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RESUMEN 

El carcinoma hepatocelular (CHC) es una neoplasia primaria del hígado cuya 

prevalencia y mortalidad es elevada a nivel mundial. Los factores de transcripción SP1 y 

NF-Y son conocidos por regular la actividad del promotor del gen PNPT1, cuyos niveles 

elevados se han asociado a una reducción en la esperanza de vida de los pacientes con 

CHC. PNPT1 codifica para la PNPasa, una translocasa mitocondrial implicada en el 

transporte de ARN.   

 

En este estudio, empleamos la línea celular de hepatoma humano HepG2 para 

investigar los efectos del fármaco antipalúdico Suramina en la expresión de PNPT1 y la 

actividad mitocondrial. Nuestros objetivos incluyeron caracterizar el gen PNPT1 y 

evaluar los efectos de la Suramina como un posible fármaco reposicionado para el 

tratamiento del CHC.  

 

Utilizando técnicas de Docking, identificamos compuestos que interactúan con 

los factores de transcripción del gen PNPT1. Luego, mediante análisis de Kaplan-Meier 

obtuvimos las curvas de supervivencia y diseñamos las construcciones de mutaciones 

dirigidas en la secuencia promotora, exploramos la relación entre NF-YA, SP1 y PNPT1. 

Observamos una correlación entre los niveles de estos factores de transcripción y la 

expresión de PNPT1, respaldada por ensayos de luciferasa y silenciamiento génico con 

siARN.  

 

Los estudios in vitro en la línea celular HepG2 revelaron una interacción positiva 

entre la Suramina y el promotor del gen PNPT1, así como una reducción en la actividad 

mitocondrial al silenciar NF-YA. Además, la administración de Suramina resultó en un 

aumento en los niveles de PNPasa, confirmado por ensayos de Wertern Blot (WB). 

 

El análisis inmunohistoquímico de muestras de pacientes con CHC sugirió una 

asociación entre la sobreexpresión de NF-YA y SP, la actividad mitocondrial y los niveles 

de PNPasa en el tejido tumoral.   

 

En conclusión, nuestros hallazgos sugieren que la Suramina podría modular la 

sobreexpresión de NF-YA y, por ende, influir en la actividad mitocondrial de las células 

tumorales hepáticas. Esto ofrece una posible vía para el tratamiento del CHC mediante el 

reposicionamiento de la Suramina, un antiguo antipalúdico.  

 

 

Palabras clave: Carcinoma hepatocelular, NF-YA, Sp1, PNPT1, PNPasa, Suramina, 

actividad mitocondrial. 
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ABSTRACT 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most prevalent primary liver neoplasm 

worldwide and constitutes a significant cause of cancer mortality. Transcription factors 

SP1 and NF-Y are known to regulate the activity of the PNPT1 gene promoter, whose 

elevated levels have been associated with reduced survival in HCC patients. PNPT1 

encodes for PNPase, a mitochondrial translocase involved in RNA transport. 

 

In this study, we utilized the human hepatoma cell line HepG2 to investigate the 

effects of the antimalarial drug suramin on PNPT1 expression and mitochondrial activity. 

Our objectives included characterizing the PNPT1 gene and evaluating the effects of 

suramin as a potential repurposed drug for HCC treatment. 

 

Using docking techniques, we identified compounds that interact with the 

transcription factors of the PNPT1 gene. Subsequently, through Kaplan-Meier analysis 

and constructions of directed mutations in the promoter sequence, we explored the 

relationship between NF-YA, SP1, and PNPT1. We observed a correlation between the 

levels of these transcription factors and PNPT1 expression, supported by luciferase assays 

and gene silencing with siRNA. 

 

In vitro studies in the HepG2 cell line revealed a positive interaction between 

suramin and the PNPT1 gene promoter, as well as a reduction in mitochondrial activity 

upon silencing NF-YA. Additionally, suramin administration resulted in an increase in 

PNPase levels, confirmed by Western blot assays. 

 

Immunohistochemical analysis of samples from HCC patients suggested an 

association between NF-YA and SP1 overexpression, mitochondrial activity, and PNPase 

levels in tumor tissue. 

 

In conclusion, our findings suggest that suramin may modulate NF-YA 

overexpression and thus influence mitochondrial activity in hepatic tumor cells. This 

offers a potential avenue for HCC treatment through the repurposing of suramin, an old 

antimalarial drug. 

 

Keywords: Hepatocellular carcinoma, NF-YA, SP1, PNPT1, PNPase, Suramin, 

mitochondrial activity. 
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Figura  17: Aumento de expresión de las tres subunidades de NF-Y en CHC. 

Diagramas de caja de los niveles de expresión de las tres subunidades NF-Y a nivel 

génico medidos en MTP (Transcript per Millons). 67 ..................................................... 18 

Figura  18: Estructura del factor de transcripción Sp1. Destacamos el dominio de 

unión al ADN con los dedos de zinc Cys2His2 (violeta) y el dominio de transactivación 

(azul claro), compuesto por regiones ricas en serina/treonina flanqueadas por glutamina, 

localizados cerca del N-Terminal. El dominio de multimerización (beige) facilita la 

interacción entre múltiples moléculas Sp1 y promueve la superactivación de genes. 70 19 

Figura  19: Mecanismos de regulación negativa del factor de transcripción Sp 

mediada por diversos fármacos. 74 .............................................................................. 20 

Figura  20: Efecto hepatoprotectores de la Suramina. A). CHC de ratas tratadas con 

Suramina que muestran una disminución significativa de la actividad de heparanasa en 

comparación con el grupo control (p<0.05). B). Imágenes representativas de secciones 

de hígado que muestran una considerable diferencia en cuanto al infiltrado celular en el 

tracto portal, fibrosis y rotura del tejido hepático que con el tratamiento de Suramina se 

ve atenuado. 78 ................................................................................................................. 21 

Figura  21: Clasificación funcional de los genes diana del NF-Y. Los genes diana del 

NF-Y cuya función es conocida o inferida se clasificaron según la función de la proteína 

codificada. 83 ................................................................................................................... 23 

Figura  22: Mapa del Vector pUC57-T. Se indican los posibles sitios de unión para la 

ligación de aquellos insertos de interés que hayan sido cortados con dichas enzimas de 

restricción. ...................................................................................................................... 27 

Figura  23: Flujo de trabajo del proceso. Se llevó a cabo una digestión con las 

enzimas de restricción KpnI y HindIII para aislar las mutaciones objeto de estudio y 

poder purificarlas posteriormente mediante un protocolo de Promega con el fin de 

confirmar su correcta construcción y presencia. Fuente: Biorender. ............................. 27 

Figura  24: Esquema del proceso de transformación bacteriana. Los constructos 

purificados insertados en el vector pGL4-Luc se introducen en las bacterias 

termocompetentes denominadas DH5𝛼. Fuente: Biorender........................................... 29 

Figura  27: Búsqueda del fármaco Suramina en la base de datos Durgbank. Incluye 

información acerca del nombre genérico del fármaco, una breve explicación del uso 

habitual, la estructura tridimensional, así como su peso y fórmula química. 

https://go.drugbank.com/drugs/DB04786 ...................................................................... 35 
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Figura  28: Resultados del Docking empleando Suramina como ligando. En rojo se 

encuentra el valor en “score” más alto y en amarillo el segundo más alto. El factor de 

transcipción está representado en color gris. .................................................................. 35 

Figura  29: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en paciente CHC. Se 

clasifican los individuos por etiología vírica o no y según la expresión alta o baja de los 

niveles de expresión de ARNm de las muestras de tejidos cancerosos analizados. Los 

datos fueron obtenidos del Human Protein Atlas disponibles en 

https://v21.proteinatlas.org y realizando una búsqueda por genes de interés. ................ 36 

Figura  30: Motivos putativos del promotor humado de PNPT1. Los sitios de unión 

ISRE, GC-box y NFY están resaltados con recuadros sólidos, y el sitio de unión 

putativo SP1 con un recuadro punteado. La secuencia NSRE está subrayada y la ATG 

inicial (Inr) aparece en negrita. Se muestran los sitios de inicio de la transcripción (TSS) 

señalados anteriormente. ................................................................................................ 37 

Figura  31: Análisis mutacional de los motivos predichos del promotor humano de 

PNPT1. Las células Hela fueron transfectadas transitoriamente con un plásmido 

reportero de luciferasa que contiene 396bp del promotor PNPT1 y plásmidos derivados 

que contienen segmentos deletéreos de los motivos indicados. Las actividades se 

midieron 48h post-transfección y se expresaron como valores relativos de la actividad 

máxima. Se consideró la actividad del constructo promotor de tipo salvaje “WT” 

(396bp-PNPT1-promluc) como el 100% y la actividad del vector vacío (sin promotor) 

como el 0%.  Análisis estadístico: ANOVA / Tuckey: * p < 0,05; ** p < 0,01; n = 6 (3 

ensayos por duplicado) ................................................................................................... 38 

Figura  32: Efectos de la silenciación de SP1 y NFYA sobre la actividad promotora 

de PNPT1 en células Hela. Las células HeLa se transfectaron junto con el plásmido 

PNPT1 prom-luc de 396 pb y los silenciadores indicados. La actividad de luciferasa se 

midió en lisados celulares de Hela y se expresó como unidades relativas (%) respecto a 

las células control. Análisis estadístico: ANOVA / Tuckey: *** p < 0,001; n = 8 (2 

ensayos por cuadruplicado). ........................................................................................... 39 

Figura  33: Gráficas representativa de los niveles de Resazurina obtenidos en el 

ensayo sobre los tres grupos celulares testados: dos controles y uno con NFYA 

silenciado. A: Medición a un tiempo concreto de 2 horas. B: Ensayo valorado a lo largo 

de varios tiempos: 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. ........................................................... 39 

Figura  34: Representación gráfica de los datos obtenidos en el ensayo dosis-

respuesta. Se evalúa la actividad mitocondrial según los niveles de fluorescencia 
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obtenidos por un ensayo con Resazurina en las células tratadas con las concentraciones 

0μM y 100μM de Suramina (A) Micafungina (B) respectivamente. ............................. 40 

Figura  35: Niveles de proteínas analizados mediante Western blot. Análisis de los 

lisados de HepG2 tras el tratamiento con Suramina y Micafungina a la dosis 

determinada como mínima eficaz según ensayos de dosis-respuesta previos (0μM y 

100μM). .......................................................................................................................... 41 

Figura  36: Estudio IHQ de las proteínas PNPasa, NF-YA y SP1 en muestras de 

pacientes con cáncer hepatocelular. Se diferencian los niveles de dichas proteínas 

tomando muestras tanto del centro tumoral como del margen o zonas periféricas. ....... 41 

Figura  37: Superposición del sitio de unión de la Suramina a NF-Y con el factor 

de transcripción. En rojo se sobresalta el sito de unión en el fármaco al que se une el 

factor de transcripción representado en color verde. Fuente: PyMOL. .......................... 42 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Hepatocarcinoma 

El hígado es un órgano crítico con infinidad de procesos fisiológicos y metabólicos 

imprescindibles para la vida. Algunas están relacionadas con el metabolismo, 

almacenamiento y liberación de la glucosa, la digestión de grasas, la eliminación de 

desechos, la vigilancia inmunológica1 y la alteración del volumen sanguíneo, así como la 

destrucción de glóbulos rojos y regulación de la coagulación entre otras.1 

 

Dichas funciones son llevadas a cabo gracias a los colangiocitos, las células 

endoteliales sinusoidales hepáticas (CESL), células estrelladas hepáticas (CSH) y las células 

inmunitarias residentes en el hígado.2 

 

A pesar de los avances en el conocimiento del desarrollo, metabolismo y reparación 

hepáticos, las patologías hepáticas, así como el desarrollo de una insuficiencia hepática de 

diverso origen, siguen representando una importante carga de morbilidad y mortalidad a 

nivel mundial en la actualidad.3 

 

1.1.1. Epidemiología y etiología 

El Carcinoma hepatocelular (CHC) o Hepatocarcinoma es la neoplasia primaria de 

hígado más frecuente, siendo la segunda causa de muerte por cáncer en el mundo y una de 

las causas de muerte más común en los pacientes afectos de cirrosis hepática. Las tasas de 

supervivencia general del CHC avanzado es escasa y no mejora a pesar de las terapias 

desarrolladas hasta la fecha.4 Al mismo tiempo, en los últimos años se ha exaltado la 

relevancia clínica de esta neoplasia y han aparecido novedades importantes en el 

diagnóstico, evaluación pronóstica y, especialmente, en el tratamiento del CHC.5 

El pronóstico es especialmente bajo con una ratio de supervivencia del 12,7% a los 

3 años y una supervivencia media de 9 meses.6 Tanto la incidencia como la mortalidad han 

aumentado en América del Norte y diversas regiones europeas (España 8-15 

casos/100.00habitantes), mientras que ha disminuido en regiones que siempre han tenido un 

alto riesgo, incluyendo Japón y algunas partes del sudeste asiático (>40 casos/100.000 

habitantes). 7 
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1.1.2. Factores de riesgo y patogénesis 

Respecto a los factores de riesgo, esta enfermedad es inusual en pacientes que 

carecen de una enfermedad hepática y es cuatro veces más común en hombre que en mujeres. 

