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Resumen 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad altamente heterogénea que 

hoy en día continúa demandando nuevos avances terapéuticos para hacer frente a su 

alta mortalidad. Este trabajo se ha centrado en explorar el papel de la proteína 

lisosomal LAPTM4B y en determinar su potencial como diana terapéutica en esta 

grave neoplasia hematológica.  

LAPTM4B ha sido previamente estudiado en diversos tipos tumorales, denotando 

su implicación en la proliferación, migración, regulación de la autofagia o 

quimiorresistencia. No obstante, la función de LAPTM4B ha sido escuetamente 

abordada en tumores hematológicos. En este trabajo se demuestra la asociación 

entre una alta expresión de LAPTM4B y un pronóstico poco favorable en LMA. 

Asimismo, la caracterización de ambas isoformas de LAPTM4B nos ha permitido 

detectar por primera vez una mayor expresión de la isoforma corta en LMA, así 

como, su mayor implicación en procesos ligados al lisosoma, probablemente por las 

diferencias en la distribución celular de ambas isoformas. En cuanto a las 

capacidades leucemogénicas, se ha demostrado que ambas isoformas participarían 

de forma similar en la generación y progresión de la enfermedad. El incremento 

observado en la actividad de la vía de señalización de las MAPK en presencia de 

LAPTM4B podría ser el motor para el desarrollo de este fenotipo maligno. Por otro 

lado, la expresión de LAPTM4B se ha correlacionado positivamente con un 

incremento en la resistencia a citarabina, el tratamiento quimioterápico estándar de 

LMA. Aunque las causas de dicha resistencia todavía son desconocidas, los daños en 

el ADN, la modulación de la autofagia o alteraciones en la internalización o 

activación de la citarabina podrían ser algunos de los múltiples mecanismos de 

adquisición o mantenimiento de la resistencia.  

En conjunto, su expresión aumentada en los subtipos de LMA con peor pronóstico, 

en las recaídas y durante la quimiorresistencia, convierten a LAPTM4B en un 

marcador pronóstico en LMA. Por todo lo anterior, modular génica o 

farmacológicamente la expresión y, por ende, la función de LAPTM4B podría 

resultar beneficioso para pacientes de LMA.  



14 
 
 

  



15 
 
 

Abstract  

Acute myeloid leukaemia (AML) is a highly heterogeneous disease that today 

continues to demand new therapeutic advances to deal with its high mortality. This 

project has focused on deciphering the role of the lysosomal protein LAPTM4B and 

determining its potential as a therapeutic target in this severe haematological 

neoplasm.  

LAPTM4B has previously been studied in diverse tumour types, revealing its 

involvement in proliferation, migration, autophagy regulation or chemoresistance. 

Nevertheless, LAPTM4B function in haematological tumours has been tackled 

briefly. In this project, we demonstrate the association between high LAPTM4B 

expression and an adverse prognosis in AML. Furthermore, LAPTM4B isoforms 

characterization has allowed us to detect for the first time a higher expression of the 

short isoform in AML, in addition to its major implication in lysosomal processes, 

probably due to the different cellular distribution of both isoforms. Regarding the 

leukemogenic capabilities, it has been demonstrated that both isoforms have a 

similar role in the generation and progression of the disease. The increased activity 

observed in the MAPK signalling pathway in the presence of LAPTM4B could be 

the driven force for the development of this malignant phenotype. On the other 

hand, LAPTM4B expression has positively been correlated to cytarabine resistance, 

the standard chemotherapy in AML. Although, this resistance causes are yet 

unknown, DNA damage, autophagy modulation or alterations of the cytarabine 

internalization or activation could be some of the multiple mechanisms of 

acquisition or maintenance of the resistance.  

In summary, an increased expression in AML subtypes with poor outcomes, in 

relapse and along chemoresistance, make LAPTM4B a prognostic marker in AML. 

For all the above, the genetic or pharmacological modulation of the expression and, 

therefore, the function of LAPTM4B could be beneficial for AML patients. 

 

 



16 
 
 

 

 

  

  



17 
 
 

Índice 

1. INTRODUCCIÓN .................................................................................... 33 

1.1. Introducción al cáncer ............................................................................... 35 

1.2. Neoplasias hematológicas ......................................................................... 36 
1.2.1. Leucemia mieloide aguda ................................................................................. 36 
1.2.2. Células madre leucémicas ................................................................................ 38 

1.2.2.1. Identificación de las células madre leucémicas ................................... 38 
1.2.2.2. Modelos de heterogeneidad ................................................................... 40 

1.2.3. Tratamientos...................................................................................................... 41 
1.2.3.1. Inducción ................................................................................................. 42 
1.2.3.2. Consolidación .......................................................................................... 42 
1.2.3.3. Terapias dirigidas .................................................................................... 43 

1.2.4. Quimiorresistencia y recaídas .......................................................................... 45 

1.3. Lisosomas .................................................................................................. 47 
1.3.1. Descubrimiento ................................................................................................ 47 
1.3.2. Estructura y características .............................................................................. 47 
1.3.3. Composición ..................................................................................................... 48 
1.3.4. Formación .......................................................................................................... 49 
1.3.5. Función .............................................................................................................. 50 
1.3.6. Muerte celular .................................................................................................... 52 
1.3.7. Lisosomas y cáncer ........................................................................................... 55 
1.3.8. Lisosomas y neoplasias hematológicas .......................................................... 59 

1.3.8.1. Quimiorresistencia y lisosomas ............................................................. 61 

1.4. LAPTM4B .................................................................................................. 64 
1.4.1. Estructura e isoformas ..................................................................................... 64 

1.4.1.1. Isoforma larga ......................................................................................... 65 
1.4.1.2. Isoforma corta ......................................................................................... 65 

1.4.2. Localización intracelular .................................................................................. 66 
1.4.3. Expresión ........................................................................................................... 67 
1.4.4. Función .............................................................................................................. 69 
1.4.5. LAPTM4B en cáncer ....................................................................................... 73 

1.4.5.1. Quimiorresistencia .................................................................................. 76 
1.4.6. Dianas frente a LAPTM4B ............................................................................. 77 

2. OBJETIVOS .............................................................................................. 81 

3. MATERIAL Y MÉTODOS ....................................................................... 85 

3.1. Materiales ................................................................................................... 87 
3.1.1. Líneas y cultivos celulares ................................................................................ 87 



18 
 
 

3.1.2. Muestras primarias ............................................................................................ 87 
3.1.3. Compuestos ....................................................................................................... 88 
3.1.4. Anticuerpos acoplados a fluoróforo .............................................................. 89 
3.1.5. Anticuerpos primarios...................................................................................... 90 
3.1.6. Cebadores utilizados para la RT-PCR semi-cuantitativa ............................. 90 

3.2. Métodos ..................................................................................................... 92 
3.2.1. Generalidades y estadística .............................................................................. 92 
3.2.2. Contaje celular y viabilidad .............................................................................. 92 
3.2.3. Análisis de la expresión de proteínas en superficie ...................................... 93 

3.2.3.1. Análisis de la diferenciación mieloide .................................................. 93 
3.2.3.2. Análisis de marcadores de migración celular ...................................... 93 
3.2.3.3. Análisis de la expresión génica por PCR semi-cuantitativa en tiempo 
real  ........................................................................................................................ 93 

3.2.4. Microscopía de fluorescencia .......................................................................... 94 
3.2.4.1. Análisis de la expresión de LAPTM4B, LAMP1 o LC3B por 
microscopía de fluorescencia .............................................................................. 94 
3.2.4.2. Análisis del compartimento lisosomal mediante LysoTracker ............ 95 

3.2.5. Estudios de afectación lisosomal .................................................................... 95 
3.2.5.1. Análisis del compartimento lisosomal mediante LysoTracker ............ 95 
3.2.5.2. Análisis del calcio intracelular ............................................................... 96 

3.2.6. Clonaje y transducción ..................................................................................... 96 
3.2.6.1. Clonaje en el plásmido intermediario pJET1.2 ................................... 96 
3.2.6.2. Clonaje en el vector intermediario mEmerald-C1 ............................... 97 
3.2.6.3. Clonaje en el vector lentiviral pCDH-EF1-FHC ............................... 97 
3.2.6.4. Clonaje de ARNsg en el plásmido pLentiGuide-Puro ...................... 98 
3.2.6.5. Transducción de vectores lentivirales en células leucémicas .......... 100 
3.2.6.6. Análisis de la señalización con vectores reporteros ......................... 100 

3.2.7. Estudios de supervivencia y proliferación ................................................... 101 
3.2.7.1. Citotoxicidad ......................................................................................... 101 
3.2.7.2. Cálculo de las concentraciones efectivas medias (EC50) ................ 101 
3.2.7.3. Ensayo de proliferación con DiI ........................................................ 102 
3.2.7.4. Análisis del ciclo celular ....................................................................... 102 
3.2.7.5. Análisis de las reversiones de la citotoxicidad ................................... 102 

3.2.8. Ensayo de clonogenicidad ............................................................................. 103 
3.2.9. Estudios in vivo ................................................................................................ 103 

3.2.9.1. Xenotrasplante con líneas celulares .................................................... 104 
3.2.9.2. Ensayo de competición de xenotrasplante con líneas celulares ..... 105 

3.2.10. Western Blot .................................................................................................... 105 
3.2.11. Generación de líneas resistentes a citarabina .............................................. 106 
3.2.12. Estudio de la senescencia .............................................................................. 107 

4. RESULTADOS ........................................................................................ 109 

4.1. Resultados preliminares ........................................................................... 111 



19 
 
 

4.2. Estudio de la familia LAPTM en LMA ................................................... 113 
4.2.1. Expresión de la familia LAPTM en células hematopoyéticas sanas y 
neoplasias ..................................................................................................................... 113 
4.2.2. Expresión de la familia LAPTM en LMA asociada con mal pronóstico 114 

4.3. Estudio de LAPTM4B en LMA ............................................................... 116 
4.3.1. Expresión de LAPTM4B en células hematopoyéticas sanas y neoplasias .....
  ........................................................................................................................... 116 

4.3.1.1. Generación de líneas celulares con sobreexpresión de LAPTM4B 120 

4.4. Caracterización de LAPTM4B en LMA .................................................. 127 
4.4.1. Evaluación del compartimento lisosomal ................................................... 127 
4.4.2. Implicación de LAPTM4B en la función lisosomal ................................... 132 
4.4.3. Estudio de la señalización basal de LAPTM4B .......................................... 139 

4.4.3.1. Estudio de la señalización mediante inhibidores .............................. 145 
4.4.4. Efecto diferencial de LAPTM4B en LMA .................................................. 149 

4.5. Papel de LAPMT4B en leucemogénesis ................................................. 160 

4.6. Papel de LAPTM4B en quimiorresistencia ............................................ 167 
4.6.1. Sensibilidad a quimioterapia en células con sobreexpresión de LAPTM4B ..
  ........................................................................................................................... 167 
4.6.2. Implicación de LAPTM4B en la resistencia a citarabina ........................... 169 

4.6.2.1. Hiperactivación de la vía MAPK ........................................................ 171 
4.6.2.2. Aumento de autofagia .......................................................................... 171 
4.6.2.3. Implicación de ATR en quimiorresistencia ....................................... 173 
4.6.2.4. LAPTM4B y la activación/inhibición de la citarabina..................... 177 

4.7. Estudio de la pérdida de función de LAPTM4B en LMA ...................... 190 

5. DISCUSIÓN ............................................................................................ 197 

6. CONCLUSIONES .................................................................................. 215 

7. BIBLIOGRAFÍA...................................................................................... 219 

8. ANEXOS .................................................................................................. 263 

I. Tabla de pacientes de LMA .................................................................................... 265 

II. Publicaciones ............................................................................................................. 267 

 
  



20 
 
 

 
  



21 
 
 

Lista de figuras 

Figura 1. Modelo jerárquico de la hematopoyesis normal y la leucemogénesis en leucemia 
mieloide aguda ...................................................................................................... 40 

Figura 2. Modelo de adquisición de quimiorresistencia. ....................................... 45 

Figura 3. Esquema general de los procesos de endocitosis, fagocitosis y autofagia.
 .......................................................................................................................... 52 

Figura 4. Esquema general de la ruta intracelular de la citarabina y de su activación
 .......................................................................................................................... 63 

Figura 5. Estructura de las diferentes isoformas de LAPTM4B y su disposición en 
la membrana. ...................................................................................................... 66 

Figura 6. Mapa del plásmido mEmerald-C1. . ..................................................... 97 

Figura 7. Mapa del plásmido pCDH-EF1-FHC. .................................................. 98 

Figura 8. Esquema del clonaje de LAPTM4B en pCDH-EF1-FHC. .................... 98 

Figura 9. Mapa de los plásmidos pLentiCas9-Blast y pLentiGuide-Puro. .............. 99 

Figura 10. Las células HL-60 resistentes generadas tienen una menor sensibilidad a 
la citarabina e incrementan el valor de su EC50. ................................................. 107 

Figura 11. Lista de 17 genes con valor pronóstico y asociados a células madre 
leucémicas. ....................................................................................................... 112 

Figura 12. Expresión de la familia de genes LAPTM en muestras sanas o de 
pacientes de LMA. ............................................................................................ 114 

Figura 13. Una alta expresión de LAPTM4B disminuye la supervivencia y se asocia 
con las recaídas en LMA.................................................................................... 115 

Figura 14. Una elevada expresión génica de LAPTM4B se asocia a LMA con 
cariotipo complejo y a células sanas poco diferenciadas. ..................................... 117 

Figura 15. Esquema de la posición y amplificación de los cebadores utilizados para analizar la 
expresión de LAPTM4B por RT-PCR semi-cuantitativa. ........................................... 118 

Figura 16. Las células de neoplasias hematológicas expresan niveles variables de 
LAPTM4B, aunque con cierta tendencia de aumento de la isoforma corta a nivel 
transcripcional respecto a células sanas. ............................................................. 119 

Figura 17. Expresión de LAPTM4B en líneas celulares de neoplasias hematológicas.
 ........................................................................................................................ 120 



22 
 
 

Figura 18. Comprobación de las transducciones de Emerald-LAPTM4B mediante 
citometría de flujo. ............................................................................................... 122 

Figura 19. Validación de la expresión de las formas de LAPTM4B en las células 
transducidas. ..................................................................................................... 123 

Figura 20. Validación de la transducción y localización de las isoformas de 
LAPTM4B. ....................................................................................................... 125 

Figura 21. El tratamiento con cloroquina produce una concentración de LAPTM4B 
en puntos más discretos.  .................................................................................. 126 

Figura 22. La cloroquina induce un aumento tanto de la masa lisosomal en líneas de 
LMA, así como de LAPTM4B cuando se encuentra expresado ectópicamente. ... 131 

Figura 23. La expresión ectópica de LAPTM4B incrementa la actividad de TFEB 
en respuesta a cloroquina. ................................................................................. 133 

Figura 24. LAPTM4B no ejerce ningún efecto diferencial en la concentración de 
calcio intracelular. ............................................................................................. 135 

Figura 25. Evaluación del marcador autofágico LC3B y su relación con LAPTM4B.
 ........................................................................................................................ 138 

Figura 26. El tratamiento con cloroquina no induce cambios, en términos de 
muerte celular, en células con sobreexpresión de LAPTM4B respecto a las células 
control.............................................................................................................. 139 

Figura 27. Las isoformas LAPTM4B larga y corta activan mayoritariamente la vía 
de señalización mediada por el elemento SRE (MEK/Erk). ................................ 142 

Figura 28. LAPTM4B activa la vía de señalización de las MAP quinasas a través de 
un aumento en la proporción p-Erk/Erk. .......................................................... 145 

Figura 29. La expresión de LAPTM4B en la línea de LMA HL-60, confiere una 
sensibilidad al inhibidor LY294-002 pero no a PD184352. .................................. 147 

Figura 30. Señalización regulada por LAPTM4B. .............................................. 149 

Figura 31. La sobreexpresión de LAPTM4B no genera cambios en la respuesta al 
tratamiento con gilteritinib. ............................................................................... 151 

Figura 32. La expresión de las isoformas de LAPTM4B no induce cambios en los 
marcadores de diferenciación a nivel basal, aunque la vitamina D3 tiene un mayor 
efecto diferenciador en presencia de las isoformas de LAPTM4B. ....................... 153 

Figura 33. La sobreexpresión de LAPTM4B produce desajustes en el ciclo celular 
posiblemente a través de p21. ............................................................................ 156 



23 
 
 

Figura 34. LAPTM4B no afecta la proliferación in vitro de las células de LMA 
transducidas. ..................................................................................................... 157 

Figura 35. LAPTM4B no induce diferencialmente la expresión del receptor CD184 
(CXCR4). .......................................................................................................... 158 

Figura 36. La capacidad clonogénica de las células transducidas con LAPTM4B 
varía según el contexto celular. .......................................................................... 161 

Figura 37. LAPTM4B incrementa la capacidad leucemogénica in vivo. .............. 162 

Figura 38. La presencia de LAPTM4B aumenta la capacidad leucemogénica de la 
LMA. ............................................................................................................... 166 

Figura 39. Las células HL-60, KG-1 y K-562 transducidas con LAPTM4B 
presentan una mayor resistencia al tratamiento con citarabina. ............................ 168 

Figura 40. La línea celular HL-60 resistente a citarabina no presenta sobreexpresión de 
LAPTM4B. ........................................................................................................ 170 

Figura 41. El tratamiento combinado de citarabina y Ly294-002 no restaura la 
sensibilidad a citarabina en las células HL-60 con sobreexpresión de LAPTM4B. 171 

Figura 42. El tratamiento combinado de citarabina y cloroquina resensibiliza a las 
células HL-60 con sobreexpresión de LAPTM4B. .............................................. 172 

Figura 43. Modelo de señalización de ATR y ATM por daños en el ADN. ........ 174 

Figura 44. El inhibidor de ATR (elimusertib) sensibiliza las células a citarabina, 
especialmente, a aquellas células transducidas con LAPTM4B resistentes. ........... 175 

Figura 45. El estado senescente no varía en presencia de LAPTM4B ni se induce 
tras el tratamiento con citarabina.. ..................................................................... 177 

Figura 46. La sobreexpresión de LAPTM4B en HL-60 ocasiona cambios en la 
expresión génica que favorecen la resistencia a citarabina. ................................... 179 

Figura 47. Modelo del metabolismo de la citarabina en las HL-60 con expresión 
ectópica de LAPTM4B. ..................................................................................... 181 

Figura 48. La sobreexpresión de LAPTM4B en LMA promueve la expresión génica 
de AKR1C3. ..................................................................................................... 182 

Figura 49. La expresión proteica de CDA es limitada y variable en las células evaluadas. .. 183 

Figura 50. Las células HL-60 transducidas con LAPTM4B incrementan la 
expresión de CDA a nivel proteico. ................................................................... 184 



24 
 
 

Figura 51. CDA está sobreexpresado en muestras primarias de LMA de forma 
independiente a la expresión de LAPTM4B en estas muestras. .................................... 185 

Figura 52. El inhibidor de CDA (tetrahidrouridina) restaura la sensibilidad a 
citarabina en las células, especialmente en las células transducidas con LAPTM4B 
resistentes. ........................................................................................................ 187 

Figura 53. El tratamiento con AraC o vitamina D3 incrementa la expresión de 
CDA en HL-60. ................................................................................................ 189 

Figura 54. Validación del silenciamiento por CRISPR-Cas9. .............................. 191 

Figura 55. La represión de la expresión de LAPTM4B disminuye la resistencia y la 
capacidad clonogénica de las células MM-1. ....................................................... 193 

Figura 56. La expresión de LAPTM4B silenciado mediante CRISPR-Cas9 se 
recuperó a lo largo del tiempo. .......................................................................... 195 

Figura 57. Papel de las isoformas de LAPTM4B en LMA. ................................. 202 

Figura 58. Efecto de la señalización derivada de una alta expresión de LAPTM4B 
en LMA. ........................................................................................................... 204 

Figura 59. Modelo de las posibles vías de quimiorresistencia ligadas a LAPTM4B 
en LMA. ........................................................................................................... 209 

Figura 60. Posibles estrategias terapéuticas dirigidas a LAPTMB y sus efectos en el 
contexto leucémico. .......................................................................................... 212 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 
 

Lista de tablas 

Tabla 1. Información de las líneas celulares. ........................................................................ 87 

Tabla 2. Compuestos utilizados. ..................................................................................... 89 

Tabla 3. Lista de anticuerpos acoplados a fluoróforo para citometría de flujo. Todos 
reconocen el marcador de superficie humano, excepto si se especifica. ................................ 89 

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios......................................................................... 90 

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados para la RT-PCR semicuantitativa. ................. 91 

Tabla 6. Cebadores utilizados para amplificar LAPTM4B y delimitarlo con las 
dianas de restricción EcoRI-BamHI. .............................................................................. 96 

Tabla 7. Cebadores específicos para los ARNsg. ......................................................... 99 

Tabla 8. Relación de plásmidos complementarios necesarios para la generación de 
lentivirus de tercera generación. ......................................................................................100 

Tabla 9. Relación de pacientes de LMA incluidos en los estudios. ......................... 266 
 

  



26 
 
 

  



27 
 
 

Abreviaturas 

ADN: ácido desoxirribonucleico  

ADNc: ADN complementario  

AKR1C3: miembro C3 de la familia de aldo-ceto reductasa 1 

AMPc: adenosín monofosfato cíclico  

ANOVA: análisis de la varianza  

AraC: citarabina  

AraCDP: citarabina difosfato  

AraCMP: citarabina monofosfato 

AraC R: resistente a citarabina  

AraCTP: citarabina trifosfato  

AraU: uracil-arabinósido (AraC inactiva) 

ARN: ácido ribonucleico  

ARNm: ácido ribonucleico mensajero  

ATG: gen/proteína relacionada con autofagia 

ATM: Ataxia-telangiectasia mutada  

ATP: adenosín trifosfato 

ATR: ataxia telangiectasia y relacionados con Rad3  

ATRA: ácido holotransretinoico 

BCRP: proteína de resistencia al cáncer de mama 

BIRC5: survivina 

BSA: albúmina de suero bovino  

CAD: moléculas catiónicas anfifílicas 

CBR1: carbonil reductasa 1 

CDA: citidina deaminasa  

CFU: unidad formadora de colonias  

CLEAR: red de expresión y regulación lisosomal coordinada  

CNT3: transportador concentrador de nucleósidos 3 

CQ: cloroquina 

CR: remisión completa 



28 
 
 

CRE: elemento respuesta a AMPc 

CRISPR: repeticiones palindrómicas cortas, agrupadas y regularmente 

interespaciadas 

Ct: umbral de ciclo  

dCK: deoxicitidina quinasa  

DDR: respuesta al daño en el ADN 

DiI: 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine  

DFKZ: Centro Alemán de Investigación Oncológica 

DMSO: dimetilsulfóxido  

EC50: concentración media máxima eficaz  

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético  

EGF: factor de crecimiento epidérmico  

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico 

Eli: elimusertib 

Eme: Emerald 

ENT1-3: transportadores de equilibrio de nucleósidos 1-3 

ESCRT: complejos de clasificación endosomal necesarios para la maquinaria de 

transporte 

FAB: francesa-americana-británica  

FLT3: tirosina cinasa parecida a fms-3  

FBS: suero fetal bovino 

FSC: dispersión frontal de la luz  

GARP: proteína retrógrada asociada a Golgi 

GFP: proteína verde fluorescente 

GMPc: guanosín monofosfato cíclico 

ENT: transportador de equilibrio de nucleósidos  

HBSS: solución salina equilibrada de Hanks 

HSC: célula madre hematopoyética  

IDH1/2: Isocitrato deshidrogenasa 1/2 

IJC: Institut de Recerca contra la Leucèmia Josep Carreras  

ITD: duplicaciones internas en tándem 



29 
 
 

LAMP: proteínas asociadas a membrana lisosomal 

LAPTM: proteínas transmembrana asociadas a lisosoma 

LC3: cadena corta 3 de las proteínas asociadas a microtúbulos 1A/1B 

Leu: leucina 

Lin-: linaje negativo  

LMA: leucemia mieloide aguda  

LMC: leucemia mieloide crónica  

LMP: permeabilización de la membrana lisosomal 

LPA: leucemia promielocítica aguda  

LSC: célula madre leucémica 

LSD: enfermedades de almacenamiento lisosómico 

LTR: LysoTracker 

LY: Ly294-002 

MAPK: proteína quinasa mitogénica activadora  

MCOLN1: proteína mucolipina-1 

MDR: fenotipo de resistencia a multidrogas 

MFI: intensidad media de fluorescencia  

MM-1: MonoMac-1  

MO: médula ósea  

MRP7: proteína de resistencia a multidrogas 7 

mTOR: diana mecanística de la rapamicina 

mTORC1: complejo 1 de la diana mecanística de la rapamicina 

N/D: sin datos  

NaCl: suero fisiológico  

NDK: quinasa nucleósido difosfato  

NFAT: factor nuclear de las células T activadas 

NIH: Instituto Nacional de la Salud 

NOS: sin otra especificación 

NPM1: nucleofosmina 1  

ns: no significativo  

NT: no transducido  



30 
 
 

NT5E: 5’-nucleotidasa  

OMS: organización mundial de la salud  

PARP: poli ADP ribosa polimerasa 

P-gp: glicoproteína-P 

PBS: tampón fosfato salino  

PCR: reacción en cadena de la polimerasa  

PD: PD184352 

PI3K: fosfatidilinositol 3-quinasa  

PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato  

PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato 

PN-I: pirimidina nucleosidasa I  

QR: quimiorresistencia   

ROS: especies reactivas del oxígeno  

RT-PCR: PCR semicuantitativa en tiempo real  

RTQ: receptor tirosina quinasa 

SA-β-gal: beta galactosidasa  

SEM: error estándar de la media  

ARNsg: ARN monocatenario guía 

SP: sangre periférica  

SRE: elemento respuesta a suero 

SSC: dispersión lateral de la luz  

THU: tetrahidrouridina 

TFEB: factor de transcripción EB 

TGF-β1: factor de crecimiento transformante beta 1 

Vit D3: vitamina D3 

wt: del inglés wild type (silvestre) 

 

  



31 
 
 

  



32 
 
 

  



33 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

1. Introducción 

  



34 
 
 

  



35 
 
 

1.1.  Introducción al cáncer  
La definición más reduccionista del cáncer contempla a esta enfermedad como la 

resultante del crecimiento incontrolado de un conjunto de células (¿Qué Es El 

Cáncer? - NCI, 2021). En cambio, gracias a la potencia de las nuevas tecnologías y a 

la evolución del conocimiento, las características definitorias de esta enfermedad se 

han ido modificando para englobar toda su complejidad genotípica y fenotípica en 

una serie de principios. Actualmente, la lista cuenta con las siguientes características: 

evasión de los supresores de crecimiento, mantenimiento de la señalización 

proliferativa, replicación ilimitada, invasión y metástasis, estimulación de la 

angiogénesis, resistencia a muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2000), inestabilidad 

genómica, alteración del metabolismo celular, evasión del sistema inmune, 

inflamación pro-tumoral (Hanahan & Weinberg, 2011), senescencia, microbiomas 

polimórficos, reprogramación epigenética no mutacional y plasticidad fenotípica, 

que conceptualizan el desarrollo y la progresión del cáncer (Hanahan, 2022).  
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1.2. Neoplasias hematológicas 
Las neoplasias hematológicas engloban un conjunto de enfermedades oncológicas 

que afectan a la sangre, la médula ósea o el sistema linfático. Según la región 

anatómica donde se describe por primera vez el tumor, recibirán diferentes nombres 

y presentarán diferentes características genéticas y fenotípicas entre ellas (Taylor et 

al., 2017). La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica estas enfermedades 

en: leucemias, linfomas, enfermedades mieloproliferativas, mielodisplasias y 

mielomas (Arber et al., 2016). 

Para este trabajo, centraremos principalmente nuestra atención en la leucemia 

mieloide aguda (LMA), la cual presenta una incidencia en la población europea de 

unos 3,7 casos por cada 100.000, una prevalencia estimada en 11 de 100.000 (Sant et 

al., 2010; O. Visser et al., 2012), y la menor tasa de supervivencia dentro de las 

leucemias agudas (Shallis et al., 2019). 

 

1.2.1. Leucemia mieloide aguda 

La leucemia mieloide aguda es una enfermedad altamente heterogénea, tanto 

biológica como clínicamente (Ding et al., 2012; T. J. Ley et al., 2010; Welch et al., 

2012). Esta neoplasia hematológica se caracteriza por la expansión clonal de 

precursores mieloides transformados, denominados blastos, en la médula ósea y 

sangre periférica (Vakiti & Mewawalla, 2022). Estos blastos presentan una 

diferenciación y proliferación anómala contribuyendo a la patogénesis de la LMA 

(De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016).  

Se calcula que la edad media del diagnóstico de LMA se encuentra en torno a los 64 

años (Sant et al., 2010), siendo muy rara por debajo de los 45 (Döhner et al., 2017). 

Comúnmente, el requisito imprescindible para su diagnóstico había sido la presencia 

de más del 20% de blastos mieloides en la sangre o en la médula ósea (Döhner et al., 

2010; S. M. Hwang, 2020). No obstante, recientemente se han incorporado 

novedades en su diagnóstico, estableciendo que este límite será del 10% en aquellos 

casos con anomalías genéticas definitorias (como podrían ser las fusiones 
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PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1 o las mutaciones KMT2A, NPM1…), aunque 

con dos excepciones para los casos de LMA con el gen de fusión BCR::ABL1 o con 

la mutación CEBPA, donde se mantiene el límite del 20% (Khoury et al., 2022).  

A pesar de que ciertas alteraciones citogenéticas como las translocaciones t(8:21) o 

t(15:17) puedan estar relacionadas con eventos leucemogénicos, lo cierto es que 

estos procesos todavía son grandes desconocidos, y la realidad es que una gran 

proporción de los pacientes de LMA presenta un cariotipo normal  (Padmakumar et 

al., 2021; Welch et al., 2012). En términos generales, los pacientes de LMA no se 

caracterizan por presentar un gran número de mutaciones recurrentes (T. Ley et al., 

2013), pero más del 97% de ellos presentan alguna alteración genética (De 

Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016). Destacan algunas mutaciones en genes de 

señalización como FLT3, KRAS, NRAS y KIT por ser las más frecuentes en su 

conjunto, presentes en casi un 60% de casos de LMA (Roussel et al., 2020). Sin dejar 

de mencionar aquellas alteraciones en genes como NPM1, CEBPA, MLL, TET2 o 

RUNX1, entre otras (Lagunas-Rangel et al., 2017; Roussel et al., 2020).  

Recopilando toda la información clínico-patológica y genética surge la clasificación 

de la OMS, revisada por última vez en 2022 (Khoury et al., 2022). Dado que este 

trabajo se inició previamente a la publicación de esta última categorización, cabe 

mencionar que la clasificación prevalente durante la realización del trabajo fue la de 

2016 (Arber et al., 2016). En este caso, se establecían seis tipos de LMA: LMA con 

alteraciones genéticas recurrentes, LMA con mielodisplasia, neoplasias relacionadas 

con la terapia, LMA sin otra especificación (NOS, not otherwise specified), sarcoma 

mieloide y proliferaciones mieloides relacionadas con síndrome de Down (S. M. 

Hwang, 2020). A diferencia de la versión del 2016, algunas de las modificaciones 

más significativas de la nueva clasificación serían la eliminación de la categoría de 

LMA NOS y la transformación del requisito de blastos del 20% al 10% para ciertos 

casos, como hemos comentado en el apartado del diagnóstico. Esta última versión 

instaura dos amplios grupos de LMA: LMA con alteraciones genéticas definitorias, 

donde los tipos de LMA se especifican en base a ciertas mutaciones recurrentes, 

fusión de ciertos genes o reordenamientos; y el grupo de LMA definido por su 
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grado de diferenciación, con diferentes subcategorías según su linaje celular (Khoury 

et al., 2022). 

Con un enfoque diferente, la clasificación Francesa-Americana-Británica (FAB) 

nacida en 1976 (Bennett et al., 1976), se basa mayoritariamente en el estado de 

diferenciación de los blastos. Sin embargo, hoy en día esta clasificación está en 

desuso y carece de relevancia clínica puesto que no está relacionada con el 

pronóstico ni con el tratamiento. Aunque en investigación sigue teniendo cierta 

utilidad por su relación con el estado de maduración, es meramente una descripción 

morfológica. 

A pesar de ser una enfermedad poco común, y mucho menos frecuente en niños 

que en adultos, la LMA representa un gran problema de salud global debido a su alta 

mortalidad, ya que se estima que tan solo un 27% de los enfermos mayores de 19 

años, sobrevivirá en un período de 5 años tras el diagnóstico (American Cancer 

Society, 2022). En líneas generales, cuanto mayor sea la proporción de blastos peor 

será la evolución de la enfermedad (DiNardo et al., 2016; Hasserjian et al., 2014), 

debido a que la falta de células sanguíneas sanas propicia la morbilidad (Thomas & 

Majeti, 2017). Pero pese a todo, el pronóstico de la LMA es muy variable y fluctuará 

en función de múltiples parámetros como la edad y el estado de salud del paciente, 

así como, según las características genéticas y moleculares observadas en el mismo 

(DiNardo & Cortes, 2016). Llegados a este punto, se debe enfatizar que la leucemia 

promielocítica aguda no se incluye en las tasas de mortalidad dadas sus 

características especiales y su alta tasa de curación gracias a un tratamiento específico 

(de Thé et al., 2017; Yilmaz et al., 2021), y por ello, no se considerará en este trabajo.  

 

1.2.2. Células madre leucémicas 

1.2.2.1. Identificación de las células madre leucémicas 

El sistema hematopoyético sano se presenta como una estructura jerárquica, en la 

cual, las células madre hematopoyéticas (HSC, del inglés Hematopoyetic Stem Cells) 
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estarían en la cima, dando lugar a células efectoras más diferenciadas a medida que 

bajamos peldaños (Figura 1). 

Las células madre hematopoyéticas se definen como células indiferenciadas con un 

gran potencial de regeneración, el cual les permite generar células efectoras maduras 

de todos los linajes del sistema hematopoyético (Bryder et al., 2006; Hawley et al., 

2006). Existen varios tipos de células englobadas en el término “células madre 

hematopoyéticas”, éstas son las long-term HSC y las short-term HSC (Carroll & St. 

Clair, 2018). Mientras que las long-term HSC tienen una capacidad ilimitada de 

autorrenovación, esta capacidad se limita a unas semanas en las short-term HSC (S. 

J. Morrison & Weissman, 1994; Weissman, 2000).  

En lo que respecta a la leucemia, el origen de su alta heterogeneidad y de su 

capacidad proliferativa podría explicarse con la existencia de unas células 

transformadas, que poseen capacidades similares a las HSCs como la 

autorrenovación, alta capacidad de proliferación o la regulación de ciertas vías 

moleculares de importancia (Trumpp & Haas, 2022). Estas células corresponden 

con las células madre leucémicas (LSC, del inglés Leukemic Stem Cells), descritas por 

primera vez en los años 90 gracias a la demostración de cómo una subpoblación de 

células de LMA era capaz de reproducir la enfermedad in vivo, investigación liderada 

por Lapidot, Bonnet y Dick (Bonnet & Dick, 1997; Lapidot et al., 1994). Aunque en 

un inicio se identificaron las LSCs por sus marcadores en superficie CD34+/CD38- 

y sus características principales de autorrenovación y proliferación indefinida 

(Jordan, 2002), actualmente, la definición de la LSC es únicamente funcional y se 

añaden particularidades como un aumento de plasticidad celular y de complejidad 

del sistema, en comparación con un sistema hematopoyético sano (Trumpp & Haas, 

2022).  

En líneas generales, defectos en células progenitoras de las HSCs conducirían a la 

generación de pre-LSC, que tras una serie de transformaciones se convertirán en 

LSC, y a su vez darán lugar a la patogénesis de neoplasias hematológicas como las 

leucemias (O’Brien & Rizzieri, 2013; Shin, 2022; Trumpp & Haas, 2022). Este 
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descubrimiento supuso un antes y después en el campo de la oncología, permitiendo 

el establecimiento de modelos de investigación en los que recapitular la enfermedad, 

con la finalidad de mejorar el conocimiento acerca de ella y de testar potenciales 

tratamientos con mayor fiabilidad (Trumpp & Haas, 2022). 

 

Figura 1. Modelo jerárquico de la hematopoyesis normal y la leucemogénesis en leucemia 
mieloide aguda. (Cuesta-Casanovas, 2022). 

 

1.2.2.2. Modelos de heterogeneidad  

Con la intención de explicar la heterogeneidad, tanto morfológica como funcional, 

encontrada en la leucemia, surgen tres modelos derivados de diferentes corrientes 

(Dick, 2008): 

En paralelo con el sistema hematopoyético sano, las LSCs también seguirían un 

modelo jerárquico o determinista, compartiendo un fenotipo y unas 

características muy similares a las de las HSCs (Becker & Jordan, 2011; Dick, 2008; 

O’Brien & Rizzieri, 2013; Trumpp & Haas, 2022). En este caso, las LSCs estarían en 

lo más alto de la jerarquía y las células resultantes serían los blastos leucémicos, en 

lugar de todas las subpoblaciones celulares derivadas de un sistema hematopoyético 

sano (Lane & Gilliland, 2010) (Figura 1). 

El modelo inicial para explicar el origen de la heterogeneidad tumoral fue el 

denominado estocástico. Este modelo no ha llegado a estar tan extendido, ya que el 
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jerárquico cobró peso tras la mejora de técnicas para el aislamiento de 

subpoblaciones celulares y el uso de la citometría de flujo para la detección de 

marcadores celulares (Becker & Jordan, 2011; B. T. Tan et al., 2006). En este 

modelo no hay lugar a la predeterminación, la aleatoriedad de eventos extrínsecos 

y/o intrínsecos serían los causantes de la heterogeneidad tumoral, partiendo de un 

conjunto de células sin diferencias entre ellas (Becker & Jordan, 2011; Lane & 

Gilliland, 2010).  

Por último, las capacidades de adaptación y la ventaja evolutiva de algunas células 

madre cancerígenas respecto a otras, dentro de un mismo paciente, podrían ser 

explicadas por el modelo de evolución clonal (Lane & Gilliland, 2010). Este 

modelo, propuesto por Peter Nowell en 1976, pone sobre la mesa la relación entre 

el Darwinismo y el cáncer, partiendo de la teoría de la selección natural, donde 

aquellos seres vivos con rasgos beneficiosos para un determinado ambiente pasarán 

a la siguiente generación. En el caso del cáncer, las altas tasas de mutación, junto 

con las presiones del microambiente donde se encuentran las células, como podrían 

ser la ausencia de nutrientes o la ejercida por los fármacos, modificarán 

fortuitamente la capacidad de adaptación de las células, permitiendo únicamente que 

aquellas más resistentes perduren en el tiempo (Greaves & Maley, 2012). 

A día de hoy, el modelo más extendido es el jerárquico en conjunto al de evolución 

clonal intrapaciente. Quizás su semejanza al sistema hematopóyetico sano, del cual 

disponemos de un amplio conocimiento, y los conocimientos actuales sobre las 

células leucémicas, justifican en cierto modo su veracidad (Dick, 2008). Pese a todo, 

el verdadero interés clínico reside en detectarlas correctamente y conocer cómo 

eliminarlas a tiempo, ya que su alto potencial de regeneración haría infructuoso, a 

corto o largo plazo, el empleo de tratamientos no dirigidos a eliminar las LSCs. 

 

1.2.3. Tratamientos 

El tratamiento frente al cáncer tiene como objetivo curar o al menos alargar la 

supervivencia del paciente con la máxima calidad de vida posible. En el caso de la 
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LMA, la administración del tratamiento consta de dos fases principales, inducción y 

consolidación, que veremos a continuación en detalle. 

1.2.3.1. Inducción  

La terapia de inducción constituiría la primera línea de choque para eliminar las 

células leucémicas y en la mayoría de los casos se basa en la quimioterapia. La 

quimioterapia estándar más empleada hasta la fecha en LMA, es la combinación de 

citarabina (AraC) con antraciclinas (Döhner et al., 2015). Este tratamiento sigue el 

régimen conocido como 7+3 (Crowther et al., 1973), durante el cual los 7 primeros 

días se administra citarabina (Ellison et al., 1968), seguido de 3 días de antraciclina, 

como puede ser daunorrubicina (Bernard et al., 1973). La tasa de respuesta a esta 

terapia es superior al 60% y casi medio siglo después de su descripción (Yates et al., 

1973), sigue siendo la más efectiva (Döhner et al., 2015). Sin embargo, el mayor 

problema de la LMA son las recaídas, ocurriendo en la mayoría de los pacientes por 

encima de 60 años, y del 10 hasta un 40% de pacientes jóvenes (Thol & Ganser, 

2020). Aunque la terapia de inducción puede llegar a reducir muy significativamente 

las células leucémicas, es muy probable que un pequeño número de ellas persista, 

por ello, deberá complementarse con un bloque consolidación para intentar reducir 

al mínimo las recaídas o para poder abordarlas a tiempo.   

1.2.3.2. Consolidación 

El objetivo de la fase de consolidación será eliminar esas células reminiscentes que 

hayan sobrevivido a la quimioterapia. A menudo, estas células son difíciles de 

detectar, pero es altamente probable que vuelvan a regenerar la enfermedad si no se 

administra más tratamiento. En esta etapa, siempre que sea posible y los beneficios 

compensen el riesgo asociado, se procederá a un trasplante alogénico de 

progenitores hematopoyéticos. Estas células ayudarán a reforzar el incipiente 

sistema hematopoyético del paciente, tras su casi completa eliminación debido a la 

quimioterapia (Loke et al., 2021), y podrán favorecer la desaparición de células 

leucémicas residuales por un efecto injerto contra huésped (DeSantes & Sondel, 

2009). Otras terapias de consolidación consisten en dar dosis intermedias de 

citarabina de forma intensiva, tratamiento que también puede preceder al trasplante 
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de progenitores hematopoyéticos para incrementar su éxito (Döhner et al., 2015; 

Estey & Döhner, 2006).  

Cabe tener en cuenta que, dejando de lado las generalizaciones de los tratamientos 

estándar, elegir el tratamiento adecuado a cada paciente en clínica es mucho más 

complejo. Este procedimiento se verá afectado por la presencia de alteraciones 

genéticas, evolución clonal, resistencia a los fármacos, efectos secundarios y, en 

definitiva, el estado de salud del paciente.   

