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ABREVIATURAS 

 

ANS                     1-anilino-8-naphthalenesulfonate 

ASR                      Age-Specific Rate (tasa específica de edad) 

CI                         Índice Celular  

DAPY                   4′,6-diamidino-2-phenylindole  

DC                        Dicroismo Circular 
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DMSO:                 Dimetil Sulfóxido  
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1. CÁNCER DE PÁNCREAS: ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PÁNCREAS 
 
El páncreas es una glándula retroperinoteal situada detrás del estómago, histológica y 

funcionalmente separada en dos partes: el páncreas endocrino, que representa tan solo un 

1-2% del total del páncreas, y que está formado por los islotes pancreáticos, responsables 

de la secreción de hormonas importantes como insulina o glucagón; y el páncreas 

exocrino, que representa la mayoría del páncreas (86%), que está formado a su vez por 

conductos y acinos, y que es el responsable de la liberación a la luz duodenal de las 

enzimas digestivas contenidas en los jugos pancreáticos. Aunque se pueden formar 

tumores en cada una de las partes del páncreas que darán dan lugar a los distintos tipos 

de cánceres de páncreas, la gran mayoría se dan en el páncreas exocrino. Dentro de estos, 

debido a su alta malignidad e incidencia, cabe señalar a los tumores de tipo 

adenocarcinoma localizados en los conductos, el denominado adenocarcinoma ductal de 

páncreas (PDCA: Pancreatic Ductal Adenocarcinoma), que es sobre el cual se ha 

centrado este trabajo. El PCDA, aunque sólo representa el 2.7% de todos los cánceres en 

España (5,5 casos por 100000 habitantes según la SEOM (Sociedad Española de 

Oncología Médica), constituye la cuarta causa de muerte por cáncer en los países 

occidentales (Hidalgo, 2010) con una supervivencia media de 3-6 meses tras el 

diagnóstico y una tasa de supervivencia a los 5 años del 1-4%, lo que da una idea clara 

de su agresividad (Jemal et al., 2011). En los Estados Unidos, según el Instituto Nacional 

del Cáncer, cada año son diagnosticados 46.420 nuevos casos y 39.590 personas morirán 

a causa de la enfermedad (www.cancer.net). 

 

Según los datos extraídos de la página pública del Observatorio Global de Cáncer de la 

Organización Mundial de la salud (https://gco.iarc.fr/), el adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDCA) es un cáncer que se sitúa a nivel mundial entre los 10 tipos de cáncer 

con una mortalidad más alta (ocupa el puesto número 9 en el número de nuevas muertes 

anuales cada 100,000 habitantes) aunque su incidencia no es de las más altas (ocupa el 

puesto número 15 en el número de nuevos casos anuales cada 100,000 habitantes). Según 

se puede aprecia en la Figura I1.1, el cáncer de páncreas tiene unos valores de 3,6 de 

incidencia y 3,2 de mortalidad. 
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Figura I1.1: Gráfico extraído del Observatorio Global de Cáncer de la Organización Mundial de 

la salud (https://gco.iarc.fr/). Se representan los datos para el año 2020 de los distintos tipos de 

cáncer en función del valor ASR (Age-Specific Rate), es decir, el número de nuevas 

muertes/nuevos casos anuales cada 100,000 habitantes. Se ha tomado para esta representación 

unos valores de edad de la población de 0 a 74 años. 

 

En la Figura I1.2 se puede observar que el número de casos anuales detectados y el 

número de muertes en 2020 para ambos sexos es prácticamente igual, en torno a 500.000. 

Si nos fijamos en la página web los datos para dentro de Europa y más específicamente 

en España, en el año 2020 se detectaron un 1,6% de los casos (282421 de 19292789) y 

un 1,2% de las muertes (113054 de 9958133) a nivel mundial. 

 

 
Figura I1.2: Gráfico extraído del Observatorio Global de Cáncer de la Organización Mundial de 

la salud (https://gco.iarc.fr/). Se representan los datos para el año 2020 de los casos de cáncer de 

páncreas, nuevos casos (izquierda) y muertes (derecha) distribuidos por continentes. 
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La supervivencia de este tipo de cáncer no supera el 10% a los cinco años en ninguno de 

los países europeos en los que hay registro de casos dentro el proyecto SURVMARK2 

2018 (Cancer Survival in High-Income Countries). Son los datos almacenados y 

mostrados en esta web para el 2014 (último año recogido) Figura I1.3 

 

 
 

Figura I1.3: Gráfico extraído del Observatorio Global de Cáncer de la Organización Mundial de 

la salud (https://gco.iarc.fr/). La base de datos es la SURVMARK-2 del año 2014. Se muestra el 

valor del ASR (Age-Specific Rate), es decir, el número de nuevas muertes/nuevos casos anuales 

cada 100,000 habitantes en tres países: Reino Unido (UK en rosa), Dinamarca (Denmark en 

amarillo) y Noruega (Norway en rojo). 

 

 

1.1. Genética del adenocarcinoma ductal de páncreas 
 

Como todos los tipos de cáncer, el PDCA es una enfermedad de origen genético, causado 

por la acumulación de mutaciones en el DNA celular que hacen progresar el tumor desde 

el páncreas sano, pasando por las lesiones premalignas denominadas Neoplasias 

Intraepiteliales Pancreáticas (PanIN) o Neopasias Papilares Mucinosas Intraductales 

(IPMNs), hasta el adenocarcinoma invasivo propiamente dicho. La mayoría de los 

cánceres de páncreas ocurren de manera esporádica y solo un 10% son debidos a 
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mutaciones en la línea germinal, es decir, que la mayoría de los casos de cáncer de 

páncreas no son hereditarios. Como en todo proceso tumoral, para que se produzca este 

desarrollo y progresión en el tumor, estas mutaciones se tienen que producir en “genes 

clave” para procesos celulares importantes, como son la activación de los proto-

oncogenes, la inactivación de los genes supresores de tumores, o la desregulación de 

genes que codifican para factores de crecimiento y sus receptores y que afectarán al 

crecimiento y la diferenciación celular. En el cáncer de páncreas hay implicadas 

mutaciones en numerosos genes, hasta 63 mutaciones distintas de media se han 

encontrado en este tipo de tumores, que afectan a un conjunto de 12 vías de señalización 

celular (Jones et al., 2008). Pero las principales mutaciones que se encuentran en la 

mayoría de los cánceres de páncreas son las siguientes (Feldmann et al., 2007): 

 

- La activación del oncogen KRAS, considerado como desencadenante iniciador para el 

desarrollo del tumor y mutado en más del 90% de los cánceres de páncreas. Este gen 

codifica para una proteína de membrana involucrada en vías de señalización celular 

importantes mediadas por factores de crecimiento, como son la proliferación celular y la 

migración celular. 

 

- La inactivación de los genes supresores de tumores CDKN2A/INK4A, inactivados en 

más del 95% de los cánceres de páncreas y que codifican para la proteína de control 

celular p16, que se encarga mediante su unión a ciclinas, de detener el ciclo celular en la 

transición de la fase G1-S si la célula está dañada (mutada) para impedir su progresión 

celular. 

 

- Y finalmente la inactivación de los genes supresores de tumores TP53 y DPC4/SMAD4. 

Las alteraciones en la proteína p53 permiten a la célula escapar de los mecanismos de 

control del daño en el DNA celular y de las señales de apoptosis, además de contribuir a 

la inestabilidad genética de la célula. El gen SMAD4, también conocido como DPC4 o 

MADH4, está relacionado con la transformación del factor de crecimiento TGF-β y con 

la activación del crecimiento celular y la proliferación incontrolada. 

 

Por otro lado, muchos factores de crecimiento y sus receptores van a estar 

sobreexpresados en este tipo de tumores. Y es precisamente esta abundancia de factores 

promotores del crecimiento y el defecto de los factores inhibitorios del mismo, lo que va 
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a permitir a las células tumorales pancreáticas llevar a cabo procesos propios de las 

mismas como la angiogénesis, la metástasis o la evasión de la apoptosis (Güngör et al., 

2014; Ulrich, 2000; Vincent et al., 2011).  

 

Todas estas alteraciones genéticas van a producir en las células pancreáticas la 

desregulación de numerosas rutas de señalización importantes como RAS-MAPK, la vía 

de la ciclooxigenasa, la vía Src, la vía Notch, que va a promover la vascularizaicón del 

tumor, la vía de la ciclooxigenasa, la vía hedgehog relacionada con las células madre 

tumorales, la vía Wnt implicada en la homeóstasis de la autorrenovación de las células en 

distintos tejidos, etc…(Iovanna et al., 2012). 

 

No hay que olvidar otro aspecto importante en el desarrollo de este tipo de tumores como 

es la epigenética. Este término, definido como la regulación de la expresión génica sin 

alterar la secuencia en el DNA, comprende importantes procesos celulares como la 

metilación del DNA, la acetilación de histonas o los RNA de interferencia. En diversos 

estudios se ha puesto de manifiesto, por ejemplo, que el desarrollo del PCDA se ve 

condicionado por anomalías en la metilación de los promotores de algunos genes. 

Comparando la metilación de las islas CpG de distintos genes en tejido tumoral, con la 

metilación del promotor de tejido pancreático sano, se han encontrado tanto promotores 

hipermetilados en genes supresores de tumores como p16 o HIN-1, como promotores 

hipometilados en oncogenes. La hipermetilación de los primeros en su región promotora 

silencia la expresión del gen supresor de tumores correspondiente, mientras que la 

hipometilación de los segundos provoca la sobreexpresión de los genes afectados. Ambos 

fenómenos están directamente relacionados con el desarrollo de los tumores pancreáticos. 

En estos mismos estudios se ha demostrado también la existencia de otros mecanismos 

epigenéticos involucrados en el desarrollo del cáncer de páncreas, observándose la 

regulación o desregulación de la expresión génica tanto por acetilación de histonas en 

genes clave para el desarrollo de PCDA, como  p300, HDACs, Brg1 o PBRM1; como 

por microRNA como en el caso de la familia de los miR-200, miR10a, miR-34 y miR155 

que regulan la expresión de genes asociados a metástasis y a la indiferenciación celular 

(McCleary-Wheeler et al., 2013) (Neureiter et al., 2014) 
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1.2. Diagnóstico y tratamiento del adenocarcinoma ductal de páncreas: 
 

El diagnóstico del PCDA, sobre todo en estadios iniciales, es una tarea muy complicada. 

Uno de los problemas para el diagnóstico de este tipo de tumores es la falta de marcadores 

tumorales específicos de la enfermedad que permitan su diagnóstico precoz. Se han 

propuesto numerosos biomarcadores para su diagnóstico temprano, siendo el más 

importante por su importancia histórica el antígeno carbohidrato CA 19.9 con una 

sensibilidad del 79-81% y una especificidad del 82-90%. Este marcador tumoral tiene un 

valor predictivo positivo (PPV) del 72% y un valor predictivo negativo (NPV) del 81-

96% en pacientes sintomáticos (Scarà et al., 2015). La limitación de este marcador, al 

igual que sucede en la mayoría de los marcadores tumorales, es la falta de especificidad 

para el cáncer páncreas, elevándose también en otras condiciones tanto malignas como 

benignas. Además, no todos los pacientes con cáncer de páncreas expresan esta proteína, 

por lo que el marcador no se elevará en estos pacientes. Es por eso que su uso es más 

eficaz para el seguimiento de la enfermedad que para su diagnóstico. Su uso combinado 

con el CA125 y el CEA, ha demostrado ser útil en el resultado de la cirugía o el 

seguimiento de la quimioterapia. Actualmente se están estudiando otros biomarcadores 

séricos basados en la epigenética, como el estudio de la metilación de los promotores de 

algunos genes, la detección de nucleosomas libres, la detección de microRNAs, el DNA 

libre tumoral, o paneles multimarcadores con distintas proteínas, enzimas y moléculas de 

señalización implicadas en la enfermedad, pero todos ellos se encuentran todavía en fase 

de investigación (Chang et al., 2017). 

 

Esta falta de biomarcadores tumorales para su detección temprana, junto con la ausencia 

de síntomas específicos en los estadios iniciales de la enfermedad, hacen del diagnóstico 

del cáncer de páncreas una tarea complicada, lo que contribuye a su desenlace fatal.  

Además, debido a la altísima capacidad de invasión y de formación de metástasis de las 

células tumorales pancreáticas, en la mayoría de los casos, cuando llega el diagnóstico de 

la enfermedad, esta ya se encuentra diseminada con metástasis en los ganglios linfáticos, 

el hígado, los pulmones u otras localizaciones, lo que hace imposible su curación. La 

única opción real de curación para estos pacientes es la cirugía si el diagnóstico llega a 

tiempo, es decir, realizar una pancreatectomía ya sea parcial o total, pero menos de un 

20% de los pacientes se pueden beneficiar de ella debido al retraso en el diagnóstico y la 

presencia de metástasis en el momento del diagnóstico. 



INTRODUCCIÓN 

15 
 

En cuando a los tratamientos en la práctica clínica, hay que destacar otra característica 

importante de las células tumorales pancreáticas, como es su altísima capacidad de 

resistencia a los tratamientos de quimioterapia y radioterapia actuales, de ahí que el 

tratamiento falle en la mayoría de los casos. Realmente son muy pocos los tratamientos 

que has demostrado eficacia contra el cáncer de páncreas. Desde los años 90 se ha 

considerado la Gemcitabina como el tratamiento de referencia para el adenocarcinoma 

ductal de páncreas, ya sea en monoterapia o combinado con otras moléculas coadyuvantes 

como el Erlotinib, un inhibidor del EGFR tirosina quinasa. Actualmente su combinación 

con nab-Paclitaxel, o la administración de FOLFIRINOX (5-fluorouracil, leucovorin, 

irinotecan, oxaliplatin) han demostrado una mayor supervivencia comparado con la 

Gemcitabina sola (Conroy et al., 2011)(Mohammed et al., 2014). 

 

La Gemcitabina, un análogo de nucleósido (2´2´-difluorodeoxycitidina), muestra 

especificidad por la fase S de la división celular, es decir, por las células que están 

sintetizando DNA. El fármaco se metaboliza en el interior de las células tumorales 

mediante quinasas celulares generando los nucleósidos difosfato y trifosfato, los 

metabolitos activos, que se añaden a la hebra de DNA en crecimiento. Estos inhiben la 

actividad de la enzima ribonucleótido-reductasa, responsable de la generación de los 

trifosfatos de deoxinucleósidos necesarios para la síntesis del DNA, por lo que la síntesis 

del DNA se detiene (Mini et al., 2005). 

 

Actualmente existen numerosos estudios, algunos en fase III para tratar 

(https://www.clinicaltrials.gov) de alargar la vida de estos pacientes, pero todavía no hay 

resultados concluyentes que ayuden al tratamiento de estos pacientes con cáncer de 

páncreas. 

 

Por lo tanto, y como acabamos de ver, la eficacia de los fármacos descritos hasta el 

momento para el PDCA es muy limitada, de ahí la necesidad de seguir investigando para 

el desarrollo tanto de nuevas estrategias preventivas, diagnósticas y terapéuticas, y para 

el desarrollo de nuevos fármacos contra dianas importantes que consigan frenar la 

progresión del tumor. 

 

Como conclusión podemos afirmar que la falta de marcadores para un diagnóstico 

temprano del cáncer de páncreas, la rápida progresión de la enfermedad, la resistencia a 
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la quimioterapia y radioterapia actuales, y la baja tasa de supervivencia de estos pacientes, 

hacen necesario el estudio de nuevas estrategias para el manejo de este tipo de tumores, 

mediante el desarrollo de drogas específicas que evadan los mecanismos de resistencia 

celular y bloqueen pasos cruciales para el desarrollo del tumor. 

 

 

2. DESARROLLO DE NUEVOS FÁRMACOS 
 

El desarrollo de nuevos principios activos contra una determinada enfermedad es un 

proceso largo y complejo, que exige un enfoque multidisciplinar, y en el que se utiliza 

tecnología sofisticada para realizar búsquedas sistemáticas de compuestos activos a gran 

escala, buscando siempre una mayor efectividad y una menor toxicidad. 

 

La primera etapa en el desarrollo de un determinado fármaco consiste en la identificación 

de una molécula diana sobre la que actuará el nuevo fármaco.  Normalmente se tratará de 

una proteína que resulte clave para el desarrollo de la enfermedad a tratar, como 

receptores moleculares, enzimas, receptores nucleares, canales iónicos…Y la siguiente 

etapa en el diseño de los mismos, sería la identificación de ligandos capaces de unirse a 

la molécula diana, y de mostrar una actividad significativamente alta respecto a la misma, 

ya sea el bloqueo de la molécula diana, su estimulación o la modificación de su función 

según nos interese por el tipo de molécula diana en cuestión (Imming et al., 2006). Para 

ello se han de testar cientos o miles de compuestos distintos (cribado) hasta encontrar los 

compuestos adecuados.  

 

 

2.2 Búsqueda de dianas terapéuticas 
 

Respecto a las posibles dianas terapéuticas, uno de los campos en los que se ha dedicado 

gran tiempo y esfuerzo en los últimos años es al estudio de las interacciones proteína-

proteína (IPPs) como potenciales dianas (McPherson & Korzhnev, 2021). Muchos 

procesos celulares funcionan gracias a la transducción de señales que se llevan a cabo por 

interacciones proteína-proteína. A su vez, muchas enfermedades humanas, como por 

ejemplo el cáncer o algunas enfermedades degenerativas, se pueden asociar a IPPs 

aberrantes, ya sea por la pérdida de la interacción, o por la sobreinteracción y la formación 
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de complejos en concentraciones, tiempo o lugar inadecuado. Así que la modulación de 

estas interacciones por pequeñas moléculas selectivas es de gran interés para el 

descubrimiento de nuevos fármacos contra distintas patologías. Además, los moduladores 

de IPPs presentan algunas ventajas sobre los inhibidores de dianas clásicas. Por un lado, 

son más selectivos y menos tóxicos al interaccionar con una interfaz específica de las 

proteínas cuya interacción se está inhibiendo; y, por otro lado, ya que dicha interfaz suele 

estar constituida por aminoácidos conservados, sería muy poco probable el desarrollo de 

resistencias (Villoutreix et al., 2014). 

 

Este abordaje no es nuevo. Ya hay fármacos en la práctica clínica basados en este 

principio. Un ejemplo de este tipo de fármacos es el de la familia de los taxanos, derivados 

del taxol (Paclitaxel), empleados actualmente en el tratamiento de distintos tipos de 

cáncer. La tubulina, formada por las subunidades α y β, polimeriza mediante IPPs 

formando microtúbulos, los cuales experimentan ciclos de polimerización y 

despolimerización ligados al ciclo celular y la división celular. El taxol se une a la 

tubulina, concretamente a la subunidad β de la proteína y fortalece las interacciones IPPs, 

estabilizando los microtúbulos e impidiendo la despolimerización, lo que inhibe la 

división celular, conduciendo finalmente a la apoptosis de la célula (Downing, 2000). 

 

El desarrollo de inhibidores de las IPPs sigue siendo un reto. Aunque las interfaces 

proteicas que intervienen en las interacciones suelen ser de gran tamaño, planas y sin 

cavidades claramente definidas que predigan un potencial sitio de unión del inhibidor, se 

sabe que, en muchos casos, únicamente un pequeño segmento de la interfaz, que sí que 

podría interaccionar con pequeñas moléculas, contribuye a la energía de unión con alta 

afinidad (Schmidtke & Barril, 2010). Son las regiones conocidas como hot spots de las 

interfaces de interacción de las proteínas, y son críticas para la estabilidad de los 

complejos proteicos (Wells & McClendon, 2007). 

 

 

2.2. Búsqueda de ligandos: High-Throughput Screening (HTS) y métodos 
computacionales de dinámica molecular 
 

Como hemos dicho anteriormente, la segunda etapa fundamental para el desarrollo de 

nuevos fármacos es la identificación de nuevos ligandos que se unan a la biomolécula 
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diana de interés (Imming et al., 2006). Para fármacos basados en pequeños ligandos 

orgánicos, el cribado de alto rendimiento o HTS (High-Throughput Screening) es la 

aproximación más utilizada, por su simplicidad y su bajo coste. El HTS consiste en la 

automatización de distintas técnicas que permiten seleccionar las moléculas capaces de 

reconocer a la molécula diana responsable de una determinada patología entre un 

conjunto de miles o cientos de miles de candidatos, en un tiempo relativamente pequeño. 

Estos ensayos masivos pueden ser de dos tipos: ensayos en el laboratorio o ensayos 

virtuales in silico donde una simulación por ordenador es la encargada de llevar a cabo 

los ensayos a gran escala (Kitchen et al., 2004). 

 

Respecto al primero de ellos, el High-Throughput Screening (HTS) en el laboratorio, 

también conocido como cribado farmacológico de alto rendimiento, es llevado a cabo 

principalmente en el seno de la industria farmacéutica (Entzeroth et al., 2009). En él, se 

utilizan grandes librerías de compuestos químicos denominadas “quimiotecas”, ya sea 

sintetizadas por el propio laboratorio o compradas a una casa comercial, cuyas moléculas 

son ensayadas una a una para demostrar su interacción con la molécula diana implicada 

en la patología estudiada y su actividad biológica frente a la misma. La ventaja de utilizar 

una quimioteca comercial frente a la síntesis de la misma, es que el en el primer caso 

todos los compuestos suelen ser fármacos o profármacos aprobados por algún organismo 

oficial, por lo que han demostrado ser seguros para su uso humano y el proceso para 

aprobar el fármaco, llegado el caso, se simplifica. En la mayoría de los casos son 

necesarias modificaciones químicas posteriores de dichos compuestos primarios para 

mejorar la especificidad y la afinidad de unión (Carnero, 2006) (Ashenden, 2018). 

 

Para el diseño del experimento propiamente dicho para llevar a cabo el cribado 

farmacológico de alto rendimiento existen muchas opciones, aunque las podemos agrupar 

principalmente en dos: ensayos sin células (cell-free HTS assays), o ensayos llevados a 

cabo directamente en células (cell-based assays). Respecto a las tecnologías utilizadas en 

el diseño del experimento son también múltiples, encontrándose entre ellas la 

fluorescencia, la resonancia magnética nuclear, la cromatografía de afinidad, o los 

microarrays de DNA,u otras técnicas, pudiendo llegar al cribado de más de 100000 

moléculas al día (MacArron et al., 2011).  
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Hay que tener en cuenta que un resultado positivo para HTS que demuestre la interacción 

entre una mueva molécula (posible nueva droga) y una proteína diana significa 

únicamente que bioquímicamente son capaces de interaccionar, lo que puede que se aleje 

mucho de su comportamiento biológico dentro de un organismo vivo. Un organismo vivo 

es un sistema complejo con miles de proteínas interaccionando entre sí, en el que el 

comportamiento de la nueva molécula puede diferir mucho de los experimentos in vitro. 

Puede ser, por ejemplo, que en un organismo esa nueva molécula interactúe 

indeseablemente con más proteínas a parte de la proteína diana, o que no interaccione con 

la proteína diana debido a la presencia de otras enzimas, cofactores, sales…, o puede 

también que, aunque se una a la proteína diana y realice la acción biológica esperada, esta 

no sea suficiente para el tratamiento de la enfermedad, ya que estas suelen ser el resultado 

de múltiples aberraciones moleculares aún por descubrir (Mishra et al., 2008). Por lo que 

un resultado positivo en el cribado solo es el primero de los muchos pasos necesarios para 

determinar la actividad biológica real de la nueva molécula. 

 

El segundo tipo de ensayos para llevar a cabo grandes cribados masivos de moléculas 

candidatas a actuar contra una molécula diana concreta, y que representa un punto 

intermedio entre la teoría y los experimentos, son los métodos computacionales (Kitchen 

et al., 2004) (Saldívar-González et al., 2017) (Zoete et al., 2009). Estos métodos 

computacionales son todo un arsenal de nuevas tecnologías, con un importante 

componente matemático y computacional que permiten crear modelos teóricos 

tridimensionales de receptores y ligandos, estudiar preferencias conformacionales, 

dilucidar la naturaleza y magnitud de las fuerzas interatómicas que gobiernan su 

interacción y analizar el comportamiento dinámico de cada molécula por separado y de 

sus correspondientes complejos (Lengauer & Rarey, 1996). Es una técnica muy usada 

para el diseño de fármacos: una vez conseguido un ligando con alta afinidad para un 

determinado sitio de unión de la proteína receptora mediante simulación in silico, se 

procede a realizar estudios experimentales para comprobar si realmente funciona.  