La etiología que predomina en 90% de los casos son los virus hepáticos VHB y VHC, así 

como el consumo abusivo de alcohol y el tabaquismo, mientras que otras toxinas ambientales 

afectan en una menor proporción. 8  

El consumo excesivo de alcohol puede provocar un hígado graso, hepatitis aguda o 

crónica, cirrosis y carcinoma hepatocelular (CHC). Hay diversos mecanismos a través de los 

cuales alcohol puede inducir hepatocarcinogénesis, como la producción de especies 

reactivas del oxígeno debido al exceso depósito de hierro, la toxicidad del acetaldehído 

sintetizado, los cambios en la peroxídación lipídica, el deterioro de la respuesta inmunitaria 

o las modificaciones en la metilación del ADN.9 

Desde una perspectiva clínica, es bien sabido que el alcohol interactúa con otros 

factores, como la edad, el sexo, las hepatitis víricas, la obesidad y la diabetes, que conducen 

a un mayor riesgo de CHC.10 

Se han identificado y caracterizado los principales factores de riesgo y agentes 

etiológicos responsables del desarrollo del CHC en humanos. Entre ellos se encuentran la 

infección por los virus de la Hepatitis B o C, la exposición a la aflatoxina B1, drogas 

hepatotóxicas o sustancias químicas y la cirrosis de cualquier etiología (alcohólica o 

secundaria a enfermedades hepáticas genéticas). 11 

Figura  1: Incidencia de hepatocarcinoma. Distribución según el área geográfica y etiología prevalente.8 
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Figura  2: Representación de cómo la incidencia de diversos estresores desencadena la aparición de una hepatitis 

crónica.  Se trata del estadio inicial, el cual evolucionará hasta convertirse en un Carcinoma hepatocelular pasando 

por el estadio de Cirrosis hepática (estado de cicatrización post-lesión crónica y con función anormal del órgano)11 

 

El conjunto de estas condiciones ocasiona una inflamación crónica, dando lugar a la 

necrosis continua y regeneración tisular. Por lo tanto, las especies reactivas de oxígeno, 

citocinas inflamatorias y fibrosis provocan una acumulación de alteraciones genéticas y 

epigenéticas que conducen a la aparición de esta enfermedad. Sin embargo, no se tiene 

conocimiento total de los eventos moleculares precisos que tienen lugar. 12  

En la figura 2 se muestra una visión global de los agentes etiológicos que más 

contribuyen a la hepatocarcinogénesis. Todos ellos se han relacionado con un mayor riesgo 

de desarrollo de carcinoma hepatocelular. Sin embargo, la mayoría no son directamente 

carcinógenos en sí, sino que contribuyen a la aparición de una lesión hepática preneoplásicas 

(hepatitis crónica y cirrosis) característica del medio en el que a menudo se suele asentar y, 

con ello, desarrollar el carcinoma hepatocelular. 11  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La obesidad ha sido reconocida como un componente clave del síndrome metabólico 

y se ha relacionado con una mayor frecuencia de cánceres de varios tejidos, incluido el 

hígado. Las interacciones sinérgicas entre las vías oncogénicas vinculadas a la obesidad y la 

hepatopatía crónica pueden explicar por qué el CHC es una de las pocas neoplasias malignas 

cuya incidencia va en aumento en los países desarrollados. Una mejor comprensión de este 

complejo proceso mejorará nuestras estrategias de prevención, predicción y vigilancia del 

cáncer.13 
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Estos factores de riesgo favorecen un medio inflamatorio progresivo que da lugar a 

un ciclo de necrosis y regeneración y al desarrollo de inestabilidad cromosómica. Las 

alteraciones genéticas y epigenéticas junto con el acúmulo de especies reactivas del oxígeno, 

citoquinas inflamatorias y fibrosis van a conducir al inicio del CHC. Los eventos 

moleculares exactos que subyacen la formación del CHC todavía siguen sin comprenderse 

por completo. 14 

Estudios recientes han explorado las alteraciones genómicas del CHC y han 

identificado genes mutados con frecuencia, como son el promotor TERT, TP53 y CTNNB1 

(β-catenina).15 

Otro estudio que incluye diversos análisis mutacionales tanto del número de copias, 

perfiles de metilación, así como estudios de RNA, exomas y proteómica han permitido 

obtener una gran cantidad de información y asociaciones con respecto al carcinoma 

hepatocelular. Los ensayos integrativos de estas múltiples plataformas genómicas revelaron 

ciertos genes mutados durante el proceso oncogénico que alteran el equilibrio de los 

hepatocitos. Estos análisis de mutaciones y vías permiten subclasificar las influencias 

genéticas del CHC, así como a los pacientes según perfiles de expresión y proporcionan 

posibles direcciones para futuros esfuerzos terapéuticos.16  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3: Ilustración adaptada de la revisión bibliográfica realizada sobre el tema. Esquemáticamente se 

muestran los factores de riesgo, las vías de señalización y los genes mutados durante el proceso de 

inflamación y fibrosis que culminan con la aparición de un hepatocarcinoma avanzado. Fuente: Biorender. 
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1.1.3. Clases y características moleculares 

Las tasas de incidencia de CHC han ido en aumento en las últimas 3 décadas y en 

2025 más de 1 millón de individuos se verán afectados anualmente. Las tecnologías de 

secuenciación de alto rendimiento han permitido identificar varias subclases moleculares de 

CHC que pueden agruparse en 2 subgrupos principales, cada uno de ellos caracterizado por 

rasgos morfológicos y fenotípicos específicos esquematizados en la Figura 4.17 

A pesar de las diversas características asociadas a cada tipo, estos no se han probado 

a fondo como predictores de respuesta a terapias sistémicas, lo que ha limitado su utilidad 

en la práctica clínica.8  

Es probable que el conocimiento cada vez mayor de y una caracterización más 

adecuada y precisa del CHC a nivel patológico influyan en el futuro tratamiento de los 

pacientes con cáncer hepatocelular.18 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  4: Clasificación molecular del CHC. Adaptación del esquema que ilustra la correlación entre las distintas subclases 

moleculares correlaciones, sus características genéticas/genómicas, vías de señalización principales y etiología. 17 
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1.1.4. Lesiones preneoplásicas: definición histológica 

Las lesiones preneoplásicas del carcinoma hepatocelular son los nódulos displásicos 

de bajo grado y los nódulos displásicos de alto grado desarrollados en la cirrosis, así como 

los adenomas hepatocelulares que se producen principalmente en el hígado normal; así pues, 

la cirrosis precede al CHC en el 80-90% de los pacientes.19  

Microscópicamente, existe una proliferación monoclonal y descontrolada de 

hepatocitos bien diferenciados que se caracteriza por la ausencia de tríada porcal y conducto 

biliar. El proceso pasa por varios estadios según se van adicionando las principales 

alteraciones patológicas, inmunohistoquímica y moleculares desde la aparición de una lesión 

preneoplásica hasta el desarrollo de CHC precoz.19     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Los hígados cirróticos presentan áreas focales de hepatocitos anormales e inmaduros 

que corresponden a focos displásicos si miden <1 mm o nódulos displásicos (DN) (≥1 mm). 

Los DN se clasifican en bajo y alto grado en función de la presencia de atipia celular, 

invasión o patrones trabeculares. Al mismo tiempo, también se subclasifica en temprano o 

progresado en función de la presencia de invasión estromal como rasgo distintivo entre otras 

características mostradas en la Figura 6.  

Figura  5: Proceso de evolución desde un hígado normal hasta la aparición del CHC pasando por distintas 

lesiones preneoplásicas. Representación que ilustra las etapas del desarrollo del hepatocarcinoma y muestra cortes 

histológicos de pacientes en cada estadio, visualizados al microscopio mediante tinción de hematoxilina. 18 
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El CHC precoz se refiere a nódulos tumorales pequeños (<2 cm) bien diferenciados 

(grado 1) con márgenes indistintos, y actualmente se acepta como una entidad independiente 

con un buen pronóstico. Cuando el tamaño es superior a 2 cm, aparecen grados de 

diferenciación mayores (G2/G3) o encontramos ciertos grados de invasión y metástasis, ya 

hablaríamos de CHC progresado.20  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.5. Diagnóstico y tratamiento 

A grandes rasgos, las manifestaciones clínicas del carcinoma hepatocelular (CHC) 

suelen incluir dolor abdominal, síndrome tóxico, pérdida de peso, anorexia, náuseas, así 

como la presencia, en la mayoría de los casos, de una masa abdominal, ascitis, fiebre e 

incluso hemorragia digestiva. Además, en caso de crisis obstructiva la principal 

manifestación es la ictericia.21 La cirrosis representa el mayor factor de riesgo de esta 

neoplasia maligna y es la principal indicación de cribado y vigilancia. 22 

 

Dentro de los diversos algoritmos desarrollados para la detección del CHC, los 

métodos principales para el diagnóstico se basan en estudios de imagen y las pruebas de 

laboratorio. Las técnicas de imagen empleadas incluyen la ecografía, tomografía 

computarizada, gammagrafía y resonancia magnética. 23   

Figura  6: Historia natural tanto de las lesiones precancerosas como del CHC incluyendo las características propias 

que las diferencian y permiten la subclasificación en foco displásico, nódulo displásico, CHC precoz o progresado. 20 
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Figura  7: Representación gráfica de los diversos biomarcadores utilizados en la actualidad en CHC. Debido a su 

moderada sensibilidad, pero alta especificidad (A), la AFP es la principal herramienta utilizada tanto para diagnosticar, 

seleccionar el mejor tipo de tratamiento, así como para determinar la supervivencia y pronóstico (B).25-27          

Adaptación de revisión bibliográfica. Fuente: Biorender. 

En cuanto a las pruebas de laboratorio, el biomarcador sérico más ampliamente utilizado 

para la vigilancia y decisión del tratamiento del CHC es la alfafetoproteína (AFP).25 Se 

describió por primera vez como biomarcador útil para el CHC hace más de cincuenta años, 

en modelos murinos y, posteriormente, en estudios poblacionales africanos y siberianos.  

El papel de la AFP como herramienta de cribado y la selección de su punto de corte más 

preciso dependen de la prevalencia de CHC en la población analizada. Además, el estudio 

realizado por Chen et al. demostró que acelera la progresión tumoral en células de ratón así 

como comprobó que promueve la proliferación in vitro y tumorigénesis in vivo en células de 

CHC, siendo así considerada como el biomarcador principal para el análisis del diagnóstico 

y pronóstico de dicho cáncer.24  

Sin embargo, la AFP sérica puede estar elevada en otras enfermedades benignas o malignas 

como la hepatitis aguda o crónica, colangiocarcinoma intrahepático y tumores 

embriogénicos, por lo que su especificad se ha puesto en duda.  Por este motivo, resulta de 

vital importancia explorar la identificación de nuevos biomarcadores con fines pronósticos 

o predictivos, dado que podrían tener un impacto significativo en la práctica clínica. 27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 

Además del tamaño tumoral, la función hepática, las pruebas de imagen y los 

marcadores séricos, otros parámetros adicionales como la biopsia tumoral y la 

subclasificación de los sistemas de estadificación actuales, se tienen en cuenta para 

determinar el tipo de patrón de progresión tumoral y mejorar la selección de pacientes para  

el tratamiento.23 Al igual que ocurre con otras enfermedades hepáticas y tumorales, la 

biopsia hepática constituye un componente crítico para establecer un diagnóstico certero.28  

A B 
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Figura  8: Algoritmo diagnóstico. *Una técnica de imagen solo recomendada en centros con equipos de radiología 

de alta calidad. ** Características radiológicas del HCC: hipervascularidad arterial y lavado venoso / fase tardía.28 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pesar de los esfuerzos de cribado y los avances en los tratamientos médicos, 

locorregionales y quirúrgicos, el carcinoma hepatocelular sigue siendo una de las causas más 

frecuentes de muerte por cáncer en todo el mundo. En parte se debe al hecho de que la 

mayoría de los pacientes presentan enfermedad avanzada en el momento del diagnóstico 

añadiendo un alto riesgo de recurrencia tras la cirugía curativa.29 

 Tiene sentido, por tanto, que el objetivo principal en estos pacientes sea el 

diagnóstico precoz y la constante vigilancia del CHC cuando aún es posible curarlo. 