1.2.3.3. Terapias dirigidas 

A pesar de ser el subtipo más común de leucemia aguda, y de los esfuerzos por 

mejorar la supervivencia de estos pacientes, la terapia frente a LMA prácticamente 

no ha cambiado de forma significativa en las últimas décadas (Fernandez et al., 

2013; Moarii & Papaemmanuil, 2017). Este hecho ha propiciado que hasta día de 

hoy se mantenga un pronóstico muy poco favorable, especialmente tras las recaídas, 

donde la esperanza de vida no supera los seis meses (Medeiros, 2018). Ante este 

problema, surge la necesidad de investigar y desarrollar nuevos compuestos 

terapéuticos específicos y efectivos frente a esta enfermedad. 

Aquí surgen las terapias dirigidas, muchas de las cuales han sido aprobadas en los 

últimos años por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) y la Administración 

de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Kayser & Levis, 2022; H. Liu, 2021; Molica 

& Perrone, 2022). Estas terapias se emplearán la mayoría de las ocasiones en 

recaídas, o en personas que por diferentes razones no hayan tenido acceso a la 

terapia habitual, pero rara vez como tratamiento de primer frente (Estey & Döhner, 

2006). Como su nombre indica, estos compuestos están diseñados para atacar una 

característica concreta de las células cancerígenas, a diferencia de las terapias 

convencionales que actúan ampliamente y siendo, por ende, menos específicas y 

más agresivas para las células sanas. 

Algunas de las terapias más destacadas a día de hoy: 

• Gemtuzumab ozogamicina (Mylotarg): anticuerpo monoclonal ligado a un 

agente citotóxico derivado de la calicheamicina (antibiótico antitumoral) 
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(Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2019). Este 

compuesto se dirige a las células que expresan el antígeno de superficie CD33, el 

cual se halla en la mayoría de las células de LMA y en todas las células mieloides, 

pero no en células madre hematopoyéticas multipotentes (Ali et al., 2019; 

Fenton & Perry, 2005; McGavin & Spencer, 2001).  

• Ivosidenib (IDH1) y Enasidenib (IDH2): aproximadamente un 20% de 

pacientes con LMA presentan mutaciones en los genes isocitrato 

deshidrogenasa (IDH1 o IDH2), las cuales promueven la leucemogénesis 

debido a un bloqueo en el metabolismo celular (DiNardo et al., 2016). Por su 

parte, estos fármacos actúan como inhibidores específicos de las mutaciones en 

IDH1 o IDH2, y su función será la de actuar como agentes diferenciadores 

(Martelli et al., 2020; Montesinos et al., 2022). 

• Gilteritinib: la presencia de FLT3 con duplicaciones internas en tándem 

(ITD, internal tandem duplication) está asociado con altas tasas de recaídas y un 

peor pronóstico (Dhillon, 2019). Este fármaco inhibe la actividad de FLT3 

mutado uniéndose al dominio de unión del ATP (Kiyoi et al., 2020).  

• Venetoclax: inhibidor de la proteína anti-apoptótica BCL-2 (Guerra et al., 

2019). La sobreexpresión de BCL-2 se relaciona directamente con un peor 

pronóstico. El uso de venetoclax en combinación con quimioterapia puede 

reestablecer la acción apoptótica de las células cancerígenas (Lasica & Anderson, 

2021).  

Aunque quizás las terapias dirigidas son las terapias alternativas o complementarias 

más conocidas, otro tipo de terapias como la inmunoterapia, la encapsulación de 

fármacos para aumentar su eficacia, el reposicionamiento de fármacos o las terapias 

centradas específicamente en las células madre leucémicas, están compitiendo en 

esta carrera llena de obstáculos con el mismo fin de mejorar el tratamiento de la 

LMA (Estey, 2020; W. Huang et al., 2022; Roloff et al., 2022). 
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1.2.4. Quimiorresistencia y recaídas 

De manera general, se entiende que un paciente alcanza remisión completa (CR, 

Complete Remission) cuando el recuento de blastos leucémicos en médula ósea es 

inferior al 5% (Burke et al., 2013). A pesar de que la tasa de respuesta a la 

quimioterapia estándar es bastante alta (Yeung & Radich, 2017), la realidad sigue 

siendo que casi el 60% de los pacientes que alcanzan CR, sufren recaídas en un 

promedio de medio año (Ganzel et al., 2018) (Figura 2). 

La quimiorresistencia es la causa principal de muerte entre los pacientes de LMA 

(Levin et al., 2021). Ésta puede ser primaria, derivada de los propios mecanismos 

celulares, como la LMA refractaria que designaría a aquellos pacientes (10-40%) que 

no consiguen llegar a remisión completa tras dos ciclos de quimioterapia (Begna et 

al., 2022; Thol et al., 2015). Por su parte, la quimiorresistencia secundaria, también 

llamada adquirida, se origina debido a la presión impuesta por la quimioterapia 

(Mirfakhraie et al., 2022; J. Zhang et al., 2019) que, entre otras cosas, altera el 

microambiente donde se encuentran las células leucémicas provocando que éstas 

modifiquen su comportamiento (Shlush & Mitchell, 2015). 

 
Figura 2. Modelo de adquisición de quimiorresistencia. (Cuesta-Casanovas, 2022). 

Existen diversas teorías sobre el origen de las recaídas, hay quienes apuntan que 

éstas derivan de la selección clonal de un clon preexistente. Este clon podría ser 

dominante en el primer diagnóstico de LMA o ser uno minoritario que, por 

eliminación de los dominantes tras la quimioterapia, predomina en la recaída (Ding 

et al., 2012; Stauber et al., 2021). Además, esta heterogeneidad clonal también se da 

con anterioridad a la aparición de las LSCs, infiriendo que quizá las recaídas estén 

más asociadas a clones transformados, derivados de progenitores de HSCs, que a 

alteraciones genéticas causadas por la quimioterapia. Estos clones habrían sufrido 
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diferentes procesos de transformación hasta llegar a convertirse en células pre-

leucémicas y eventualmente en LSCs, encargadas de generar la enfermedad (Stauber 

et al., 2021). 

Independientemente del origen de la resistencia, la heterogeneidad tumoral 

intrapaciente es su contribuyente principal. Por tanto, explorar la diversidad de los 

mecanismos de resistencia es una cuestión a tener en cuenta en un futuro de terapias 

personalizadas (Saunders et al., 2012).  
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1.3. Lisosomas 
1.3.1. Descubrimiento  

Los lisosomas son orgánulos intracelulares descubiertos fortuitamente en 1949 por 

Christian de Duve cuando trataba de localizar una fosfatasa implicada en diabetes 

(de Duve, 1949). Al separar por centrifugación extractos celulares derivados del 

hígado de ratas, descubrieron una especie de estructuras aparentemente envueltas 

por una membrana, que poseían capacidad enzimática (Bainton, 1981; de Duve, 

2005). Su estructura y localización subcelular fue determinada años más tarde por 

estudios de microscopía (Essner & Novikoff, 1961). Precisamente, estos “sacos” 

llenos de enzimas serían llamados lisosomas por su capacidad de lisis, y constituirían 

el sistema digestivo de la célula. Este descubrimiento le fue reconocido con un 

premio Nobel en Fisiología o Medicina en 1974 (Florkin, 1974). 

 

1.3.2. Estructura y características 

Los lisosomas son orgánulos prácticamente ubicuos, dado que se encuentran en 

todas las células eucariotas (Perera & Zoncu, 2016), exceptuando a los eritrocitos 

(Saftig, 2006). En plantas y hongos suelen estar limitados a una vacuola de gran 

tamaño, mientras que, en mamíferos podemos encontrar desde 50 a 1000 por célula 

(Dice, 2006).  

Estructuralmente, estos orgánulos pueden ser muy variados dependiendo de sus 

funciones o de la cantidad de moléculas que estén procesando (Saftig, 2006). Su 

tamaño, cantidad y localización variarán adaptándose a las necesidades de la célula, y 

normalmente, presentan forma redondeada u ovalada en los últimos estadios de la 

vía endocítica. En general, el tamaño lisosomal ronda entre los 100-500nm 

(Hämälistö & Jäättelä, 2016) y estará determinado en gran medida por la tasa de 

reciclaje de membrana, así como, por los procesos de fusión y fisión llevados a cabo 

por el lisosoma (de Araujo et al., 2020). Pero, además, los lisosomas pueden 

aumentar de tamaño por diversas causas, como por la acumulación de agentes 

lisosomotrópicos, es decir, compuestos que atraviesan la membrana lisosomal por 
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difusión pasiva. Mientras que su localización podrá cambiar respondiendo a 

variaciones en el pH (Heuser, 1989; Seo et al., 2014), o debido a la presencia de 

nutrientes en el medio (Korolchuk et al., 2011). 

 

1.3.3. Composición  

La envoltura de los lisosomas consiste principalmente en una bicapa fosfolipídica, 

donde también se pueden encontrar otros lípidos como el colesterol o el dolicol 

(Winchester, 2001). Respecto a las proteínas de membrana, más de la mitad de ellas 

son las conocidas como proteínas de membrana asociadas a lisosoma, LAMP1 y 

LAMP2 (Lysosomal-Associated Membrane Protein). Esta familia de proteínas, 

caracterizadas por su localización transmembrana y por su estado de glicosilación, 

realizan un papel muy importante en el mantenimiento de la estructura lisosomal. 

Por estas razones, defectos en ellas resultan en determinadas patologías como la 

enfermedad de Danon (Eskelinen, 2006; Perera & Zoncu, 2016; Winchester, 2001). 

En cuanto a su interior, una de las características más destacables de los lisosomas es 

su lumen ácido. En él se encuentran más de 60 hidrolasas, como pueden ser: lipasas, 

fosfatasas ácidas, nucleasas, sulfatasas, glucosidasas o proteasas, que rompen 

macromoléculas en sus componentes más pequeños (Perera & Zoncu, 2016; Saftig, 

2006; H. Xu & Ren, 2015). Conseguir un pH alrededor de 4.5 y 5 es esencial para la 

correcta activación de las enzimas hidrolíticas, y un desequilibrio de este gradiente 

también puede llegar a originar enfermedades (Mindell, 2012). La acidificación 

lisosomal se produce principalmente por la acción de bombas vacuolares de 

protones que hidrolizan el ATP. Estas bombas provocan un gradiente de protones 

entre el interior y exterior del orgánulo, facilitando tanto mecanismos de transporte 

de moléculas, así como la regulación del pH intracelular (Van Dyke, 1996).  
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1.3.4. Formación  

El proceso de formación de estos orgánulos se da a partir de endosomas originados 

en el aparato de Golgi, que seguirán la vía endocítica para pasar de endosomas 

tempranos, a tardíos y finalmente, a lisosomas. Durante este recorrido, irán 

adquiriendo material por endocitosis, acidificándose y cambiando la composición de 

su membrana (Perera & Zoncu, 2016). Paralelamente, la formación de hidrolasas 

ocurre en el retículo endoplasmático donde son fosforiladas y posteriormente, 

reconocidas por el complejo manosa-6-fosfato y recubiertas por clatrina. Una vez 

encapsuladas, serán liberadas hacia los endosomas tempranos, desde donde pasarán 

a los tardíos y, finalmente, formarán los lisosomas tras sufrir las transformaciones 

mencionadas con anterioridad. Estos procesos de biogénesis y degradación de 

sustancias son altamente energéticos, por lo que además de fabricar de novo 

lisosomas, también pueden resultar en la degradación y remodelación de lisosomas 

preexistentes (Luzio et al., 2007; C. Yang & Wang, 2021).  

Molecularmente, en la biogénesis de lisosomas encontramos dos actores principales, 

éstos son mTORC1, responsable del equilibrio entre anabolismo y catabolismo 

respondiendo a la disponibilidad de nutrientes, y TFEB, factor de transcripción 

regulador por excelencia de la síntesis de lisosomas. En presencia de nutrientes, 

mTORC1 permanecerá activo, se trasladará a la membrana lisosomal y fosforilará a 

TFEB, evitando la transcripción de genes lisosomales y autofágicos. En cambio, en 

carencia de nutrientes, TFEB entrará al núcleo y estos genes se transcribirán para 

poder dar lugar a nuevos lisosomas y activar procesos de autofagia. Esta red de 

expresión y regulación lisosomal recibe el nombre de CLEAR (por sus siglas en 

inglés, Coordinated Lysosomal Expression and Regulation). Mediante estos procesos, se 

establece un balance entre el número y el tamaño de lisosomas, en función de las 

condiciones y necesidades celulares (Cao et al., 2021; Saftig, 2006; Sardiello et al., 

2009; C. Yang & Wang, 2021). 
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1.3.5. Función  

Partiendo desde el momento de su descubrimiento, la función principal asociada al 

lisosoma ha sido la del reciclaje y digestión, ya sea de macromoléculas, orgánulos 

dañados, sustancias dañinas o microorganismos (Inpanathan & Botelho, 2019). Esta 

función se llevaría a cabo como etapa final de los procesos de endocitosis, 

fagocitosis y autofagia, que veremos en detalle a continuación (Figura 3). 

• Endocitosis 

El primer paso de la vía endocítica consiste en la invaginación de sustancias externas 

a la célula, mediante la fusión de la membrana plasmática y dichas sustancias. Una 

vez en el citoplasma, dichas vesículas serán reconocidas por endosomas tempranos 

que se encargarán de llevar su contenido hasta los lisosomas, creando 

endolisosomas, para la digestión de sustancias o para la obtención de fuentes de 

energía (Schneider et al., 1985). Por otro lado, esta vía también puede ser un medio 

de transferencia de material intracelular, siguiendo el camino desde el retículo 

endoplasmático hasta el aparato de Golgi y finalmente, llegando a los lisosomas 

(Inpanathan & Botelho, 2019).  

• Fagocitosis 

En el caso de la fagocitosis, una molécula exterior será reconocida por receptores de 

membrana y posteriormente, fagocitada. De este tipo de fusión, se obtiene un 

fagosoma. Entendemos por fagosoma a la estructura resultante de la fagocitosis y 

que se encuentra en el citoplasma rodeada de membrana. Igual que ocurría en la vía 

endocítica, el fagosoma se fusionará con endosomas tempranos adquiriendo nuevas 

propiedades de degradación hasta llegar a convertirse en fagolisosoma, caracterizado 

por su alta capacidad de hidrólisis (Inpanathan & Botelho, 2019).  

• Autofagia  

A diferencia de los procesos previamente explicados, la autofagia es la digestión de 

material intracelular dañado o perjudicial para la célula (Inpanathan & Botelho, 

2019). La autofagia se puede clasificar en tres procesos: microautofagia, autofagia 
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mediada por chaperonas y macroautofagia, ésta última es a la que comúnmente nos 

referimos por autofagia.  

La microautofagia se basa en la encapsulación de moléculas pequeñas por parte del 

lisosoma y su posterior degradación (Mahapatra et al., 2021). Por otro lado, la 

autofagia mediada por chaperonas consiste en la eliminación de proteínas citosólicas 

marcadas con una secuencia específica llamada KFERQ (Dice, 2007). No obstante, 

la macroautofagia es la forma más conocida de autofagia. La estructura resultante en 

este caso es el autofagosoma, que posee una bicapa doble, procedente de su 

procesamiento en el retículo endoplasmático (Inpanathan & Botelho, 2019). Para 

que se dé este proceso, se debe activar un conjunto de proteínas relacionadas con 

autofagia (ATG) y producirse la disociación de mTORC1 de los lisosomas, con la 

finalidad de iniciar una cascada de fosforilación de diferentes proteínas como ULK-

1 y Beclina-1 (Mahapatra et al., 2021). A continuación, el autofagosoma se fusionará 

con lisosomas terminales formando el autolisosoma, que a su vez podrá servir como 

punto de partida de nuevos lisosomas (Inpanathan & Botelho, 2019) o para la 

digestión de su contenido por las hidrolasas lisosomales (Mahapatra et al., 2021).  

Hoy en día, el concepto de lisosoma poco tiene que ver con esa visión simplista de 

orgánulo digestivo y la lista de funciones atribuidas a lisosomas ha incrementado 

exponencialmente. Entre ellas, se encontraría el control de la homeostasis, la 

reparación de membranas, el almacenaje de iones y metabolitos, la capacidad de 

recibir y procesar respuestas celulares, su papel en proliferación y diferenciación 

celular o como mecanismo de defensa y efectores de la respuesta inmune (Cao et al., 

2021; Inpanathan & Botelho, 2019; Perera & Zoncu, 2016).  
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Figura 3. Esquema general de los procesos de endocitosis, fagocitosis y autofagia. Basado 
en: (Inpanathan & Botelho, 2019; C. Yang & Wang, 2021). 

 

1.3.6. Muerte celular  

La definición de muerte celular implica el estado en el que la célula alcanza un punto 

de no retorno a su estado de homeostasis natural. Debido a la dificultad para definir 

cuál es realmente ese hecho o momento en el que se inicia, Kroemer et al. 

establecieron unos estamentos que la célula debe cumplir para indicar que se ha 

producido muerte celular. Estos puntos serían: la pérdida de la integridad de la 

membrana celular, la fragmentación celular y nuclear y/o que las diferentes partes de 

la célula hayan sido engullidas por otra célula (Kroemer et al., 2009).  

El proceso de muerte celular puede producirse de forma accidental o programada 

(X.-M. Hu et al., 2021). En el caso de muerte celular accidental (ACD), no existe la 

opción de ser regulada ya que ocurre de forma instantánea, como consecuencia de 

fenómenos mecánicos, físicos o químicos. En cambio, la muerte celular regulada 
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(RCD) es un proceso que requiere un nivel de complejidad evolutiva superior, por 

lo que no está presente en los organismos más simples y está modulada por 

múltiples mecanismos (Galluzzi et al., 2018).  

En 2018 se publicó por última vez la guía de clasificación de muerte celular según 

sus bases moleculares, describiendo 12 tipos diferentes de muerte celular regulada 

(Galluzzi et al., 2018). A continuación, explicaremos los más relevantes para nuestro 

proyecto, dado que en la mayoría de ellos se produce una permeabilización de 

membrana lisosomal y liberación del contenido lisosomal, como parte del proceso 

de muerte celular (Kavčič et al., 2017). 

• Apoptosis 

Es la forma más conocida de muerte celular, este término fue acuñado en 1972 por 

Kerr et. al (Kerr et al., 1972). En resumidas cuentas, es una muerte celular 

programada descrita morfológicamente como la fragmentación de la célula en 

cuerpos apoptóticos (Mahapatra et al., 2021). Molecularmente, se caracteriza por 

una gran acción proteolítica liderada por caspasas (Chen et al., 2020). 

Existen dos tipos principales de apoptosis, intrínseca, sería aquella detectada por 

sensores intracelulares (D’Arcy, 2019) y dependiente de permeabilización de 

membrana mitocondrial (MOMP, Mitochondrial outer membrane permeabilization) (Berg 

et al., 2022) y la extrínseca, producida como consecuencia del reconocimiento de 

células dañadas por parte de células del sistema inmune (D’Arcy, 2019).  

• Autofagia 

La autofagia no es un proceso exclusivo de transporte intracelular, también es un 

mecanismo de muerte celular cuando las condiciones de estrés se mantienen a lo 

largo del tiempo o el daño celular es severo (D’Arcy, 2019). La muerte celular por 

autofagia se basa principalmente en el mecanismo por el cual una célula muere 

mediante el uso de la maquinaria de autofagia (Galluzzi et al., 2018). La importancia 

de los lisosomas en la encapsulación producida durante la autofagia conlleva a que 

estos procesos se encuentren sumamente relacionados.  
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Cabe señalar que, para que este proceso sea dependiente de autofagia, el uso de 

inhibidores de autofagia debe prevenir la muerte celular. De la misma manera, la 

autofagia puede cursar de forma independiente o en conjunto con otros tipos de 

muerte celular, especialmente junto con apoptosis (Denton & Kumar, 2019).  

• Muerte celular dependiente de lisosomas 

Con los años se ha descrito que los lisosomas intervienen en diversos tipos de 

muerte celular, ya sea como principales efectores de la misma, participación activa, o 

como consecuencia de ella, participación pasiva (Mrschtik & Ryan, 2015), como por 

ejemplo se ha expuesto en el caso de la encapsulación durante la autofagia o por su 

acción enzimática en la apoptosis.  

En particular, destaca la intervención activa de estos orgánulos en el proceso de 

muerte celular dependiente de lisosomas (Galluzzi et al., 2018). Dentro de este tipo 

de muerte celular causada por lisosomas, las catepsinas y la permeabilización de la 

membrana lisosomal (LMP, Lysosomal Membrane Permeabilization) juegan un papel 

imprescindible (Galluzzi et al., 2018; Mrschtik & Ryan, 2015). La desestabilización 

de la membrana lisosomal conllevará a una acidificación del citosol, al liberar todo 

su contenido en él. Este acontecimiento actuará como señal de alarma provocando 

que la célula active diferentes mecanismos de muerte celular dependiendo de la 

gravedad de los hechos (Y.-H. Wang et al., 2018). Por ejemplo, ante una gran 

concentración de material lisosomal en el citoplasma, como podría ser de 

esfingosina, se producirá necrosis (Mrschtik & Ryan, 2015). En cambio, cuando la 

liberación de catepsinas sea más controlada, la muerte celular activada será la 

apoptosis (Berg et al., 2022).  

Los desencadenantes de este tipo de muerte pueden ser diversos, en la mayoría de 

las ocasiones el daño oxidativo producido por especies reactivas del oxígeno (ROS) 

será uno de ellos, pero agentes lisosomotrópicos o incluso infecciones víricas 

pueden llegar a originarla (Galluzzi et al., 2018). Dentro de las consecuencias, 

además de la acidificación y acción hidrolítica en el citoplasma (Serrano-Puebla & 

Boya, 2018), las mitocondrias se verán afectadas, principalmente por la ausencia de 
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lisosomas como mecanismo de reciclaje y de renovación de orgánulos (Galluzzi et 

al., 2018). Asimismo, la permeabilización de la membrana mitocondrial puede estar 

presente en este fenómeno de muerte celular, ya sea precediendo a LMP en 

apoptosis, o tras ella (Berg et al., 2022). 

Puesto que los lisosomas son el punto final de diversas vías de degradación, no 

sorprende que estén implicados en otros tipos de muerte celular como la piroptosis, 

relacionada con procesos inflamatorios (Berg et al., 2022), la ferroptosis, causada 

por ROS y asociada a la disponibilidad de hierro o incluso a la entosis, una especie 

de muerte celular en la que una célula es absorbida por otra no fagocítica (F. Wang 

et al., 2018).   

 

1.3.7. Lisosomas y cáncer 

Como hemos ido comentando a lo largo de estas páginas, alteraciones en los 

lisosomas a diferentes niveles pueden ocasionar desajustes que en ciertos casos 

acontecen como enfermedades. Desde la identificación de lisosomas, y a pesar de 

ser poco frecuentes si se consideran por tipos, las enfermedades de almacenamiento 

lisosómico (LSDs, Lysosomal Storage Disorders) han estado presentes. Estas 

enfermedades están causadas por mutaciones en genes LSDs, que producen un mal 

funcionamiento enzimático y una acumulación de sustancias en el lumen lisosomal, 

impidiendo su correcto funcionamiento. Muchos de estos desórdenes, cursan con 

defectos neurodegenerativos, como en el caso del Alzheimer o la enfermedad de 

Huntington (Platt et al., 2018).  

Sin embargo, a medida que se han ido conociendo en detalle las funciones de los 

lisosomas, se han ido asociando los mismos a muy diversas enfermedades, en 

particular y dado nuestro campo de estudio, nos centraremos en la relación entre 

lisosomas y cáncer. En primer lugar, exploraremos los cambios que dichos 

orgánulos sufren en el contexto del cáncer, y posteriormente, caracterizaremos el rol 

ejercido por los lisosomas durante la adquisición de ciertas capacidades propias de 
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las células cancerígenas, como podrían ser la proliferación, la invasión tumoral, el 

escape inmunológico o la angiogénesis. 

• Cambios morfológicos 

Si bien es cierto que los lisosomas participan en múltiples procesos pro-

oncogénicos, también es importante recalcar los cambios que sufren estos orgánulos 

como consecuencia de la alta tasa metabólica derivada de los mismos. Algunas de las 

transformaciones que se han observado en células tumorales comprenden un 

aumento en el número y volumen lisosomal, así como, un aumento de la secreción 

de enzimas lisosomales (Hämälistö & Jäättelä, 2016; Kirkegaard & Jäättelä, 2009; 

Paunovic et al., 2021; T. Tang et al., 2020) y cambios en su posición intracelular, 

pasando de la zona perinuclear a la zona periférica de la célula para ejercer funciones 

de invasión, entre otras (Hämälistö & Jäättelä, 2016; T. Tang et al., 2020). 

Estos cambios fisiológicos y morfológicos confieren a las células tumorales ventajas 

en términos de invasión, angiogénesis o resistencia a fármacos (Iulianna et al., 2022), 

pero a su vez, conducen a una desestabilización de la membrana lisosomal, haciendo 

más vulnerables a estos orgánulos respecto a los encontrados en células sanas 

(Fehrenbacher et al., 2008; Hämälistö & Jäättelä, 2016; Kirkegaard & Jäättelä, 2009).  

• Hiperactivación del metabolismo y aumento de autofagia 

Los cambios producidos en los lisosomas durante los procesos cancerígenos 

responden a la necesidad, por parte de las células cancerígenas, de una fuente 

continua de nutrientes. La alta demanda energética necesaria para la supervivencia 

de las células cancerígenas y, por tanto, para la progresión de la enfermedad, 

conlleva a la activación de mecanismos diferentes a los de las células sanas con el fin 

de obtener un extra de energía, un ejemplo de ello es un incremento en la 

fosforilación oxidativa (Nepstad et al., 2020).  

Estudiando el metaboloma desde diferentes aproximaciones, y tras el aislamiento de 

los orgánulos que forman parte de los procesos metabólicos, se ha comprobado que 

es necesaria una hiperactivación del metabolismo, para sostener los requerimientos 

de crecimiento y proliferación de las células tumorales (Ruiz-Rodado et al., 2022; 
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Zhu et al., 2021). Los lisosomas estarían implicados en esta regulación del 

metabolismo, aumentando el reciclaje de macromoléculas para obtener aminoácidos 

esenciales (Ruiz-Rodado et al., 2022; T. Tang et al., 2020). Junto con este proceso de 

hidrólisis de macromoléculas, la captura de sustratos extracelulares por las vías de 

fagocitosis, endocitosis y macropinocitosis, y la activación de la autofagia en 

respuesta a estímulos nutritivos detectados por mTORC1, las células tumorales 

obtienen la energía requerida para su crecimiento incontrolado (T. Tang et al., 2020).  

• Proliferación 

El potencial de proliferación de las células cancerígenas les concede un gran 

beneficio respecto a las células sanas, cuyo potencial de dividirse es mucho más 

limitado debido a su alta regulación. Numerosos procesos relacionados con 

lisosomas pueden estar implicados con esta elevada proliferación.  

En primer lugar, la entrada en senescencia puede actuar como efecto anti-

proliferativo en las células cancerígenas (Ivanov et al., 2013). Este fenómeno, 

inducido en algunos casos por oncogenes, podría incrementar la expresión genética 

lisosomal, así como la cantidad y el volumen de los mismos (T. Tang et al., 2020). 

Sin embargo, también puede conducir a muerte celular dependiente de lisosomas 

(Ivanov et al., 2013). Es por ello, que las células tumorales tratan de evitar los 

mecanismos de senescencia para lograr mantener una alta tasa de proliferación (T. 

Tang et al., 2020).  

Asimismo, dado que la función de mTOR es esencial en el proceso de crecimiento 

celular y proliferación (Cargnello et al., 2015), defectos su vía de señalización pueden 

afectar esta función. Principalmente, la formación de complejos mTOR es clave 

para su correcto funcionamiento, y para ello se requiere la participación de los 

lisosomas (Sironi et al., 2019).  

Por último, la autofagia está íntimamente relacionada con los procesos de 

proliferación y la supervivencia tumoral. Estudios como el llevado a cabo por Lin et 

al. en cáncer de vejiga demuestran que, inhibiendo la autofagia farmacológica o 

genéticamente, las células cancerígenas presentan un mayor nivel de apoptosis y, por 
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tanto, un descenso en su proliferación (Lin et al., 2016). Asimismo, la deficiencia de 

ciertas proteínas autofágicas, como Atg7, reducirían el inicio y desarrollo de ciertos 

tumores como el colorrectal (T. Tang et al., 2020). 

• Invasión tumoral  

Otra de las cualidades que caracterizan a las células cancerígenas, es su capacidad de 

migración e invasión de otros tejidos. Para cumplir este objetivo, estas células 

malignas tendrán que desengancharse de sus células vecinas con las que forman la 

masa tumoral, en tumores sólidos, para poder pasar a la sangre o alcanzar otros 

tejidos (Allison, 1974). 

Esta función está mediada en gran parte por enzimas lisosomales como las 

hidrolasas, para la separación de sus células adyacentes, o las catepsinas, las cuales 

poseen la capacidad de romper tejido conectivo y membranas una vez han 

colonizado un nuevo tejido (Allison, 1974). Para la degradación de la matriz 

extracelular, la acción enzimática ocurrirá de forma interna (intracelular) y externa 

(extracelular), e irá acompañada de fenómenos de exocitosis para la internalización 

de materiales. 

Obviamente, cada uno de estos procesos no son hechos aislados, más bien son 

procesos interconectados y dependientes unos de otros. Es por ello que la 

complejidad subyacente es mayor de lo relatada aquí, ejemplificando, un ambiente 

ácido será necesario para que las enzimas funcionen, y muchos de los procesos de 

degradación conllevarán un aumento en la liberación de nutrientes, activando la 

acción de mTORC1 (Hämälistö & Jäättelä, 2016). 

• Escape inmunológico  

Hoy en día sabemos que los lisosomas también intervienen en la regulación de la 

respuesta inmune, especialmente, se les atribuye un papel clave en la presentación de 

antígenos. Fallos en la autofagia producen una acumulación de p62 y la consiguiente 

liberación de ROS, generando un ambiente oxidativo que impide la activación de la 

respuesta inmune (Davidson & Vander Heiden, 2017). Es por ello que, la inhibición 

de la autofagia podría provocar un aumento de la presentación antigénica y de la 
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respuesta antitumoral de células T, provocando un decrecimiento tumoral como en 

el caso del cáncer de páncreas (Yamamoto et al., 2020). 

Por otro lado, muchos otros factores lisosomales intervienen en la respuesta inmune 

en cáncer. Por ejemplo, los lisosomas pueden transportar, almacenar y degradar 

moléculas implicadas en el control del sistema inmune (immune checkpoints) como 

CTLA-4. Mientras que, los lisosomas secretorios pueden conducir granzimas y 

perforinas a células diana tumorales o a aquellas infectadas por virus (Davidson & 

Vander Heiden, 2017; T. Tang et al., 2020), los canales de calcio TRPML pueden 

liberar citoquinas para activar a macrófagos asociados a tumores (T. Tang et al., 

2020).  

• Angiogénesis tumoral  

La gran irrigación sanguínea, es uno de los mecanismos por el cual los tumores 

mantienen un crecimiento ilimitado. Este aumento de la vasculatura les permite una 

vez más, cumplir con sus altos requerimientos nutricionales y de oxígeno. Un tipo 

de catepsinas llamadas cisteínas, son las responsables de iniciar cascadas 

intracelulares que incrementan la progresión del tumor, incluido el proceso de 

angiogénesis (Kirkegaard & Jäättelä, 2009). 

La participación de los lisosomas en este proceso se pone de manifiesto tratando 

con cloroquina, agente lisosomotrópico que se acumula en los lisosomas y produce 

un aumento de pH, interrumpiendo su correcto funcionamiento. Este tratamiento 

conduciría a una reducción del número de vasos sanguíneos y a una mayor 

estabilidad de los mismos (Schaaf et al., 2019).  

 

1.3.8. Lisosomas y neoplasias hematológicas 

Hace tan solo 10 años, el uso de compuestos antileucémicos cuyo mecanismo de 

acción principal implicara disrupción lisosomal era un terreno sin explorar. En 

cambio, estudios como el de Sukhai et al. proporcionaron un nuevo paradigma 

respecto a las aproximaciones terapéuticas contra la leucemia. Concretamente se 
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centraron en LMA, donde observaron que el antimalárico mefloquina atacaba 

específicamente a los lisosomas de las células cancerígenas, sin afectación de las 

sanas. Además, aunque no detectaron un aumento en el número de lisosomas, sí que 

confirmaron un incremento del tamaño lisosomal en las células de LMA, junto con 

una sobreexpresión relacionada con genes de síntesis de lisosomas y de sus 

catepsinas (Sukhai et al., 2013). Por otro lado, la cloroquina, de la misma familia que 

la mefloquina, ha sido probada en ensayos clínicos frente a la LMA y otros tumores, 

aunque sin el resultado positivo esperado (Grønningsæter et al., 2021; Varisli et al., 

2020).  

La íntima relación entre los lisosomas y mTORC1, así como, su papel de 

degradación de moléculas mediante autofagia, les confiere un papel central como 

moduladores de la hematopoyesis, la cual requiere de grandes cantidades de energía 

y de complejos procesos de transformación celular. Un aumento de tamaño 

lisosomal en HSCs senescentes, así como una hiperactivación de la autofagia, 

podrían asegurar una correcta división celular de las HSCs y un correcto 

funcionamiento metabólico en condiciones de estrés (Rafiq et al., 2021).   

Asimismo, el buen funcionamiento de las vías de señalización intracelular está 

comprometido por la acidificación del medio, y de este mantenimiento se encargan 

las bombas de protones V-ATPasas, presentes en la membrana lisosomal (Aasebø et 

al., 2018). Una de las vías de señalización activa en más del 50% de los pacientes de 

LMA es la vía de PI3K-Akt-mTOR, en la cual FLT3, con alta tasa de mutación en 

pacientes de LMA, es el principal responsable de su desestabilización. Aunque la 

regulación de esta vía metabólica es un proceso multifactorial y complejo, vinculado 

con otras vías como la de las MAP quinasas, MAPK (Ras-Raf-MEK-Erk) (Nepstad 

et al., 2020), cabe destacar el compartimento lisosomal como lugar de activación de 

mTORC1 por PI3K (Dibble & Cantley, 2015).  

La participación de los lisosomas en la leucemogénesis y su papel determinante del 

destino celular en HSC (Rafiq et al., 2021), junto con su función en el correcto 

funcionamiento de ciertas vías moleculares (Dibble & Cantley, 2015), hace que su 
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estudio sea relevante como posible diana terapéutica en LMA. Dada la inestabilidad 

lisosomal, se produce un aumento en la vulnerabilidad de la célula que puede ser 

aprovechada atacando a estos orgánulos (Jain et al., 2022; Rafiq et al., 2021). 

1.3.8.1. Quimiorresistencia y lisosomas 

A pesar de los esfuerzos por mejorar los tratamientos de la LMA, la investigación de 

terapias frente a células quimiorresistentes todavía no ha sido fructífera y muchos de 

los pacientes siguen muriendo como consecuencia de dicha resistencia. La relación 

entre la quimiorresistencia y los lisosomas, deriva principalmente de la acumulación 

de los compuestos quimioterapéuticos en ellos (Jain et al., 2022; Rafiq et al., 2021), 

pero, además, su papel en la señalización intracelular y en la regulación de la 

expresión genética son elementos clave en la resistencia a fármacos (Cuesta-

Casanovas et al., 2022).  

El secuestro de estos compuestos por parte del lisosoma dificultará la acción de los 

compuestos citotóxicos, previniendo que puedan alcanzar sus dianas de acción y 

reduciendo su eficacia (Zhitomirsky & Assaraf, 2016). Fisiológicamente, este 

aumento de la concentración del fármaco cursará con un incremento del tamaño 

lisosomal, así como, de la actividad degradativa llevada a cabo por enzimas 

lisosomales (Allison, 1974), haciendo necesarias mayores dosis del tratamiento para 

producir efecto, y con el subsecuente aumento de efectos secundarios (Cuesta-

Casanovas et al., 2022). 

Por sus propiedades físico-químicas, algunos compuestos pueden atravesar las 

bicapas lipídicas por difusión pasiva. Además, gracias al proceso de ion-trapping, se 

puede producir una acumulación de moléculas en este compartimento subcelular 

debido a las diferencias de pH entre el interior y exterior lisosomal que afecta a la 

ionización de los compuestos en base a su pKa, evitando así que las moléculas 

atrapadas salgan por difusión pasiva (Halaby, 2019; Hraběta et al., 2020). Esto 

ocurre en moléculas catiónicas-anfifílicas (CADs) como algunos antihistamínicos, 

que atraviesan la membrana lisosomal sin el requerimiento de un reconocimiento 

molecular activo (Cornet-Masana et al., 2019). Otros tipos de difusión pasiva se da 
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en los compuestos lipofílicos como las antraciclinas, los cuales penetran fácilmente 

en orgánulos con membranas lipídicas (Cuesta-Casanovas et al., 2022). Por el 

contrario, muchas moléculas pueden acceder a los lisosomas por difusión activa 

mediante transportadores de membrana, como los transportadores ABC 

(transportadores dependientes de ATP), que permiten la introducción de agentes 

quimioterapéuticos como la daunorrubicina (Halaby, 2019; Hraběta et al., 2020; 

Zhitomirsky & Assaraf, 2016). 

Otro de los mecanismos asociados a lisosomas que contribuyen a la 

quimiorresistencia sería la exocitosis. Este proceso, dependiente de Ca2+ y regulado 

por TFEB, produce la salida de los compuestos acumulados en los lisosomas al 

espacio extracelular mediante fusión de los lisosomas con la membrana plasmática 

(Hraběta et al., 2020; Zhitomirsky & Assaraf, 2017). 

En LMA, la resistencia a citarabina es uno de los mayores obstáculos a los que los 

clínicos se enfrentan, dado que es el fármaco por excelencia. Este agente 

anticancerígeno penetra en las células por difusión pasiva o a través de 

transportadores de membrana, donde se irá transformando de AraC monofosfato a 

trifosfato, por eventos de fosforilación mediados por diferentes enzimas. La forma 

activa de AraC se insertará en el ADN y bloqueará su replicación haciendo que la 

célula entre en apoptosis. En este proceso, jugarán un papel relevante la cantidad de 

enzimas y la sobre- o inactivación de los transportadores de entrada y salida, 

modulando minuciosamente la acción final del fármaco (Fajardo-Orduña et al., 

2021) (Figura 4). Una de las soluciones más recurrentes frente a la resistencia a los 

fármacos, y en concreto a AraC, es la terapia combinada de AraC con algún otro 

agente que alargue su efecto y evite lo posible la resistencia (Cros et al., 2004; 

Fajardo-Orduña et al., 2021).  

Reuniendo todos los procesos comentados en los apartados anteriores, podríamos 

establecer una lista de posibles dianas farmacológicas contra la leucemia basadas en 

lisosomas: desencadenar la desintegración completa lisosomal atacando su 

membrana mediante CADs (Zhu et al., 2021), usar inhibidores de las vías de 
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señalización (Nepstad et al., 2020), inhibir las catepsinas, bloquear la bomba V-

ATPasa (Jain et al., 2022), el transporte de lisosomas o de moléculas intracelulares 

(Kirkegaard & Jäättelä, 2009), podrían contribuir a la muerte de las células 

cancerígenas. Mientras que, acciones que atenten contra la introducción de 

moléculas en los lisosomas, o contra el proceso de exocitosis, podrían ayudar a 

evitar las recaídas por resistencia a fármacos (Cuesta-Casanovas et al., 2022).  

 

Figura 4. Esquema general de la ruta intracelular de la citarabina y de su activación. Basado 
en (Cuesta-Casanovas, 2022). 
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1.4. LAPTM4B 
Dentro de las proteínas lisosomales más notorias por su cantidad y conocimiento 

acerca de ellas, encontramos las proteínas LAMP (proteínas asociadas a membrana 

lisosomal) y LIMP (proteínas integrales de membrana lisosomal) (R. J. Milkereit, 

2014). Sin embargo, lo que realmente nos atañe en este trabajo es la familia de 

proteínas transmembrana asociadas a lisosoma LAPTM (por sus siglas en inglés, 

Lysosome Associated Protein Transmembrane). Este conjunto de proteínas se encuentra 

altamente conservado, sobre todo en las secuencias responsables de las regiones de 

la hélice-α y el C-terminal (R. Milkereit & Rotin, 2011), y comprende dos tipos 

diferentes de proteínas, denominadas LAPTM4 (A y B) y LAPTM5, según el 

número de dominios transmembrana que presenten (Ndiaye et al., 2015). 

Mientras que LAPTM5 sería un regulador negativo de la expresión en superficie de 

receptores para células B y T, y se encuentra regulado a la baja en mieloma múltiple 

y neuroblastoma, LAPTM4A está relacionado con resistencia a fármacos (R. J. 

Milkereit, 2014; R. Milkereit & Rotin, 2011).  

Concretamente, en esta tesis nos centraremos en descifrar el papel de LAPMT4B, 

también conocido como LC27. 

 

1.4.1. Estructura e isoformas 

Gracias a la clonación de LAPTM4B, hoy en día tenemos información de cómo es 

su secuencia y de qué elementos lo conforman. LAPTM4B se localiza en el brazo 

largo del cromosoma 8 (8q22.1) y abarca unas 50kb, entre las que encontramos 7 

exones y 6 intrones (X. R. Liu et al., 2004; Shao et al., 2003).  

Continuando su estudio a través del dogma de la biología molecular, el siguiente 

nivel sería el ARNm. En base a diferentes codones de inicio, los tránscritos descritos 

para LAPTM4B convencionalmente serían tres, dos asociados a la isoforma 1 o 

larga y uno asociado a la isoforma 2 o corta (LAPTM4B ENSG00000104341 
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Ensembl). Además, se ha descrito otro tránscrito de menor tamaño, aunque la 

información disponible es muy limitada (Huygens et al., 2015).  