 

Los métodos computacionales suelen constar de dos partes.  

Una primera parte denominada dinámica molecular (DM) que genera información sobre 

la posición y la velocidad de cada partícula o átomo del sistema en cada instante de 

tiempo, generando un conjunto de configuraciones diferentes (búsqueda conformacional) 

de un sistema de partículas, aplicando el principio de minimización de la energía. Estas 
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moléculas que deben ser químicamente viables y poseer alta actividad biológica son 

caracterizadas estructuralmente y sometidas a un proceso de optimización de su potencia 

farmacológica. De estas, los que presenten mejores propiedades, serán seleccionados 

como potenciales candidatos a pasar a la siguiente fase de desarrollo.  

Y una segunda parte, también computacional, denominada acoplamiento molecular o 

docking que proporciona información de la interacción proteína diana-ligando. Cuando 

un ligando se une a una proteína diana, este se mantiene en una posición concreta por 

muchas interacciones con diferentes grupos del receptor que, en el caso de las proteínas 

pueden estar ampliamente dispersos en la secuencia primaria de aminoácidos, pero que 

estarán cerca en la estructura terciaria de la proteína una vez que esta se ha plegado. Las 

contribuciones de cada grupo a la energía total de unión pueden ser débiles pero la suma 

de todas puede hacer que el ligando se una muy firmemente. Además, si no tenemos datos 

cristalográficos sobre el modo preciso de unión del ligando a la macromolécula, es preciso 

explorar las diversas posibilidades de interacción entre ambas moléculas y la búsqueda 

del complejo más estable, función principal de la técnica de docking o acoplamiento.  

 

Independientemente del método utilizado para hallar un posible ligando con acción 

biológica que se una a la molécula diana formando un compuesto estable, queda un largo 

recorrido de entre 10 y 15 años hasta la puesta en el mercado del buscado fármaco, y en 

este largo proceso muchos son los ligandos que resultarán descartados en algún punto del 

recorrido (Figura I2.2.1).  
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Figura I2.2.1: Diagrama adaptado de Elservier (Rang et al., 2016.) 

 

Este largo recorrido consta de tres fases principales (Rang et al., 2016): 

 

1. Descubrimiento del fármaco, o fase en la que se eligen las moléculas candidatas 

en función de sus propiedades farmacológicas. 

 

2. Desarrollo preclínico, o fase en la que se realiza un amplio abanico de estudios en 

seres no humanos (p. ej., pruebas de toxicidad, análisis 

farmacocinético/farmacodinámico y formulación). 

 

3. Desarrollo clínico, o fase en la que se prueba la eficacia, los efectos secundarios 

y los peligros potenciales que el fármaco seleccionado provoca en voluntarios 

sanos y en pacientes. 

 

Estas fases no tienen por qué desarrollarse de una forma estrictamente sucesiva, como se 

indica en la infografía (Figura I4), sino que generalmente se superponen. En general se 

puede decir que la fase preclínica sirve sobre todo para demostrar la falta de efectos 
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adversos, mientras que la fase clínica sirve para demostrar la eficacia terapéutica del 

nuevo ligando. 

 

El resumen de todos los pasos involucrados en la búsqueda de un fármaco contra una 

enfermedad concreta queda reflejado en la siguiente figura (Figura I2.2.2): 

 

 
 

Figura I2.2.2: Esquema representativo de los pasos seguidos para el 

descubrimiento de un fármaco, desde el problema o enfermedad en cuestión 

hasta la puesta en el mercado de dicho fármaco. 

 

 

3. PROTEÍNAS INTRINSECAMENTE DESESTRUCTURADAS (IDPs: 
Intrinsically Disordered Proteins) COMO POSIBLES DIANAS TERAPÉUTICAS 
 

El dogma aceptado universalmente hasta hace unos años por toda la comunidad científica 

que relacionaba la estructura tridimensional de las proteínas con la funcionalidad de las 

mismas, fue cuestionado hace unos 15 años con el descubrimiento de un grupo de 

proteínas a las cuales no se les podía asignar, mediante las técnicas apropiadas para ello 
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(cristalografía de rayos X, RMN, dicroísmo circular…) una estructura secundaria estable, 

es decir, no necesitaban estar plegadas para desarrollar su función en la célula, lo que 

echaba por tierra la relación estructura-función. Estas proteínas contenían en su estructura 

unas regiones desestructuradas o regiones con plegamiento incierto (random coil), que 

pueden afectar únicamente a zonas de unión entre dominios funcionales de la proteína 

dando lugar a las clásicas proteínas plegadas o proteínas globulares, o ser lo predominante 

a lo largo de toda la proteína, dando lugar al grupo de proteínas denominadas proteínas 

intrínsecamente desestructuradas o desordenadas (IDPs: Intrisically Disordered 

Proteins), también conocidas como proteínas no estructuradas (IUPs: Intrinsically 

Unstructured Proteins).  

 

Así se definen las IDPs como un grupo de proteínas dinámicas que existen como un 

conjunto de estructuras que se intercambian rápidamente entre ellas, es decir, sin 

estructura secundaria o terciaria estable, ya sea en algunas regiones de la misma (proteínas 

parcialmente desordenadas), o a lo largo de toda su secuencia (proteínas totalmente 

desordenadas) (Uversky, 2013), (Tompa, 2012). Esta capacidad de fluctuar entre 

diferentes estados conformacionales en una escala de tiempo del orden de nano a 

microsegundos les confiere una flexibilidad y plasticidad que no poseen el resto de 

proteínas (Uversky, 2011). Las distintas conformaciones que puede adquirir una proteína 

intrínsecamente desestructurada son resultado de modificaciones postraduccionales, la 

presencia de agua, o incluso la interacción con otras moléculas como azúcares o iones. Y 

es precisamente esta flexibilidad estructural lo que les permite adoptar estructuras 

diferentes, reconocer e interaccionar con distintos ligandos en la célula, o incluso 

interaccionar con la misma molécula pero de formas distintas. Toda esta maleabilidad en 

su estructura provoca que las interacciones que llevan a cabo las IDPs sean uniones con 

baja afinidad (uniones débiles) pero alta especificidad, lo que constituye una ventaja 

desde el punto de vista biológico y evolutivo (Wright & Dyson, 2015). Esto nos lleva a 

otra de las características destacadas de este grupo de proteínas, la multifuncionalidad 

(moonlighting) de estas proteínas, que las hace capaces de participar en multitud de vías 

metabólicas celulares (Liu & Huang, 2014)  (Tompa et al., 2012.) 

Por lo tanto, las proteínas intrínsecamente desestructuradas son proteínas que se 

encuentran desplegadas en condiciones fisiológicas en la célula, y es la unión a sus 

diferentes ligandos biológicos presentes en la célula lo que produce la estabilización de 
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sus estructuras con un cierto grado de plegamiento, y la formación del complejo 

biológicamente activo.  

En términos de energía de la interacción, se puede pensar que el coste de la entropía 

necesaria para plegar a una proteína desplegada se compensará con la entalpía generada 

por la unión a su ligando. Cuando una proteína intrínsecamente desestructurada 

interacciona con otra macromolécula complementaria, otra proteína normalmente, la 

superficie implicada en la interacción es muy grande, y la entalpia ganada en la unión 

compensa la entropía perdida en ella. Sin embargo, cuando buscamos una molécula 

pequeña que obstaculice la interacción PPI, la termodinámica de la interacción ya no está 

tan clara, ya que la superficie implicada y la entalpía de la interacción ya no son tan 

grandes. En estos casos es donde entra en juego la contribución de la desolvatación al 

término termodinámico de la entropía, definida como el aumento de entropía causada por 

la eliminación de moléculas de agua de la superficie de interacción de la proteína, 

favorecida por el carácter hidrofóbico de la misma. Por lo que esta interacción de una 

molécula pequeña con una IDP está termodinámicamente dirigida por esta ganancia de 

entropía de solvatación, por la pérdida de entropía debida al plegamiento del complejo 

resultante y por la entalpia de la unión (Santofimia-Castaño et al., 2020) 

Además, como hemos dicho antes, las IDPs son capaces de reconocer y unirse a diferentes 

ligandos desempeñando distinta función según se una a uno u a otro ligando. El tipo de 

ligandos con los que pueden unirse son muy diversos. Pueden unirse a otras proteínas, 

RNA, DNA, membranas, o moléculas pequeñas como iones o azúcar, por lo que la 

actividad de las IDPs es también muy diversa, pudiendo participar en la regulación 

transcripcional y traduccional, la transducción de señales celulares, la fosforilación de 

proteínas, el almacenamiento de moléculas pequeñas, como chaperonas de proteínas y de 

RNA, en la regulación del ensamblaje de grandes complejos multiproteicos y del 

ribosoma… De hecho, son proteínas que desarrollan funciones clave en importantes rutas 

reguladoras y de señalización celular, actuando como receptores de membrana, factores 

transcripcionales, receptores hormonales…, por lo que muy a menudo están implicadas 

en enfermedades tan graves como el cáncer, las enfermedades neurodegenerativas, o las 

enfermedades cardiovasculares (Dyson & Wright, 2005). De hecho, algunas IDPs tienen 

la capacidad de funcionar como interruptores de determinadas vías de señalización, de 

manera que cuando la proteína está en una determinada conformación, se une a la 
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molécula blanco y la vía permanece activa, y si cambia su conformación, se inhibe la 

interacción y la vía se inactiva, lo que nos da una idea de lo que su defecto puede suponer 

a nivel celular. 

Por poner el ejemplo del cáncer, se ha visto que el 79% de las proteínas asociadas con el 

cáncer contienen regiones desordenadas de más de 30 aminoácidos. Se ha demostrado 

además que varias proteínas con funciones importantes en la regulación de la división 

celular, como la alfa-fetoproteína; en la vía de señalización que regula la expresión de 

genes, como p53; en la respuesta a daños producidos en el DNA, como BRCA1; o en 

funciones importantes relacionadas con la regulación de la muerte celular programada, 

como las proteínas de la familia Bcl-2, son total o parcialmente desordenadas. Por 

ejemplo, la proteína supresora de tumores p53 realiza su función reguladora 

interaccionando con múltiples proteínas, y la mayoría, aproximadamente un 70% de estas 

interacciones, las realiza a través de regiones desordenadas de la misma. Si p53 pierde su 

función debido a mutaciones o cualquier otra causa, la célula se transformará en una 

célula cancerosa. 

Por otro lado, debido a su flexibilidad y multifuncionalidad, las IDPs deben estar 

sometidas a un riguroso control intracelular, tanto de su concentración, regulada por la 

trascripción y traducción de sus genes para conseguir una baja expresión, como de su vida 

media, regulada por una mayor tendencia a la degradación de estas proteínas. Este 

riguroso control es importante porque, por ejemplo, si encontramos una proteína 

desordenada a una concentración más alta de la necesaria, debido a su plasticidad, podría 

unirse a un ligando inadecuado y producir una cadena de señalización no deseada. 

Respecto a sus características, las proteínas intrínsecamente desestructuradas poseen 

alguna característica que las diferencia de las proteínas plegadas o globulares. Son 

proteínas de baja complejidad, mucha menos complejidad que las segundas, y con una 

composición de aminoácidos diferente a ellas. Por lo general, son poco abundantes los 

aminoácidos hidrofóbicos (Ile, Leu y Val) y aromáticos (Trp, Tyr y Phe), que son 

aminoácidos abundantes en las proteínas globulares ya que estos promueven un 

plegamiento espontáneo; y poco abundantes también los residuos de Cys y Asn, ya que 

son residuos conocidos por ser promotores del orden de la proteína. Por otro lado, las 

IDPs contienen una alta proporción de aminoácidos polares y cargados, como Gln, Ser, 

Pro, Glu, Lys y Arg, y residuos promotores del desorden como Gly y Pro. Todo esto 
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contribuye a esa ausencia de estructura que caracteriza a este grupo de proteínas (Dyson 

& Wright, 2005) (Uversky, 2011). 

 

En cuanto a su abundancia, se ha descubierto la presencia de proteínas intrínsecamente 

desestructuradas en todos los reinos animales y su número aumenta con la complejidad 

del organismo. Se estima que, en eucariotas, más del 40% de las proteínas tienen regiones 

desordenadas mayores de 50 residuos (Liu & Huang, 2014).  

 

Todo lo anterior, unido a que las proteínas intrínsecamente desestructuradas están 

implicadas en numerosas patologías, han hecho que las IDPs sean reconocidas desde hace 

un tiempo como potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de diversas 

enfermedades como puede ser el cáncer (Metallo, 2010), y se dediquen importantes 

esfuerzos para descubrir moléculas que las reconozcan y modifiquen su función (Chen & 

Tou, 2013). La cuestión es que las estrategias de diseño para drogas que actúan sobre 

proteínas bien plegadas no son apropiadas para el caso de las IDPs debido a su naturaleza 

altamente dinámica y la ausencia de una estructura bien definida. Por lo que, aunque ya 

hay algún avance en este campo, como por ejemplo el descubrimiento de algunas 

moléculas que inhiben la formación del complejo c-Myc/Max implicado en varios tipos 

de cánceres humanos, se puede decir que la selección de drogas eficaces para las IDPs 

como diana terapéutica es un reto y plantea grandes dificultades a nuestro actual 

conocimiento de las PPIs. 

 

Esto ha llevado en los últimos años al desarrollo de diferentes aproximaciones para tratar 

de identificar moléculas que interaccionen con las IDPs. Estas aproximaciones son tanto 

experimentales, mediante el cribado de moléculas con estructura química diversa 

contenidas en distintas quimiotecas, como computacionales, mediante el estudio de las 

interfaces de las IDPs que participan en el reconocimiento de sus ligandos biológicos y el 

diseño de moléculas capaces de unirse a esa interface in silico. Esta última aproximación 

plantea un gran desafío, ya que hacer diseño basado en la estructura de algo que no tiene 

estructura definida resulta una tarea complicada (Santofimia-Castaño et al., 2020). Así 

pues, el cribado de fármacos frente a IDPs representa un reto muy importante, pero a la 

vez abre una gran esperanza para el diseño de nuevos fármacos para enfermedades tan 

importantes y con tanta incidencia como el cáncer o las enfermedades degenerativas. 
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Existen actualmente algunos ejemplos de diseño de drogas que tienen como objetivo una 

proteína intrínsecamente desestructurada implicada en el desarrollo de tumores. 

 

El primero de ellos demuestra como una pequeña molécula puede bloquear los complejos 

formados por el factor de trascripción oncogénico c-Myc, una proteína intrínsecamente 

desestructurada que se une a su ligando biológico Max, para formar el complejo c-

Myc/Max.  Este complejo se une al DNA y modula la expresión de genes implicados en 

el crecimiento celular, la apoptosis y otros procesos metabólicos, y su desregulación está 

asociada a tumores muy agresivos de mama, pulmón o cérvix. Mediante distintas 

aproximaciones de HTS y métodos computacionales han sido descubiertas varias 

moléculas orgánicas pequeñas que interaccionaban con la IDP c-Mcy, e impiden su unión 

con Max, haciendo imposible la formación del dímero biológicamente activo c-Myc-Max 

(Choi et al., 2017; Follis et al., 2008.; Mustata et al., 2009). 

 

Otros ejemplos similares han sido descritos con otras proteínas intrínsecamente 

desestructuradas como la proteína tirosin fosfatasa 1B, sobreexpresada en los tumores de 

mama, la proteína FL11 implicada en el sarcoma de Ewing, la proteína p27 implicada en 

la división celular de las células eucariotas o la proteína p53, regulador clave en funciones 

celulares esenciales como la senescencia, el ciclo celular y la apoptosis. 

 

Por lo que, a día de hoy, el desarrollo de fármacos cuyas dianas sean proteínas 

intrínsecamente desestructuradas es una opción real, aunque con las dificultades que ello 

conlleva y que se han comentado anteriormente. 

 

Por último, hay que señalar también que muchos de estos ejemplos son proteínas 

intrínsecamente desestructuradas involucradas en mecanismos de estrés celular. Las 

células cancerígenas crecen en condiciones de estrés celular como hipoxia o falta de 

nutrientes, que activan la expresión de las proteínas de respuesta a ese estrés celular, cuya 

función es ayudar a las células tumorales a adaptarse a ese ambiente hostil. Por lo que 

pensar en estas proteínas intrínsecamente desestructuradas que ayudan a la célula tumoral 

a sobrevivir, como posibles dianas terapéuticas podría abrir nuevas perspectivas para los 

tratamientos de diversas enfermedades (C. Cano et al., 2010; Jego et al., 2013). 
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4. PROTEÍNA NUPR1 COMO DIANA TERAPEÚTICA 
 

La proteína NUPR1 encaja perfectamente con lo mencionado anteriormente. Se trata de 

una proteína de estrés celular intrínsecamente desestructurada, sobreexpresada en muchos 

tipos de tumores, y con evidencia conocida de participar en el desarrollo y progresión de 

muchos tumores. Uno de los tumores donde más se ha estudiado el papel en la 

carcinogénesis y el desarrollo de metástasis de la proteína NUPR1 es en el 

adenocarcinoma ductal de páncreas, por lo que podría resultar útil la investigación de su 

posible papel como diana terapéutica para el tratamiento de este tipo de tumores. 

 

 

4.1 Identificación de la proteína NUPR1 
 

El gen que codifica para la proteína NUPR1 (Nuclear Protein 1), también conocida como 

p8 (molecular mass 8 kDa) o COM1 (candidate of metastasis 1), es el gen NUPR1/p8, 

que fue aislado por primera vez estudiando la respuesta al estrés en el páncreas al inducir 

pancreatitis aguda en ratas, enfermedad más frecuente del páncreas exocrino (Mallo et 

al., 1997). Las células de cualquier organismo responden al estrés causado por una 

agresión o daño poniendo en marcha un programa de emergencia. En este programa de 

emergencia se altera el patrón normal o fisiológico de expresión de genes, causando un 

aumento de la expresión de proteínas de estrés celular y una reducción de la expresión de 

otras proteínas. Todo ello encaminado a ayudar a las células a sobrevivir en esta situación 

de estrés celular o ambiente hostil. En el caso de la pancreatitis aguda, esta respuesta es 

tan rápida y eficaz, que lleva a la autolimitación de la enfermedad. Su programa de 

emergencia sobreexpresa proteínas codificadas por distintos genes, la mayoría de los 

cuales actúan para prevenir la evolución y progresión de la pancreatitis, aunque también 

se sobreexpresan otras proteínas que participan en la regeneración pancreática y la 

supervivencia de la glándula. Por todo ello resulta interesante estudiar cuál es ese 

“programa de defensa” de estas células pancreáticas a nivel molecular. Para llevar a cabo 

este estudio se construyó una librería de cDNA de más de 4x105 clones a partir del mRNA 

expresado en ratas a las que se les había inducido pancreatitis aguda. De esta librería de 

cDNA, más de 280 clones fueron seleccionados y parcialmente secuenciados. 

Posteriormente, sus secuencias fueron comparadas con la base de datos GenBank y se vio 

que 59 de las secuencias no estaban relacionadas con ninguna secuencia descrita 
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previamente. De estas 59 secuencias, la mayoría solo estaba representada una vez en la 

librería, sin embargo, uno de estos clones estaba representado varias veces, por lo que se 

trataba de un gen muy sobreexpresado en la célula ante el estrés causado por la 

pancreatitis. Así es como se descubrió el nuevo gen p8 que codifica para la proteína 

NUPR1 en ratas (Mallo et al., 1997). La estructura primaria de la proteína NUPR1 fue 

deducida simplemente del marco de lectura de la secuencia de nucleótidos. Tal y como 

se muestra en la Figura I4.1.1. 

 

 
 

Figura I4.1.1: Imagen extraída de la publicación Mallo GV et al. (Mallo et al., 1997) 

Izquierda: Expresión de RNA mensajero de p8 en páncreas en función de las horas 

posteriores a la inducción de un proceso de pancreatitis en rata (utilizando ceruleina 

inyectada intraperitonealmente). Derecha: Confirmación mediante WesternBlot de la 

presencia de la proteína (utilizando un anticuerpo policlonal que reconocía la 

secuencia de aminoácidos 61-80 de p8 en rata). 

 

Una vez identificado este RNAm se utilizó este cDNA del gen p8 de rata para hacer un 

cribado de una librería de cDNA de páncreas humano, dando un único clon positivo, que 

correspondía al equivalente gen p8 en humano, con una homología del 74% con el de rata 

(Vasseur et al., 1999). El esquema general del proceso de descubrimiento de la proteína 

NUPR1 se muestra a continuación (Figura I4.1.1) 
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Figura I4.1.1: Proceso global de la identificación del 

gen p8 que codifica para la proteína de estrés celular 

NUPR1 

 

Todo lo posterior a partir de este punto del trabajo hace referencia al gen p8 y la proteína 

NUPR1 humana. 

 

Estudios posteriores demostraron que, al igual que en la rata, el gen p8 humano es un gen 

de estrés celular cuya expresión se ve rápidamente inducida en el páncreas durante la 

pancreatitis aguda, y que codifica la proteína NUPR1 que ayuda al páncreas a protegerse 

y regenerarse. Además de en páncreas, la proteína NUPR1 se expresa abundantemente en 

hígado, próstata, ovario, colon, tiroides, tráquea y glándula adrenal; su expresión es 

moderada en corazón, placenta, pulmón, músculo esquelético, riñón, testículos, intestino 

delgado, estómago y ganglios linfáticos; y se ha detectado baja expresión de la misma en 

cerebro, bazo, timo y medula ósea. No se ha encontrado mRNA de NUPR1 en sangre 

periférica ni leucocitos (Mallo et al., 1997)  

 

Tras el descubrimiento del gen p8 como un gen de respuesta al estrés celular, otros 

estudios identificaron otro gen, denominado COM1 (Candidato a Metastasis-1) muy 

sobreexpresado en el cáncer de mama, cuya secuencia era idéntica a la secuencia del gen 

p8 humano (Ree et al., 2000). Se trata pues de la misma proteína que, aparte de estar muy 

expresado en la pancreatitis aguda, se expresaba también en el cáncer de mama. 

  

Visto los resultados de la expresión de la proteína NUPR1 no solo en la pancreatitis 

aguda, sino también en el cáncer de mama, se ampliaron los estudios para analizar la 

expresión de este gen en otros tipos de tumores y se vio que también su expresión estaba 
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alterada (aumentada o disminuida) respecto a sus niveles en tejido sano en muchos tipos 

de tumores, como los localizados en la glándula pituitaria, páncreas, próstata, tiroides o 

glioblastomas (Goruppi & Iovanna, 2010). 

 

Concretamente en el caso del adenocarcinoma ductal de páncreas (PDCA), que es el que 

nos interesa en este trabajo de tesis, se ha demostrado mediante estudios de 

inmunohistoquímica la sobreexpresión de la proteína NUPR1 tanto en tejido de páncreas 

canceroso, como en líneas celulares de cáncer de páncreas, siendo sus niveles normales 

en el cistadenoma mucinoso en el páncreas normal sano (Su et al., 2001). Las células 

pancreáticas tumorales, y en general todas las células tumorales, tienen que ser capaces 

de sobrevivir en unas condiciones extremadamente duras (Feig et al., 2012). Por un lado, 

las condiciones de hipoxia y falta de nutrientes debida a la poca vascularización en los 

tejidos del tumor, y por otro, a las especies reactivas de oxígeno (ROS) presentes en el 

microambiente debidas al metabolismo extremadamente alterado de las células 

transformadas. Todo ello pone en marcha el mecanismo de defensa celular al estrés, en 

gran parte controlado por la proteína NUPR1, proteína clave en el desarrollo de este tipo 

de tumores y candidata ideal para el diseño de nuevas drogas (Santofimia-Castaño et al., 

2019) (Chen et al.,2018) (Chatterjee & Burns, 2017). 