Los avances en el tratamiento del CHC han incluido la identificación de los pacientes 

con más probabilidades de obtener un beneficio clínicamente significativo de las opciones 

terapéuticas disponibles. Además, se están investigando las estrategias de combinación de 

terapias locorregionales y/o sistémicas. 23 

 

Entre las distintas terapias existentes, en primer lugar, destaca la opción quirúrgica 

en aquellos tumores solitarios en estadio temprano si el paciente no tiene ninguna alteración 

cardíaca y presenta un buen estado funcional. En segundo lugar, las opciones transarteriales 

se contemplan en pacientes que posean tumores en estadio intermedio (BCLC Estadio B) y, 

por último, las opciones sistémicas recomendadas para aquellos pacientes con enfermedad 

avanzada (BCLC Estadio C).8 También se están desarrollando, combinaciones de terapias 

sistémicas y locorregionales para tratar el CHC intermedio o localmente-avanzado.31  
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La quimioterapia convencional no ha alterado la historia natural del CHC avanzado 

y metastásico por lo que se han buscado alternativas de tratamientos a nivel sistémico.  Entre 

las terapias sistémicas aprobadas, se encuentran los inhibidores de multicinasas, de “check-

points” inmunitarios y terapias farmacológicas combinadas.30 El Sorafenib (inhibidor de la 

Tirosin quinasa) que reduce la capacidad de división y crecimiento celular fue el primer 

agente aprobado por la FDA en 2016 para tratar el CHC avanzado.4 

 

Desde el advenimiento del Sorafenib como opción de tratamiento activo para los 

pacientes que con enfermedad avanzada o metastasis, se han aprobado seis terapias 

sistémicas basadas en ensayos de fase III (Atezolizumab más Bevacizumab, Sorafenib, 

Lenvatinib, Regorafenib, Cabozantinib y Ramucirumab [AFP > 400 ng/mL]) y otras tres 

terapias han obtenido la aprobación acelerada de la FDA debido a la evidencia de su 

eficacia.31  

 

Atezolizumab más Bevacizumab es el primer régimen combinado de inmunoterapia 

y tratamiento vascular que se recomienda como opción de primera línea en CHC irresecables 

tal como se resumen en la revisión llevada a cabo por Leowattana W et al, 2023.32 

 

Además, un grupo de investigación de China realizó un metaanálisis para valorar la 

secuencia de tratamiento óptima para el CHC e informar acerca de las tasas de supervivencia 

obtenidas con los distintos tratamientos mostrados en la Figura 10.33 

Figura  9: Algoritmo de tratamientos primarios según el estadio del CHC. Fuente: Llovet et al. 2021. 
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Atezolizumab más Bevacizumab ocupó el primer puesto en supervivencia libre de 

progresión y global, aunque también obtuvo las tasas más altas de discontinuaciones por 

acontecimientos adversos. Sus beneficios eran superiores frente a Nivolumab, Sorafenib y 

Lenvatinib.33 Este último, encabezó el primer lugar en la tasa de respuesta global y fue el 

segundo en la supervivencia libre sin progresión. 

 

Sin embargo, ninguno de ellos ha mostrado ser superior y suficiente como único 

tratamiento aislado para tratar el CHC avanzado según el metaanálisis realizado por Yue 

Han et al, 2021. Por esta razón, el tratamiento sistémico de primera línea debe seleccionarse 

en función de objetivos terapéuticos individualizados los cuales proporcionan datos 

comparativos valiosos que podrán ayudar a fundamentar las decisiones terapéuticas. 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  10: Resultados de supervivencia en pacientes con CHC avanzado tras tratamiento sistémico de primera línea. 

A: Diagrama de red; B: Intervenciones clasificadas por valor P con cocientes de riesgo para la supervivencia libre de 

progresión e intervalo de confianza del 95% para la tasa de respuesta global de cada tratamiento. IC: intervalo de 

confianza; HR: hazard ratio; FLOFOX4: Oxaliplatino/Ácido Folínico/5-Fluorouracilo; PFS: Progression-free survival.32 
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En resumen, en los estadios locales de 0 y A se podría optar por un tratamiento curativo 

mediante resección tumoral o trasplante hepático combinado o no con RT. Sin embargo, la 

complejidad de esta enfermedad demuestra que la opción curativa es limitada ya que el 80%-

90% aparecen sobre hígados cirróticos y sólo el 12% son elegibles para su resección o 

trasplante. Además, su evolución a metástasis es bastante frecuente y cuando lo hacen la 

localización más frecuente son las pleuropulmorares.35  

Los métodos seleccionados para los tumores en estadio B incluyen tratamientos 

locorregionales como la TACE (Quimioembolización arteria hepática o TARE 

radioembolización transarterial) y la ablación por radiofrecuencia entre otros. Hoy por hoy, 

Lenvatinib puede sustituir a TACE con igual eficacia en los casos en los que no puede 

utilizarse el tratamiento locorregional.36  

Hasta 2016, la única opción de tratamiento sistémico para el estadio C era el Sorafenib. 

Pero, como hemos comentado anteriormente, Lenvatinib se convirtió en un fármaco de 

segunda línea al mostrar no inferioridad frente a Sorafenib en supervivencia general. Por 

último, los estadios D precisarán de tratamiento de soporte y paliativo.36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A pesar de la existencia de todas estas opciones terapéuticas en la actualidad, la 

mortalidad del CHC sigue en aumento, por lo que todavía es necesaria mucha investigación 

con el fin de desarrollar tratamientos y descubrir fármacos de alto impacto clínico.37  

Figura  11: Representación del tratamiento estándar de los pacientes con CHC en estadio avanzado. En primera línea, se 

administran TKi, (Sorafenib o Lenvatinib) o la combinación recientemente aprobada de Bevacizumab + Atezolizumab. En 

segunda línea, otros TKi o inhibidores del punto de control inmunitario anti-PD1 como Nivolumab o Pembrolizumab. 36 
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El trabajo de nuestro laboratorio busca abrir una nueva vía en este sentido 

centrándonos en el gen PNPT1 como diana terapéutica, ya que los niveles de este tienen una 

correlación positiva con el mal pronóstico del CHC de los pacientes.  

Buscamos alterar la regulación del gen, incidiendo sobre factores de transcripción 

que se encuentran en el promotor de este gen, como NF-YA y SP1, los cuales ayudan a la 

transcripción de la translocasa PNPasa. Su silenciamiento podría aumentar los porcentajes 

de supervivencia en combinación con otras terapias.  

 

1.2. Función mitocondrial y su relación con la translocasa PNPasa. 

Las mitocondrias son orgánulos productores de energía en forma de ATP a través del 

proceso conocido como fosforilación oxidativa. Al mismo tiempo, se encargan de regular 

complejas vías de señalización, diferenciación y activación de las células inmunitarias 

durante la infección, desencadenando la autofagia y apoptosis.38 

Están compuestos por dos membranas, externa e interna, separadas que dejan un 

espacio intermembrana y compartimentos de la matriz que desempeñan distintas funciones. 

Poseen su propio genoma (mtDNA), el cual se replica de forma independiente al genoma 

del huésped.39 En los humanos, el mtDNA es el encargado de codificar 13 proteínas 

relacionadas con la fosforilación oxidativa (OXPHOS). El resto de las proteínas 

mitocondriales son codificadas por el genoma nuclear y se importan a las mitocondrias, de 

ahí lo esencial que resulta que exista una buena comunicación entre los dos genomas y 

trabajen en conjunto.40 

 De esta manera, es lógico pensar que la disfunción mitocondrial en un tejido pueda 

desencadenar una gran variedad de enfermedades como el cáncer y, por tanto, este defecto 

en su función tendrá consecuencias a nivel sistémico en el organismo afecto.41 Además, se 

ha demostrado en un estudio que las mutaciones asociadas al cáncer son aquellas que 

permiten a las células cancerosas adquirir y metabolizar nutrientes de una manera que se 

favorece la proliferación celular en vez de la producción eficiente de ATP.42   

Una causa de la disfunción mitocondrial es el estrés oxidativo, provocando daños celulares 

tales como alteración de ácidos nucleicos, modificación de lípidos y daño proteico.43 Por 

tanto, el metabolismo alterado de las células tumorales posibilita que aquellos tratamientos 

que modifiquen el metabolismo hacia Oxphos puedan llegar a ser terapéuticamente efectivos 

contra el cáncer. 41  
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Figura  12: Modelo del efecto de la actividad reducida de la PNPasa. La pérdida de PNPasa (P) conduce a una 

menor actividad del complejo de la cadena respiratoria, una disminución del potencial de acción (Δψ) y una 

producción insuficiente de energía en forma de ATP con la consecuente disminución en proliferación.43 

 

Se ha observado cierta relación entre los niveles de respiración mitocondrial y la actividad 

de la proteína PNPasa. Mediante un modelo se ha descrito que la reducción en la actividad 

de la PNPasa conduce a una reducción en actividad del complejo de la cadena respiratoria y 

producción de ATP. 44  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además, un reciente estudio demostró el relevante papel que tiene la PNPasa en la 

regulación de la importación del ARN codificado entre el núcleo y la matriz mitocondrial, 

(proceso dependiente de la PNPasa). Se sugiere que la PNPasa regula los niveles de 

nucleótidos de adenina y la homeostasis mitocondrial alterando la translocación de ARNs a 

las mitocondrias con el fin de controlar la abundancia de la cadena de transporte de 

electrones (ETC). Así pues, la reducción de PNPasa supone una alteración en dicho proceso 

acumulándose transcritos policistrónicos precursores y disminuyendo las proteínas ETC.45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura  13: Resumen gráfico sobre la función de PNPasa: Translocasa esencial en el procesamiento, la   traducción 

e importación de información genética (ARN mitocondrial) entre el citosol y la matriz mitocondrial. 45 
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1.3. Promotor PNPT1: NFYA Y SP1  

El gen PNPT1 (Human polyribonucleotide Nucleotidyltransferase 1) se encuentra 

localizado en el cromosoma 2 en la región citogenética 2p15-2p16.1 y codifica la enzima 

PNPasa, un polinucleótido fosforilasa, el cual cumple funciones de alteración 

postraduccional, transporte e importación de RNA imprescindibles para la supervivencia y 

mantenimiento de la información genética de la mitocondria.  

 

 

 

 

 

 

 

Se ha propuesto que alteraciones germinales en esta proteína está relacionada con 

diferentes tipos de tumores, aunque los mecanismos no son bien conocidos.46 Algunos de 

los cánceres descritos cuya patogenia se asocia con alteraciones en niveles de expresión del 

gen PNPT1 son: Linfoma difuso de células B grandes47, Leucemia linfoblástica aguda48, 

Cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) 49 o Cáncer de vejiga50.  

Otros estudios recientes también han demostrado que la deficiencia de PNPT1 

provoca una acumulación de ARNmt de doble cadena en el citoplasma, liderando la 

activación aberrante del interferón tipo I, lo que podría estar implicada en numerosos 

procesos proinflamatorios como la encefalopatía. 51 

Además, hay diversos reportes e investigaciones que han confirmado la presencia de 

mutaciones en PNPT1 como causa de un programa de expresión de genes metabólicos 

alterados52 y diversas patologías tales como síndrome de Leigh53, sordera no sindrómica 

recesiva54, mielinización anormal retardada 55, aumento del gen c-MYC por interacción con 

EGFR56 e incluso defectos en la coroides y retina ocular57.  

En resumen, según The Human Protein Atlas, PNPT1 es una proteína de unión al 

ARN implicada en numerosos procesos metabólicos del ARN. Principalmente cataliza la 

fosforólisis de polirribonucleótidos monocatenarios de forma procesiva en la dirección 3'-a-

5' y es un marcador pronóstico desfavorable en cáncer hepático, pancreático y endometrial 

entre otros (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/summary/gene).  

Figura  14: Localización de PNPT1. Este gen se localiza en el cromosoma 2 en dirección al extremo del brazo corto 

(p). Imagen obtenida de la página web del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) buscando la 

siguiente identidad: Gene ID: 87178, updated on 23-Nov-2023. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/87178)  

 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/summary/gene
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/87178
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Figura  15: Captura de pantalla de la página oficial “The Human Protein Atlas”. Se muestra 

cómo marcador desfavorable en el pronóstico del cáncer de hígado, páncreas y endometrio, así 

como estar aumentada su expresión de RNA y proteínas en distintos tipos de cánceres.                                                   

FUENTE:  https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology  

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology
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Se han descrito cuatro factores de transcripción relacionados con la regulación del 

gen PNPT1: SP1, NF-Y, ISRE Y NRSE.58  

1.3.1. La proteína PNPasa 

La PNPasa es una ribonucleasa en el espacio intermembrana mitocondrial. Esta 

curiosa localización se debe principalmente a la presencia de la proteína TCL1, la cual es 

una oncoproteína, que si se sobreexpresa puede provocar el desacoplamiento de la PNPasa 

en su localización mitocondrial habitual actuando como un “interruptor mitocondrial”. 