En el último escalón de complejidad tenemos a la proteína LAPTM4B, compuesta 

por 4 regiones transmembrana altamente hidrofóbicas, dos dominios extracelulares 

en forma de bucle y las dos colas amino y carboxilo (N y C) terminales (X. R. Liu et 

al., 2004; Shao et al., 2003). Asimismo, LAPTM4B presenta 8 regiones de 

fosforilación, algunas para proteínas quinasas dependientes de AMPc/GMPc, otras 

para proteínas quinasas C y un sitio de fosforilación de residuos tirosina en el C-

terminal (X. R. Liu et al., 2004; Shao et al., 2003). Tanto el C como el N-terminal 

presentan un motivo rico en prolina (PXXP) (Shao et al., 2003) y todas las 

isoformas presentan dominios PY (aa: 295-298, 311-314), a los que se podrá unir la 

proteína ubiquitinadora Nedd4 (K. Zhou et al., 2020).  

Aunque en términos generales la proteína LAPTM4B cumple la descripción dada 

anteriormente, la realidad es que tras el proceso de transducción se han descrito dos 

proteínas diferentes, la isoforma larga (LAPTM4-35) y la corta (LAPTM4-24) 

(Figura 5). Las diferencias estructurales entre ambas, las conducirá a realizar 

diferentes funciones y a estar localizadas en diferentes estructuras celulares como 

veremos a continuación. 

1.4.1.1. Isoforma larga 

La isoforma larga corresponde al tránscrito codificante de la proteína LAPTM4B de 

35 kDa (317 aa)(X. R. Liu et al., 2004). Particularmente, la N-terminal de esta 

isoforma es una región rica en prolina que se caracteriza por su carácter hidrofóbico 

(Shao et al., 2003), con una zona de unión a dominios SH3 (aa 12-15) que podrían 

interaccionar con la subunidad p85α de PI3K, y con un dominio rico en arginina (aa 

52-67).  

1.4.1.2. Isoforma corta 

En el caso de la isoforma corta, nos estamos refiriendo a aquella que tras la 

transducción genera una proteína de 24 kDa (226 aa) (X. R. Liu et al., 2004). La 

mayor diferencia de esta proteína respecto a la larga se halla en la ausencia de gran 
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parte del N-terminal, en concreto, 91 aminoácidos (Shao et al., 2003) 

correspondiendo con una secuencia rica en prolina (PPRP) (Y. Meng et al., 2016). 

Además, esta proteína presenta una tasa de renovación muy elevada, llevada a cabo 

por lisosomas y por el proteasoma, posiblemente debida a mecanismos post-

transduccionales. A diferencia de LAPTM4B-35, parece que esta isoforma es 

esencial para el desarrollo, ya que su silenciamiento causa letalidad temprana en 

ratones (K. Zhou et al., 2020).   

 
Figura 5. Estructura de las diferentes isoformas de LAPTM4B y su disposición en la 
membrana. Basado en (Y. Meng et al., 2016). 

 

1.4.2. Localización intracelular 

Como se ha mencionado en la introducción de este trabajo, LAPTM4B es una 

proteína integral de membrana que posee cuatro dominios transmembrana (117–

133, 163–179, 200–216 y 243–259) (Ndiaye et al., 2015), y cuyos dos extremos 

terminales se encuentran en el citoplasma (Y. Meng et al., 2016). LAPTM4B se 

localiza tanto en membranas celulares o de ciertos orgánulos, como de forma 

soluble (R. L. Zhou et al., 2015).  
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En primer lugar, Ruth Milkereit y su equipo demostraron que LAPTM4B es el único 

miembro de esta familia que se puede encontrar en membrana celular y en 

protuberancias asociadas a ella, y que además, la localización intracelular de 

LAPTM4B estará mediada, en parte, por Nedd4 como consecuencia de su 

interacción con los dominios PY (R. Milkereit & Rotin, 2011).   

Asimismo, en su C-terminal presenta motivos que sirven como secuencias de 

localización lisosomal o hacia las vías de transporte intracelular desde el aparato del 

Golgi hasta los lisosomas (Y. Meng et al., 2016; R. Milkereit & Rotin, 2011; Ndiaye 

et al., 2015). Por ello, no es de extrañar que en la mayoría de trabajos se detecte 

LAPTM4B en endosomas tardíos y en lisosomas (Vergarajauregui et al., 2011). 

Aunque también se ha descrito, con menor frecuencia, en endosomas tempranos (X. 

Tan et al., 2015), y debido a sus funciones en la homeostasis de los esfingolípidos, se 

sugiere su localización en el aparato de Golgi (Dichlberger et al., 2021).  

A pesar del conocimiento limitado acerca de ambas isoformas por separado, el 

estudio más detallado de ambas hasta la fecha, pone de manifiesto que la isoforma 

larga posee una mayor capacidad de migración respecto a la isoforma corta, y por 

ello, aparece tanto en estructuras endocíticas, como en membrana plasmática. En 

cambio, en el caso de la corta, su localización parece estar relegada exclusivamente a 

los orgánulos de la vía endocítica posiblemente a causa de sus diferencias 

estructurales (K. Zhou et al., 2020). 

 

1.4.3. Expresión   

Una alta expresión de LAPTM4B es común en muchos tejidos adultos sanos, 

destacando el útero, el corazón, los testículos o el músculo esquelético, así como, en 

etapas fetales en hígado o corazón (Kasper et al., 2005; X. R. Liu et al., 2004).  

Específicamente, la expresión de LAPTM4B se correlaciona negativamente con el 

estado de maduración celular (Rapin et al., 2014), es decir, en procesos tumorales 

se encuentra más expresado en aquellas células menos diferenciadas, como ocurre 
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en el caso del hepatocarcinoma o en cáncer de vesícula biliar (Y. Meng et al., 2016; 

Shao et al., 2003). Por ende, resulta interesante destacar la conexión entre 

LAPTM4B y su regulación positiva tanto en células madre sanas, embriónicas 

(Abeyta et al., 2004), neuronales y hematopoyéticas (Ivanova et al., 2002; Jaatinen et 

al., 2006), así como, en leucémicas (Ng et al., 2016). Prestando atención a las 

células madre leucémicas, LAPTM4B forma parte de un conjunto de 17 genes 

definido por su alto valor pronóstico en LMA y asociado con una respuesta 

disminuida frente a tratamientos convencionales, alta tasa de recaídas (Ng et al., 

2016) o mayor incidencia de mutaciones FLT3-ITD, predichas como desfavorables 

(Bullinger et al., 2008; L. Huang et al., 2012; Ng et al., 2016). 

El papel de LAPTM4B como marcador de mal pronóstico también se pone de 

manifiesto en otros casos. Por ejemplo, LAPTM4B está presente en una de las 

principales firmas génicas asociadas a baja supervivencia en LMA (Metzeler et al., 

2008) y en síndromes mielodisplásicos (Y.-H. Wang et al., 2018). No obstante, 

LAPTM4B per se se ha considerado un factor pronóstico independiente en diversos 

tipos tumorales como en cáncer de pulmón (H. Tang et al., 2014), cáncer gástrico 

(H. Zhang et al., 2014), cáncer de ovario (Y. Yang et al., 2008), cáncer de mama (M. 

Xiao et al., 2013) o cáncer de endometrio (F. Meng, Yin, et al., 2010).  

Su alta expresión también es notoria en recaídas de leucemia linfoblástica aguda 

pediátrica (Chow et al., 2017; Hogan et al., 2011). Como sabemos, una de las 

principales causas de las recaídas es la quimiorresistencia y en línea con lo anterior, 

se ha asociado un incremento de expresión del gen con una mayor resistencia a 

fármacos (Y. Li et al., 2010; Y. Meng et al., 2016; Rehman et al., 2019; M. Yin et al., 

2011). Inversamente, algunos estudios afirman que una baja expresión también 

estaría asociada con el mismo efecto (Blom et al., 2015).  

Finalmente, un amplio estudio exploratorio de genes asociados a autofagia detectó 

que LAPTM4B se encontraba tanto sobreexpresado a nivel de ARNm, como 

regulado a la baja en ciertos casos (Lebovitz et al., 2015).  
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Dichas discrepancias observadas en la expresión de LAPTM4B en el contexto de 

quimiorresistencia podrían estar asociadas a un tamaño poblacional bajo o a los 

diferentes modos de acción de los tratamientos anticáncer empleados en cada 

estudio (de Ronde et al., 2013). Mientras que, en el caso de la autofagia, la menor 

expresión de LAPTM4B en tumor frente a controles podría ser debida a ciertas 

alteraciones clínicas o a efectos tumor-específicos (Lebovitz et al., 2015). Aunque en 

líneas generales parece que una mayor expresión de LAPTM4B se correlaciona con 

un peor pronóstico, todavía quedan muchas incógnitas por explorar en la relación 

entre la expresión de LAPTM4B y diversos eventos anómalos.  

 

1.4.4. Función  

El conocimiento acerca de la función de LAPTM4B es todavía limitado, este 

problema deriva en muchos casos de la falta de estudios funcionales y 

caracterización de las dos isoformas por separado. Uno de los factores limitantes, ha 

sido la ausencia, en el pasado, de anticuerpos específicos frente cada isoforma. Es 

por ello que, en muchas de las publicaciones se habla indistintamente de este gen o 

proteína a nivel general, y comúnmente se sobreexpresa o silencia la expresión de 

una de las isoformas (K. Zhou et al., 2020), contribuyendo a que el aumento del 

conocimiento sea unidireccional y a que, globalmente escasee la información para 

definir en detalle las funciones específicas de cada isoforma. 

A pesar de ello, desde su descubrimiento se le han ido atribuyendo diversas 

funciones, sobre todo, asociadas a procesos cancerígenos. En los siguientes 

apartados realizaremos un recorrido por los entresijos de la funcionalidad asociada a 

esta proteína.  

• Estabilidad de membranas 

El mantenimiento de la membrana lisosomal es esencial para el correcto 

funcionamiento de la célula. Una disminución en la expresión de LAPTM4B, se ha 

correlacionado con un aumento de la permeabilización de la membrana lisosomal, 

que a su vez conduce a un aumento del pH lisosomal, a una mayor liberación de 
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catepsinas B y D y, en definitiva, a muerte celular dependiente de lisosomas (Y. Li et 

al., 2011).  

Por otro lado, resulta evidente el papel regulador que ejerce LAPTM4B sobre la 

cantidad de ciertos lípidos en los endosomas. En el caso de la ceramida, su 

biogénesis ocurre en los endosomas tardíos por el catabolismo del esfingolípido 

llamado esfingomielina. Posteriormente, la ceramida puede dar lugar a un ácido 

graso y una esfingosina. Esta última, podrá transformarse en ceramida en el retículo 

endoplasmático y pasar de nuevo a formar esfingomielina en el aparato de Golgi 

(Blom et al., 2015). La función de LAPTM4B en este proceso sería la de unirse a la 

ceramida, facilitar su salida de los endosomas tardíos (Yuyama et al., 2020) y 

finalmente, regular el contenido de esfingomielina, con la supeditada afectación de la 

membrana endosomal e incluso la desregulación de la apoptosis (Blom et al., 2015). 

Dentro de este marco, LAPTM4B también influye en la regulación de esfingolípidos 

y lípidos éter asociados a vesículas extracelulares pequeñas. Lo más novedoso de 

este trabajo, además de reafirmar el papel de LAPTM4B en la regulación de la 

composición lipídica, consiste en añadir a nuestra proteína de interés el rol de 

mantener el orden en las membranas de estas vesículas (Dichlberger et al., 2021). 

• Metabolismo celular y señalización nutricional 

Nuevamente, no podemos hablar de metabolismo sin mencionar a mTORC1. Este 

complejo proteico es un importante regulador del crecimiento celular y animal, y se 

ha asociado tanto con múltiples procesos fundamentales, como sensor nutritivo (V. 

P. Tan & Miyamoto, 2016), mediador de la transducción proteica o supresor de la 

autofagia, así como, en diversos tipos de enfermedades (R. Milkereit et al., 2015).  

Uno de los puntos de interés en la relación entre LAPTM4B con mTORC1, se 

encuentra en el interior del tercer dominio transmembrana (aa 208-216) de 

LAPTM4B, donde se halla un motivo esfingolipídico importante para la 

señalización de mTORC1. Diversas evidencias indican la capacidad de ambas 

isoformas de LAPTM4B para fosforilar a mTORC1 e interaccionar con moléculas 

transportadoras de aminoácidos (K. Zhou et al., 2020). 
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Además, LAPTM4B participa en la entrada al lisosoma de aminoácidos esenciales. 

Concretamente, el mecanismo mediante el cual el aminoácido leucina (Leu) entra en 

los lisosomas, parece estar regulado por la interacción entre LAPTM4B-24 y el 

transportador LAT1-4F2hc. LAT1-4F2hc se encontraría en la membrana 

plasmática, intercambiando la entrada de Leu, con la salida de otros aminoácidos no 

esenciales. Para conseguir una activación de mTORC1, la leucina debe llegar a los 

lisosomas y la translocación del transportador hasta los lisosomas por parte de 

LAPTM4B, es el proceso que lo permite. Una vez se encuentren físicamente todos 

estos integrantes en los lisosomas, LAPTM4B podrá activar a mTORC1 mediante la 

V-ATPasa (R. Milkereit et al., 2015).   

Estos datos ponen de manifiesto el papel de LAPTM4B como regulador de la 

disponibilidad de nutrientes (K. Zhou et al., 2020).  

• Regulación negativa del catabolismo de proteínas  

Adicionalmente, Tan et al. demostraron la intervención de LAPTM4B en el tráfico 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). LAPTM4B es uno de los efectores 

del lípido PtdIns(4,5)P2, que aumentaría la señalización de EGFR potenciando la 

ubiquitinación por Nedd4 de Hrs, subunidad del complejo ESCRT. Este proceso 

impide la salida del complejo EGF-EGFR de las vesículas que se encuentran en el 

lumen de los endosomas, inhibiendo el proceso de degradación del mismo en los 

lisosomas. La degradación de este complejo, resulta indispensable para que EGFR 

pueda desarrollar su función de señalización, relevante para muchos procesos 

fisiológicos y asociada a numerosos estados patológicos como el cáncer (X. Tan et 

al., 2015).  

• Papel en el sistema inmune 

En el año 2015 se describió por primera vez la implicación de LAPTM4B en el 

sistema inmune. Aunque no se ha podido confirmar por la falta de anticuerpos 

específicos frente a todas las isoformas, se cree que LAPTM4B-24 y LAPTM4B-20 

(no descrita hasta la fecha), actuarían como regulador negativo de la producción de 

TGF-β1 (por sus siglas en inglés, Tumor Growth Factor) en las células T reguladoras. 
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La formación del TGF-β1 se da en linfocitos T reguladores, un tipo de células T 

CD4+, y para su formación y activación se requieren moléculas como GARP 

(proteína retrógrada asociada a Golgi). GARP es el principal regulador de la 

producción de TGF-β1, LAPTM4B se une a esta glicoproteína, impidiendo la 

maduración de TGF-β1 desde su estado precursor, su secreción y finalmente, su 

presentación en la superficie celular (Huygens et al., 2015).  

• Fomento de la autofagia  

LAPTM4B es el primer gen descrito con un rol esencial en la maduración del 

autofagosoma y en los últimos eventos de la autofagia (Y. Li et al., 2011; 

Vergarajauregui et al., 2011). Esta capacidad la veremos en detalle en el caso del 

cáncer, explicada en el próximo apartado.   

Finalmente, además de los defectos en la autofagia, la sobreexpresión de 

LAPTM4B, se asocia con un incremento del tamaño lisosomal y de los endosomas 

tardíos, y con acumulación de proteínas ubiquitinadas (Vergarajauregui et al., 2011). 

Por tales motivos, alteraciones en LAPTM4B podrían participar en la causalidad o 

progresión de muchas enfermedades como la mucolipidosis tipo IV. 

Particularmente, LAPTM4B interacciona físicamente y funcionalmente con la 

proteína mucolipina-1 (MCOLN1), cuya pérdida de función origina dicha 

enfermedad (Vergarajauregui et al., 2011). Otro ejemplo de ello, sería la asociación 

de variaciones en LAPTM4B con la demencia con cuerpos de Lewy (Kun-Rodrigues 

et al., 2019), o como veremos a continuación con más detalle, su implicación en 

cáncer. 

Estas evidencias, junto con las expuestas anteriormente, esbozan una idea sobre la 

función que ejercería LAPTM4B en el correcto funcionamiento del lisosoma a 

diferentes niveles. 

 

 

 



73 
 
 

1.4.5. LAPTM4B en cáncer 

Entender la función fisiológica de LAPTM4B, resulta fundamental para comprender 

cómo su desestabilización o diferencias en su expresión, se relacionan con procesos 

cancerígenos. A principios de los años 2000, una sobreexpresión de este gen y su 

derivada actividad proteica, fueron descritos por primera vez asociados con 

hepatocarcinoma (J. Liu et al., 2000; Shao et al., 2003; F. Wang et al., 2019; H. Yang 

et al., 2010). A partir de ese momento, numerosos estudios lo han correlacionado 

con diferentes tipos de tumores como cáncer de mama (Y. Li et al., 2010; Tao et al., 

2019; M. Xiao et al., 2017), ovario (M. Yin et al., 2012), pulmón (L. Wang et al., 

2019), colon (X.-J. Cheng et al., 2008; Kasper et al., 2005), osteosarcoma (Z.-X. 

Wang et al., 2020), cáncer nasofaríngeo (Q. Su et al., 2020), cáncer de vejiga (Y. Yin 

et al., 2021), cáncer gástrico (H. Zhang et al., 2014) o glioblastoma (Dong et al., 

2017). 

Sobre todo, ha sido la isoforma larga (LAPTM4B-35) la más estudiada, y detectada, 

en los diferentes tumores. Opuestamente, Zhou y colaboradores recientemente 

afirman que, en realidad, la mayormente expresada tanto en tejidos sanos como en 

tumores, sería la isoforma-24 (K. Zhou et al., 2020), por lo que todavía se requieren 

más estudios para dilucidar la implicación y la expresión particular de cada una de 

estas isoformas en cáncer.  

El mecanismo por el cual se produce un cambio de la expresión de LAPTM4B en 

cáncer, podría explicarse por diferentes factores implicados en la regulación de la 

transcripción del gen. Hasta la fecha, se han realizado estudios de diferentes 

factores de transcripción como SP1, CREB1 o el homeobox que podrían influir en 

la expresión de LAPTM4B (Y. Meng et al., 2016). Así bien, polimorfismos en el 

gen (Y. Meng et al., 2016) o diferencias en la ratio LAPTM4-35/-24, también 

pueden influir en la susceptibilidad o en el desarrollo de ciertos tumores (X. R. Liu 

et al., 2004; Y. Meng et al., 2016).   

Respecto a las funciones en las que LAPTM4B podría participar en procesos 

cancerígenos, destacan su capacidad de migración, invasión o proliferación, así 
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como, su intervención en procesos de muerte celular. A continuación, se ponen de 

manifiesto algunas de las más relevantes o de las que existe conocimiento hasta la 

fecha.   

• Migración celular, invasión y metástasis 

En los primeros estudios de caracterización de LAPTM4B-35 ya se describió un 

potencial poder de invasión y metástasis en relación a cáncer hepático (X. R. Liu et 

al., 2004). Prestando atención a la estructura proteica de LAPTM4B, se puede inferir 

que el motivo PPRP de la isoforma 35, junto con un aumento en la fosforilación de 

Akt (Ser 473) asociado a la misma, parece jugar un papel importante en la migración 

celular en cáncer (Y. Meng et al., 2016; K. Zhou et al., 2020). Del mismo modo, un 

descenso de la expresión de LAPTM4B reduce la capacidad migratoria y de invasión 

de proteínas relacionadas (Y. Meng et al., 2016).  

• Proliferación 

Un aumento en la capacidad de crecimiento tumoral se ha asociado principalmente a 

la isoforma larga en hepatocarcinoma o cáncer de vesícula biliar, pero también en la 

isoforma corta en células HeLa. Una vez más, la vía de señalización de Akt podría 

activarse y moléculas aguas abajo, como GSK3B (glucógeno sintasa quinasa 3β) o 

p27, pueden ser fosforiladas y disminuir la actividad de c-Myc o FOXO4, 

respectivamente (Y. Meng et al., 2016). 

En condiciones de estrés metabólico, como ausencia de nutrientes o hipoxia, 

LAPTM4B potencia el crecimiento y la supervivencia celular. Al mismo tiempo, 

experimentos in vivo demuestran un mayor crecimiento tumoral en aquellos ratones 

xenotransplantados con células que sobreexpresan LAPTM4B (Y. Li et al., 2011).  

• Inhibición de apoptosis 

Una de las características más conocidas asociadas a cáncer es la resistencia a 

estímulos proapoptóticos (Hanahan & Weinberg, 2000). Según diversos estudios, 

alteraciones en la expresión de LAPTM4B producirían un descenso de proteínas 

apoptóticas como la caspasa 3 o PARP (Poli ADP ribosa polimerasa) (Y. Meng et 
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al., 2016). Contrariamente, su silenciamiento produce la liberación de catepsinas B y 

D, correspondiendo a una desestabilización de la membrana lisosomal, la activación 

de caspasa 3, y destrucción de Bid y PARP, que podrían iniciar la apoptosis (Y. Li et 

al., 2011). 

Las explicaciones atribuidas a este fenómeno de muerte celular irían en relación con 

la cantidad de ceramida disponible, que a su vez se encuentra sujeta a la mayor o 

menor expresión de LAPTM4B (Y. Meng et al., 2016). La ceramida es un supresor 

de tumores muy potente y, además, presenta capacidad proapoptótica. Es por ello 

que, oscilaciones en la cantidad de ceramida pueden producir LMP y desencadenar 

apoptosis (Blom et al., 2015). 

Conviene señalar que, este fenómeno preventivo de la apoptosis estaría mediado 

por LAPTM4B más patentemente cuando la célula está sometida a otros factores de 

estrés, como en el tratamiento con quimioterapia (Y. Li et al., 2011).  

• Fomento de la autofagia 

En la misma línea de muerte celular, el proceso de autofagia es clave para el control 

de la homeostasis y defectos en este proceso pueden promover enfermedades como 

el cáncer. Aunque la autofagia puede servir como inductor de tumorogénesis, o 

causar un aumento de la resistencia a quimioterapéuticos, una disminución de la 

misma también puede potenciar la formación de tumores por acumulación de 

material intracelular (Lebovitz et al., 2015). Igualmente, en situaciones de estrés 

metabólico, donde la demanda de nutrientes es muy elevada, las células cancerígenas 

tendrán una mayor tasa de supervivencia si el mecanismo de autofagia está 

hiperactivado (Y. Li et al., 2011). 

En tal sentido, se ha observado una relación entre la sobreexpresión de LAPTM4B 

y un aumento de la autofagia, sobre todo asociada a condiciones de estrés 

nutricional. Este hecho se evidencia, por ejemplo, en hepatocarcinoma, donde la 

sobreexpresión de LAPTM4B conlleva un aumento en la regulación positiva de 

ATG3, gen autofágico esencial en la formación del autofagosoma. En este estudio 

se concluyó que LAPTM4B aumentaba la supervivencia tumoral mediante la 
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hiperactivación de la autofagia a través de ATG3, entre otros mecanismos (F. Wang 

et al., 2019). En el caso del cáncer de mama, también encontramos pruebas de que 

una mayor tolerancia al estrés y una mayor supervivencia tumoral, pueden ser 

consecuencia de un aumento de la actividad autofágica impuesta por sobreexpresión 

de LAPTM4B (Y. Li et al., 2011).  

Estos estudios otorgan gran importancia al fomento de la autofagia promovido por 

LAPTM4B como mecanismo de tolerancia al estrés impuesto en el contexto 

tumoral.  

1.4.5.1. Quimiorresistencia  

Poniendo el foco de nuevo en la quimiorresistencia, la región cromosómica 8q22, 

donde se encuentra LAPTM4B, se ha asociado con alteraciones tales como, 

amplificación génica mediante polimorfismos de nucleótido único (SNP) o 

sobreexpresión, que proporcionan un peor pronóstico a aquellos pacientes de 

cáncer que las presentan (Y. Li et al., 2010).  

Uno de los mecanismos que podrían aumentar esta resistencia consistiría en el 

aumento del eflujo de los fármacos, este incremento en la tasa de salida de 

moléculas estaría mediada por bombas de transporte como la glicoproteína-P (P-

gp). A diferencia de LAPTM4A, que parece actuar como proteína transportadora, 

LAPTM4B no tiene sitios de unión a ATP, por lo que por sí mismo no podría 

expulsar moléculas. En concreto, se ha observado que P-gp colocaliza con 

LAPTM4B-35, en tumores donde hay un aumento en la expresión de LAPTM4B 

(L. Li et al., 2010; Y. Meng et al., 2016). Este proceso conlleva una disminución en 

la cantidad de fármaco que llega al núcleo y, por tanto, la acción del mismo se ve 

reducida (Y. Li et al., 2011). Por otro lado, LAPTM4B promueve la resistencia a 

fármacos como doxorrubicina, paclitaxel o cisplatino, evadiendo la vía apoptótica 

mediada por caspasas (L. Li et al., 2010). 

Igualmente, la activación de cascadas de señalización como PI3K/Akt mediante la 

interacción entre el motivo PPRP del amino terminal de LAPTM4B con la 

subunidad reguladora de PI3K, p85α, podría ser clave en la quimiorresistencia 
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mediada por LAPTM4B-35 (L. Li et al., 2010). Tanto la participación de PI3K, 

como de su efector Akt en quimiorresistencia se ha puesto de manifiesto en 

numerosas ocasiones debido a su función reguladora de múltiples procesos 

tumorales como la inhibición de la apoptosis. Aunque por sí misma, la activación de 

la vía PI3K/Akt no es el mecanismo común de origen de la quimiorresistencia, esta 

activación en conjunto con otros desajustes, habitualmente propician la resistencia a 

los fármacos (R. Liu et al., 2020). En este estudio se puso de manifiesto la activación 

de Akt a través de la interacción entre LAPTM4B y la subunidad p85α, y con 

hiperactivación de la vía PI3K/Akt como resultado (X. Li et al., 2010).  

Recientemente, se ha insinuado que la interacción entre LAPTM4B y EGFR podría 

estar implicada en quimiorresistencia. EGFR puede regular la autofagia mediante 

cinco vías de señalización, una de las cuales implica la intervención de LAPTM4B. 

En condiciones de estrés metabólico, LAPTM4B se asociará con EGFR en los 

endosomas y disociará RUBICON de Beclina-1, aumentando la autofagia y por 

tanto, pudiendo provocar un aumento de resistencia a fármacos (Wu & Zhang, 

2020).  

Aunque diversas evidencias apuntan a LAPTM4B como promotor de 

quimiorresistencia, los múltiples mecanismos de resistencia existentes y la falta de 

caracterización funcional de esta proteína, hacen necesario un extenso estudio 

exploratorio de LAPTM4B en este ámbito. 

 

1.4.6. Dianas frente a LAPTM4B 

Recopilando toda la información respecto a su sobreexpresión en muchos tumores 

junto con las múltiples funciones asociadas a LAPMT4B, se ha propuesto que dicha 

proteína podría ser una buena diana terapéutica frente al cáncer.  

Diferentes enfoques como impedir la activación de Akt, perturbar la interacción 

entre LAPTM4B con la glicoproteína-P (Y. Meng et al., 2016), o inhibir la autofagia 

vía LAPTM4B, podrían ser empleados como terapias anticáncer (X.-C. Xu et al., 
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2021). Asimismo, el empleo de tratamientos conjuntos frente a LAPTM4B y 

algunos de sus efectores, puede impedir la resistencia o la progresión del cáncer. 

Ejemplos de ello serían, el co-tratamiento frente a LAPTM4B y EGFR para reducir 

la resistencia a inhibidores de tirosina quinasa (Y. Meng et al., 2016), atacar 

simultáneamente la vía PI3K/Akt y LAPTM4B, o el uso de inhibidores de factores 

de angiogénesis y LAPTM4B para limitar la progresión tumoral (X.-C. Xu et al., 

2021). 
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2. Objetivos 
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Debido a la alta tasa de recaídas descrita en LMA, surge la imperante necesidad de 

desarrollar nuevas terapias capaces de disminuir la mortalidad asociada a dicha 

enfermedad. En estudios previos del grupo de investigación, se ha observado que el 

desarrollo de tratamientos alternativos, planteando ciertos orgánulos celulares como 

diana terapéutica inespecífica en LMA, podría resultar de interés en clínica por sus 

características particulares en este contexto (Cornet-Masana et al., 2019). En base a 

esto, focalizamos la atención en los lisosomas como potenciales orgánulos diana y, 

en concreto, en una proteína importante para su biogénesis y funcionalidad, 

LAPTM4B. A continuación, datos derivados de bases de datos públicas, junto a la 

literatura disponible, apoyaron la relación entre su alta expresión y un peor 

pronóstico (Metzeler et al., 2008; Mosquera Orgueira et al., 2021) o una mayor 

resistencia farmacológica en diversos tumores (Y. Li et al., 2010; Y. Meng et al., 

2016; Rehman et al., 2019; M. Yin et al., 2011).  

Por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto consiste en la identificación del 

papel de LAPTM4B en los eventos asociados con el inicio y mantenimiento de la 

LMA. Para poder conseguir este objetivo, se han propuesto objetivos secundarios:  

1) Caracterización de la expresión, localización y función de LAPTM4B en LMA.  

2) Evaluación de la relevancia fisiopatológica de LAPTM4B en LMA.  

3) Evaluación del uso de la expresión del LAPTM4B como biomarcador para el 

diagnóstico y pronóstico de la LMA.  
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3. Material y métodos 

  



86 
 
 

  



87 
 
 

3.1. Materiales 
3.1.1. Líneas y cultivos celulares 

En este trabajo, la totalidad de las líneas celulares empleadas se cultivaron en medio 

suplementado con 5-10% de suero fetal bovino (FBS) (Biowest), 2mM de L-

Glutamina (Gibco) y 1mM de aminoácidos no esenciales de MEM (Biowest), a 37ºC 

y al 5% de CO2. La línea celular HEK-293T se cultivó en medio DMEM (Biowest) y 

las líneas celulares derivadas de neoplasias hematológicas en medio RPMI1640 

(Biowest). La información de las líneas celulares se encuentra recogida en la Tabla 

1. 

Línea celular Patología Procedencia Referencia 
HL-60 

LMA 

DSMZ 

(Gallagher et al., 1979) 
MonoMac-1 (Steube et al., 1997) 
KG-1 (Koeffler & Golde, 1978) 
Kasumi-1 (Asou et al., 1991) 
U-937 

IJC 
(Dr. Buschbeck) 

(Ralph et al., 1976) 
SKM-1 (Nakagawa et al., 2008) 
Molm-13 (Matsuo et al., 1997) 
HL-60 AraC R Producción propia - 

K-562 LMC ATCC (Lozzio & Lozzio, 2016) 

HEK-293T 
Epitelio de 

riñón 
embrionario 

ATCC (DuBridge et al., 1987) 

Tabla 1. Información de las líneas celulares. AraC R, resistentes a citarabina; LMA, leucemia 
mieloide aguda; LMC, leucemia mieloide crónica; IJC, Institut de Recerca contra la Leucèmia Josep 
Carreras; ATCC, colección americana de cultivos celulares; DSMZ, colección alemana de microorganismos 
y cultivos celulares. 

 

3.1.2. Muestras primarias  

Las muestras de pacientes de LMA pertenecen a las colecciones de muestras del 

Hospital Clínic de Barcelona (C.0000397) y del Institut de Recerca contra la 

Leucèmia Josep Carreras, Campus ICO-GRiP (C.0002922). El diagnóstico y 

clasificación fue realizado siguiendo los criterios de la OMS (Arber et al., 2016). Los 

comités éticos de investigación clínica de los hospitales correspondientes aprobaron 
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el estudio y se obtuvo el consentimiento informado de los pacientes de acuerdo con 

la Declaración de Helsinki. Las muestras de cordón umbilical y las capas 

leucocitarias de donantes sanos se obtuvieron del Banc de Sang i Teixits con la 

aprobación del comité ético del Hospital universitario Vall d’Hebron.  

La sangre de médula ósea, la sangre periférica, la sangre de cordón umbilical y los 

concentrados leucocitarios derivados de leucoaféresis terapéuticas se diluyeron en 

PBS y las células mononucleadas fueron aisladas mediante centrifugación en 

gradiente con Ficoll (Ficoll-Paque, GE Healthcare). En las muestras de cordón 

umbilical se practicó una depleción por linaje. Dicha depleción se basa en la 

selección positiva de células que expresan marcadores relacionados con linajes 

maduros, y se llevó a cabo en columna usando el cocktail de anticuerpos contenido 

en el Lineage cell Depletion kit (Miltenyi Biotec). Posteriormente, los estudios se 

efectuaron exclusivamente en la fracción negativa (lin-), enriquecida en la población 

primitiva. 

 

3.1.3. Compuestos  

Todos los compuestos empleados en este estudio se resuspendieron en H2O 

(Thermo Fisher Scientific) o DMSO (Sigma-Aldrich) según las instrucciones del 

proveedor. Se almacenaron a -80ºC a la concentración determinada por el fabricante 

para su óptima conservación dependiendo de las características de solubilidad del 

compuesto. Los compuestos utilizados se recogen en la Tabla 2. 

Nombre Abrev. Prov. Acción Referencia Núm. CAS Solv. 

PD184352 PD SA Inh MEK (Sebolt-Leopold 
et al., 1999) 212631-79-3 DMSO 

Ly294-002 
(hidrocloruro) LY SA Inh PI3K (Guo et al., 2000) 934389-88-5 DMSO 

Doxorrubicina 
(hidrocloruro) Doxo EPRS Anti-

leucémico 
(Sonneveld et al., 

1981) 25316-40-9 DMSO 
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Daunorrubicina 
(hidrocloruro) Dauno SCBT 

 
 

Anti-
leucémico 

(Murphy & Yee, 
2017) 

23541-50-6 H2O 

Citosina β-D-
arabinofura-
nósido 

AraC, 
citarabina SA 147-94-4 H2O 

Ácido 
holotransretinoico ATRA SA Dif. (Degos, 1992) 302-79-4 DMSO 

1α,25-Dihidroxi-
vitamina D3 

Vitamina 
D3, vit 

D3 
SA Dif. 

monocítica 
(Napoli et al., 

1991) 32222-06-3 DMSO 

Cloroquina CQ Enzo Lisosomotró
pico 

(De Duve et al., 
1974; Djehiche et 
al., 1996; Suzuki 

et al., 2002) 

54-05-7 H2O 

Gilteritinib 
(ASP2215) Gilt QG Inh 

FLT3/AXL 
(Mori et al., 

2017) 1254053-43-4 DMSO 

Elimusertib 
(hidrocloruro) Eli SC Inh ATR (Lücking et al., 

2020) 1876467-74 DMSO 

Tetrahidrouridina THU SA Inh CDA (Riva et al., 1992) 18771-50-1 H2O 

Ionomicina Io SCBT Ionóforo de 
calcio 

(Kuznetsov et al., 
1992) 56092-82-1 DMSO 

Tabla 2. Compuestos utilizados. Abrev, abreviatura; Solv, solvente; SA, Sigma-Aldrich; EPRS, 
European Pharmacopeia Reference Standard; SCBT, Santa Cruz Biotechnology; Enzo, Enzo Life Science; 
QG, QuimiGen; SC, SelleckChem; Inh, inhibidor; Dif, diferenciación.  

 

3.1.4. Anticuerpos acoplados a fluoróforo 

Los anticuerpos acoplados a fluoróforo empleados en citometría de flujo se 

encuentran recogidos en la Tabla 3. 

Anticuerpo Clon Proveedor Fluorocromo 
CD11b/Mac-1 ICRF44 BD PE 
CD14 M5E2 BD APC 
CD184 12G5 BD APC 
CD45 HI30 BD V450 (PB) 
CD45 ratón 30-F11 BD PE 

Tabla 3. Lista de anticuerpos acoplados a fluoróforo para citometría de flujo. Todos reconocen 
el marcador de superficie humano, excepto si se indica. 
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3.1.5. Anticuerpos primarios  

Los anticuerpos primarios se emplearon para detectar específicamente proteínas 

totales procedentes de lisados de células por Western blot y proteínas en superficie 

por citometría de flujo (Tabla 4). 

Anticuerpos Clon Casa comercial 
LAPTM4B CL5289 ATLAS 
GAPDH 6C5 Thermo Fischer Scientific 

α-TUBULINA sc-23948 Santa Cruz Biotechnology 
GFP 4B10 Cell Signaling 

LAMP1 H4A3 Abcam 
TFEB D2O7D Cell Signaling 
p-Stat3 3E2 Cell Signaling 
Stat3 79D7 Cell Signaling 

p-mTOR Policlonal (2972) Cell Signaling 

mTOR Policlonal (2972) Cell Signaling 

p-Akt Policlonal (9271) Cell Signaling 
Akt C67E7 Cell Signaling 

p-Erk E10 Cell Signaling 

Erk Policlonal (9102) Santa Cruz Biotechnology 

LC3B Policlonal (51520) Abcam 
CDA sc-365292 Santa Cruz Biotechnology 

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios. 

 

3.1.6. Cebadores utilizados para la RT-PCR semi-cuantitativa 

Los cebadores empleados para el análisis de la expresión génica por RT-PCR semi 

cuantitativa están recogidos en la Tabla 5.  

Gen 
amplificado Sentido Secuencia Referencia 

GAPDH 
Forward GTGGACCTGACCTGCCGTCT (Pan et al., 

2007) Reverse GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT 
LAPTM4B 
(Isoforma 
larga) 

Forward CGACGCTCCTGAAAACTTG Diseño 
propio Reverse TGATCAGATACCAGACGCC 
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LAPTM4B 
(Isoforma 
corta+larga) 

Forward GGAACTGCTACCGATACATCAA (Xie et al., 
2017) Reverse TCACAGTGGCATCATCATACG 

p21 
(CDKN1A) 

Forward TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA Diseño 
propio Reverse GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC 

ENT1 
Forward GGGCAGCCTGTTTGGTCT 

(Levin et al., 
2021) 

Reverse CCACTGGCAATAGCGCAG 

ENT2 
Forward CTCCTGTCCATGGCCAGTG 
Reverse GGGCCTGGGATGATTTATTG 

ENT3 
Forward TCAGCGGTGCCTCCACTGT 
Reverse GCAGCCAAGTCCACCAATGA 

CNT3 
Forward ACATTTCTTTTGGGGTTCCAT 
Reverse GCAATCAGATTCACAGCGATG 

BCRP 
Forward GGATGAGCCTACAACTGGCTT 
Reverse CTTCCTGAGGCCAATAAGGTG 

dCK 
Forward GCCGCCACAAGACTAAGGAA 
Reverse GACTTCCCTGCAGCGATGTT 

NDK 
Forward ATTCCGCCTTGTTGGTCTGA 
Reverse TTGGAGTCTGCAGGGTTGGT 

PN-I 
Forward AACAACATAGCATCCCCGTGT 
Reverse TTCCTCAAGGCACCATCATGT 

CDA 
Forward TGTGCTGAACGGACCGCTA 
Reverse GCAGGTCCTCAGGCCCAA 

NT5E 
Forward TCTTCTAAACAGCAGCATTCC 

(McBride et 
al., 2009) 

Reverse CATTTCATCCGTGTGTCTCAG 

MRP7 
Forward TCCAGCAGACCATCTGCAAACG 
Reverse GAGGTAGAGCCCCAGAGGAGAATGT 

BIRC5 
(survivina) 

Forward CACCGCATCTCTACATTCAAGA (Y. Zhang 
et al., 2015) Reverse AAGTCTGGCTCGTTCTCAGTG 

CBR1 
Forward ATACGGGGTGACGAAGATTG 

(Matsunaga 
et al., 2015) 

Reverse CACCTTCTTCTGGGCTCTTG 

AKR1C3 
Forward TGGAAAACTCACTGAAAAAAGC 
Reverse CATTTTCATCTGTTGGTGAAAG 

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados para la RT-PCR semicuantitativa. 
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3.2. Métodos  
3.2.1. Generalidades y estadística  

La totalidad de los experimentos de citometría de flujo mostrados en esta tesis han 

sido adquiridos con el citómetro FACSCantoII (Becton Dickinson) y para el análisis 

de los resultados se ha utilizado el software FlowJo (Tristar). En todos los 

experimentos de citometría de flujo el negativo de tinción fue fijado con un control 

sin teñir y los distintos canales de emisión fueron compensados con controles 

unitarios de tinción con el fin de subsanar el spillover de fluorescencia entre ellos.  

Las pruebas estadísticas se han efectuado con el programa GraphPad Prism® 8.0 

(GraphPad software). En el caso de los experimentos de líneas celulares se aplicó un 

test de normalidad para determinar la distribución gaussiana y se realizaron pruebas t 

Student no emparejadas bilaterales con un nivel de confianza del 95%. En algunos 

casos, se han aplicado test ANOVA de medidas repetidas de dos factores. En las 

comparaciones entre grupos de muestras primarias, no fue posible asumir una 

distribución gaussiana y se realizaron test no paramétricos de Mann-Whitney no 

emparejados bilaterales con un nivel de confianza del 95%. Todas las barras de error 

indicadas en las gráficas de barras corresponden al error estándar de la mediana 

(SEM). En el grupo de investigación se ha adoptado esta medida como estándar al 

tener en cuenta la variabilidad y el tamaño muestral, consiguientemente, el error 

estándar de la mediana reproduce la certeza relativa sobre ese valor. Se ha 

considerado estadísticamente significativos valores de p<0,05.  

3.2.2. Contaje celular y viabilidad  

Para el contaje de células vivas durante los experimentos se ha empleado un 

hemocitómetro (cámara de Neubauer, VWR) junto a la tinción de azul tripán 

(Sigma-Aldrich) con la finalidad de discriminar la viabilidad celular. En los 

experimentos de citometría de flujo, los análisis se han efectuado dentro de la 

población de células vivas con un patrón de tinción negativa para 7-AAD 

(eBioscience) y positivo para Hoechst33342 (Sigma-Aldrich), con ello es posible 

discernir las partículas nucleadas y descartar células unidas. Asimismo, se ha 
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comprobado el perfil de FSC-SSC. En ciertos experimentos y por cuestiones de 

solapamiento con otras tinciones, se ha realizado solamente una de las dos medidas 

de viabilidad. 

