGF presenta una ratio CP 1.87 veces menor al 

control las primeras 24 h (p<0.001), 1.28 veces mayor a las 48 h (p<0.001) y tiende a 

igualarse a la del control a las 72 h (p>0.05; Figura 45B). 

Figura 45. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Así, el tratamiento con melfalán en presencia de IGF-2 reduce el crecimiento 

celular 1.8  veces a las 24 h, 1.50 veces a las 48 h y 1.30 veces a las 72 h, respecto al 

control (p<0.001; Figura 46A), no existiendo diferencias significativas con respecto a 

la curva proliferativa del tratamiento con melfalán en ausencia del factor.  

 

El melfalán en presencia de IGF-2 presenta una ratio CP 1.8 veces menor al 

control las primeras 24 h (p<0.001), 1.26 veces mayor a las 48 h (p<0.001) y se iguala 

al control a las 72 h (p>0.05; Figura 46B). 

Figura 46. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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veces mayor a las 48 h y se iguala a dicho tratamiento a las 72 h (p>0.05). 

 

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Melfalán

Melfalán+IGF-2

A

IGF-2

- - -    Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e 

P
ro

lif
er

at
iv

o

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

Melfalán

Melfalán+IGF-2

IGF-2

B

Tiempo (horas)

R
at

io
 C

P



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   121 
 

El melfalán en presencia de PDGF-BB presenta una ratio CP 1.60 veces menor 

al control las primeras 24 h (p<0.001), para tender a los valores cinéticos del control a 

partir de las 48 h (p>0.05; Figura 47B). 

Figura 47. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) sobre las células 

S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Cuando aplicamos melfalán en presencia de VEGF se reduce el crecimiento 
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proliferación celular fue mayor 1.37 veces a las 24 h (p<0.01), 1.43 veces mayor a las 

48 h (p<0.001) y se iguala al melfalán en ausencia del factor a las 72 h. 

 

El melfalán en presencia de VEGF presenta una ratio CP 1.60 veces menor al 

control las primeras 24 h, 1.17 veces mayor a las 48 h (p<0.001), y tiende a igualarse 

a la tasa proliferativa del control a las 72 h (p>0.05; Figura 48B). 
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Figura 48. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de VEGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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El melfalán en presencia de FGFb  presenta una ratio CP 1.90 veces menor al 

control las primeras 24 h (p<0.001) y 1.29 veces mayor a las 48 h (p<0.001) y 1.10 

veces mayor a las 72 h (p>0.05; Figura 49B). 
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Figura 49. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de FGFb  (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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veces mayor a las 72 h (p>0.05; Figura 50B). 
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Figura 50. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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El melfalán se ve afectado en su actividad en distinta medida en función del 

factor de crecmiento presente, tal y como se observa en la Figura 51.  

Figura 51. Comparación del efecto del tratamiento con melfalán en presencia de los factores de 

crecimiento sobre las células S4MH. Índice proliferativo. 
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Figura 52. Efecto del melfalán (2.5M) en presencia de los factores de crecimiento sobre la 

actividad del melfalán a las 48h. 

 

En cuanto a la cinética proliferativa, la Figura 53 ilustra cómo la ratio CP del 

melfalán en presencia de los factores de crecimiento  tiende a asemejarse durante las 

primeras 48 h al comportamiento cinético del melfalán en solitario, para acabar en las 

72 h en valores similares a los del control, exceptuando el caso de que se halle 

presente el EGF, el cual, incluso a las 72 h presenta una dinámica cinética semejante 

a la del melfalán en solitario.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Comparación del efecto del tratamiento con melfalán en presencia de los factores de 

crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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IV.6. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO MELFALÁN+ATRA 

SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR 

S4MH 

La adición de ATRA (10-6M) al tratamiento con melfalán (2.5M) redujo 

significativamente la proliferación de la línea celular S4MH. Dicha reducción fue de 

3.10, 3.10  y 2.20 veces con respecto al control a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001; Figura 54A), lo que supone una mejora de la respuesta antiproliferativa 

respecto al citostático sin ningún otro agente en el medio de cultivo del 29.07%, del 

35.60% y del 36.41% a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente. En este caso, el FMD se 

sitúa en valores de 0.92 a las 48 h, lo que nos indica que ambos agentes presentan un 

efecto aditivo. 

 

La ratio CP experimentó un descenso en la velocidad de proliferación de 3.10 

veces respecto al control tras las primeras 24 h (p<0.001), para tender a los valores 

del control a las 48 h y aumentar 1.4 veces respecto al control a las 72 h (p<0.001; 

Figura 54B). 

Figura 54. Efecto del melfalán 2.5M en presencia de ATRA 10-6M sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.7. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO MELFALÁN+ATRA EN 

PRESENCIA DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA 

CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH 

IV.7.1. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de HGF  

Cuando aplicamos ATRA al tratamiento con melfalán en presencia de HGF, se 

reduce de forma significativa la proliferación celular de modo que se mantiene en los 

valores de proliferación del melfalán+ATRA en ausencia de dicho factor, excepto a las 

24 h en que se ajusta a la proliferación del melfalán en solitario y en ausencia del 

factor.  

 

Así, el tratamiento melfalán+ATRA en presencia de HGF, reduce el 

crecimiento respecto al control 2.20, 2.60 y 1.90 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 55A). De este modo, con respecto al tratamiento 

con melfalán en solitario, dicho tratamiento combinado disminuye 1.29, 2.17 y 1.73 

veces la proliferación celular a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001). Este 

tratamiento combinado da lugar a  un FMD de 1.55 a las 48 h, por lo que los agentes 

presentan un efecto sinérgico. 

 

El tratamiento con melfalán y ATRA en presencia de HGF reduce el ratio CP 

2.20 veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 55B) y 1.2 veces a 

las 48 h. Se invierte este valor para ser 1.3 veces mayor que el control a las 72 h 

(p<0.001). 
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Figura 55. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de HGF (10 

ng/ml) sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.7.2. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de  IGF-2  

La adición de ATRA al tratamiento con melfalán en presencia de IGF-2, reduce 

la proliferación de manera significativa, de modo que se ajusta a la proliferación del 

melfalán en ausencia del factor de crecimiento durante las primeras 48 h, para tender 

a igualarse a la del melfalán+ATRA a las 72 h.  

 

En presencia de IGF-2, el tratamiento melfalán+ATRA reduce el crecimiento 

de las células S4MH respecto al control 2.30, 1.70 y 2.0 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 56A). Por otro lado y en presencia de IGF-2, con 

respecto al tratamiento con melfalán en solitario, la proliferación del cultivo es 1.35, 

1.41 y 1.82 veces menor a las 24h, 48h y 72 h (p<0.001). Esto da lugar a  un FMD a las 

48 h de 1.23 (efecto sinérgico). 

 

El melfalán y el ATRA en presencia de IGF-2 reducen la ratio CP 2.30 veces 

respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 56B). Anteriormente, se 

iguala a la tasa del control (p<0.01) y, por último, a las 72 h, se incrementa dicha tasa 

hasta hacerse 1.32 veces respecto al control (p<0.001). 
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Figura 56. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.7.3. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de PDGF-BB  

Al añadir ATRA al tratamiento con melfalán en presencia de PDGF-BB, se 

reduce la proliferación celular a los valores de proliferación del melfalán en ausencia 

de dicho factor.  

 

En presencia de PDGF-BB, el tratamiento melfalán+ATRA reduce el 

crecimiento celular 1.90, 2.0 y 1.51 veces a las 24 h, 48 h y 72 h respecto al control 

(p<0.001; Figura 57A). Así, en presencia de PDGF-BB, el tratamiento con 

melfalán+ATRA reduce la proliferación con respecto al melfalán 1.18 veces a las 24 h 

(p<0.05), 1.43 veces a las 48 h (p<0.001) y 1.07 veces a las 72 h (p<0.05), 

respectivamente. El FMD obtenido con el tratamiento combinado es de 1.74. 

 

El tratamiento con melfalán y ATRA en presencia de PDGF-BB reduce la ratio 

CP 1.90 veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 57B). A las 48 

h se iguala al control y a las 72 h se incrementa 1.31 veces sobre la tasa del control. 
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Figura 57. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.7.4. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de VEGF 

El tratamiento con melfalán+ ATRA en presencia de VEGF, reduce de forma 

significativa la proliferación celular a los valores de proliferación del melfalán+ATRA 

en ausencia de dicho factor. Así, esta reducción es de 2.90, 3.0 y 2.0 veces a las 24 h, 

48 h y 72 h respecto al control (p<0.001; Figura 58A). De este modo, en presencia de 

VEGF, la administración de melfalán y ATRA reduce la proliferación con respecto al 

melfalán 1.81, 2.14 y 1.43 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001), 

siendo el  FMD de 1.77. 

 

Por otro lado, el tratamiento combinado en presencia de VEGF reduce 2.90 

veces (p<0.001) la ratio CP las primeras 24 h, se aproxima al control a las 48 h (p<0.01) 

y se incrementa 1.55 veces a las 72 h (p<0.001; Figura 58B). 
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Figura 58. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de VEGF (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.7.5. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de FGFb 

El tratamiento con melfalán+ ATRA en presencia de FGFb, reduce de forma 

significativa la proliferación celular alcnazando los valores de proliferación del 

melfalán+ATRA en ausencia del factor.  