 

 

4.2 Estructura y características de la proteína NUPR1:  
 

En cuanto a su estructura, la proteína NUPR1 es un polipéptido de 82 aminoácidos, de 

carácter básico, y una masa molecular teórica de 8.8 kDa (Mallo et al., 1997) cuya 

secuencia de aminoácidos es:  

 

MATFPPATSAPQQPPGPEDEDSSLDESDLYSLAHSYLGGGG 

RKGRTKREAAANTNRPSPGGHERKLVTKLQNSERKKRGARR 

 

La representación de su estructura puede verse en la siguiente figura (Figura I4.2.1)  
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Figura I4.2.1: Imagen extraída de la web: 

https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/O60356. En ella se representa a la 

proteína NUPR1 de 82 aminoácidos (código UniProt 060356) en la que 

se aprecia su condición de proteína intrínsecamente desestructurada o 

IDP 

 

Está proteína humana está codificada por el gen p8, situado en el cromosoma 16, 

concretamente en la región 16p11.2. Este gen está compuesto por tres exones separados 

por dos intrones y es un gen muy conservado entre especies, encontrándose homólogos 

del mismo en mamíferos, Drosophila y Xenopus (Zinke et al., 2002). 

 

Existe otra isoforma de la proteína denominada isoforma α que se produce por splicing 

alternativo, y que contiene 18 aminoácidos más, aunque no se le conoce ninguna función. 

Todos los estudios bioquímicos y moleculares que se han llevado a cabo hasta la fecha 

de esta proteína se han hecho con isoforma más corta y biológicamente activa β, por lo 

que todo este trabajo se realizó con esta isoforma (C. E. Cano & Iovanna, 2010). 

 

Tras el descubrimiento de la proteína NUPR1 y, utilizando el programa computacional 

de predicción de la localización de las proteínas en la célula PSORT 

(www.expasy.hcuge.ch) se concluyeron varias cosas: en primer lugar, la proteína NUPR1 

es una proteína que carece de péptido señal, lo que sugiere que no es una proteína de 

secreción; tampoco se encuentran en su secuencia regiones transmembrana, por lo que es 

improbable que se trate de una proteína mitocondrial, lisosomal o anclada al retículo 

endoplasmático; sin embargo, sí que se aprecia en su extremo COOH-terminal una señal 

bipartita de localización nuclear. Se trata un dominio canónico bipartito de residuos 

cargados positivamente, típico de las señales de localización nuclear en humanos (NLS: 

KLVTKLQNSERKKRGA), lo que sugiere que NUPR1 funciona en el núcleo de la 
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célula. De hecho, como se descubrió posteriormente, la proteína NUPR1se distribuye por 

toda la célula, núcleo o citoplasma, dependiendo su localización subcelular de las 

condiciones de crecimiento en la célula (Sandi et al., 2011a) (Valacco et al., 2006). Todos 

estos datos han sido confirmados posteriormente por inmunofluorescencia en células 

transfectadas con el gen p8.  

También se observó en el extremo N-terminal de la proteína la presencia de una región 

PEST (Regiones ricas en Pro/Glu/Ser/Thr-rich), que se asocian a proteínas de vida media 

corta, lo que sugiere una regulación de los niveles de la proteína NUPR1 por el sistema 

ubiquitina/proteasoma (Goruppi & Kyriakis, 2004). 

  

Otro hecho importante son los datos obtenidos en la predicción de su estructura 

secundaria. Estos datos muestran que NUPR1 tiene un motivo hélice-bucle-hélice pero 

que permanece mayoritariamente desplegada, perteneciendo por tanto al grupo de las 

proteínas intrínsecamente desestructuradas o IDPs (Neira et al., 2011; Santofimia-

Castaño et al., 2017 . Esta estructura es similar a la de otras proteínas que actúan como 

proteínas de unión al DNA, por lo que la proteína NUPR1 podría actuar como factor de 

transcripción uniéndose al DNA. Esta hipótesis está apoyada por la capacidad de la 

proteína de ser fosforilada/defosforilada, y que podría estar relacionada con la 

translocación de la proteína al núcleo y su unión al DNA (Mallo et al., 1997) (Vasseur et 

al., 1999). 

 

En la estructura de NUPR1 también se han identificado dos regiones críticas, identificadas 

mediante estudios in silico y de ingeniería de proteínas (Santofimia-Castaño et al., 2017) , 

que resultan ser las más hidrofóbicas de la cadena proteína, y que están involucradas en 

la interacción de la proteína con muchos de sus ligandos naturales (DNA, protimosina-

α…). Estas dos regiones clave para las interacciones de la proteína NUPR1 son: la región 

de los aminoácidos de las posiciones 30 de la proteína donde se encuentran los únicos dos 

residuos de tirosina de la proteína; y la región alrededor de la Thr68. Cabe destacar que, 

en todas estas interacciones, NUPR1 permanece desordenada tras la formación del 

complejo (Aguado-Llera et al., 2013a)(Aguado-Llera et al., 2013b)(Santofimia-Castaño 

et al., 2017) 

 

La búsqueda de su homología con otras proteínas humanas en distintas bases de datos no 

mostró homología de la proteína NUPR1 con otras proteínas humanas de función 
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conocida. Sin embargo, estudios bioquímicos de la misma muestran que la proteína tiene 

algunas propiedades bioquímicas como pueden ser el alto punto isoeléctrico, el peso 

molecular, los porcentajes de Arg+Lys, Glu+Asp, Ser+Thr, Gly+Pro, la hidrofobicidad, 

y la separación de las cargas (los residuos cargados negativamente aparecen en el extremo 

N-terminal y los residuos cargados positivamente en el extremo carboxilo terminal), 

similares a un grupo de proteínas conocidas. Concretamente NUPR1 muestra cierta 

similitud con el grupo de proteínas de alta movilidad (HMG), concretamente cos las 

HMG-I/Y. Así pues, aunque no hay una gran homología de secuencia con estas proteínas 

(solo un 35%), NUPR1 podría ser considerada una HMG-I/Y (Encinar, Mallo, Mizyrycki, 

Giono, Gonzalez-Ros, et al., 2001). Estas proteínas de alta movilidad son un conjunto de 

proteínas no histónicas que actúan como elementos arquitectónicos en múltiples procesos 

dependientes de DNA en el contexto de la cromatina. Se unen al DNA para producir 

cambios de conformación en la cromatina, e inducen la unión de componentes adicionales 

necesarios para la activación o inhibición de la transcripción de muchos genes. Junto con 

las histonas, las proteínas de alta movilidad juegan un papel clave en la regulación de los 

complejos núcleo-proteicos.  

 

Corroborando lo dicho anteriormente, se descubrió que la proteína NUPR1 se une al DNA 

independientemente de la secuencia y que es sustrato para la kinasa A, que produce la 

fosforilación de la misma aumentando el porcentaje de estructura secundaria definida y 

la unión de la proteína al DNA (aunque tanto las especies fosforiladas como las 

defosforiladas son capaces de unirse al DNA) (Encinar, Mallo, Mizyrycki, Giono, 

Gonzalez-Ros, et al., 2001). Además de fosforilada, NUPR1 puede ser acetilada y 

ubiquitinada, cualidades que, junto con su localización celular apoyan aún más el papel 

de NUPR1 en la regulación transcripcional de muchos de los genes implicados en 

importantes procesos celulares (Goruppi et al., 2007b). 

 

Otro hecho interesante que reafirma lo dicho anteriormente, es el hecho de que los análisis 

de resonancia magnética nuclear (NMR) y dicroísmo circular (CD) de la proteína NUPR1, 

indican la ausencia de una estructura secundaria estable de la misma en disolución. La 

forma del espectro obtenido por estas técnicas corresponde a una conformación random 

coil, es decir, una espiral al azar o una cadena aleatoria sin estructura estable. Se trata por 

lo tanto de una proteína que se encuentra parcialmente desplegada en disolución, 
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perteneciendo, al igual que las HMG al grupo de las proteínas intrínsecamente 

desestructuradas o IDPs, como hemos comentado anteriormente.  

Esto está en concordancia con su composición de aminoácidos con alto contenido de Gly 

y Pro, y bajo contenido de aminoácidos hidrofóbicos, aminoácidos que, como hemos 

visto, no favorecen una estructura secundaria definida.  

 

Las IDPs se caracterizan por ser proteínas sin estructura secundaria y terciaria estable en 

disolución, siendo precisamente su unión con otras proteínas lo que promueve la mutua 

estabilización de sus estructuras en una conformación determinada y la formación del 

complejo biológicamente activo. Además, las IDPs son proteínas multifuncionales, ya 

que tienen capacidad de unirse a distintos ligandos, desempeñando distinta función según 

con cuál de ellos interaccionen.  

 

Todo lo anterior se ve reflejado con nuestra proteína NUPR1 ya que su pequeño tamaño, 

su falta de estructura tridimensional específica y su localización nuclear-citoplasmática, 

permite su interacción con varios ligandos distintos y su participación en diferentes vías 

de señalización celular. Por tanto, la proteína NUPR1, englobada dentro de este grupo de 

proteínas, desempeña múltiples funciones y está involucrada por tanto en numerosos 

procesos celulares como veremos a continuación. 

 

 

4.3 Regulación de la expresión de la proteína NUPR1 
  

Como hemos visto anteriormente, la proteína NUPR1 es una proteína de respuesta al 

estrés celular que permite a la célula adaptarse a condiciones hostiles para su 

supervivencia, como son la falta de nutrientes, la hipoxia, los inductores de la apoptosis 

o los fármacos antineoplásicos.  

 

El promotor de NUPR1 es similar al promotor de otros factores de transcripción 

implicados en la progresión tumoral, y puede ser activado por numerosas moléculas, ya 

que NUPR1 está implicada en multitud de rutas de señalización y sus funciones 

involucran a multitud de señales intracelulares (Shimizu et al., 2007). Unos de los factores 

de transcripción que regulan la transcripción de NUPR1 con C/EBPα y C/EBPβ, que están 

implicados en la supervivencia intravascular de las células tumorales de páncreas. A su 
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vez, el promotor de NUPR1 también es activado por NF-κb, el cual posee un papel clave 

en la supervivencia de las células de cáncer de páncreas.  

Además, el promotor de NUPR1 tiene 3 elementos de respuesta a Smad (SRE), condición 

especialmente interesante en el adenocarcinoma ductal de páncreas, donde se ha 

demostrado que el complejo supresor de tumores Smad4/DPC4 está mutado en un 50% 

de los casos. Estos complejos Smad son activados por TGFβ-1 (Garci et al., 2001), se 

acumulan en el núcleo y activan genes con SREs, como el caso de NUPR1, es decir, que 

TGFβ activa la expresión de NUPR1 a través de los complejos Smad. Y dado el papel 

clave que TGFβ tiene en muchos tipos de cáncer, ya que controla un gran número de 

procesos incluyendo la proliferación, migración, adhesión, y la diferenciación celular, es 

posible que realice estos procesos a través de la proteína NUPR1, siendo esta un 

interruptor de las funciones protumorales que TGFβ desempeña en las células tumorales. 

   

 

4.3 Funciones de la proteína NUPR1  
 

Como se ha mencionado anteriormente, la proteína NUPR1 es una proteína 

intrínsecamente desestructurada sin una estructura secundaria definida, y es precisamente 

esa falta de estructura lo que le dota de la plasticidad necesaria para unirse a distintos 

ligandos dentro de la célula, lo que dará lugar a múltiples complejos, cada uno con una 

actividad biológica diferente. Así pues, la proteína NUPR1 es una proteína multifuncional 

implicada en numerosos procesos celulares, relacionados en su mayoría con el estrés 

celular por tratarse de una proteína de respuesta al estrés.  

 

La expresión de la proteína NUPR1 está asociada a muchos procesos relacionados con el 

cáncer, pero también está relacionada con condiciones no tumorales, como veremos a 

continuación. 

 

Hay que recordar, que la estructura de la proteína y las distintas localizaciones que esta 

puede tener en la célula dependiendo de las condiciones, la dotan de capacidad para 

desarrollar muchas funciones distintas.  

 

Por un lado, NUPR1, gracias a su secuencia canónica bipartita, puede estar localizada en 

el núcleo de la célula, pudiendo comportarse como una proteína de unión al DNA y 
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actuando como factor de transcripción de numerosos genes (Hoffmeister et al., 2002) 

(Malicet, Giroux, et al., 2006a). Esa característica de unión al DNA le hace también 

participar en otras funciones como el remodelado y la relajación de la cromatina 

facilitando el acceso de la maquinaria de transcripción celular. Es capaz de unirse a la 

proteína MSL1 (proteína asociada a la acetiltransferasa de las histonas) en respuesta al 

daño del DNA en el núcleo de la célula y participar en el proceso de reparación celular, 

siendo esencial para la supervivencia celular en respuesta al cisplatino. Por esta razón 

también, NUPR1 podría participar en el mecanismo de reparación del DNA tras la 

radiación (Gironella et al., 2009).  

 

Por otro lado, NUPR1 puede localizarse en el citoplasma celular pudiendo interaccionar 

allí con diversas proteínas desempeñando las funciones que se enumeran a continuación: 

 

1- Apoptosis:  

 

La capacidad de la proteína NUPR1 para regular la apoptosis de células tumorales, por 

medio del complejo formado por la NUPR1 y la proteína Protimosina-α (complejo 

NUPR1/Protimosina-α), ha sido descrita en trabajos previos (Malicet et al., 2006b). La 

protimosina-α es, al igual que la proteína NUPR1, una pequeña molécula de respuesta al 

estrés y sin estructura secundaria definida, que forma parte del grupo de las proteínas 

intrínsecamente desestructuradas o IDPs. Se trata de una proteína ampliamente localizada 

y bien conservada entre los mamíferos, relacionada con la proliferación celular y la 

carcinogénesis, la transcripción y el remodelado de la cromatina. Esta proteína, capaz de 

inhibir la formación del apoptosoma inhibiendo la activación de la caspasa 9, necesita la 

interacción con la proteína NUPR1 para llevar a cabo su función antiapoptótica (Malicet, 

Dagorn, et al., 2006). Ambas IDPs interaccionan entre sí, estabilizando sus estructuras al 

formarse el complejo para poder llevar a cabo su función biológica. Ha sido demostrado 

también que la sobreexpresión de ambas proteínas con la consiguiente sobreexpresión del 

complejo NUPR1/Protimosina-α, incrementa las propiedades antiapoptóticas de la célula, 

lo que podría estar relacionado con la resistencia a la apoptosis de las células tumorales 

pancreáticas debido a un aumento de la expresión de NUPR1 (junto con protimosina-α). 

Esto sugiere que el complejo NUPR1/Protimosina-α podría ser una diana interesante para 

el tratamiento del cáncer de páncreas, ya que cualquier molécula que lo bloqueara, 

provocaría un aumento en la apoptosis de las células tumorales. 
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Por lo dicho anteriormente, hay que destacar otra función importante de la proteína 

NUPR1: su relación con la resistencia de las células pancreáticas tumorales a los fármacos 

antineoplásicos utilizados habitualmente. Se ha determinado que, en el mecanismo de 

resistencia a drogas de este tipo de tumores, entran en juego varios aspectos como son la 

concentración de droga intracelular, la inactivación rápida de la droga, la tasa aumentada 

de reparación de DNA en las células tumorales…Aunque el mecanismo preciso de 

resistencia a la quimioterapia en el cáncer de páncreas no está del todo claro, si han sido 

demostrados algunos aspectos importantes sobre este mecanismo. Ha sido demostrado, 

por ejemplo, que la anulación de la expresión de NUPR1 en células tumorales 

pancreáticas resistentes a la Gemcitabina, promueven la apoptosis de las mismas tras el 

tratamiento con el fármaco, aumentando pues la sensibilidad al mismo; a la vez que ha 

sido demostrado también que la sobreexpresión de la proteína aumentaba su resistencia a 

la Gemcitabina  (Giroux et al., 2006)(Tang et al., 2011). Esta podría ser una vía de estudio 

interesante como tratamiento coadyudante para mejorar la sensibilidad a la Gemcitabina 

en los pacientes con adenocarcinoma ductal de páncreas. 

 

 

2- Senescencia:  

 

La relación de la proteína NUPR1 con la senescencia celular ha sido estudiada en varios 

trabajos previos.  

 

Está bien documentado que el paso previo al adenocarcinoma ductal de páncreas es la 

formación de unas lesiones precursoras denominadas neoplasias intraepiteliales de 

páncreas (PanINs), cuyo estímulo para su formación son principalmente mutaciones 

activadoras en el oncogén KRAS. Estas lesiones sufrirán posteriormente diversas 

mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores hasta que progresen al tumor 

propiamente dicho. Por lo tanto, es necesaria una mutación iniciadora activadora en 

KRAS para el desarrollo del cáncer de páncreas, pero esto a su vez, induce en las células 

un efecto supresor de tumores iniciando procesos de senescencia celular, en un proceso 

que se conoce como “senescencia inducida por oncogenes”. Aunque a veces, por 

mecanismos moleculares aún no conocidos del todo, la célula escapa a este control anti-

tumoral de la senescencia, produciéndose las lesiones premalignas. En relación con esto, 

ha sido demostrado en experimentos celulares que la inactivación de NUPR1 induce 
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procesos de protección contra el cáncer como son la senescencia en células pancreáticas 

y la reducción de lesiones PanINs inducidas por la activación de KRAS, mediante la 

activación de genes implicados en la regulación de la transición G1/S (Hamidi et al., 

2012) Por lo que se puede afirmar que NUPR1 coopera con Kras para promover el 

desarrollo de lesiones pancreáticas preneoplásicas modulando la expresión de genes 

necesarios para puentear la prevención de la formación del tumor que supone el 

mecanismo de la senescencia (Hamidi et al., 2012) (Grasso et al., 2014). 

 

Esto confirma el papel de la proteína NUPR1 en la regulación de la senescencia celular 

inducida por oncogenes en el cáncer de páncreas, pero este mecanismo podría producirse 

también en otros órganos, con el impacto en el conocimiento del desarrollo del cáncer 

que esto supondría. También deja abierta la posibilidad de que la intervención temprana 

en las moléculas inducidas por el estrés celular pudiera ser beneficioso para el manejo de 

los pacientes con cáncer. 

 

 

3- Adhesión y tumorigénesis:  

 

La adquisición de propiedades como la migración y la invasión de tejidos alejados del 

tejido original por las células transformadas, es un evento clave en el desarrollo y la 

diseminación del tumor, de ahí que se hayan llevado a cabo varios estudios sobre la 

implicación de la proteína NUPR1 en fenómenos como la invasión, la migración e 

invasión, la adhesión y la tumorigénesis, que forman parte de la invasión de las células 

tumorales a otros tejidos (Sandi et al., 2011b).  

 

Previamente a este trabajo, fue demostrado que la expresión de NUPR1 es indispensable 

para el desarrollo del tumor, ya que los fibroblastos transformados deficientes en NUPR1 

son incapaces de formar tumores en ratones inmunodeficientes, de lo que se deduce que 

la expresión de la proteína es necesaria para la implantación de las células tumorales en 

un tejido extraño  (Vasseur et al., 2002).  

 

En el trabajo de Sandi et al. (Sandi et al., 2011b) quedó demostrado además como la 

expresión de NUPR1 controla la migración celular, la invasión, y la adhesión en las 

células de cáncer de páncreas, procesos clave para la diseminación celular y las 
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metástasis, tan significativas en este tipo de tumores. Este control es debido a que la 

proteína NUPR1 inhibe la expresión de CDC42, un regulador de la polimerización de 

actina en el citoesqueleto y responsable directo de esos procesos.  

 

Esto vuelve a poner de manifiesto el importante papel de NUPR1 en la tumorogésis, y su 

potencial interés en la terapia del cáncer de páncreas. 

 

 

4- Metástasis:  

 

Es bien conocido que las células tumorales de un tumor sólido que pasan a circulación 

son incapaces de formar metástasis distantes a menos que estas sean capaces de responder 

a las condiciones de crecimiento y microambiente ofrecidas por los órganos secundarios.  

 

La proteína NUPR1, se llamó inicialmente factor com-1 o factor candidato a metástasis 

1, por haber sido detectado experimentalmente en células de cáncer de mama que tenían 

la capacidad de metastatizar y estar ausente en las células incapaces de hacerlo (Ree et 

al., 1999), por lo que NUPR1 fue propuesta como mediadora de la respuesta de las células 

tumorales para establecerse en un órgano secundario.  

 

Para establecer la implicación de la proteína NUPR1 en la implantación de células 

tumorales en tejidos extraños, es decir, para dilucidar su papel en las metástasis Cano et 

al. (C. Cano et al., 2010) desarrollaron un ratón knock out para la proteína NUPR1. 

Cuando se obtenían los fibroblastos transformados del ratón wild type para la proteína 

NUPR1 y se inoculaban en un ratón inmunodeficiente, estas eran capaces de producir 

tumores en el mismo, mientras que cuando las células inoculadas eran los fibroblastos 

transformados de los ratones KO para la proteína NUPR1 eran incapaces de formar los 

tumores. Lo mismo demostraron con células MiaPaca2 ko y wil type para la proteína 

NUPR1.  

 

Todo esto puso de manifiesto el papel de NUPR1 en la formación de metástasis, siendo 

la expresión de NUPR1 necesaria para la implantación de las células tumorales en un 

tejido extraño.(C. Cano et al., 2010) 

 



INTRODUCCIÓN 

41 
 

5- Funciones biológicas no tumorales:  

 

Las funciones biológicas de NUPR1 no están limitadas a la formación y diseminación de 

tumores, ya que se ha visto que esta proteína está también involucrada en varias funciones 

relacionadas con la respuesta celular al estrés. A) Se ha visto que NUPR1 está expresada 

en las islas pancreáticas y en algunas células β pancreáticas, y ha sido definido como 

mediador fisiológico del crecimiento de las células β inducido por glucosa (Path et al., 

2004). B) Además, como hemos explicado anteriormente, NUPR1 se haya 

sobreexpresada en los procesos de pancreatitis, donde está relacionado con la capacidad 

de la célula de inducir la expresión de genes antiinflamatorios (Vasseur et al., 2004). C) 

Ha sido descrito también su papel en patologías cardiacas, siendo la proteína NUPR1 

necesaria para la inducción de MMP9 y MMP13 inducida por TNFα en los fibroblastos 

cardiacos. Esto está sustentado por el hecho de haberse encontrado niveles de NUPR1 

significativamente incrementados en pacientes con fallo cardiaco, que disminuían con las 

intervenciones terapéuticas (Goruppi et al., 2007a). D) Se ha detectado también una 

mayor expresión de la proteína NUPR1 en la hipertrofia de las células mesangiales 

renales, un evento clave en la enfermedad diabética renal (Courjal et al., 1997). 

 

Todo lo explicado anteriormente indica que NUPR1 es una proteína pequeña 

intrínsecamente desestructurada implicada en numerosas rutas celulares relacionados con 

el cáncer, por lo que puede ser considerada una buena diana terapéutica para la 

investigación de nuevos fármacos antitumorales. El descubrimiento de pequeñas 

moléculas que interaccionaran con NUPR1 impidiendo la unión a sus ligandos biológicos, 

conseguiría bloquear muchas de las funciones protumorales de la proteína en la célula. 

Por ejemplo, una pequeña molécula que evitara la formación del complejo 

NUPR1/Protimosina α aumentaría las tasas de apoptosis de las células tumorales 

pancreáticas; o si esta molécula inhibiera la formación del complejo NUPR1/MSL1, se 

modularía la reparación del DNA de esas células tumorales.  