Como consecuencia, puede provocar tanto la inhibición de la biogénesis mitocondrial como 

la fosforilación oxidativa deprimiendo la vía glicolítica.59  

Su importancia radica en su función como reguladores de la importación de ARN 

codificados en el núcleo a la matriz mitocondrial. Algunos de los RNA relacionados con la 

PNPasa son el RNAr 5s, RNasa P o RNA RNasa MRP. Los datos apoyan firmemente el 

papel previsto de PNPasa en la mediación de la translocación de ARN a la mitocondria. 60 

 

1.3.2. Factores de transcripción NFY y SP1 

El factor de transcripción NF-Y (Nuclear Factor Y) es un factor de transcripción 

trimérico formado por la secuencia específica NF-YA y el dímero NF-YB/NF-YC del 

dominio de plegamiento de histonas (HFD). 61 Se describió por primera vez como uno de los 

factores de unión CCAAT, lo cual suscitó mucho interés entre la comunidad científica 

debido a su papel en la regulación de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 

(CMH) cruciales para la respuesta inmunitaria.62 

La vital importancia fisiológica del NF-Y se ha documentado en modelos de ratones NF-

YA knockout, en embriones y en experimentos condicionales en sistemas hepáticos, 

hematopoyéticos, neuronales y adipocitos.63 

NF-YB y NF-YC contienen motivos de plegamiento de histonas conservados 

evolutivamente y comunes a todas las histonas centrales, que median la dimerización, una 

característica estrictamente necesaria para la asociación NF-YA y la unión al ADN de 

secuencias específicas. 64  

En casi todos los casos descritos hasta ahora, la unión del trímero es importante para la 

regulación transcripcional. Concretamente es la subunidad NF-YA la que posee mayor 

capacidad de unión específica, pero no cumple su cometido sin un splicing y las 

modificaciones postraduccionales adecuadas para el ensamblarse del complejo trimérico.65  
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Figura  16: Formación del complejo NF-Y. NF-Y consta de tres subunidades diferentes: NF-YA, NF-YB y NF-YC, 

todas imprescindibles para la formación de complejos NF-Y y para la unión a la caja CCAAT activando así la 

transcripción. Adaptación de la figura 1 de Ly et al., 2013 mediante la plataforma https://www.biorender.com/.66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En general, los datos sobre los niveles de ARNm de las subunidades NF-Y en el cáncer 

son de reciente aparición. En informes iniciales sobre cohortes individuales de cáncer de 

ovario, mama y gástrico, se demostró que NF-YA está sobreexpresado. Además, se han 

completado análisis de Carcinoma de Mama (BRCA), Carcinoma de células escamosas de 

pulmón (LUSC) y Adenocarcinomas (LUAD) que demuestran que el factor NF-YA se 

encuentra sobreexpresado, pero no las subunidades HFD.66 

Investigaciones recientes han indicado que la subunidad NF-YA desempeña un papel 

en el avance y el crecimiento del carcinoma hepatocelular (CHC). El estudio realizado por 

Bezzecchi et al. (2020) muestra un aumento significativo de la expresión de NF-YA en 

muestras de tejido obtenidas de pacientes con CHC (Figura 17). La sobreexpresión 

observada de NF-YA se asocia con una peor evolución clínica global y mal pronóstico de la 

enfermedad. Estos hallazgos sugieren que el papel regulador del NF-YA le otorga el 

potencial de ser una diana terapéutica para el tratamiento del CHC.67  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  17: Aumento de expresión de las tres subunidades de NF-Y en CHC. Diagramas de caja de los niveles 

de expresión de las tres subunidades NF-Y a nivel génico medidos en MTP (Transcript per Millons). 67  

 

 

https://www.biorender.com/
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Figura  18: Estructura del factor de transcripción Sp1. Destacamos el dominio de unión al ADN con los dedos de zinc 

Cys2His2 (violeta) y el dominio de transactivación (azul claro), compuesto por regiones ricas en serina/treonina 

flanqueadas por glutamina, localizados cerca del N-Terminal. El dominio de multimerización (beige) facilita la 

interacción entre múltiples moléculas Sp1 y promueve la superactivación de genes. 70 

Por su parte, SP1 es una proteína implicada en procesos biológicos normales y 

cancerosos como la diferenciación, el crecimiento celular, la apoptosis, la angiogénesis, la 

reprogramación celular y la tumorigénesis. La función la ejerce a través de su unión a zonas 

ricas en CG en un dominio dedos de zinc, como se ha visto en la secuencia de PNPT1. 68   

Los dominios de unión al ADN de Sp1 incluyen tres dedos de zinc tipo C2H2 

altamente homólogos, que se unen preferentemente al mismo sitio de consenso de GC [5’-

(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(G/ T)-3’]. Cada uno de los tres dedos de zinc en Sp1 tiene su 

propia preferencia de secuencia específica, y los tres son necesarios para una unión de alta 

afinidad, siendo el primer dedo de zinc el que tiene la mayor especificidad de secuencia. 

Curiosamente, la pérdida de los tres dedos de zinc Sp1 suprime no sólo la unión al ADN 

sino también la localización nuclear la cual requiere para coordinar las uniones en dicho 

dominio. Además, cabe destacar que el dominio cargado, aunque no es esencial para la unión 

al ADN, promueve la unión de los dedos de zinc al ADN diana. 69 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

En esta revisión realizada en conjunto por los doctores Beishline y Clifford, se explica la 

importancia fundamental que tiene Sp1para la regulación de genes cuyos productos son 

responsables de cada una de las ocho características principales del cáncer (“Hallmarks of 

cancer”). Asimismo, Sp1 puede establecer interacciones con múltiples proteínas 

reguladoras, desde otros factores de transcripción, hasta supresores tumorales y controlar de 

diversos modos la transcripción. 70  

En pacientes con diversos tipos de cáncer, los niveles de Sp1 se encuentran elevados 

considerándose un factor de pronóstico negativo. Hay varios compuestos que alteran la 

regulación de las proteínas Sp influyendo en la interferencia directa con sus sitios de unión 

al ADN o promoviendo su degradación. 71  
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La heterogeneidad de interacción de Sp1, junto con la cercanía entre las cajas GC y 

CCAAT en algunos promotores, sugiere la existencia de una asociación entre Sp1 y NF-YA 

y, en consecuencia, su activación sinérgica. 72  

Las modificaciones postraduccionales afectan en gran medida a la actividad de este 

factor de transcripción. Se ha observado en líneas celulares cancerosas que la expresión 

disregulada de este factor puede relacionarse con el proceso de transformación oncogénica. 

73 

La unión de factores de transcripción a tractos de ADN específicos en promotores de 

genes es un paso clave hacia la activación o represión transcripcional génica. Ya existen 

estudios que incluyen fármacos como antineoplásicos, AINEs, productos naturales, aspirina 

o metformina que podrían influir, a través de diversas vías, en la regulación negativa de las 

proteínas Sp. Por esta razón, en la actualidad un área clave de investigación sobre fármacos 

que se dirigen a las proteínas Sp abre las puertas a su consideración como agentes potenciales 

para futuras aplicaciones clínicas.74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En esta línea, se construye uno de los objetivos de este trabajo puesto que hay suficiente 

evidencia científica acerca de que la proteína Sp1 tiene un alto impacto e influencia a nivel 

funcional en el cáncer demostrando así su valía y gran potencial como posible diana 

terapéutica. Además, se ha visto que podemos hacer uso de fármacos para la influir en la 

regulación de los factores de transcripción objeto de estudio. 

Figura  19: Mecanismos de regulación negativa del factor de transcripción Sp mediada por diversos fármacos. 74 
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A 

1.4. Relación NFY con Suramina 

La Suramina, una naftilurea polisulfonada, es un potente inhibidor competitivo de la 

transcriptasa inversa que bloquea la infectividad y los efectos citopáticos in vitro. Presenta 

una amplia gama de aplicaciones potenciales como actividad antiparasitaria, antivírica y 

antitumoral y se ha utilizado hasta el momento como tratamiento antihelmíntico, frente al 

autismo y para tratar algunos tipos de cáncer. 75 

El efecto sobre los niveles de heparanasa es el motivo de su reciente uso en cáncer, 

como el triple negativo de mama. La heparanasa es una enzima que degrada polisacáridos 

polisulfatados como el heparán sulfato (HS). El sulfato de heparán regula varios procesos 

relacionados con el cáncer, como la señalización del factor de crecimiento de fibroblastos, 

la angiogénesis mediante el secuestro de factores de crecimiento endoteliales vasculares, la 

señalización de la vía hedgehog y la adhesión celular. 76  

Además, HS es un componente importante de la matriz extracelular y de las 

membranas basales cuya degradación conduce a condiciones de inflamación, angiogénesis 

y metástasis tumoral. Una sobreexpresión de la enzima que la degrada condiciona un peor 

pronóstico y múltiples implicaciones en las funciones de crecimiento tumoral y habilidad 

para metastatizar lo cual ha traído un gran interés como posible diana antineoplásica. 77  

En carcinoma hepatocelular, se han observado niveles altos de expresión de 

heparanasa que se correlacionan con fenotipos de alta capacidad invasiva (metástasis).  

Además, se ha visto que tanto la sobreexpresión como el silenciamiento del gen de la 

heparanasa favorece el establecimiento de una red vascular (angiogénesis) que acelera el 

crecimiento tumoral actuando como un factor de crecimiento. 78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  20: Efecto hepatoprotectores de la Suramina. A). CHC de ratas tratadas con Suramina que muestran una 

disminución significativa de la actividad de heparanasa en comparación con el grupo control (p<0.05). B). Imágenes 

representativas de secciones de hígado que muestran una considerable diferencia en cuanto al infiltrado celular en el 

tracto portal, fibrosis y rotura del tejido hepático que con el tratamiento de Suramina se ve atenuado. 78 
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De acuerdo con los resultados previos obtenidos mediante Docking por nuestro 

equipo de investigación junto con una exhaustiva búsqueda en la bibliografía disponible, se 

plantearon los fármacos Suramina y Micafungina (control positivo) para ensayar su 

efectividad sobre NF-Y y Sp1, comprobando así su papel relevante en la regulación del 

promotor del gen PNPT1. Como ya hemos mencionado anteriormente, una sobreexpresión 

de este gen reduce considerablemente la esperanza de vida de los pacientes con cáncer 

hepatocelular o incluso inducirlo.  

Este tipo de análisis in silico son esenciales e imprescindibles para el porvenir de la 

investigación científica ya que este tipo de resultados aceleran el trabajo de laboratorio, 

aunque son únicamente orientativos. En última instancia, son los propios ensayos en el 

laboratorio con los cuales se obtienen los datos más correctos para validar o desmentir cierta 

hipótesis planteada. 

Debido al problema que plantea y la alta incidencia en nuestro medio del CHC surge 

la urgencia de buscar nuevos fármacos y medios eficientes para valorar el pronóstico de estos 

pacientes. 

 

1.5. Modelos celulares experimentales: HeLa y HepG2 

La línea celular inmortal HeLa corresponde a células de adenocarcinoma cervical 

humano con una alta capacidad de crecer y dividirse de manera indefinida por lo que se han 

convertido en una herramienta invaluable para la investigación científica médica. Fueron las 

primeras células humanas cultivadas en laboratorio y se obtuvieron a partir de una muestra 

de células cancerosas tomadas de Henrietta Lacks en 1951, de ahí su nombre. Se han 

utilizado en numerosos estudios, incluyendo la producción de vacunas, el desarrollo de 

medicamentos y en la comprensión de enfermedades como el cáncer y el VIH. 79   

Algunas líneas celulares de hepatoma humano, como HepG2, Hep3B, HuH7 y 

HepaRG, se utilizan habitualmente para estudios sobre metabolismo de fármacos y 

hepatotoxicidad. 80 Las líneas celulares se caracterizan por su vida útil ilimitada, fenotipo 

estable, alta disponibilidad y fácil manejo. Sin embargo, su principal limitación es la menor 

expresión de algunas actividades metabólicas en comparación con el uso in vitro de 

hepatocitos humanos primarios. 81 
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Las células HepG2 son células no tumorigénicas y altamente proliferativas que se han 

cultivado con éxito en sistemas de cultivo a gran escala para estudiar diversas funciones 

hepáticas. Muestran una morfología epitelial cuando se cultivan sobre una superficie sólida 

y, en determinadas condiciones de cultivo, puede producirse la polarización de las células 

HepG2 con la formación de estructuras bilecanaliculares entre células adyacentes.82 

 

La línea HepG2 fue escogida para nuestro experimento en parte por las semejanzas con 

respecto al CHC en paciente reales, así como por la demostración en estudios previos de su 

implicación y relación con el factor NF-Y, objetivo de estudio de esta investigación.  

 

Se han utilizado como modelo celular en estudios en los cuales se ha llegado a demostrar 

la importante implicación del factor de transcripción NF-Y en la regulación del crecimiento 

celular a distintos niveles y funciones celulares mostrados en la Figura 21. Testa et al plasma 

en este diagrama circular la gran variedad de vías genéticas identificadas en HepG2 que 

podrían ser evaluados como sustanciales reguladores del crecimiento celular y proceso 

oncogénico.83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  21: Clasificación funcional de los genes diana del NF-Y. Los genes diana del NF-Y cuya función es conocida 

o inferida se clasificaron según la función de la proteína codificada. 83 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Pese a la cantidad de directrices de cribado para la detección precoz y opciones 

terapéuticas de las que se dispone en la actualidad para el CHC, la mortalidad sigue en 

aumento. El mal pronóstico de estos cánceres se asocia principalmente a su diagnóstico 

tardío, lo que limita el acceso al tratamiento curativo. Por este motivo, resulta de vital 

importancia explorar la identificación de nuevos biomarcadores con fines pronósticos o 

predictivos, así como realizar más investigación en vías de desarrollar tratamientos de alto 

impacto en la práctica clínica.  

  

El trabajo de nuestro laboratorio busca abrir una nueva vía en este sentido centrándonos 

en el gen PNPT1 como diana terapéutica, ya que los niveles de este tienen una correlación 

con el mal pronóstico del CHC de los pacientes. 

Buscamos alterar la regulación del gen, incidiendo sobre factores de transcripción que se 

encuentran en el promotor de este gen, como NF-YA y SP1, los cuales ayudan a la 

transcripción de la translocasa PNPasa. Su silenciamiento podría aumentar los porcentajes 

de supervivencia en combinación con otras terapias.  

 

HIPÓTESIS: La regulación del gen PNPT1 a través de la modulación de los factores de 

transcripción NF-YA y SP1 tendrá un impacto significativo en la viabilidad celular y la 

actividad mitocondrial en las células de hepatocarcinoma. Además, la administración de 

Suramina resultaría en una disminución de los niveles de PNPasa suponiendo efectos 

beneficiosos en el futuro tratamiento del cáncer hepatocelular, contribuyendo al desarrollo 

de terapias efectivas y de alto impacto clínico. 