 

En comparación al control, la combinación melfalán y ATRA en presencia de 

FGFb reduce el crecimiento 3.10, 2.60 y 2.0 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 59A). En relación al tratamiento con el citostático 

en solitario, el tratamiento melfalán+ATRA reduce la proliferación 1.48, 1.53 y 1.43 

veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente, con un FMD a las 48 h de 1.49. 

 

Asimismo, el tratamiento combinado en presencia de FGFb presenta la ratio 

CP con un  perfil que se asemeja al del melfalán en solitario en presencia del factor 

durante las primeras 48 h (p<0.01) para aumentar ligeramente a las 72 h (p<0.001; 

Figura 59B). 
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Figura 59. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de FGFb (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.7.6. Estudio del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA en 

presencia de EGF  

Cuando aplicamos ATRA al tratamiento con melfalán en presencia de EGF, se 

reduce de forma significativa la proliferación celular a los valores de proliferación del 

melfalán+ATRA en ausencia del factor, excepto a las 24 h. Así, esta reducción de la 

proliferación fue de 1.80, 2.70 y 1.90 veces, en comparación al control, a las 24 h, 48 

h y 72 h, respectivamente (p<0.001; Figura 60A). Con respecto al melfalán, el 

tratamiento melfalán+ATRA reduce la proliferación 1.59 veces a las 48 h (p<0.001) y 

1.46 veces a las 72 h (p<0.001). Esto se corresponde con un FMD de 1.53. 

 

El tratamiento combinado en presencia de EGF, en comparación con el 

control, reduce la ratio CP 1.80, 1.50 veces a las 24 h y 48 h, respectivamente, 

(p<0.001), siendo 1.4 veces superior a las 72 h (p<0.001;  Figura 60B). 

Figura 60. Efecto del melfalán (2.5M) y del ATRA (10-6M) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.7.7. Comparación del efecto del tratamiento combinado melfalán+ATRA 

en presencia de los factores de crecimiento sobre la proliferación y la cinética 

proliferativa de las células S4MH 

La figura 61 muestra la comparación del efecto antiproliferativo producido por el 

ATRA asociado al melfalán en presencia de los diferentes factores de crecimiento.  

Figura 61. Comparación del efecto del tratamiento combinado melfalán (2.5M)+ATRA (10-6M) 

en presencia de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Índice Proliferativo. 

 

En presencia de los factores de crecimiento, el tratamiento melfalán+ATRA 

produce una mayor eficacia antitumoral en comparación a la administración aislada 

de melfalán, si bien el efecto depende del factor de crecimiento presente. De este 

modo, la mayor eficacia antiproliferativa de la adición de ATRA al tratamiento con 

melfalán se obtuvo en presencia del HGF, el VEGF, el EGF, el FGFb, el PDGF-BB y el IGF-

2 (aumento del 53.9%, un 53.36%, un 37.07%, un 34.69%, un 29.97% y un 29.41%, 

respectivamente, a las 48h; Figura 62). 
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Figura 62. Efecto de la adición de ATRA (10-6M) sobre la eficacia antiproliferativa del 

tratamiento con melfalán (2.5M) en presencia de los factores de crecimiento a las 48h. 

 

En todos los casos, se observa un efecto sinérgico del tratamiento 

melfalán+ATRA cuando están presentes los FCs (Figura 63). 

Figura 63. FMD de cada factor de crecimiento sobre el tratamiento combinado melfalán 

(2.5M)+ATRA (10-6M) a las 48h. 
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La figura 64 ilustra la comparación de la cinética proliferativa observada tras la 

aplicación del tratamiento combinado melfalán+ATRA en presencia de los factores de 

crecimiento.  

Figura 64. Comparación del efecto del tratamiento combinado melfalán (2.5M)+ATRA (10-6M) 

en presencia de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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IV.8. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA VCR EN PRESENCIA DE LOS FACTORES DE 

CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA 

CELULAR S4MH 

IV.8.1. Estudio del efecto de la VCR en presencia de HGF  

El efecto antiproliferativo de la VCR se ve reducido de forma significativa en 

presencia de HGF, de forma que la proliferación celular recupera los valores del 

control excepto a las 72 h, donde se aprecia una reducción en la proliferación de 1.20 

veces respecto al control (p<0.001; Figura 65A).  

 

De este modo, las células tratadas con VCR en presencia de HGF presentan 

una proliferación 2.18, 2.06 y 1.33 veces mayor a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001), que la de las células tratadas con VCR en ausencia del factor. 

 

La ratio CP del tratamiento con VCR en presencia de HGF presenta una 

cinética proliferativa similar a la del control (Figura 65B). 

Figura 65. Efecto de la VCR (5 ng/ml) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

 

 

 

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
VCR

VCR+HGFA
HGF

---      Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e

 P
ro

li
fe

ra
ti

vo

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

VCR

VCR+HGF

HGF

B

Tiempo (horas)

R
at

io
 C

P



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   137 
 

IV.8.2. Estudio del efecto de la VCR en presencia de IGF-2  

La eficacia antiproliferativa de la VCR en presencia de IGF-2 disminuye 

significativamente respecto a la producida por dicho fármaco en ausencia del FC. 

 

En comparación con el control, el tratamiento con  VCR en presencia de IGF-

2 reduce la proliferación 1.30, 1.40 y 1.30 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001; Figura 66A). Con respecto a las células tratadas con VCR en ausencia del 

factor, la proliferación celular se incrementó 1.69 veces a las 24 h, 1.43 veces a las 48 

h (p<0.001) y 1.23 veces a las 72 h (p<0.01). 

 

La ratio CP del tratamiento con VCR en presencia de IGF-2 fue 1.30 veces 

menor al control las primeras 24 h (p<0.001), y tiende a igualarse al mismo en el resto 

de tiempos del estudio (p>0.05; Figura 66B). 

Figura 66. Efecto de la VCR (5 ng/ml) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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significativa el efecto del tratamiento con VCR sobre la proliferación celular. Así, la 

proliferación celular de las células tratadas con VCR en presencia de PDGF-BB se 

reduce respecto al control 2.10 veces a las 24 h y 1.60 a las 48 h y 1.50 veces a las 72 

h (p<0.001; Figura 67A). Sólo existen diferencias significativas en el tratamiento con 

VCR en ausencia o en presencia del factor a las 48 h (incremento de la proliferación 

de 1.25 veces superior en presencia de PDGF-BB; p<0.01). 
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La ratio CP del tratamiento con VCR en presencia de PDGF-BB presenta una 

cinética proliferativa 2.10 veces menor al control las primeras 24 h (p<0.001), 1.36 

veces mayor a las 48 h (p<0.001) y tiende a igualarse a las 72 h (p>0.05; Figura 67B). 

Figura 67. Efecto de la VCR (5 ng/ml) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) sobre las células 

S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.8.4. Estudio del efecto de la VCR en presencia de VEGF  

La presencia de VEGF no altera de manera significativa el efecto 
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crecimiento respecto al control 1.72, 1.90 y 1.50 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 
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68B). 

 

 

 

 

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6
VCR+PDGF-BB

A PDGF-BB

VCR
---      Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e

 P
ro

lif
e

ra
ti

vo

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

VCR

VCR+PDGF-BB

PDGF-BB

B

Tiempo (horas)

R
at

io
 C

P



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   139 
 

Figura 68. Efecto de la VCR (5 ng/ml) en presencia de VEGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.8.5. Estudio del efecto de la VCR en presencia de FGFb   

La presencia de FGFb  reduce la eficacia del tratamiento con VCR en las 

primeras 24 h. 
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Figura 69. Efecto del VCR (5 ng/ml) en presencia de FGFb (10 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6 VCR+FGFb

A
VCR

FGFb---      Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e

 P
ro

lif
e

ra
ti

vo

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

VCR

VCR+FGFb

FGFb

B

Tiempo (horas)

R
at

io
 C

P



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   141 
 

Figura 70. Efecto del VCR (5 ng/ml) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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La VCR redujo su eficacia de un modo variable para cada factor. Los factores 

de crecimiento que más afectan el tratamiento con VCR son el HGF, el EGF, el IGF-2, 

el PDGF-BB y el FGFb, que reducen el efecto del tratamiento un 51.45%, un 29.97%, 

un 29.97%, un 20.0% y un 20.0%, respectivamente, a las 48h. El VEGF no altera el 

efecto del tratamiento en dicho tiempo (Figura 72). 

Figura 72. Efecto de la VCR (5ng/ml) en presencia de los factores de crecimiento sobre la 

actividad de la VCR a las 48h. 
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IV.9. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO VCR+ATRA SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH 

La adición de ATRA (10-6M) al tratamiento con VCR (5 ng/ml) redujo 

significativamente la proliferación de la línea celular S4MH. Dicha reducción fue de 

2.91, 2.70 y 2.30 veces con respecto al control a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001; Figura 74A), lo que supone una mejora en la eficacia antiproliferativa 

respecto al citostático sin ningún otro agente en el medio de cultivo del 22.90% a las 

24 h, del 26.0% a las 48 h y del 30.56% a las 72 h, respectivamente. En este caso, el 

Factor Modificador de Dosis (FMD) se sitúa en valores 0.86 a las 48 h, lo que nos indica 

que ambos agentes tienen un efecto aditivo. 