 

3.2.3. Análisis de la expresión de proteínas en superficie  

3.2.3.1. Análisis de la diferenciación mieloide 

Los efectos sobre la diferenciación de las células leucémicas se analizaron mediante 

la evaluación de la expresión en superficie de marcadores de diferenciación terminal 

mieloide CD11b y CD14. Se cultivaron 3x105 células/mL y fueron tratadas con los 

compuestos a la concentración indicada durante 72h. Las células se tiñeron con los 

anticuerpos específicos para los marcadores indicados junto a los de viabilidad y se 

analizaron por citometría de flujo. Dependiendo del experimento, se analizaron el 

porcentaje de células correspondiente a la expresión de los marcadores o la MFI 

(intensidad media de fluorescencia, del inglés Mean Fluorescence Intensity), dentro de la 

población de células vivas.  

3.2.3.2. Análisis de marcadores de migración celular  

La capacidad migratoria de las células leucémicas se ha evaluado mediante la 

determinación de la expresión de CD184 o CXCR4 en superficie. 3x105 células/mL 

se cultivaron en estado basal durante 72h, posteriormente, las células se tiñeron con 

el anticuerpo específico de CD184 (Tabla 3) y los de viabilidad, y se adquirieron por 

citometría de flujo. Se analizó el porcentaje de células con la expresión de los 

marcadores y la MFI, dependiendo del experimento, dentro de la población de 

células vivas. 

3.2.3.3. Análisis de la expresión génica por PCR semi-cuantitativa en tiempo 

real  

Para el análisis de la expresión génica a nivel de ARN mensajero, se extrajo el ARN 

total de las células en las condiciones indicadas en cada caso, mediante el Total RNA 

Purification Kit (Norgen Biotek) siguiendo las instrucciones del proveedor. El qScript 

cDNA Synthesis Kit (Quanta Bioscience) fue empleado para la retrotranscripción a 
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ADNc, el cual usa cebadores hexámeros al azar. Con el ADNc obtenido se 

realizaron RT-PCRs semi-cuantitativas con Power Up SYBR Green PCR Mastermix 

(Applied Biosystems) y cebadores diseñados específicamente para determinar la 

expresión de los genes de interés (Tabla 5). La reacción se llevó a cabo en el 

termociclador QuantStudioTM 7 Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific) y únicamente se tuvo en cuenta la expresión de los genes cuando los 

perfiles de melting curve eran adecuados y las Cts (ciclo umbral, del inglés treshold cycle) 

inferiores a 35.  

Para analizar los resultados se empleó el software específico de QuantStudioTM 7 

Flex Real-Time PCR System, se obtuvieron los Ct y los valores del gen de referencia 

GAPDH se restaron a los valores derivados del resto de cebadores (ΔCt). En ciertas 

ocasiones, posteriormente se extrajeron los Cts de la condición control a los de las 

otras condiciones (ΔΔCt) y se calculó el fold change como FC=2-ΔΔCt (Livak & 

Schmittgen, 2001). 

 

3.2.4. Microscopía de fluorescencia 

3.2.4.1. Análisis de la expresión de LAPTM4B, LAMP1 o LC3B por 

microscopía de fluorescencia 

Para analizar el patrón de expresión de LAPMT4B, LAMP1 y LC3B se realizó un 

ensayo de inmunofluorescencia. Con este objetivo, un total de 3x105 células fueron 

adheridas a cubreobjetos previamente tratados 2 horas a 37ºC con 50µg/ml de poli-

L-lisina (Sigma-Aldrich). Las células se fijaron con formaldehído (FA) al 4% (Sigma-

Aldrich) y se lavaron con suero salino tamponado con Tris (TBS). A continuación, 

se permeabilizaron con el detergente Tritón-X100 al 0,2% durante 10 minutos, y se 

realizó un bloqueo con 10µg/ml de γ-globulina (Sigma-Aldrich) diluido en tampón 

TNB (1M Tris-HCl pH 7,4, 0,15M NaCl, 2% BSA). Posteriormente, se tiñeron con 

el anticuerpo de LAPTM4B (ATLAS, 91356), LAMP1 (Abcam, 25630) o LC3B 

(Abcam, 51520) incubados durante 1h a temperatura ambiente. Como anticuerpo 

secundario se utilizó el Alexa Fluor 568 Goat Anti-Mouse/-Rabbit IgG (H+L) (Life 
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Technologies), según el caso, y además, se tiñeron los núcleos con Hoechst33342. 

Para el montaje se usó Mowiol 4-88 (VWR) con el quencher Dabco (1,4-diazabicyclo-

2.2.2-octane) (Sigma-Aldrich). Las imágenes se adquirieron con el microscopio de 

fluorescencia Zeiss AxioObserver Z1 acoplado al módulo confocal Zeiss LSM 710 y 

con el objetivo de 63x con apertura numérica 1,4 y se analizaron con el software Fiji 

(Schindelin et al., 2012). 

3.2.4.2. Análisis del compartimento lisosomal mediante LysoTracker 

Para el estudio microscópico del compartimento lisosomal, se empleó la sonda 

fluorescente LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher). Esta sonda consiste en un 

fluoróforo vinculado a una base débil parcialmente protonada a pH neutro. Esto 

permite que estas sondas crucen membranas con facilidad y se localicen con alta 

sensibilidad en orgánulos ácidos en células vivas. Para el análisis microscópico, se 

trataron 2,5x105 células de líneas celulares de LMA por condición con los 

compuestos indicados a 24h, se lavaron con medio completo y se incubaron 1h con 

100nM LysoTracker Deep Red y Hoechst33342 a 37ºC. Posteriormente, se realizó un 

segundo lavado con medio y se adhirieron a cubreobjetos compartimentados de 8 

pocillos µ-Slide (Ibidi) previamente tratados con 50µg/ml de poli-L-lisina antes de la 

observación microscópica. Las células se observaron en vivo, a lo largo de todos los 

pasos se mantuvieron las condiciones óptimas para la viabilidad de las células. Se 

usó un microscopio de fluorescencia Zeiss AxioObserver Z1 acoplado al módulo 

confocal Zeiss LSM 710 y con el objetivo de 63x con apertura numérica 1,4 y se 

analizaron con el software Fiji (Schindelin et al., 2012).  

 

3.2.5. Estudios de afectación lisosomal 

3.2.5.1. Análisis del compartimento lisosomal mediante LysoTracker 

Para el análisis del compartimento lisosomal por citometría de flujo, se sembraron 

en placas de 96 pocillos 7x105células/mL de LMA y se trataron con en las 

condiciones indicadas durante 24h. Posteriormente, las células se lavaron con 

solución salina equilibrada de Hanks (HBSS), se incubaron con 50nM LysoTracker 

Deep Red (Thermo Fisher) y el marcador nuclear Hoechst 30’ a 37ºC. Las células se 
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lavaron con HBSS y se evaluaron por citometría de flujo. Se analizó la MFI obtenida 

del canal APC dentro de la población de células vivas. 

3.2.5.2. Análisis del calcio intracelular  

Con el fin de determinar cambios en la concentración de calcio intracelular, se 

empleó la prueba radiométrica fluorescente sensible a calcio, Fura2-AM (Martínez et 

al., 2017). Para ello, las líneas celulares de LMA se incubaron con Fura2-AM 2µM en 

HBSS+BSA sin Ca2+ ni Mg2+ durante 30’ a 37ºC y en oscuridad. A continuación, las 

células se lavaron con el mismo medio y se resuspendieron en HBSS+BSA en 

presencia de Ca2+ y Mg2+. Posteriormente, se trataron con ionomicina 1µM, un 

ionóforo que aumenta el calcio intracelular y, por tanto, el control positivo de esta 

prueba. La fluorescencia se midió a diferentes tiempos a los longitudes de onda 

340nm y 380nm en un lector de placas y se analizó según la ratio 

(340/508)/(380/508). Las placas empleadas en este ensayo fueron negras con fondo 

transparente. 

 

3.2.6. Clonaje y transducción 

3.2.6.1. Clonaje en el plásmido intermediario pJET1.2 

Para el posterior clonaje en otros plásmidos capaces de infectar células 

hematopoyéticas humanas, en primer lugar, se introdujo en el vector pJET1.2 

(Fermentas) el inserto de LAPTM4B silvestre (wt) amplificado previamente por 

PCR a partir del ADNc de LAPTM4B cedido amablemente por el laboratorio 

Anderson (Wisconsin) en un plásmido de segunda generación pWPT. Los 

cebadores utilizados para la amplificación contenían overhangs que permitieron 

delimitar el gen LAPTM4B con dianas de restricción de EcoRI y BamHI (Tabla 6). 

Los resultados se secuenciaron por Sanger. 

5’ EcoRI - LAPTM4B Iso Larga GGGAAGAATTCCATGACGTCACGGACTCGG 
5’ EcoRI - LAPTM4B Iso Corta GGGAAGAATTCCATGAAGATGGTCGCGCCC 
3’ BamHI - LAPTM4B GGAAAGGATCCGGCAGACACGTAAGG 

Tabla 6. Cebadores utilizados para amplificar LAPTM4B y delimitarlo con las dianas de 
restricción EcoRI-BamHI. 
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3.2.6.2. Clonaje en el vector intermediario mEmerald-C1 

Una vez con nuestros insertos de interés amplificados en el plásmido pJet1.2, 

pasamos a subclonar LAPTM4B en el vector de tercera generación mEmerald-C1 

(Addgene #53975) (Figura 6), esta vez con la finalidad de insertar el fluoróforo 

Emerald (variante de GFP) y así obtener una proteína de fusión Emerald-LAPTM4B. 

Los insertos LAPTM4B correspondientes a la Isoforma Larga o a la Isoforma corta 

se extrajeron mediante digestión con EcoRI y BamHI del vector pJET para 

insertarlo en el vector mEmerald, el cual se digirió con las mismas enzimas de 

digestión. El inserto se insertó en el N-terminal de Emerald y se comprobó que el 

sentido del inserto en el vector mEmerald era el adecuado, dado que comparten las 

mismas dianas de restricción. Esta comprobación se realizó por secuenciación 

Sanger.  

 
Figura 6. Mapa del plásmido mEmerald-C1. Obtenido por el laboratorio de Richard Wood 
(Addgene #53975). 

 

3.2.6.3. Clonaje en el vector lentiviral pCDH-EF1-FHC 

Por último, con el objetivo de expresar la secuencia Emerald-LAPTM4B (Isoforma 

larga o corta) en células mieloides se usó el vector lentiviral de tercera generación 

pCDH-EF1-FHC (Addgene #64874) (Figura 7). El clonaje se realizó a partir de las 
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construcciones derivadas del plásmido intermediario mEmerald-C1, de Emerald 

fusionado a las formas silvestres LAPTM4B isoforma larga o isoforma corta, que se 

cortaron y transfirieron al plásmido pCDH-EF1-FHC mediante la digestión con las 

enzimas NheI y BamHI. El inserto Emerald-LAPTM4B largo o corto se clonó 

fusionado con los marcadores FLAG y HA (Figura 8), y tras la ligación al vector se 

comprobaron los resultados por secuenciación Sanger. 

 

Figura 7. Mapa del plásmido pCDH-EF1-FHC. Obtenido por el laboratorio de Michael Davidson 
(Addgene #64874). 

 

 
Figura 8. Esquema del clonaje de LAPTM4B en pCDH-EF1-FHC. 

 

3.2.6.4. Clonaje de ARNsg en el plásmido pLentiGuide-Puro 

Para conseguir una disminución eficaz en la expresión de LAPTM4B, se utilizó la 

tecnología CRISPR-Cas9 con un sistema de dos vectores. El plásmido de partida no 

incluye la expresión de Cas9, por tal razón, es preciso transducirlo previamente a las 
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células. Así pues, las células de LMA fueron transducidas con el plásmido 

pLentiCas9-Blast (Addgene #52962) (Figura 9, izquierda) y seleccionadas por 

medio del tratamiento con blasticidina (Sigma-Aldrich). En paralelo, el plásmido 

pLentiGuide-Puro (Addgene #52963) (Figura 9, derecha) fue digerido mediante la 

enzima de digestión BsmBI (Thermo Fischer Scientific) y los cebadores ARNsg 

fueron diseñados siguiendo las indicaciones del proveedor para silenciar de forma 

específica el gen LAPTM4B y se generaron en la página web derivada del Centro 

Alemán de Investigación Oncológica (DKFZ) 

(https://github.com/boutroslab/cld.) o de chopchop (http://www. 

https://chopchop.cbu.uib.no/) se clonaron en él (Tabla 7). 

  

Figura 9. Mapa de los plásmidos pLentiCas9-Blast y pLentiGuide-Puro.  Plásmidos obtenidos 
por el laboratorio del Dr. Feng Zhang (Addgene #52962, izquierda; Addgene #52963, derecha). 

 

Guía Oligonucleótidos Origen 

ARNsg#1 FW: 5’ CACCGGTTGATTTTATTGAGTGCCC 
RV: 5’ CCAACTAAAATAACTCACGGGCAAA DKFZ 

ARNsg#2 FW 5’ CACCGGGGAGGTGACTTTGAGTTCA 
RV 5’ CCCCTCCACTGAAACTCAAGTCAAA DKFZ 

ARNsg#3 FW 5’ CACCGGCTACCGATACATCAATGGT 
RV 5’ CCGATGGCTATGTAGTTACCACAAA ChopChop 

ARNsg#4 FW 5’ CACCGTGCGCCCGGAGCGATGAAGA 
RV 5’ CACGCGGGCCTCGCTACTTCTCAAA ChopChop 

Tabla 7. Cebadores específicos para los ARNsg. 

 

https://github/
http://www/
https://chopchop/
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3.2.6.5. Transducción de vectores lentivirales en células leucémicas  

2,5x105 células HEK-293T se sembraron en placas de 6 pocillos en un volumen de 

2mL y se transfectaron con los plásmidos de interés y con plásmidos 

complementarios precisos para la generación de virus lentivirales de tercera 

generación (Dull et al., 1998) (Tabla 8). La transfección fue realizada mediante 

liposomas con el kit JetPei DNA transfection reagent (Polyplus transfection) según las 

indicaciones del proveedor y empleando la proporción recomendada de plásmidos 

(6:4:4:3; plásmido de interés: pMDLg/pRRE : pRSV-Rev : pMD2.G). 

Nombre Procedencia Elemento codificado 

pMDL/pRRE Addgene 
#12251 

Lab. 
Trono 

gag, pol 

pRSV-Rev Addgene 
#12253 Rev 

pMD2.G Addgene 
#12259 VSV-g (env) 

Tabla 8. Relación de plásmidos complementarios necesarios para la generación de lentivirus 
de tercera generación. 

48h después de la transfección, se infectaron 5x105 células mieloides/mL con el 

sobrenadante lentiviral filtrado. Para ayudar a la infección se realizó una 

centrifugación en presencia de 4μg/mL de bromuro de hexadimetrina (Sigma-

Aldrich) a 32ºC durante 90’. Para la detección de células transducidas se evaluó la 

presencia de GFP+ por citometría de flujo en el caso de pCDH-Emerald. Mientras 

que, para pLentiCas9-Blast y pLentiGuide-Puro, se realizó una selección por 

blasticidina y puromicina (Sigma-Aldrich), respectivamente.  

3.2.6.6. Análisis de la señalización con vectores reporteros  

Para analizar la actividad de señalización de las isoformas larga y corta de 

LAPTM4B, se utilizaron diferentes vectores reporteros basados en luciferasa: 

pGL4.33[luc2P/SRE/Hygro] (Promega), que incluye un elemento de respuesta a 

suero activado por la señalización de MAPK-Erk; pGL4.29[luc2P/CRE/Hygro] 

(Promega), que contiene el elemento respuesta a AMPc (CRE); 

pGL4.30[luc2P/NFAT-RE/Hygro], que posee el elemento de respuesta al factor 
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nuclear de células T activadas y 4xM67 pTATA TK-Luc (Addgene), que contiene el 

elemento respuesta a Stat1/3 (Besser et al., 1999). Todos los plásmidos expresan 

luciferasa luc2 (Firefly) de manera condicional a la estimulación de los elementos 

respuesta. Mediante el sistema JetPei se transfectaron 2x105 células HEK-293T/mL 

con el vector pGL4 con el elemento respuesta, las diferentes construcciones de 

pCDH-Emerald-LAPTM4B larga y -LAPTM4B corta y un plásmido control con 

expresión constitutiva del gen de luciferasa Rluc (Renilla) (pRL-SV40, Addgene) a 

una proporción 2:2:1. 24h después de la transfección se trataron las células según lo 

indicado y 24h después del tratamiento las células fueron lisadas, y se evaluó la 

luminiscencia emitida por los dos tipos de luciferasa siguiendo las indicaciones del 

proveedor. Los datos obtenidos se presentaron como la luminiscencia de Firefly 

repecto a la de Renilla y se normalizaron mediante el cálculo de un factor por el que 

multiplicar todos los valores y así reducir el amplio rango de los valores obtenidos 

de esta técnica. Dicho factor se calculó dividiendo el valor medio de todos los datos 

obtenidos de cada réplica entre el valor de la media derivada de todos los datos de 

todas las réplicas. 

 

3.2.7. Estudios de supervivencia y proliferación  

3.2.7.1. Citotoxicidad  

Con el fin de evaluar el efecto citotóxico de los diferentes compuestos, las líneas 

celulares se sembraron en placas de 96 pocillos 7x105células/mL, 5x105células/mL y 

3x105células/mL para los experimentos de 24h, 48h y 72h, respectivamente, y 

fueron tratadas con los compuestos a la concentración indicada. Pasado el tiempo 

correspondiente, la viabilidad fue analizada por contaje volumétrico, según como se 

describe en el apartado 3.2.2. 

3.2.7.2.  Cálculo de las concentraciones efectivas medias (EC50) 

La EC50 es la concentración en la cual un compuesto induce la mitad de su efecto 

máximo. Su cálculo se realizó en base a los datos de citotoxicidad después del 

tratamiento con un amplio abanico de concentraciones del compuesto, obtenidos 

mediante el protocolo explicado en el apartado 3.2.7.1. Los valores de las EC50 se 
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obtuvieron mediante el software GraphPad Prism (Variable slope-four parameters o 

Variable slope-three parameters, dependiendo del experimento). 

3.2.7.3. Ensayo de proliferación con DiI  

Para el análisis de la proliferación celular en líneas celulares, se utilizó la sonda DiI 

(1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-Tetramethylindocarbocyanine, ThermoFisher), capaz de 

teñir las membranas celulares lipofílicas. La intensidad media de fluorescencia 

disminuirá conforme las células se dividan, puesto que la tinción se divide entre las 

células hijas. Un total de 1,5x105 células, previamente lavadas con PBS 1x, se tiñeron 

con DiI 1μg/mL durante 20’ a 37ºC. A continuación, se lavaron dos veces con PBS 

1x + 20% FBS y se sembraron por triplicado en placas de 24 pocillos a una 

concentración de 3x105 células/mL. Los días 0, 2 y 4 del experimento, la mitad del 

medio fue retirada, se analizó la tinción DiI por citometría de flujo y se completó 

con la misma cantidad de medio retirada. 

3.2.7.4. Análisis del ciclo celular  

Los cambios en el ciclo celular estimulados por las diferentes transducciones o por 

los efectos de los compuestos, se estudiaron cultivando las células en medio 

desprovisto de FBS durante 18h para sincronizarlas. A continuación, se cultivaron 

con medio completo para determinar las diferencias de las transducciones a nivel 

basal. Las células se lavaron con PBS 1x + 0,5mM EDTA y se fijaron con etanol al 

70% frío durante 18h. Consecutivamente, las células se lavaron y se tiñeron con 

Hoechst33342 y se adquirieron los datos mediante citometría de flujo. Para discernir 

entre las diferentes fases del ciclo celular se determinó el contenido de ADN tras 

excluir los dobletes (Dean & Jett, 1974). Además, las células en fase <G0 y >G2/M 

fueron descartadas del análisis y se recalculó el 100% de la suma de las fases 

G0/G1, S y G2/M.  

3.2.7.5.  Análisis de las reversiones de la citotoxicidad  

Para evaluar el potencial de la LAPTM4B para revertir la citotoxicidad inducida por 

algunos compuestos, las células han sido tratadas con combinaciones de compuestos 
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simultáneamente durante 48h y posteriormente, se analizó la viabilidad celular según 

se detalla en el apartado 3.2.7.1. 

 

3.2.8. Ensayo de clonogenicidad  

Para evaluar el potencial de autorrenovación de las células se han realizado ensayos 

de clonogenicidad. Un total de 1.500 células, para HL-60 y MM-1, o 1000 células del 

resto de líneas celulares empleadas se mezclaron con 1mL de MethoCult H4435 

Enriched (Stem Cell Technologies) y se sembró por duplicado en placas de 24 

pocillos. Las unidades formadoras de colonias (CFU) se contaron en base a la 

morfología y la celularidad a día 10.  

 

3.2.9. Estudios in vivo  

Toda la experimentación in vivo llevada a cabo en este trabajo se ha realizado de 

acuerdo con los procedimientos aprobados por el correspondiente Comité Ético de 

Experimentación Animal (CEEA) de la Universidad de Barcelona (UB) y del 

Institut d’Investigació en Ciències de la Salut Germans Trias i Pujol (IGTP) y en 

cumplimiento de lo establecido en el Real Decreto 53/2013, por el cual se 

establecen las normas básicas aplicadas para la protección de los animales usados en 

experimentación y otras finalidades científicas.  

En los estudios in vivo, se ha trabajado con ratones adultos inmunodeficientes NOD-

scid IL2Rgammanull (NOD.Cg-PrkdcˢᶜⁱᵈIl2rgᵗᵐ¹ᵂʲˡ/SzJ, NSG) procedentes de 

Jackson Laboratory. La elección de este modelo animal se ha basado en su alta 

eficacia de injerto de poblaciones hematopoyéticas, al igual que en su incrementada 

reproducibilidad de los resultados (Agliano et al., 2008; Sarry et al., 2011). 

Los animales se mantuvieron en condiciones estériles, estabulados en jaulas 

ventiladas con aire filtrado y manipulados en campanas de flujo laminar. Se les 

suministró una dieta ordinaria de laboratorio y acceso a agua y comida ad libitum. La 

temperatura se controló para oscilar entre 22 y 24ºC y se aplicaron ciclos de luz-
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oscuridad de 12h. Los experimentos se realizaron con ratones de entre 6 y 8 

semanas de edad y se mieloablacionaron con la administración intraperitoneal de 

30mg/kg de busulfán (Sigma-Aldrich) 24h antes de la inyección de células. 

3.2.9.1. Xenotrasplante con líneas celulares  

Se inyectaron por vía intravenosa 2x106 células HL-60 transducidas con pCDH-

Emerald, pCDH-Emerald-LAPTM4B largo o -Emerald-LAPTM4B corto, junto con el 

plásmido lentiviral pLL-EF1α-eFLuc-T2A-GFP (rLuc, System Bioscience 

#LL410PA-1) resuspendidas en solución fisiológica (0,9% NaCl, Sigma-Aldrich). El 

plásmido rLuc permite la expresión de luciferasa, la cual puede detectarse por 

luminiscencia producida por la oxidación de la luciferina, y así bien, poder disponer 

de un seguimiento de la capacidad de injerto. La carga leucémica se analizó en días 

alternos mediante el sistema de toma de imágenes in vivo no invasivo IVIS® Lumina 

III In vivo Imaging System (PErkin Elmer). Para ello, se inyectó de forma 

intraperitoneal Luciferina 150mg/kg de peso del ratón (PErkin Elmer) y se 

anestesiaron con 3% de isoflurano (BBraun). Transcurridos 10’ se realizaron las 

capturas de imágenes en un lapso de entre 30’’ (ratones inyectados con la isoforma 

larga) o 2’ (ratones inyectados con la isoforma larga o el vector control) y se 

analizaron con el software Aura®. Pasadas tres semanas, los ratones se sacrificaron 

por dislocación cervical y se extrajeron las tibias, los fémures y el bazo. Las células 

de la médula ósea obtenidas de las tibias y los fémures se extrajeron por 

disgregación mecánica mediante el empleo de un mortero. En cambio, para la 

obtención de las de bazo se realizó presión mecánica con la ayuda del émbolo de 

una jeringa. En ambos casos, se resuspendieron en tampón PBS 1x + 0,5mM 

EDTA + 0,5% BSA y mediante citometría de flujo se analizaron las poblaciones 

presentes. Para discernir las células leucémicas, se emplearon anticuerpos específicos 

de CD45 humano, excluyendo las CD45 de ratón, y considerando el porcentaje de 

células CD45+ como el valor de injerto de las células. Tras seleccionar dicha 

población, las células de interés se identificaron gracias a la expresión de GFP 

(Emerald), respectivamente, y se representaron como el porcentaje de células, 

normalizando los resultados al 100%. 
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3.2.9.2. Ensayo de competición de xenotrasplante con líneas celulares  

Previamente a los experimentos in vivo, células HL-60, MonoMac-1 o U-937 fueron 

transducidas con el vector comercial pULTRA-Smurf (Addgene #48974), en el cual 

la proteína GFP se reemplazó por la proteína fluorescente AmCyan, detectable por 

citometría de flujo, según el protocolo detallado en el apartado 3.2.6.4. Tras la 

validación de la transducción, se inyectaron vía intravenosa 1,5x106 (HL-60) o 5x105 

células (MonoMac-1 o U-937) pULTRA-Smurf, junto con 1,5x106 células HL-60 o 

5x105 MonoMac-1 o U-937, respectivamente, transducidas con el vector pCDH-

Emerald, -Emerald-LAPTM4B largo y -Emerald-LAPTM4B corto resuspendidas en 

solución fisiológica (0,9% NaCl, Sigma-Aldrich). Pasadas dos semanas para MM-1 y 

U-937 o tres en el caso de HL-60, los ratones se sacrificaron y las células se 

extrajeron de la misma forma descrita en el apartado 3.2.9.1. Las poblaciones 

celulares presentes se analizaron por citometría de flujo. Las células leucémicas se 

identificaron con anticuerpos específicos de CD45 humano, descartando las CD45 

de ratón, y se consideró el porcentaje de células CD45+ como el valor de injerto de 

las células. Tras seleccionar dicha población, las células control transducidas con 

pULTRA-Smurf y las células de interés fueron diferenciadas debido a la expresión 

de AmCyan y GFP (Emerald), respectivamente, y representadas como el porcentaje 

de células, normalizando los resultados al 100%. 

 

3.2.10. Western Blot  

Con el fin de analizar las proteínas en estado basal, 10x106 células de las líneas 

celulares de LMA, de muestras primarias procedentes de sangre periférica o de 

leucoaféresis fueron recolectadas para asegurar un distinguido porcentaje de blastos. 

Para el análisis de proteína tras un tratamiento, se cultivaron 3x106 células de LMA y 

se trataron con los compuestos indicados 24h o 48h, o se cultivaron en ausencia de 

nutrientes durante 18h. Las células fueron lisadas con el tampón RIPA 

complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1mM benzamidina, 1mM 

DTT, 1μg/mL leupeptina, 1μg/mL aprotinina, 1mM PMSF, 1mM ortovanadato de 

sodio, 20mM NaF) para poder analizar la proteína total. Tras obtener los extractos 
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de proteína, se cuantificaron con el kit BCA Protein Assay Kit (Thermo Fischer 

Scientific) mediante el uso del espectrofotómetro Synergy HT Multi-Detection 

Microplate Reader (BioTek) a 562nm.  

A continuación, se realizó una electroforesis de los extractos proteicos en geles de 

geles de poliacrilamida a una concentración de 60-100μg y en presencia de 

condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS y β-mercaptoetanol, Sigma-

Aldrich) y fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa de 0,2μm (BIO-

RAD). Para la inmunodetección, se usaron anticuerpos primarios específicos (Tabla 

4) y anticuerpos secundarios IRDye ®800 CW y IRDye® 680 CW (LI-COR) según 

las indicaciones del sistema de inmunodetección Odyssey (LI-COR). Las imágenes 

fueron obtenidas con el Odyssey Infrared Imaging System® (LI-COR) y se empleó 

GAPDH y α-Tubulina (Tabla 4) como referencia. El software ImageJ se usó para 

cuantificar las bandas. 

 

3.2.11. Generación de líneas resistentes a citarabina 

Para estudiar la resistencia en las líneas de LMA, se eligieron las células HL-60 

debido a su elevada sensibilidad a quimioterapia y fueron tratadas al valor de la 

EC50 hasta que adquirieron resistencia a citarabina (AraC R). En ese momento, se 

incrementó gradualmente la concentración del tratamiento hasta que se duplicó el 

valor de las EC50, en comparación con el valor inicial. Las células resistentes se 

mantuvieron con la dosis de la EC50 en el medio para evitar la pérdida de la 

resistencia y con el fin de validarlas, se comprobaron por citometría de flujo los 

valores de EC50 (Figura 10).  
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Figura 10. Las células HL-60 resistentes generadas tienen una menor sensibilidad a la 
citarabina e incrementan el valor de su EC50. Las células HL-60 se trataron con citarabina 15nM 
hasta que las células adquirieron resistencia. A) La línea parental y la resistente se trataron con dosis 
crecientes de citarabina y la viabilidad se determinó por citometría de flujo. B) El cálculo de los valores de 
las EC50 reveló un incremento en la línea resistente. El gráfico de las EC50 es una réplica representativa de 
tres experimentos individuales, en la que cada punto representa la media de triplicados de un experimento 
± SEM. La media del valor de la EC50 correspondiente a tres experimentos independientes queda 
indicada mediante las barras. *p<0,05. 

 

3.2.12.  Estudio de la senescencia  

La senescencia se ha evaluado mediante el kit β-Galactosidase Staining Kit (Cell Signal) 

que permite la detección de SA-β-Gal, un indicador de la senescencia. 7,5x105 

células/mL en estado basal o tratadas 24h previamente según se indica, se lavaron, 

fijaron y tiñeron durante 12h siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Transcurrido el tiempo correspondiente, se empleó la cámara acoplada a un 

microscopio invertido y se capturaron imágenes de distintos planos a 20x aumentos. 
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4. Resultados  
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4.1. Resultados preliminares 
Este proyecto deriva de estudios previos del grupo de investigación centrados en la 

caracterización de un grupo de compuestos antihistamínicos denominados ANHAs 

(agonista inverso antineoplásico de HRH1) como potencial tratamiento frente a 

LMA. Durante la realización de dicho trabajo se concluyó que el mecanismo de 

acción mediante el cual estos compuestos inducen apoptosis y autofagia 

simultáneamente en células leucémicas, consiste en provocar una disrupción 

lisosomal y mitocondrial independiente del receptor de histamina (Cornet-Masana et 

al., 2019). La relevancia de este estudio para el proyecto actual reside en la 

caracterización de los lisosomas y las mitocondrias en procesos cancerígenos y en su 

proposición como posibles dianas terapéuticas. 

A pesar de que en dicho proyecto se exploraron ambos orgánulos como potenciales 

dianas farmacológicas en conjunto, la trascendencia de las mitocondrias como 

fuente de energía principal de la célula ha generado numerosos estudios a lo largo de 

los años, en los que se ha tratado de diseccionar su funcionalidad y sus alteraciones 

en múltiples ámbitos, incluido en el de la leucemia (de Beauchamp et al., 2022; El-

Shaqanqery et al., 2021; Mondet et al., 2021; Panina et al., 2021). Por tal razón, junto 

a la imperante necesidad de encontrar nuevas estrategias terapéuticas contra esta 

enfermedad (Sukhai et al., 2011), en el trabajo que estamos presentando decidimos 

centrarnos exclusivamente en los lisosomas, grandes olvidados a lo largo de la 

historia por su relegado papel como orgánulos de digestión. Del mismo modo, las 

evidencias encontradas en la literatura al respecto destacan su desestabilización en 

varios tipos de leucemia (Dielschneider et al., 2014; Puissant et al., 2010) y, en 

concreto, su fragilidad asociada a un aumento de tamaño en LMA (Sukhai et al., 

2013). Dicha inestabilidad lisosomal en el contexto leucémico permitiría a las células 

de LMA cubrir sus exigentes necesidades energéticas y adquirir ventajas respecto a 

las células sanas, como una alta proliferación, un metabolismo hiperactivo o una 

mayor capacidad invasiva (Cuesta-Casanovas et al., 2022; Jain et al., 2022; T. Tang et 

al., 2020). Asimismo, las diferencias estructurales y funcionales observadas entre los 
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lisosomas de las células leucémicas y los de células sanas, mejorarían la ventana 

terapéutica en el supuesto de plantear estos orgánulos como diana frente a LMA.  

En base a los datos recopilados acerca de los lisosomas en nuestro laboratorio, esta 

tesis parte de la búsqueda en repositorios públicos como Bloodspot (Bagger et al., 

2016), Cancer Cell Line Encyclopedia (Ghandi et al., 2019) y Vizome database (Tyner et 

al., 2018), de diferencias de expresión a nivel de ARNm entre moléculas clave para 

la biogénesis y la funcionalidad lisosomal. En esta búsqueda destacó el gen lisosomal 

LAPTM4B, el cual se encuentra sobreexpresado en varios tumores como cáncer 

hepatocelular, cáncer gástrico, cáncer de mama o cáncer de colon, y cuya proteína se 

considera un factor de mal pronóstico en muchos de estos casos (Y. Meng et al., 

2016). Por otro lado, el gran interés sobre este gen radica en su presencia en las 

principales firmas génicas asociadas a pacientes de LMA (Metzeler et al., 2008), a 

resistencia a citarabina (Farge et al., 2017) y con ciertas propiedades de células 

madre en el contexto leucémico (Figura 11) (Ng et al., 2016). 

 
Figura 11. Lista de 17 genes con valor pronóstico y asociados a células madre leucémicas. (Ng 
et al., 2016). 
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4.2. Estudio de la familia LAPTM en LMA 
Tras la obtención de los resultados extraídos de las bases de datos, así como de la 

literatura apuntando a LAPTM4B como gen relevante en LMA, se decidió estudiar 

en primer lugar, la expresión diferencial de LAPTM4B junto con la de otros 

miembros de la familia LAPTM, con el fin de validar su elección como gen de 

estudio. 

4.2.1. Expresión de la familia LAPTM en células hematopoyéticas 

sanas y neoplasias 

Inicialmente, se evaluó la expresión de LAPTM4A, LAPTM4B y LAPTM5 

mediante la base datos pública de expresión génica R2: Genomics Analysis and 

Visulization Platform (hgserver1.amc.nl). Las sondas utilizadas para nuestros genes de 

interés fueron: 200673_at para LAPTM4A, 214039_s_at, 208029_s_at y 

208767_s_at usadas en conjunto para LAPTM4B y 201721_s_at para LAPTM5.  

Como primer paso, quisimos determinar si existían diferencias de expresión entre 

los diferentes genes de la familia LAPTM, comparando muestras sanas con muestras 

de pacientes de LMA. Para este supuesto, usamos la base de datos GSE13159, la 

cual contiene los datos obtenidos en el estudio MILE (Microarray Innovations In 

Leukemia) de la European Leukemia Network (ELN) (Haferlach et al., 2010; Kohlmann 

et al., 2008). Este estudio incluye más de 2000 muestras de sangre o médula ósea 

derivadas de pacientes con leucemia mieloide aguda en el momento del diagnóstico 

(Kohlmann et al., 2008) y analizadas mediante la tecnología Affymetrix HG-U133 Plus 

2.0 GeneChips. De este primer análisis, no se obtuvieron diferencias significativas 

entre la expresión de LAPTM4B en muestras de LMA frente a los controles sanos. 

En cambio, LAPTM4A presentó un aumento significativo en la expresión de 

pacientes en comparación con individuos sanos y opuestamente, LAPTM5 mostró 

un descenso de la expresión en esta misma comparación (Figura 12).  
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Figura 12. Expresión de la familia de genes LAPTM en muestras sanas o de pacientes de 
LMA. Expresión génica en células hematopoyéticas sanas (gris) y células de LMA (rosa) de LAPTM4A, 
LAPTM4B y LAPTM5. Cada punto indica el valor de expresión de un individuo (Log2) y la barra indica la 
media de todos los valores obtenidos de la base de datos GSE13159. **p<0,01; ****p<0,0001; ns, no 
significativo. 

 
4.2.2. Expresión de la familia LAPTM en LMA asociada con mal 

pronóstico 

Ante el hecho de no encontrar diferencias significativas en la expresión de 

LAPTM4B en pacientes frente a individuos sanos, decidimos explorar su expresión 

en el curso clínico de la enfermedad. 

En primer lugar, evaluamos la tasa de supervivencia de pacientes con LMA en 

relación a la expresión de LAPTM4A (200673_at), LAPTM4B (214039_s_at) o 

LAPTM5 (201721_s_at) (Figura 13A). Estos resultados se obtuvieron de la base de 

datos GSE37642, que contiene información de la expresión génica de 562 muestras 

de pacientes de LMA derivados del estudio AMLCG 1999 (Haferlach et al., 2004). 

Según podemos deducir de ellos, una mayor expresión de LAPTM4B estaría 

asociada con una menor supervivencia, mientras que no se observa este patrón en 

los casos de LAPTM4A o LAPTM5.  

Dada la frecuencia y gravedad asociada a las recaídas en LMA (Medeiros, 2018; Thol 

& Ganser, 2020), así como, a la relación entre una mayor expresión de LAPTM4B 

con una menor supervivencia (Figura 13A), se procedió al análisis de la expresión 
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diferencial de todos los miembros de la familia LAPTM en el contexto de las 

recaídas frente al momento del diagnóstico en muestras pareadas. Estos resultados 

se obtuvieron a partir de la base de datos GSE66525 y según el protocolo publicado 

por Hackl et al. (Hackl et al., 2015). De la misma forma que hemos observado en el 

caso de la supervivencia, únicamente se han detectado diferencias notables en 

LAPTM4B. En concreto, se distingue un aumento de la expresión de este gen en el 

momento de las recaídas respecto al diagnóstico (Figura 13B). Por todo ello, 

LAPTM4B sería el único miembro de la familia LAPTM que tiene relación con la 

supervivencia y las recaídas, aunque no se encuentre sobreexpresado de forma 

general en LMA. 

 
Figura 13. Una alta expresión de LAPTM4B disminuye la supervivencia y se asocia con las 
recaídas en LMA. A) Curvas de supervivencia según la expresión superior (azul) o inferior (roja) a la 
media de LAPTM4A, LAPTM4B y LAPTM5, respectivamente. B) Expresión de LAPTM-4A, -4B y -5 
en muestras pareadas en el momento del diagnóstico y en las recaídas, cada punto indica el valor de 
expresión de un individuo en unidades arbitrarias obtenidos de la base de datos GSE66525 (Hackl et al., 
2015). *p<0,05, ns, no significativo. 
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4.3. Estudio de LAPTM4B en LMA 
Dado que nuestro principal interés residía en confirmar que LAPTM4B podría ser 

un buen candidato frente a LMA, y los datos previos lo sustentan en casos asociados 

a un peor pronóstico, los siguientes pasos consistieron en estudiar específicamente 

la expresión de LAPTM4B a diferentes niveles (in silico, para completar los estudios 

previos, e in vitro, tanto en líneas celulares de neoplasias como ex vivo) y en crear un 

modelo de estudio para evaluar la funcionalidad de LAPTM4B en LMA. 

4.3.1. Expresión de LAPTM4B en células hematopoyéticas sanas y 

neoplasias 

a) In silico 

Debido a la heterogeneidad asociada a la LMA, comenzamos detallando su 

expresión en diferentes subtipos en base a sus características citogenéticas y 

ordenados de mejor a peor prognosis (Assaf et al., 2022; Estey, 2020; Pourrajab et 

al., 2020) (Figura 14A). Aunque a nivel global, expresando todos los tipos de LMA 

en conjunto, no se detectaba un cambio destacable en la expresión de LAPTM4B 

(Figura 12), al separar dichos subgrupos según la clasificación de la OMS vigente 

(Khoury et al., 2022), se observa una relación entre la prognosis asociada a cada 

subtipo y la expresión de LAPTM4B. La expresión de LAPTM4B es superior en 

aquellos casos con peor pronóstico e inferior en algunos de los grupos con mejores 

tasas de respuesta al tratamiento (Figura 14A). Cabe destacar que el caso de LMA 

con cariotipo complejo, generalmente asociado con una baja supervivencia (Schoch 

et al., 2005; Stölzel et al., 2016), es el subgrupo con mayor expresión de LAPTM4B. 

Del mismo modo que en el caso de las recaídas comentado en el apartado anterior, 

existe una correlación inversa entre la expresión de LAPTM4B y la supervivencia. 

Seguidamente, para conceptualizar a LAPTM4B en un estado fisiológico ausente de 

enfermedad, se procedió a evaluar su expresión en células mieloides 

hematopoyéticas sanas obtenidas de la base de datos GSE24759 (Novershtern et al., 

2011), la cual incluye datos de expresión de ARNm de 211 muestras derivadas de 38 

poblaciones diferentes de células hematopoyéticas humanas. Este gráfico muestra 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE24759
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diferentes grupos de expresión de LAPTM4B (Figura 14B), donde las HSCs 

presentan la máxima expresión, seguidas del linaje megacariocítico y de los 

progenitores celulares. Mientras que las células maduras, tanto del linaje mieloide 

como del eritroide, muestran una baja expresión. En líneas generales, este resultado 

sugiere un aumento de la expresión de LAPTM4B en aquellas células menos 

diferenciadas, coincidiendo con la correlación negativa observada en otros trabajos 

entre la expresión de LAPTM4B y el estado de diferenciación de ciertos tumores 

como en hepatocarcinoma (Peng et al., 2005). 

 
Figura 14. Una elevada expresión génica de LAPTM4B se asocia a LMA con cariotipo 
complejo y a células sanas poco diferenciadas. A) Expresión génica de LAPTM4B en células 
hematopoyéticas sanas (gris) y los diferentes subtipos de LMA ordenados de mejor a peor pronóstico 
según la clasificación citogenética (Estey, 2020; Pourrajab et al., 2020). *p<0,05; ****p<0,0001. B) 
Expresión de LAPTM4B en células mieloides sanas. Cada punto indica el valor de expresión de un 
individuo (Log2) y la barra indica la media de todos los valores obtenidos de la base de datos GSE13159 y 
GSE24759, respectivamente. 
 

b) In vitro: muestras primarias 

Una vez recopilados los datos bioinformáticos que justifican la elección de 

LAPTM4B como objeto de estudio por su posible relación con la LMA, tales como 

su alta expresión en pacientes con cariotipo complejo, en recaídas y en células sanas 

poco diferenciadas, consideramos continuar con estudios de caracterización in vitro.  
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En primer lugar, se consideró importante conocer el nivel de expresión de 

LAPTM4B en células hematopoyéticas derivadas de población sana y de pacientes 

de LMA. Con este fin, se usaron las técnicas de PCR semi-cuantitativa en tiempo 

real (RT-PCR), para medir la expresión derivada de la transcripción del gen 

(ARNm), y de Western blot, para evaluar el nivel de proteína. Aunque la evaluación 

de la expresión de LAPTM4B mediante citometría de flujo habría resultado de 

utilidad para nuestro estudio, no disponer de anticuerpos adecuados para ello nos 

impidió llevar a cabo este abordaje.  