 

Objetivo 1: Caracterización del promotor del gen PNPT1 investigando el papel de los 

factores de transcripción NF-YA y SP1 en la regulación de la expresión génica.  

 

Objetivo 2: Analizar los efectos de las alteraciones en los sitios de unión putativos de los 

factores de transcripción NF-YA y SP1 en la viabilidad celular y actividad mitocondrial.  

 

Objetivo 3: Evaluar in vitro el impacto de la Suramina en la regulación de niveles de PNPasa 

en células de hepatocarcinoma y su posible aplicación terapéutica.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

La investigación se ha llevado a cabo en el laboratorio del 

Centro de Investigación Traslacional San Alberto Magno (CITSAM) ubicado en la tercera 

planta de la sede San Carlos Borromeo de la Universidad Católica de Valencia.  

 

3.1. BIOINFORMÁTICA 

3.1.1. Docking: Suramina y Micafungina (“GOLD”) 

GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) es una herramienta utilizada para 

llevar a cabo el “Docking” que consiste en acoplar una proteína a una estructura concreta.  

Con su sistema se puede predecir si un ligando se une al sitio de unión de una proteína de 

interés y mediante el sistema de puntaje llamado PLP-Fitness se consigue un “score”. Cuanto 

más alto sea este valor, más probable será que ocurra la conformación adoptada por el 

ligando en la proteína en cuestión.  

Para generar los ligandos en 2D se utilizó ChemSketch, un programa que permite 

dibujar la molécula manualmente o desde su código SMILES si es grande. En este caso, los 

ligandos Suramina y Micafungina, eran macromoléculas complejas, por lo que se obtuvieron 

sus códigos SMILES realizando una búsqueda en la base de datos Drugbank. 

DrugBank es una base de datos bioinformática única la cual combina datos 

farmacológicos detallados sobre los compuestos con información de las dianas de los 

fármacos. Entre las aplicaciones se encuentra el descubrimiento in silico de dianas 

farmacológicas, predicción de las interacciones de fármacos y educación farmacéutica.85  

Una vez se obtuvieron los códigos SMILES de los compuestos que se querían testar 

como ligando, se abre el programa ChemSketch. En la barra del menú se clica “Generar” que 

abre un desplegable y se escogió la opción “Estructura a partir de SMILES”. Se introdujeron 

los códigos obtenido previamente y automáticamente el programa dibujó la molécula del 

compuesto deseado.  

Una vez ya se posee tanto la molécula del factor de transcripción como las de los 

ligandos, lo que se debe hacer es abrir el programa Hermes-GOLD para acoplar ambas 

estructuras clicando “run Docking” y “view solutions” para que el programa muestre todas 

las posibles formas de unión del ligando al factor de transcripción que ha encontrado.  
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3.1.2. Curvas de Kaplan-Meyer 

Los datos se descargaron del Human Protein Atlas (datos disponibles en: 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology/liver+cancer,  

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000001167-NFYA/pathology/liver+cancer, 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000185591-SP1/pathology/liver+cancer)  

Las muestras de cancer del “The Cancer Genome Atlas” (TCGA) se analizaron a 

través de la secuenciación del ARN (RNA-Seq). Los niveles de expresión de ARNm se 

determinaron como FPKMs (número de fragmentos por kilobase de exón por millón de 

lecturas). En función del valor FPKM, los pacientes se clasificaron en dos grupos de 

expresión y se examinó la correlación entre el nivel de expresión y la supervivencia de los 

pacientes.  

El pronóstico de cada grupo fue examinado mediante estimadores de supervivencia de 

Kaplan-Meier y los resultados de supervivencia de ambos grupos fueron comparados 

mediante pruebas de rango logarítmico. 

 

3.1.3. Mutagénesis dirigida 

Para analizar de la secuencia del promotor del gen PNPT1 se hizo una búsqueda en 

la web del NCBI detectándose una serie de motivos putativos, así como sitios de inicio de 

transcipción de los cuales fueron algunos escogidos para modificar y crear mutantes.  

El objetivo de introducir mutaciones entre las secuencias de estos factores de transcripción 

fue determinar la afectación del nivel de expresión del gen PNPT1 cuando se modifican cada 

uno de los motivos o una combinación de estos (Anexo 1).   

 

3.2. EXPERIMENTAL 

 

3.2.1. Clonado y subclonado de las construcciones de ADN  

La secuencia de 396 bp aguas arriba de la ATG de PNPT1 y los mutantes escogidos 

dentro de los factores de transcripción objeto de estudio, fueron sintetizados y clonados entre 

las posiciones KpnI y HindIII del plásmido pUC57 (Genescript, Piscataway, NJ, EE. UU) 

como se muestra en la Figura 22.  

 

 

 

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138035-PNPT1/pathology/liver+cancer
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000001167-NFYA/pathology/liver+cancer
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000185591-SP1/pathology/liver+cancer
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Después de realizar una digestión con las enzimas de restricción correspondientes, 

se purificaron las bandas de las secuencias mutadas y el wild-type del promotor siguiendo 

el protocolo del kit “Clean Up” de Promega.  

A continuación, las bandas purificadas se subclonaron en los sitios KpnI/HindIII del vector 

pGL4-Luc (Promega) mediante una ligasa T4 O/N en hielo a 16ºC como se ejemplifica en 

el esquema de la figura 23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  22: Mapa del Vector pUC57-T. Se indican los posibles sitios de unión para la ligación de aquellos insertos 

de interés que hayan sido cortados con dichas enzimas de restricción (Anexo 2). 

 

Figura  23: Flujo de trabajo del proceso. Se llevó a cabo una digestión con las enzimas de restricción KpnI y HindIII 

para aislar las mutaciones objeto de estudio y poder purificarlas posteriormente mediante un protocolo de Promega 

con el fin de confirmar su correcta construcción y presencia. Fuente: Biorender. 



FACULTAD DE MEDICINA 

Y CIENCIAS DE LA SALUD 
 

 28 

 

Posteriormente, se transformaron estas construcciones en el pGL4-Luc con las 

bacterias termocompetentes DH5𝛼 y se cultivaron en placas selectivas de LB Agar con 

ampicilina (100 g/mL). Las colonias aisladas se cultivaron en medio LB selectivo 

suplementado con amplicilina y se utilizaron los kits PureYield™ Plasmid Miniprep y 

Midiprep (Promega) para la purificación de plásmidos. La fidelidad de la región promotora 

de todos los clones se verificó mediante secuenciación.  

 

3.2.2. Preparación de placas de agarosa y medio LB 

En un matraz de 1L se mezcla 10g de LB Broth (C5001231) con 7,5 gr de agar 

bacteriological en 500mL de H20 reactiva. Con estas cantidades salen unas 25 placas 

aproximadamente. Tras disolver la mezcla en un frasco de cristal, introducimos en el 

autoclave a 121ºC durante 1h. Posteriormente, se saca y se deja enfriar encima de la bancada. 

Bajo el halo aséptico proporcionado por el mechero Bunsen, se añade 250µL de Ampicilina 

(200µg/mL) para un volumen final de 500mL LB y se distribuye en diversas placas Petri 

dejando gelificar 30 minutos para su posterior uso en siembra de bacterias.   

 

Siguiendo el mismo esquema, pero esta vez sin adicionar el gelificador (agar 

bacteriological) del medio LB Broth en 500mL de H20 reactiva prepararemos el medio LB 

sin antibiótico el cual será usado posteriormente en la transformación con las construcciones 

y las bacterias termocompetentes DH5𝛼. 

 

3.2.3. Transformación Construcciones con DH5𝜶 

Usando un recipiente en frío con hielo, se descongelan las bacterias termocompetentes 

DH5𝛼 y colocamos las construcciones aisladas previamente por purificación en gel. Para un 

volumen total de 30 µL, añadimos a unos tubos nuevos de Eppendorf 20 µL de DH5𝛼, 19 µL 

de H20 pura autoclavada y 1 µL de la muestra con las construcciones aisladas. A 

continuación, sometemos la mezcla a un choque térmico siguiendo este esquema: 

- 10 minutos a 4ºC en hielo 

- 2 minutos a 42ºC en baño húmedo 

- 10 minutos a 4º en hielo 
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Posteriormente, añadimos hasta 1000µL (970µL) de medio líquido LB sin ampicilina y 

dejamos en agitación a 250 rpm durante 1h a 37ºC.  

Pasado este periodo de tiempo, en el puesto de cultivo de bacterias y bajo el halo estéril 

del mechero de Bünsen, sembramos el contenido de nuestra mezcla chocada en unas placas 

preparadas con medio LB con Ampicilina. Distribuimos una cantidad de 100 µL en una de 

las placas y el Resto (900 µL) en otra distinta. Dejamos incubar O/N a 37ºC en una estufa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. Transfección de los mutantes del promotor y ensayo de Luciferasa 

Los ensayos reporteros de luciferasa se realizaron con células HeLa por su gran 

evidencia científica en alta eficacia en este tipo de procesos.79 Las transfecciones se 

realizaron con FuGENE (Promega), siguiendo el protocolo del fabricante. El día anterior a 

la transfección, las células HeLa se sembraron en placas de cultivo tisular de 96 pocillos a 

una densidad que permitiera a las células alcanzar una confluencia del 60-70% en el 

momento de la transfección (6000-7000 células por pocillo). Se utilizaron medios de cultivo 

frescos sin antibióticos. Posteriormente a la transfección de las células, se midió la actividad 

máxima de la luciferasa en los lisados. 

Las actividades de luciferasa se determinaron utilizando un luminómetro Victor X5 

(Perkin Elmer), con un periodo de medición de 0,5 segundos. Las actividades se expresaron 

como valores relativos de la actividad máxima, considerando la actividad del constructo 

promotor de tipo salvaje (396bp-PNPT1-promluc) como el 100% y la actividad de un vector 

vacío (sin promotor) como el 0%. 

3.2.5. Transfección de sondas de siARN 

Las cotransfecciones de 396bp-PNPT1-prom-luc y las sondas de siARN comerciales 

(Ambion) se realizaron también en las células Hela cultivadas en placas de 12 pocillos con 

Lipofectamina RNAiMax (Reactivo para transfección Lipofectamine™ 2000; Invitrogen).  

La actividad luciferasa se analizó como se ha descrito anteriormente.  

Figura  24: Esquema del proceso de transformación bacteriana. Los constructos purificados insertados en el vector 

pGL4-Luc se introducen en las bacterias termocompetentes denominadas DH5𝛼. Fuente: Biorender. 
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3.2.6. Cultivos celulares 

3.2.6.1. Preparación del medio completo 

Los cultivos celulares de células HeLa fueron realizados con medio mínimo esencial 

de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; GibcoBR) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (Gibco, Waltham, MA, USA) 2mM de glutamina y 1% de Penicilina-Estreptomicina 

(Ps; 10.000 U/mL; Gibco).   

Las líneas celulares de HepG2 se cultivaron en medio reducido RPMI 1640 (1X) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Waltham, MA, USA) 2mM de 

glutamina y 1% de Penicilina-Estreptomicina (Ps; 10.000 U/mL; Gibco).  

Ambos tipos celulares se cultivaron a 37ªC en atmósfera húmeda, con un 5% de CO2.  

3.2.6.2.  Mantenimiento celular 

Para su mantenimiento, se quitaba el medio antiguo, se lavaba con 2 mL de DPBS 

1x dos veces y se levantan con 1 mL de Tripsina-EDTA 1x. Pasados unos 10 minutos a 37ºC 

se le añadían 5 mL de medio (Volumen total de 6mL) y se procedía a levantar las células 

dividiendo la cantidad en dos frascos de mantenimiento. Se ponían 3mL en cada uno de ellos 

y se completaba con medio completo nuevo hasta 6mL.  

Dejábamos crecer durante 48h para tener una reserva celular suficiente para nuestros 

posteriores experimentos. 

3.2.6.3. Siembra de HepG2 en placas 6-wells. 

Cogemos un frasco de mantenimiento de las células HepG2, quitamos el medio 

antiguo, lavamos con DPBS 1x dos veces y ponemos 1mL de Tripsina-EDTA 1x para 

levantar las células. Añadimos 4 mL y pasamos el volumen final de 5mL a un tubo de 15mL 

para centrifugarlo a 500 g durante 10 minutos.  

Una vez centrifugado, descartamos el sobrenadante y diluimos el pellet en 1mL de medio 

RPMI completo. Para contar las células y cultivar cantidades precisas en nuestra placa 6W, 

necesitamos hacer uso del aparato LUNA IITM. Para ello, se mezclaron 10 μL de cultivo 

celular + 10 μL de Tripan blue (Figuras 25 y 26).  

Como el objetivo era dispensar 1.000.000 de células por pocillo, partiendo de la cantidad 

mostrada por el LUNA IITM y sabiendo que cada placa tiene 6 pocillos en el cual queríamos 

disponer de un volumen total de 1mL en cada uno de ellos, se calculan las cantidades 

necesarias de células a distribuir completando con medio. 
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Ejemplo: 6,80* 106 células/mL → 147 μL de células y 853 μL de RPMI por pocillo.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

3.2.6.4. Lisado celular y cuantificación de proteínas  

En el caso de la línea celular HepG2, tras el tratamiento correspondiente, debíamos 

lisar las células y procesarlas para posteriormente analizarlas mediante un western blot 

objetivando así la presencia o no de proteínas. Para realizar los lisados celulares, 

necesitábamos trabajar nuestras muestras en condiciones de 4ºC con hielo.  