 

La ratio CP experimentó un descenso de 2.91 veces respecto al control tras 

las primeras 24 h (p<0.001), para tender a los valores del control a las 48 h (p>0.05) y 

aumentar sobre dicha cinética del control 1.17 veces a las 72 h (p<0.01; Figura 74B). 

Figura 74. Efecto de la VCR (5 ng/ml) en presencia de ATRA 10-6M sobre las células S4MH; (A) 

Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.10. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO VCR+ATRA EN 

PRESENCIA DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA 

CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH 

IV.10.1. Estudio del efecto del tratamiento combinado VCR+ATRA en 

presencia de HGF  

El efecto del tratamiento VCR+ATRA en presencia de HGF reduce de forma 

significativa la proliferación celular de modo que se tiende a mantenerse en los valores 

de proliferación de la VCR en ausencia del factor.  Cuando se administra ATRA en 

combinación con VCR en presencia de HGF, se reduce la proliferación respecto al 

control 1.90, 1.53 y 1.70 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001; Figura 

75A). Dicho tratamiento reduce la proliferación con respecto a la VCR sóla 1.88, 1.58 

y 1.41 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001) dando lugar a un FMD 

a las 48 h de 1.12 de modo que los agentes tienen un efecto sinérgico. 

 

El tratamiento con VCR y ATRA en presencia de HGF  reduce 

significativamente la ratio CP 1.90 veces respecto al control en las primeras 24 h 

(p<0.001; Figura 75B), para igualarse al control a partir de las 48 h (p>0.05).  

Figura 75. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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del factor las primeras 48h, para tender a los valores del tratamiento VCR+ATRA en 

ausencia del factor a las 72 h.  

 

La adición de  ATRA al tratamiento con VCR en presencia de IGF-2, se reduce 

la proliferación respecto al control 1.80, 1.70 y 2.10 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 76A). Asimismo, el tratamiento VCR+ATRA reduce 

la proliferación con respecto a la VCR sóla 1.38, 1.21 y 1.61 veces a las 24 h, 48 h y 72 

h (p<0.001), obteniéndose un FMD a las 48 h de 1.44. 

 

El tratamiento VCR y ATRA en presencia de IGF-2 reduce la ratio CP 1.80 veces 

respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 76B), para igualarse a la tasa 

del control a partir de las 48 h (p>0.05). 

Figura 76. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP.  
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VCR+ATRA reduce la proliferación con respecto a la VCR 1.14, 1.31 (p>0.05) y 1.39 

veces a las 24 h, 48 h y 72 h (p<0.05), obteniéndose un FMD a las 48 h de 1.39. 

 

El tratamiento con VCR y ATRA en presencia de PDGF-BB reduce la ratio CP 

2.40 veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 77). Se produce 

un incremento de 1.20 veces a las 48 h y tiende a igualarse con la tasa del control a las 

72 h (p>0.05). 

Figura 77. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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El tratamiento con VCR y ATRA en presencia de VEGF reduce la ratio CP 2.60 

veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001). A las 48 h se iguala a la tasa 

del control (p>0.05) y a las 72 h aumenta 1.21 veces por encima de los valores del 

control (p<0.01; Figura 78B). 

Figura 78. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de VEGF (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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La combinación de VCR y ATRA en presencia de FGFb  reduce la ratio CP 2.60 

veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001). A las 48 h es 1.33 veces mayor 

que el control (p<0.001) y a las 72 h alcanza la tasa del control (p>0.05; Figura 79B). 

Figura 79. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de FGFb  (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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El tratamiento con VCR y ATRA en presencia de EGF  reduce la ratio CP 2.40 

veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001), para igualarse a la tasa del 

control en el resto de tiempos de medida (p>0.05; Figura 80B). 

Figura 80. Efecto de la VCR (5 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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De este modo, la mayor eficacia antiproliferativa de la adición de ATRA al 

tratamiento con VCR se obtuvo en presencia del EGF, el HGF, el PDGF-BB, el VEGF,  el 

FGFb  y el IGF-2, (aumento del 39.21%, un 36.89%, un 23.84%, un 20.91%, un 20% y un 

17.64%, respectivamente, a las 48h; Figura 82).  

Figura 82. Efecto de la adición de ATRA (10-6M) sobre la eficacia antiproliferativa del 

tratamiento con VCR (5ng/ml) en presencia de los factores de crecimiento a las 48h. 
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del VEGF, que presenta un efecto aditivo.  
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VCR+ATRA

VCR+EGF+
ATRA

VCR+HGF+
ATRA

VCR+PDGF-
BB+ATRA

VCR+VEGF+
ATRA

+ATRA

b

VCR+FG
F

VCR+IG
F-

2+ATRA
0

10

20

30

40

50

%
 A

u
m

e
n

to
 d

e
 la

e
fi

ca
ci

a 
an

ti
p

ro
lif

e
ra

ti
va

VCR+ATRA

VCR+EGF+
ATRA

VCR+IG
F-

2+ATRA

VCR+PDGF-
BB+ATRA

+ATRA

b

VCR+FG
F

VCR+HGF+
ATRA

VCR+VEGF+
ATRA

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

FM
D



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   151 
 

La figura 84 ilustra la comparación de la cinética proliferativa observada tras 

la aplicación del tratamiento combinado VCR+ATRA en presencia de los factores de 

crecimiento.  

Figura 84. Comparación del efecto del tratamiento combinado VCR (5ng/ml)+ATRA (10-6M) en 

presencia de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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IV.11. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA ACD EN PRESENCIA DE LOS FACTORES DE 

CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA 

CELULAR S4MH 

IV.11.1. Estudio del efecto del tratamiento con ACD en presencia de HGF  

La presencia de HGF no altera significativamente el efecto antiproliferativo 

de la  ACD. Así, se puede observar cómo se reduce la proliferación 1.90, 1.60 y 1.50 

veces respecto al control a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001; Figura 

85A).  

 

En relación al ratio CP, tras la reducción inicial a las 24 h (1.90 veces respecto 

al control), mantiene el resto de tiempos del estudio un perfil cinético similar al del 

citostático en ausencia del factor (p>0.05; Figura 85B). 

Figura 85. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 86A).  

 

En lo referente a la ratio CP, tras la reducción inicial durante las primeras 24 

h (1.80 veces respecto al control), el perfil cinético del tratamiento con ACD en 

24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

ACD

ACD+HGF

HGF
A - - -  Control

Tiempo (horas)

Ín
d

ic
e 

p
ro

lif
er

at
iv

o

0 24 48 72
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

Control

ACD

ACD+HGF

HGF

B

Tiempo (horas)

Ra
ti

o 
CP



__________________________________________________________IV.Resultados 

 

 
   153 
 

presencia de IGF-2 se aproxima a la tasa del control a las 48 h (p>0.05) y se hace 1.19 

veces mayor a las 72 h (p<0.001; Figura 86B). 

Figura 86. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 87. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) sobre las células 

S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.11.4. Estudio del efecto del tratamiento con ACD en presencia de VEGF  

La presencia del VEGF no afecta significativamente el efecto antiproliferativo 

de la ACD. Así, el tratamiento con ACD reduce el crecimiento respecto al control 1.90 

veces a las 24 h y 1.70 veces a las 48 h y 72 h (p<0.001; Figura 88A).  

 

La ACD en presencia de VEGF presenta una ratio CP 1.90 veces menor al 

control las primeras 24 h (p<0.001), para tender a igualarse al mismo en el resto de 

tiempos analizados (p>0.05; Figura 88B). 

Figura 88. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de VEGF (10 ng/ml) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 89. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de FGFb  (10 ng/ml) sobre las 

células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.11.7. Comparación del efecto de la ACD en presencia de los factores de 

crecimiento sobre la proliferación y cinética proliferativa de las células S4MH 

La ACD ve alterada su actividad en distinta medida en presencia de los 

factores de crecimiento, tal como se aprecia en la Figura 91.  

Figura 91. Comparación del efecto del tratamiento con ACD (15ng/ml) en presencia de los 

factores de crecimiento sobre las células S4MH. Índice Proliferativo. 
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En cuanto a la cinética proliferativa, la Figura 93 muestra que en presencia 

de los FC, la ACD mantiene su perfil cinético en ausencia de los mismos, excepto a las 

24 h para todos los FC excepto el FGFb. 

Figura 93. Comparación del efecto del tratamiento con ACD (15ng/ml) en presencia de los 

factores de crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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IV.12. ESTUDIO DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO ACD+ATRA SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH 

La adición de ATRA (10-6M) al tratamiento con ACD (15 ng/ml) redujo 

significativamente la proliferación de la línea celular S4MH. 

 

 Dicha reducción fue de 4.40, 3.20 y 2.80 veces respecto al control a las 24 h, 

48 h y 72 h, respectivamente (p<0.001; Figura 94A), lo que supone una mejora en la 

eficacia antiproliferativa respecto al citostático aislado del 40.88%, 37.60% y 35.67% 

a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente. En este caso, el Factor Modificador de Dosis 

(FMD) se sitúa en 0.94 a las 48 h, lo que nos indica que ambos agentes presentan un 

efecto aditivo. 