Para este este primer estudio exploratorio por RT-PCR, se utilizaron dos parejas de 

cebadores distintas, una de ellas complementaria de la región de LAPTM4B 

específica de la isoforma larga (Par 1 en Figura 15) y otro par que hibrida con una 

región común para ambas isoformas (es decir, nos proporciona información de la 

isoforma corta y larga) (Par 2 en Figura 15) (Xie et al., 2017). Dado que la 

secuencia codificante de la isoforma corta es idéntica a la larga a excepción de unos 

700 pares de bases en el extremo 5’, no es posible diseñar cebadores específicos para 

la secuencia que codifica la proteína de 24 kDa. En líneas generales se sobreentiende 

que, la diferencia entre la expresión de la pareja de cebadores comunes menos la 

resultante de la pareja correspondiente a la isoforma larga indicaría la expresión de la 

isoforma corta (Figura 15).  

 
Figura 15. Esquema de la posición y amplificación de los cebadores utilizados para analizar 
la expresión de LAPTM4B por RT-PCR semi-cuantitativa. 

El análisis de la expresión se realizó normalizando respecto al gen constitutivo 

GAPDH y los niveles obtenidos fueron muy heterogéneos. A pesar de la 

variabilidad encontrada, la expresión de LAPTM4B detectada por el par 2 

(corta+larga) en LMA era similar a la muestra sana de referencia, aunque se observó 
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una ligera tendencia superior sin valor estadístico. Sin embargo, la expresión de la 

forma larga (par 1) es equiparable en ambas poblaciones (Figura 16A). Estos 

resultados sugieren que la forma corta está sobreexpresada en LMA, en 

comparación con las células sanas. 

 

Figura 16. Las células de neoplasias hematológicas expresan niveles variables de LAPTM4B, 
aunque con cierta tendencia de aumento de la isoforma corta a nivel transcripcional respecto 
a células sanas. A) Expresión de LAPTM4B analizada mediante RT-PCR en muestras de donantes 
sanos (gris) en comparación con las células de LMA (azul, isoforma larga y corta; rojo, isoforma larga). La 
barra horizontal indica la media de todos los valores para cada caso ± SEM. B) Western blot 
representativos con el anticuerpo de LAPTM4B humano y GAPDH como control de carga. 

Por otro lado, debido a que la unidad funcional es la proteína, quisimos analizar su 

expresión seleccionando algunas de las muestras primarias de LMA y células sanas 

sanguíneas. Mediante el uso de un anticuerpo específico para la región común de 

ambas proteínas, observamos bandas del tamaño esperado, 24 kDa y/o 35 kDa. 

Asimismo, se utilizó GAPDH como proteína de referencia. Resulta destacable 

mencionar la expresión ubicua encontrada en la isoforma corta (24 kDa), presente 

con diferentes niveles en la totalidad de muestras sanas y enfermas, frente a la 

ausencia de la proteína de 35 kDa en casi la mayoría de ellas (Figura 16B). La 

expresión proteica de las diferentes isoformas iría en concordancia con los datos 

derivados del análisis de ARNm, donde la isoforma corta se expresa asiduamente, 

aunque con diferente intensidad según la muestra, a diferencia de la larga, que 

parece tener una expresión mucho más limitada y no parece sobreexpresada en 

LMA. 
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c) In vitro: líneas celulares 

Una vez contextualizada la expresión de LAPTM4B en muestras primarias, usamos 

las mismas estrategias para dilucidar su expresión en líneas celulares de linaje 

mieloide, dado que éstas serán nuestra herramienta de estudio. Todas las líneas 

evaluadas corresponden a LMA o se comportan como tal, a excepción de K-562, 

clasificada como leucemia mieloide crónica (LMC) (Figura 17A). Respecto a la 

expresión de ARNm, se detectó gran variabilidad de unas líneas a otras, siendo K-

562 y MM-1 las que presentan mayor expresión de LAPTM4B, y U-937 y KG-1, las 

de menor expresión endógena. A nivel de proteína, los resultados muestran la 

ausencia de bandas del tamaño esperado, 24 kDa y/o 35 kDa, mientras que los 

niveles de la proteína de referencia GAPDH sirven como control de carga (Figura 

17B). Es decir, parece que el nivel de la proteína LAPTM4B está por debajo del 

nivel de detección de esta técnica/anticuerpo o bien que dicha proteína no se 

expresa en las líneas celulares estudiadas.  

 
Figura 17. Expresión de LAPTM4B en líneas celulares de neoplasias hematológicas. A) 
Expresión génica de las isoformas larga+corta (azul) o la isoforma larga (rojo) y respecto al gen 
normalizador GAPDH, cada barra representa la media de triplicados de tres experimentos independientes 
± SEM. B) Western blot representativo de las líneas celulares KG-1, MM-1, HL-60 y U-937, con el 
anticuerpo específico de LAPTM4B y GAPDH como control de carga. 

 
4.3.1.1. Generación de líneas celulares con sobreexpresión de LAPTM4B 

Aunque existe una alta heterogeneidad en cuanto a la expresión de LAPTM4B tanto 

en muestra primarias como en líneas celulares de LMA, se aprecia una tendencia a 
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su sobreexpresión a nivel de ARNm en LMA. De acuerdo con los datos clínicos de 

expresión génica asociada a pronóstico, en conjunto con estas primeras 

comprobaciones, se decidió evaluar la importancia de LAPTM4B mediante estudios 

de pérdida y ganancia de función en líneas celulares.  

En primer lugar, para poder explorar y caracterizar detalladamente ambas isoformas, 

se procedió a la generación de un modelo de estudio con sobreexpresión ectópica y 

constitutiva de LAPTM4B, para su isoforma larga o corta. Este procedimiento se 

realizó por transducción lentiviral de líneas celulares de LMA, HL-60, MonoMac-1, 

U-937, KG-1, SKM-1, Molm-13 y la línea de LMC, K-562 con las dos isoformas de 

LAPTM4B fusionadas a la proteína fluorescente Emerald, con el fin de poder validar 

la transducción y localizar la proteína diana. Es importante mencionar que las líneas 

ampliamente utilizadas en este trabajo fueron las de: HL-60 (línea con maduración 

FAB M2), MonoMac-1 (leucemia monocítica FAB M5) y U-937 (línea derivada de 

linfoma histocístico difuso, por su morfología y comportamiento monocítico se 

utiliza como modelo de LMA), dado que por sus características consideramos que 

representaban la heterogeneidad descrita en LMA.  

Para la comprobación de la infección lentiviral de las células de interés, se empleó la 

citometría de flujo por la posibilidad de detectar la fluorescencia emitida por la 

proteína Emerald. La eficiencia de la transducción fue muy alta para todos los casos 

(>90%), como se puede apreciar en este histograma representativo para HL-60, 

MM-1 y U-937 (Figura 18). 
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Figura 18. Comprobación de las transducciones de Emerald-LAPTM4B mediante 
citometría de flujo. Porcentaje de células GFP+ correspondientes a las transducidas con Emerald, 
histograma representativo para tres líneas celulares de LMA: HL-60, MM-1 y U-937. 

Del mismo modo en que se analizó la expresión por RT-PCR y mediante Western 

blot en muestras humanas, se confirmó la sobreexpresión génica y proteica de 

LAPTM4B en las líneas celulares evaluadas (Figura 19A). A nivel proteico, se debe 

destacar que el tamaño de las proteínas detectado por el anticuerpo anti-LAPTM4B, 

corresponde al tamaño de la isoforma corta o larga de LAPTM4B (24 kDa y 35 

kDa), más el tamaño correspondiente a la proteína de fusión verde fluorescente 

Emerald (27 kDa), por ello se esperan bandas de 51 o 62 kDa respectivamente, en las 

líneas transducidas. En cambio, las células control presentarán el tamaño estándar de 

las isoformas (24 kDa y 35 kDa) puesto que no están transducidas o lo están con el 

vector vacío (Figura 19B). Pese a ello, se detectaron también bandas a 24 o 35 kDa 

en las líneas transducidas, que podrían corresponder a las proteínas endógenas 

debido a un mecanismo de inducción mediado por la transducción no conocido o 
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por la escisión de la proteína sobreexpresada, que se habría separado de la proteína 

Emerald.  

 

Figura 19. Validación de la expresión de las formas de LAPTM4B en las células 
transducidas. A) Expresión génica de las diferentes isoformas transducidas analizada por RT-PCR semi-
cuantitativa. B) Determinación de la presencia de las diferentes isoformas de LAMPT4B mediante 
Western blot en las diferentes líneas celulares con GAPDH como control de carga. Los gráficos de barras 
indican la media de expresión génica de tres réplicas de tres experimentos independientes ± SEM respecto 
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al gen de referencia GAPDH. *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. NT: no transducido, 
IsoLarga: isoforma larga, IsoCorta: isoforma corta, Eme: Emerald.  

Como se puede observar en los datos derivados de estas comprobaciones, tanto a 

nivel génico como a nivel de proteína, la expresión de LAPTM4B, larga o corta, ha 

incrementado notablemente en todas las líneas celulares. 

Por último, se realizaron inmunofluorescencias para obtener información acerca de 

la localización y del patrón de distribución de la proteína LAPTM4B. Para dichas 

inmunofluorescencias se empleó el anticuerpo específico frente a LAPTM4B, junto 

con la detección de la fluorescencia emitida por Emerald, para poder determinar si 

existía colocalización entre la proteína sobreexpresada y la endógenea. De la misma 

forma, se realizaron inmunofluorescencias de LAMP1 como marcador lisosomal 

(Baba et al., 2020).  

En este caso, las líneas evaluadas por inmunofluorescencia fueron HL-60 y SKM-1 

representando diferentes subtipos de LMA (M2 y M5, respectivamente). En ellas, se 

puede observar una localización similar entre el LAPTM4B endógeno y el expresado 

ectópicamente en ambas líneas celulares. Igualmente, el patrón de expresión de 

LAPTM4B coincide con el de LAMP1, lo que sugiere su localización en lisosomas, 

aunque también se encuentra en otras localizaciones subcelulares. En cuanto a la 

expresión de las diferentes isoformas, podemos concluir que la isoforma larga 

presenta una distribución más amplia, puesto que se expresa tanto en los lisosomas 

como en la membrana plasmática. Por otro lado, la isoforma corta aparece como 

una señal más débil, más concreta y restringida a los lisosomas (Figura 20). 

Estas células se trataron con cloroquina como control positivo, debido a que este 

compuesto antimalárico es conocido por ser un agente lisosomotrópico que bloquea 

el proceso de autofagia, aumenta el pH lisosomal y provoca un aumento de tamaño 

de los lisosomas (Fedele & Proud, 2020; Mauthe et al., 2018; Yoon et al., 2010). Al 

tratar con este compuesto, se observó un cambio de patrón en la distribución de 

LAPTM4B, siendo más evidente su expresión en zonas concretas de las células 

transducidas, sobre todo en las células con sobreexpresión de la isoforma corta 

(Figura 21).  
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Con estos resultados podemos confirmar la localización de ambas isoformas de 

LAPTM4B en los lisosomas, aunque la isoforma larga podría encontrarse también 

en la membrana celular. Asimismo, la adición de cloroquina provoca una 

concentración de nuestra proteína de interés en los lisosomas, de forma más patente 

en el caso de la isoforma corta.  

 

Figura 20. Validación de la transducción y localización de las isoformas de LAPTM4B. 
Expresión de LAPTM4B o LAMP1 detectada por inmunofluorescencia en HL-60 y SKM-1 transducidas 
con Emerald-LAPTM4B largo/corto (verde). Las barras de escala corresponden a 10μm. 
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Figura 21. El tratamiento con cloroquina produce una concentración de LAPTM4B en 
puntos más discretos. Expresión de LAPTM4B o LAMP1 detectada por inmunofluorescencia en HL-
60 y SKM-1 transducidas con Emerald-LAPTM4B largo/corto (verde) y tratadas 24h con cloroquina 
20μM. Las barras de escala corresponden a 10μm. 
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4.4. Caracterización de LAPTM4B en LMA 
Una vez validada la eficacia de la transducción de ambas isoformas, se iniciaron los 

estudios orientados a determinar la localización y funcionalidad de LAPTM4B en el 

contexto leucémico.  

4.4.1. Evaluación del compartimento lisosomal  

Como hemos visto anteriormente, los lisosomas en el contexto leucémico presentan 

características particulares (Sukhai et al., 2013) asociadas a una mayor fragilidad y 

sensibilidad a muerte celular (Cornet-Masana et al., 2019; Jain et al., 2022; Rafiq et 

al., 2021). Puesto que nuestro objeto de estudio es un gen lisosomal y su proteína se 

expresa en la membrana de estos orgánulos, quisimos evaluar si LAPTM4B estaba 

implicado en los fenómenos descritos anteriormente. Así como, si existía un 

fenotipo específico para cada isoforma.  

Para poder estudiar este compartimento, se empleó la sonda LysoTracker Deep Red 

(LTR Deep Red) para la evaluación de la posición, cantidad y tamaño lisosomal en las 

células HL-60, MM-1 y U-937. La citometría de flujo permite detectar cambios en 

términos de contenido lisosomal, pero no en su distribución. Mediante esta técnica, 

los resultados obtenidos no revelaron cambios significativos en condiciones basales 

entre células no transducidas (NT) y células transducidas con la isoforma larga o 

corta de LAPTM4B. De la misma forma, tampoco se apreciaron cambios 

diferenciales entre las dos isoformas. En concordancia con lo esperado para el 

tratamiento con el control positivo, se detectó un aumento en la masa lisosomal en 

todas las líneas celulares tratadas con cloroquina, sin la detección de diferencias 

significativas entre las células control y las transducidas, ni tampoco entre las 

diferentes isoformas de LAPTM4B (Figura 22A).  

Dado que los lisosomas pueden mediar la quimiorresistencia (Cuesta-Casanovas et 

al., 2022) y la citarabina es el fármaco más recurrente en LMA, quisimos evaluar 

cómo dicho tratamiento afectaba a estos orgánulos y si se daban diferencias en 

aquellas células con sobreexpresión de LAPTM4B.  
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En primer lugar, la línea celular HL-60 mostró un incremento de masa lisosomal en 

todos los tipos celulares, mientras que en MM-1 y en U-937 los cambios no fueron 

notables probablemente por su fenotipo resistente a dicho fármaco. De nuevo, el 

tratamiento con citarabina no originó diferencias obvias entre controles y 

transducidas, ni entre las dos isoformas de LAPTM4B (Figura 22A). 

En paralelo, la evaluación del LTR Deep Red mediante microscopía confocal nos 

permitió ahondar en las sutiles diferencias observadas por citometría. Como nos 

indica la Figura 22B, en ausencia de tratamiento no se apreciaron diferencias 

notorias entre la intensidad de la señal del LTR comparando las células sin 

transducir con las transducidas, en ninguna de las dos líneas testadas. Sin embargo, 

se puede intuir un cambio en la posición lisosomal, de más perinuclear a más 

periférico en las células transducidas con ambas isoformas de LAPTM4B en la línea 

celular HL-60 frente a las parentales. Respecto a las células transducidas, se detectó 

una amplia co-localización entre los lisosomas detectados por LTR y LAPTM4B, 

confirmando una vez más la localización de nuestra proteína de interés en estos 

orgánulos. 

Mientras que, al tratar con cloroquina la señal se acumula con mayor intensidad en 

puntos localizados pudiendo corresponder con el aumento de volumen lisosomal 

descrito mediante citometría (Figura 22A). Aunque dicho efecto ocurre en todos 

los subtipos celulares, parece que las células que expresan ectópicamente LAPTM4B 

son más sensibles al tratamiento con cloroquina que las parentales, sobre todo, 

visible en las células MM-1 (Figura 22B). Además, este efecto se detecta 

especialmente en la isoforma corta, como observamos en las inmunofluorescencias 

de la sección anterior (Figura 21). En estas imágenes se aprecia cómo la isoforma 

corta de LAPTM4B pasa de un patrón difuso, a uno punteado, más concreto y de 

mayor volumen en la línea MM-1 tras el tratamiento con cloroquina (Figura 22B). 

Por otro lado, la citarabina provocó efectos heterogéneos en estas células. En las 

células HL-60 este tratamiento produjo un fenotipo similar al de la cloroquina, 

agrupando la señal LTR. Contrariamente, en la línea MM-1, este patrón fue 
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indetectable y la distribución e intensidad de la sonda fue similar al de las células sin 

tratar, una vez más atribuible a su baja sensibilidad al fármaco. Respecto a ambas 

isoformas de LAPTM4B, no se pudo determinar ninguna diferencia ante el 

tratamiento con citarabina (Figura 22B).  

Con todo ello podemos esclarecer que, aunque LAPTM4B no induciría un aumento 

lisosomal en condiciones basales, el tratamiento con cloroquina podría tener 

mayores efectos en las células transducidas que en las parentales y particularmente, 

más notables en la isoforma corta de LAPTM4B. Asimismo, el efecto de la 

citarabina dependerá de la sensibilidad asociada a cada tipo celular, como hemos 

podido observar mediante estas dos aproximaciones experimentales. Finalmente, 

estudiar la localización de los lisosomas en procesos tumorales podría ser relevante 

(Cabukusta & Neefjes, 2018), ya que una distribución periférica, como la detectada 

en las células HL-60 transducidas, se asocia con procesos de invasión, metástasis y 

crecimiento celular (Machado et al., 2021; Nishimura et al., 1998; T. Tang et al., 

2020), aunque debido al gran tamaño nuclear de las líneas celulares de LMA no ha 

sido posible observar en detalle este efecto.  
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Figura 22. La cloroquina induce un aumento tanto de la masa lisosomal en líneas de LMA, 
así como de LAPTM4B cuando se encuentra expresado ectópicamente. A) Las células 
transducidas con las distintas formas de LAPTM4B, larga (rojo) o corta (azul) se trataron 24h 
con cloroquina 100μM, AraC 100nM o AraC 5000nM y se analizó la masa lisosomal mediante 
tinción con LTR Deep Red. Las barras representan la media ± SEM de tres experimentos 
independientes. B) Las células HL-60 y MM-1 (transducidas con Emerald, Emerald-IsoLarga, 
Emerald-IsoCorta) se trataron durante 24h con cloroquina 20μM o AraC 25nM, se tiñeron con 
LTR Deep Red (lisosomas) y Hoechst (núcleo), y se observaron en vivo con un microscopio 
confocal. Las barras de escala corresponden a 10μm. 
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4.4.2. Implicación de LAPTM4B en la función lisosomal 

• Biogénesis lisosomal 

Continuando con la evaluación de cada una de las isoformas de LAPTM4B en la 

expresión génica asociada a los lisosomas, el estudio de TFEB resultaba 

imprescindible.  

TFEB es el principal regulador transcripcional en la síntesis de lisosomas. En 

condiciones normales, se encuentra fosforilado en el citoplasma. Dicha fosforilación 

es dependiente de la disponibilidad de nutrientes y se produce por mTORC1 en la 

membrana lisosomal. En cambio, en condiciones adversas es desfosforilado por 

MCOLN1 y se transloca al núcleo donde se encarga de la regulación de la 

transcripción de genes implicados en la biogénesis lisosomal mediante la activación 

de la red CLEAR. Asimismo, TFEB también participa en la modulación de la 

autofagia, de la exocitosis lisosomal y en algunas de las vías de degradación de 

moléculas (Bala & Szabo, 2018; Settembre et al., 2011; Zhitomirsky & Assaraf, 

2017). 

Para analizar la actividad de TFEB en las formas transducidas con LAPTM4B, se 

utilizó un ensayo de ensayo de señalización por luciferasa. Los resultados derivados 

de dicho estudio nos muestran la ausencia de diferencias significativas en la 

activación transcripcional basal de las células transfectadas con LAPTM4B respecto 

al control. Igualmente, ambas isoformas de LAPTM4B mostraron una actividad 

transcripcional análoga entre ellas (Figura 23A).   

Sin embargo, al tratar con cloroquina se indujo significativamente la actividad 

transcripcional en las células con sobreexpresión de LAPTM4B, mientras que en las 

células control este aumento no fue significativo. Entre las dos isoformas de 

LAPTM4B tampoco se detectaron diferencias significativas en su inducción post 

tratamiento (Figura 23A). 
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Figura 23. La expresión ectópica de LAPTM4B incrementa la actividad de TFEB en 
respuesta a cloroquina. A) Las células HEK-293T se cotransfectaron con el vector con Emerald 
(pCDH-Emerald) o con pCDH-Emerald-LAPTM4B (isoforma larga o corta), junto con el vector 
reportero TFEB para detectar la señalización activada. La actividad luciferasa se muestra como una ratio de 
luciferasa/renilla y se evaluó en condiciones basales o tras el tratamiento de cloroquina 20µm durante 24h. 
B) Expresión de TFEB mediante Western blot hibridando con anticuerpos específicos de LAPTM4B y 
GAPDH como control de carga. La media de la ratio luciferasa/renilla de triplicados de cuatro 
experimentos independientes, donde cada punto es el valor de la media de cada experimento ± SEM, ha 
sido indicado mediante las barras. **p<0,01. 

Con el fin de evaluar TFEB a nivel proteico y basal en LMA, se realizaron Western 

blot. A pesar de que a nivel basal no habíamos detectado diferencias en la actividad 

de este factor de transcripción (Figura 23A), según podemos observar en la Figura 

23B, parece darse un ligero aumento en la cantidad de TFEB en las células HL-60 

transducidas con la isoforma corta y en las células SKM-1 transducidas con ambas 

isoformas de LAPTM4B. Aunque dicho efecto es muy limitado y por tanto, no 

podríamos descartar que fuera un efecto clonal.  

En conclusión, aunque LAPTM4B no genera cambios en la actividad transcripcional 

de TFEB en estado basal, ante la presión impuesta por la cloroquina podría 

potenciar la transcripción de genes relacionados con biogénesis lisosomal a través de 

TFEB. 

• Exocitosis 

Debido a la falta de certeza derivada de los resultados anteriores, decidimos 

profundizar en otros aspectos ligados a la actividad lisosomal, como su relación con 

el calcio y la exocitosis.  
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Los lisosomas son grandes almacenes de calcio y participan en algunas de sus vías de 

señalización. Asimismo, el calcio intracelular parece jugar un importante papel en la 

regulación de la autofagia y en procesos asociados con la reconstrucción de las 

membranas celulares. Del mismo modo, la calcineurina estaría involucrada en la 

traslocación de TFEB al núcleo (Medina, 2021; Medina et al., 2015).  

Para evaluar la relación entre LAPTM4B y el calcio lisosomal, medimos la 

concentración intracelular de calcio mediante la prueba radiométrica Fura2-AM en 

las líneas celulares HL-60, MM-1 y U-937. En los resultados obtenidos podemos 

observar un aumento de calcio intracelular a lo largo del tiempo en todas las líneas 

celulares. En concreto, la línea HL-60 fue la que más incrementó la concentración 

de calcio durante el experimento, asimismo, fue la única línea en la que las células 

sin transducir presentaron mayores cantidades de Ca2+, en términos absolutos, que 

las transducidas. En este caso, no se observaron diferencias entre las isoformas de 

LAPTM4B. Al tratar con ionomicina, las HL-60 parentales mantuvieron una mayor 

concentración de Ca2+ a tiempo 0, 15’ y 45’ y de nuevo, las transducidas presentaron 

cantidades absolutas equitativas (Figura 24A).  

En las células MM-1 sin tratar pudimos apreciar que a pesar de que las células con 

expresión ectópica de LAPTM4B partieron de una cantidad mayor de Ca2+ 

intracelular que las no transducidas, al final del experimento los valores fueron 

similares, asumiendo un mayor incremento en la concentración para las células no 

transducidas. Tras el tratamiento con el control positivo, las células sin transducir 

fueron las que perdieron el calcio intracelular con mayor velocidad. Entre las 

transducidas, la isoforma corta se indujo más que la larga en tiempo 0, pero ambas 

acabaron con valores similares (Figura 24A).  

Por último, a nivel basal las células U-937 NT y las transducidas mostraron valores 

muy similares a lo largo del tiempo. Sin embargo, bajo el tratamiento de ionomicina 

las células control incrementaron ligeramente su cantidad de calcio en todos los 

puntos de medición en comparación con las transducidas, donde ambas isoformas 

fueron similares.  
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Respecto a la inducción en la entrada de calcio por el control positivo, podemos 

observar que a los 15 minutos del experimento no existen diferencias significativas 

entre las líneas parentales y las transducidas en el caso de HL-60 y U-937, así como 

tampoco las hay entre ambas isoformas de LAPTM4B. En cambio, en las células 

MM-1 transducidas se observó un pequeño aumento en la inducción de Ca2+ en 

comparación con las no transducidas, sin diferencias entre la isoforma corta o larga 

(Figura 24B).  

 

Figura 24. LAPTM4B no ejerce ningún efecto diferencial en la concentración de calcio 
intracelular. Cuantificación de calcio libre intracelular mediante tinción con Fura2-AM en las células HL-
60, MM-1 y U-937 transducidas únicamente con Emerald o con las construcciones LAPTM4B (largo y 
corto), en estado basal o tratadas con ionomicina 1μM (cuadro azul). A) Se midió la fluorescencia en 
diferentes puntos y se representó la ratio 340/380 de 3 réplicas independientes. B) Representación de la 
inducción de la ionomicina a los 15 minutos, respecto al control sin tratar. Las barras representan la media 
de tres experimentos independientes ± SEM; cada punto representa un experimento. **p<0,01 

De este experimento se dedujo que, a nivel basal LAPTM4B no genera cambios en 

la concentración de calcio lisosomal a comparación de las células parentales, ni 

tampoco entre las diferentes isoformas. La ionomicina causó la entrada de calcio a 

tiempo 0 y fue disminuyendo a medida que aumentaba el tiempo en todas las líneas, 

como se esperaba. Del mismo modo, la inducción en la entrada de calcio promovida 

por la ionomicina fue similar a los 15’ para las células no transducidas y para aquellas 

con expresión ectópica de la isoforma corta o larga de LAPTM4B, en el caso de 

HL-60 y U-937. Mientras que dicha inducción, resultó significativamente superior 

en el caso de ambas isoformas de LAPTM4B en MM-1 respecto a su control. 

Tampoco se detectaron cambios entre las diferentes isoformas en este caso (Figura 
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24B). Estos cambios sutiles no resultaron consistentes al ser diferentes de unas 

líneas a otras, por lo que una alta expresión de LAPTM4B no tendría repercusión en 

la movilización de calcio hacia los lisosomas.  

• Autofagia  

Dado que la autofagia es un proceso altamente regulado por los lisosomas y que las 

evidencias descritas en la literatura señalan la función moduladora de LAPTM4B en 

dicho proceso (Ji et al., 2022; Y. Li et al., 2012; F. Wang et al., 2019), resultaba de 

interés para nuestro trabajo estudiar esta relación en el contexto leucémico.   

Una de las proteínas clave en autofagia es LC3 perteneciente a la familia Atg8/LC3 

(Lee & Lee, 2016). Aunque dentro de esta familia existen diferentes proteínas LC3 

(LC3A, LC3B y LC3C), en nuestro caso únicamente nos referiremos al subtipo 

LC3B por ser el más estudiado hasta la fecha (H. J. Hwang et al., 2022; Koukourakis 

et al., 2015). Esta proteína se encuentra en su forma LC3B-I en el citosol, y se 

conjugará para formar LC3B-II durante la activación de la autofagia, en ese 

momento será reclutada en la membrana de los autofagosomas (Tanida et al., 2008). 

En primer lugar, se procedió a la evaluación de LC3B por estudios de 

inmunofluorescencia. En ellos se emplearon las células HL-60 y SKM-1 en estado 

basal o tratadas con cloroquina. La cloroquina inhibe la autofagia impidiendo la 

fusión entre autofagosomas y lisosomas (Mauthe et al., 2018).  

Como se puede apreciar en estas imágenes, las células HL-60 transducidas con 

LAPTM4B presentan un aumento de LC3B, sobre todo en aquellas células que 

sobreexpresan la isoforma corta. Contrariamente, en la línea SKM-1 el nivel basal de 

LC3B es muy elevado en las células control (se aprecian grandes puntos rojos) 

comparado con las transducidas, que presentan una señal débil y semejante entre 

ellas (Figura 25A).  

Al tratar con cloroquina, las células respondieron de diferentes maneras. En el caso 

de las HL-60 parentales, no se apreciaron diferencias respecto a su estado basal. En 

cambio, las células HL-60 transducidas mostraron un patrón más difuso y con 
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menor localización lisosomal de LC3B ante el tratamiento. En las células SKM-1 la 

cloroquina redujo la señal de LC3B en las células sin transducir, posiblemente por el 

bloqueo de la autofagia, mientras que, las células transducidas incrementaron LC3B, 

de forma más patente en la isoforma corta (Figura 25A).  

Para determinar la expresión relativa de cada una de las isoformas de LC3B 

realizamos Western blot de la línea celular HL-60 (Figura 25 B y C). Los niveles de 

proteína LC3B-II detectados no revelaron cambios significativos entre la línea 

parental y las transducidas, aunque se observó un ligero aumento en el caso de la 

expresión derivada de la isoforma corta (Figura 25B). Debido a la degradación de 

la forma LC3-II que se da en la fase final de la autofagia (Mizushima & Yoshimori, 

2007), así como, a la diversidad de estímulos que pueden afectar dicho proceso, 

empleamos varios factores inductores de la misma con el fin de facilitar su 

detección. El tratamiento con citarabina (L. Chen et al., 2017) o vitamina D3 (J. 

Wang et al., 2008) y el déficit de nutrientes (Shang et al., 2011) se utilizaron como 

posibles controles positivos para validar el modelo experimental, aunque no 

generaron cambios relevantes en la expresión proteica de LC3B (Figura 25C).   

La heterogeneidad de estos resultados no nos permite establecer conexiones claras 

entre la expresión de LAPTM4B y la inducción de la autofagia, sin embargo, las 

diferencias entre las células transducidas y las parentales observadas en ambas líneas 

celulares podrían denotar el papel regulador de LAPTM4B en el proceso de 

autofagia.  
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Figura 25. Evaluación del marcador autofágico LC3B y su relación con LAPTM4B. A) 
Inmunofluorescencia anti-LC3B (rojo) para lisosomas y tinción nuclear (Hoechst, azul) en HL-60 y SKM-1 
transducidas con Emerald-LAPTM4B largo/corto (verde) y tratadas 24h con cloroquina 20μM. Las barras 
de escala corresponden a 10μm. B) Cuantificación de LC3B por Western blot normalizado respecto a la 
proteína GAPDH, media de tres réplicas independientes ± SEM. C) Western Blot representativo de uno 
de HL-60. 
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Puesto que LAPTM4B está implicado en la funcionalidad de los lisosomas, y la 

cloroquina inhibe la autofagia, decidimos evaluar el efecto de las isoformas de 

LAPTM4B en la respuesta citotóxica a cloroquina. Para poder detectar cambios en 

la sensibilidad/resistencia a muerte dependiente de autofagia entre las isoformas y 

respecto al control, analizamos la citotoxicidad derivada del tratamiento de las 

células HL-60 y SKM-1 con dosis crecientes de cloroquina durante 48h. Como 

recoge la Figura 26A, la cloroquina provocó muerte celular de forma análoga en las 

células no transducidas y en las transducidas, sin cambios destacables en sus EC50 

(Figura 26B).  

En definitiva, no hemos detectado una relación entre la muerte celular dependiente 

de autofagia y la expresión de LAPTM4B. No obstante, las pruebas anteriores 

sugieren una función regulatoria de la isoforma corta de LAPTM4B en el proceso 

de autofagia, aunque quizás esta función esté más relacionada con el proceso de 

formación de autolisosomas o de reciclaje que con el de muerte celular.  

 

Figura 26. El tratamiento con cloroquina no induce cambios, en términos de muerte celular, 
en células con sobreexpresión de LAPTM4B respecto a las células control. Con el fin de 
determinar la viabilidad y calcular el valor de la EC50, las células HL-60 y SKM-1 no transducidas (NT) y 
transducidas con LAPTM4B (largo o corto) se trataron 48h con dosis crecientes de cloroquina y se 
evaluaron mediante citometría de flujo. Los resultados se han representado como A) una réplica 
representativa de las EC50 en las distintas líneas, en la que cada punto corresponde con la media de 
triplicados de cada experimento independiente ± SEM (n=3) y B) los valores numéricos de las EC50 
calculadas ± SEM (n=3). 

 
4.4.3. Estudio de la señalización basal de LAPTM4B 

Una vez explorado el papel de LAPTM4B en el compartimento lisosomal y 

autofágico, nos centramos en descifrar la función de LAPTM4B en la LMA. Para 
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ello, se analizó la señalización basal activada por las isoformas larga y corta de 

LAPTM4B, frente a las células control.  

Para determinar la señalización celular asociada a la expresión de LAPTM4B se 

utilizó un ensayo de señalización mediante la cotransfección de las dos isoformas de 

LAPTM4B junto con los vectores de elemento respuesta a suero (SRE, señalización 

MEK-Erk), a AMPc (CRE, señalización PI3K-Akt), a Stat3 (pTATA, señalización 

Stat3) y al factor nuclear de células T activadas (NFAT, movilización de Ca2+ 

intracelular) acoplados a luciferasa. En todos los casos, el tratamiento con 

cloroquina se empleó como control positivo.  

Para comenzar, se comprobaron por Western blot que las transfecciones de los 

plásmidos con las isoformas de LAPTM4B se realizaron eficientemente y en niveles 

equivalentes para ambas isoformas (Figura 27A).  

Posteriormente, el ensayo de señalización nos indicó que la sobreexpresión de 

LAPTM4B incrementa significativamente la actividad señalizadora basal mediada 

por SRE (MEK-Erk), CRE (PI3K-Akt) y NFAT (movilización de Ca2+ intracelular) 

respecto a las células no transducidas. Sin embargo, entre ambas isoformas no se 

dieron diferencias significativas en ninguno de estos casos. Inversamente, en la vía 

de Stat3 (pTATA) no se detectaron diferencias significativas en su actividad, 

comparando las células no transducidas con las transducidas a nivel basal. Aunque 

tampoco se dan diferencias estadísticamente notables entre las isoformas, la 

actividad de la isoforma larga es ligeramente superior a la observada en la corta 

(Figura 27B).  

Por otro lado, el tratamiento con cloroquina afectó de forma diferente la actividad 

celular dependiendo de la vía de señalización estudiada. En concreto, la actividad 

señalizadora mediada por SRE y CRE aumentó equitativamente para ambas 

isoformas de LAPTM4B frente a las células control, que no mostraron cambios tras 

el tratamiento. En lo que respecta a la vía mediada por NFAT, únicamente la 

isoforma corta de LAPTM4B mostró un incremento en su actividad como 

consecuencia de la cloroquina.  Por último, en el caso de la señalización mediada por 
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el elemento pTATA, tanto las células no transducidas como aquellas con 

sobreexpresión de LAPTM4B incrementaron la actividad después del tratamiento. 

Particularmente, la actividad derivada de la isoforma larga fue notablemente mayor 

que la de la corta o las células control (Figura 27B).  

El análisis de la inducción de cada isoforma tras el tratamiento nos llevó a descubrir 

diferencias relevantes entre los subgrupos estudiados como se manifiesta en la 

Figura 27C. El tratamiento con cloroquina promueve significativamente la 

activación de la vía CRE en aquellas células con expresión ectópica de la isoforma 

larga LAPTM4B en comparación con las células control. En este caso, no se dieron 

diferencias significativas entre la inducción de la isoforma corta con las células 

control, ni entre ambas isoformas. En cuanto a la vía mediada por SRE, ambas 

isoformas de LAPTM4B incrementaron notablemente su actividad respecto al 

control, de forma bastante similar entre ellas. Finalmente, en las vías de NFAT y 

pTATA no se detectaron diferencias significativas en la inducción tras el tratamiento 

entre las células control y las transducidas, ni tampoco entre las dos isoformas de 

LAPTM4B. Si bien, en el caso de NFAT la actividad de la isoforma larga parece 

tener menor inducción respecto a la actividad derivada de las células control y a la 

correspondiente a la isoforma corta. 

A modo de conclusión, la sobreexpresión de LAPTM4B promueve la activación de 

las vías MEK-Erk (SRE), PI3K-Akt (CRE) y la movilización de Ca2+ intracelular 

(NFAT) en el contexto leucémico, aunque la más relevante biológicamente parece 

ser la vía MEK-Erk, donde la activación es dos veces mayor en las células 

transducidas que en el control (Figura 27B). Asimismo, esta vía de señalización 

mediada por SRE también fue la que mayores diferencias de inducción mostró entre 

las células transducidas y las células control (Figura 27C). 
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Figura 27. Las isoformas LAPTM4B larga y corta activan mayoritariamente la vía de 
señalización mediada por el elemento SRE (MEK/Erk). A) Las transfecciones con los vectores 
pCDH-Emerald y pCDH-Emerald-LAPTM4B largo o corto se validaron por Western blot. Las células se 
trataron durante 24h con cloroquina 20µM. B) La actividad luciferasa fue analizada tras la cotransfección 
de los vectores de interés (control o cada una de las isoformas de LAPTM4B), junto con los vectores 
acoplados a luciferasa (CRE, SRE, NFAT y pTATA) y el vector control renilla y posteriormente, se calculó 
la ratio de luciferasa/renilla. C) Inducción producida por la cloroquina en las diferentes vías de señalización, 
en comparación con su control sin tratar. Las barras representan la media de triplicados de tres 
experimentos independientes ± SEM; cada punto representa la media de un experimento *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

Debido a que la sobreexpresión de LAPTM4B en estado basal estimula la activación 

de diferentes vías de señalización relevantes en LMA, se decidieron explorar en 

profundidad estas rutas de señalización mediante la cuantificación de proteínas clave 

fosforiladas en función de la proteína total. Con este fin, las células HL-60, MM-1 y 

U-937 transducidas con ambas isoformas de LAPTM4B o sin transducir, fueron 

evaluadas a nivel de proteína en su estado basal o tras 24h en ausencia de nutrientes. 
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Esta condición de estrés metabólico podría servir de control positivo intensificando 

los efectos de LAPTM4B (Wu & Zhang, 2020) y poner de manifiesto su función 

como regulador de la disponibilidad de nutrientes (K. Zhou et al., 2020). Los 

mensajeros secundarios evaluados fueron mTOR, Akt (pertenecientes a la vía 

mediada por SRE), Stat3 (pTATA) y Erk (SRE), por ser los elementos clave de las 

vías de señalización analizadas por luciferasa (Figura 28A).  

Respecto a las células HL-60, a nivel basal observamos una disminución en la 

cantidad de p-mTOR y mTOR en la isoforma corta de LAPTM4B en comparación 

con la isoforma larga o las células parentales. En cambio, en deficiencia de 

nutrientes aumenta la cantidad de proteína en la isoforma corta, mientras que 

disminuye en la isoforma larga o se mantiene igual en las NT. Sin embargo, no se 

han percibido cambios evidentes en la activación de Akt en esta línea celular en 

ninguna de las células o condiciones. Siguiendo con la vía de Stat3, parece existir una 

tendencia de aumento en la cantidad de proteína activada (p-Stat3) en ambas 

isoformas de LAPTM4B frente a su control y sin modificaciones en ausencia de 

nutrientes. Por último, en la vía mediada por el elemento de respuesta a SRE, 

destaca el incremento de p-ERK/ERK en las células con sobreexpresión de 

LAPTM4B respecto al control. Dicha activación disminuyó bajo estrés nutricional, 

sobre todo observable en la isoforma larga (Figura 28B).  

Por otra parte, la línea celular MM-1 a nivel basal mostró un aumento en la cantidad 

de p-mTOR y mTOR en el caso de las células transducidas, aunque 

mayoritariamente en la isoforma larga de LAPTM4B. En este caso, la ausencia de 

nutrientes potenció la cantidad de p-mTOR y mTOR para ambas isoformas, al 

contrario de las células control donde la expresión fue casi imperceptible en las dos 

condiciones evaluadas. Sin embargo, no se pudieron detectar cambios en la 

activación de p-AKT o p-Stat3 entre las células NT y las transducidas, ni entre 

ambas isoformas en estado basal ni en ausencia de nutrientes. En cambio, la 

activación de Erk parece ligeramente superior en las células transducidas respecto a 

las células control. Las condiciones de estrés nutricional parecen disminuir dichos 
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niveles en todas las células, aunque con mayor intensidad en la isoforma larga de 

LAPTM4B.  

La última línea testada, U-937, mostró un perfil de expresión proteica superior para 

p-mTOR y mTOR en la isoforma larga, en comparación con la línea parental. La 

ausencia nutricional aumentó dicha expresión para las células control y en el caso de 

la isoforma corta, mientras que, en la isoforma larga disminuyó p-mTOR y mTOR 

en estas condiciones. Aunque en condiciones basales, la activación de Akt fue 

similar en todas las líneas, el estrés nutricional impulsó la actividad para las células 

transducidas. La activación de p-Stat3 en esta línea no se puedo evaluar 

correctamente, aunque los niveles totales de Stat3 fueron similares para todas las 

células en todas las condiciones. De nuevo, la vía de Erk parece sobreactivada en las 

células con sobreexpresión de LAPTM4B en comparación con su control. En este 

caso, la deficiencia nutricional no pareció reducir su cantidad y sí lo hizo en las 

células parentales.   

A nivel general, se observó un incremento de p-Erk/Erk en todas las células 

transducidas con LAPTM4B (Figura 28 B y C), resultado esperable tras los 

resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa mediados por el elemento de 

respuesta SRE. Medir los niveles de proteína de forma independiente en cada 

experimento genera valores dispares al compararlos, por ello, se decidió representar 

la mediana en lugar de la media en la Figura 28C. Asimismo, se deduce que el resto 

de los cambios detectados no son tan evidentes, ni reproducibles como el dado en el 

caso de Erk, por lo que no se pueden garantizar efectos derivados de la 

sobreexpresión de LAPTM4B en el resto de las vías de señalización.  