Primero, se quita el medio antiguo, se lava con DPBS y se le añade 1mL de Tripsina-EDTA 

1x para levantar las células. Dejamos actuar 10 minutos, añadimos 1ml de DPBS y 

levantamos las células con la ayuda de un scraper traspasando el volumen total de 2 mL a 

un tubo de 15mL para centrifugar a 500 g durante 10 minutos a 4ºC.  

Se desecha el sobrenadante y el pellet de células se resuspende en 1Ml de buffer de lisis de 

células eucariotas (20mM Tris-HCl, 10mM NaCl, 1% Tritón x100, 0,10% SDS y 2mM 

EDTA) y 100 μL de PMSF 10 mM para inhibir las proteasas.  

Para concluir, se centrifuga a 500 g durante 10 minutos a 4ºC descartando el pellet y 

rescatando el sobrenadante pudiéndose congelar a -20ºC hasta su uso.  

 

Con el objetivo futuro de realizar una inmunotransferencia era preciso cuantificar las 

proteínas del lisado con una técnica fiable como es el método Bradford con BSA como 

estándar. Seguimos los valores de la siguiente tabla para obtener la curva patrón de 

comparación para nuestras muestras:  

 

Figura 25: Proceso de contaje celular. Obtención de 

células a partir de frasco de mantenimiento y 

distribución en placa de 6 pocillos para preparación 

del estudio con el fármaco Suramina. 

Figura 26: Resultados del LUNAII, un contador 

de células automático. Muestra de células HepG2 

indicándose la concentración total, las vivas, las 

muertas y su viabilidad en porcentaje. 
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Para la preparación de las muestras se añadió 1μl de lisado en 999μl de agua para 

conseguir un volumen de fracción proteica final de 1mL. Posteriormente, tanto a las 

muestras preparadas como al estándar de BSA se le insertó 1mL de Quick Start™ Bradford 

1x Dye Reagent de Bio-rad para que hiciera la reacción pertinente.  

Finalmente se cuantificó las proteínas mediante espectrometría haciendo uso del programa 

Nanodrop 2000 de ThermoScientific.  

 

3.2.7. Western blot  

En primer lugar, preparamos 2 geles con las siguientes cantidades de reactivos: 

Tabla 2: Cantidades de reactivos utilizados para preparar 2 geles de acrilamida (1mm) 

REACTIVOS GEL SEPARADOR 

(12%) 

GEL 

CONCENTRADOR 

H2O 6952 μL  4384 μL 

Buffer TRIS-HCl 4000 μL 2688 μL 

Acrilamida 40% 4800 μL 800 μL 

SDS 10% 160 μL 80 μL 

APS 10% 80 μL 40 μL 

TEMED 8 μL 8 μL 

 

Se procede a colocar los cristales de electroforesis añadiéndose primero la mezcla 

preparada del “running” dejando gelificar unos 45 minutos. Posteriormente, se añadió la 

mezcla del “stacking” llegando hasta el borde superior y colocándose los peines entre los 

cristales. Tras 30 minutos se retiraron los peines y se dispusieron los cristales con los geles 

dentro del cassette para electroforesis. Añadimos el running buffer por el interior de la 

estructura para comprobar que no hubiera fugas y se cargaron tanto el marcador de peso 

molecular como las muestras a testar. Se conectó a la fuente con un voltaje de 200V durante 

45 minutos aproximadamente.  

Tabla 1: Volúmenes de BSA y agua empleados para construir de la curva patrón 
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Una vez terminó la electroforesis, uno de los geles se procedió a teñir con azul de 

Coomassie (0,1% Coomassie, 10% ácido acético y 50% metanol) con el fin de observar las 

proteínas presentes en el gel de electroforesis previamente. Se dejó tiñendo en agitación 

durante 2 horas y posteriormente se preparó solución desteñidora que contenía 2% de ácido 

acético, 35% de metanol. Se dejó en el agitador hasta que el gel se destiño completamente.  

Al mismo tiempo, el otro gel preparado se utilizó para realizar la transferencia en una 

cubeta con buffer de transferencia 1X. La membrana se activó con Metanol durante unos 

segundos y después se sumergió en TBST 1X al igual que el papel Whatman 0,45 μm y las 

esponjas. Para el ensamblaje, se montó con el siguiente orden: panel negro (cátodo -), 

esponja, 2 papeles Whatman, membrana, gel, 2 papeles Whatman, esponja y el panel blanco 

(ánodo +). Todo el ensamblaje se introduce en la cubeta con el buffer de transferencia 1X y 

se aplicó una corriente de 30V dejándose O.N.   

A continuación, las membranas se bloquearon con BSA al 3% en 1X-PBS durante 1 

hora en agitación suave a temperatura ambiente. Después, se procedió a incuba con el 

anticuerpo anti-Mouse IgG primario diluido 1:1000 durante 1 hora. Posteriormente, se 

lavaron con TBST 1X durante 10 minutos en 3 tandas y se incubaron de nuevo con un 

anticuerpo secundario HRP Mouse IgG diluido 1:25.000 durante 30 minutos y se volvió a 

realizar 3 lavados con TBST 1X durante 10 minutos.  

Finalmente, para observar la inmunotransferencia se procedió al uso de luminol 

añadiendo 500 μL de solución de peróxido (Ref # 1859701, ThermoScientific) y 500 μL de 

la solución potenciadora de luminol (Ref # 1859698, ThermoScientific) esperamos 1 minuto 

a que actúe y revelamos en ImageQuant LAS 4000 mini Biomolecular Imager de GE 

Healthcare.   

 

3.2.8. Análisis de la actividad mitocondrial con Resazurina 

Para analizar la actividad mitocondrial en las células HepG2 tratadas previamente 

son Suramina y Micafungina, se añadió un 10% del volumen final de Alamar Blue según el 

protocolo (Ref # B21187.06, Thermo Fisher Scientific) y se incubaron a 37ºC durante 30 

minutos y 1 hora. Trascurrido el tiempo de incubación, se procedió a leer los niveles en el 

lector de microplacas Perkin Elmer Victor X5 2030 Multilabel Microplate Reader.  
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3.2.9. Inmunohistoquímica 

La técnica de Inmunohistoquímica se realizó de forma automatizada con el 

inmunoteñidor AutostainerLink 48 (Dako-Agilent) siguiendo el protocolo de inmunotinción 

que consiste primero en un bloqueo con peroxidasa (Dako-Agilent) durante 5 minutos. 

Luego se procedió a la incubación con unos anticuerpos monoclonales (Polímero de 

dextrano conjugado con peroxidasa de rábano e inmunoglobulinas anti-ratón) durante 20 

minutos. A continuación, se añadió solución de tetrahidrocloruro de 3,3’-diamonobenzidina 

con peróxido de hidrógeno durante 10 minutos y una contratinción con hematoxilina (Dako-

Agilent) durante 15 minutos.  

Por último, se procedió a la deshidratación, aclaramiento y montaje de la laminilla y 

captura de imagen con el escáner Aperio CS2 y el visor Aperio ImagenScope, ambos de 

Leica Biosystems.  

 

Tabla 3: Descripción de los anticuerpos utilizados. Compañía comercial, clon, tipo de anticuerpo y dilución de los 

anticuerpos frente a PNPasa, NF-YA y SP-1 

Anticuerpo 1º Compañía Código/clon Especificidad Tipo Dilución 

PNPasa 
Santa cruz 

Biotechnology 

Sc-271479 

Monoclonal 
Anticuerpo 

de ratón 

1:100 

NF-YA Sc-17753 1:100 

SP-1 Sc-420 1:50 
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4. RESULTADOS  

4.1. Resultados de Bioinformática 

Para poder procede a realizar el trabajo en el laboratorio, previamente se debía hacer un 

estudio in silico el cual permitiera buscar y demostrar la evidencia o existencia de algún 

fármaco cuya estructura tridimensional se acoplara con el gen, y su correspondiente proteína, 

objetivo a estudio PNPT1. Para ello, se hizo uso del programa GOLD que nos permitió hacer 

el Docking en busca de dicho fármaco.  

Así mismo, era preciso realizar un análisis de supervivencia de los pacientes con 

hepatocarcinoma, tanto con exposición o no al virus de la hepatitis C (VHC), para corroborar 

la relevancia en la exploración de nuevas dianas terapéuticas.   

4.1.1. Docking (Hermes-GOLD) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  25: Búsqueda del fármaco Suramina en la base de datos Durgbank. Incluye información acerca del 

nombre genérico del fármaco, una breve explicación del uso habitual, la estructura tridimensional, así como su 

peso y fórmula química. https://go.drugbank.com/drugs/DB04786  

Figura  26: Resultados del Docking empleando Suramina como ligando. En rojo se encuentra el valor en “score” 

más alto y en amarillo el segundo más alto. El factor de transcipción está representado en color gris.  

https://go.drugbank.com/drugs/DB04786
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4.1.2. Análisis de supervivencia mediante curvas de Kaplan-Meier 

Se representan las gráficas de supervivencia Kaplan-Meier en función de la expresión 

de los distintos genes y factores de transcripción estudiados en esta investigación y 

diferenciando dos grupos de pacientes con CHC, los expuestos y no expuestos al virus de la 

hepatitis C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El modelo celular Hela se ha utilizado para probar los mutantes de diversos clonados 

establecidos para estudiar el papel del promotor del PNPT1 en relación con los factores de 

transcripción comentados previamente. Al mismo tiempo, ha servido para realizar estudios 

de viabilidad celular y ensayos de luciferasa tras la transfección con el fin de determinar la 

actividad mitocondrial al modificar dichos factores.  

VHC 

VHC 

- 

Figura  27: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier en paciente CHC. Se clasifican los individuos por etiología 

vírica o no y según la expresión alta o baja de los niveles de expresión de ARNm de las muestras de tejidos cancerosos 

analizados. Los datos fueron obtenidos del Human Protein Atlas disponibles en https://v21.proteinatlas.org y realizando 

una búsqueda por genes de interés. 

https://v21.proteinatlas.org/
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Por otra parte, la línea celular HepG2 ha sido empleada como modelo experimental 

para probar los efectos del fármaco Suramina comparándolos con la Micafungina como 

control negativo. Comprobaremos cómo se modifican los niveles de expresión de la PNPasa 

según la dosis administrada de los mismos basándonos en un ensayo de citotoxicidad previo 

que determinó una concentración de 80uM-100uM como valor diana a testar. 

 

4.1.3. Análisis del promotor del gen PNPT1 y construcción de mutantes 

El análisis de la secuencia del promotor del gen PNPT1 fue obtenida de la página 

web NCBI. Con las aplicaciones en línea MatInspector y Promo se analizaron los 

nucleótidos del 4692 al 5095 de la secuencia de referencia NCBI NG_033012.1.  El análisis 

reveló un “elemento de respuesta interferón sensible” (ISRE), un sitio de unión putativo del 

factor de transcripción NFY (CCAAT) y cajas GC (CCGCCC) donde se incluye el sitio de 

unión putativo del factor de transcripción SP1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De esta manera se determinó la presencia de unos sitios de unión de factores de 

transcripción, los cuales eran de interés para nuestro estudio. A partir de esta información 

obtenida se mandaron a construir unos mutantes en cada una de estas posiciones con el fin 

de estudiar las modificaciones en los niveles de expresión del gen PNPT1. Dichas 

mutaciones se recogen en la siguiente tabla:  

 

 

Figura  28: Motivos putativos del promotor humado de PNPT1. Los sitios de unión ISRE, GC-box y NFY están resaltados 

con recuadros sólidos, y el sitio de unión putativo SP1 con un recuadro punteado. La secuencia NSRE está subrayada y la 

ATG inicial (Inr) aparece en negrita. Se muestran los sitios de inicio de la transcripción (TSS) señalados anteriormente. 
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Figura  29: Análisis mutacional de los motivos predichos del promotor humano de PNPT1. Las células Hela fueron 

transfectadas transitoriamente con un plásmido reportero de luciferasa que contiene 396bp del promotor PNPT1 y 

plásmidos derivados que contienen segmentos deletéreos de los motivos indicados. Las actividades se midieron 48h 

post-transfección y se expresaron como valores relativos de la actividad máxima. Se consideró la actividad del 

constructo promotor de tipo salvaje “WT” (396bp-PNPT1-promluc) como el 100% y la actividad del vector vacío (sin 

promotor) como el 0%.  Análisis estadístico: ANOVA / Tuckey: * p < 0,05; ** p < 0,01; n = 6 (3 ensayos por duplicado) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

4.2. Resultados experimentales 

4.2.1.  Análisis de elementos cis y las construcciones del promotor PNPT1  

La contribución de los distintos elementos de ADN a la actividad promotora de 

PNPT1 se evaluó mediante ensayos de luciferasa con FuGENE en células HeLa. Se hizo uso 

de un constructo reportero de luciferasa de luciérnaga que contenía una región promotora de 

PNPT1 de 396 pb y los constructos elaborados que contenían mutaciones puntuales de los 

cuatro elementos objeto de estudio previamente comentados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4:  Secuencia nativa (WT) y mutantes en los nucleótidos -96 a -1 de la región promotora de PNPT1. 