 

Aunque la búsqueda de estas moléculas que bloqueen la interacción proteína-proteína de 

una proteína intrínsecamente desestructurada es un reto, no hay que olvidar que la 

descripción de una estrategia para llevarla a cabo abriría un gran campo en el desarrollo 

de fármacos antineoplásicos, ya que gran parte de las proteínas implicadas en cáncer son 

proteínas intrínsecamente desestructuradas.
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Todos los estudios reportados previamente a la realización de esta tesis doctoral parecen 

indicar que NUPR1 es una proteína pequeña intrínsecamente desestructurada (IDP) que 

está implicada en numerosas rutas celulares, relacionadas muchas de ellas con desarrollo 

del cáncer, por lo que puede ser considerada una buena diana terapéutica para la 

investigación de nuevos fármacos antitumorales. 

 

El descubrimiento de pequeñas moléculas que interaccionaran con la IDP NUPR1 

impidiendo la unión de la misma a sus ligandos biológicos, podría dar como resultado el 

bloqueo de muchas de las funciones protumorales que la proteína desempeña la proteína 

en la célula. Por ejemplo, una pequeña molécula que evitara la formación del complejo 

NUPR1/Protimosina-α, podría aumentar las tasas de apoptosis de las células tumorales 

pancreáticas; o si esta molécula inhibiera la formación del complejo NUPR1/MSL1, se 

modularía la reparación del DNA de esas células transformadas.  

 

Aunque la búsqueda de estas moléculas que bloqueen la interacción proteína-proteína 

(IPP) de una proteína intrínsecamente desestructurada (IDP) es un reto, no hay que olvidar 

que la descripción de una estrategia para llevarla a cabo abriría un gran campo en el 

desarrollo de fármacos antineoplásicos, ya que gran parte de las proteínas implicadas en 

cáncer son proteínas intrínsecamente desestructuradas. 
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Así pues, los objetivos que nos planteamos llevar a cabo en la presente tesis doctoral son 

los siguientes: 

 

1. OBJETIVO PRINCIPAL: 

 

Identificación de pequeñas moléculas con potencial efecto terapéutico para el 

tratamiento del adenocarcinoma ductal de páncreas, mediado a través de su 

interacción con la proteína intrínsecamente desordenada NUPR1. 

 

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS: 

 

- Diseñar una estrategia experimental que permita llevar a cabo un cribado de 

alto rendimiento que detecte interacción entre pequeñas moléculas químicas y 

la proteína intrínsecamente desordenada NUPR1. 

 

- Caracterizar la unión de los ligandos previamente identificados con la proteína 

NUPR1: 

 

o “in vitro" mediante técnicas biofísicas, determinar parámetros de 

interacción y regiones de unión a la proteína. 

o “in silico” mediante métodos computacionales, identificar el tipo de 

interacciones entre la proteína NUPR1 y los ligandos. 

o “in cellulo” mediante técnicas de cultivo de celular, evaluar el efecto 

del ligando sobre la interacción de la proteína con sus partners 

celulares. 

 

- Determinar el potencial efecto terapéutico de los compuestos: 

 

o “in cellulo”, sobre la viabilidad y capacidad progresión de células 

tumorales de adenocarcinoma ductal de páncreas. 

o “in vivo”, sobre ratones inmunodeficientes con xenoinjertos humanos 

derivados de adenocarcinoma ductal de páncreas.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES 
 

 

1. CULTIVOS CELULARES  
 

1.1 Mantenimiento de los cultivos celulares 
 

La línea celular utilizada en este trabajo ha sido la línea celular MiaPaca2 derivada de 

adenocarcinoma de páncreas, cedida por el Dr. Juan Iovanna del Centre de Recherche en 

Cancérologie de Marseille (Francia). 

 

El medio de cultivo utilizado para fue DMEN modificado (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) cuya composición es: 4,5 g/l glucosa, L-Glutamina, piruvato de sodio y 3,7 g/l 

NaHCO3 (Pan Biotech), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) (Pan 

Biotech), y antibióticos (penicilina 100U/mll y estreptomicina 100μl/ml, conteniendo 

también L-Glutamina 292 μl/ml, (Gibco by Life Technologies). Este medio se 

denominará de ahora en adelante, medio DMEN completo. 

 

Las células MiaPaca2, fueron crecidas en un incubador termostatizado (LabLine, Thermo 

Scientific) a 37ºC en una atmósfera de aire con 5% de CO2 y 95% de humedad.  

 

Todos los experimentos reflejados en este trabajo se llevaron a cabo cuando las células 

se encontraban crecidas al 70-80% de confluencia y, para evitar cualquier estrés adicional 

a las células, todos los medios fueron atemperados a 37ºC antes de ser añadidos a las 

mismas. 

 

A su vez, todas las manipulaciones con células se realizaron en condiciones de esterilidad 

en una campana de flujo laminar (modelo PV-30/70, Telstar Life Science Solutions) y 

con todo el material utilizado, previamente esterilizado en autoclave a 121ºC y alta 

presión durante 20min (Presoclave 75, Selecta). 

 

Las células knock-out para la proteína NUPR1 fueron obtenidas en el laboratorio a partir 

de un modelo de ratón para cáncer pancreático, conocido como Pds1-Cre-

KrasG12D/INK4flox/flox en el cual la proteína NUPR1 está delecionada.  



MATERIALES Y MÉTODOS 

47 
 

1.2 Tripsinización 
 

Las líneas celulares se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de 25 o 75 cm2 

realizándose pases de las mismas cuando las células se encontraban formando una 

monocapa al 75-85% de confluencia, cada 3-4 días ±. Para la realización de los pases se 

aspiraba el medio de cultivo, se lavaban las células dos veces con PBS (Phosphate 

Buffered Saline) (Pan Biotech) para eliminar los inhibidores de tripsina presentes en el 

suero y se adicionaba de 1 ml de solución de tripsina 0,05%, 0,02% EDTA en PBS (Pan 

Biotech). Posteriormente, se incubaban en la estufa a 37º hasta que se observaba al 

microscopio óptico (Lan Optics) que las células estaban despegadas, momento en el cual 

eran resuspendidas en medio completo fresco. Tras determinar el número y viabilidad 

celular como se describe en el punto 1.3, las células eran resembradas en cultivo a una 

densidad de 7 x 105 células en el caso de los frascos de cultivo de 25 cm2, y a una densidad 

de 2,2 x 106 células en el caso de los frascos de cultivo de 75 cm2. 

 

 

1.3 Determinación del número de células y su viabilidad 
 

Para la determinación del número de células y su viabilidad se utilizó el método de 

exclusión del azul Tripán (Sigma-Aldrich). Se mezclaban 50μl de la suspensión celular 

previamente homogeneizada con 50μl de una solución de azul Tripan al 0.4% en PBS, se 

colocaba la mezcla en una cámara de Neubauer, y tras esperar 5-10 min se efectuaba el 

recuento celular (N) de los cuatro cuadrantes de la cámara al microscopio óptico (Lan 

Optics). Las células no viables, han perdido la integridad de su membrana y permiten al 

colorante entrar en la célula, dotándolas de un color azul. Por el contrario, las células 

vivas o apoptóticas, conservan su membrana integra, impidiendo la entrada del colorante 

a la célula. 

 

Para la determinación del número de células y su viabilidad se utilizaron las siguientes 

fórmulas: 

 

          Densidad celular (cel/ml) = (N/ 4) x 1.000 x 2 x 10 

         % de Viabilidad= (células no teñidas (viables)/ células totales) x 100  
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1.4. Congelación/descongelación de las líneas celulares 
 

Para la conservación de las líneas celulares se utilizaron tanques de N2 líquido. Las células 

se resuspendían en medio DMEN completo suplementado con un 10% de DMSO (Sigma-

Aldrich) a una densidad de 2x106 células/ml. Los criotubos (Nunc) con las células se 

colocaban en un recipiente de congelación (Thermo Scientific™ Mr. Frosty™) para 

conseguir una velocidad de refrigeración muy próxima a -1ºC/min, que es la velocidad 

óptima para la conservación de las células, y se almacenaba en un congelador de -80ºC. 

Tras 24h a -80ºC se pasaban al tanque de N2 líquido.  

 

Para descongelar las células, una vez descongeladas por completo en un baño a 37ºC, se 

resuspendían en 10 ml de DMEN completo atemperado, se centrifugaban 5min a 1,8 rpm 

(Centrifuge 5702, Eppendorf), y el pellet resultante era resuspendido finalmente en 10ml 

de medio DMEN completo nuevo. 

 

 

1.5 Detección de micoplasmas en los cultivos celulares mediante ensayo enzimático 
 

Para la detección de las posibles y frecuentes contaminaciones por micoplasmas en los 

cultivos celulares, estos se sometieron periódicamente a un test para su detección. El test 

utilizado (MycoAlert™ mycoplasma detection kit, Lonza) es un test enzimático que 

detecta la actividad de enzimas específicas de micoplasmas. Brevemente, tras haber 

permanecido las células un mínimo de 48h en cultivo, se toma una pequeña cantidad de 

sobrenadante, se centrifuga, y 100μl son añadidos a 100μl del reactivo MycoAlert™ 

reagent, el cual transforma el ATP en una señal luminosa vía luciferasa. Tras una primera 

medida de la luminiscencia en este punto, se añadían a la mezcla 100μl del sustrato 

MycoAlert™ Substrate, el cual reaccionaría con las enzimas de los micoplasmas viables 

en caso de que hubiese contaminación, produciendo la conversión de ADP en ATP, e 

incrementando por tanto la cantidad de luz medida en este punto. La relación entre las 

dos medidas de la luminiscencia, antes y después de añadir el sustrato MycoAlert™, es 

utilizada para la detección de posibles micoplasmas en la muestra. 
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El control positivo era proporcionado por el fabricante y como control negativo se preparó 

la misma mezcla anterior sustituyendo el sobrenadante celular por buffer o H2O libre de 

DNasas.  

 

Si la muestra no se analizaba de inmediato, el sobrenadante era congelado a -20ºC hasta 

su análisis. 

 

 

2. MODELOS ANIMALES  
 

El modelo animal utilizado para este trabajo fue el ratón inmunodeficiente NMRI-

Foxn1nu/Foxn1nu , proporcionado por los laboratorios Janvier (Le Genest-Saint-Isle, 

France) y mantenidos en la “Casa de Experimentación Animal” del Centre de 

Cancérologie de Marseille (CRCM) pôle Luminy. Todos los protocolos experimentales 

se llevaron a cabo de acuerdo a las directrices aprobadas a nivel nacional referentes al 

tratamiento de animales de laboratorio, y todos los procedimientos experimentales fueron 

previamente aprobados por el Comité de Ética número 14 de MarsellaTipo de ratones y 

que se trataron según los protocolos para el bienestar animal 

 

 
3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 
 

 

3.1 Expresión de la proteína y purificación 
 

La proteína NUPR1 fue producida y purificada a través de bacterias E. Coli competentes 

crecidas en medio LB como ha sido previamente descrito (Encinar et al. 2001). La 

proteína fue cedida por el grupo del Dr. Neira del Instituto de Biología Molecular y 

Celular, de la Universidad Miguel Hernández de Elche (Alicante). 

 

 

3.2 Transfección de las células MiaPaca2 
 

Las células MiaPaca2 fueron sembradas en placas petri P100 a una densidad de 2,2 × 106 

células/placa y crecidas en estufa durante 24h o hasta el 90% confluencia. Las células 
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fueron entonces transfectadas con los plásmidos correspondientes mediante el reactivo 

Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Invitrogen by Life Technologies) siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Las mezclas de reacción utilizadas fueron: 

  

- Mix 1: Control de la transfección: pEGFP-N1:  

 

► pEGFP-N1 (1×) (3 μg/ μl): 3 μl 

► pcDNA-Ø (0,5x) (1,5 μg/ μl): 6 μl 

► Lipofectamina: 18 μl 

► DMEN sin FBS: 582 μl 

                             

- Mix 2: Control negativo de los experimentos: pcDNA3-FlagHIS-Nupr1: 

 

► pcDNA3-FlagHIS-Nupr1 (1×) (3 μg/ μl):: 3 μl 
► pcDNA-Ø (0,5x) (1,5 μg/ μl): 6 μl 

► Lipofectamina: 18 μl 

► DMEN sin FBS: 582 μl 

 

- Mix 3: Células que expresan ambas proteínas para testar los compuestos: pcDNA3-

FlagHIS-Nupr1 + pcDNA4-V5-HIS-MSL1: 

  

► pcDNA3-FlagHIS-Nupr1 (1×) (3 μg/ μl): 3 μl 

► pcDNA4-V5-HIS-MSL1 (1×) (3 μg/ μl): 3 μl 

► Lipofectamina: 18 μl 

► DMEN sin FBS: 582 μl 

 

Todas las mezclas de reacción fueron incubadas a temperatura ambiente durante 20 min 

para permitir la formación de los lipocomplejos que albergan el DNA en su interior. Una 

vez formados los lipocomplejos, las células se lavaron dos veces y se añadieron 4,5 ml 

de DMEN sin FBS y las mezclas de reacción correspondientes a cada una de las placas. 

Posteriormente se incubaron 4 h a 37 ºC para permitir la fusión de las membranas de los 

lipocomplejos con las membranas celulares, lo que provoca la integración del DNA en la 

célula. 
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Para detener la transfección se aspiró el medio anterior de las placas y se añadieron 10 ml 

de DMEN con FBS al 10%. Las células se dejaron incubando 4h a 37ºC antes de pasarlas 

a las placas correspondientes. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

1 CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO (HIGH-THROUGHTPUT SCREENING: 
HTS) 
 

Para identificar los potenciales ligandos de la proteína intrínsecamente desestructurada 

(IDP) NUPR1, se llevó a cabo un procedimiento experimental de cribado basado en la 

detección de cambios en el perfil de desnaturalización térmica tras la unión de la proteína 

a distintos compuestos, respecto al perfil de desnaturalización térmica de la proteína 

aislada. Estos cambios en el perfil de fluorescencia implicarían una estabilización de la 

proteína IDP tras la unión del ligando y la formación de un complejo estable entre ambos, 

tal y como ha sido descrito en trabajos previos como en el estudio de la identificación de 

pequeñas moléculas inhibidoras de la proteasa NS3 del virus de la hepatitis C (Abian et 

al., 2013), el estudio de inhibidores de la flavodoxina en Helicobacter Pilori (Cremades 

et al., 2009), o el estudio de chaperonas farmacológicas de la fenilalanina hidroxilasa 

humana (Pey et al., 2008). 

 

La desnaturalización térmica se llevó a cabo en un espectrofluorímetro de placas FluoDia 

T70 (PTI: Photon Technology International Inc.), el cual es capaz de medir la 

fluorescencia emitida por una muestra en un rango variable de temperaturas. Las 

longitudes de onda utilizadas en los experimentos fueron λAbsorcion = 390nm y λEmision = 

500nm, y el rango de temperaturas utilizado para la realización de los perfiles, es decir, 

para llevar a cabo la desnaturalización térmica, fue de +5ºC a +75ºC con una velocidad 

de barrido de 1ºC/min y tomando medidas cada 1ºC.  

 

Los compuestos elegidos para ser testados fueron los compuestos de la quimioteca 

Prestwick Chemical Library® (Prestwick Company, Illkirch, France), compuesta por 

1280 pequeñas moléculas orgánicas, todas ellas catalogadas como fármacos o 

profármacos por la FDA u otras agencias reconocidas. Todos los compuestos de la 

quimioteca fueron suministrados disueltos en DMSO 100% y a una concentración de 4 

mM. 
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El número total de compuestos a cribar se dividió en 14 placas de 96 pocillos en las que 

se incluían también 16 controles negativos tal y como se muestra a continuación (Figura 

MM.1), llevando a cabo el cribado de 88 compuestos en cada placa. 

 

 
 

Figura MM1: Distribución de las placas de 96 pocillos utilizadas 

en el cribado de alto rendimiento donde se pueden ver las posiciones 

de los controles negativos (NUPR1 aislada) y los compuestos 

(mezcla NUPR1+compuesto) testados en el cribado. 

 

La proteína NUPR1 fue producida y purificada como ha sido descrito previamente 

(Encinar, Mallo, Mizyrycki, Giono, González-Ros, et al., 2001). Para la elección de la 

sonda fluorescente necesaria para la monitorización de la fluorescencia de NUPR1, se 

llevaron a cabo experimentos previos de puesta a punto con las sondas hidrofóbicas 

SyproOrange y ANS (Sigma-Aldrich), teniendo en cuenta que la emisión de 

fluorescencia de una sonda hidrofóbica aumenta intensamente cuando esta se une a las 

regiones hidrofóbicas de la proteína expuestas al solvente tras la desnaturalización 

térmica. En estos experimentos se comparó el perfil de desnaturalización térmica de la 

sonda (SyproOrange o ANS) sola (mezcla 1) con el perfil de desnaturalización térmica 

de la sonda junto con la proteína (mezcla 2). Ambas mezclas se llevaron a cabo mediante 

la disolución de sus componentes en DMSO (Sigma-Aldrich), debido a que los 

compuestos de la quimioteca fueron suministrados disueltos en dicho disolvente.  
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  Mezcla 1:          

                                      

   ► Tampón: [Na2HPO4]= 20 mM, pH= 7                                

   ► Sonda fluorescente: [ANS]= 23 μM / Sonda fluorescente: [SyproOrange]= 40 μM 

   ► DMSO: 2.5%  

                                                                            ------------------------- 

                                                                                         Volumenfinal= 100 μl 

   Mezcla 2: 

 

   ► Tampón: [Na2HPO4] = 20 mM, pH= 7 

   ► Proteína: [NUPR1] = 4 μM  

   ► Sonda fluorescente: [ANS]= 23μM / Sonda fluorescente: [SyproOrange]= 40 μM 

   ► DMSO: 2.5% 

                                                                                                              ----------------------- 

Volumenfinal=100μl 

 

Una vez seleccionada la sonda fluorescente ANS, debido a su mayor cambio en el perfil 

de fluorescencia que el observado con SyproOrange, se obtuvo para cada compuesto su 

perfil de desnaturalización térmica individual, mediante la cuantificación de la 

fluorescencia emitida al aumentar la temperatura de +5ºC a +75ºC. Las lecturas se 

realizaron en placas multipocillo cónicas opacas de 96 pocillos (ThermoFast 96 skirted 

plates, de Thermo Scientific, Madrid, España) y la mezcla de reacción utilizada para cada 

compuesto fue la que se describe a continuación (mezcla 3). Previamente a la medición, 

las mezclas fueron incubadas a 25ºC durante 30 min cubiertas con 20μl de aceite mineral 

para prevenir su evaporación. 

 

   Mezcla 3: 

 

   ► Tampón: [Na2HPO4]= 20 mM, pH= 7 

   ► Proteína: [NUPR1] = 4 μM  

   ► Sonda fluorescente: [ANS]= 100 μM  

   ► Compuesto de la quimioteca: [Ligando]= 250 µM (concentració final DMSO: 2.5%) 

                                                                                ---------------------------------- 

                                                                                Volumenfinal= 100 μl/pocillo 
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Como control negativo del experimento (mezcla 4) se utilizó la mezcla anterior sin el 

compuesto, utilizando en su lugar DMSO: 

 

   Mezcla 4: 

 

   ► Tampón: [Na2HPO4]= 20 mM, pH= 7 

   ► Proteína: [NUPR1] = 4 μM  

   ► Sonda fluorescente: [ANS]= 100 μM  

   ► DMSO: 2.5% 

                                                                              ---------------------------------- 

                                                                               Volumenfinal= 100 μl/pocillo 

 

En todos los experimentos la señal de fluorescencia emitida medida en U.A (Unidades 

Arbitrarias) se monitorizó en función de la temperatura. Para el análisis de todos los datos 

obtenidos, se utilizó el software informático Origin 7.0 (OriginLab, Northampton, MA). 

 

La selección de los compuestos fue llevada a cabo en función de las diferencias 

observadas en los perfiles de desnaturalización térmica de las mezclas NUPR1+ 

compuesto respecto al perfil de desnaturalización térmica de la proteína de NUPR libre. 

 

 

2 CARACTERIZACIÓN BIOFÍSICA DE LA INTERACCIÓN NUPR1-
COMPUESTO 
 

 

2.1 CALORIMETRÍA ISOTERMICA DE TITULACIÓN (Isothermal Titration 
Calorimetry: ITC) 
 

La calorimetría isotérmica de titulación permitió la caracterización termodinámica del 

complejo resultante entre la proteína NUPR1 y los compuestos seleccionados en el 

cribado HTS. 

 

Los experimentos de ITC se llevaron a cabo en el calorímetro de alta sensibilidad 

automático Auto-Itc200 (MicroCa-Marvern Instruments, Malvern UK).  
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Figura MM2: Esquema del funcionamiento de un calorímetro y termograma 

obtenido en la reacción de titulación de una proteína propio del mismo. 

 

Las medidas fueron tomadas a 25ºC y 37ºC, utilizando una disolución tampón a pH 7 y/o 

pH 4. Cada experimento individual se llevó a cabo mediante la titulación de la disolución 

de la proteína NUPR1 con los distintos compuestos, con una concentración de proteína 

en la celda del dispositivo de 20 μM y una concentración del compuesto dispuesta en la 

jeringa de 300 μM. El volumen final de la celda fue de 400 µl y el de la jeringa de 150 

µl. 

 

Para cada experimento fueron necesarias, por tanto, tres muestras distintas: 

 

   - Muestra para el prelavado del sistema: 

 

  ► Tampón: [Na2HPO4] = 20 μM, pH = 7; [NaAc] = 20 μM, pH = 4.5 

  ► DMSO: 1,5 % 

                                                                                -------------------------- 

                                                                                Volumenfinal= 400 μl 
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-  Muestra de la celda: 

 

 ► Tampón: [Na2HPO4] = 20 μM, pH = 7; [NaAc] = 20 μM, pH = 4.5 

 ► DMSO: 1,5 %               

 ► Proteína: [NUPR1]= 20 μM   

                                                                              ------------------------ 

                                                                             Volumenfinal= 400 μl 

 

- Muestra de la jeringa:  

 

► Tampón: [Na2HPO4] = 20 μM, pH = 7; [NaAc] = 20 μM, pH = 4.5 

► DMSO: 1,5 %                              

► Compuesto: [Ligando]= 300μM  

                                                                                ----------------------- 

                                                                               Volumenfinal= 150μl 

  

Previamente a la titulación de la proteína con los compuestos seleccionados en el cribado, 

el calorímetro fue calibrado mediante la medición del calor de reacción de una titulación 

típica, la titulación del Ca2+ del CaCl2 con EDTA a 25ºC. Las mezclas utilizadas para 

dicha calibración fueron: 

 

- Muestra para el prelavado del sistema: 

 

► Tampón: [MES]= 10 mM, pH= 5,6 

                                                                   ------------------------- 

                                                                    Volumenfinal= 400 μl 

 

- Muestra de la celda: 

 

    ► Tampón: [MES]= 10 mM, pH=5,6                                

    ► [EDTA]= 0,4 mM   

                                                                   ------------------------ 

                                                                   Volumenfinal= 400 μl 
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- Muestra de la jeringa: 

 

► Tampón: [MES]= 10 mM, pH=5,6                                

► [CaCl2]= 5 mM  

                                                                  ------------------------ 

                                                                   Volumenfinal= 150 μl 

    

Para la titulación de NUPR1 con los distintos compuestos, todas las muestras fueron 

degasificadas durante 10 minutos a temperatura ambiente mediante agitación vigorosa 

para eliminar cualquier pequeña burbuja que pudiera interferir en las mediciones, antes 

de ser cargadas cuidadosamente en el calorímetro. 

 

En todos los experimentos, se realizaron secuencialmente un total de 19 inyecciones de 2 

µl del compuesto contenido en la jeringa a la proteína contenida en la celda, con una 

velocidad de agitación de 1000 rpm, y separadas por un intervalo de 150 segundos para 

asegurar que el poder calorífico regresa a la línea base antes de la siguiente inyección. 