Respecto a la condición de déficit nutricional, fue difícil extraer conclusiones debido 

a la heterogeneidad observada en cada línea celular y para cada mensajero evaluado, 

aunque en el caso de la isoforma corta de LAPTM4B las condiciones de estrés 

nutricional parecen disminuir sus niveles en todas las líneas evaluadas.  
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Figura 28. LAPTM4B activa la vía de señalización de las MAP quinasas a través de un 
aumento en la proporción p-Erk/Erk. A) Western blot representativos para cada línea celular en las 
que se evaluaron la fosforilación de mensajeros secundarios clave en las vías de señalización estudiadas por 
los reporteros de luciferasa, junto a la proteína total. B) Western blot representativos para cada línea celular 
en la que se evaluaron p-Erk y Erk en presencia de cada una de las isoformas de LAPTM4B. C) 
Cuantificación de p-Erk/Erk donde las barras representan los valores máximos y mínimos de 3 
experimentos independientes y la línea horizontal el valor de la mediana en cada caso. 

 
4.4.3.1. Estudio de la señalización mediante inhibidores 

Debido a los resultados obtenidos anteriormente demostrando la implicación de 

LAPTM4B en la actividad mediada por SRE (MEK-Erk) y CRE (PI3K-Akt), junto 

a la relevancia de dichas vías en LMA, se optó por estudiar en detalle la señalización 

mediante el uso de PD184352 y Ly294-002, inhibidores de la fosforilación de MEK 

y PI3K, respectivamente.  

Curiosamente, el tratamiento con el inhibidor de MEK, PD184352, no causó 

diferencias apreciables en la viabilidad entre aquellas células con sobreexpresión de 

LAPTM4B y los controles, así como, tampoco se observaron diferencias entre 
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ambas isoformas en ninguna de las líneas testadas (Figura 29A). En contra, la 

adicción del inhibidor Ly294-002 disminuyó la viabilidad de las células HL-60 

transducidas con LAPTM4B de forma significativamente mayor que en las células 

parentales, en ambas isoformas por igual, como se puede deducir de los valores y las 

curvas de EC50 obtenidas (Figura 29B).  

Los resultados obtenidos tras el uso de inhibidores nos llevaron a comprobar, 

mediante la cuantificación de proteína, el efecto del inhibidor de la vía PI3K-Akt. 

De la misma forma que para estudiar la inhibición por citometría, tratamos a las 

células HL-60 con Ly294-002 y posteriormente, se estudiaron sus niveles de 

proteínas. Como sería esperable por el mecanismo de acción de este compuesto, la 

fosforilación de Akt sufriría una disminución en las células tratadas. Opuestamente a 

lo esperado, no se observaron cambios en la relación p-Akt/Akt ni en las células 

control ni en las transducidas. En cambio, p-Erk/Erk sufrió un descenso en las 

células con expresión ectópica de LAPTM4B, indicando el bloqueo de la vía de 

señalización de la vía de las MAPK. Mientras que, las HL-60 control aumentaron la 

actividad de Erk tras el uso de su inhibidor (Figura 29C).  

Como consecuencia de estos resultados apuntando a una disminución en la vía de 

las MAP quinasas tras el tratamiento con el inhibidor de PI3K, Ly294-002, 

realizamos una última prueba confirmatoria. De igual manera que en el caso de la 

señalización basal, evaluamos la vía de señalización mediada por SRE (MEK-Erk) 

tras el tratamiento con una dosis no muy elevada de PD184352 (Figura 29D) o 

Ly294-002 (Figura 29E) para evitar la citotoxicidad. En el caso del inhibidor 

PD184352, los resultados obtenidos tras medir los niveles de luciferasa indicaron 

una ligera disminución en la actividad señalizadora en todas las células (transducidas 

y no transducidas) aunque no significativa respecto a cada una de sus células control. 

Asimismo, tampoco se apreciaron diferencias entre la disminución de la actividad 

entre las células transducidas y las parentales, ni entre ambas isoformas de 

LAPTM4B (Figura 29D), por lo que dicho efecto no es específico de LAPTM4B.  
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Figura 29. La expresión de LAPTM4B en la línea de LMA HL-60, confiere una sensibilidad 
al inhibidor LY294-002 pero no a PD184352. Células HL60, MM-1 y U-937 no transducidas (NT) y 
transducidas con LAPTM4B (largo o corto) se trataron 48h con A) el inhibidor de MEK-Erk (PD184352, 
amarillo) en concentraciones crecientes de 0,1μM, a 300μM, únicamente representadas: 10, 50, 100, 150 y 
300μM. La viabilidad celular se evaluó por citometría de flujo. B) el inhibidor de PI3K-Akt (Ly294-002, 
verde) a 0,1μM, 1μM, 5μM, 10μM, 20μM, 50μM y 150μM. La viabilidad celular fue analizada por 
citometría de flujo y posteriormente, se calcularon las EC50 de al menos tres experimentos independientes 
± SEM. C) Western blot representativo para observar la fosforilación de Erk tras el tratamiento de Ly294-
002 15µM durante 48h. D) Actividad luciferasa analizada mediante la ratio de luciferasa/renilla y la ratio 
lucifera/renilla de células tratadas frente al control, gracias al sensor contenido en el plásmido SRE. 
Experimentos realizados en células HEK-293T transfectadas con LAPTM4B o el control Emerald, tras el 
tratamiento durante 24h con PD184352 25μM o E) Ly294-002 25μM. Las barras indican la media de 
triplicados de tres experimentos independientes ± SEM; cada punto representa la media de un 
experimento y los triángulos dosis crecientes del inhibidor utilizado. Se normalizaron los datos previamente 
al análisis estadístico. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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El tratamiento con el inhibidor Ly294-002, al igual que en el caso anterior, produjo 

una reducción en la actividad señalizadora tanto en las células transducidas como en 

las parentales. En cambio, en este caso la disminución fue significativa en las células 

transducidas con la isoforma corta de LAPTM4B frente a su control. No obstante, 

no se dieron diferencias destacables entre las células sin transducir y las 

transducidas, ni entre ambas isoformas de LAPTM4B (Figura 29E). 

Aunque el tratamiento con inhibidores de las vías de señalización disminuye la 

viabilidad celular y parcialmente la actividad señalizadora, estos efectos no son 

específicos de LAPTM4B en el caso del inhibidor de Erk, PD142352. 

Alternativamente, a pesar de que el inhibidor de PI3K (Ly294-002) no varió la 

actividad mediada por SRE entre las diferentes células, redujo significativamente la 

viabilidad, así como la cantidad de proteína Erk fosforilada, de forma específica en 

las células HL-60 con sobreexpresión de LAPTM4B.  

En concordancia con las conclusiones anteriores, la inhibición parcial de estas vías 

de señalización podría indicar la promiscuidad de mecanismos implicados en su 

activación, asimismo la inhibición cruzada observada podría ser un fenómeno ligado 

a tipos concretos de LMA, dado que no se ha observado en la línea de riñón 

embrionario, HEK-293T. Con todo ello, se podría resumir que LAPTM4B estaría 

implicado en la activación de ciertas vías de señalización con gran importancia en 

cáncer (Braicu et al., 2019) y en hematopoyesis (Geest & Coffer, 2009), como la vía 

de las MAP quinasas, demostrada aquí. Aunque el mecanismo de activación de esta 

vía todavía sea una incógnita, su interacción con receptores tirosina quinasa, 

encargados de la activación de estas vías en presencia de factores de crecimiento, 

podría ser un elemento clave para la regulación de la señal (R. L. Zhou et al., 2015) 

(Figura 30).  
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Figura 30. Señalización regulada por LAPTM4B. Basado en  (Ji et al., 2022; Y. Meng et al., 2016; 
X.-C. Xu et al., 2021; R. L. Zhou et al., 2015). Ly294-002: inhibidor de PI3K, PD184352: inhibidor de 
MEK/Erk, RTQ: receptor tirosina quinasa. 

 
4.4.4. Efecto diferencial de LAPTM4B en LMA 

• LAPTM4B y receptores tirosina quinasa 

Atendiendo a los resultados anteriores, resultaba de interés profundizar en si los 

efectos producidos tras la expresión ectópica de LAPTM4B, como la 

sobreactivación de la vía de las MAPK o su participación en el proceso de autofagia, 

podrían estar mediadas por la interacción entre LAPTM4B y los receptores tirosina 

quinasa. La idea de explorar este tipo de receptores surge de las evidencias 

previamente descritas en la literatura acerca de la estrecha relación entre LAPTM4B 

y EGFR, que podría ser clave para regular la autofagia durante el proceso de 

tumorogénesis. De igual manera, los trabajos acerca de este receptor tirosina 

quinasa, demuestran que el aumento de la autofagia ocurre como consecuencia de la 

activación de la vía MAPK por EGFR y para ello, es clave el papel de LAPTM4B (Ji 

et al., 2022; M. Wu & Zhang, 2020). 

En función de lo planteado, el procedimiento más lógico sería evaluar la relación 

entre EGFR y LAPMT4B en LMA, sin embargo, existe controversia acerca de si 

EGFR se expresa en esta neoplasia (Mahmud et al., 2016; Nath et al., 2020). Por 

consiguiente, el receptor tirosina quinasa escogido para su evaluación ha sido FLT3, 
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debido a su mayor implicación en LMA y a la mayor frecuencia de mutaciones 

FLT3-ITD asociada a la expresión de LAPTM4B (Bullinger et al., 2008; L. Huang et 

al., 2012; Ng et al., 2016). Para abordar esta cuestión, se decidió emplear el inhibidor 

de FLT3-ITD, gilteritinib.  

En primer lugar, realizamos un estudio exploratorio para testar el fármaco 

gilteritinib en las líneas celulares HL-60, MM-1, SKM-1, KG-1, K-562 y Molm-13, 

línea de LMA heterocigota para la mutación FLT3-ITD (Quentmeier et al., 2003). 

Para ello, tratamos con gilteritinib durante 72h y analizamos la viabilidad celular 

mediante citometría de flujo. Con gran diferencia respecto de las demás líneas 

celulares, Molm-13 mostró una EC50 a una concentración muy baja del inhibidor, 

como era esperable por la presencia de la mutación. Mientras que las líneas U-937, 

K-562 o HL-60 fueron las más resistentes al tratamiento (Figura 31A).  

Una vez comprobado el efecto citotóxico de este compuesto, fundamentalmente en 

presencia de la mutación FLT3-ITD, se incluyó LAPTM4B en esta ecuación. A 

pesar de que dicho inhibidor resulta altamente efectivo frente a FLT3-ITD, parece 

no ser completamente específico de su estado mutado (Janssen et al., 2022; Perl et 

al., 2017). Por tanto, incluimos en este estudio células no mutadas para FLT3, con el 

fin de determinar si su efecto varía en células con alta expresión de LAPTM4B 

frente a los controles (Figura 31B). Para ello, las células HL-60, MM-1 y Molm-13 

fueron evaluadas de la misma forma a la descrita anteriormente mediante citometría 

de flujo tras el tratamiento de gilteritinib. Contrario a la hipótesis planteada, no se 

detectaron diferencias significativas entre las células sin transducir o transducidas 

con LAPTM4B al tratar con este fármaco en ninguna de las líneas empleadas 

(Figura 31B). En el caso de las células Molm-13, se aprecia una leve tendencia hacia 

una mayor sensibilidad al tratamiento cuando LAPTM4B está sobreexpresado, pero 

su poder estadístico no fue suficiente para determinarlo como significativo (Figura 

31C).  

Cabe destacar que, del resto de las líneas no se calculó la EC50 puesto que los 

valores obtenidos en las diferentes réplicas fueron muy heterogéneos. A pesar de las 
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pruebas realizadas, por el momento no podemos afirmar que exista un vínculo entre 

LAPTM4B y otros receptores tirosina quinasa diferentes de EGFR, pero se 

necesitan estudios más amplios para abarcar dicha pregunta.  

 
Figura 31. La sobreexpresión de LAPTM4B no genera cambios en la respuesta al 
tratamiento con gilteritinib. Se trataron células NT o transducidas con LAPTM4B (largo o corto) 
durante 72h con dosis crecientes de gilteritinib: A) Citotoxicidad medida por citometría de flujo y EC50 
representativas para cada línea celular sin transducir. B) Evaluación de la sensibilidad en líneas transducidas 
frente a control por citometría de flujo, histogramas representativos para HL-60, MM-1 y Molm-13. C) 
EC50 de gilteritinib en la línea Molm-13, las barras indican la media de tres réplicas independientes ± SEM. 

 
• Papel de LAPTM4B en la diferenciación  

Considerando que una de las características fundamentales de las células de LMA es 

el bloqueo en la diferenciación (Bonnet & Dick, 1997) y una de las estrategias 

empleadas para erradicar las células leucémicas consiste en inducir la diferenciación 

mieloide (Madan & Koeffler, 2020; Stubbins & Karsan, 2021), se decidió analizar la 

relación entre la sobreexpresión de LAPTM4B y la diferenciación. Por otro lado, en 

la literatura se describe la correlación negativa entre la expresión de LAPTM4B y el 

grado de diferenciación observada en ciertos tumores (Peng et al., 2005). 

Para estudiar el papel de LAPTM4B sobre la diferenciación, se evaluó la expresión 

de los marcadores de diferenciación mieloide CD11b (diferenciación granulocítica) y 

CD14 (diferenciación monocítica) en superficie. Para ello, se trataron las células HL-

60, MM-1 y U-937 durante 72h con agentes diferenciadores (ácido 
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holotransretinoico, ATRA, y vitamina D3) y se determinó la diferenciación mieloide 

por citometría de flujo analizando la expresión en superficie de dichos antígenos.  

Según revelan los gráficos siguientes (Figura 32), a nivel basal no existen 

diferencias significativas en los niveles de diferenciación granulocítica ni monocítica 

detectados en superficie por CD11b y CD14 respectivamente, entre las células 

control y las transducidas con LAPTM4B, en ninguna de las líneas celulares testadas. 

Asimismo, tampoco se dan diferencias entre las diferentes isoformas de LAPTM4B.  

En cambio, los tratamientos con ATRA y vitamina D3 produjeron diferencias 

dependiendo del contexto celular y de la expresión de LAPTM4B. En cuanto a la 

línea HL-60, la diferenciación granulocítica (CD11b) se indujo significativamente y 

de forma análoga, tanto en las líneas transducidas como en el control, bajo el 

tratamiento con vitamina D3. En cambio, ATRA produjo un aumento en este tipo 

de diferenciación únicamente en las células con sobreexpresión de LAPTM4B, de 

forma equitativa entre ambas isoformas (Figura 32A). Inversamente, en el caso de 

la diferenciación monocítica (CD14), el agente diferenciador específico, vitamina 

D3, indujo un aumento significativo y específico en las células HL-60 transducidas 

con LAPTM4B, sin diferencias entre ambas isoformas. Mientras que el tratamiento 

con ATRA no produjo diferencias significativas entre ningún subtipo, existe una 

tendencia de aumento de la diferenciación en el caso de las células con 

sobreexpresión de LAPTM4B frente al control (Figura 32B). A pesar de que estos 

datos sugieren que la diferenciación puede inducirse con mayor intensidad en las 

células transducidas que en las células HL-60 control tras el tratamiento con los 

agentes diferenciadores, no podemos tener en cuenta estos resultados dado que van 

en contra de lo esperado para las células HL-60. Este tipo celular suele ser 

fácilmente diferenciable bajo estos compuestos (Hughes et al., 2010; Tasseff et al., 

2017), por lo que la escasa diferenciación observada en los controles podría 

atribuirse a un mal estado de las células o a otras causas desconocidas.  

Detalladamente para MM-1, también parece darse una mayor inducción hacia la 

diferenciación granulocítica (CD11b) al tratar con la vitamina D3 en las células 
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transducidas. Aunque en este caso, el aumento de CD11b fue estadísticamente 

significativo respecto a su control únicamente para la isoforma larga de LAPTM4B. 

Mientras que, el tratamiento con ATRA no produjo diferencias evidentes en la 

diferenciación granulocítica en ninguna de las células transducidas ni en las células 

control (Figura 32A). Respecto a la diferenciación monocítica (CD14), tanto la 

vitamina D3 como ATRA provocaron un gran aumento de la misma, aunque mayor 

en el caso de la vitamina D3. Sin embargo, no se detectaron diferencias notables 

entre el aumento de la diferenciación producido en las células control y el dado en 

las transducidas, ni tampoco entre ambas isoformas bajo ningún tratamiento 

(Figura 32B).  

 

Figura 32. La expresión de las isoformas de LAPTM4B no induce cambios en los 
marcadores de diferenciación a nivel basal, aunque la vitamina D3 tiene un mayor efecto 
diferenciador en presencia de las isoformas de LAPTM4B. Las células HL-60, MM-1 y U-937 
transducidas con el vector vacío (Emerald) y transducidas con LAPTM4B (largo y corto) se trataron con 
ácido holotransretinoico (ATRA) 1μM (HL-60) y 0’5 μM (MM-1 y U-937) o vitamina D3 100nM durante 
72h. La expresión en superficie de A) CD11b y B) CD14 se analizó por citometría de flujo. La media de 
triplicados de tres o cuatro experimentos independientes ± SEM del porcentaje de células LAPTM4B 
positivas queda representada mediante barras y cada punto indica la media de un experimento. **p<0,01; 
***p<0,001; ****p<0,0001. 

Por último, la línea U-937 sufrió un aumento significativo de CD11b tanto tras el 

tratamiento de vitamina D3 como el de ATRA. En esta ocasión, tras el tratamiento 

con los compuestos diferenciadores tampoco se han observado grandes diferencias 

en cuanto a la inducción de la diferenciación producida en las diferentes células, 

transducidas y parentales, ni entre las diferentes isoformas (Figura 32A). Por otro 
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lado, la diferenciación monocítica (CD14) aumentó únicamente bajo el tratamiento 

con vitamina D3 y de forma equitativa entre las células no transducidas y las 

transducidas. Pese a ello, estas diferencias no fueron suficientes para ser 

estadísticamente significativas. El tratamiento con ATRA no produjo ningún 

cambio en los niveles de CD14 detectados en ninguna de las células U-937, como se 

puede apreciar en la Figura 32B.  

La variabilidad encontrada en cada tipo celular y en función del tratamiento 

complica la interpretación de los resultados. En general, la sobreexpresión de 

LAPTM4B no influiría en los niveles de diferenciación basal, si bien, la vitamina D3 

parece tener un mayor efecto diferenciador en presencia de las isoformas de 

LAPTM4B. 

• LAPTM4B y el ciclo celular 

En estrecha relación con la diferenciación, se estudió si las líneas transducidas con 

LAPTM4B sufrían cambios en su ciclo celular. Para ello, las células HL-60, 

MonoMac-1, U-937, Molm-13 y K-562 se mantuvieron durante 18h en un medio en 

desprovisto de suero para sincronizar sus ciclos celulares y tras ser fijadas, se 

determinaron los ciclos celulares por citometría de flujo. 

En primer lugar, los resultados obtenidos revelaron una gran heterogeneidad entre 

las diferentes líneas celulares. A priori observamos diferencias entre las fases S y G2 

entre las células HL-60 parentales y las transducidas. En cambio, las células MM-1 

mostraron un alto porcentaje de células en fase G1, y las diferentes fases parecen 

análogas entre las líneas transducidas y su control. En el caso de las U-937, a pesar 

de que el patrón del ciclo celular es similar al de las células HL-60, las grandes barras 

de error impiden su correcta interpretación. De las células Molm-13, destaca su alto 

porcentaje de células en fase G1 tanto en las transducidas como en las no 

transducidas, al igual que ocurría en MM-1. Finalmente, en la línea de LMC, K-562, 

se pueden detectar cambios en fase S entre las diferentes células (Figura 33A).  

Explorando en detalle estos resultados, la Figura 33B nos muestra los cambios 

observados en las líneas HL-60, Molm-13 y K-562. Cabe destacar que las células 
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MM-1 y U-937 no se muestran en este caso dado que no hay diferencias 

significativas entre ninguna de las fases del ciclo entre las células control y las 

transducidas, ni entre las diferentes isoformas de LAPTM4B. Probablemente, esta 

ausencia de cambios es debido a la alta homogeneidad de los resultados observados 

en MM-1 y opuestamente, a la gran variabilidad asociada a los resultados derivados 

de U-937 (Figura 33A). Centrándonos en el resto de las líneas, tanto las HL-60 

como las Molm-13 transducidas con LAPTM4B incrementaron notablemente la 

fase S frente al control, y a expensas de una reducción de la fase G2. Aunque en el 

caso de las Molm-13 dicha reducción no fue significativa. Contrariamente, en la 

línea K-562 se produjo un aumento de la fase G1 y una disminución de la fase S en 

las células transducidas con LAPTM4B en comparación con las parentales. No se 

detectaron diferencias entre las dos isoformas de LAPTM4B en ninguno de los 

casos comentados (Figura 33B).   

Durante la fase S del ciclo celular el ADN celular se replicará, generando una copia 

de todo su material genético. El ciclo celular cuenta con numerosos mecanismos de 

control y reparación del ADN, pero uno de los principales protagonistas es el factor 

de transcripción p53, el cual regula la expresión de proteínas inhibitorias como p21, 

promueve el arresto en el crecimiento o incluso la muerte celular cuando existen 

daños severos. Asimismo, la proteína p21 permite el avance del ciclo celular desde la 

fase S, mediante la regulación de la proteína CDK2 (Mercadante & Kasi, 2022). 

Tras detectar cambios en esta fase al sobreexpresar LAPTM4B, se procedió a 

explorar la expresión de la proteína p21 para tratar de esclarecer los resultados 

obtenidos. En este caso, se determinó la expresión de p21 a nivel de ARNm en las 

líneas HL-60, MM-1 y U-937 (Figura 33C). Como es posible observar en la 

representación obtenida, la expresión de p21 aumenta significativamente para HL-

60 y tiene tendencia a disminuir para MM-1 y U-937, en las líneas transducidas con 

LAPTM4B respecto al control. Una vez más, no existen diferencias entre la 

expresión derivada de ambas isoformas de LAPTM4B.  
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Aunque la heterogeneidad de los resultados entre las diferentes líneas complica la 

interpretación de los mismos, se han podido detectar cambios en diferentes fases del 

ciclo. En líneas generales, parece incrementarse la fase S tras la sobreexpresión de 

LAPTM4B en algunas de las líneas de LMA. En conjunto, estos resultados sugieren 

que una alta expresión de LAPTM4B podría producir desajustes, todavía inciertos, 

en el proceso del ciclo celular, y que dichos procesos podrían estar mediados directa 

o indirectamente por p21.  

A 

 
B 

 
C  

 

Figura 33. La sobreexpresión de LAPTM4B produce desajustes en el ciclo celular 
posiblemente a través de p21. Para sincronizar los ciclos celulares, las células mencionadas en cada 
caso, sin transducir o transducidas con LAPTM4B (largo y corto), se cultivaron durante 18h en medio 
desprovisto de suero y posteriormente, se usó etanol frío para su fijación. El análisis del ciclo celular se ha 
adquirido mediante citometría de flujo y se ha representado como A) el porcentaje de células en cada fase 
del ciclo celular y B) muestra de las diferencias estadísticamente significativas. C) Expresión génica de p21 
analizada por RT-PCR semi-cuantitativa respecto al gen de referencia GAPDH. Los gráficos de barras 
indican la media de expresión génica de tres réplicas de al menos tres experimentos independientes ± SEM. 
*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.  
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• LAPTM4B y su efecto en la proliferación  

A causa de la conexión entre el ciclo celular y la proliferación, analizamos la posible 

implicación de LAPTM4B en la capacidad proliferativa en LMA. En este marco, se 

midió la proliferación de forma indirecta a día 0, 2 y 4 mediante la sonda vital DiI, la 

cual marca de forma inespecífica los lípidos de membrana celular y se disipa 

conforme las células se dividen en su proceso proliferativo.  

Según muestra la Figura 34, no se dieron cambios significativos en la proliferación 

entre las células transducidas con LAPTM4B y sin transducir, para ninguna línea 

celular a lo largo del experimento. Del mismo modo, tampoco existen diferencias 

entre las distintas isoformas de LAPTM4B. Concretamente, en el caso de la línea 

HL-60, las células control mostraron un incremento en la capacidad proliferativa el 

día 2 del experimento, que luego perdieron hacia el día 4. Mientras que las HL-60 

transducidas, no sufrieron incrementos en dicha capacidad a lo largo del 

experimento. En cambio, la proliferación detectada en MM-1 y U-937 resultó muy 

similar entre las células transducidas y su control, aunque ligeramente menor en las 

células control a día 2 o 4 (Figura 34A). Para apreciar en detalle las diferencias 

entre las células transducidas y la no transducidas, en la Figura 34B representamos 

únicamente la proliferación medida a día 4. Aunque no hay diferencias significativas 

entre las células con expresión ectópica frente a las parentales, ni entre ambas 

isoformas, se detectó que las células HL-60 son las que menor capacidad 

proliferativa presentan entre las líneas evaluadas.  

 

Figura 34. LAPTM4B no afecta la proliferación in vitro de las células de LMA transducidas. 
La proliferación de las células HL-60, MM-1 y U-937 transducidas con el vector vacío o con LAPTM4B 
(largo o corto) se determinó mediante citometría de flujo mediante el uso de la sonda vital DiI y está 
representada como A) el valor de la MFI a día 0, 2 y 4; y como B) el valor de la MFI a día 4. La media de 
triplicados ± SEM de tres experimentos independientes se han representado con puntos en A) y barras en 
B). 
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Por tanto, se podría concluir que LAPTM4B no modifica la proliferación in vitro de 

las células de LMA transducidas. 

Continuando con este conjunto de experimentos para evaluar el papel de 

LAPTM4B en LMA, resultó interesante analizar la capacidad migratoria de las 

células con expresión ectópica de LAPTM4B. Igualmente, trabajos previos señalan 

que una alta expresión de LAPTM4B promueve la migración y la invasión en células 

cancerígenas (X. Li et al., 2010).  

Con el fin de evaluar la capacidad migratoria en células de LMA, se ha estudiado la 

expresión del receptor de membrana CXCR4 (CD184), el cual es un elemento 

importante en la migración celular y se encuentra en la mayoría de las células madre 

cancerígenas (Ratajczak et al., 2006), incluidas las LSCs en LMA (L. Su et al., 2021). 

Dada su importancia en estos procesos, podría ser una buena diana terapéutica para 

promover la migración celular desde la médula ósea hacia la sangre, donde las 

células leucémicas serán más fácilmente eliminadas (L. Su et al., 2021; Tavor et al., 

2004).  

 
Figura 35. LAPTM4B no induce diferencialmente la expresión del receptor CD184 
(CXCR4). Se ha empleado la citometría de flujo para analizar la expresión de CD184 en células HL-60, 
MM-1 y U-937 no transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B (largo o corto) en condiciones basales 
(n=4). La media de triplicados de los cuatro experimentos independientes ± SEM está representado 
mediante barras donde los puntos indican la media de cada experimento. 

Contrariamente a lo esperado, en ninguna de las líneas celulares estudiadas se 

detectaron diferencias significativas entre las células con expresión ectópica de 

LAPTM4B respecto a su control. Los niveles de CD184 detectados para las 

diferentes isoformas también fueron homogéneos entre ellas en todos los tipos 

celulares. De nuevo, la línea HL-60 resultó ser la de menor capacidad migratoria de 
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las empleadas en este estudio. Mientras que MM-1 y U-937 poseen una capacidad 

similar de migración según el marcador evaluado (Figura 35).  
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4.5. Papel de LAPMT4B en leucemogénesis 
Una vez explorados los principales efectos de la sobreexpresión de LAPTM4B en 

líneas celulares de LMA, podemos afirmar que en el contexto leucémico LAPTM4B 

potencia ciertas vías de señalización implicadas en cáncer y produce desajustes en el 

ciclo celular sin afectar la proliferación o la migración celular in vitro. Por ello, 

decidimos explorar en detalle sus efectos en términos de leucemogénesis, es decir, la 

implicación de LAPTM4B en el origen de la enfermedad. 

Debido a que actualmente no existe unanimidad sobre el fenotipo de las LSCs, 

poder cultivarlas in vitro aisladas del resto de la población hematopoyética es 

meramente imposible. Partiendo de que las LSCs se definen por su funcionalidad, 

los ensayos clonogénicos son la aproximación técnica más fiel para su estudio, 

puesto que consisten en la evaluación del potencial proliferativo y generador de 

colonias mediante el cultivo celular (“Cancer Stem Cells,” 2018). 

Las células HL-60, MM-1, U-937, K-562 y Molm-13 no transducidas y transducidas 

con LAPTM4B, se sembraron en un medio semisólido rico en citoquinas 

instructivas. Transcurridos 10 días, fueron contadas las colonias desarrolladas por las 

células y se observaron diferentes resultados en función del contexto celular 

(Figura 36). En el caso de HL-60, ambas isoformas mostraron un potencial 

clonogénico inferior a las parentales, sin diferencias entre ellas. En cuanto a la línea 

MM-1, se detectó el mismo efecto de disminución en la capacidad generadora de 

colonias descrito anteriormente, pero únicamente en las células transducidas con la 

isoforma larga de LAPTM4B respecto al control. Mientras que, la isoforma corta 

mostró un patrón similar al control. En cambio, las líneas U-937, K-562 y Molm-13 

no mostraron diferencias significativas entre las células transducidas y el control, ni 

tampoco entre las diferentes isoformas.  

Dicha heterogeneidad puede ser debida a los múltiples factores derivados del 

estudio de la clonogenicidad a nivel basal, y la ausencia de un tratamiento específico 

frente a nuestra proteína diana, dificulta la comparación. En definitiva, las 

diferencias manifestadas aquí parecen apuntar hacia un ligero descenso o una 
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ausencia de cambio en la capacidad de autorrenovación in vitro en presencia de 

LAPTM4B.  

 

Figura 36. La capacidad clonogénica de las células transducidas con LAPTM4B varía según 
el contexto celular. Células HL-60, MM-1, U-937, K-562 y Molm-13 no transducidas y transducidas con 
LAPTM4B (largo y corto) se sembraron en un medio semisólido que contiene citoquinas instructivas y tras 
10 días se contaron de forma manual. Las barras indican la media de colonias de duplicados de al menos 3 
experimentos independientes ± SEM. Cada punto indica la media de un experimento. *p<0,05. 

Con la finalidad de medir el potencial de leucemogénesis y alcanzar una mejor 

comprensión de dicho proceso a nivel fisiológico, se emplearon modelos de 

xenotrasplante de células humanas en ratones inmunodeficientes adultos NSG 

(NOD.Cg-PrkdcˢᶜⁱᵈIl2rgᵗᵐ¹ᵂʲˡ/SzJ) condicionados farmacológicamente con busulfán 

para la aceptación del injerto.  

En primer lugar, la línea celular HL-60 fue transducida con el vector pLL-EF1α-

rFLuc-T2A-GFP (HL-60 rLuc), de esta forma conseguimos seguir la evolución del 

injerto celular presente en cada ratón durante el periodo experimental. Una vez 

transducidas las células y los ratones condicionados farmacológicamente, se 

inyectaron las células por vía intravenosa y se dejaron 20 días para que proliferasen. 

A lo largo de este tiempo, se realizaron pesajes e imágenes de seguimiento para 

evaluar la evolución del injerto celular y garantizar el bienestar animal (Figura 37A). 

La imagen presentada en la Figura 37A, tomada el día 14 del experimento, revela 

una gran y amplia distribución del injerto celular en los ratones adultos inyectados 

con células transducidas con LAPTM4B, medido por luminiscencia. Asimismo, se 

aprecian diferencias ligadas al sexo, puesto que las hembras mostraron una mayor 

afectación, detectada por una mayor superficie con presencia de células 

cancerígenas, en comparación con los machos e indistintamente de la isoforma de 
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LAPTM4B sobreexpresada. En cambio, en el caso de los animales control a penas 

se detectaron células HL-60 distribuidas por el organismo de los animales, a 

excepción de una pequeña acumulación cercana al lugar donde se realizó la 

inyección intravenosa.  

  

Figura 37. LAPTM4B incrementa la capacidad leucemogénica in vivo. Se inyectaron vía 
intravenosa células HL-60 rLuc (HL-60 rLuc, n=18) a ratones NSG adultos previamente condicionados 
farmacológicamente, pasados 20 días se sacrificaron y se analizaron los resultados. A) Imagen 
representativa de un animal de cada jaula obtenida por detección de luminiscencia 14 días después de la 
inyección de células. B) Porcentaje de células hCD45+ detectadas al final del experimento en médula ósea 
o bazo por citometría de flujo. Las barras indican la media de los valores de cada tipo de células y los 
puntos el valor derivado de cada ratón. *p<0,05. 

Tras pasar el tiempo de injerto determinado, se obtuvieron las células 

hematopoyéticas derivadas de la tibia y fémur, y del bazo y se analizaron y 

cuantificaron las células de interés (hCD45+ y GFP+, por la presencia de Emerald), 

fácilmente identificables por citometría de flujo. En concordancia con el resultado 

anterior, la cuantificación de células humanas obtenidas al final del experimento, 

confirmaron un aumento significativo de las células transducidas con la isoforma 

larga o corta frente a las células control en médula ósea. Con la finalidad de medir la 

capacidad de migración de dichas células, también se cuantificaron las células 

derivadas del bazo de los animales. En este caso, no se detectaron diferencias 

significativas entre las células transducidas y el control, aunque se detecta un ligero 
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aumento de las transducidas. En ambos casos, la capacidad de injerto se detecta de 

forma levemente más notable en el caso de la isoforma corta de LAPTM4B, sin 

poder estadístico suficiente para confirmarlo (Figura 37B). 

En vista a estos resultados, se podría concluir que la sobreexpresión de LAPTM4B 

provoca un incremento en la capacidad de migración y proliferación in vivo, 

aumentando la capacidad leucemogénica en médula ósea y posiblemente en bazo.  

Una vez observadas estas diferencias respecto a la capacidad proliferativa y 

clonogénica in vivo, se plantearon experimentos alternativos con la finalidad de 

confirmar y ampliar estos hallazgos. En este caso realizamos ensayos de 

competición, estos experimentos resultan de interés puesto que reducen la gran 

variabilidad asociada a los experimentos in vivo, dado que cada ratón se concibe 

como un control interno. Para ello, se trabajó de nuevo con xenotrasplante de 

células humanas en ratones inmunodeficientes NSG (NOD.Cg-

PrkdcˢᶜⁱᵈIl2rgᵗᵐ¹ᵂʲˡ/SzJ) condicionados con busulfán.  

Para dicha competición, se inyectó en cada animal un número equivalente de células 

control (pULTRA-pSmurf) y de células de interés (pCDH-Emerald, pCHD-Emerald-

LAPTM4B IsoLarga o pCHD-Emerald-LAPTM4B IsoCorta) correspondientes a las 

líneas HL-60, MM-1 o U-937 (Figura 38A). El cumplimiento de aproximadamente 

un 50-50% en las proporciones celulares, fue validado por citometría de flujo con 

anterioridad a la inyección de las células, como podemos ver para el caso de las 

células HL-60 en la Figura 38B. Tras la inyección, se dejaron proliferar las células 

de 15 a 27 días (según la línea celular) hasta desarrollar leucemia. Transcurrido el 

tiempo indicado de injerto, se extrajeron las células hematopoyéticas procedentes de 

la tibia y fémur, y del bazo. De igual forma a los análisis explicados en el apartado 

anterior, las células se pudieron separar y cuantificar por citometría de flujo gracias a 

la presencia de los marcadores Smurf, para las células control, y Emerald (GFP), para 

las células de interés.  

En todas las líneas celulares, los ratones trasplantados con los vectores pSmurf y 

pCDH-Emerald vacío (Control), presentan una capacidad de injerto similar para 
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ambas poblaciones celulares, como se puede observar en los gráficos de barras 

(aproximadamente 50-50%). Este hecho confirma que las diferentes transducciones 

no han alterado los procesos leucemogénicos y por ello, constituye el control 

interno del injerto (Figura 38 C, D y E). 

En cuanto a la capacidad de injerto, nuevamente observamos resultados 

heterogéneos entre las distintas líneas celulares. Los ratones trasplantados con 

células HL-60 y MM-1 transducidas con LAPTM4B presentan un aumento del 

potencial leucemogénico respecto a los transducidos con los controles, tanto en 

médula ósea como en bazo, como se puede apreciar en las Figura 38 C y D 

(gráficos con círculos), donde se han cuantificado las células hCD45+, marcador 

exclusivo de células humanas. Aunque que no se dan diferencias obvias entre ambas 

isoformas de LAPTM4B en estos casos, en MM-1 las células transducidas con la 

isoforma corta de LAPTM4B presentaron mayor capacidad leucemogénica frente al 

control que la larga.  

En cambio, la línea U-937 mostró el patrón opuesto. Tanto en médula ósea como 

en bazo, se detecta un menor porcentaje de células con sobreexpresión de 

LAPTM4B frente a la línea parental. En ambas localizaciones, las células que 

expresan ectópicamente la isoforma corta de LAPTM4B son levemente superiores a 

la isoforma larga en su capacidad de injerto. Aunque en médula ósea esta diferencia 

no resultó significativa, en el bazo la disminución en el porcentaje de células 

hCD45+ detectada en la isoforma larga frente a la corta fue estadísticamente 

significativa (Figura 38E).  

Al cuantificar dentro de este conjunto de células hCD45+ las poblaciones marcadas 

con Smurf o Emerald, podemos detectar cómo el porcentaje de células de interés 

(Emerald) no es tan elevado al esperado según la representación mediante círculos 

descrita previamente. En ocasiones, como en el caso de la isoforma larga en MM-1, 

el porcentaje de células Emerald es incluso menor al de células Smurf (Figura 38 C y 

D, gráficos de barras). Este llamativo hecho, se podría explicar como un potencial 

efecto en trans de LAPTM4B, lo que significaría que la sobreexpresión de 
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LAPTM4B aumenta el potencial de injerto tanto de las células transducidas, como 

de las acompañantes (Smurf), mediante la secreción de algún factor soluble que 

potenciase el efecto proliferativo, causando un efecto auto y paracrino. Asimismo, 

según lo observado en la Figura 19B, otra explicación plausible sería la separación, 

por causas desconocidas, entre la proteína LAPTM4B y Emerald. En este caso, la 

detección de LAPTM4B mediante las células GFP+ estaría infravalorada. 

Particularmente, este efecto se observa en las líneas de LMA, de forma muy 

significativa en MM-1 y con cierta tendencia en HL-60. En cambio, en la línea U-

937 la sobreexpresión de LAPTM4B disminuye la capacidad de injerto (Figura 

38E). Estos resultados podrían ser atribuibles al hecho de que esta línea en realidad 

no deriva de una LMA, sino de un linfoma histocístico y, por tanto, podría cursar 

con diferentes fenotipos malignos en el contexto fisiológico de la enfermedad.  

Sin embargo, pese a la ausencia de evidencias in vitro, podríamos concluir que en 

LMA LAPTM4B incrementa la capacidad proliferativa y migratoria de las células 

leucémicas en médula ósea, mientras que no se aprecia una superioridad clara entre 

las dos isoformas en la capacidad de generar de novo la enfermedad in vivo. Respecto 

al bazo, la cuantificación de los distintos tipos de células (Smurf y Emerald) podría 

ser menos precisa al analizar la baja cantidad de células hCD45+ presentes en este 

órgano, aun así, el efecto parece ser equivalente al observado en médula ósea, 

presentando un potencial incremento en la capacidad de injerto en las células de 

LMA transducidas con LAPTM4B. El microambiente tumoral recreado en animales 

de experimentación es la representación más fiel del cuerpo humano que 

disponemos en investigación, por lo que es frecuente detectar efectos no 

observados previamente in vitro.  
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Figura 38. La presencia de LAPTM4B aumenta la capacidad leucemogénica de la LMA. A) 
Un número equitativo de células pULTRA-Smurf y pCDH-Emerald o pCDH-Emerald-LAPTM4B 
(largo o corto) fue inyectado por vía intravenosa en ratones NSG previamente condicionados con 
busulfán. Las líneas celulares empleadas fueron HL-60, MM-1 y U-937. Pasado el tiempo de injerto, se 
sacrificaron los ratones y se analizó la médula ósea y el bazo. B) Histogramas representativos de las 
poblaciones de células HL-60, previamente a la inyección intravenosa y analizados mediante citometría de 
flujo. C, D, E) Análisis de las distintas poblaciones celulares obtenidas de la médula ósea y bazo (C = HL-
60, D = MM-1, E = U-937). Los primeros gráficos, en cada caso, representan el porcentaje de células vivas 
hCD45+ para cada grupo de animales, donde las líneas representan el valor medio y cada círculo 
corresponde con un ratón. Los gráficos de barras indican la media del porcentaje de células evaluado con 
cada marcador (azul para pSmurf y verde para las células de interés, Emerald=GFP+), dentro de la 
subpoblación de células hCD45+, de todos los ratones ± SEM y con la corrección de los valores al 100%. 
*p<0,05; ***p<0,001;****p<0,0001. 
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4.6. Papel de LAPTM4B en quimiorresistencia 
Atendiendo a la alta frecuencia y gravedad de las recaídas en LMA (Thol & Ganser, 

2020), y siendo la quimiorresistencia la causa principal de las mismas (Trumpp & 

Haas, 2022), así como, de la muerte de los pacientes (Levin et al., 2021), resulta de 

vital importancia estudiar el papel de LAPTM4B en los procesos de 

quimiorresistencia.  

4.6.1. Sensibilidad a quimioterapia en células con sobreexpresión de 

LAPTM4B 

Estudios previos relacionan a LAPTM4B con un aumento de la resistencia a 

antraciclinas en cáncer de mama (Y. Li et al., 2011), a régimenes basados en 

cisplatino en carcinoma epitelial de ovario (M. Yin et al., 2011) o a diferentes 

tratamientos en varios tumores sólidos (Rehman et al., 2019). Por ello, en primer 

lugar, se ha evaluado la respuesta de las líneas celulares HL-60, MM-1 y U-937 a tres 

de los compuestos utilizados en clínica para combatir la LMA: las antraciclinas 

doxorrubicina (Doxo) y daunorrubicina (Dauno) y el fármaco por excelencia, 

citarabina (AraC).  