 

El valor de la ratio CP experimentó un descenso de 4.40 veces respecto al 

control tras las primeras 24 h; a las 48 h se sitúa 1.29 veces por encima del control 

(p<0.001) y a las 72 h tiende a igualarse al mismo (p<0.01; Figura 94B). 

Figura 94. Efecto de la ACD (15 ng/ml) en presencia de ATRA (10-6M) sobre las células S4MH; 

(A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.13. EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO ACD+ATRA EN PRESENCIA DE LOS 

FACTORES DE CRECIMIENTO SOBRE LA PROLIFERACIÓN Y LA CINÉTICA 

PROLIFERATIVA DE LA LÍNEA CELULAR S4MH 

IV.13.1. Estudio del efecto del tratamiento combinado ACD+ATRA en 

presencia de HGF  

En presencia de HGF, la adición de ATRA al tratamiento con ACD reduce la 

proliferación celular a valores intermedios entre la propia del fármaco y la del fármaco 

y el ATRA en ausencia del factor.  

 

La adición de  ATRA al tratamiento con ACD en presencia de HGF, se reduce 

la proliferación respecto al control 3.50, 2.50 y 2.20 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, 

respectivamente (p<0.001; Figura 95A). Asimismo, el tratamiento ACD+ATRA reduce 

la proliferación con respecto a la ACD 1.84 veces a las 24 h y 1.56 veces a las 48 h y 

1.46 veces a las 72 h (p<0.001dando lugar a un FMD de 1.60 a las 48 h. 

 

La ratio CP del tratamiento ACD+ATRA en presencia de HGF  se ve reducida 

3.50 veces a las 24h y se incrementa 1.30 veces a las 48 h y 1.18 veces a las 72 h, 

respecto al control (p<0.001; Figura 95B). 

Figura 95. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de HGF (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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IV.13.2. Estudio del efecto del tratamiento combinado ACD+ATRA en 

presencia IGF-2  

En presencia de IGF-2, la adición de ATRA al tratamiento con ACD reduce la 

proliferación celular a valores intermedios entre la propia del fármaco y la del fármaco 

y el ATRA en ausencia del factor.  

 

El tratamiento con ACD+ATRA en presencia de IGF-2, reduce la proliferación  

respecto al control 2.40, 2.50 y 2.30 veces a las 24 h, 48 h y 72 h, respectivamente 

(p<0.001; Figura 96A). Este tratamiento reduce la proliferación con respecto a la ACD 

1.33, 1.47 y 1.53 veces a las 24 h, 48 h y 72 h (p<0.001). El FMD a las 48 h fue de 1.45. 

 

La ratio CP del tratamiento ACD+ATRA en presencia de IGF-2  se ve reducida 

2.40 veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001; Figura 96B) se iguala al 

control a las 48h (p>0.05) y se incrementa 1.19 veces a las 72 h (p>0.05). 

Figura 96. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de IGF-2 (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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adición de ATRA no produce diferencias significativas en la proliferación celular (1.09  

y 1.03 veces menor a las 24 h y 72 h; p>0.05), lo que hace que el FMD sea 1.13. 

 

La ratio CP del tratamiento ACD+ATRA en presencia de PDGF-BB  se reduce 

2.85 veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001), a las 48 h se incrementa 

1.24 veces (p<0.001) y a las 72 h, tiende a igualarse a la tasa del control (p>0.05; Figura 

97B). 

Figura 97. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de PDGF-BB (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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La ratio CP del tratamiento ACD+ATRA en presencia de VEGF se reduce 2.80 

veces respecto al control en las primeras 24 h (p<0.001) a las 48 horas se incrementa 

1.12 veces (p<0.05)  y a las 72 h 1.17 veces (p<0.001; Figura 98B). 

Figura 98. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de VEGF (10 ng/ml) 

sobre las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 99. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de FGFb  (10 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 
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Figura 100. Efecto de la ACD (15 ng/ml) y del ATRA (10-6M) en presencia de EGF (25 ng/ml) sobre 

las células S4MH; (A) Índice Proliferativo; (B) Ratio CP. 

 

IV.13.7. Comparación del efecto del tratamiento combinado ACD+ATRA en 

presencia de los factores de crecimiento sobre la proliferación y la cinética 

proliferativa de las células S4MH 

La figura 101 muestra la comparación del efecto antiproliferativo producido 

por el ATRA asociado a la ACD en presencia de los diferentes factores de crecimiento. 

Figura 101. Comparación del efecto del tratamiento combinado ACD (15ng/ml)+ATRA (10-6M) 

en presencia de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Índice Proliferativo. 
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Como se observa en la Figura 102, el mayor aumento en la eficacia 

antiproliferativa de la adición de ATRA al tratamiento con ACD se obtuvo, en orden 

decreciente, en presencia del FGFb , el EGF, el HGF, el IGF-2, el VEGF y el PDGF-BB 

(aumento del 46.72%, 40.8%, 36.0%, 31.97%, 31.97% y 9.35% respectivamente, a las 

48h). 

Figura 102. Efecto del tratamiento combinado ACD (15ng/ml)+ATRA (10-6M) en presencia de los 

factores de crecimiento sobre la RA a las 48h. 

 

La figura 103 muestra los valores de la FMD obtenidos con el tratamiento 

combinado ACD+ATRA en presencia de los diferentes FC. Se puede observar un efecto 

sinérgico entre ambos agentes ante la presencia de la todos los FC, en mayor o menor 

medida 
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Figura 103. FMD de cada factor de crecimiento sobre el tratamiento combinado ACD 

(15ng/ml)+ATRA (10-6M) en presencia de los factores de crecimiento a las 48h. 

 

En cuanto a la cinética proliferativa, la Figura 104 muestra que, en general, y 

en presencia de los FC, la ACD mantiene su perfil cinético en ausencia de los mismos, 

excepto a las 24 h para todos los FC. 

Figura 104. Comparación del efecto del tratamiento combinado ACD (15ng/ml)+ATRA (10-6M) 

en presencia de los factores de crecimiento sobre las células S4MH. Ratio CP. 
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Los	  modestos	  resultados	  obtenidos	  por	  la	  quimioterapia	  convencional	  en	  el	  

tratamiento	   del	   RMS	   metastático	   y	   las	   escasas	   opciones	   terapéuticas	   disponibles,	  

hacen	   necesaria	   la	   investigación	   de	   nuevos	   agentes	   antitumorales	   frente	   a	   dianas	  

que	  sean	  activas	  en	  este	  contexto.	  

	  

La	  quimioterapia	  convencional	  del	  RMS	  metastático	  incluye	  agentes	  como	  la	  

VCR	  y	  la	  ACD,	  habitualmente	  en	  combinación,	  aunque	  esta	  estrategia	  terapéutica	  no	  

ha	   logrado	   aumentar	   el	   tiempo	   libre	   de	   tumor	   ni	   la	   tasa	   de	   supervivencia	   a	   los	   5	  

años,	  con	  respecto	  al	  tratamiento	  con	  agente	  único.	  La	  adición	  a	  dicha	  combinación	  

de	   otros	   fármacos	   como	   la	   ifosfamida	   y	   la	   ciclofosfamida	   tampoco	   mejora	   la	  

respuesta	  antitumoral	  ni	  la	  tasa	  de	  supervivencia	  (Raney	  et	  al	  2011).	  

	  

Otro	  agente	  quimioterápico,	  en	  particular	  el	  melfalán,	  ha	  sido	  empleado	  en	  

combinación	   con	   el	   TNFα.	   Dicha	   combinación	   terapéutica	   reduce	   la	   resistencia	  

tumoral	  al	  tratamiento,	  mediante	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  las	  caspasas	  2	  y	  3	  

(Klütterman	   et	   al,	   2006).	   En	   otros	   estudios	   (Lashkari	   et	   al,	   2009),	   el	   melfalán,	  

administrado	  en	  solitario	  y	  a	  altas	  dosis,	  logra	  tasas	  de	  supervivencia	  totales	  del	  31%,	  

y	  libres	  de	  tumor	  a	  los	  5	  años	  del	  23%.	  Sin	  embargo,	  el	  tratamiento	  obliga	  a	  utilizar	  

dosis	  crecientes,	  con	  el	  consiguiente	  incremento	  en	  la	  toxicidad.	  