 

El calorímetro monitoriza la cantidad de calor necesario para mantener la celda de la 

muestra a la misma temperatura que la celda de referencia (solo contiene agua destilada) 

después de cada inyección en función del tiempo. El calor implicado en la reacción de 

interacción entre NUPR1 y los compuestos se calculó mediante la diferencia entre el calor 

de reacción y el calor de dilución correspondiente, siendo este último un valor estimado 

y constante durante todo el experimento, e incluido como un parámetro ajustable en el 

análisis. Los experimentos de control, para asegurar la ausencia de señales ajenas a la 

interacción proteína-compuesto, consistieron en la inyección del compuesto directamente 

en tampón, y se llevaron a cabo en las mismas condiciones experimentales descritas 

anteriormente. La constante de asociación (Ka) y la entalpía (ΔH) de la reacción de 

interacción entre NUPR1 y los compuestos se obtuvieron directamente del experimento 

mediante regresión no lineal de los datos experimentales, con un modelo de un único sitio 

de unión a la proteína.   

 

Los datos obtenidos en los experimentos fueron analizados con el software Origin 7.0 

(OriginLab, Northampton, MA). 
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Un experimento de ITC es una titulación en la que, el compuesto cuya afinidad se quiere 

estudiar, es inyectado en la muestra que contiene la proteína en una serie de pequeñas 

alícuotas (2μl en nuestro caso) hasta que la reacción de interacción entre ambos alcanza 

el equilibrio. Si existe interacción entre las dos moléculas y se produce la formación de 

un complejo estable entre ellas, cada inyección de compuesto produce un pulso de calor, 

directamente proporcional a la interacción, lo que da lugar a los distintos picos de los 

termogramas obtenidos. A partir de los mismos, el área de cada pico se integra con 

respecto al tiempo y se normaliza por la concentración. Así se genera una curva de 

titulación Kcal/mol vs las ratios molares de ambas moléculas ([compuesto]/[Nupr1]), lo 

que da lugar a las isotermas de interacción o curvas de titulación. 

 

La calorimetría isotérmica de titulación permite a su vez obtener información acerca de 

la fuerza de la interacción entre la proteína y el ligando ya que proporciona las constantes 

de afinidad/disociación (Ka/Kd) entre ambas moléculas, a la vez que proporciona también 

otras constantes termodinámicas como la entalpía (ΔH), la entropía (ΔS) o la 

estequiometría (n) del complejo resultante. Las curvas de titulación isoterma resultantes 

(es decir, el calor diferencial de la interacción normalizado frente al ratio molar de ambas 

moléculas) son ajustadas a distintos modelos de enlace. En nuestro caso, las isotermas 

fueron ajustadas a un modelo de interacción simple con un único sitio de unión a la 

proteína (1:1) del que se deriva la afinidad (Ka). La relación molar en el centro de la 

isoterma de enlace nos da la estequiometría de la reacción (n), así como la entalpía (ΔH), 

que también es derivada directamente de la isoterma, siendo la cantidad de calor liberado 

por mol del enlace del ligando, como se muestra en la siguiente representación (Figura 

MM3). 
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Figura MM3: Isoterma de interacción o curva de 

titulación obtenida en un experimento de calorimetría 

isoterma de titulación (ITC) y su relación con los 

distintos parámetros termodinámicos derivados del 

análisis. 

 

Finalmente, la integración de todos estos datos termodinámicos, Ka/Kd, ΔH, y n del 

complejo resultante proporcionan un perfil termodinámico completo de la interacción 

molecular entre ambas moléculas (Pierce, et al., 1999). 

 

 

2.2 ESPECTROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA (Fluorescence Spectroscopy: FS) 
 

Para el estudio de la posible unión macromolecular entre la proteína NUPR1 y los 

compuestos seleccionados en el cribado inicial, se llevaron a cabo experimentos de 

emisión de fluorescencia, los cuales permiten estudiar cambios conformacionales en el 

entorno de los aminoácidos aromáticos de una proteína tras su interacción con otra 

biomolécula.  
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Los espectros de fluorescencia fueron ejecutados en un espectrofluorímetro Cary Eclipse 

conectado a una celda Peltier termostatizada (ambos de Varian-Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA), utilizando una cubeta de medida de cuarzo de 1cm de paso óptico. 

Las medidas de la señal de fluorescencia emitida se obtuvieron excitando las tirosinas de 

la proteína NUPR1 a la longitud de excitación de las mismas (λ Excitación =274 nm) y 

recogiendo el espectro de emisión de fluorescencia en un rango de entre 290-400 nm (λ 

Emisión = 290-400 nm). La anchura de las rendijas fue de 5 nm tanto para la longitud de 

onda de excitación como para la de emisión. El tiempo de integración fue de 1s y el voltaje 

aplicado necesitó ser ajustado en función de la concentración de proteína hasta obtener la 

señal correcta. Todos los experimentos fueron realizados a 25ºC y el tiempo de incubación 

de la mezcla antes de la medición de las lecturas fue de 30 min.  

 

En el ensayo, los espectros del complejo resultante debido a la interacción de la proteína 

NUPR1 y los distintos compuestos (espectro 1), fueron comparados con la suma del 

espectro de NUPR1 (espectro 2) más los espectros de cada uno de los compuestos 

(espectro 3) individualmente. Todos los espectros fueron corregidos restando la línea base 

correspondiente, tomando como blanco una disolución del tampón con la misma 

concentración de DMSO que las muestras. Fueron necesarias por tanto tres mezclas para 

la realización de los experimentos de fluorescencia: 

 

Muestra 1 (Espectro 1)  Complejo NUPR1/ Compuesto:  

 

► Tampón: [Na2HPO4] = 20 mM, pH= 7 

► Proteína: [NUPR1] = 3,2 μM                              

► [Compuesto]= 100 μM                                                  

                                                                    -------------------- 

                                                                  Volumenfinal= 1 ml 
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Muestra 2 (Espectro 2)  NUPR1/ DMSO: 

 

► Tampón: [Na2HPO4]= 20 mM, pH =7 

► Proteína: [NUPR1]= 3,2 μM                              

    ► DMSO: 0,5% 

                                                                   --------------------- 

                                                                  Volumenfinal= 1 ml 

 

Muestra 3 (Espectro 3)  Compuesto 

 

► Tampón: [Na2HPO4] = 20 mM, pH =7 

► [Compuesto]= 100 μM                                                  

                                                          --------------------- 

                                                                  Volumenfinal= 1 ml 

 

Para el caso de los compuestos C13 y C15, se calcularon los espectros diferenciales. Los 

espectros diferenciales fueron obtenidos mediante la sustracción al espectro del complejo 

(espectro NUPR1-C13/C15) la suma de los espectros de los componentes individuales 

(espectro NUPR1+ espectro C1/C15). 

 

 

2.3 RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (Nuclear Magnetic Resonance: 
RMN)  

Para la caracterización a nivel atómico de las interacciones entre la proteína NUPR1 y los 

compuestos seleccionados en el cribado HTS, se llevaron a cabo experimentos de 

resonancia magnética nuclear (RMN), que permiten conocer la localización exacta de los 

residuos de la proteína sobre los que se produce la interacción. Estos experimentos se 

realizaron en colaboración con el grupo del Dr. Neira, en el Instituto de Biología 

Molecular y Celular, de la Universidad Miguel Hernández de Elche (Alicante). 

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en un espectrómetro Bruker Avance DRX-

500 (500 Hz) equipado con una sonda de triple resonancia y gradiente z, a 25ºC, y en 

tampón acetato a pH 4,5 según las siguientes concentraciones:  
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► Tampón NaAc; pH= 4.5          

    ► Proteína: [NUPR1]= 100 μM   

► Compuesto: [Compuesto] = 400 μM     

Todos los espectros fueron referidos a la referencia externa TSP (Sodium trimethylsilyl 

[2,2,3,3-2H4] propionate).  

Se llevaron a cabo espectros bidimensionales de RMN (2D-RMN) de todos los 

compuestos seleccionados y se aplicaron dos técnicas distintas para el estudio de las 

interacciones NUPR1-Compuesto de las cuales se obtiene información complementaria: 

- Por un lado, se llevaron a cabo experimentos de RMN de correlación heteronuclear: 2D 
1H-15N HSQC (Heteronuclear Simple Quantum Coherence) (Bodenhausen & Ruben, 

1980):  

 

Los espectros HSQC fueron adquiridos en modo sensible a la fase para la proteína 

NUPR1 marcada (15N-NUPR1), a una concentración de 100 μM; o para la proteína 

NUPR1 marcada (15N-NUPR1) a una concentración de 100 μM en presencia del 

correspondiente compuesto a una concentración de 400 μM. Ratios similares de 

proteína/compuesto habían sido usadas en otros estudios (Iconaru et al., 2015) (Krishnan 

et al., 2014) (Hammoudeh et al., 2009) (A. V. Follis et al., 2008) para estudiar compuestos 

en IDPs. La discriminación de frecuencias en las dimensiones indirectas se logró 

utilizando el método echo/antiecho-TPPI (Time-Proportional Phase Incrementation). 

Los espectros fueron adquiridos con 1K puntos complejos en la dimensión del 1H, 128 

puntos complejos en la dimensión del 15N, y 200 escaneos. El portador de la dimensión 
1H fue fijado a la frecuencia del agua (8.00 ppm), y el de 15N a 120 ppm. Las anchuras 

espectrales utilizadas fueron de 10 y 35 ppm en las dimensiones del 1H y el 15N 

respectivamente. La señal del agua fue suprimida con la secuencia WATERGATE (Piotto 

et al., 1992) para eliminar la señal del agua residual. Los datos fueron rellenados con cero 

hasta duplicar en número de puntos originales en ambas dimensiones, tratados con la 

función campana senoidal al cuadrado en las dos dimensiones y transformadas mediante 

Fourier con el programa TopSpin 1.2. Las asignaciones fueron tomadas de las publicadas 

previamente (Aguado-Llera et al., 2013b). La intensidad de la señal para cada carrera en 

el espectro HSQC fue medida usando TopSpin 2.1, teniendo en cuenta, como una 

referencia interna, la intensidad del último residuo de NUPR1. Únicamente las diferencias 
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en la intensidad de un residuo particular entre el espectro del complejo NUPR1-

compuesto y el de la proteína NUPR1 aislada mayores del 10% fueron consideradas 

significativas. 

 

- Por otro lado, se realizaron experimentos de RMN de espectroscopía de difusión 

ordenada: DOSY RMN 

 

Las medidas se llevaron a cabo a 25ºC tal y como se ha descrito previamente (Czypionka 

et al., 2007). Los grupos metilo de la proteína NUPR1 con desplazamiento químico entre 

1.0 y 0.70 ppm fueron usados para la integración; el valor del coeficiente de difusión 

traslacional es la media de dos valores medidos. La fuerza del gradiente fue calibrada 

usando el valor del coeficiente de difusión traslacional para la línea del protón del agua 

residual en una muestra conteniendo 100% D2O en un tubo de 5 mm (Czypionka et al., 

2007). Se añadió dioxano a un 1% de concentración final; el radio hidrodinámico, Rh, de 

la proteína NUPR1 fue obtenido asumiendo que el R del dioxano es 2.12 A (Wilkins et 

al., 1999). El valor fue 22 ± 3 A, y este fue usado para comparar con el radio de rotación 

de las moléculas modeladas en las simulaciones de dinámica molecular (MD). 

 

 

2.4 MÉTODOS DE SIMULACIÓN COMPUTACIONALES  
 

Los experimentos de simulación computacional fueron realizados en colaboración con el 

Dr. Rizzuti, del departamento de física de la Universidad de Calabia en Cosenza (Italia). 

La simulación computacional o análisis in silico consisten en un conjunto de técnicas que 

permiten estudiar las características generales y las propiedades de unión de una proteína 

a un ligando, además de la conformación del complejo resultante, únicamente mediante 

el estudio computacional o bioinformático de su secuencia y su estructura.  

 

Por ello, se llevó a cabo un análisis in silico detallado de la proteína NUPR1 para 

determinar las características y propiedades de unión a la misma de los compuestos 

seleccionados. La información básica de la proteína NUPR1 se obtuvo del servidor 

“Expert Protein Analysis System”: ExPASY (Instituto Suizo de Bioinformática: SIB). Las 

estructuras tanto de la proteína como de los compuestos fueron construidas usando el 

programa de gráficos moleculares Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et al., 
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1996) para el primer caso, y el sistema de visualización UCSF quimera (Pettersen et al., 

2004) para la construcción de la estructura de los compuestos. La proteína NUPR1 fue 

modelada inicialmente como una cadena extendida. Posteriormente fue colapsada en una 

simulación de dinámica molecular (MD) en vacío en un tiempo muy corto (15-30 ps), y 

equilibrada durante 80-200 ns en presencia de agua y 5 contra iones de Cl-, siguiendo el 

modelo de agua simple TIP3P (Jorgensen et al., 1983). Se empleó una caja de dodecaedro 

rómbico con una distancia mínima de 10 Å del disolvente y se aplicaron condiciones de 

contorno periódicas. Se llevaron a cabo 16 simulaciones utilizando el paquete 

GROMACS 4.5 (Pronk et al., 2013) con el campo de fuerza AMBER ff99SB-ILDN 

(Lindorff-Larsen et al., 2010). Las interacciones electrostáticas de largo alcance se 

calcularon mediante el método de Ewald de malla de partículas (Essmann et al., 1995). 

El muestreo se realizó en el conjunto isotérmico-isobárico utilizando un termostato de 

reescalado de velocidad y un barostato de Berendsen (Berendsen et al., 1984), con valores 

de referencia de 300 K y 105 Pa, respectivamente.  

 

Las estructuras proteicas se extrajeron de la trayectoria de simulación mediante un 

análisis de grupos y se utilizaron para realizar experimentos de acoplamiento de 

compuestos con AutoDock Vina (Trott & Olson, 2009). Se obtuvo una gran variedad de 

estructuras (8-32 estructuras, dependiendo del procedimiento de agrupación), lo que 

permitió una amplia evaluación de las propiedades de unión de NUPR1 en el docking 

molecular. Estas múltiples conformaciones de la cadena principal de NUPR1 fueron 

utilizadas para validar la reproductibilidad de las posiciones de unión y los valores de la 

energía de afinidad. Además, fue permitida flexibilidad total para cada uno de los ligandos 

en los cálculos de acoplamiento. En algunos casos de especial interés, se examinó la 

posibilidad de interacción simultánea de un compuesto con múltiples residuos proteicos 

seleccionados, cada uno de ellos evaluado individualmente como lugar de unión tanto en 

los experimentos de RMN como en los experimentos de docking, pero distantes entre sí 

en las estructuras de NUPR1 obtenidas en la simulación. Estos casos se modelaron 

superponiendo al ligando las porciones correspondientes de la cadena principal de la 

proteína. Estos complejos, que simulan la presencia de un compuesto en un bolsillo 

(transitorio) de la proteína, se equilibraron en ejecuciones de MD cortas (2 ns) en las 

mismas condiciones descritas anteriormente, utilizando además para el ligando el campo 

de fuerza GAFF (J. Wang et al., 2004). 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

66 
 

3. ESTUDIOS “IN VITRO” CON CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA DUCTAL 
DE PÁNCREAS HUMANAS 
 

3.1 ENSAYO DE LIGACIÓN POR PROXIMIDAD IN SITU (PLA: PROXIMITY 
LIGATION ASSAY) 
 

Para el estudio de la interacción a nivel intracelular entre la proteína NUPR1 y los 

compuestos seleccionados en el cribado inicial de este trabajo, se utilizó el ensayo de 

ligación por proximidad in situ (PLA) o ensayo de ligación de proteínas. Este ensayo, 

basado en la técnica de inmunoanálisis, permite detectar y cuantificar las interacciones 

entre distintas proteínas a nivel intracelular (Weibrecht et al., 2010). Estos experimentos 

fueron realizados en Marsella con el grupo del Dr. Iovanna, en el Centre de Recherche en 

Cancerologie de Marseille (CRCM) (INSERM U1068) en Marsella, Francia.  

 

Los experimentos de ligación por proximidad in situ o ligación de proteínas fueron 

realizados mediante el kit Duolink® In situ (Olink Bioscience), siguiendo las 

instrucciones del fabricante tal y como se resume a continuación: 

 

- Las células utilizadas fueron células MiaPaca2 transfectadas con 300 ng de DNA 

de las proteínas NUPR1 y MSL1 (plásmidos pcDNA3-FlagHIS-NUPR1 + 

pcDNA4-V5-HIS-MSL1), mediante el agente de transfección Fugene HDTM 

(Roche, Meylan, France), según ha sido descrito previamente (Jacobsen et al., 

2004). Como controles negativos de los experimentos, se utilizaron células 

MiPaca2 transfectadas únicamente con DNA de la proteína NUPR1 (plásmido 

pcDNA3-FlagHIS-NUPR1).  

El objetivo de la transfección es aumentar la concentración intracelular de NUPR1 

y MSL1, expresadas de manera natural, pero en baja concentración en las células 

de cáncer de páncreas MiaPaca2. 

 

- Las células transfectadas fueron crecidas en cubreobjetos de cristal de 10 mm y 

estos fueron insertados en placas de 24 pocillos, a una densidad de 100.000 

células/pocillo en 500 μl medio DMEN completo. 

 

- Tras la incubación de las células en estufa a 37ºC durante 24h, estas fueron 

tratadas con los compuestos seleccionados en el cribado HTS inicial (C1-C15) a 
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una concentración de 10μM, junto con Oxaliplatino a la misma concentración, en 

medio DMEN completo (500 μl/pocillo). El Oxaliplatino es un inductor de daño 

en el DNA celular. Al estimular el daño, provoca un estrés en la célula, que 

estimula la interacción de MSL1 con NUPR1 para la formación del complejo de 

reparación de DNA MSL1-NUPR1 (Aguado-Llera et al., 2013b). Como control 

positivo del experimento se utilizaron células tratadas únicamente con DMSO 

([Compuesto]=0 μM), para que la proporción de dicho disolvente fuera la misma 

que en las células tratadas, ya que los compuestos están disueltos en DMSO. Los 

controles negativos, es decir, las células transfectadas únicamente con la proteína 

NUPR1, fueron tratados del mismo modo. 

 

- Tras el tratamiento de las células con los compuestos durante 24h en estufa a 37ºC 

se llevó a cabo la inmunofluorescencia de la técnica PLA propiamente dicha. Para 

ello, las células fueron lavadas con PBS, fijadas en paraformaldehido durante 6 

min, bloqueadas en NH4Cl 10 min, y permeabilizadas con Triton X-100 3 min, 

todo ello a temperatura ambiente (TA). Tras el siguiente paso de bloqueo con el 

“bloquink reagent” del kit Duolink durante 30 min a 37ºC, las células fueron 

incubadas con los dos anticuerpos primarios que posteriormente se conjugarán 

con las dos sondas empleadas en la técnica de PLA. Dichas sondas están 

compuestas por un anticuerpo secundario unido a un fragmento de DNA (PLA+: 

anti-conejo y PLA-: anti-ratón), que se unirán a los anticuerpos primarios.  

Los dos anticuerpos primarios utilizados fueron el anticuerpo monoclonal de ratón 

Anti-V5 (Invitrogen) y el anticuerpo policlonal de conejo Anti- Flag (Santa Cruz. 

Rabbit polyclonal IgG. Flag-prove (D-8)). La dilución de los anticuerpos utilizada 

fue de 1:50 y el tiempo de incubación 1h a 37ºC en cámara húmeda. 

Tras el lavado de las células con tampón A (Tris 0,01 M, NaCl 0,15 M y Tween 

20 0,05%), se realizó una segunda incubación de las células, en las mismas 

condiciones que la anterior, con las sondas PLA+ y PLA- del kit. 

 

Tras el lavado de nuevo de las células con el tampón A y, para la detección de la 

interacción proteína-compuesto, se agregó la solución de ligación (ligasa, tampón 

de ligación y oligonucleótidos) y se incubó 30 min a 37ºC en cámara húmeda. 

Tras la incubación, las células fueron lavadas de nuevo con el tampón A, y la 

solución de amplificación (polimerasa, nucleótidos y oligonucleótidos 



MATERIALES Y MÉTODOS 

68 
 

fluorescentes y tampón de amplificación) fue añadida, incubando la mezcla 100 

min a 37ºC en cámara húmeda. 

 

- Para finalizar, las muestras fueron lavadas con tampón B (Tris 0,2 M, NaCl 0,1 

M) y fijadas con etanol. Una vez secas las preparaciones, se procedió al montaje 

de las muestras sobre un portaobjetos con medio de montaje profile+DAPI (Olink 

Bioscience) y se dejaron toda la noche en la oscuridad. 

 

- La visualización de las preparaciones y la adquisición de las imágenes fue llevada 

a cabo con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i (Nikon Instruments, 

Amsterdam, Netherlans). El tratamiento de las imágenes a 40x fue llevado a cabo 

mediante el software Image J (National Institutes of Health) para estimar el 

número de puntos rojos que representaban la unión NUPR1-MSL1. La reducción 

en el número de puntos rojos fluorescentes respecto a los controles, es 

proporcional a la inhibición de la interacción entre NUPR1 y MSL1 por parte de 

los compuestos.  

   

 

3.2 ESTUDIOS CELULARES DE LAS CÉLULAS MiaPaca2 TRATADAS CON 
LOS COMPUESTOS 
 

 

3.2.1 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR 
 

Para analizar el efecto citotóxico de los compuestos seleccionados en el cribado inicial 

C1-C15 sobre líneas celulares de cáncer de páncreas, se utilizó el método colorimétrico 

“CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” (Promega). Este kit 

utiliza el colorante MTS (MTS: [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] como marcador del índice de 

viabilidad celular, siendo la disminución en la formación del compuesto coloreado, 

monitorizado por la disminución de la absorbancia, proporcional a la disminución de esta 

viabilidad.  

Los experimentos de citotoxicidad celular iniciales se llevaron a cabo en la línea celular 

MiaPaca2. Las células MiaPaca2 se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad 
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de 85.000 células/ml en 100 μl de medio DMEN completo. Las placas fueron incubadas 

en estufa a 37ºC durante 24h para permitir la adhesión de las células al fondo de los 

pocillos, tras lo cual se aspiró el medio, se lavaron las células y estas, fueron tratadas con 

los compuestos C1-C15 a concentraciones decrecientes haciendo diluciones seriadas. Las 

concentraciones de compuesto utilizadas fueron desde una concentración de compuesto 

de 120 µM hasta 0 µM en el caso del control (120, 60, 30, 15, 7.5, 3.8, 1.7, y 0 µM). 

Como control negativo del experimento se utilizaron las células sin tratar añadiendo la 

cantidad equivalente de DMSO (0.6%) debido a que los compuestos se encontraban 

disueltos en este disolvente. Las células tratadas con los compuestos fueron incubadas en 

estufa a 37ºC durante 24, 48 o 72h en tres experimentos independientes.  

 

Posteriormente a la incubación, se llevó a cabo el experimento para valorar la viabilidad 

de las células tratadas con los compuestos siguiendo el protocolo del fabricante. Para ello, 

el MTS se diluyó a una dilución 1:4 en medio DMEN completo y 20 μl de esta mezcla 

fueron añadidos a las células. Las placas fueron incubadas en estufa a 37ºC durante 3h, 

tras lo que fueron leídas en el lector de placas (fluorímetro) Synergy HT (BioTek) 

mediante la medida de las absorbancias de las muestras a 490 nm y 700 nm (λ a la que el 

compuesto no absorbe). La absorbancia resultante de cada uno de los pocillos se calculó 

como: Absorbancia = Absorbancia a 490nm - Absorbancia a 700 nm, y la viabilidad 

celular fue calculada tras la normalización con las células control. Estos experimentos se 

repitieron por triplicado en 3 experimentos independientes y la significancia estadística 

asumida fue de p-valor <0.05. 

 

Para los experimentos de viabilidad celular más largos, es decir, con una incubación más 

larga de las células tratadas que en el caso anterior, las células MiaPaca2 fueron 

sembradas a una densidad de 10000 células/pocillo en placas de 96 pocillos con medio 

DMEN completo. Tras una primera incubación a 37ºC durante 24h, el medió fue 

suplementado con 10 µM de compuesto (C1-C15) y las células fueron incubadas a 37ºC 

durante 6 días más. Como control negativo del experimento se utilizaron células 

MiaPaca-2 sin tratar con los compuestos, (se añadió DMSO para igualar la concentración 

de este disolvente a los compuestos); y como control positivo del mismo, células tratadas 

con 60 nM de Oxaliplatino, fármaco utilizado habitualmente en el tratamiento de diversos 

tipos de tumores. Cada experimento fue llevado a cabo en duplicado y repetido 3 veces. 