Los nucleótidos mutados se muestran en rojo. 
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4.2.2. Ensayo de Luciferasa y Silenciamiento génico 

Para analizar el impacto de la actividad transcripcional del promotor de PNPT1 y los 

niveles de expresión de SP1 y NFYA, se utilizaron siRNAs específicos de SP1 (10 nM) y 

NFYA (50 nM) y se testaron mediante ensayos con luciferasa con el constructo de promotor 

de PNPT1 de tipo salvaje de 396 pb.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3. Actividad mitocondrial con Resazurina 

El ensayo con Resazurina con células Hela se llevo a cabo para objetivar si la 

actividad mitocondrial disminuye o aumenta cuando NFYA se encuentra silenciado. Para el 

estudio se usaron 3 grupos de células HeLa, dos controles y un grupo celular al que se le 

había silenciado NFYA. A su vez, se llevó a cabo el mismo ensayo midiendo la actividad 

mitocondrial a diferentes tiempos, a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  31: Gráficas representativa de los niveles de Resazurina obtenidos en el ensayo sobre los tres grupos celulares 

testados: dos controles y uno con NFYA silenciado. A: Medición a un tiempo concreto de 2 horas. B: Ensayo valorado 

a lo largo de varios tiempos: 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.  

B A 

Figura  30: Efectos de la silenciación de SP1 y NFYA sobre la actividad promotora de PNPT1 en células Hela. Las 

células HeLa se transfectaron junto con el plásmido PNPT1 prom-luc de 396 pb y los silenciadores indicados. La actividad 

de luciferasa se midió en lisados celulares de Hela y se expresó como unidades relativas (%) respecto a las células control. 

Análisis estadístico: ANOVA / Tuckey: *** p < 0,001; n = 8 (2 ensayos por cuadruplicado).  
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Por otra parte, para evaluar la influencia del fármaco a testar sobre la actividad 

mitocondrial, también se llevó a cabo un ensayo con Resazurina en células HepG2 tratadas 

con distintas concentraciones de Suramina y Micafungina y a distintos tiempos. Este ensayo 

de dosis-respuesta fue llevado a cabo previamente por un miembro del grupo de 

investigación determinándose como significativos, en cuanto a reducción de la actividad 

mitocondrial, unos valores entre 80-100 μM. Se compararon los niveles de fluorescencia de 

Suramina con Micafungina como control negativo a los tiempos 0, 30 minutos y 1 hora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4. Estudio semicuantitativo de niveles de PNPasa mediante Western Blot 

Los cultivos tratados con Suramina y Micafungina fueron lisados y se procedió a la 

extracción de proteínas para analizar los niveles de PNPasa y compararlos con los resultados 

obtenidos en los ensayos de dosis-respuesta de actividad mitocondrial. 

En la figura 35 se puede comprobar que en las células HepG2 tratadas con una concentración 

de 100μM de ambos tratamientos aparecen las bandas correspondientes a la PNPasa cercanas 

a los 70KDa. El análisis de los tratamientos de los cultivos con Suramina y Micafungina 

sirven para valorar los niveles de PNPasa, así como para comprobar si coinciden con los 

resultados obtenidos en los ensayos de dosis-respuesta con Resazurina. Los cultivos fueron 

tratados previamente con 0 μM y 100 μM dejándose en incubación durante 24h para su 

posterior extracción de proteínas y realización de un Western Blot.  

 

 

 

 

Figura  32: Representación gráfica de los datos obtenidos en el ensayo dosis-respuesta. Se evalúa la actividad 

mitocondrial según los niveles de fluorescencia obtenidos por un ensayo con Resazurina en las células tratadas 

con diversas concentraciones: 0μM y 100μM de Suramina (A) Micafungina (B) respectivamente.  

 

A B 
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4.2.5. Inmunohistoquímica con anticuerpos primarios de PNPasa, NF-YA y 

SP1 en muestras de pacientes con CHC 

Con el fin de darle un enfoque más pragmático a nuestro proyecto, se procedió a 

realizar un estudio de inmunohistoquímica (IHQ) con muestras reales de pacientes con 

cáncer hepático. Las muestras fueron obtenidas tras la lectura de historias clínicas y 

selección de dichos pacientes procedentes del Hospital La Fe gracias a un convenio de 

colaboración con un grupo de investigación y tras la obtención favorable de un dictamen 

del comité de ética que se adjunta en el Anexo 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Micafungina Suramina 

 

0 μM 10 μM 80 μM 150 μM 10 μM 80 μM 150 μM 

Figura  33: Niveles de proteínas analizados mediante Western blot. Análisis de los lisados de HepG2 tras el tratamiento con 

Suramina y Micafungina a diversas dosis analizadas en el ensayo de dosis-respuesta previos (0μM, 10μM, 100μM y 150μM). 

Figura  34: Estudio IHQ de las proteínas PNPasa, NF-YA y SP1 en muestras de pacientes con cáncer 

hepatocelular. Se diferencian los niveles de dichas proteínas tomando muestras tanto del centro tumoral como 

del margen o zonas periféricas.  
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Figura  35: Superposición del sitio de unión de la Suramina a NF-Y con el factor de transcripción. En rojo se sobresalta 

el sito de unión en el fármaco al que se une el factor de transcripción representado en color verde. Fuente: PyMOL. 

5. DISCUSIÓN  

El CHC es tipo predominante de neoplasia hepática primaria y se asocia con 

frecuencia a elevadas tasas de mortalidad, especialmente en pacientes con antecedentes de 

cirrosis hepática. En la actualidad, la terapéutica del CHC incluye diversos abordajes, siendo 

la terapia combinada de los fármacos Atezolizumab y Bevacizumab la alternativa al 

tratamiento sistémico convencional más prometedora del mercado hasta el momento en la 

población adulta.85 Sin embargo, sigue existiendo la necesidad de encontrar nuevos 

parámetros o marcadores para el estudio de progresión y pronóstico de este tumor.  

 

A lo largo de la última década, se han publicado múltiples investigaciones que 

revelan que NF-YA se encuentra sobreexpresada en diversos tipos de cánceres, sobretodo 

los de tipo epitelial como el carcinoma hepatocelular.86 Dado que el CHC es la sexta 

neoplasia maligna más frecuente y la cuarta causa de muerte por cáncer en todo el mundo 

urge la necesidad de investigar más sobre posibles marcadores que definan el pronóstico de 

estos pacientes y futuras dianas terapéuticas.87  

 

Inicialmente, tras revisar la bibliografía acerca de los cuatro factores de transcripción 

encontrados en el promotor del gen PNPT1, principalmente se escogió NF-Y como diana de 

estudio, puesto que el factor SP1 ya ha sido analizado con anterioridad en varios estudios, y 

no se encontró bibliografía suficiente acerca de ISRE y NRSE. Debido a la alta relación de 

este factor de transcripción con el desarrollo de tumores y al resto de razones anteriormente 

expuestas, se decidió emplear NF-Y para indagar in silico la existencia de sustancias con 

sitios de unión para dicho factor. Se confirmó la existencia de un compuesto cuyo sitio de 

unión al factor de transcripción NF-Y se pudo aislar y proceder a su superposición mediante 

el programa PyMOL de visualización de moléculas en 3D. 
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Durante el proceso del Docking inicial, los resultados obtenidos corroboraron que 

este compuesto, un antipalúdico conocido como Suramina, podría ser empleado en los 

subsecuentes estudios in vitro ya que el valor PLP Fitness más alto superó el umbral 

propuesto de 60, siendo este de 71’8695 y el segundo de 67’6093. Debido a que estos valores 

son estadísticamente significativos, podemos confirmar que la Suramina es una sustancia 

que se une al factor de transcripción NF-Y y que, efectivamente, podía servir como 

modificador de la expresión de este. Este paso previo se debe realizar en toda investigación 

traslacional para asegurar la rentabilidad de la continuación del estudio en el laboratorio. 

 

En cuanto al fármaco Suramina, Nardone, V et al. ya lo había empleado en su 

investigación y había confirmado su función como inhibidor de este factor de transcripción, 

por lo que era un gran candidato a ligando de referencia, así como control positivo de nuestro 

experimento. Al haber sido constatado previamente como inhibidor de NF-Y teníamos 

evidencias suficientes para garantizar un efecto positivo de interacción en el Docking. 

 

Tras el análisis de los elementos cis encontrados en el promotor de PNPT1 se 

escogieron algunos de ellos como posibles candidatos a ser mutados y evaluados mediante 

un análisis mutacional. Los resultados recogidos en la figura 31 muestran que la actividad 

del promotor de PNPT1 se ve afectada de forma similar por mutaciones individuales en los 

motivos ISRE, CCAAT (NFY) o SP1, los cuales redujeron la actividad promotora en un 

60% aproximadamente. Sin embargo, una mutación puntual en sitios similares a NRSE, 

redujo la actividad promotora alrededor de un 25%. En consecuencia, se piensa que la 

mutación de uno de estos elementos podría estar afectando a la actividad del otro, de ahí que 

la actividad de los mutantes con doble motivo SP1+NFY sea similar a la de los mutantes con 

un único motivo (SP1 o NFY).  

 

Curiosamente, la mutación del motivo ISRE redujo aún más la actividad de los 

mutantes NFY hasta niveles residuales, lo que sugiere que el promotor podría estar 

trabajando con dos complejos transcripcionales, uno para ISRE y otro para los motivos 

SP1/NFY.  
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Hemos podido comprobar a través de un ensayo de Luciferasa que ambos factores 

de transcripción, una vez silenciados, muestran una reducción en su actividad, sobretodo el 

efecto silenciador de SP1 fue 3 veces superior al del silenciador NFYA como se puede 

apreciar en la figura 32. Estos resultados preliminarmente indican que los factores SP1 y 

NF-YA están involucrados en regular cierta actividad basal del promotor de PNPT1 en 

células HeLa.  

 

Como se ha comentado con anterioridad, Bezzecchi et al. demostró que a pesar de 

que todas las subunidades de NF-Y se encuentran sobreexpresadas en el cáncer 

hepatocelular, sólo NF-YA tiene una implicación clínica global, la cual se asocia a una mala 

evolución de la enfermedad. Por este motivo, hemos enfocado nuestro proyecto en desvelar 

su asociación junto con el destacado factor de transcripción SP1 en el promotor de PNPT1.  

 

Según los resultados obtenidos en las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, 

podemos afirmar que una alta expresión de PNPasa, Sp1 o NFYA se asocian con un mal 

pronóstico en pacientes con cáncer de hígado. Por lo tanto, aquellos pacientes que presentan 

niveles elevados de PNPasa tienden a tener un pronóstico desfavorable en comparación con 

aquellos con una expresión más baja de esta enzima. Además, se objetiva que una mayor 

sobrexpresión de NFYA se correlaciona con tener una esperanza de vida de un 5% menor y, 

por ende, una evolución y desenlace peor. Por este motivo, en el presente trabajo de final de 

grado, también se llevó a cabo el silenciamiento de NFYA con el fin de observar su 

influencia en la translocasa PNPasa y la modificación de la actividad mitocondrial. 

 

A la luz de los resultados obtenidos en los diversos estudios y análisis, se sugiere que la 

actividad del complejo transcripcional SP1/NFY en el promotor de PNPT1 podría estar 

ampliamente implicada en el crecimiento y supervivencia de las células tumorales. 

Asimismo, los datos obtenidos sugieren la posible existencia de un contexto patológico en 

el que la actividad del promotor de PNPT1 dependa tanto de Sp1 como de NF-YA.  En 

consecuencia, la regulación de la formación del completo SP1/NFY podría ser la causa del 

aumento de la expresión del PNPT1 asociado a mal pronóstico en CHC.   

Por lo tanto, el promotor de PNPT1 podría desempeñar un papel relevante en el 

crecimeinto del tumor y la supervivencia de las células hepáticas.  
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Existe evidencia que respaldan la idea de que la actividad mitocondrial desempeña un 

papel esencial en la progresión oncogénica, y no solo se limita a ser una fuente de estrés 

patogénico.88 Asimismo, se plantean la posibilidad de que sirvan como dianas para el 

descubrimiento de nuevos tratamientos contra el cáncer.89  

 

En este contexto, los ensayos que se realizaron con Resazurina para comprobar la 

actividad mitocondrial tras silenciar NFYA respaldan dichos estudios. Como se puede 

apreciar en la gráfica de las figuras 33A y 33B, construida con los valores finales del 

experimento, se observa una disminución significativa en el grupo celular con el factor de 

transcripción NF-YA silenciado.  

 

Por otro lado, tras comprobar mediante métodos bioinformáticos que la Suramina 

interaccionaba con el factor de transcripción NF-Y del gen PNPT1, pasamos a cultivar 

HepG2, empleado como modelo celular de cáncer hepático, con el fin de procesar los 

ensayos de actividad mitocondrial, viabilidad y toxicidad dosis-dependiente. Se determinó 

que la actividad mitocondrial y viabilidad celular se veían alteradas cuando empleábamos 

concentraciones más allá de 100 μM de Suramina, este rango podría ser considerado como 

el “intervalo terapéutico”. Finalmente, tras varias pruebas con diversas dosis, se plantea que 

la concentración máxima previa a la aparición de citotoxicidad in vitro sería entre 80 -

100μM, equivalente a la llamada “concentración máxima = Cmax”.  