	  

Se	   están	   investigando	   nuevas	   estrategias	   terapéuticas	   innovadoras	   que	  

permitan	  disminuir	   la	   citotoxicidad	  de	   la	   quimioterapia,	   aumentar	   la	   supervivencia	  

global	  y	  reducir	   las	  secuelas	  derivadas	  del	  tratamiento	  (Kang	  et	  al,	  2011).	  Así,	  en	  el	  

campo	   de	   los	   ensayos	   clínicos,	   se	   están	   llevando	   a	   cabo:	   i,	   protocolos	   de	  

inmunoterapia	   basados	   en	   el	   uso	   de	   células	   killer	   dependientes	   de	   citocinas,	   que	  

lisan	   las	   células	  previamente	   inmunomarcadas	   (Kuçi	  et	  al,	   2010);	   ii,	   la	   selección	  de	  

alteraciones	   genéticas	   presentes	   en	   los	   RMS	   que	   puedan	   representar	   potenciales	  

dianas	  terapéuticas	  (Schäfer	  et	  al,	  2010);	  iii,	  el	  uso	  de	  nuevos	  agentes	  como	  el	  ácido	  

betulínico	   en	   el	   control	   de	   la	   proliferación	   mediante	   la	   inducción	   de	   la	   apoptosis	  

(Eichenmüller	  et	  al,	  2010)	  y	  iv,	  la	  restauración	  de	  las	  funciones	  normales	  de	  los	  genes	  

implicados	  en	   la	  proliferación	  y	  su	  control,	   como	  Hedgehog	   y	  p53	   (Eichenmüller	  et	  

al,	  2010;	  Xu	  et	  al,	  2010).	  
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	  Además,	   existen	   resultados	   prometedores	   con	   agentes	   como	   la	  

gemcitabina	  como	  agente	  único	  (Wagner-‐Bohn	  et	  al,	  2006)	  o	  en	  combinación	  con	  el	  

docetaxel	   (Rapkin	   et	   al,	   2012);	   la	   temozolomida	   (De	   Sio	   et	   al,	   2006)	   utilizada	   de	  

forma	  aislada	  o	  en	  combinación	  con	  el	  inhibidor	  de	  TKs	  erlotinib	  (Jackaki	  et	  al,	  2008)	  

e	  imatinib,	  el	  cual	  es	  un	  agente	  inhibidor	  de	  TKs	  y	  c-‐Kit	  (Taniguchi	  et	  al,	  2008).	  

	  

En	   nuestro	   estudio,	   con	   el	   objetivo	   de	   comprobar	   el	   efecto	   de	   la	  

quimioterapia	   convencional	   sobre	   la	   línea	   tumoral	   de	   RMS	   S4MH,	   analizamos	   el	  

efecto	  	  antiproliferativo	  in	  vitro	  de	  algunos	  de	  los	  fármacos	  utilizados	  habitualmente	  

en	  el	  tratamiento	  del	  RMS	  como	  son	  el	  melfalán,	  la	  VCR	  y	  la	  ACD.	  Hemos	  observado	  

cómo	  la	  ACD	  fue	  el	   fármaco	  más	  efectivo	  en	  reducir	   la	  proliferación	  celular,	  si	  bien	  

no	  existen	  diferencias	  significativas	  respecto	  a	  los	  otros	  dos	  fármacos.	  Cabe	  reseñar	  

que,	  tal	  y	  como	  se	  observa	  en	   los	   resultados	  del	  análisis	  de	   la	  cinética	  proliferativa	  

(ratio	   CP),	   transcurridas	   las	   primeras	   24	   horas	   se	   produce	   un	   efecto	   rebote	   de	   la	  

proliferación,	  de	  forma	  que	  este	  valor	  se	  aproxima	  al	  del	  control	  a	  las	  72	  horas,	  tanto	  

para	  la	  ACD	  como	  para	  la	  VCR.	  

	  

Múltiples	  estudios	  in	  vitro,	  utilizando	  el	  modelo	  de	  RMS,	  han	  demostrado	  la	  

importancia	  del	  microambiente	  en	  el	  desarrollo	  del	  tumor	  primario	  y	  en	  la	  formación	  

de	   metástasis.	   La	   existencia	   de	   FC	   en	   dicho	   microambiente	   es	   decisiva	   en	   la	  

inducción	   del	   desarrollo	   tumoral	   metastático,	   a	   través	   de	   diferentes	   vías	   de	  

señalización	   intracelular	  como	  Met,	  PKC,	  Raf-‐MAPK,	  PI3K,	   Jak/STAT.	  Además,	   se	  ha	  

demostrado	   que	   la	   acción	   de	   dichos	   FC	   es	   uno	   de	   los	   principales	  mecanismos	   de	  

resistencia,	  pudiendo	  incluso	  actuar	  como	  citoprotectores	  frente	  a	  la	  muerte	  celular	  

por	  citotoxicidad	  (Bowres	  et	  al,	  2000;	  Thimmaiah	  et	  al,	  2010;	  Wang	  et	  al,	  2010).	  Este	  

efecto	  puede	  ser,	  entre	  otros,	  una	  de	  las	  causas	  de	  la	  recidiva	  tumoral	  tras	  la	  cirugía,	  

lo	  cual	  constituye	  un	  problema	  clínico	  de	  gran	  relevancia.	  	  

	  

Una	   de	   las	   razones	   que	   explican	   este	   hecho	   es	   la	   liberación	   de	   FC	   tras	   la	  

resección	  quirúrgica	  de	  metástasis.	  Un	  ejemplo	  de	  ello	  es	  la	  hepatectomía,	  donde	  los	  

FC	   son	   responsables	   no	   sólo	   de	   la	   regeneración	   del	   hígado,	   sino	   también	   del	  

estímulo	   proliferativo	   de	   las	   células	   tumorales.	   Nuestro	   grupo	   de	   investigación	   ha	  
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demostrado	   cómo	   el	   RMS	   metastático	   responde	   a	   los	   mitógenos	   asociados	   a	   la	  

regeneración	   hepática	   inducida	   tras	   la	   hepatectomía	   (García	   Alonso	   et	   al,	   2003;	  

García	  Alonso	  et	  al,	  2008).	  

	  

Se	   han	   asociado	   diferentes	   FC	   con	   el	   desarrollo	   del	   RMS	   metastático	  

(Lukasiewicz	  et	  al,	  2009;	  Martins	  et	  al,	  2011;	  Schiavetti	  et	  al,	  2012)	  y	  otros	  tipos	  de	  

tumores	   (Palomares	   et	   al,	   2009;	   McDermott	   et	   al,	   2009;	   Caramés	   et	   al,	   2010;	  

Wysoczynski	  et	  al,	  2010;	  Liu	  et	  al,	  2010,	  Houghton	  et	  al,	  2010;	  Zhang	  et	  al,	  2011)	  y	  su	  

implicación	  en	  la	  quimorresistencia.	  Entre	  los	  FC	  implicados	  cabe	  destacar	  al	  HGF,	  el	  

FGF,	  el	  VEGF,	  el	  PDGF,	  el	  IGF	  y	  el	  EGF.	  	  

	  

Así,	  se	  ha	  demostrado	  que	  el	  HGF	  protege	  a	  las	  células	  tumorales	  frente	  a	  la	  

toxicidad	   y	   apoptosis	   inducida	   por	   agentes	   que	   dañan	   el	   ADN,	   tales	   como	   las	  

radiaciones	   ionizantes	   y	   la	   adriamicina	   (Shen	  et	  al,	   2007),	   pudiendo	   contribuir	   a	   la	  

resistencia	   de	   las	   células	   de	   RMS	   al	   tratamiento	   convencional	   (Jankowski	   et	   al,	  

2003).	  Por	  otro	  lado,	  el	  efecto	  del	  HGF	  parece	  depender	  del	  tipo	  tumoral,	  de	  modo	  

que	  este	   factor	  sensibiliza	   las	  células	  de	  cáncer	  de	  ovario	  a	   los	  agentes	  paclitaxel	  y	  

cisplatino	   (Bardella	   et	   al,	   2007),	   mientras	   que	   induce	   resistencia	   al	   cisplatino	   en	  

células	  de	  cáncer	  de	  pulmón	  (Chen	  et	  al,	  2008).	  	  

	  

Varios	   estudios	   han	   señalado	   el	   efecto	   del	   VEGF	   en	   la	   reducción	   de	   la	  

eficacia	  de	  la	  terapia	  hormonal	  en	  el	  cáncer	  de	  mama	  (Qu	  et	  al,	  2008).	  También	  se	  

ha	  observado	  que	  disminuye	  la	  respuesta	  a	  los	  fármacos	  en	  la	  leucemia	  mieloide	  (de	  

Jonge	  et	  al,	  2008)	  y	  que	  los	  efectos	  inhibitorios	  de	  la	  doxorubicina	  (adriamicina)	  son	  

mínimos	  en	  presencia	  de	  sobrexpresión	  de	  VEGF	  en	  el	  SPB	  (Zhang	  et	  al,	  2006).	  

	  

En	  el	  caso	  del	  EGF,	  está	  ampliamente	  demostrado	  que	  reduce	  la	  respuesta	  

de	  las	  células	  tumorales	  a	  los	  compuestos	  citotóxicos	  y	  a	  la	  radioterapia	  (Schmidt	  et	  

al,	  2002;	  Caramés	  et	  al,	  2010).	  Se	  ha	  descrito	  que	  el	  EGFR	  aumenta	  la	  resistencia	  al	  

5-‐fluoroacilo	   (5-‐FU)	  y	  que	  dicho	  fármaco	  es	  capaz	  de	  activar	  el	  EGFR,	  confiriendo	  a	  

las	  células	  tumorales	  protección	  frente	  al	  tratamiento	  quimio	  y	  radioterápico	  (Hiro	  et	  
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al,	  2008).	  Estrategias	  terapéuticas	  con	  cetuximab	  frente	  al	  EGFR	  se	  han	  desarrollado	  

recientemente	  con	  prometedores	  resultados	  en	  RMS	  (Hermann	  et	  al,	  2010).	  