Al igual que en el caso anterior, la viabilidad celular fue estimada después de la adición 
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del reactivo de viabilidad CellTiter-Blue (Promega, Madrid) según el protocolo 

suministrado por el fabricante. La viabilidad celular fue medida en el día 6 y normalizada 

con los porcentajes de las células no tratadas, como en el caso anterior. La significancia 

estadística asumida fue de p-valor ≤ 0.1, ≤ 0.05, y ≤ 0.001. 

 

Para estudiar si el efecto citotóxico de los compuestos en los que este efecto era más 

significativo era dependiente de la proteína NUPR1, se llevaron a cabo experimentos de 

viabilidad celular tal y como se ha descrito anteriormente con otros dos tipos de líneas 

celulares. Por un lado, se utilizaron células de modelo de ratón con adenocarcinoma ductal 

de páncreas modificado genéticamente para no expresar la proteína NUPR1 (knock-out 

para NUPR1); y por otro, las mismas células de modelo de ratón con adenocarcinoma 

ductal de páncreas, pero no modificadas genéticamente (wild type) que si expresan, por 

tanto, la proteína NUPR1. Ambos tipos de células fueron sembradas en una placa de 96 

pocillos a una densidad de 10000 células/pocillo y tratadas con los compuestos C1, C13 

y C15 a una concentración de 10µM durante 6 días. Como control del experimento se 

utilizaron células sin tratar añadiendo la cantidad equivalente de DMSO (0.6%) debido a 

que los compuestos se encontraban disueltos en dicho disolvente. Los cálculos de la 

viabilidad celular se llevaron a cabo de la misma manera que en el caso anterior, y al igual 

que en este, la significancia estadística asumida fue de p-valor ≤ 0.1, ≤ 0.05, y ≤ 0.0001. 

 

Finalmente, para ir más allá y estudiar el efecto de los compuestos en la sensibilidad de 

las células MiaPaca-2 a los fármacos quimioterápicos estándares, se llevaron a cabo de 

nuevo experimentos de viabilidad celular tal y como se ha descrito anteriormente con la 

diferencia de que, en este caso, las células fueron tratadas con la combinación del 

compuesto más Gemcitabina u Oxaliplatino. El experimento se llevó a cabo con 

compuesto C15, por ser uno de los compuestos más prometedores según los resultados 

previos. Las células MiaPaca2 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad 

de 10000 células/pocillo con medio DMEN completo. Tras 24h de incubación a 37ºC las 

células fueron suplementadas con concentraciones crecientes de compuesto C15, con 

Gemcitabina u Oxaliplatino a concentraciones creciente desde 1 nM a 1 mN; o con la 

combinación de las anteriores más compuesto C15 a una concentración de 10 µM. Las 

combinaciones utilizadas fueron por tanto: compuesto C15, Gemcitabina, 

Gemcitabina+compuesto C15, Oxaliplatino, y Oxaliplatino+compuesto C15. Las células 

fueron incubadas con los distintos tratamientos durante 3 días a 37ºC tras lo que se 
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llevaron a cabo los experimentos de citotoxicidad celular con el reactivo CellTiter-Blue 

como se ha descrito previamente. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado de 

manera independiente, y la significancia estadística asumida fue, al igual que en los casos 

anteriores de p-valor ≤ 0.1, ≤ 0.05, y ≤ 0.0001. 

 

 

3.2.2 ESTUDIOS CELULARES A TIEMPO REAL: iCELLigence assays  
 

Para llevar a cabo estudios celulares a tiempo real, se utilizó, en colaboración con el grupo 

del Dr. Iovanna, en el Centre de Recherche en Cancerologie de Marseille (CRCM) 

(INSERM U1068) en Marsella, Francia, el analizador celular a tiempo real de 

iCELLigeence E-plate (ACEA Biosciences, San Diego, CA), que permite entre otras 

cosas, la monitorización de la proliferación celular durante todo el periodo del 

experimento. Este ensayo, basado en la medición de la impedancia de los biosensores 

insertados en los pocillos, permite evaluar la viabilidad y la toxicidad celular. Las células 

MiaPaca2 fueron sembradas en los 16 pocillos del sistema a una densidad de 40000 

células/pocillo con medio DMEN completo. Tras 7h de incubación, las células fueron 

tratadas con 10µM de compuesto C15, 60 nM de Gemcitabina, o 4µM de Oxaliplatino. 

Las células fueron incubadas en estufa con los tratamientos administrados durante 3 días. 

El valor de la impedancia de cada pocillo fue monitorizado automáticamente por el 

sistema iCELLigence durante 3 días y expresado como CI (índice celular).  

El valor estadístico asumido fue de p-valor ≤0.1, ≤0.05 y ≤0.001). 

 

 

3.2.3 ESTUDIOS DE CICATRIZACIÓN DE HERIDAS (Wound Healing Assay) 
 

Para estudiar el efecto que tienen los compuestos sobre una de las características de las 

células tumorales que las diferencia de las células sanas, como es su capacidad de 

migración a sitios lejanos de su lugar de origen para dar lugar a las metástasis, se 

realizaron estudios de cicatrización de heridas.  

 

Concretamente, estos estudios se llevaron a cabo con aquellos compuestos en los que se 

había observado previamente cierto efecto citotóxico sobre las células MiaPaca2. Para la 

realización de los mismos, las células MiaPaca2 fueron sembradas en placas de 24 
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pocillos a una densidad de 10.000 células/pocillo con 500 μl de medio DMEN completo 

y fueron incubadas en estufa a 37ºC hasta que su crecimiento llegó a una monocapa al 

80-90% de confluencia, lo que vino a ser en unas 48h±. En este momento, se realizó una 

“herida o brecha” en la zona central del pocillo de cultivo mediante una punta (P200) de 

pipeta estéril. Una vez realizada la herida, las células se lavaron 5 veces con PBS para 

eliminar los restos celulares generados. Inmediatamente después se añadieron a cada 

pocillo 500 μl de medio DMEN sin FBS para minimizar la proliferación celular, junto 

con los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15, a una concentración de 10μM. 

Como control del experimento se sustituyó la adición del compuesto por DMSO en la 

misma proporción, para igualar la proporción del disolvente en todos los casos. 

 

La migración de las células a través de la “cicatriz de la herida inducida” se monitorizó 

mediante el sistema de microscopia multidimensional Leica DMI 6000B (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany). Las imágenes fueron capturadas con el objetivo de 

10x a distintos tiempos (t=0, 24h, y 48h) con una cámara digital acoplada al mismo que 

permitía observar la migración de las células y la “cicatrización de la herida inducida”. 

Los tiempos utilizados fueron: tiempo 0h o instante en el que se realizó la herida y se 

añadieron los compuestos; tiempo 24h, tras 24h de incubación de las células con los 

compuestos en estufa a 37ºC; y tiempo 48h, tras 48h de incubación de las células con los 

compuestos a 37ºC. Tras la captura de las imágenes, estas fueron tratadas con el software 

de análisis del microscopio MetaMorph MM AF (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) y el programa ImageJ. La comparación de los tratamientos fue evaluada para 

probar la significancia estadística usando el test estadístico t-Student asumiendo un p-

valor<0.05. 

 

 

3.2.4 ENSAYOS DE FORMACIÓN DE COLONIAS EN SOFT AGAR 
 

Otra de las características de las células tumorales que las diferencia de las células sanas, 

es su capacidad para sobrevivir y formar colonias sin anclarse a ninguna superficie sólida, 

lo que da idea del potencial tumorigénico y la capacidad metastática de estas células. Para 

ver el efecto que tienen los compuestos sobre esta característica de las células tumorales, 

se llevaron a cabo experimentos de formación de colonias en soft-agar.  

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

73 
 

Previamente a la siembra en las placas de agar, las células tumorales MiaPaca2 fueron 

tratadas con los compuestos que habían demostrado tener actividad citotóxica sobre estas 

células, los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15. Para ello, las células 

MiaPaca2 fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 150.000 células/ml 

con 2 ml de medio DMEN completo. Las placas fueron incubadas en estufa a 37ºC 

durante 24h, tras lo que se procedió a la aspiración del medio, el lavado de las células y 

su tratamiento con los compuestos disueltos en 2 ml de medio DMEN estéril a dos 

concentraciones distintas: 50 y 10 μM. Las células fueron incubadas nuevamente a 37ºC 

durante 48h, tras lo que fueron tripsinizadas y sembradas en las placas de agar. 

 

Para la preparación de las placas de agar se utilizaron placas de 6 pocillos, una disolución 

de stock de agar noble (Sigma Aldrich) al 1,8%, y una disolución de medio DMEN 

completo 2x. Como capa base de agar se utilizó 1,5 ml de agar al 0,6% en medio DMEN 

completo (1 ml medio DMEN 2x, 0,35 ml de agua desionizada y 0,65 ml de la disolución 

stock de agar). La mezcla se vertió en los pocillos y se dejó solidificar. Posteriormente, 

las células tripsinizadas y homogeneizadas en el paso anterior se resuspendieron a una 

densidad de 7000 células viables/pocillo en una mezcla de agar noble al 0,3% en medio 

DMEN completo (0,625 ml medio DMEN 2x, 0,415 ml de células más agua desionizada 

y 0,21 ml de la disolución stock de agar). 1 ml de la mezcla anterior se vertió sobre la 

base de agar preparada anteriormente y tras su solidificación, fue cubierta por 1 ml de 

medio DMEN 1x. Las placas se mantuvieron en cultivo a 37ºC durante 3 semanas, 

cambiando el medio de cultivo cada 3-4 días. Transcurrido ese tiempo, las células fueron 

teñidas con 0,5 ml de cristal violeta (Sigma Aldrich) al 0,005% y 25% metanol en PBS 

durante 90 min a temperatura ambiente. Las colonias fueron observadas con el sistema 

de microscopía multidimensional Leica DMI 6000B (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany) y fotografiadas con el transiluminador Safe Imager (Invitrogen). 

Posteriormente, las imágenes fueron analizadas mediante el software del microscopio 

MMAF (MetaMorph) para contar el número de colonias formadas compuestas por más 

de 20 células. La comparación de los tratamientos fue evaluada con el test estadístico t-

Student asumiendo un p-valor<0.05. 
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4. EXPERIMENTOS “IN VIVO” EN ANIMALES MODELO 
 

Una vez que el efecto del compuesto más prometedor, el compuesto C15, quedó 

demostrado a nivel celular, se procedió al estudio de su efecto en un modelo “in vivo”. 

Para lo cual, se llevaron a cabo experimentos en modelo de ratón en colaboración con el 

laboratorio dirigido por el Dr. Iovanna, localizado en la universidad de Aix-Marsella 

(Francia), concretamente en el Centre de Recherche en Cancerologie de Marsella 

(CRCM), IMSERM. 

 

El modelo de ratón utilizado para este trabajo fue el ratón NMRI-Foxn1nu/Foxn1nu, un 

ratón inmunodeficiente en el que se implantó un xenoinjerto humano, es decir, un tumor 

derivado de células de adenocarcinoma ductal de páncreas humano. Dichos ratones 

fueron proporcionados por los laboratorios Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) y 

mantenidos en la “Casa de Experimentación Animal” del Centre de Cancérologie de 

Marseille (CRCM) pôle Luminy. Todos los protocolos experimentales se llevaron a cabo 

de acuerdo a las directrices aprobadas a nivel nacional referentes al tratamiento de 

animales de laboratorio, y todos los procedimientos experimentales fueron previamente 

aprobados por el Comité de Ética número 14 de Marsella.  

 

Para inducir el tumor derivado de células humanas en los ratones inmunodeficientes, 10 

millones de células MiaPaCa-2 fueron inoculadas por vía subcutánea a ratones 

inmunodeficientes NMRI-NUDE de 8 semanas de vida. Cuando el volumen de los 

tumores alcanzó aproximadamente los 400 mm3, se iniciaron los tratamientos. Los 

ratones fueron separados en 3 grupos de 6 sujetos cada uno. Cada uno de los grupos fue 

tratado diariamente con suero fisiológico en el caso del grupo control, o con el compuesto 

C15 a una concentración de 5 mg / kg, o 10 mg / kg respectivamente en los otros dos 

grupos de ratones. Cada 5 días, el peso y volumen de los tumores fueron medidos. 

Finalmente, los ratones se sacrificaron después de 35 días de tratamiento. 

Para el análisis estadístico de los datos se aplico es test estadístico de análisis de la 

varianza con una significación estadística de p-valor ≤0.1, ≤0.05, ≤0.001. 
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1 CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO (HTS): IDENTIFICACIÓN DE 
POTENCIALES LIGANDOS DE LA PROTEÍNA NUPR1 
 

 

Puesta a punto del cribado de alto rendimiento: 

 

El primer paso para la puesta a punto del método fue la elección de una sonda que, una 

vez unida a nuestra proteína diana NURP1, permitiera obtener una señal de fluorescencia 

para el seguimiento de los experimentos. Para la elección de la más adecuada, se 

ensayaron las sondas ANS y SyproOrange. Ambas sondas se unen a los núcleos 

hidrofóbicos de las proteínas, pero pueden mostrar comportamientos distintos a medida 

que aumenta la temperatura y se desnaturaliza la proteína. Para comprobar la unión de 

ambas sondas a NUPR1, se compararon los perfiles de fluorescencia de la sonda (ANS o 

SyproOrange), cuando la temperatura aumentaba de 25ºC a 75ºC, es decir, su perfil de 

desnaturalización térmica, en presencia y ausencia de la proteína NUPR1, utilizando 

DMSO como disolvente. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R1.1. 

 

 

 

 

 

Figura R1.1: Perfiles de fluorescencia (fluorescencia emitida) obtenidos al llevar a cabo 

el perfil de desnaturalización térmica (Tª 25-75ºC) de las sondas fluorescentes: a) 

SyproOrange, en ausencia (línea azul) y en presencia de la proteína NUPR1 (línea roja) 

en ambos casos con solvente DMSO (2.5%) y en concentraciones de [Sypro]= 5X y de 

[NUPR1]= 4µM; b) ANS en ausencia (línea azul) y en presencia de la proteína NUPR1 

(línea roja) en ambos casos con solvente DMSO (2.5%) y en concentraciones de 

([NUPR1]= 4µM, [ANS]= 23 µM). Las barras de error representan las desviaciones 

estándar correspondientes a 3 medidas independientes.  

 

a) b) 
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Como se puede observar en la gráfica anterior (Figura R1.1), los perfiles de fluorescencia 

emitida durante la desnaturalización térmica de ambas sondas en ausencia de proteína en 

el medio no mostraron prácticamente variación en la señal de fluorescencia al aumentar 

la temperatura. Sin embargo, cuando el mismo proceso de desnaturalización térmica se 

produce en presencia de la proteína NUPR1, tanto en el caso de ANS como en 

SyproOrange, se observaron cambios en el perfil de desnaturalización por fluorescencia 

respecto a los perfiles de las sondas en ausencia de proteína. Esta alteración indicaría la 

existencia de interacción entre las sondas y la proteína presente en el medio. En el caso 

de la sonda SyproOrange (R1.1.a), este cambio en el perfil de fluorescencia fue menor 

que para ANS (R1.1.b), donde se apreció una mayor diferencia entre los perfiles en 

ausencia y en presencia de proteína. La señal de fluorescencia fue un poco mayor a 

temperaturas bajas, siendo este hecho compatible con una mayor exposición de las zonas 

hidrófobas de la estructura de la proteína, al tratarse NUPR1 de una proteína 

intrínsecamente desestructurada. Originalmente, la proteína se encuentra desplegada, con 

los residuos hidrofóbicos expuestos en su superficie, por lo que la sonda se unirá, aunque 

al ser una proteína de pequeño tamaño, la señal no es muy intensa. A medida que aumenta 

la temperatura, la proteína, que inicialmente ya tenía muy poca estructura, no expone más 

residuos hidrofóbicos, por lo que la señal de fluorescencia únicamente experimenta un 

decaimiento debido al propio decaimiento de la fluorescencia (Badea et al., 1979). 

Debido a su mayor intensidad de señal de fluorescencia partida al comienzo de la 

desnaturalización, se seleccionó la sonda ANS para continuar con los experimentos. 

 

Otro de los puntos a tener en cuenta para la puesta a punto del cribado fue la influencia 

del disolvente DMSO. La quimioteca que se pretende utilizar en este trabajo tiene sus 

compuestos disueltos en DMSO (100%), por lo que todos los ensayos de puesta a punto 

de este trabajo se llevaron a cabo con DMSO al 2.5% (este % de DMSO es el que resulta 

cuando se utiliza una cantidad típica compuesto, 2.5 µL, procedente de la librería de 

compuestos para 100 µL de volumen final de pocillo de la placa de cribado). Por otro 

lado, se ensayaron distintas concentraciones de proteína y ANS hasta obtener las 

concentraciones de ambas que emitían la máxima señal (datos no mostrados) y que 

resultaron ser [NUPR1]=4µM y [ANS]=100 µM tal y como se refiere en la sección de 

materiales y métodos. 
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Cribado de alto rendimiento: 

 

Una vez puesto a punto el experimento, se llevó a cabo el cribado con los compuestos de 

la quimioteca.  

 

Es muy importante incluir en las placas de cribado controles negativos, es decir, pocillos 

que no contuviesen ningún compuesto de la librería, pero sí que incluyesen el solvente en 

el que están disueltos (DMSO), para que la proteína tuviera la misma exposición a este 

solvente orgánico que en los pocillos de los compuestos que se van a testar. De esta forma 

el posible efecto del DMSO sobre la proteína, sería el mismo en todos los casos. En estos 

controles, se analizó el perfil de desnaturalización térmica de la mezcla, a las 

concentraciones previamente definidas, formada por la proteína NUPR1 en tampón 

fosfato, la sonda ANS y el DMSO. 

 

 
 

Figura R1.2: Controles negativos de las placas de cribado de alto 

rendimiento: Perfil de fluorescencia en la desnaturalización térmica 

(Tª 25-75ºC) de la mezcla formada por la sonda ANS ([ANS]= 

100µM), la proteína NUPR1 ([NUPR1]= 4µM), y DMSO ([DMSO]= 

2.5%) en tampón fosfato sódico. Las barras de error representan las 

desviaciones estándar correspondientes a 16 medidas recogidas de 

forma independiente.  
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El comportamiento de los controles negativos fue el mostrado en la figura anterior (Figura 

R1.2). Como se esperaba, no se observó ningún cambio significativo de la intensidad de 

fluorescencia emitida al llevar a cabo la desnaturalización térmica. Además, la desviación 

estándar de la intensidad de la señal en las réplicas realizadas fue de entorno al 5-10% lo 

que entra dentro del error experimental esperado. 

 

El cribado de los 1280 compuestos de la quimioteca, que se encontraban disponibles en 

formato de 14 placas de compuestos, se llevó a cabo en las mismas condiciones que en el 

caso de los controles negativos, pero sustituyendo el DMSO por los distintos compuestos 

contenidos en los pocillos de las placas de la quimioteca. De esta forma, se testaron cada 

una de las placas de los compuestos y dado que dichas placas tienen vacíos los pocillos 

de las columnas 1 y 12, se aprovecharon para incluir en la placa cribado, los controles 

negativos. Estos nos van a servir tanto para determinar el correcto desarrollo de la 

desnaturalización térmica de los pocillos con compuesto, como también como referencia 

para la identificación de aquellos compuestos que resulten positivos en el cribado. 

 

Las mezclas formadas por la proteína NUPR1, la sonda ANS, y los distintos compuestos, 

todos ellos en tampón fosfato sódico ([NUPR1]=4µM; [ANS]=100 µM; 

[Compuesto]=250 µM]), se sometieron a una desnaturalización térmica (Tª 25-75ºC) y se 

registró la fluorescencia emitida en cada caso. El número total de compuestos a cribar se 

dividieron en 14 placas de 96 pocillos en las que se incluían también 16 controles 

negativos tal y como se muestra representado en la Figura R1.3.a.  

 

A modo de ejemplo, se muestran los resultados obtenidos en una de las 14 placas (Placa 

Nº1) en la Figura R1.3.b: 
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Figura R1.3: Cribado de alto rendimiento. a) Diseño de la placa Nº1 utilizada para el cribado 

de los compuestos de la quimioteca. donde se indican las posiciones de los controles negativos 

y los compuestos testados. El diseño de las placas restantes fue similar exceptuando los 

compuestos añadidos, que variaban según cada una de las 14 placas de la quimioteca. b)  Perfil 

de fluorescencia obtenido en la desnaturalización térmica (Tª 25-75ºC) de la mezcla formada 

por la proteína NUPR1, la sonda ANS, los 16 controles negativos y los 88 compuestos testados 

en la placa Nº1 donde se observa la fluorescencia emitida tanto por los controles negativos, 

como por los 88 compuestos testados en la placa ([ANS]= 100µM); proteína NUPR1 

([NUPR1]= 4µM), y ([Compuesto]= 250µM). 

 

Al comparar los perfiles de desnaturalización térmica de la mezcla NUPR1+compuesto 

(líneas de colores) frente al comportamiento de la proteína NUPR1 aislada, es decir, el 

control negativo (líneas negras), se observaron dos tipos de compuestos, tal y como 

muestra la figura R1.3.b. En la mayoría de los compuestos (compuestos negativos que no 

sufrían interacción con la proteína) no se observó una variación importante en la forma 

del perfil de fluorescencia en todo el gradiente de temperatura, comportándose igual que 

los controles negativos. Sin embargo, en un grupo reducido de compuestos, fueron 

observadas variaciones importantes en dicho perfil de desnaturalización térmica (R1.3.b). 

Esta placa es representativa de lo observado en el resto de las placas (Figura R1.4), en las 

que la mayoría de los compuestos mostraban un perfil de fluorescencia similar a los 

controles negativos, pero en las que también se observaba algún compuesto con 

variaciones importantes en dicho perfil como en el caso anterior.
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Figura R1.4: Cribado de alto rendimiento. Perfil de fluorescencia obtenido en la 

desnaturalización térmica (Tª 25-75ºC) de la mezcla formada por la proteína NUPR1, la sonda 

ANS, los 16 controles negativos y los 88 compuestos testados en las placas Nº2 a la Nº14 donde 

se observa la fluorescencia emitida tanto por los controles negativos, como por los 88 compuestos 

testados en la placa ([ANS]= 100µM); proteína NUPR1 ([NUPR1]= 4µM), y ([Compuesto]= 

250µM). 
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La selección de los compuestos positivos en este screening se basó en las diferencias 

observadas en el perfil de fluorescencia durante la desnaturalización térmica de la 

proteína NUPR1 en presencia de la sonda ANS de los pocillos de las placas de cribado 

expuesta a los distintos compuestos, respecto a los controles negativos o pocillos sin 

compuesto. Así pues, fueron seleccionados como potenciales ligandos de la proteína 

NUPR1, aquellos perfiles de fluorescencia que mostraban mayores cambios durante la 

desnaturalización. Se tomó la decisión de seguir con el estudio con 15 compuestos de la 

quimioteca. En adelante serán denominados como Compuesto-1 (C1) hasta Compuesto-

15 (C15)), y sus perfiles de fluorescencia se muestran en la siguiente figura (Figura R1.5). 
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Figura R1.5 Perfil de fluorescencia emitido en la desnaturalización térmica (Tª 25-75ºC) de 

la mezcla formada por la proteína NUPR1 ([NUPR1]= 4µM), la sonda ANS ([ANS]= 

100µM), y los compuestos ([Compuesto]= 2.5%= 250 µM) a) Compuesto-1 (C1); b) 

Compuesto-2 (C2); c) Compuesto-3 (C3); d) Compuesto-4 (C4); e) Compuesto-5 (C5); f) 

Compuesto-6 (C6); g) Compuesto-7 (C7); h) Compuesto-8 (C8); i) Compuesto-9 (C9); j) 

Compuesto-10 (C10); k) Compuesto-11 (C11); l) Compuesto-12 (C12); m) Compuesto-13 

(C13); n) Compuesto-14 (C14); ñ) Compuesto-15 (C15). Se ha representado en negro el 

perfil de desnaturalización térmica de los controles y en naranja los perfiles de 

desnaturalización térmica de los 15 compuestos seleccionados. Las barras de error son las 

desviaciones estándar correspondientes a 16 medidas de controles independientes que se 

llevaban a cabo en cada placa de cribado en cada experimento. 