Según como muestra la Figura 39A, la citotoxicidad asociada tanto a daunorrubicina 

como a doxorrubicina fue similar entre las células transducidas y las células control, 

así como, entre ambas isoformas de LAPTM4B de todas las líneas celulares testadas. 

Igualmente, las diferentes líneas celulares evaluadas mostraron una sensibilidad 

similar ante los tratamientos. Ante la ausencia de cambios asociados a LAPTM4B 

tras el tratamiento de daunorrubicina o doxorrubicina, decidimos no continuar con 

su exploración.  
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Figura 39. Las células HL-60, KG-1 y K-562 transducidas con LAPTM4B presentan una 
mayor resistencia al tratamiento con citarabina. Las líneas celulares indicadas anteriormente, no 
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transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B largo o corto, se trataron 48h a dosis crecientes de A) 
doxorrubicina (Doxo) y daunorrubicina (Dauno) y B) citarabina (AraC). La viabilidad se analizó por 
citometría de flujo y se calculó el valor de las EC50. Las gráficas presentan una réplica representativa de tres 
experimentos independientes, en la que cada punto es la media de triplicados de un experimento 
independiente ± SEM. La media del valor de la EC50 para cuatro experimentos independientes en el caso 
de HL-60, dos para SKM-1 y tres para el resto, se ha representado mediante barras. *p<0,05; 
****p<0,0001.  

En cambio, la citarabina ejerció potentes efectos diferenciales en algunas de las 

líneas celulares evaluadas (Figura 39B). En la línea HL-60, las células transducidas 

con LAPTM4B mostraron una gran resistencia a este fármaco frente a la 

sensibilidad asociada comúnmente a este tipo celular. El incremento en la resistencia 

es ligeramente mayor en las células con expresión ectópica de la isoforma larga, 

aunque no existen diferencias significativas entre ambas isoformas. Del mismo 

modo, este efecto se detectó en la línea de LMC, K-562, incrementando de forma 

significativa la resistencia a AraC tras la sobreexpresión de LAPTM4B respecto a las 

parentales y en este caso, de forma equitativa entre la isoforma corta y larga de 

LAPTM4B. Por último, según podemos observar en el histograma representativo 

para las células KG-1, se da una ligera tendencia al incremento de la resistencia en 

las células transducidas respecto a su control, pero dicha diferencia carece de poder 

estadístico por lo que no podemos afirmarla. En cambio, en el resto de las líneas 

celulares evaluadas: MM-1, U-937, SKM-1 y Molm-13, no se detectaron diferencias 

de resistencia/sensibilidad entre las células transducidas y las parentales, y de todas 

ellas, la más resiste resultó la línea MM-1. Posiblemente, la resistencia intrínseca a 

citarabina asociada a dichas líneas dificulta que se produzca un incremento de la 

misma al sobreexpresar LAPTM4B.  

En suma, se puede concluir que la sobreexpresión de LAPTM4B está correlacionada 

con un aumento de resistencia a citarabina en aquellas líneas celulares con capacidad 

de aumentar su resistencia.  

 
4.6.2. Implicación de LAPTM4B en la resistencia a citarabina 

Para averiguar si los incrementos en la resistencia a la citarabina observados 

anteriormente podrían estar causados por la sobreexpresión de LAPTM4B, se 
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escogió la línea de LMA HL-60 resistente a citarabina, generada por nuestro 

laboratorio (Figura 10). 

La participación de LAPTM4B en la resistencia a quimioterapia fue determinada 

analizando la expresión a nivel de ARNm y de proteína de las células HL-60 

parentales y resistentes. La línea HL-60 AraC R no presentó cambios en la expresión 

génica de LAPTM4B respecto a la línea parental, y ambas isoformas de LAPTM4B 

mostraron los mismos niveles en las diferentes células (Figura 40A). Por otro lado, 

en el análisis proteico, el nivel de LAPTM4B fue menor al límite de sensibilidad de 

la técnica o no expresado en ninguno de los casos (Figura 40B).  

 

Figura 40. La línea celular HL-60 resistente a citarabina no presenta sobreexpresión de 
LAPTM4B. Se analizó la expresión de LAPTM4B de las células HL-60 parentales y resistentes a 
citarabina A) a nivel de ARNm por RT-PCR, normalizado frente a GAPDH y B) a nivel de proteína por 
WB, usando GAPDH como control de expresión. Las barras indican la media de triplicados de 
experimentos independientes ± SEM. R: resistentes. 

En suma, las células HL-60 resistentes a citarabina presentan una expresión de 

LAPTM4B similar a las parentales. Cabe mencionar que, la ausencia de 

sobreexpresión de LAPTM4B en estas células no implica que LAPTM4B no esté 

implicado en la quimiorresistencia, sino que estas células resistentes no han 

adquirido dicha resistencia a través de este mecanismo.  

Dado que son múltiples los factores que propician la quimiorresistencia, como los 

asociados a proteínas, la resistencia ligada a alteraciones genéticas, a microRNAs o a 

vías de señalización (J. Zhang et al., 2019), en base a nuestros resultados previos, 

decidimos estudiar aquellos posibles mecanismos relacionados con la resistencia 

observada en LAPTM4B. 
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4.6.2.1. Hiperactivación de la vía MAPK  

En primer lugar, exploramos la posible relación entre el incremento en la actividad 

de la vía de las MAPK y su relación con la quimiorresistencia. Como observamos en 

la Figura 29, las células HL-60 transducidas con LAPTM4B mostraron una mayor 

sensibilidad y disminuyeron la actividad de la vía MAPK ante el inhibidor de PI3K, 

Ly294-002. Para poder determinar si este proceso afecta a la resistencia a fármacos, 

las células HL-60 se trataron simultáneamente con Ly294-002 y citarabina a 

diferentes dosis.  

Los resultados derivados de este análisis no mostraron diferencias entre la 

citotoxicidad mediada por citarabina frente al tratamiento combinado de AraC con 

Ly294-002, ni en las células parentales ni en las transducidas (Figura 41). En 

concordancia, descartamos la hiperactivación de la vía MEK-Erk como mecanismo 

principal de quimiorresistencia en el caso de LAPTM4B, aunque un aumento de la 

actividad en esta vía (Salaroglio et al., 2019) o en las vías de señalización PI3K/Akt 

podrían estar implicadas en este proceso (L. Li et al., 2010; R. Liu et al., 2020). 

 

Figura 41. El tratamiento combinado de citarabina y Ly294-002 no restaura la sensibilidad a 
citarabina en las células HL-60 con sobreexpresión de LAPTM4B. Las células HL-60 no 
transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B (largo y corto) se trataron 48h a dosis crecientes de 
citarabina (AraC) o con las mismas dosis de citarabina más el inhibidor de PI3K (Ly294-002) 10μM 
(AraC+LY). La viabilidad se analizó por citometría de flujo y se calculó el valor de la EC50. Las gráficas 
muestran una réplica representativa de dos experimentos independientes, donde cada punto es la media de 
triplicados de un experimento independiente ± SEM. Los gráficos de barras indican los valores numéricos 
de las EC50 calculadas ± SEM (n=3), cada punto indica el valor de un experimento. 

 
4.6.2.2. Aumento de autofagia  

Una vez descartada la señalización como responsable principal del fomento en la 

resistencia a citarabina, se procedió a evaluar si los sutiles cambios observados en la 

Figura 25 podrían evidenciar un papel de la autofagia mediada por LAPTM4B en la 
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quimiorresistencia. En trabajos anteriores, se ha indicado una relación entre la 

autofagia y la quimiorresistencia mediante la interacción entre EGFR y LAPTM4B 

(Chu et al., 2019; Wu & Zhang, 2020). Alternativamente, la autofagia podría 

proteger a las células de la muerte celular por apoptosis en presencia de fármacos y 

de este modo, generar resistencia a los fármacos (Dupéré-Richer et al., 2013; D. Liu 

et al., 2011). 

Para este análisis tratamos a las células HL-60 y MM-1 con el inhibidor de autofagia, 

cloroquina, junto con diferentes dosis de AraC. Según se observa en la Figura 42, 

en las células HL-60, únicamente las células transducidas con la isoforma larga de 

LAPTM4B recuperaron parcialmente la sensibilidad a citarabina al tratar con dicha 

combinación. Aunque esta disminución en la viabilidad también se detecta en el 

caso de la isoforma corta, no parecer ser suficiente para ser significativo. Por otro 

lado, en la línea resistente a citarabina, MM-1, tanto las células parentales como las 

transducidas disminuyeron notablemente su resistencia, aunque de forma similar 

entre ellas.  

 

Figura 42. El tratamiento combinado de citarabina y cloroquina resensibiliza a las células 
HL-60 con sobreexpresión de LAPTM4B. Las células HL-60 y MM-1 no transducidas (NT) y 
transducidas con LAPTM4B largo y corto se trataron 48h a dosis crecientes de citarabina (AraC) o con las 
mismas dosis de citarabina más cloroquina (25μM para HL-60 y 15μM en MM-1) (AraC+CQ). La 
viabilidad se analizó por citometría de flujo y se calculó el valor de la EC50. Las gráficas presentan una 
réplica representativa de tres experimentos independientes, donde cada punto es la media de triplicados de 
un experimento independiente ± SEM. Los gráficos de barras indican los valores numéricos de las EC50 
calculadas ± SEM (n=3), cada punto indica el valor de un experimento. **p<0,01. 
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En resumen, se ha corroborado el efecto quimiosensibilizador de la cloroquina 

(Chang & Zou, 2020; Chu et al., 2019). Pero, más interesante, se ha demostrado que 

este efecto es dependiente de LAPTM4B en el caso de HL-60, por lo que 

LAPTM4B podría participar en la generación de quimiorresistencia mediante la 

modulación de la autofagia. 

4.6.2.3. Implicación de ATR en quimiorresistencia 

Puesto que el incremento de autofagia no explica totalmente el aumento en la 

quimiorresistencia y en vista a los cambios observados en el ciclo celular, estudiamos 

el potencial del inhibidor de ATR (del inglés ATM and Rad3-related), elimusertib, 

como sensibilizador de las células a los tratamientos quimioterapéuticos.  

Los daños en el ADN (DDR) pueden estar producidos por múltiples causas tanto 

endógenas, derivadas por ejemplo de una incorrecta replicación del ADN (Ragu et 

al., 2020), como exógenas, como las causadas por quimioterapia (Woods & Turchi, 

2013). Dichos daños inducen la activación de ATM (del inglés Ataxia Telangiectasia 

Mutated) y ATR, que desencadenarán una cascada de señalización con resultados 

como: arresto en el ciclo celular, apoptosis o entrada en senescencia (Barnieh et al., 

2021; Cuesta-Casanovas, 2022; Di Micco et al., 2021) (Figura 43). 

En este caso, se ha evaluado la acción del fármaco elimusertib en células HL-60, 

MonoMac-1 y U-937 tratadas con dosis crecientes de AraC, mediante el análisis de 

la viabilidad celular por citometría de flujo. Paralelamente, se ha medido el estado 

senescente de las células por detección de SA-β-gal, secretada por las células 

senescentes (Di Micco et al., 2021), en estado basal y tratando con AraC durante dos 

días consecutivos, con el fin de dilucidar si LAPTM4B promueve la resistencia 

farmacológica mediante la entrada en senescencia.    
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Figura 43. Modelo de señalización de ATR y ATM por daños en el ADN. Basado en: (Barnieh 
et al., 2021; Di Micco et al., 2021). Las flechas negras señalan progresión de la señalización y la roja 
inhibición; las P simbolizan fosforilación y activación de proteína. Elimusertib: inhibidor de ATR.  

Primeramente, se ha demostrado que el tratamiento con elimusertib sensibiliza a 

citarabina en todas las líneas celulares evaluadas (Figura 44 A, B y C). En el caso 

de HL-60, la disminución de la EC50 tras el tratamiento combinado frente a AraC, 

fue diferente dependiendo del nivel de resistencia de partida en cada caso. En el 

caso de las células control, el descenso en la resistencia frente al tratamiento con 

AraC fue casi imperceptible, mientras que las células transducidas incrementaron 

notablemente la sensibilidad, aunque únicamente resultó significativo en las células 

HL-60 transducidas con la isoforma corta como se puede apreciar en la Figura 44B. 

Detalladamente, el cálculo del Fold Change (cambio relativo) en la sensibilidad 

demuestra que no todas las células responden del mismo modo. El descenso 

causado fue notablemente mayor en las células transducidas con ambas isoformas de 

LAPTM4B en comparación con la línea parental, aunque más robusto en la 

isoforma corta, que presenta un aumento en la sensibilidad a citarabina mayor al 

tratar conjuntamente con el inhibidor de ATR (Figura 44D).  
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Figura 44. El inhibidor de ATR (elimusertib) sensibiliza las células a citarabina, 
especialmente, a aquellas células transducidas con LAPTM4B resistentes. Las células HL-60, 
MM-1 y U-937 no transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B se trataron 48h con elimusertib 20nM 
y con un vehículo o dosis crecientes de citarabina para evaluar la viabilidad mediante citometría de flujo y 



176 
 
 

calcular el valor de la EC50. Los resultados se exponen como A) una réplica representativa de las EC50 en 
las distintas líneas, en la que cada punto está representando la media de triplicados de un experimento 
independiente ± SEM (n=3) y B) los valores numéricos de las EC50 calculadas ± SEM para HL-60 y U-
937. C) Media del porcentaje de células vivas a 5μM de AraC de tres experimentos independientes de MM-
1 ± SEM. D) Expresión relativa (1-(EC50 AraC/EC50 cotratamiento) para representar el incremento en 
la sensibilidad de HL-60 y SKM-1. Cada barra indica la media del fold change de tres/cuatro experimentos 
independientes ± SEM; cada punto indica el valor de un experimento. *p<0,05; ***p<0,001. 

A diferencia de la especificidad a LAPTM4B observada en HL-60, en el caso de 

MM-1 y U-937 el tratamiento combinado reduce la resistencia respecto a las tratadas 

exclusivamente con AraC (Figura 44 B y C). Dado que las curvas de viabilidad en 

el caso de MM-1 no siempre alcanzan el eje X por falta de mortalidad, el cálculo de 

las EC50 en esta línea resultaría erróneo. Por ello, se ha representado la media del 

porcentaje de viabilidad celular, a una concentración específica de AraC, como 

muestra más representativa de la realidad (Figura 44C). Las células MM-1 y U-937, 

no muestran diferencias notorias en la sensibilización tras la sobreexpresión de las 

isoformas de LAPTM4B, posiblemente como consecuencia de su alta resistencia 

intrínseca a nivel basal, reflejándose una disminución equitativa en las células 

transducidas y en las no transducidas (Figura 44 C y D). 

Respecto a la cantidad de SA-β-gal, se ha observado que la línea más senescente a 

nivel basal es la U-937, correspondiente con su mayor resistencia farmacológica. 

Mientras que las HL-60 serían las menos senescentes. Sin embargo, no se detectan 

cambios a nivel basal entre las líneas transducidas y su control, ni tampoco entre las 

dos isoformas de LAPTM4B. Además, el tratamiento con citarabina no produjo 

cambios notables en la cantidad de SA-β-gal entre células tratadas y control, ni varió 

en función del nivel de LAPTM4B, en ninguna de las líneas evaluadas (Figura 45).  

En conjunto, estos resultados indicarían que el tratamiento combinado de 

elimusertib con AraC podría reducir la resistencia farmacológica en todos los casos, 

aunque de forma más notoria en las líneas que habían sufrido un incremento en su 

resistencia mediado por LAPTM4B, indicando la implicación de LAPTM4B en la 

quimiorresistencia. Pese a ello, el incremento de resistencia asociado a LAPTM4B 

no se explicaría con un aumento del estado senescente como mecanismo de 
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protección ante los efectos citotóxicos del tratamiento, por lo que todavía se debe 

desvelar la relación entre la vía de ATR y LAPTM4B.  

 

Figura 45. El estado senescente no varía en presencia de LAPTM4B ni se induce tras el 
tratamiento con citarabina. Imagen representativa de las células HL-60, MM-1 y U-937, no 
transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B largo y corto se trataron 48h consecutivas con citarabina 
250nM, fueron fijadas y teñidas con el fin de detectar la SA-β-gal. Las imágenes muestran un campo 
representativo y se capturaron en un microscopio invertido a 20x aumentos. 

 

4.6.2.4. LAPTM4B y la activación/inhibición de la citarabina 

Las alteraciones en el proceso de internalización y activación y/o inhibición de la 

citarabina constituyen otro de los factores implicados en la quimiorresistencia. La 

citarabina puede internalizarse en la célula mediante difusión pasiva o a través de 

transportadores. Al alcanzar el citoplasma, será fosforilada por tres enzimas distintas 

hasta llegar a su forma activa, AraC-trifosfato (AraCTP). Por último, entrará en el 

núcleo, donde podrá desarrollar su función. Paralelamente, existen moléculas 

encargadas de convertir la citarabina en sus metabolitos inactivos, como la citidina 

desaminasa (CDA) o la 5’-nucleotidasa (NT5E), impidiendo que los efectos 

citotóxicos se lleven a cabo (Di Francia et al., 2021; Fajardo-Orduña et al., 2021). 

Con el fin de detectar si se producen alteraciones en los procesos de entrada y 

activación de la citarabina derivadas de la sobreexpresión de LAPTM4B, se evaluó la 

expresión de distintos genes involucrados en dichos procesos mediante RT-PCR 

semi-cuantitativa. En este caso, las células evaluadas fueron HL-60, MM-1, U-937 y 
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K-562 no transducidas y transducidas con LAPTM4B largo y corto. Para ello, se 

estudiaron los transportadores de equilibrio de nucleósidos ENT1-3 (Cros et al., 

2004; Levin et al., 2021), aunque son bidireccionales parecen tener mayor 

implicación en el influjo de citarabina (Pastor-Anglada & Pérez-Torras, 2018; 

Randazzo et al., 2020); el transportador internalizador CNT3 (Levin et al., 2021) y 

los externalizadores MRP7 (McBride et al., 2009) y BCRP (Levin et al., 2021). 

Asimismo, se analizó la expresión de los genes activadores dCK  (Cros et al., 2004; 

Levin et al., 2021) y NDK y los inactivadores NT5E, PN-I y CDA (Cros et al., 

2004). A pesar de las diferencias observadas entre líneas celulares, posiblemente 

atribuidas a su diferente resistencia intrínseca a citarabina, podemos destacar varios 

cambios importantes que explicarían dichos fenotipos (Figura 46).  

En el caso de la línea HL-60, detectamos un gran número de cambios entre las 

células transducidas y las células control. En primer lugar, fue posible observar un 

incremento en la expresión de varios de los transportadores de influjo en presencia 

de LAPTM4B. Lo más notable fue el incremento de la expresión observada en 

ENT1 y CNT3 en las células transducidas con ambas isoformas de LAPTM4B 

frente al control. En cuanto a la expresión de los externalizadores MRP7 y BCRP, 

detectamos un aumento significativo del primero y un ligero descenso de BCRP en 

las células transducidas en comparación con el control. En estos casos, no se dieron 

diferencias entre las dos isoformas de LAPTM4B. Por otro lado, el análisis de los 

genes activadores de la citarabina reveló una expresión equitativa entre las células 

transducidas y las no transducidas. No obstante, el hecho más destacable observado 

en la línea HL-60 fue la expresión cien veces mayor detectada en los genes 

inactivadores de citarabina NT5E y CDA, en aquellas células transducidas con 

LAPTM4B largo o corto, en comparación con las parentales. En el caso de NT5E, 

se dieron diferencias entre ambas isoformas de LAPTM4B, siendo mayor la 

expresión de la isoforma larga respecto a la corta. En cambio, en CDA la isoforma 

corta mostró una mayor expresión respecto al control, pero no hubo diferencias 

entre las isoformas. Por su parte, la enzima inactivadora PN-1 no varió su expresión 

entre las células transducidas y las parentales, ni tampoco entre las dos isoformas.  
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Por otro lado, en el caso de las MM-1 los transportadores ENT1-3 mostraron 

niveles de expresión similares entre las células transducidas y las parentales. 

Respecto al internalizador CNT3, sufrió un descenso en su expresión en el caso de 

las células con expresión ectópica de LAPTM4B, al contrario de lo observado en 

HL-60. En este caso, aunque a falta de ser confirmado estadísticamente, la isoforma 

corta sufrió un descenso mayor que la larga en la expresión de CNT3.  En esta línea, 

una alta expresión de LAPTM4B conlleva a un ligero aumento en la expresión de 

los genes correspondientes a los externalizadores MRP7 y BCRP respecto al control, 

si bien estas diferencias únicamente resultaron significativas en BCRP y con mayor 

poder estadístico para la isoforma larga de LAPTM4B. De igual modo a la línea HL-

60, la expresión de las enzimas activadoras y de la inactivadora PN-1, no sufrió 

cambios apreciables al sobreexpresar LAPTM4B en MM-1. Opuestamente, las 

enzimas inactivadoras CDA y NT5E se encuentran reguladas a la baja en aquellas 

células transducidas con LAPTM4B. 

 

Figura 46. La sobreexpresión de LAPTM4B en HL-60 ocasiona cambios en la expresión 
génica que favorecen la resistencia a citarabina. La expresión de genes transportadores (ENT1-3, 
CNT3, MRP7 y BCRP), activadores (dCK y NDK) e inactivadores (PN-I, CDA y NT5E) de citarabina, y 
del gen de referencia GAPDH fue analizada en las células HL-60, MonoMac-1 (MM-1) y K-562 sin 
transducir (NT) y transducidas con LAPTM4B largo o corto. Las barras están representando la media de 
triplicados de tres/cuatro experimentos independientes ± SEM y cada punto es la media de un 
experimento. Los resultados indican el nivel de expresión de cada gen tras su normalización con el gen de 
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referencia GAPDH y con las células no transducidas. *p<0,05; p**<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. NT: 
no transducidas, L: Isoforma Larga, C: Isoforma Corta. 

Por su parte, la línea U-937 quedó descartada por su escasa reproducibilidad entre 

experimentos (datos no incluidos). La última línea evaluada fue K-562, incluida en 

este análisis por su fenotipo de resistencia a citarabina similar a HL-60 cuando 

LAPTM4B está sobreexpresado. Respecto a los transportadores evaluados, 

únicamente se detectó con claridad una sobreexpresión de ENT2 en el caso de las 

células transducidas, aunque robusto exclusivamente en la isoforma corta. De igual 

forma al resto de líneas testadas, no se detectaron cambios significativos en la 

expresión asociada a los genes activadores (dCK y NDK) dependientes de la 

expresión de LAPTM4B. En este caso no se detectó expresión de NT5E, y la 

derivada de CDA y PN-1 no consiguió ratificar las diferencias entre células 

transducidas y parentales previamente observadas en otras líneas de LMA. 

Cabe mencionar que, aunque el transportador ENT3 se encuentra mayormente en 

membranas intracelulares, como en lisosomas y mitocondrias (Pastor-Anglada & 

Pérez-Torras, 2018), no hemos observado cambios significativos en su expresión en 

ninguna de las líneas evaluadas. Aun así, este escueto análisis carece de la robustez 

suficiente para afirmar o descartar la participación de los lisosomas como 

mediadores de la resistencia a fármacos.  

En resumen, el incremento en la resistencia a citarabina observado en HL-60 con 

regulación positiva de LAPTM4B, parece estar asociado a un incremento de los 

genes inactivadores de la misma. Este hallazgo evidenciaría que la citarabina 

internalizada quedaría inactivada por dos vías: pasando desde su forma sin fosforilar 

AraC a AraU (uracil-arabinósido) por la enzima CDA o desde la forma fosforilada 

una vez, AraCMP, por NT5E, pudiendo inactivarse totalmente por la acción de 

CDA (Figura 47). En este caso, aunque algunos de los transportadores, tanto de 

entrada como de salida, puedan estar mayormente activados, el gran incremento de 

las enzimas inactivadoras provocarán la inactivación de toda aquella citarabina que 

consiga permanecer en el interior celular.  
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Mientras que en el caso de MM-1, el fármaco será mayormente expulsado, 

disminuyendo la efectividad del mismo cuando se sobreexpresa LAPTM4B en el 

contexto leucémico y, por tanto, haciendo que la resistencia se mantenga de forma 

similar a la de las células parentales típicamente resistentes. Debido a ello, no 

apreciamos diferencias en las EC50 entre las células transducidas y las no 

transducidas. Esta capacidad aumentada de expulsión podría relacionarse con la 

disminución en la actividad de las enzimas inactivadoras en presencia de LAPTM4B, 

puesto que si entra poco fármaco a la célula estas enzimas podrían no activarse.  

Por último, en la línea K-562 no se ha podido determinar que el aumento de 

resistencia al expresar ectópicamente LAPTM4B esté relacionado con el mecanismo 

de internalización y activación/inactivación de la citarabina. Como hemos 

comentado anteriormente existen múltiples vías y eventos que participan en la 

adquisición de la resistencia, por tanto, es factible que un mismo efecto fenotípico 

quede explicado por diferentes mecanismos biológicos. 

 

Figura 47. Modelo del metabolismo de la citarabina en las HL-60 con expresión ectópica de 
LAPTM4B. 

Por otro lado, se incluyó en el análisis la evaluación de tres genes diferentes 

asociados a otros tipos de resistencia. Dichos genes fueron BIRC5 (survivina), 

sobreexpresado en casos de resistencia a doxorrubicina y paclitaxel (D. J. Morrison 

et al., 2012), CBR1, relacionado con resistencia a doxorrubicina (Matsunaga et al., 

2015) y AKR1C3, por su relación con daunorrubicina (Bortolozzi et al., 2018). La 
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sobreexpresión de LAPTM4B en las líneas evaluadas no generó cambios en la 

expresión de BIRC5 y CBR1, mostrando un patrón similar de expresión al de las 

células control y entre ambas isoformas. El único resultado remarcable de este 

estudio fue la sobreexpresión de AKR1C3 en las líneas de LMA, HL-60 y MM-1 con 

expresión ectópica de LAPTM4B (Figura 48). En el caso de HL-60, ambas 

isoformas presentaron una sobreactivación similar, mientras que en MM-1 

únicamente la isoforma larga logró un aumento significativo frente al control. 

Opuestamente, en la línea K-562 parece darse una disminución moderada y no 

significativa de este gen en las células transducidas.  

Por ende, la expresión de AKR1C3 incrementa en presencia de una alta expresión 

de LAPTM4B en líneas de LMA. A pesar de la ausencia de diferencias detectado en 

las EC50 de daunorrubicina, entre las células no transducidas y las transducidas 

(Figura 39A), AKR1C3 también podría estar implicado en otros procesos de 

tumorogénesis y migración de las células cancerígenas mediante la activación de Erk 

(B. Wang et al., 2018; X.-Z. Xiao et al., 2021). 

 

Figura 48. La sobreexpresión de LAPTM4B en LMA promueve la expresión génica de 
AKR1C3. La expresión génica de BIRC5, CBR1 y AKR1C3 se analizó en las líneas HL-60, MonoMac-1 
(MM-1) y K-562 no transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B (largo o corto). Las barras indican la 
media de triplicados de cuatro experimentos independientes ± SEM y cada punto es la media de un 
experimento. Los datos indican el nivel de expresión de cada gen tras su normalización con el gen de 
referencia GAPDH y con las células no transducidas. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

 
• CDA y la resistencia a AraC 

De acuerdo con los resultados expuestos anteriormente destacando la inactivación 

de la citarabina como posible causa de la resistencia observada en las células HL-60 

con expresión ectópica de LAPTM4B, decidimos centrarnos en explorar en detalle 
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la citidina desaminasa (CDA), puesto que se halla en el último paso y, por ende, el 

más relevante para la inactivación intracelular de la citarabina.  

En primer lugar, comprobamos la expresión proteica de CDA a nivel basal en las 

líneas HL-60, MM-1, Molm-13 y K-562, sin transducir y transducidas con 

LAPTM4B largo y corto. Como se puede observar en la Figura 49, las diferentes 

líneas celulares muestran distintos niveles de expresión de CDA, mostrando 

diferencias entre las isoformas o incluso ausencia de expresión. En el caso de HL-

60, la proteína CDA se expresa únicamente en las células transducidas, mientras que 

en MM-1 o Molm-13 se detecta con mayor intensidad en las células parentales y en 

el caso de la isoforma corta de LAPTM4B. En cambio, en la línea K-562 no se 

expresa CDA en ninguno de los subgrupos. 

 
Figura 49. La expresión proteica de CDA es limitada y variable en las células evaluadas. Se 
analizó la expresión de CDA de las células HL-60, K-562, MM-1 y Molm-13 parentales y transducidas 
con LAPTM4B largo o corto. La figura muestra un Western blot significativo hibridando con el 
anticuerpo de CDA y GAPDH como control de carga. 

Centrándonos en HL-60, según se puede observar en la Figura 50A se produce un 

aumento de CDA en las células transducidas con LAPTM4B frente al control, 

aunque debido la variabilidad asociada la técnica no resultó significativa. Asimismo, 

aunque los valores máximos de expresión alcanzaron niveles superiores en el caso 

de la isoforma corta, la isoforma larga cuenta con una mediana ligeramente mayor.  
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Figura 50. Las células HL-60 transducidas con LAPTM4B incrementan la expresión de 
CDA a nivel proteico. Se extrajo proteína de las células HL-60 sin transducir y transducidas con la 
isoforma larga o corta de LAPTM4B y posteriormente, se evaluó el nivel de proteína mediante Westerns 
blot. A) El gráfico de barras representa los máximos y mínimos y la línea horizontal la mediana de cuatro 
experimentos independientes. B) Membrana representativa de un Western blot tras el tratamiento de 
vitamina D3. 

Debido a la dificultad encontrada para detectar esta proteína, tratamos la línea de 

interés HL-60 con uno de los inductores de CDA, la vitamina D3 (Watanabe & 

Uchida, 1996), para asegurarnos de su correcta detección. Consecuentemente, el 

tratamiento con vitamina D3 indujo la expresión de CDA potencialmente en las 

células transducidas con LAPTM4B frente a las células control donde no se aprecia 

dicho incremento (Figura 50B). Según estos análisis, la expresión proteica de 

LAPTM4B en HL-60 promueve la expresión de CDA también a nivel proteico y la 

induce específicamente bajo el tratamiento con vitamina D3.  

Gracias a la disponibilidad de muestras primarias de LMA, analizamos la expresión 

de CDA en aquellas muestras en las que previamente habíamos evaluado la 

expresión de LAPTM4B. Como podemos observar en la Figura 51A, se puede 

apreciar una tendencia a la sobreexpresión de CDA en las células derivadas de 

pacientes frente a las células de población sana, a pesar de que dicha comparación 

no resultó significativa.  

Una vez confirmada la regulación positiva entre la expresión de LAPTM4B y CDA 

en la línea HL-60, así como, la mayor expresión de CDA en muestras primarias de 

LMA frente a la muestra sana, quisimos explorar dicha regulación en el contexto de 

LMA. Con este fin hemos representado la expresión a nivel de ARNm de 
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LAPTM4B y CDA obtenida para cada muestra (Figura 51B). De este resultado tan 

heterogéneo inter e intramuestral, podemos concluir la ausencia de una conexión 

obvia entre la expresión génica de ambos elementos en muestras primarias, donde 

en ocasiones una alta expresión de la isoforma corta de LAPTM4B implica una 

expresión significativa de CDA, como podríamos observar en la muestra 14 de 

LMA, mientras que, en otros casos como en las muestras 6 o 16, una alta expresión 

de la isoforma corta no implica un incremento de CDA.  

Asimismo, esta figura nos permite observar de forma alternativa el patrón de 

expresión de ambas isoformas de LAPTM4B en muestras sanas y en LMA. En 

suma, la presencia de la isoforma corta de LAPTM4B es mucho más notable en 

pacientes de LMA, mientras que la expresión de la isoforma larga de LAPTM4B es 

más limitada y parece estar especialmente patente en muestras sanas. Por último, la 

expresión de CDA también es más notoria en LMA respecto a las muestras sanas.  

En conjunto, CDA parece encontrarse mayormente expresada en el contexto de la 

LMA, y sería especialmente inducible en presencia de LAPTM4B, sin que éste sea 

un requisito indispensable para su expresión.  

 

Figura 51. CDA está sobreexpresado en muestras primarias de LMA de forma independiente 
a la expresión de LAPTM4B en estas muestras. Expresión génica analizada mediante RT-PCR en 
muestras de donantes sanos (negro) en comparación con las células de LMA (lila). A) Expresión de CDA, 
la barra horizontal indica la media de todos los valores para cada caso ± SEM. B) Expresión de CDA, 
LAPTM4B isoforma corta+larga y LAPTM4B isoforma larga respecto a GAPDH ± SEM, cada letra se 
corresponde con una muestra derivada de un donante sano y cada número a una muestra de pacientes de 
LMA.  
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Una vez validada la sobreexpresión de CDA tanto en líneas celulares como en 

muestras primarias, tratamos a las células con tetrahidrouridina (THU), el inhibidor 

comercialmente disponible de CDA, con el fin de confirmar una de las posibles 

causas de la resistencia. Para evaluar la acción de este inhibidor sobre la viabilidad 

celular, tratamos diferentes líneas celulares: HL-60, MM-1, U-937, Molm-13 y K-562 

con dosis crecientes del mismo. Como no se observó ningún efecto en la 

supervivencia celular en ninguna de las líneas evaluadas (Figura 52A), se comprobó 

su efecto en las células HL-60 transducidas. De igual forma, no se produjo muerte 

celular al tratar con este compuesto independientemente de la expresión de 

LAPTM4B (Figura 52B).  

Descartados los efectos de la tetrahidrouridina sobre la viabilidad celular, evaluamos 

su acción en el contexto de la resistencia a AraC. Con dicho fin, se trataron las líneas 

que mostraron resistencia a AraC en presencia de LAPTM4B, HL-60 y K-562, y las 

células MM-1, como línea estándar de LMA, con dosis crecientes de AraC y 300µM 

de THU. Todas las líneas celulares incrementaron su sensibilidad a citarabina tras el 

tratamiento combinado (Figura 52C). Sin embargo, lo más notable es que las líneas 

HL-60 y K-562 transducidas disminuyeron los valores de las EC50 hasta valores 

similares a las parentales y que las células no transducidas no mostraron una 

reducción apreciable en la resistencia. En el caso de las MM-1, aunque todas las 

células redujeron su resistencia potencialmente tras el tratamiento combinado en 

comparación con AraC solo, las células no transducidas fueron las que mayor 

disminución sufrieron. Posiblemente indicando que la efectividad del fármaco sea 

inversamente proporcional a la resistencia inicial de cada tipo celular. En ninguna de 

las líneas evaluadas se dieron diferencias de sensibilidad entre las diferentes 

isoformas de LAPTM4B. 

Estos resultados corroboran la implicación de CDA en la resistencia a AraC, así 

como, la posible implicación de LAPTM4B en este proceso, al aumentar la 

sensibilidad especialmente en las líneas transducidas que habían mostrado resistencia 

tras su sobreexpresión.  
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Figura 52. El inhibidor de CDA (tetrahidrouridina) restaura la sensibilidad a citarabina en las 
células, especialmente en las células transducidas con LAPTM4B resistentes. A) Las células 
HL-60, MM-1, U-937, Molm-13 y K-562 parentales se trataron con diferentes dosis de tetrahidrouridina 
durante 48h y se evaluó su viabilidad por citometría de flujo. Se muestra un histograma representativo. B) 
Igual que en A, pero en este caso la línea HL-60 sin transducir y transducidas con LAPTM4B (largo o 
corto). C) Las células HL-60, MM-1 y K-562 no transducidas (NT) y transducidas con LAPTM4B se 
trataron 48h con 300µM de tetrahidrouridina y dosis progresivas de citarabina para evaluar la viabilidad 
mediante citometría de flujo y calcular el valor de la EC50. Los datos representan una réplica representativa 
de las EC50 en las distintas líneas, en la que cada punto indica la media de triplicados de un experimento 
independiente ± SEM y los valores numéricos de las EC50 calculadas ± SEM (n=3, n=1 para MM-1). 

Para finalizar, con el propósito de ampliar la información respecto a CDA y 

LAPTM4B, decidimos analizar su expresión génica en la línea HL-60 bajo el 

tratamiento de citarabina y tetrahidrouridina (de forma independiente y en 

conjunto), y de vitamina D3. Como resultado se obtuvo que el nivel de CDA 

aumenta al tratar con citarabina, la combinación de citarabina y tetrahidrouridina, o 

con vitamina D3 (Figura 53A). Aunque este efecto se da tanto en las líneas 

transducidas como las parentales, resulta mucho más apreciable en las parentales, 
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donde la acción de la citarabina aumentó la expresión de CDA de forma individual, 

y en co-tratamiento con THU resultó significativa en todas sus combinaciones. En 

el caso de las células transducidas, dado que ya presentan niveles muy altos de CDA 

difícilmente podrán aumentar. Pese a ello, en la isoforma larga observamos una 

ligera tendencia de aumento tras el tratamiento con citarabina y especialmente con 

citarabina y THU. Mientras que, en la isoforma corta esta tendencia fue más patente 

quizá por la reproducibilidad asociada a las réplicas. En este caso, el tratamiento con 

AraC resultó significativo para las concentraciones más altas, y la combinación de 

AraC junto a THU en todas ellas. En cambio, el tratamiento individual de THU no 

modificó significativamente la expresión de CDA en ninguna de los grupos testados, 

contrariamente, la vitamina D3 incrementó la expresión consistentemente en todos 

los casos. 

Del mismo modo, se evaluó la expresión de LAPTM4B bajo los tratamientos 

descritos previamente (Figura 53B). Aunque en las células sin transducir existe una 

ligera tendencia al incremento de ambas isoformas de LAPTM4B dependiente de la 

dosis de citarabina e independientemente de THU, no se dieron cambios 

estadísticamente significativos en ninguno de los tratamientos testados. De igual 

modo, el alto nivel de expresión de LAPTM4B de las células transducidas no 

permitió detectar cambios destacables en ningún caso.  

En conclusión, podemos certificar que la expresión génica de CDA incrementa tras 

el tratamiento con AraC, AraC más THU y especialmente tras tratar con vitamina 

D3 las células HL-60 parentales y en presencia de LAPTM4B. En cambio, dichos 

tratamientos no afectaron significativamente los niveles de expresión génica de 

LAPTM4B. Aunque a día de hoy se desconoce la naturaleza de la relación entre 

LAPTM4B y CDA, estos resultados sugieren una posible regulación de LAPTM4B 

hacia CDA, puesto que se revierte el efecto de la resistencia asociado a LAPTM4B 

al tratar con el inhibidor de CDA (THU) (Figura 52C), la vitamina D3 induce CDA 

específicamente en presencia de LAPTM4B (Figura 50B), pero dicho tratamiento 

no modifica su expresión (Figura 53B). 
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Figura 53. El tratamiento con AraC o vitamina D3 incrementa la expresión de CDA en HL-
60. La expresión génica de A) CDA y B) LAPTM4B se analizó en las líneas HL-60 no transducidas (NT) 
y transducidas con LAPTM4B (largo o corto), en su estado basal o tratadas con AraC (20, 50 y 100nM), 
THU 300µM, la combinación de AraC y THU o 1µM de vitamina D3 durante 48h. La media de 
triplicados de tres o cuatro experimentos independientes ± SEM se representa mediante barras donde cada 
punto es la media de un experimento. Los resultados se presentan como el nivel de expresión de cada gen 
tras normalizar con el gen de referencia GAPDH y respecto a las células no transducidas en cada caso. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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4.7. Estudio de la pérdida de función de LAPTM4B en LMA 
Como mencionamos al comienzo de este trabajo, uno de los métodos para estudiar 

la función de LAPTM4B es mediante su sobreexpresión. Dicho proceso resultó el 

más interesante en base a los datos obtenidos mediante análisis bioinformáticos y 

con el apoyo de la literatura, donde LAPTM4B se mostró sobreexpresado en casos 

de LMA asociada a peor pronóstico, así como, en diversos tipos tumorales. En 

cambio, otra aproximación experimental para evaluar su funcionalidad sería 

mediante el silenciamiento génico del mismo.  

En este caso, silenciar a LAPTM4B mediante el método CRISPR fue la opción 

escogida. Esta tecnología conocida por su posibilidades de edición genómica, 

permite el silenciamiento de un gen de forma precisa y duradera. Las líneas 

empleadas en este caso fueron MM-1 y U-937, estas células se eligieron por su 

mayor resistencia a AraC, dado que en la línea HL-60, a pesar de ser la más 

interesante en nuestro estudio por los resultados obtenidos, sería difícil determinar 

si el silenciamiento de LAPTM4B afecta en la quimiorresistencia. 

Se generaron cuatro guías ARNsg diferentes para silenciar LAPTM4B (Tabla 7) y 

se transdujeron en las células previamente transducidas con la enzima endonucleasa 

Cas9. Cabe destacar que se descartó la guía ARNsg#1 puesto que no fue posible su 

transducción. Posteriormente, se realizó una doble selección en base a dos genes 

marcadores presentes en los plásmidos empleados, que confieren resistencia al 

antibiótico puromicina (pLentiGuide-Puro) y blasticidina (pLentiCas9-Blast). Una 

vez seleccionadas las células transducidas, se analizó en diversas ocasiones su 

expresión génica para comprobar el silenciamiento a nivel de ARNm. Como se 

puede apreciar en la Figura 54A, la expresión génica de LAPTM4B fue variando en 

los diferentes experimentos o incluso en función de la guía transducida. En el caso 

de MM-1, aunque las guías ARNsg#2 o ARNsg#4 disminuyeron la expresión de 

ambas isoformas respecto al control en algún experimento, los incrementos 

observados en otros nos hicieron descartarlas. Asimismo, las combinaciones de 

diferentes guías tampoco disminuyeron la expresión como esperábamos. Mientras 
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que, en U-937 no se redujo de forma clara la expresión para ninguna de las guías o 

incluso aumentó. 

 

Figura 54. Validación del silenciamiento por CRISPR-Cas9. La expresión de LAPTM4B se 
analizó en las líneas MM-1 y U-937 Cas9 control y transducidas. A) Comprobación de la expresión génica 
de las diferentes guías de ARNsg. B) Expresión de los clones #1 y #2 de las células transducidas con la 
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ARNsg#3. Los datos reflejan el nivel de expresión de cada gen tras su normalización con el gen de 
referencia GAPDH. Cada gráfica corresponde a un único experimento para observar la disminución de la 
expresión. C) Western blot de LAPTM4B tras tratar con cloroquina 20µM durante 24h células MM-1 y U-
937 Cas9. 