	  

Por	  otro	   lado,	   	  el	  PDGF	  ha	  mostrado	  su	  capacidad	  protumoral	  en	  diversos	  

tipos	  tumorales	  como	  la	  leucemia	  mielocítica	  crónica,	  el	  osteosarcoma	  y	  los	  tumores	  

GIST.	  Por	  esta	  razón,	  se	  utiliza	  imatinib	  y	  sunitinib	  como	  terapia	  para	  la	  inactivación	  

de	  los	  receptores	  específicos	  del	  PDGF	  o	  la	  inactivación	  de	  la	  cascada	  enzimática	  que	  

comienza	   con	   la	  unión	  del	   ligando	  al	   receptor	   (McDermott	  et	  al,	   2009;	  Chen	  et	  al,	  

2009).	  

	  

Se	   ha	   asociado	   la	   existencia	   de	   mutaciones	   del	   FGFR4	   en	   el	   7-‐8%	   de	   los	  

tumores	  de	  RMS	  (Taylor	  et	  al,	  2009).	  Una	  elevada	  expresión	  de	  FGFR4	  está	  asociada	  

con	  un	  estadio	  tumoral	  avanzado	  y	  la	  reducción	  de	  la	  supervivencia	  en	  este	  tipo	  de	  

tumor	  (Baird	  et	  al,	  2005).	  De	  hecho,	  se	  ha	  demostrado	  una	  mayor	  frecuencia	  de	   la	  

translocación	  cromosómica	  en	  el	  subtipo	  ARMS	  y	  que	  la	  inhibición	  del	  FGFR4	  reduce	  

la	  proliferación	  celular	  y	  el	  desarrollo	  de	  metástasis.	  Otros	  miembros	  de	  la	  familia	  de	  

receptores	   de	   FGF,	   como	   el	   FGFR1	   y	   el	   FGFR2	   se	   encuentran	   también	  

sobreexpresados	   en	   el	   RMS	   (Missiaglia	   et	   al,	   2009),	   siendo	   las	   líneas	   celulares	   de	  

RMS	  con	  FGFR3	  más	  tumorigénicas	  que	  las	  que	  no	  lo	  presentan	  (Hirotsu	  et	  al,	  2009).	  

Además,	  el	  FGFb	  es	  un	  factor	  proangiogénico	  implicado	  en	  el	  desarrollo	  de	  tumores	  

de	  páncreas	  (Whipple	  et	  al,	  2011),	  mama,	  pulmón,	  próstata	  (Wesche	  et	  al,	  2011)	  y	  

algunos	  tipos	  de	  leucemias	  (Wellbrock	  et	  al,	  2011).	  

	  

En	  relación	  con	  el	  IGF-‐2,	  existe	  evidencia	  de	  su	  implicación	  en	  el	  desarrollo	  

tumoral,	   en	   especial	   de	   tumores	   pediátricos,	   no	   sólo	   del	   RMS	   (Rikhof	   et	   al	   2009;	  

Wang	   et	   al,	   2010),	   sino	   también	   de	   diversos	   tipos	   de	   cáncer	   como	   el	   sarcoma	  

sinovial,	   el	   leiomiosarcoma,	   el	   sarcoma	   de	   Ewing,	   el	   osteosarcoma	   y	   el	   tumor	   de	  

Wilm	  (Wang	  et	  al,	  2010).	  

	  

Por	   estas	   razones,	   en	   la	   actualidad,	   los	   FC	   son	   considerados	   como	  

importantes	  dianas	  terapéuticas;	  así,	  se	  han	  desarrollado	  agentes	  inhibidores	  de	  los	  

FC	  para	   su	  utilización	  de	   forma	  aislada	  o	  en	   combinación	   con	   la	  quimioterapia.	   En	  
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este	   sentido,	   una	   línea	   en	   estudio	   es	   la	   de	   la	   inhibición	   terapéutica	   de	   las	   TKs	  

implicadas	   en	   la	   señalización	   de	   los	   FC	   que	   participan	   en	   el	   desarrollo	   del	   RMS,	  

mediante	  el	  uso	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  que	  bloqueen	  los	  FC	  o	  sus	  receptores	  

(Crose	  et	  al,	  2011).	  	  

	  

En	  nuestro	  estudio,	  hemos	  observado	  que	   los	   FC	  mencionados	  ejercen	  un	  

efecto	  inductor	  de	  la	  proliferación	  sobre	  las	  células	  de	  RMS	  S4MH,	  siendo	  el	  VEGF	  el	  

que	   mayor	   efecto	   produjo	   seguido	   de	   los	   factores	   HGF,	   IGF-‐2,	   PDGF-‐BB,	   FGFb	   y	  

siendo	  el	  EGF	  el	  FC	  que	  ejerció	  un	  menor	  efecto	  inductor.	  	  

	  

Una	   vez	   establecido	   el	   papel	   inductor	   de	   la	   proliferación	   de	   los	   FC	   sobre	  

nuestra	   línea	  de	  RMS	  S4MH,	  procedimos	  a	  analizar	   la	   influencia	  de	   la	  presencia	  de	  

los	   mismos	   en	   la	   respuesta	   de	   dicha	   línea	   a	   cada	   uno	   de	   los	   tres	   agentes	  

quimioterápicos	  utilizados.	  	  

	  

Como	  se	  ha	  señalado	  anteriormente,	  en	  ausencia	  de	  los	  FC,	  el	  fármaco	  que	  

mayor	  efecto	  antiproliferativo	  mostró	   fue	   la	  ACD,	   seguido	  de	   la	  VCR	  y	  el	  melfalán.	  

Pudimos	  observar	   que	  el	  melfalán,	   en	  presencia	   de	  HGF,	   el	   VEGF,	   el	   PDGF-‐BB	   y	   el	  

IGF-‐2	   ve	   reducida	   su	   eficacia.	   Estos	   resultados	   se	   han	   descrito	   en	   otras	   líneas	  

tumorales	   como	   el	   mieloma	   múltiple	   para	   el	   VEGF	   (Podar	   et	   al,	   2009)	   y	   el	  

neuroblastoma	  para	  el	  PDGF-‐BB	  (Palmberg	  et	  al,	  2009).	  

	  

En	   el	   caso	   de	   la	   VCR,	   se	   observó	   que	   los	   FC	   que,	   en	   mayor	   medida,	  

redujeron	   la	   eficacia	   del	   fármaco	   fueron	   el	   HGF,	   el	   EGF,	   el	   IGF-‐2,	   el	   PDGF-‐BB	   y	   el	  

FGFb.	  Este	  efecto	  reductor	  ha	  sido	  demostrado	  también	  por	  otros	  autores,	  para	  la	  vía	  

de	   señalización	  dependiente	  de	   FGF	   	   en	   cáncer	  de	   colon	   (Wasylyk	  et	   al,	   2008),	   en	  

ensayos	  preclínicos	  de	  sarcomas	  de	  Ewing	  para	  el	   receptor	  de	   IGF-‐2	   (Manara	  et	  al,	  

2007),	  en	  estudios	  in	  vitro	  para	  el	  IGF-‐2	  con	  células	  de	  cáncer	  de	  colon	  (Carroll	  et	  al,	  

2009),	   así	   como	   en	   tumores	   epiteliales	   para	   el	   EGF	   (Sabbah	   et	   al,	   2008).	   Por	   el	  

contrario,	  la	  eficacia	  de	  la	  VCR	  no	  se	  ve	  afectada	  por	  la	  presencia	  de	  VEGF.	  
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El	   último	   de	   los	   fármacos	   estudiados,	   la	   ACD,	   también	   ve	   reducida	   su	  

eficacia	  de	  forma	  significativa	  en	  presencia	  de	  EGF,	  FGFb	  y	  HGF,	  y	  en	  menor	  medida	  

de	  VEGF,	  IGF-‐2	  y	  PDGF-‐BB.	  Resultados	  similares	  se	  han	  obtenido	  también	  en	  el	  caso	  

del	   EGF	   para	   el	   carcinoma	   escamoso,	   de	   próstata	   y	   el	   glioblastoma	   (Husvik	   et	   al,	  

2009;	  Li	  et	  al,	  2009;	  Cai	  et	  al,	  2009);	  en	  el	  caso	  del	  HGF	  para	  el	  cáncer	  de	  pulmón	  y	  

hepatoblastoma	  (Siegfried	  et	  al,	  2007;	  Tomizawa	  et	  al,	  2007);	  y	  con	  el	  VEGF,	  para	  el	  

cáncer	  renal,	  de	  mama	  y	  pancreático	  (Fukasawa	  et	  al,	  2007;	  Hyder	  et	  al,	  2009;	  Basu	  

et	  al,	  2010).	  

	  

De	  este	  modo,	  la	  eficacia	  de	  la	  quimioterapia	  se	  ve	  reducida	  en	  función	  del	  

FC	  presente	  y	  del	  agente	  quimioterápico	  utilizado.	  Así,	  la	  eficacia	  de	  la	  VCR	  se	  redujo	  

en	   un	   20-‐51%,	   la	   de	   la	   ACD	   en	   un	   15-‐20%	   y	   la	   del	   melfalán	   en	   un	   25-‐40%,	  

dependiendo	   del	   FC	   presente	   en	   el	   momento	   de	   la	   administración	   del	  

quimioterápico.	   En	   este	   sentido,	   uno	   de	   los	   principales	   FC	   que,	   de	   forma	   general,	  

resta	   eficacia	   a	   los	   tres	   fármacos	   ensayados	   fue	   el	   HGF.	   Este	   factor	   fue	   el	   que	  

produjo	  la	  máxima	  reducción	  en	  el	  efecto	  de	  la	  VCR	  (51.45%)	  y	  del	  melfalán	  (40%);	  

en	  el	   caso	  de	   la	  ACD,	  dicho	  FC	   redujo	  un	  20%	   la	  eficacia,	   compartiendo	   la	  máxima	  

reducción	  con	  el	  FGFb	  y	  el	  EGF.	  