 

Tal y como se muestra en la figura anterior (Figura R1.5), se observaron cambios 

significativos en el perfil de desnaturalización térmica y la intensidad de fluorescencia en 

la combinación de la proteína NUPR1+compuestos C1 a C15 respecto a los controles. La 

forma del perfil varía entre los 15 compuestos, siendo la aparición de una señal de 

fluorescencia que no aparece en el caso de los controles la que nos indica que esos 

compuestos (potenciales ligandos) podrían interaccionar con nuestra proteína diana 

NUPR1. Dichos ligandos podrían producir una estabilización de la proteína y formar con 

ella complejos estables, lo que podría inducir la aparición de cierta estructura en la 

proteína IDP. Esta interacción podría impedir la unión de la proteína NUPR1 a sus 
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ligandos biológicos e incluso llegar a bloquear la acción que esta unión pudiera llevar a 

cabo en la célula.  

 

Por todo ello, estos compuestos C1 a C15 fueron seleccionados como posibles candidatos 

a interaccionar con la proteína NUPR1 y fueron sometidos a más ensayos. El detalle de 

las estructuras de los compuestos identificados se encuentra detallada en la Tabla R1.6. 

 

 
 

Tabla R1.6 Datos de los compuestos seleccionados: Posición de la placa, nombre químico, estructura, fórmula, y 

peso molecular.  

 

 

2. CARACTERIZACIÓN BIOFÍSICA DEL COMPLEJO FORMADO POR LA 
PROTEÍNA NUPR1 Y LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS 
 

Una vez identificados mediante el cribado de alto rendimiento (High Throughput 

Screening, HTS) los compuestos que, al parecer, eran capaces de unirse a la proteína 

NUPR1 y alterar su perfil de desnaturalización térmica, se procedió a la caracterización 

de los complejos resultantes mediante el uso de distintas técnicas biofísicas como 

Calorimetría Isotérmica de Titulación (ITC), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), 

Espectroscopía de Fluorescencia (EF), y diversos métodos computacionales. 
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2.1 CALORIMETRÍA ISOTÉRMICA DE TITULACIÓN (ITC): 
CARACTERIZACIÓN TERMODINÁMICA DE LOS COMPLEJOS NUPR1-
COMPUESTO 
 

Mediante el cribado realizado anteriormente, basado en el aumento de estabilidad 

observado durante la desnaturalización térmica de la proteína junto a los distintos 

compuestos respecto a la proteína aislada, fueron seleccionados aquellos compuestos que 

inducían una mayor estabilización en NUPR1. Este aumento de estabilidad está 

íntimamente relacionado con la afinidad de unión de los compuestos a la proteína, pero 

esta correlación no es directa. Por ello, fue necesario el uso de otras técnicas para 

profundizar en la caracterización biofísica de las interacciones moleculares entre ambas 

especies y determinar sus afinidades.  

 

La primera de las técnicas utilizadas para la caracterización termodinámica de la 

interacción entre la proteína NUPR1 y los 15 compuestos seleccionados (C1-C15), fue la 

calorimetría isotérmica de titulación (ITC). Tras añadir el compuesto de la jeringa a la 

proteína contenida en la celda del calorímetro, a dos temperaturas (25º y 37º) y dos pH (4 

y 7) para ver las condiciones más favorables, se obtuvieron los termogramas que se 

muestran a continuación (Figura R2.1.1). 
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Figura R2.1.1: Caracterización biofísica de la unión entre los compuestos seleccionados 

(C-1 a C-15) y la proteína NUPR1: Termogramas correspondientes a los experimentos de 
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ITC llevados a cabo para el estudio de la interacción entre la proteína NUPR1 y el  a) C1 

(37ºC; pH 7); b) C2 (37ºC; pH 7); c) C3 (25ºC; pH 7); d) C4 (37ºC; pH 4); e) C5 (25ºC; 

pH 7); f) C6 (25ºC; pH 7); g) C7 (25ºC; pH 7); h) C8 (25ºC; pH 7); i) C9 (37ºC; pH 4); j) 

C10 (37ºC; pH 4); k) C11 (25ºC; pH 7); l) C12 (25ºC; pH 7); m) C14 (25ºC; pH 7); n) C15 

(25ºC; pH 7). Las condiciones del calorímetro fueron: celda [NUPR1]= 20µM, DMSO 

1,5%; jeringa [compuesto disuelto en DMSO]= 300µM; ambos disueltos en tampón fosfato 

20mM (pH 7) o tampón acetato de sodio (pH 4). NOTA: Solo se muestran los termogramas 

obtenidos bajo las mejores condiciones de temperatura y pH. 

 

Las gráficas anteriores (Figura R2.1.1) muestran los termogramas correspondientes a la 

reacción de formación del complejo entre la proteína NUPR1 y los compuestos 

seleccionados (C1-C15), que se corresponden con el calor intercambiado en la reacción 

de interacción entre ambas especies. Con respecto a las formas observadas en los 

termogramas, se apreciaban diferencias en cuanto al calor generado (kcal/s) entre el 

principio y el final de la reacción, lo que indica que la interacción entre la proteína y los 

compuestos había tenido lugar. Esto se observó en todos los compuestos excepto en el 

compuesto C-11, en el que no se producía interacción bajo las condiciones de trabajo 

ensayadas (imagen no mostrada). Con respecto a la dirección de los picos del termograma, 

se observó en todos los casos (excepto el compuesto C-11) que este calor era de signo 

negativo, lo que aparte de confirmar que existe reacción entre NUPR1 y los distintos 

compuestos, reflejó también que se trataba de reacciones de carácter exotérmico. En este 

tipo de reacciones, la celda de la muestra se calienta más que la de referencia, por lo que 

es necesario aplicar calor a la celda de referencia para igualar de nuevo las temperaturas 

de las celdas, lo que se traduce con un pico hacia abajo en el termograma. 

 

Además, en todos los casos excepto en el caso del compuesto C-11, se pudieron obtener 

las curvas de ITC correspondientes a la formación de los complejos, lo que reafirmó la 

existencia de reacción química entre la proteína y los compuestos. Las curvas de ITC se 

corresponden con el calor intercambiado por mol de compuesto añadido (Kcal/mol) en 

función de la ratio molar de las dos especies [compuesto]/[Npr1]), obtenido a partir del 

calor generado en cada pulso, integrado con respecto al tiempo y normalizado por la 

concentración. El ajuste mostrado en todos los casos fue un ajuste no lineal de acuerdo 

con el modelo considerado con un único sitio de unión del compuesto. En la siguiente 
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figura (Figura R2.1.2) se muestran como ejemplos las curvas de ITC de los compuestos 

C13 y C15, dos de los compuestos más prometedores. 

 

a) NUPR1-C13 

 

b) NUPR1-C15 

 
 

Figura R2.1.2: Caracterización biofísica de la unión de los compuestos C13 y C15 

a la proteína NUPR1. Termogramas (parte superior de la gráfica) y curvas de ITC 

(parte inferior de la gráfica) correspondientes a los experimentos de ITC llevados a 

cabo para el estudio de la interacción entre la proteína NUPR1 y el a) compuesto 

C13; b) compuesto C15. Las condiciones del calorímetro fueron: celda [NUPR1]= 

20µM, DMSO 1,5%; jeringa [compuesto disuelto en DMSO]= 300µM, ambos 

disueltos en tampón fosfato 20mM (pH 7) a T25ºC. 

 

Como se ha mencionado anteriormente, de las curvas de ITC obtenidas en un experimento 

de calorimetría isotérmica de titulación se deducen algunos parámetros termodinámicos 

de la interacción estudiada, como son las constantes de afinidad/disociación (Ka/Kd) entre 

las moléculas que interaccionan, la entalpía de reacción (ΔH), la entropía (ΔS), o la 

estequiometría (n) del complejo resultante. En el caso de la interacción entre la proteína 

NUPR1 y los compuestos seleccionados y para la formación de los complejos 

correspondientes, se obtuvieron los datos mostrados en la siguiente tabla (Tabla R2.1.3): 
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Tabla R2.1.3: Parámetros termodinámicos (constantes de afinidad (Ka), constantes de 

disociación (Kd) y entalpia (ΔH) de la reacción de interacción entre la proteína NUPR1 

y los 15 compuestos seleccionados en el cribado HTS (C1-C15), obtenidos mediante 

experimentos de calorimetría isotérmica de titulación (ITC). La constante de 

disociación (Kd) no es proporcionada directamente en los experimentos de ITC sino 

que fue calculada mediante la fórmula 1/ Ka.  

(*): No pudo ser determinado a las condiciones ensayadas. 

 

Como se aprecia en la tabla anterior (Tabla R2.1.3), en todos los casos excepto en el caso 

del compuesto C11, se obtuvieron datos de las constantes termodinámicas de la unión, lo 

que vuelve a constatar que todas las reacciones de interacción entre la proteína NUPR1 y 

los distintos compuestos estudiados han tenido lugar. En cuanto a la afinidad de la 

proteína por los distintos compuestos, los datos de la tabla muestran pequeñas 

variaciones, desde los valores más bajos de Ka como es el caso de la interacción del C1, 

C5, C9, C10, C12 o C15 con la proteína (Ka=0.2), hasta aquellos compuestos con valores 

de Ka más elevados y que muestran por tanto más afinidad por la proteína como es el caso 
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del C8 o el C14 (Ka=0.7). Pero aún con estas pequeñas diferencias, todos los compuestos 

mostraron constantes de afinidad del orden de micromolar que resulta ser el orden 

esperado para las interacciones de las proteínas intrínsecamente desordenadas con sus 

ligandos biológicos (Gianni et al., 2014). 

 

 

2.2 ESPECTROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA (SF): ESTUDIO DE LA 
MODIFICACIÓN DEL ENTORNO DE LOS AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS 
DE NUPR1 TRAS LA INTERACCION CON LOS COMPUESTOS 
 

Una vez caracterizados termodinámicamente los complejos formados por la proteína 

NUPR1 y los compuestos seleccionados en el cribado inicial mediante experimentos de 

ITC, y buscando una evidencia más de la interacción directa entre ambas biomoléculas, 

se llevaron a cabo experimentos de espectroscopía de fluorescencia intrínseca. Este tipo 

de experimentos proporcionan información acerca de la estructura terciaria en torno a los 

aminoácidos aromáticos de una proteína y son capaces de detectar cualquier cambio que 

se produzca en los mismos o alrededor de ellos tras su interacción con otra biomolécula. 

 

Para ello, se realizaron espectros de fluorescencia de los complejos NUPR1-Compuesto, 

por un lado, y de la proteína NUPR1 y los compuestos por separado por otro ([NUPR1]= 

3.2 μM; [Compuesto] = 100 μM; Tampón: [Na2HPO4]= 20mM, pH=7) y se observaron 

las diferencias entre ambos. Las comparaciones se llevaron a cabo entre los espectros de 

los complejos NUPR1-Compuesto (C1-C15) y la suma de los espectros de los 

componentes individuales (NUPR1 y C1-C15) disueltos en DMSO (restando a este 

último término el espectro del DMSO-tampón para evitar que el disolvente contase dos 

veces). A continuación, se muestran los resultados obtenidos, clasificados en tres grupos 

distintos según el comportamiento de su fluorescencia observado (Figuras R2.2.1, R2.2.2, 

R2.2.3). 
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Figura R2.2.1: Comparación de los espectros de fluorescencia de los complejos NUPR1-

compuesto (línea naranja) vs. la suma de los espectros individuales de la proteína NUPR1 y los 

compuestos (líneas azules) a) compuesto C2; b) compuesto 3; c) compuesto C10; d) compuesto 

C11; e) compuesto C14; f) compuesto C15. En todos los casos se restó el espectro del DMSO a 

la suma de los espectros individuales para que este no estuviese dos veces representado. Las 

concentraciones utilizadas fueron [NUPR1]= 3.2 μM; [Compuesto] = 100 μM; y Tampón: 

[Na2HPO4]= 20mM, pH=7.  
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Figura R2.2.2: Comparación de los espectros de fluorescencia de los complejos NUPR1-

compuesto (línea naranja) vs. la suma de los espectros individuales de la proteína NUPR1 
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y los compuestos (líneas azules). a) compuestos C1; b) compuesto C4; c) compuesto C5; 

d) compuesto C6; e) compuesto C7 f) compuesto C8 g) compuesto C9; y h) compuesto 

C13. En todos los casos se restó el espectro del DMSO a la suma de los espectros 

individuales para que este no estuviese dos veces representado. Las concentraciones 

utilizadas fueron [NUPR1]= 3.2 μM; [Compuesto] = 100 μM; y Tampón: [Na2HPO4]= 

20mM, pH=7. 

 

 
 

Figura R2.2.3: Comparación del espectro de fluorescencia del complejo NUPR1-compuesto12 

(línea naranja) vs. la suma de los espectros individuales de la proteína NUPR1 y el compuesto 

C12 (línea azul). Se restó el espectro del DMSO a la suma de los espectros individuales Las 

condiciones del experimento fueron [NUPR1]= 3.2 μM; [Compuesto] = 100 μM; Tampón: 

[Na2HPO4]= 20mM, pH=7. 

La comparación de los espectros de fluorescencia de los complejos NUPR1-compuesto 

frente a la suma de los espectros individuales, permitieron clasificar a los compuestos en 

tres grupos, tal y como muestran las figuras R2.2.1, R2.2.2 y R2.2.3.  

En un primer grupo de compuestos (Figura R2.2.1), formado por los compuestos C2, C3, 

C10, C11, C14 y C15, se observaron diferencias más o menos marcadas entre ambos 

espectros, que implicaría una modificación del entorno de los aminoácidos aromáticos 

tras la adición del compuesto, lo que supondría la existencia de interacción entre la 

proteína y el compuesto. Esta interacción, que no existía en los componentes individuales, 

produciría la modificación del entorno de los aminoácidos aromáticos de la proteína y la 

consiguiente variación en los espectros de fluorescencia. 

En un segundo grupo de compuestos (Figura R2.2.2), formado por los compuestos C1, 

C4, C5, C6, C7, C8, C9 y C13, estas diferencias en la emisión de fluorescencia entre 
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ambos espectros no se apreciaban, o eran mínimas, lo que implica que el entorno de los 

aminoácidos aromáticos de la proteína NUPR1 no ha sido modificado tras la adición de 

estos compuestos.   

Finalmente, en el compuesto C12 (Figura R2.2.3), se observó una fluorescencia propia 

muy superior a la de la NUPR1, por lo que queda enmascarado cualquier cambio en el 

espectro de emisión del complejo NUPR1-C12, no pudiéndose sacar ningún dato 

concluyente en dicha interacción.  

 

2.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN): ESTUDIO DE LOS 
RESIDUOS DE NUPR1 IMPLICADOS EN LA INTERACCIÓN CON LOS 
COMPUESTOS 
 

Tras la caracterización termodinámica de los complejos resultantes de la interacción entre 

la proteína NUPR1 y los compuestos seleccionados en el cribado inicial (C1-C15), y el 

estudio de dicha interacción entre ambas moléculas mediante el estudio de la 

fluorescencia emitida el proceso, se llevaron a cabo, en colaboración con el Dr. J.L. Neria 

de la Universidad de Elche estudios de resonancia magnética nuclear (RMN). El objetivo 

de estos estudios era identificar en la proteína los residuos exactos de unión a los 

compuestos. Este tipo de estudios se basan que, si se produce interacción entre dos 

biomoléculas, se va a producir un cambio en el espectro de RMN, ya sea en los 

desplazamientos químicos, en la amplitud, o en la intensidad, respecto a los espectros 

RMN de cada una de las moléculas por separado. De manera que, para estudiar la 

interacción entre biomoléculas mediante RMN bastará con comparar los espectros de las 

moléculas por separado, en nuestro caso la proteína NUPR1 y los compuestos 

seleccionados, con los espectros del complejo formado NUPR1-compuesto. Los residuos 

de unión concretos de los compuestos a la proteína pueden ser caracterizados usando tanto 

las variaciones en los desplazamientos químicos (son las variaciones en la frecuencia), 

como las variaciones en la amplitud de la señal de resonancia (en la anchura de los picos) 

de un espectro 2D 1H-15N HSQC.  

En nuestro caso, tras la realización de los espectros 2D 1H-15N HSQC, se observó que la 

adición de los compuestos a la proteína NUPR1 no inducía ningún cambio en los 

desplazamientos de ninguno de los picos, ni tampoco variaciones importantes en la 

amplitud de la señal, lo que indica que la proteína permanece en su mayoría desordenada 
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incluso después de que se lleve a cabo la interacción con los compuestos. A modo de 

ejemplo, en la figura R2.3.1, se muestran datos del espectro 2D HSQC para dos de los 

compuestos, C9 y C15, que interaccionan con la proteína NUPR1. En ambos casos se 

observó ausencia de cambios en el desplazamiento químico en todas las señales, al igual 

que ocurría en el resto de los compuestos (datos no mostrados). 

 

 

  
 

Figura R2.3.1: RMN de los compuestos frente a NUPR1. A) Espectro 2D 1H-15N HSQC 

de la proteína NUPR1 aislada (rojo) a 100 μM; NUPR1 y C9 (negro) (100:400 μM); y 

NUPR1 y C15 (azul) (100:400 μM).  

 

El análisis detallado de los espectros HSQC, residuo a residuo, de todos los compuestos, 

reveló pequeñas variaciones no uniformes en la amplitud de las señales para algunos de 

los residuos de la proteína NUPR1. Esto es debido al intercambio de las moléculas de 

compuesto entre el estado libre y el estado acomplejado NUPR1-compuesto. Estas 

variaciones señalaban los residuos concretos de la proteína en los que habían 

interaccionado los compuestos. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla 

(Tabla R2.3.2) 

 

 

 

 



RESULTADOS 

96 
 

 

Resonancias afectadas por la unión de los compuestos a NUPR1 

 

Compuesto Residuos cuyo espectro RMN se ve 

modificado por la unión del compuesto 

C-1 Terfenadina - 

C-2 Flufenazina dihidrocloruro Thr68 

C-3 Acido cafeico Ala33; Thr68 

C-4 Reserpina Thr68 

C-5 (-) -Isoproterenol dihidrocloruro  Thr68 

C-6 Flunarizina dihidrocloruro Ala33; Thr68 

C-7 Halofantrina hidrocloruro a Thr68 

C-8 Levonordefrina Ala33; Thr68 

C-9 (+)-Isoproterenol(+)-bitartrato sal Ser9; Ala10; Leu29; Ala33; Gly38; Thr68 

C-10 Pheniramina maleato Ser9; His62; Thr68 

C-11 Terconazol Thr68 

C-12 Dihidroergotoxina hidrocloruro Leu29; Le32; Gly38; Thr68 

C-13 Bencetonio cloruro Thr68 

C-14 Clortetraciclina hidrocloruro Ala33; Thr68 

C-15 Trifluoperazina dihidrocloruro Ala33; Thr68 

 
Tabla R2.3.2: Datos obtenidos en los experimentos RMN de la proteína NUPR1 y los 

compuestos. En la tabla aparecen señalados los residuos de la proteína en los que se produce una 

variación en su espectro RMN (pequeña variación de la amplitud de los picos) tras la unión de los 

distintos compuestos. 
a El compuesto precipita a la concentración usada para RMN. 
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Como queda reflejado en la tabla anterior (tabla R2.3.2), todos los compuestos analizados 

fueron solubles a una concentración de 400 μM (la concentración de NUPR1 fue de 100 

μM) a excepción del compuesto C7, que precipitaba en esas condiciones. 

 

Como se ha dicho anteriormente, las variaciones en la amplitud de la señal de resonancia 

observadas en los residuos afectados de la proteína por la unión de los compuestos fueron 

muy pequeñas en todos los casos, lo que indica que la proteína permanecía mayormente 

desplegada después de la interacción. Hay que destacar sin embargo que, en la mayoría 

de los casos, estas variaciones se produjeron en un número restringido de residuos de la 

proteína, tal y como se muestra en la tabla R2.3.2.  

Se observaron algunas diferencias en las interacciones de los distintos compuestos. El 

compuesto que más residuos modificó tras su interacción con NUPR1 es el compuesto 

C9, cuya interacción afecta a 6 residuos de la proteína; seguido por el compuesto C10 y 

el compuesto C12 que afectaban a 4 y 3 residuos de la proteína respectivamente. Solo 

hubo un compuesto, el compuesto C1, que no produjo ningún cambio, por mínimo que 

fuera, en el espectro RMN tras su interacción con la proteína.  

 

Es importante señalar, que más que el número de residuos de la proteína modificados tras 

la adición de los compuestos es interesante el hecho de que varios de estos residuos se 

repetían en las interacciones de todos los compuestos. Estos residuos, concretamente los 

aminoácidos Ala33 y Thr68, parecían ser claves en las interacciones de la proteína 

NUPR1 por estar implicados en la unión de todos los compuestos ensayados. 

 

Si nos centramos en el residuo de NUPR1 modificado por la interacción de todos los 

compuestos, la Thr68, y uno de los compuestos más prometedores, el compuesto C15 se 

observa lo que muestra la siguiente figura (Figura R2.3.3). En ella se muestra el espectro 

RMN correspondiente al desplazamiento químico del 15N de la Thr68 de NUPR1 en 

ausencia o presencia del compuesto C15. 
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Figura R2.3.3: Espectro 2D 1H-15N HSQC correspondiente al desplazamiento químico 

del 15N de la Thr68 de NUPR1 para la proteína NUPR1 aislada (rojo) y NUPR1 más el 

compuesto 15 (negro). La señal a 8 ppm que aparece en ambas filas corresponde a la 

posición de la sonda interna. Descrita en materiales y métodos. Los experimentos se 

realizaron a 25ºC y pH 4.5. 

 

En la figura anterior (Figura R2.3.3) se observó claramente como para el residuo Thr68 

de la proteína NUPR1, se producía una disminución en la intensidad de la señal tras la 

adición del compuesto C15, lo que parece confirmar la implicación de este residuo en la 

interacción entre ambas biomoléculas. 

 

 

2.4 METODOS COMPUTACIONALES: DINÁMICA MOLECULAR Y 
ACOPLAMIENTO (DOCKING) MOLECULAR 
 

Una vez identificados los residuos concretos de interacción la proteína NUPR1 con los 

distintos compuestos mediante la técnica de RMN, se procedió a estudiar las 

características de esas uniones de la proteína NUPR1 basándonos únicamente en el 

análisis de su secuencia a través de los métodos computacionales previamente descritos 

en el apartado introducción. Para ello, en colaboración con el Dr. Rizzuti (Italia), se llevó 

a cabo una simulación computacional o análisis in silico detallado de la proteína NUPR1 

con el objetivo de determinar las características generales de la estructura de la misma y 

sus propiedades de unión.  

 

Este análisis in silico de las propiedades de unión de NUPR1 se llevó a cabo en dos pasos. 

Inicialmente, se realizó una investigación bioinformática de la secuencia de la proteína, 

para posteriormente proceder al modelaje o diseño tanto de los diferentes confórmeros de 
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la proteína y los compuestos por separado, como de la estructura de los complejos 

resultantes en su interacción. 

 

 

Estudio bioinformático de la secuencia de la proteína: 

 

En esta primera parte, se recurrió en primer lugar al servidor ExPASy (the Swiss Institute 

of Bioinformatics (SIB)), para obtener distintas informaciones de la proteína NUPR1:  

 

- a pH 7 la carga media (calculada como la carga neta de cada residuo a pH 7 dividida por 

el número total de residuos) de la proteína NUPR1 es de +5e. 