 

Al mismo tiempo, tras estudios semicuantitativos validamos que el tratamiento de 

los cultivos de HepG2 con Suramina manifestaban alteraciones en los niveles de PNPasa 

que coincidían con los niveles de actividad obtenidos en los ensayos de dosis respuesta con 

Resazurina. En la figura 35 se observa, por un lado, que los niveles de PNPasa son 

indetectables hasta los 80 μM de ambos tratamientos apreciándose unas bandas cerca de 70 

kDa correspondientes a la proteína PNPasa (77kDa peso).  A partir de dicha concentración 

los niveles vuelven a ser indetectables, lo cual asumimos que se debe a la muerte celular 

ocurrida especialmente a partir de 100 μM de concentración de tratamiento como tal y como 

se observó también en los ensayos de dosis-respuesta.  
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Por consiguiente, se refuerza la hipótesis planteada in silico acerca de la posibilidad 

de que dicha sustancia interactúe con el gen PNPT1 y, en concreto, con el factor de 

transcripción NFYA, así como se determinó en un pionero estudio de Nardone et al, sobre 

la inhibición de NF-Y por Suramina.90  

 

Dados los resultados obtenidos en nuestro experimento, un aumento de los niveles 

de proteína PNPasa, podemos aventurarnos a especular que las células de la línea tumoral 

epitelial de estudio han podido desarrollar un mecanismo de compensación fisiológico para 

compensar la inhibición ocasionada por la administración de Suramina.  

 

Por último, en la fase final del estudio y con la colaboración del centro de 

investigación de La Fe, se procesaron las muestras seleccionadas de CHC mediante la 

técnica de IHQ. En la caracterización de la expresión proteica de PNPasa, se observó una 

expresión citoplasmática granular, concordante con un patrón mitocondrial y una mayor 

intensidad de tinción a nivel de las células cercanas a los límites del estroma peri-tumoral. 

No obstante, como se aprecia en la figura 36, las proteínas NF-YA y SP1 se localizaron 

mayormente a nivel nuclear, presentando también un incremento en la intensidad en estas 

zonas periféricas en comparación con las zonas centrales, donde habitualmente hay más 

necrosis. Cabe destacar que, sobretodo, la expresión de NF-YA era muy baja en la zona 

central, mientras que estaba aumentada significativamente en el frente de expansión tumoral.  

 

En resumen, hemos caracterizado el promotor del gen humano PNPT1 y establecido los 

papeles esenciales de los factores de transcripción SP1 y NFY en la expresión de PNPT1. 

Nuestros resultados sugieren que los sitios de unión de SP1 y NFY funcionan como un único 

elemento cis dentro del promotor de PNPT1, y que en el CHC en el cual se sobreexpresa la 

proteína PNPasa, la actividad promotora del gen PNPT1 depende de SP1 y/o NFY. 

 

En consecuencia, se plantea que la regulación de la formación del complejo 

NFY/SP1 podría ser el factor determinante en el aumento de la expresión de PNPT1, lo que 

a su vez asocia un mal pronóstico en pacientes con cáncer de hígado.  
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Por esta razón, ampliando estudios sobre dicho complejo y buscando nuevos 

compuestos que modifiquen al mismo, podría ser de gran ayuda para el descubrimiento de 

posibles futuras dianas terapéuticas más efectivas y de alto impacto clínicos aportando un 

grano de arena en la lucha contra el cáncer.  

 

A la luz de los resultados obtenidos, se respalda la hipótesis de que la regulación de 

PNPT1 a través de NF-YA, SP1 y la administración de Suramina podría tener un impacto 

en el pronóstico de los pacientes con cáncer hepatocelular. Por ende, el aumento de los 

niveles de proteína PNPasa tras la administración de Suramina en una línea celular de 

hepatocarcinoma, así como su sobreexpresión en las zonas periféricas de muestras de 

pacientes con CHC, podríamos aventurarnos a decir que este factor de transcripción facilita 

el avance del tumor aumentando su capacidad oncogénica.  

 

Respecto a las líneas de futuro, si bien son necesarios más estudios para poder 

profundizar sobre su papel multifacético en la progresión tumoral, el mantenimiento del 

fenotipo epitelial y sus efectos in vivo, la PNPasa podría plantearse como un marcador 

molecular útil que permitiría estudiar la progresión de pacientes con cáncer hepatocelular.  
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6. CONCLUSIONES 

En conclusión, tras los ensayos y análisis llevados a cabo en el estudio experimental del 

presente Trabajo de Fin de Grado, se puede afirmar que se han cumplido los objetivos 

propuestos evidenciando lo siguiente:   

 

Objetivo 1: Caracterización del promotor del gen PNPT1 investigando el papel de los factores 

de transcripción NF-YA y SP1 en la regulación de la expresión génica.  

 

→ Hemos logrado caracterizar con éxito el promotor del gen PNPT1 y su relación con los 

factores de transcripción NF-YA y SP1. Nuestros hallazgos sugieren que la actividad de este 

complejo de transcripción en el promotor de PNPT1 está estrechamente relacionada con el 

crecimiento tumoral y la viabilidad de las células hepáticas en el contexto del cáncer hepatocelular. 

Esta caracterización es un paso crucial para entender la regulación de PNPT1 y su posible impacto 

en el pronóstico del cáncer hepático. 

 

 

Objetivo 2: Analizar los efectos de las alteraciones en los sitios de unión putativos de los factores 

de transcripción NF-YA y SP1 en la viabilidad celular y actividad mitocondrial.  

 

→ Nuestros experimentos han demostrado que las alteraciones en los sitios de unión 

putativos de los factores de transcripción NF-YA y SP1 tienen un impacto significativo en la 

viabilidad celular y la actividad mitocondrial. Esto respalda la hipótesis de que la regulación de estos 

factores en el promotor de PNPT1 modulan el funcionamiento de las células hepáticas en CHC.  

→ Estos resultados sugieren que la modulación de NF-YA y SP1 podría ser una potencial y 

viable diana terapéutica. 

 

Objetivo 3: Evaluar in vitro el impacto de la Suramina en la regulación de niveles de PNPasa 

en células de hepatocarcinoma y su posible aplicación terapéutica.  

 

→ Nuestros experimentos in vivo han confirmado que la administración de Suramina 

provoca una disminución de los niveles de PNPasa en las células de hepatocarcinoma. Este hallazgo 

es prometedor y sugiere que la Suramina podría ser una opción terapéutica valiosa para el tratamiento 

del cáncer hepatocelular al dirigirse a la expresión de PNPT1. Además, apoya la idea de que la 

regulación de la formación del complejo NFY/SP1 en el promotor de PNPT1 es un factor crítico en 

el pronóstico del cáncer hepático. 
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8. ANEXOS 

8.1. Anexo 1: Listado de las secuencias mutacionales introducidas en el promotor 

del gen PNPT1.  

 

Gene Name: cons1_WT, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons2_mutISRE, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC

CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons3_mutSP1, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT
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TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons4_mutNRSE, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGCCCCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons5_mutNRSE+Sp1, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGAACCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons6_mutCCAATbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT
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TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

Gene Name: cons7_mutCCAATbox + Sp1, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAACTC

CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG

CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons8_mutISRE+CCAATbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC

CATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTGC

GTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons9_mutISRE+SP1+ CCAATbox, Length: 408bp, Vector Name: pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT
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GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC

CATCAGGCTCCGAACCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG

CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

 

Gene Name: cons10_mutISRE + SP1 + NRSE + CCAATbox, Length: 408bp, Vector: 

pUC57 

Sequence:  

AGGCCCACCACCCAAATTCTAATTCTTAGTTCACAGATCCAAATAATAATAAT

GTGTTGTTCTATGACTTCTAGTATTAAAAGTAAATATAAATTTACTCTGCATAT

TAAACATTTACATTATTCTAGGACTTCTCCTTTAAATTACGATAGTACACACAC

AAAAACCTTATTTATCTAATTGCCTTTCGTTGGCACATAAAGACAAAGATCGTT

TGCAACATAATCGCGTTCTGATAGGTTTGACCCTCTCTAGTCTTCGTAGAAGGT

GGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGCAACTAGAACTC

CATCAGGCTCCGAACCAAAATCTGCGGAGTGAGCCAAACAGGGCACAGCCTG

CGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

WT con todos los elementos destacados en amarillo 

GTGGCCAAGGTTTCCGTTACCCCGGCGTCCCTCGGGCACCGCGGAAACGAAAC

TCCATCAGGCTCCGCCCCACGGTCTGCGGAGTGAGCCAATCAGGGCACAGCCT

GCGTTGACCGCGTGCCGGGTGTC 

SP1 motif: 5'-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T)-3' (GC box element). 
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8.2. Anexo 2: Protocolo del Vector pUC57-T 
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RESUMEN 
El carcinoma hepatocelular (CHC) es una neoplasia primaria del hígado cuya prevalencia y mortalidad es elevada a nivel mundial. Los factores de transcripción SP1 y NF-Y son 

conocidos por regular la actividad del promotor del gen PNPT1, cuyos niveles elevados se han asociado a una reducción en la esperanza de vida de los pacientes con CHC. PNPT1 

codifica para la PNPasa, una translocasa mitocondrial implicada en el transporte de ARN.   

En este estudio, empleamos la línea celular de hepatoma humano HepG2 para investigar los efectos del fármaco antipalúdico Suramina sobre la expresión de PNPT1 y la 

actividad mitocondrial. Nuestros objetivos incluyeron caracterizar este gen y evaluar la eficacia de la Suramina como posible tratamiento del CHC.  

Utilizando técnicas de Docking, identificamos compuestos que interactúan con los factores de transcripción del gen PNPT1. Luego, mediante análisis de Kaplan-Meier 

obtuvimos las curvas de supervivencia y diseñamos construcciones de mutaciones dirigidas en la secuencia promotora, para explorar la relación entre NF-YA, SP1 y PNPT1. Existía una 

correlación entre los niveles de estos factores de transcripción y la expresión de PNPT1, respaldada por ensayos de luciferasa y silenciamiento génico con siARN. Los estudios in vitro 

en HepG2 revelaron una interacción positiva entre la Suramina y el promotor del gen PNPT1, así como una reducción en la actividad mitocondrial al silenciar NF-YA. Además, la 

administración de Suramina resultó en un aumento en los niveles de PNPasa, confirmado por ensayos de Wertern Blot. El análisis inmunohistoquímico de muestras de pacientes con 

CHC sugirió una asociación entre la sobreexpresión de NF-YA y SP, la actividad mitocondrial y los niveles de PNPasa en el tejido tumoral.   

En conclusión, nuestros hallazgos sugieren que la Suramina podría modular la sobreexpresión de NF-YA y, por ende, influir en la actividad mitocondrial de las células tumorales 

hepáticas. Esto ofrece una posible vía para el tratamiento del CHC mediante el reposicionamiento de la Suramina, un antiguo antipalúdico.  

 

CONCLUSIONES 

→ Caracterización del promotor del gen PNPT1: 

Nuestros hallazgos sugieren que la actividad del complejo 

de transcripción NF-YA/SP1 en el promotor del gen está 

estrechamente relacionada con el crecimiento tumoral y la 

viabilidad de las células hepáticas en el contexto del 

cáncer hepatocelular.  

→ Nuestros experimentos han demostrado que las 

alteraciones en los sitios de unión putativos de los factores 

de transcripción NF-YA y SP1 tienen un impacto 

significativo en la viabilidad celular y la actividad 

mitocondrial. Estos resultados sugieren que la modulación 

de NF-YA y SP1 podría ser una potencial y viable diana 

terapéutica. 

→ La administración de Suramina provoca una 

disminución de los niveles de PNPasa en las células de 

CHC. Este hallazgo es prometedor y sugiere que este 

fármaco podría ser una valiosa opción terapéutica para el 

tratamiento del carcinoma hepatocelular al dirigirse a la 

expresión de PNPT1. Además, apoya la idea de que la 

regulación de la formación del complejo NFY/SP1 en el 

promotor de PNPT1 es un factor crítico en el pronóstico 

del cáncer hepático. 

 

 

 

HIPÓTESIS:  

La regulación del gen PNPT1 a través de la modulación de los factores de 

transcripción NF-YA y SP1 tendrá un impacto significativo en la 

viabilidad celular y la actividad mitocondrial en las células de 

hepatocarcinoma. Además, la administración de Suramina resultaría en 

una disminución de los niveles de PNPasa suponiendo efectos 

beneficiosos en el futuro tratamiento del cáncer hepatocelular, 

contribuyendo al desarrollo de terapias efectivas y de alto impacto clínico. 

 

Objetivo 1: Caracterización del promotor del gen PNPT1 investigando el papel 

de los factores de transcripción NF-YA y SP1 en la regulación de la expresión 

génica.  

Objetivo 2: Analizar los efectos de las alteraciones en sitios de unión putativos 

de los factores de transcripción NF-YA y SP1 en la viabilidad celular y actividad 

mitocondrial.  

Objetivo 3: Evaluar in vitro el impacto de la Suramina en la regulación de 

niveles de PNPasa en células de hepatocarcinoma y su posible aplicación 

terapéutica.  
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