A pesar de ello, se continuó el estudio en ambas líneas celulares escogiendo dos 

clones derivados de la guía (ARNsg#3), la cual pareció disminuir más claramente la 

expresión de LAPTM4B (Figura 54A). Con el fin de aumentar el escaso o nulo 

silenciamiento detectado previamente, se realizó una segunda selección en estas 

células. Esta selección clonal, mucho más restrictiva que la previa, aseguró una alta 

concentración de antibiótico en pocas unidades de células y, por tanto, se esperaba 

eliminar definitivamente aquellas células que hayan podido escapar a la primera 

selección sin transducir. Tras dejar que estas células proliferaran, se seleccionaron 

dos clones para cada línea celular y se volvió a analizar sus niveles de expresión, 

viéndose una disminución de la expresión génica, más notable en el clon#2 y en el 

caso de la isoforma larga, en ambas líneas celulares (Figura 54B). En cambio, una 

vez más la baja expresión proteica de LAPTM4B en LMA impidió su detección por 

Western blot, a pesar de tratar con cloroquina como posible inductor de la 

expresión de LAPTM4B (Figura 54C). 

En el transcurso de este trabajo se ha descrito la participación de LAPTM4B en 

diversos aspectos relacionados con la LMA, como la quimiorresistencia. En nuestro 

caso, la resistencia farmacológica se ha dado específicamente frente al tratamiento 

más común para combatir esta enfermedad, la citarabina. Consecuentemente, 

analizar los efectos del silenciamiento de LAPTM4B en células quimiorresistentes de 

por sí se consideró la estrategia más adecuada. Para ello, células MM-1 y U-937 Cas9 

y los clones seleccionados fueron tratado con dosis graduales de citarabina y se 

determinaron sus EC50 mediante la detección de la viabilidad por citometría de 

flujo. El silenciamiento de LAPTM4B produjo una disminución en la resistencia de 

las células MM1, sobre todo en el clon#2, correspondiente con una menor 

expresión de LAPTM4B (Figura 55A). Aunque este efecto no se detectó en la línea 

de linfoma U-937, podríamos afirmar que LAPTM4B participa en la generación de 

resistencia a citarabina en LMA.  
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Figura 55. La represión de la expresión de LAPTM4B disminuye la resistencia y la 
capacidad clonogénica de las células MM-1. A) Las células MM-1 y U-937 Cas9 y los clones 
indicados se trataron con diferentes dosis de AraC, a las 48h se evaluó la citotoxicidad por citometría de 
flujo y se calcularon las EC50. B) Las células MM-1 y U-937 Cas9 y los clones indicados se sembraron en 
un medio semisólido rico en citoquinas instructivas y se mantuvieron durante 10 días, en ese punto se 
contaron las colonias desarrolladas. Las barras indican la media de triplicados o duplicados de los 
experimentos independientes (n=4 para MM-1, n=3 para U-937), en las que cada punto representa la 
media de cada experimento ± SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Anteriormente, también se ha observado que la expresión ectópica de LAPTM4B 

aumenta la clonogenicidad in vivo (Figura 38). Estos resultados nos han conducido 

a efectuar experimentos de clonogenicidad con LAPTM4B silenciado en células de 

LMA. Puesto que, a pesar de no detectarlo in vitro (Figura 36), estos experimentos 

evidencian el potencial de autorrenovación y, además, se pueden correlacionar 

directamente con perturbaciones en los mecanismos leucémicos. 

El silenciamiento de LAPTM4B desencadenó de nuevo, diferentes efectos en las 

líneas estudiadas (Figura 55B). Mientras que la línea MM-1 sufrió una reducción 

del potencial clonogénico en aquellas células silenciadas, con mayor eficacia en el 

caso del clon#2, en la línea U-937 ocurrió el efecto contrario aumentando el 

potencial de generación de colonias en los dos clones estudiados.  
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Aunque estos experimentos resultan de utilidad para terminar de enmarcar la 

función de LAPTM4B en LMA, la realidad es que poco tiempo después de la 

realización de los experimentos se evaluó la expresión de los clones para confirmar 

si se mantenía el silenciamiento de LAPTM4B. Sorprendentemente, la expresión de 

LAPTM4B incrementó por causas desconocidas. Como se puede observar en la 

Figura 56 solamente 15 días después de los experimentos, la expresión proteica de 

LAPTM4B parecía disminuida en los clones de MM-1 y U-937 Cas9. A pesar de los 

bajos niveles de proteína, en MM-1 parece que la expresión de la isoforma larga en 

el clon#1 sea superior al control. En cambio, en el clon#2 ambas isoformas 

muestran niveles más bajos de LAPTM4B que su control. Sorprendentemente, tan 

solo unas semanas después de esta comprobación por Western blot, se detectó un 

gran aumentó en la expresión génica de la isoforma larga en ambas isoformas, 

aunque especialmente en el clon#2.  

En el caso de U-937, a pesar de que la proteína LAPTM4B se detecta levemente 

parece mayor la expresión de ambas isoformas en las células control respecto a los 

clones. No obstante, la expresión génica evaluada poco después muestra un 

aumento de ambas isoformas en los clones de U-937 en comparación al control 

(Figura 56).   

Las causas de este incremento son por el momento desconocidas, aunque podrían 

corresponder a la generación de resistencia a los antibióticos de una ínfima cantidad 

de células no transducidas, a mecanismos de compensación de la expresión 

generados a partir del silenciamiento de LAPTM4B o a fallos indetectables en el 

sistema de edición génica. Es por ello, que para poder certificar la robustez de los 

experimentos realizados con el sistema CRISPR, se deberá repetir el proceso de 

silenciamiento y garantizar un silenciamiento permanente de LAPTM4B.  
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Figura 56. La expresión de LAPTM4B silenciado mediante CRISPR-Cas9 se recuperó a lo 
largo del tiempo. La expresión de LAPTM4B se analizó en las líneas MM-1 y U-937 Cas9 y en los clones 
seleccionados mediante RT-PCR, a nivel de ARNm y mediante Western blot, a nivel proteico. Los datos 
indican el nivel de expresión del gen o proteína tras normalizar con el gen/proteína de referencia GAPDH. 
Cada figura corresponde a un único experimento para observar la restauración de la expresión. Flechas 
rojas: señalan la isoforma larga, flechas azules: isoforma corta.  
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5. Discusión 
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A lo largo de este trabajo se ha descrito la implicación de LAPTM4B en la LMA. 

Además de observar un incremento de la expresión de la isoforma corta en 

pacientes de LMA, los efectos de la alta expresión, ya sea de la isoforma larga o de la 

corta, acrecientan la malignidad de esta enfermedad, puesto que se relacionan de 

forma directa con activación de vías de señalización implicadas en cáncer y con 

mecanismos de leucemogénesis y quimiorresistencia.   

LAPTM4B como valor pronóstico y diagnóstico y el papel de las isoformas 

LAPTM4B fue descrito en hepatocarcinoma y clonado por primera vez en 2003. En 

esos primeros estudios comienza a destacar su rol como protooncogén, junto a su 

función reguladora en la proliferación y supervivencia celular en ausencia de 

enfermedad (He et al., 2003; X. R. Liu et al., 2003; Shao et al., 2003). 

Mayoritariamente, debido a su relevancia clínica y probablemente a la influencia 

socioeconómica del cáncer en la actualidad, los artículos científicos de LAPTM4B se 

han centrado en su descripción en el contexto de dicha enfermedad. Este trabajo es 

el primero centrado en descifrar la funcionalidad de LAPTM4B en tumores 

hematológicos, usando la LMA como modelo, con la finalidad de que de este 

conocimiento proporcione las bases para una mejor comprensión de su potencial en 

el contexto leucémico. 

La mayoría de la literatura publicada corresponde a la descripción de polimorfismos 

en LAPTM4B asociados con una mayor susceptibilidad a padecer ciertos tipos de 

tumores (Hashemi et al., 2016; F. Meng et al., 2013; Shaker et al., 2015; H. Tang et 

al., 2014; Y. Xu et al., 2012; M. Zhang et al., 2014). Dichas evidencias preliminares 

establecieron la relación existente entre LAPTM4B y un mal pronóstico. Sin 

embargo, no sólo los polimorfismos encontrados en LAPTM4B conllevan a una 

supervivencia reducida en pacientes. LAPTM4B también participa en la 

proliferación, migración (Q. Su et al., 2020; L. Wang et al., 2019; M. Xiao et al., 

2017; Y. Yin et al., 2021), el proceso de autofagia (F. Wang et al., 2019) o en la 

resistencia a fármacos de las células cancerígenas (L. Li et al., 2010; Y. Meng et al., 

2016; L. Wang et al., 2019). Por ello, el desarrollo de un fenotipo maligno ligado al 

aumento de su expresión en tumores, han resultado en la proposición de LAPTM4B 
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como biomarcador pronóstico en múltiples casos como, hepatocarcinoma (H. Yang 

et al., 2010), adenocarcinoma (L. Wang et al., 2019), cáncer de mama (L. Wang et al., 

2022; M. Xiao et al., 2013), ovario (Y. Yang et al., 2008), carcinoma de cuello uterino 

(F. Meng, Luo, et al., 2010), glioblastoma (Dong et al., 2017) o cáncer de pulmón 

(Kong et al., 2016; Qiao & Hu, 2015). Asimismo, en los últimos años se destaca su 

empleo como marcador de diagnóstico en algunos tipos tumorales, al ser fácilmente 

detectable su expresión en suero (Y. Pang et al., 2021; L. Wang et al., 2022).  

En lo que respecta a la LMA, en este trabajo únicamente se ha detectado un 

aumento de expresión de LAPTM4B en aquellos tipos asociados a un peor 

pronóstico, sin diferencias significativas en los tipos menos agresivos de LMA frente 

a muestras sanas. Además de confirmar la asociación entre la expresión de 

LAPTM4B y la prognosis en LMA, un reciente estudio en esta misma enfermedad 

revela una diferencia significativa en la expresión de LAPTM4B entre muestras 

sanas y pacientes de LMA sin clasificar por subtipos (Y. Huang et al., 2023). 

Posiblemente, esta diferencia respecto a nuestro estudio sea atribuida al empleo de 

una muestra poblacional más amplia. En el contexto de los tumores sólidos, la 

sobreexpresión de LAPTM4B se ha registrado comúnmente en todos los subtipos 

tumorales (L. Zhou et al., 2018), pese a ello, niveles crecientes de expresión se han 

relacionado inversamente con el pronóstico o con estados avanzados de enfermedad 

en determinadas ocasiones como en cáncer de ovario (M. Yin et al., 2011), gástrico 

(X. Cheng et al., 2015) o cáncer de mama (S. Li et al., 2017). En conjunto, estos 

resultados destacan especialmente el valor pronóstico de LAPTM4B en LMA. 

Mientras que, a diferencia de otros tumores, su valor como marcador diagnóstico en 

LMA todavía es muy limitado y serán necesarios más estudios para poder validarlo.  

A lo largo de los años, la isoforma estudiada ha sido mayoritariamente la larga 

(35kDa), considerada como la canónica. Asimismo, en ciertos trabajos no se 

especificaba a cuál de las dos se hacía referencia, probablemente debido a la 

dificultad de discriminar las isoformas por su similitud. En cambio, en 2020 un 

llamativo estudio apuntaba que, contrariamente a lo clásicamente establecido, la 

isoforma corta (24kDa) presenta una amplia expresión tanto en tejidos sanos como 
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en tumores, a diferencia de la larga, que es difícilmente detectada a excepción del 

cerebro (K. Zhou et al., 2020). Por otro lado, la única referencia que aborda 

LAPTM4B en el contexto leucémico únicamente se ha centrado en explorar la 

funcionalidad y expresión de la isoforma larga (Y. Huang et al., 2023). No obstante, 

en este trabajo se han abordado ambas isoformas por primera vez en LMA y se ha 

podido deducir una sobreexpresión génica de la isoforma corta de LAPTM4B en 

pacientes de LMA, en línea con el estudio de Zhou et al. (K. Zhou et al., 2020).  

Pese a las diferencias de expresión observadas entre las dos isoformas de LAPTM4B 

en LMA, en términos de carcinogénesis o mantenimiento de la enfermedad, no se 

han detectado cambios entre ellas. En concordancia con el estudio llevado a cabo 

por R. Milkereit, nuestros resultados mostraron que la isoforma larga se encuentra 

ampliamente distribuida en las células. En cambio, la isoforma corta quedaría más 

limitada a los orgánulos de la vía endocítica (R. Milkereit & Rotin, 2011; K. Zhou et 

al., 2020). Probablemente, cada una de las isoformas podría estar asociada a 

funciones lisosomales específicas como consecuencia de su distribución celular, 

consecuencia de la variación estructural en sus respectivas colas amino terminales. 

Dado que a lo largo de nuestro trabajo hemos detectado diferencias en la isoforma 

corta de LAPTM4B respecto a la larga, fundamentalmente en el contexto lisosomal 

y debido a su distribución intracelular, ésta podría responder mejor a estímulos cuya 

diana de acción sea el lisosoma o elementos ligados al mismo, como podrían ser los 

componentes de la maquinaria autofágica.  

Según está expuesto en la literatura, una alta expresión de LAPTM4B en 

condiciones de estrés metabólico, podría contribuir a un aumento de la 

supervivencia celular, incrementado el flujo autofágico (Ji et al., 2022; Y. Li et al., 

2011, 2012; Maki et al., 2015). Asimismo, LAPTM4B actúa como moderador de los 

mecanismos de muerte celular por regulación de la vía de los esfingolípidos, 

concretamente expulsando ceramida de los endosomas tardíos (Blom et al., 2015; 

Dichlberger et al., 2021). Estos mecanismos de protección en condiciones de estrés, 

junto al reclutamiento del transportador de leucina hasta los lisosomas llevado a 

cabo por la isoforma corta de LAPTM4B, permite la activación de mTOR 
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(Cormerais et al., 2020; Deleyto-Seldas & Efeyan, 2021; R. Milkereit et al., 2015; K. 

Zhou et al., 2018). En suma, tal y como recoge la Figura 57, estos datos sugieren 

que LAPTM4B participaría en la regulación de la vía mTOR/TFEB, como se ha 

detallado en otros contextos ajenos al cáncer (Gu et al., 2020), y explican la 

modulación de la isoforma corta de LAPTM4B por la disponibilidad de nutrientes 

(K. Zhou et al., 2020).  

 
Figura 57. Papel de las isoformas de LAPTM4B en LMA. Basado en (Blom et al., 2015; R. 
Milkereit et al., 2015; K. Zhou et al., 2020). 

 

LAPTM4B en LMA. Implicación de la señalización intracelular. 

En el contexto leucémico, recientemente se ha demostrado que el efecto 

proliferativo de las células leucémicas se produce en presencia de LAPTM4B y que 



203 
 
 

podría estar modulado por la proteína ribosomal RPS9, asociada con un aumento de 

la señalización de Stat3 (Y. Huang et al., 2023). Opuestamente, en nuestro trabajo 

dicha vía de señalización no resultó sobreactivada en presencia de LAPTM4B, 

probablemente debido al abordaje técnico empleado y a su expresión como efecto 

colateral de la activación de RPS9, mientras sí lo hicieron las vías de las MAPK y de 

PI3k/Akt. Es decir, la sobreexpresión de LAPTM4B aumenta potencialmente la 

señalización de la vía de las MAPK. De forma similar, Zhou et al., observaron el 

mismo efecto en hepatocarcinoma tras la sobreexpresión de la isoforma larga de 

LAPTM4B, sugiriendo que el incremento de MAPK en la señalización potencia las 

capacidades cancerígenas de las células (R. L. Zhou et al., 2015) o induce la autofagia 

(Ji et al., 2022).  

En resumen, nuestros resultados sugieren que la actividad señalizadora iniciada por 

LAPTM4B, activaría los RTQ y potenciará la capacidad mitogénica de las células 

mediante la sobreactivación de la vía Ras-Raf-MAPK (Kolch, 2000). Curiosamente, 

tras explorar la inhibición de esta vía de señalización como potencial diana de acción 

frente a pacientes de LMA, hemos podido observar una regulación cruzada entre las 

vías de señalización MEK/Erk y PI3k/Akt. Este hecho podría explicarse por la 

adición de Ly294-002 a sitios de unión del ATP presentes en MEK o Erk, o 

simplemente debido a la continuidad innata del funcionamiento biológico, donde 

ningún proceso es un hecho aislado, y la inhibición de PI3K puede producir la 

inhibición de MEK/Erk (Duff et al., 2021). Si bien, otra teoría por explorar sería 

evaluar si la interacción de LAPTM4B con la subunidad p85α de PI3K (R. L. Zhou 

et al., 2015), establece una conexión entre las vías de señalización PI3K/mTOR y 

Ras/Erk. Por tal motivo, la inhibición del eje de señalización PI3k, aguas arriba 

tanto de Ras como de Akt, podría proporcionar una ventana terapéutica más 

prometedora que la inhibición de la actividad de una de las vías de señalización 

exclusivamente en LMA con alta expresión de LAPTM4B (Will et al., 2014). 

Alternativamente, la combinación de inhibidores para ambas vías podría resultar útil 

para reducir los efectos derivados de una señalización sobreactivada (Ebi et al., 

2013), así como, para evitar la resistencia farmacológica (Dunn et al., 2022).  
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Dado que la mayoría de los efectos transformadores son claramente detectables por 

una mayor capacidad de proliferación y autorrenovación in vivo, nos llevan a pensar 

que, en efecto, el microambiente tumoral o la presión derivada del mismo, potencia 

el efecto oncogénico de LAPTM4B. Estas conclusiones se correlacionan con las 

observadas en cáncer de mama, donde se ha demostrado que la sobreexpresión de 

LAPTM4B no aumenta la viabilidad de las células a nivel basal, sin embargo, dicha 

sobreexpresión ejerce efectos en el crecimiento celular bajo condiciones de estrés 

(Y. Li et al., 2011). En este proceso, los lisosomas jugarían un papel importante 

dado que en ellos se produce la activación de mTORC1 y es el espacio físico donde 

podrían interaccionar mTORC1 y Erk, apoyando de nuevo, la regulación entre 

ambas vías (Mendoza et al., 2011). Finalmente, podríamos afirmar que el aumento 

en la señalización de las MAPK y su interacción con la vía PI3K/Akt derivado de 

una alta expresión de LAPTM4B, resultaría en una LMA de mayor agresividad 

detectada mayormente por su mayor proliferación y autorrenovación en modelos 

animales (Figura 58). 

 
Figura 58. Efecto de la señalización derivada de una alta expresión de LAPTM4B 
en LMA.  
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LAPTM4B y la quimiorresistencia  

A pesar de los avances en investigación, la leucemia mieloide aguda continúa siendo 

una enfermedad de mal pronóstico, mayoritariamente debido a la alta frecuencia de 

recaídas letales (Thol & Ganser, 2020; Trumpp & Haas, 2022). En el trabajo actual, 

la expresión ectópica de LAPTM4B confirma los datos derivados del análisis de 

expresión génica incrementada en el momento de la recaída frente al del diagnóstico. 

La relación entre LAPTM4B y la resistencia farmacológica ha sido recogida en 

numerosas ocasiones en la bibliografía (de Ronde et al., 2013; Y. Li et al., 2010; M. 

Yin et al., 2011; L. Zhou et al., 2011) y podría estar en parte explicada por su 

ubicación cromosómica 8q22, región conocida por estar asociada con un peor 

pronóstico y una mayor resistencia farmacológica (G. Hu et al., 2009; Y. Li et al., 

2010; E. Pang et al., 2005). En nuestro modelo de estudio, nos encontramos por 

primera vez frente a un aumento de resistencia a citarabina en líneas de LMA con 

alta expresión de LAPTM4B. Si bien LAPTM4B se ha asociado con resistencia a 

diferentes compuestos como antraciclinas (Y. Li et al., 2010) o a combinaciones 

quimioterapéuticas basadas en cisplatino en tumores sólidos (M. Yin et al., 2011), y 

aparece en diferentes firmas génicas posiblemente ligadas a resistencia en leucemia 

(Farge et al., 2017; Y.-H. Wang et al., 2020), aún no se había comprobado su 

relación con la resistencia a citarabina. El hecho de que la citarabina sea el 

componente principal del régimen 7+3 (Rowe, 2022), correspondiente al 

tratamiento más empleado frente a la LMA, resalta el valor de estos hallazgos. 

En este contexto, se han descrito un gran repertorio de estrategias terapéuticas con 

el objetivo de evitar o revertir la resistencia ligada a LMA. Muchas de las cuales, han 

fracasado antes de llegar a la clínica, como los inhibidores del transportador ABCB1 

(Shaffer et al., 2012). En base a los precedentes de otros grupos de investigación y a 

las observaciones realizadas durante el trabajo experimental, se proponen las 

siguientes terapias combinadas como tratamiento frente a la quimiorresistencia 

asociada a LAPTM4B siguiendo el modelo descrito en la Figura 59. 

A pesar de que LAPTM4B esté implicado en la regulación de la autofagia, y a su vez, 

estos procesos puedan actuar como como potenciadores de una mayor tolerancia al 
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estrés metabólico y genotóxico (Y. Li et al., 2011, 2012), la ausencia de reversión de 

la quimiorresistencia descarta el proceso de la autofagia como actor principal de 

dicho proceso. Anteriormente, el tratamiento combinado de cloroquina con 

citarabina u otros agentes quimioterapéuticos se ha empleado en el caso del cáncer 

consiguiendo un efecto inhibitorio aditivo en LMA (Grønningsæter et al., 2021). Al 

igual que en nuestro trabajo, no se produjo sinergia entre ambos fármacos o no se 

rescata el fenotipo sensible en todos ellos (Cheong et al., 2016; N. Visser et al., 

2021). Sin embargo, no existían evidencias previas respecto al empleo de esta 

combinación en el caso de cáncer con sobreexpresión de LAPTM4B, lo que 

resultaba de interés para desvelar si la función fisiológica de LAPTM4B interfiere en 

cómo se producen los procesos cancerosos. En este trabajo se expone que la 

modulación de la autofagia por parte de LAPTM4B podría estar involucrada de 

forma indirecta en la resistencia, sin ser la causa principal de la misma. Dicha 

participación explicaría la acción adyuvante de la cloroquina en la citotoxicidad 

mediada por citarabina, como se ha observado junto a otros tratamientos 

quimioterapéuticos (Balic et al., 2014; J. R. Hwang et al., 2020; N. Zhang et al., 

2017). 

Siguiendo líneas de razonamiento similar, resulta de gran interés que CDA sea una 

diana de acción viable para revertir la quimiorresistencia asociada a las células 

leucémicas (Frances & Cordelier, 2020; Heo et al., 2022). Pero todavía más 

interesante resulta el efecto preferente de su inhibición en las células con 

sobreexpresión de LAPTM4B. En condiciones normales, la citidina desaminasa se 

encarga del reciclaje de pirimidinas, tanto para la síntesis de nuevos nucleótidos 

como para proporcionar carbón y nitrógeno a las células (Frances & Cordelier, 

2020). Apoyando los efectos observados en LMA, CDA ha sido descrita a lo largo 

de los años por su relación con la resistencia a fármacos (Gao et al., 2021; Kreis et 

al., 1977; Momparler et al., 1996; Riva et al., 1992; Ye et al., 2015; Yusa et al., 1992), 

aunque no exenta de controversia respecto a si es su alta (Schröder et al., 1998) o 

baja expresión (Fanciullino et al., 2018; Kulsoom et al., 2018), la asociada a un peor 

pronóstico o mayor toxicidad en LMA. Por su parte, el fármaco tetrahidrouridina 
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inhibe la desaminación llevada a cabo por CDA en presencia de AraC (Camiener, 

1968). A pesar de su buena biodisponibilidad y perfil farmacocinético (Beumer et al., 

2008; Holleran et al., 2015; Riccardi et al., 1982), tanto su administración de forma 

individual como las combinaciones con AraC relatadas en la literatura, han sido 

escasas o con resultados poco esclarecedores en términos de supervivencia (Kreis et 

al., 1977, 1991; Wong et al., 1979). Estas evidencias sugieren que el tratamiento 

combinado podría ser efectivo únicamente en determinados subgrupos de pacientes. 

Por lo tanto, se pone de manifiesto la imperante necesidad de evaluar en detalle los 

efectos de dicho tratamiento en términos de supervivencia en LMA, así como, el 

explorar otras vías terapéuticas tal como el silenciamiento de CDA, descrito 

anteriormente en leucemia mieloide crónica (Wei et al., 2018) 

Acercando la experimentación a las causas de resistencia previamente descritas para 

LAPTM4B, ha quedado patente en este trabajo que la inhibición de la muerte celular 

por apoptosis constituye otro fenómeno de resistencia (Öksüzoğlu & Kozalak, 

2021; Safa, 2022). El conocimiento previo de LAPTM4B como inhibidor de la 

apoptosis (L. Li et al., 2011; F. Meng et al., 2015; Y. Meng et al., 2016; H. Wang et 

al., 2023), podría explicar la efectividad inesperada del tratamiento empleado. Dado 

que la senescencia se ha descrito recientemente como un proceso dual y dinámico, 

por su papel como supresor de tumores, así como, debido a su efecto potenciador 

de los mecanismos oncogénicos (J. Yang et al., 2021), inicialmente nos centramos en 

demostrar fallidamente que dichas células quimiorresistentes eran senescentes. En 

cambio, los daños en el ADN producidos por la quimioterapia o por procesos 

intrínsecos de las células tumorales (Barnieh et al., 2021), conducen a la generación 

de resistencia al tratamiento. Consecuentemente, tras el empleo de inhibidores de 

ATR se pueden dar fenómenos de resensibilización a los fármacos (Stefanski et al., 

2019). En resumen, el efecto diferencial de esta terapia podría deberse a mayores 

daños del material genético asociados a una alta expresión de LAPTM4B y 

producidos como consecuencia de la quimioterapia o como consecuencia de la 

activación de resistencia a muerte celular.  
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Aunque probablemente muchos de los efectos derivados de la actividad de 

LAPTM4B contribuyan de forma colateral a la adquisición o mantenimiento de la 

quimiorresistencia a citarabina, el silenciamiento de LAPTM4B per se podría resultar 

de gran utilidad para resensibilizar las células a la quimioterapia, ya sea mediante el 

empleo de la técnica de edición genómica CRISPR-Cas9 como en nuestro caso, o 

mediante ARN de interferencia (L. Li et al., 2010; Q. Su et al., 2020). Mientras que, 

su inhibición farmacológica con moléculas dirigidas de forma específica podría ser 

una prometedora estrategia para disminuir la resistencia o idealmente, restituir la 

sensibilidad. Finalmente, el uso de inmunoterapia sería una terapia innovadora a 

considerar, dado que LAPTM4B se ha considerado un antígeno específico de tumor 

(Shi et al., 2014), aunque todavía existe un gran desconocimiento acerca de ello.  

A pesar de que eludir la quimiorresistencia en LMA requerirá de un amplio estudio 

de LAPTM4B y de los mecanismos que propician la resistencia, en este estudio 

queda patente su participación en los mismos y se presentan algunas de las posibles 

vías de acción para hacerles frente (Figura 59).  
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Figura 59. Modelo de las posibles vías de quimiorresistencia ligadas a LAPTM4B en LMA.  

 

LAPTM4B como diana terapéutica o su implicación en el diseño de 

fármacos. 

La sobreexpresión de LAPTM4B detectada en LMA y sus efectos derivados, 

patentes tanto en esta enfermedad como en otros tumores, indicarían que la 

regulación de esta proteína mediante el desarrollo de nuevas estrategias podría 

generar importantes beneficios clínicos en el área del cáncer (Figura 60). Hasta la 

fecha, las investigaciones clínicas relacionados con LAPTM4B mayoritariamente se 

han centrado en descifrar el papel diagnóstico y pronóstico de la expresión de 
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LAPTM4B. A pesar de que estos estudios han revelado su importante papel como 

biomarcador en múltiples tipos tumorales, todavía no existen en la clínica terapias 

dirigidas específicamente a la inhibición de LAPTM4B. 

Posiblemente, la estrategia farmacológica más cercana a la inhibición directa de 

LAPTM4B ha sido el ETS (etilglioxal bistiosemicarbazon), el cual reduce la 

proliferación celular, la metástasis y el crecimiento tumoral por inducción de la 

apoptosis en carcinoma hepatocelular (M. Li et al., 2016). Este estudio quedó 

relegado al olvido, y la ausencia de más estudios o ensayos clínicos acerca de este 

compuesto no trae buenos presagios, por lo que se necesitarán nuevas 

aproximaciones para la inhibición de LAPTM4B. Idealmente, explorar en detalle los 

efectos del silenciamiento de nuestro gen de interés, podría ser de utilidad para el 

tratamiento de LMA con una alta expresión del mismo. A pesar de las limitaciones 

técnicas de nuestro estudio, la disminución en la resistencia a AraC y la reducción en 

la capacidad clonogénica observada tras el silenciamiento de LAPTM4B, similar a lo 

descrito por el Huang y su equipo en LMA (Y. Huang et al., 2023), señalan el 

importante papel de LAPTM4B en leucemia. Asimismo, el silenciamiento de una de 

las isoformas respecto a la otra podrá desenmascarar las funciones individualmente y 

ayudará a revelar si existe un mecanismo de compensación de la función entre ellas.  

Otra estrategia indirecta para reducir las capacidades malignas y la agresividad 

asociada a la alta actividad señalizadora, sería mediante el empleo de inhibidores de 

la señalización. Debido a las graves consecuencias derivadas de la alteración de 

ciertas vías de señalización en cáncer, se han desarrollado compuestos específicos 

contra algunos de sus componentes, como los receptores tirosina quinasa el caso del 

imatibinib, que bloquea a BCR-ABL en leucemia mieloide crónica (Druker et al., 

2001). Particularmente, LAPTM4B se encuentra involucrado en diferentes vías de 

señalización como las de EGFR (X. Tan et al., 2015), AP4 (Y. Meng et al., 2018), 

PI3K/Akt (X.-C. Xu et al., 2021), Stat3(Y. Huang et al., 2023), mTORC1(K. Zhou 

et al., 2020) y en la vía de las MAPK, la más relevante en nuestro trabajo. Por tanto, 

se deduce que el bloqueo de la misma podría producir grandes beneficios y reducir 

la malignidad de la LMA. Adicionalmente, la inhibición de la autofagia mediante 
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cloroquina u otros inhibidores de la misma, ayudaría a reducir la resistencia a muerte 

celular ligada a LAPTM4B y causar la muerte celular de las células leucémicas (Y. Li 

et al., 2011, 2012).  

Posiblemente, para enfrentar el gran problema de la quimiorresistencia existente en 

LMA, la aproximación más común sería el empleo de terapias combinadas para 

mejorar su efectividad (Ayoub, 2021; Mokhtari et al., 2017). A pesar de que, en 

nuestro caso, el empleo de inhibidores de la señalación de MAPK junto a citarabina 

no revirtió la resistencia farmacológica, quizás redefiniendo los tratamientos o las 

dosis empleadas se consiga obtener un beneficio terapéutico (L. Wang et al., 2019; 

X.-C. Xu et al., 2021). Esta estrategia ofrece una amplia ventana terapéutica en LMA 

según los datos de señalización y quimiorresistencia derivados de este trabajo, en 

conjunto con los obtenidos de las bases de datos. 

En nuestras manos, la inhibición de la enzima CDA junto al agente citotóxico 

citarabina parece ser la estrategia más directa para eliminar dicha resistencia. 

Asimismo, a falta de muchas preguntas por responder acerca de CDA y LAPTM4B, 

complementar esta terapia con el empleo de agentes diferenciadores comúnmente 

usados en LMA, como la vitamina D3 (Mejer et al., 1990), podría provocar efectos 

más notables en aquellas células con mayor expresión de LAPTM4B, debido a su 

estado menos diferenciado (Y. Meng et al., 2016; Ng et al., 2016). Mientras que 

combinar inhibidores de autofagia o de ATR junto a quimioterapia, será de gran 

ayuda para detener el comienzo o revertir la quimiorresistencia. Pese a todo lo 

expuesto, todavía quedan muchos enigmas por solventar y validar los modelos 

presentados in vivo será de gran ayuda para poder resolverlos. 

Adicionalmente, el desarrollo de terapias alterativas como el uso de anticuerpos 

monoclonales frente a LAPTM4B o su inhibición mediante péptidos podrían 

aguardar grandes beneficios (Karami Fath et al., 2022; Lu et al., 2021). En la misma 

línea, la modulación de receptores u otras proteínas fácilmente atacables, situadas 

aguas arriba de LAPTM4B, podría resultar beneficiosa. Un ejemplo sería 

incrementar la expresión del microARN miR-188-5p mediante la modulación de su 
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proteína de unión SBF2-AS1 (Tian et al., 2019), con el fin de disminuir la acción de 

LAPTM4B sobre el que ejerce una regulación negativa (H. Zhang et al., 2015). Sin 

embargo, serán necesarios estudios más profundos sobre el papel de LAPTM4B y 

sus interacciones proteicas en leucemia para desarrollar terapias efectivas ante esta 

proteína. 

En conjunto, los datos actuales apuntan hacia un creciente interés clínico de 

LAPTM4B en LMA, sugiriendo que la expresión del mismo puede ser útil como 

biomarcador con valor diagnóstico y especialmente pronóstico, con carácter 

predictivo de las recaídas en LMA o incluso, que su uso como diana terapéutica 

puede ser beneficiosa para ciertos pacientes.  

 

Figura 60. Posibles estrategias terapéuticas dirigidas a LAPTMB y sus efectos en el 
contexto leucémico. 
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6. Conclusiones 
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En base a todo lo expuesto hasta ahora, se pueden extraer cinco grandes 

conclusiones de esta tesis doctoral que se detallan a continuación.  

1) La isoforma corta de LAPTM4B está sobreexpresada en LMA, mientras que la 
expresión de la isoforma larga es limitada y similar a la de donantes sanos.   

2) Existe una distribución celular diferente respecto a ambas isoformas de 
LAPTM4B. La isoforma larga se encuentra tanto en las membranas celulares 
como en lisosomas, mientras que la corta únicamente se ha detectado en los 
lisosomas. Este hecho otorga una mayor sensibilidad a la isoforma corta ante 
tratamientos dirigidos a los lisosomas.  

3) LAPTM4B tiene un papel relevante en los procesos de autofagia y regulación 
de nutrientes, debido a su participación en la modulación de la actividad de 
mTORC/TFEB, aunque estas funciones parecen más atribuibles a la isoforma 
corta. 

4) En el contexto leucémico no se han observado diferencias funcionales 
evidentes entre ambas isoformas. La señalización por LAPTM4B está mediada 
por la vía de las MAPK e induce la expresión de un fenotipo de resistencia a 
quimioterapia tanto a nivel funcional como genético, debido posiblemente a 
diferentes factores como daños en el ADN, la desestabilización de la vía de 
activación de los fármacos o incluso a la afectación del proceso de autofagia. 
Asimismo, aumenta la capacidad regenerativa de la leucemia y la migración de 
las células leucémicas in vivo.  

5) Teniendo en cuenta la expresión diferencial de LAPTM4B y su asociación con 
un mal pronóstico en LMA, podría existir una ventana terapéutica para su 
inhibición. Además, se ha demostrado que LAPTM4B es un biomarcador de 
peor pronóstico o de mayor riesgo a la quimiorresistencia en LMA.  
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I. Tabla de pacientes de LMA 
La Tabla 9  muestra las características de los pacientes de donde proceden las muestras primarias de LMA incluidas en este trabajo.  

LMA Proc. 
muestra Sexo Edad 

(años) Subtipo OMS BSP 
(%) 

BMO 
(%) Cariotipo Alteraciones 

moleculares Riesgo QR 

#1 SP F 60 
LMA con cambios 
relacionados con 

mielodisplasia 
68 36 48,XX,+8,+21[13] Ninguna 

detectada Int No 

#2 LA M 48 LMA-NOS  63 81 46,XY[17] Ninguna 
detectada Int No 

#3 LA F 44 LMA con mutación 
en NPM1 76 80 N/A NPM1 mut Fav No 

#4 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

#5 LA F 63 LMA con mutación 
en NPM1 100 94 N/A 

FLT3-ITD, 
DNMT3A mut, 

IDH2 mut 
Int No 

#6 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D 
#7 N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

#8 SP M 62 LMA con mutación 
en RUNX1 49 81 6,XY,del(7)(?)[19]/46,XY[1] no Adv No 

#9 LA M 47 LMA con mutación 
en NPM1 23 48 Normal 

DNMT3A mut, 
IDH2 mut, 
TP53 mut 

Adv No 

#10 SP M 61 N/D N/D 16 

41,X-
Y,add(1)(p34),add(2)(p25),-3,-

3,-5,add(6)(p25),-7,-
12,add(16)(q24),-17,-18,-

21,+4mar[cp20] 

TP53 mut N/D N/D 
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#11 LA M 37 
LMA con 

inv(16)(p13.1q22); 
CBFB-MYH11 

98 91 47,XY,+9,inv(16)(p13;q22),der
(17)t(11;17)(q13;q25)[10] 

CEPBA mut, 
FLT3 mut, WT1 

mut 
Fav No 

#12 SP M 74 
LMA NOS con 
diferenciación 

monocítica AML  
93 65 45,X,-Y[4]/46,X,-

Y,+8[2]/46,XY[19] 
NRAS mut, 
ASXL1 mut Int No 

#13 LA F 21 
LMA con t(10;11) y 
reordenamiento en 

KMT2A  
98 98 

46,XX,t(1;20;11')(p36q21;q11.
2;q23),t(10;inv(11)(q13q23))(p

12;q13)[20]  
N/D Adv No 

#14 LA M 65 LMA con mutación 
en NPM1 62 80 46,XY[20] NPM1 mut, 

FLT3-ITD  Fav No 

#15 SP M 71 LMA con mutación 
en NPM1 86 84 No crecimiento NPM1 mut, 

FLT3-ITD  Int N/D 

#16 SP M 30 LMA con mutación 
en NPM1 62 95 No crecimiento 

NPM1 mut, 
FLT3-ITD, 
IDH1 mut 

Int No 

#17 SP+MO M 48 LMA NOS sin 
maduración 95 85 47,XY,+11[13]/46,XY[7] 

IDH2 mut, 
DNMT3A mut, 

NF1 mut 
Int Sí 

#18 SP+MO F 15 
LMA con cambios 
relacionados con 

mielodisplasia 
65 65 47,XX,+8[6]/46,XX[12] FLT3-ITD, 

WT1 mut Adv No 

Tabla 9. Relación de pacientes de LMA incluidos en los estudios. Clasificación hecha según la clasificación de la OMS (Arber et al., 2016) y 
según el riesgo citogenético en función de las recomendaciones del 2017 (Döhner et al., 2017). Abreviaturas. Proc. muestra: procedencia de la muestra; 
BSP (%): porcentaje de blastos en sangre periférica; BMO (%): porcentaje de blastos en médula ósea; QR: quimiorefractariedad; MO: médula ósea; SP: 
sangre periférica; LA: leucoaféresis terapéutica; M: masculino; F: femenino; Adv: adverso; Int: intermedio; Fav: favorable; N/D: sin datos. 
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Cuesta-Casanovas L, Delgado-Martínez J, Cornet-Masana JM, Carbó JM, Clément-

Demange L, Risueño RM. 

Abstract 

Despite the outstanding advances in understanding the biology underlying the AML 
pathophysiology and the promising preclinical data published lastly, AML treatment 
still relies in a classic chemotherapy regimen largely unchanged for the past 5 
decades. Recently, new drugs have been approved for AML but the real clinical 
benefit is still under evaluation. Nevertheless, primary refractory and relapse AML 
continue to represent the main clinical challenge, as the majority of AML patients 
will succumb to the disease despite achieving a complete remission during the 
induction phase. As such, chemoresistance represents an unmet need in this disease. 
Although great efforts have been made to decipher the biological basis for 
leukemogenesis, understanding the mechanism by which AML cells become 
resistant to chemotherapy is largely unknown. The identification of the signaling 
pathways involved in resistance may lead to new combinatory therapies or new 
therapeutic approaches suitable for this subset of patients. Several mechanisms of 
chemoresistance have been identified, including drug transporters, key secondary 
messengers and metabolic regulators. However, any therapeutic approach targeting 
chemoresistance has succeeded in clinical trial, especially due to broad secondary 
effects in healthy cells. Recent research has highlighted the importance of lysosomes 
in this phenomenon. Lysosomes’ key role in resistance to chemotherapy includes 
the potential to sequester drugs, the central metabolic signaling role and the gene 
expression regulation. These results provide further evidence to support the develop 
of new therapeutic approaches that target lysosomes in AML. 
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Cancers. 2023; 15(6):1912. doi: 10.3390/cancers15061912 

Epub 2023 Mar 22 

Carbó JM, Cornet-Masana JM, Cuesta-Casanovas L, Delgado-Martínez J, Banús-

Mulet A, Clément-Demange L, Serra C, Catena J, Llebaria A, Esteve J, Risueño RM. 

Abstract 

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous hematological cancer 
characterized by poor prognosis and frequent relapses. Aside from specific 
mutation-related changes, in AML, the overall function of lysosomes and 
mitochondria is drastically altered to fulfill the elevated biomass and bioenergetic 
demands. On the basis of previous results, in silico drug discovery screening was 
used to identify a new family of lysosome-/mitochondria-targeting compounds. 
These novel tetracyclic hits, with a cationic amphiphilic structure, specifically 
eradicate leukemic cells by inducing both mitochondrial damage and apoptosis, and 
simultaneous lysosomal membrane leakiness. Lysosomal leakiness does not only 
elicit canonical lysosome-dependent cell death, but also activates the terminal 
differentiation of AML cells through the Ca2+–TFEB–MYC signaling axis. In 
addition to being an effective monotherapy, its combination with the 
chemotherapeutic arsenic trioxide (ATO) used in other types of leukemia is highly 
synergistic in AML cells, widening the therapeutic window of the treatment. 
Moreover, the compounds are effective in a wide panel of cancer cell lines and 
possess adequate pharmacological properties rendering them promising drug 
candidates for the treatment of AML and other neoplasias. 
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