	  

Esta	  reducción	  en	  la	  eficacia	  de	  los	  agentes	  citostáticos,	  podría	  justificar,	  al	  

menos	  en	  parte,	  el	  fracaso	  de	  la	  quimioterapia	  y	  la	  elevada	  tasa	  de	  recidiva	  del	  RMS	  

metastático,	  lo	  cual	  obliga	  a	  buscar	  nuevas	  estrategias	  de	  abordaje	  terapéutico	  para	  

el	  RMS.	  

	  

Los	  mecanismos	  moleculares	  por	  los	  cuales	  los	  FC	  inducen	  resistencia	  frente	  

a	   los	   fármacos	  antitumorales	  continúan	  siendo	  poco	  conocidos.	  En	  este	   sentido,	   la	  

reducción	  del	  efecto	  de	  los	  fármacos	  que	  hemos	  podido	  observar	  en	  este	  estudio	  se	  

puede	   fundamentar	  en	   varias	   razones.	   Por	  un	   lado,	   los	   FC	   inducen	   la	  proliferación	  

celular	   y	   la	   activación	   de	   vías	   antiapoptóticas	   a	   través	   de	   proteínas	   como	   Bcl-‐xL	  

(Mayeenuddin	  et	  al,	  2010).	  Por	  otra	  parte,	  se	  ha	  sugerido	  que	  los	  FC	  pueden	  inducir	  

a	   su	   vez	   el	   aumento	   de	   los	   procesos	   de	   reparación	   del	   ADN	   (Hiro	   et	   al,	   2008;	  

Marchbank	  et	  al,	  2011).	  Además,	  los	  FC	  dan	  lugar	  a	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  de	  
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GSH,	  mecanismo	  de	  defensa	  celular	  frente	  al	  estrés	  oxidativo	  y	  contra	  el	  efecto	  de	  la	  

radiación	  y	  algunos	  quimioterápicos	  (Wu	  et	  al,	  2004).	  	  

Otro	   posible	   mecanismo	   implica	   a	   NF-‐κB,	   factor	   de	   transcripción	  

fundamental	   en	   la	   señalización	  de	   los	   FCs,	   que	   actúa	   como	  molécula	   clave	  para	   la	  

supervivencia	  celular.	  El	  NF-‐κB	  se	  activa	  durante	   la	   inflamación	  y	   la	  carcinogénesis.	  

De	   hecho,	   se	   ha	   demostrado	   la	   implicación	   de	   este	   factor	   de	   transcripción	   en	   la	  

proliferación,	   la	  angiogénesis,	   la	   inhibición	  de	   la	  apoptosis,	   la	   invasión	   tumoral	  y	   la	  

producción	   de	   metástasis	   (Kleiner-‐Hancock	   et	   al,	   2010;	   Lee	   et	   al,	   2011).	   Además,	  

juega	  un	  papel	  crucial	  en	  la	  inducción	  de	  la	  quimiorresistencia	  (Hbibi	  et	  al,	  2008).	  En	  

este	   sentido,	   factores	   como	   HGF	   y	   EGF	   han	   demostrado	   su	   actividad	   protectora	  

tumoral	   frente	   a	   agentes	   antineoplásicos	   al	   activar	   NF-‐κB	   (Moumen	   et	   al,	   2007;	  

Sethi	  et	  al,	  2007).	  	  

	  

Otro	   aspecto	   importante	   del	   NF-‐κB	   es	   su	   dependencia	   del	   estado	   redox	  

intracelular.	   Así,	   la	   activación	   de	   NF-‐κB	   precisa	   de	   un	   control	   de	   los	   niveles	  

intracelulares	  de	  GSH	  para	  que	  su	  unión	  al	  ADN	  sea	  óptima	  (Cristofanon	  et	  al,	  2009).	  

Se	   ha	   sugerido	   que	   uno	   de	   los	   mecanismos	   de	   resistencia	   al	   tratamiento	  

quimioterápico	  convencional	  es	  el	  efecto	  de	  los	  FCs	  sobre	  los	  niveles	  de	  GSH.	  Así,	  la	  

presencia	  de	  FCs	  induce	  un	  incremento	  de	  los	  niveles	  de	  GSH,	  haciendo	  a	  las	  células	  

menos	  sensibles	  a	  los	  efectos	  del	  fármaco	  (Palomares	  et	  al	  2009).	  	  

	  

En	   la	   actualidad,	   se	   están	   analizando	   diferentes	   terapias	   alternativas,	   que	  

persiguen	   mitigar	   la	   sensibilidad	   de	   las	   células	   tumorales	   a	   los	   FC,	   mediante	  

anticuerpos	   que	   se	   unen	   al	   receptor,	   fármacos	   que	   interfieran	   en	   la	   vía	   de	  

señalización	  intracelular	  del	  FC	  y	  nuevos	  compuestos	  que,	  combinados	  con	  la	  terapia	  

convencional,	   reduzcan	   la	   resistencia	   tumoral.	   Dentro	   de	   este	   último	   grupo,	   se	  

encuentran	   los	   agentes	   inductores	   de	   la	   diferenciación	   celular,	   entre	   los	   que	   cabe	  

destacar	   a	   los	   retinoides.	   Recientes	   estudios	   confirman	   el	   posible	   éxito	   de	   las	  

denominadas	  terapias	  diferenciadoras	  (Wang	  et	  al,	  2012).	  

	  

Los	   retinoides	   ejercen	   un	   efecto	   diferenciador	   sobre	   numerosos	   tipos	   de	  

células	   tumorales	   (Barlow	   et	   al,	   2006)	   y	   así,	   se	   han	   aplicado	   como	   terapia	  
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antitumoral	   en	   la	   leucemia	  promielocítica	   y	   se	   está	   estudiando	   su	  utilización	  en	  el	  

cáncer	  de	  cérvix,	  de	  próstata,	  de	  mama,	  de	  piel,	  de	  pulmón,	  de	  endometrio,	  de	  colon	  

y	  neuroblastoma.	  

Estos	  derivados	  de	  la	  vitamina	  A	  actúan	  a	  través	  de	  los	  receptores	  nucleares	  

dependientes	  de	   ligando	  (RAR	  y	  RXR),	  con	   los	  que	  se	  unen	  a	  secuencias	  específicas	  

de	  ADN	  (RAREs),	  modulando	  la	  expresión	  de	  gran	  cantidad	  de	  genes.	  	  

	  

Los	  retinoides	  producen	  un	  efecto	  sobre	  el	  metabolismo	  oxidativo	  celular,	  al	  

inducir	   la	   producción	   de	   MROS	   (Castro	   et	   al,	   1996;	   Palomares	   et	   al,	   2006).	   Los	  

retinoides	   tienen	   también	   un	   efecto	   directo	   sobre	   los	  mecanismos	   que	   regulan	   la	  

apoptosis	  celular,	  mediante	  la	  activación	  de	  la	  cascada	  enzimática	  de	  la	  caspasa	  3,	  8	  

y	  9	  (Han	  et	  al,	  2010;	  Di	  Francesco	  et	  al,	  2011),	  el	  gen	  preapoptótico	  p53	  (Lim	  et	  al,	  

2011)	   y	   la	   disminución	   de	   la	   expresión	   de	   los	   genes	   antiapoptóticos	   Bcl-‐2,	  MCL-‐1,	  

LTBR	  y	  BAG3	  (Karabulut	  et	  al,	  2010;	  Gui	  et	  al,	  2011).	  

	  

En	   este	   estudio	   hemos	   utilizado	   el	   derivado	   natural	   más	   activo	   de	   la	  

vitamina	  A,	  el	  ATRA,	  que	  es,	  a	  su	  vez,	  uno	  de	  los	  retinoides	  clásicos	  más	  utilizados	  en	  

ensayos	  in	  vitro	  	  sobre	  líneas	  celulares	  de	  RMS	  (Barlow	  et	  al,	  2006;	  Ohi	  et	  al,	  2007).	  

	  

El	   tratamiento	  con	  ATRA	  produjo	  un	  efecto	  antiproliferativo	  de	   la	   línea	  de	  

RMS	  S4MH,	   lo	  cual	  concuerda	  con	  estudios	  previos	  de	  nuestro	  grupo	   (Castro	  et	  al,	  

2006)	  y	  con	  otros	  autores	  que,	  además,	  asociaban	  esta	  reducción	  proliferativa	  a	  una	  

disminución	  de	   los	  niveles	  de	  glutatión	  (GSH)	   intracelular	   (Khanduja	  et	  al,	  2008;	  Xu	  

et	  al,	  2010).	  Dicho	  efecto	  resultó	  ser	  dosis	  dependiente,	  de	  modo	  que	  la	  exposición	  

de	  las	  células	  a	  concentraciones	  bajas	  frena	  el	  ciclo	  celular,	  al	  igual	  que	  se	  observa	  en	  

otros	   modelos	   tumorales	   (Dai	   et	   al,	   2011;	   Froeling	   et	   al,	   2011),	   mientras	   que	   al	  

aplicar	  dosis	  mayores	  se	  induce	  apoptosis	  (Lu	  et	  al,	  2010;	  Dhandapani	  et	  al,	  2011).	  

	  

Hemos	  observado	  que	  el	  ATRA	  es	  capaz	  de	  revertir	  el	  estímulo	  proliferativo	  

de	  los	  FC	  en	  la	  línea	  S4MH.	  Así,	  la	  reducción	  más	  importante	  se	  produjo	  en	  el	  VEGF	  

(45.33%),	   pero	   en	   todos	   los	   casos	   la	   reducción	   del	   efecto	   inductor	   proliferativo	  

ejercido	  por	  el	  FC	  nunca	  fue	  inferior	  al	  25%.	  Estos	  resultados	  concuerdan	  con	  los	  de	  
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otros	   autores	  para	  otras	   líneas	   tumorales,	   principalmente	  para	   el	  VEGF	  en	   la	   línea	  

tumoral	   de	   próstata,	   el	   EGF	   en	   tumores	   de	   mama	   o	   el	   IGF	   en	   el	   cáncer	   gástrico	  

(Nahum	  et	  al,	  2006;	  Hameed	  et	  al,	  2008;	  Hishiki	  et	  al,	  2011).	  

Teniendo	   en	   cuenta,	   además,	   la	   influencia	   de	   los	   FC	   en	   la	   respuesta	   al	  

efecto	  de	  los	  citostáticos,	  a	  continuación	  se	  analizó	  el	  efecto	  de	  la	  adición	  del	  ATRA	  a	  

dichos	  fármacos	  en	  ausencia	  y	  en	  presencia	  de	  los	  FC.	  

	  

En	   primer	   lugar,	   analizamos	   qué	   combinación	   terapéutica	   producía	   un	  

mayor	  efecto	  antitumoral	  en	  ausencia	  de	  los	  FC.	  De	  este	  modo,	  fue	  posible	  observar	  

que	   la	   combinación	   de	   ATRA	   con	   los	   fármacos	   incrementa	   el	   efecto	   antitumoral	  

respecto	  al	  quimioterápico	  aislado.	  Dicho	  efecto	  fue	  aditivo	  para	  todos	  ellos,	  si	  bien	  

la	   combinación	   con	   ACD	   (FMD=	   0.94)	   produjo	   un	   efecto	   ligeramente	   superior	   que	  

con	   el	   melfalán	   (FMD=0.92)	   y	   menor	   con	   la	   VCR	   (FMD=0.86).	   Estos	   resultados	  

concuerdan	  con	   la	  bibliografía,	   si	  bien	  en	   la	  misma	   los	  estudios	   se	   refieren	  a	  otros	  

tipos	  celulares	   (Alique	  et	  al,	  2006;	  Alique	  et	  al,	  2007;	  Allen	  et	  al,	  2010;	  Streb	  et	  al,	  

2011).	  Para	  el	  caso	  concreto	  del	  RMS	  no	  hemos	  podido	  encontrar	  bibliografía	  previa	  

en	  este	  sentido.	  

	  

Una	   vez	   analizado	   el	   beneficio	   de	   la	   combinación	   de	   los	   agentes	  

quimioterápicos	  y	  el	  ATRA	  en	  ausencia	  de	  los	  FC,	  se	  abordó	  el	  análisis	  del	  efecto	  de	  

dichos	  FC	  sobre	  la	  eficacia	  de	  la	  combinación	  quimioterápico+ATRA.	  	  

	  

Como	  se	  ha	   comentado	  anteriormente,	  el	  ATRA	  por	   sí	  mismo	  es	   capaz	  de	  

revertir	   el	   estímulo	   proliferativo	   de	   los	   FC.	   Este	   efecto	   permitió	   que	   la	   adición	   de	  

ATRA	  a	  los	  agentes	  quimioterápicos	  diera	  lugar	  a	  un	  efecto	  antiproliferativo	  superior	  

al	  tratamiento	  con	  los	  agentes	  utilizados	  de	  forma	  aislada.	  

	  

Así,	  pudimos	  observar	  que	   la	  adición	  de	  ATRA	  al	   tratamiento	  con	  melfalán	  

en	  presencia	  de	  cualquiera	  de	  los	  FC	  produjo	  un	  efecto	  antitumoral	  superior	  al	  de	  la	  

utilización	  aislada	  del	  melfalán,	  	  con	  un	  rango	  de	  aumento	  de	  eficacia	  entre	  el	  29	  y	  el	  

54%.	   Este	   efecto	   hace	   que,	   para	   los	   FC	   empleados	   en	   el	   estudio,	   el	   estímulo	  

proliferativo	   que	   generan	   sea	   revertido	   al	   emplear	   ATRA	   junto	   con	   el	   fármaco,	  
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recuperando	  el	  melfalán	  su	  capacidad	  antitumoral.	  Además,	  en	  presencia	  de	  los	  FC,	  

el	  efecto	  del	  tratamiento	  melfalán+ATRA	  tiene	  carácter	  sinérgico.	  	  

En	   el	   caso	   del	   tratamiento	   con	   VCR,	   observamos	   que	   la	   adición	   de	   ATRA	  

permitió	  contrarrestar	  significativamente	  el	  efecto	  de	  los	  FC.	  El	  rango	  de	  incremento	  

de	  la	  eficacia	  del	  fármaco	  oscila	  entre	  el	  17	  y	  el	  39%.	  En	  este	  caso,	  se	  observa	  que	  la	  

adición	   de	   ATRA	   permite	   recuperar	   la	   capacidad	   antitumoral	   original	   del	   fármaco	  

para	  casi	  todos	  los	  FC	  estudiados,	  a	  excepción	  del	  IGF-‐2.	  Al	   igual	  que	  en	  el	  caso	  del	  

melfalán,	  el	  efecto	  del	  tratamiento	  VCR+ATRA	  en	  presencia	  de	  los	  FC,	  tiene	  carácter	  

sinérgico.	  

	  

Finalmente,	   en	   el	   caso	   del	   tratamiento	   con	   ACD,	   es	   necesario	   tener	   en	  

cuenta	   que	   la	   presencia	   de	   los	   FC	   no	   modifica	   significativamente	   su	   eficacia	  

antitumoral.	   No	   obstante,	   la	   adición	   de	   ATRA	   mejora	   la	   eficacia	   terapéutica	   del	  

fármaco	  en	  un	  rango	  que	  oscila	  entre	  el	  9	  y	  el	  46%,	  Además,	  en	  presencia	  de	  los	  FC,	  

el	  efecto	  del	  tratamiento	  ACD+ATRA	  tiene	  carácter	  sinérgico.	  

	  

Nuestros	  resultados	  sugieren,	  por	  lo	  tanto,	  que	  los	  agentes	  inductores	  de	  la	  

diferenciación,	  como	  el	  ATRA,	  pueden	  reducir	  o	  contrarrestar	  el	  estímulo	  protumoral	  

de	  los	  FC,	  mejorando	  así	  la	  eficacia	  antitumoral	  de	  los	  agentes	  quimioterápicos.	  
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1. Los	   fármacos	  actinomicina	  D	   (ACD),	   vincristina	   (VCR)	   y	  melfalán	  

reducen	   la	  proliferación	  celular	  de	   la	   línea	  de	  rabdomiosarcoma	  

murino	  S4MH.	  

	  

2. La	  adición	  del	  ácido	  all	  trans	  retinoico	  (ATRA)	  al	  tratamiento	  con	  

ACD,	   VCR	   o	  melfalán,	   incrementa	   el	   efecto	   antiproliferativo	   de	  

estos	   quimioterápicos	   con	   respecto	   al	   efecto	   obtenido	   con	   la	  

administración	  aislada	  de	  dichos	  fármacos.	  

	  

3. Los	   factores	   de	   crecimiento	  HGF,	   IGF-‐2,	   PDGF-‐BB,	   VEGF,	   FGFb	   y	  

EGF	  estimulan	  la	  actividad	  proliferativa	  de	  las	  células	  S4MH.	  

	  

4. La	  presencia	  de	  los	  factores	  de	  crecimiento	  HGF,	  IGF-‐2,	  PDGF-‐BB,	  

VEGF,	   FGFb	   y	   EGF	   disminuye	   la	   eficacia	   antitumoral	   de	   los	  

fármacos	  ACD,	  VCR	  y	  melfalán	  en	  las	  células	  S4MH.	  

	  

5. El	   tratamiento	   con	   ATRA	   reduce	   el	   efecto	   inductor	   de	   la	  

proliferación	   ejercido	   por	   los	   factores	   de	   crecimiento	   sobre	   la	  

línea	  S4MH.	  

	  

6. El	  ATRA	  mejora	  la	  eficacia	  antitumoral	  de	  la	  ACD,	  VCR	  y	  melfalán	  

en	  la	  línea	  S4MH	  a	  través,	  entre	  otros	  posibles	  mecanismos,	  de	  la	  

inhibición	  del	  estímulo	  proliferativo	  ejercido	  por	   los	   factores	  de	  

crecimiento.	  
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