 

- la fracción de residuos cargados positivamente (Arg + Lys + His); 6K, 9R, 4D y 6E y 

negativamente (Asp + Glu) es del 18% y el 12% respectivamente.  

  

- su hidrofobicidad media (calculada como la suma de la hidrofobicidad media de cada 

residuo dividido entre en número total de residuos) es de 0,35, menor que la 

hidrofobicidad media de las IDPs típicas, que es 0,39 ± 0.05, y mucho menor que la 

hidrofobicidad de las proteínas globulares plegadas, que es 0.48 ± 0.03 (VN et al., 2000). 

 

Siguiendo con el estudio de la secuencia de la proteína NUPR1, se recurrió en segundo 

lugar a la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982) para llevar 

a cabo la caracterización de la hidrofobicidad de cada residuo de la proteína tal y como 

se muestra en la siguiente figura (Figura R2.4.1) 
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Figura R2.4.1: Propiedades de la cadena principal de NUPR1 en función del número 

de residuo: Hidrofobicidad de la proteína NUPR1 en función del número de residuo 

calculada según la escala de hidrofilicidad de Kyte-Doolittle (Kyte and Doolittle 1982) 

Los residuos de NUPR1 cuyo espectro RMN resultaba modificado tras la unión de los 

diferentes complejos a la proteína aparecen marcados en la figura. El cálculo se llevó 

a cabo considerando un tamaño de ventana de 5 residuos. 

 

La figura anterior (Figura R2.4.1) muestra el carácter hidrofóbico de cada residuo de la 

proteína NUPR1 calculado de acuerdo con la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle.  

En nuestro caso, se utilizó una ventana de 5 residuos, que es el valor más usado en la 

literatura, con lo que se consiguió evaluar la hidrofobicidad local alrededor de cada 

residuo de aminoácido considerando también la contribución de los dos residuos 

adyacentes de cada lado a lo largo de la secuencia. Esta escala considera que las regiones 

que se encuentran por encima de cero son regiones de carácter hidrofóbico, mientras que 

las que se encuentran por debajo presentan carácter hidrofílico. Como se aprecia en la 

figura, en la mayoría de los residuos la hidrofobicidad se encontraba por debajo del cero, 

lo que sugería la no hidrofobicidad de estos residuos, aunque también se observaron 

algunas regiones con índice hidropático mayor que cero. Los picos más prominentes de 

la figura anterior, que se corresponden con los residuos más hidrofóbicos de la proteína, 

se corresponden con los residuos cuyas resonancias se veían afectadas tras la unión de los 

distintos compuestos a la proteína NUPR1 con un margen de 2 aminoácidos como 

máximo. Los índices de hidrofobicidad más altos se observaron para los residuos 31, que 
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se encuentra entre la Leu29 y la Ala33, residuos modificados en los espectros RMN tras 

la unión de los compuestos; y la Thr68, residuo clave de NUPR1 que se modificaba tras 

la unión de todos los compuestos. Otros picos en el patrón de hidrofobicidad se observan 

en los residuos 8-9 y 39, que se corresponden con la Ser9, Ala10 y Gly38, cuya resonancia 

se ve modificada también por la unión de algunos de los compuestos. 

 

En resumen, podemos decir que se apreció claramente como los picos más prominentes 

coinciden con aquellos residuos de la proteína NUPR1 cuyas resonancias se veían 

afectadas por la unión de los compuestos, según los resultados observados en RMN. 

 

Otro aspecto estudiado mediante el análisis de la secuencia de la proteína NUPR1 fue la 

predicción del grado de orden a lo largo de su estructura primaria. Se utilizaron para ello 

tres métodos distintos muy usados en DM para predecir la dinámica de los residuos de 

una proteína, lo que resulta estar estrechamente relacionado con su grado de orden. Estos 

tres métodos son DinaMine (Cilia et al., 2013) (Cilia et al., 2014), PrDOS (Ishida & 

Kinoshita, 2007) y DISOclust (Mcguffin, 2008), y todos ellos están basados únicamente 

en el conocimiento de la secuencia de la proteína. Los resultados obtenidos se muestran 

en la siguiente figura (Figura R2.4.2) 

 

 
 

Figura R2.4.2: Propiedades de la cadena principal de NUPR1 en función del número 

de residuo: Probabilidad de la estabilidad conformacional obtenida mediante el cálculo 

del parámetro de predicción de orden S2 de los grupos N-H de la cadena principal de la 
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proteína NUPR1. Los programas utilizados fueron DynaMine (línea negra)(Cilia et al., 

2013) (Cilia et al., 2014), PrDOS (línea roja) (Ishida & Kinoshita, 2007), y 

DISOcLUST (línea azul) (Mcguffin, 2008). 

 

Como se muestra en la figura anterior (Figura R2.4.2), los tres métodos tienen valores de 

la “probabilidad de orden” que van desde 0, representando una conformación inestable y 

una posición altamente dinámica, hasta 1, cuyo valor representa un residuo con orden 

completo con una conformación estable (estabilidad local completa). La relación entre el 

orden y la dinámica de la proteína está clara, ya que según su tendencia al orden o al 

desorden, la proteína será más o menos dinámica, resultando las más ordenadas las menos 

dinámicas y viceversa.  

 

El primero de los métodos, el método de DynaMine (Cilia et al., 2014), utiliza el 

parámetro de orden S2 de los grupos N-H del esqueleto de la proteína para examinar la 

tendencia al orden o al desorden de un aminoácido concreto (línea negra de la figura), lo 

que da una estimación de la flexibilidad de la cadena proteica. En el caso de la proteína 

NUPR1, y tal y como muestra la figura, no se detectó ningún residuo en una disposición 

estable (S2 ≥ 0,75), y, aunque la conformación para los residuos 26-37, 47-51 y 63-71 

pueden ser clasificados como dependientes del contexto (0,65 < S2 < 0,75), en el resto de 

los residuos, que son la mayoría, encontramos valores de 0,65 < S2, considerado 

desordenados por el programa. 

 

En los otros dos métodos utilizados para predecir la tendencia al orden de los residuos, el 

PrDOS (línea roja de la figura), que combina información local de la secuencia de la 

proteína con una predicción basada en una secuencia molde (Ishida et al., 2007) y el 

método de DISOclust (línea azul de la figura) el cual correlaciona el desorden de la 

proteína con los errores por residuo en modelos de reconocimiento múltiple) (McGuffin 

LJ et al., 2008) se obtuvieron resultados similares al anterior, excepto en la región de los 

residuos 47-51, que estos últimos consideran desordenada (S2<0.5), frente al método 

DynaMine que considera la región como una zona ordenada de la proteína. 

 

A pesar de esta pequeña diferencia, y a pesar de no estar normalizadas recíprocamente, 

las tres estrategias coincidían en que existen únicamente 2 regiones, una que incluye los 

residuos Leu29 y Ala33 (y marginalmente Gly38), y la otra, que incluye a la Thr68 (y 
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marginalmente His62), clasificadas como zonas cuya estabilidad depende del contexto, y 

en las que existiría la probabilidad de convertirse en regiones ordenadas bajo condiciones 

favorables. 

 

Posteriormente al estudio del orden de cada residuo de NUPR1, se determinó la 

probabilidad de unión de cada residuo de la proteína. Para ello se utilizaron dos métodos 

de predicción computacional, el método MoRFpred (Disfani et al., 2012), y el método 

ANCHOR 31 (Dosztányi et al., 2009), que predicen la probabilidad de unión de los 

residuos de la proteína NUPR1 a través de la transición desorden-orden dinámica de los 

residuos de la proteína, lo que a su vez está relacionado con su grado de orden. Los 

resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura R2.4.3). 

 

 

 
 

Figura R2.4.3: Propiedades de la cadena principal de NUPR1 en función del 

número de residuo: Probabilidad de unión de la proteína NUPR1 a través de la 

transición desorden-orden. La probabilidad de unión a lo largo de la secuencia de 

la proteína fue obtenida usando el predictor computacional MoRFpred (línea 

negra) (Disfani et al., 2012); y el método ANCHOR (línea roja) (Mészáros et 

al.,2009) y ANCHOR 31 (Dosztányi et al., 2009) 

 

El primero de los métodos, el método MoRFpred (Disfani et al., 2012) identifica, dentro 

de las regiones más grandes intrinsecamente desestructuradas, regiones de unión más 

cortas, a menudo caracterizadas por una combinación de alta hidrofobicidad y tendencia 

al orden comparadas con los residuos adyacentes. Por el contrario, el método ANCHOR 
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(Dosztányi et al., 2009) está basado en estimaciones de energía para detectar los 

segmentos de la cadena principal de la proteína que podrían ser estabilizados en la 

presencia de un ligando molecular aproximadamente globular.  

 

La figura anterior (Figura R2.4.3), muestra por tanto la probabilidad de unión de los 

ligandos a los distintos residuos de la proteína NUPR1 a través de transiciones desorden-

orden de pequeñas porciones de la cadena de la proteína NUPR1. De nuevo se pudo 

observar que, en ambos casos que, a pesar de las diferencias en la metodología utilizada 

y en el rango de variabilidad para los valores de probabilidad de unión predichos, las 

herramientas computacionales usadas coinciden en evidenciar que los valores más altos, 

es decir los residuos de la proteína NUPR1 con una mayor probabilidad de estar 

implicados en la unión a los compuestos, correspondían a las dos porciones de la cadena 

principal centradas alrededor de la Ala33, o más precisamente, entre Leu29 y Gly38; y 

alrededor de la Thr68, residuos clave en las interacciones con los ligandos según los 

experimentos de RMN previos. 

 

 

Modelaje de la estructura de los complejos formados por la proteína NUPR1 y los 

compuestos seleccionados: 

 

Una vez analizada en profundidad la estructura de la proteína NUPR1 mediante los 

estudios bioinformáticos mencionados anteriormente, se pasó a la segunda parte del 

estudio computacional, el diseño in silico de los posibles modelos de las estructuras de 

los complejos formados por NUPR1 y los 15 compuestos seleccionados (C1-C15). Como 

en el caso de la predicción teórica anterior, los modelos fueron obtenidos a ciegas, es 

decir, sin utilizar la información de los experimentos previos de ITC y RMN. 

 

Para el modelaje de los compuestos, se llevaron a cabo experimentos de acoplamiento 

(docking) molecular a partir de las estructuras obtenidas por simulación mediante 

dinámica molecular (DM) tanto para la proteína como para los compuestos aislados, lo 

que permitió predecir la conformación más estable del complejo formado entre ambos.  

El punto de partida fueron un gran número de conformaciones diferentes de NUPR1 

diseñadas mediante simulaciones de DM por el método de colapso de la cadena de la 

proteína extendida. Estas conformaciones compartían la característica común de ser 
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estructuras de glóbulo fundido, con un tamaño compatible con el radio hidrodinámico 

medido en los experimentos DOSY RMN, 22±3 A, y sin estructura secundaria definida, 

lo que coindice con las informaciones previas. Y, aunque este conjunto de estructuras de 

NUPR1 seleccionadas no forman necesariamente un conjunto representativo de la 

simulación, sí que proporcionan una aproximación de la conformación preferida de la 

proteína en solución, por lo que consideramos apropiado su uso en experimentos de 

docking molecular para determinar potenciales zonas de unión de la misma en la unión 

con los compuestos. Así se pudo investigar la unión local de los compuestos a la cadena 

principal de la proteína bajo diversas condiciones.  

 

Los principales hallazgos de los experimentos de acoplamiento o docking molecular 

llevados a cabo se muestran en la siguiente figura (Figura R2.4.4) 

 

 
 

 
 

Figura R2.4.4: Docking o acoplamiento molecular entre los compuestos y la proteína NUPR1 A) 

Modo de unión del compuesto C15 con la cadena lateral de la Thr68. La figura muestra también 

una porción de la cadena principal de la proteína (gris claro); B) Bolsillo transitorio de la proteína 

modelado por combinación de los modos de unión del compuesto C15 con las porciones de la 

cadena principal de NUPR1 incluyendo los residuos 27-40 (naranja) y 62-72 (verde); C) 

Numerosos modos de unión para el compuesto C8 con la cadena principal de la proteína (N- y C- 
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terminales se muestran en azul y rojo respectivamente); D) Bolsillo transitorio de la proteína 

NUPR1 modelado por la combinación de diferentes modos de unión del compuesto C9 con la 

cadena principal de la proteína NUPR1, que involucra a los residuos 8-11 (morado), 27-40 

(naranja) y 60-72 (verde). Para todas las representaciones fue utilizado el programa PyMol 

(DeLano WL (2002) (http://www.pymol.org). Los hidrógenos y los oxígenos de la cadena 

principal de la proteína no están mostrados y los nitrógenos del esqueleto de la proteína están 

coloreados solo para los residuos implicados en la interacción. 

 

Los resultados más significativos obtenidos en el docking molecular (figura R2.4.4) 

fueron los siguientes: 

 

- Las energías de unión más favorables (-6.5 Kcal/mol) fueron obtenidas para los 

compuestos C15 y C2 (Figura R2.4.4.A) interaccionando con la cadena lateral de la 

Thr68, que resultó ser el sitio de unión preferido de la proteína NUPR1. En concreto, se 

observó como el compuesto C2 interactúa con la proteína a través de la región central que 

abarca sus tres anillos conectados, mientras que los demás grupos del ligando se 

encontraban solvatados (imagen no mostrada). La energía de esta unión fue < -6,5 

Kcal/mol, tratándose por tanto de una interacción energéticamente favorable. 

 

- Otros compuestos, como por ejemplo los compuestos C6, C8 y C9, mostraban una 

menor afinidad por la proteína (Figura R2.4.4.C). Por ejemplo, el compuesto C8, 

mostraba una afinidad de unión de < -5,5 kcal/mol, un poco menor que en el caso anterior, 

aunque seguía siendo una reacción favorable, y, en su unión con la proteína estaba 

implicada una interacción entre su anillo de benceno con la cadena lateral de Thr68.  

Una diferencia si lo comparamos con el compuesto C2, fue que en el caso del Docking 

del compuesto C8, la Thr68 no es su único posible acoplamiento, sugiriendo que 

contactos con residuos adicionales en la cadena principal de la proteína podrían contribuir 

significativamente a fijar el compuesto.  

 

De especial interés resulta el acoplamiento del compuesto C9 (Figura R2.4.4.D) con la 

proteína NUPR1, por ser el compuesto cuya interacción afecta a mayor número de 

residuos de la proteína según los experimentos de RMN. Además, la similitud estructural 

entre el compuesto C8 y el compuesto C9, permite una comparación directa de los 

resultados obtenidos en los dos casos. Tanto la Thr68 como la Ser9-Ala10 proporcionan 
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las mejores localizaciones para los compuestos. En ambas posiciones se trata de 

reacciones favorables, con una energía de unión para ambas posiciones de acoplamiento 

de <-6,0 kcal/mol. Para el resto de los modos de unión se observa una menor afinidad 

entre proteína y ligando, con una diferencia entre ambas situaciones de ΔG ≥1,0 kcal. 

 

- Para algunos de los compuestos, la energía de unión calculada fue tan baja (-3.0 

Kcal/mol), como por ejemplo en el caso del compuesto C8, que únicamente podrían 

cuadran con los datos experimentales asumiendo que múltiples residuos (incluyendo la 

Ala33, Ser9 y la Ala10) cooperan juntos en la interacción del ligando. De hecho, los 

modos de unión predichos por el programa AutoDock Vina para este compuesto podrían 

involucrar varios residuos de NUPR1 como muestra la figura, incluyendo como en los 

casos anteriores a la Thr68 y la Ala33. Para relacionar este resultado con los datos de 

RMN, es razonable asumir que la Thr68 y la Ala33 cooperan conjuntamente para unir el 

compuesto C8, en vez de interactuar con el de una forma independiente el uno del otro. 

Esta hipótesis es apoyada por la localización de esos dos residuos en las partes más 

hidrofóbicas de la secuencia de la proteína, como se evidencia en la Figura R2.4.4.C, lo 

que sugiere que ambos residuos, Thr68 y Ala33 son espacialmente adyacentes por lo 

menos en la presencia del ligando, y que pueden actuar juntos para formar una región de 

la proteína única que está parcialmente protegida del solvente y que es clave en la unión 

de los ligandos. 

  

Esto fue verificado modelando algunos bolsillos en la proteína (Figura R2.4.4.B y Figura 

R2.4.4.D), lo que mostraba un aumento de la afinidad de hasta 3 Kcal/mol: Para 

profundizar más en este último punto, se llevó a cabo un “docking de fragmentos” 

individualmente tanto para el compuesto C8 como para el compuesto C9, incluyendo en 

cada uno de ellos tanto los compuestos como las porciones locales de la cadena principal 

de la proteína que se encuentra interaccionando con ellos en sus distintos modos de unión. 

Estos fueron combinados en un complejo único que fue equilibrado mediante 

simulaciones de dinámica molecular, como se muestra en el ejemplo de la Figura 

R2.4.4.D. La combinación de los fragmentos de la proteína implicados en los distintos 

modos de unión crea un bolsillo en la proteína. La afinidad, es decir, la energía de unión, 

calculada para el ligando unido dentro de tales bolsillos de la proteína, se encontró que 

aumentaban más de 3-4 kcal/mol comparado con las posiciones de los fragmentos 

individuales, aunque en general esta energía de unión depende mucho de los detalles de 



RESULTADOS 

108 
 

la conformación resultante. Los mejores modos de unión para el compuesto C9 fueron 

obtenidos cuando la cadena lateral de la Leu29 de la proteína interactúa con su cola 

isopropilo, lo que no ocurre en el caso del compuesto C8, el cual no tiene ese adupto 

químico y no interactúa con Leu29, como se puede observar en los experimentos de 

RMN. 

 

Por otro lado, incluso en el caso más favorable (compuestos C15 y C2), la energía de 

unión podría ser también reducida en la misma proporción (hasta -3.0 Kcal/mol) si el 

ligando es acoplado en la misma posición, pero solamente incluyendo en el cálculo una 

pequeña región de 5-10 residuos del esqueleto de la proteína alrededor de los residuos de 

unión. Por lo tanto, estos resultados indican que, aunque Thr68, concretamente su cadena 

lateral, es el residuo de unión preferido en NUPR1, no sólo es importante un residuo 

particular para proporcionar el sitio de anclaje para el compuesto correspondiente, sino 

que es importante también la presencia concomitante de otros aminoácidos cercanos.   

 

- Finalmente, los resultados de docking entre los compuestos C10 y C12 y la proteína 

NUPR1 fueron altamente variables y dependían incluso de una forma más llamativa que 

en el caso anterior de la geometría de unión del complejo. Esto es especialmente evidente 

para el compuesto C12, probablemente debido a la complejidad en la estructura química 

del mismo. Además, la presencia simultánea de los iones maleato y metanosulfonato que 

acompañan a estos compuestos, podrían tener un papel adicional en la unión. En relación 

con esto último, cabe destacar que también en el caso del compuesto C9, la presencia del 

ion bitartrato que lo acompaña, podría tener un efecto suplementario, ya que el docking 

del mismo en NUPR1 mostraba que podría interactuar con un número de residuos de la 

proteína que incluyen Gly39 y Ser10-Ala11. 

 

 

3. ESTUDIOS “IN VITRO” CON CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA DUCTAL 
DE PÁNCREAS HUMANAS 
 

Los experimentos llevados a cabo en la primera parte de este trabajo, basados en 

herramientas biofísicas y computacionales parecían demostrar la interacción entre la 

proteína NUPR1 y la mayoría de los compuestos seleccionados en el cribado HTS inicial 

(C1-C15) a nivel extracelular. Para demostrar nuestra hipótesis principal de trabajo, es 
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decir, que la unión de los compuestos a la proteína NUPR1, modularía la unión de la 

misma a sus ligandos biológicos, alterando las propiedades protumorales de los complejos 

biológicos, es necesario confirmar en primer lugar si esa interacción se producía también 

a nivel intracelular y ver posteriormente si esa unión afectaba de alguna manera a las 

funciones celulares. Para ello se llevaron a cabo los estudios celulares y animales que se 

muestran a continuación. 

  

 

3.1 ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN NUPR1-LIGANDO A NIVEL 
INTRACELULAR:  ENSAYO DE LIGACIÓN POR PROXIMIDAD IN SITU 
(PLA: PROXIMITY LIGATION ASSAY) 
 

 

Los primeros ensayos llevados a cabo para investigar la unión de los compuestos 

seleccionados a la proteína NUPR1 a nivel intracelular fueron los ensayos de ligación por 

proximidad in situ o de ligación de proteínas (PLA).  

Existe un ligando biológico de NUPR1, la proteína MSL1, que interacciona en la primera 

en respuesta al daño en el DNA celular para formar el complejo de reparación del DNA 

NUPR1-MSL1 (Aguado-Llera et al., 2013b). Esta interacción natural es la base del 

estudio indirecto de la interacción NUPR1-compuesto llevado a cabo mediante PLA en 

este trabajo. La idea era estudiar si los compuestos eran capaces de unirse 

intracelularmente a NUPR1 y bloquear la interacción de la proteína con uno de sus 

ligandos biológicos, el MSL1. Para ello se monitorizo la interacción entre NUPR1 y 

MSL1 en las células de cáncer de páncreas MiaPaca-2 tratadas o no, en el caso del control, 

con los distintos compuestos y en presencia de oxaliplatino, ambos a una concentración 

de 10µM. La función del oxaliplatino era provocar un daño en el DNA y la consiguiente 

formación del complejo de reparación entre NUPR1 y MSL1. 

 

En la técnica de ligación PLA, las células MiaPaca2 transfectadas con los plásmidos de 

las proteínas NUPR1-Flag y MSL1-V5 y tratadas o no con los compuestos en presencia 

de oxaliplatino, fueron incubadas respectivamente con los anticuerpos anti-Flag y anti-

V5 en primer lugar. Posteriormente fueron incubadas con las sondas fluorescentes PLA+ 

y PLA-, que a su vez estaban compuestas por un anticuerpo secundario contra especie 

unido a un fragmento de DNA. Tras la incubación se llevó a cabo la ligación y 

amplificación tal y como ha sido descrito previamente (Aguado-Llera et al., 2013b). La 
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ligación de las sondas PLA+ y PLA- y la formación de un círculo cerrado de DNA, es 

decir, un DNA concatámero marcado sobre el que hibridan las sondas, permitiendo una 

amplificación por círculo rodante y la aparición de una señal fluorescente, únicamente se 

produciría si las sondas estaban lo suficientemente cerca (<40nm) es decir. Es decir, las 

señales de puntos fluorescentes solo aparecían si existía una interacción entre ambas 

proteínas (NUPR1 y MSL1) y se había formado un complejo estable entre ellas. Por el 

contrario, si las proteínas no interaccionaran y estuvieran separadas, las sondas estarían 

alejadas entre sí y no se produciría amplificación del DNA, por lo que no se observaría 

ninguna señal fluorescente. 

 

El resultado obtenido en este ensayo de ligación de para el caso del control negativo, es 

decir, de las células transfectadas únicamente con la proteína NUPR1 y sin tratar con los 

compuestos; y para el caso del control positivo, es decir, de las células transfectadas tanto 

con la proteína NUPR1 como con MSL1, pero sin tratar con los compuestos, se muestran 

en la siguiente figura (Figura R3.1.1) 

 

a)                                             b) 

 
Figura R3.1.1: Ensayo de ligación por proximidad in situ o ligación de proteínas (PLA) de las 

proteínas NUPR1 y MSL1 en células de cáncer de páncreas MiaPaca2: a) Control negativo. Las células 

MiaPaca2 fueron sembradas en cubres y transfectadas a) únicamente con el plásmido pcDNA3-

NUPR1-Flag: control negativo; o b) con los plásmidos pcDNA3-NUPR1-Flag y pcDNA4-V5-HIS-

MSL1: control positivo. A las 24h, ambas células fueron tratadas con oxaliplatino (10μM) para inducir 

daño en el DNA y provocar la unión de NUPR1 y MSL1 para formar el complejo de reparación del 

DNA, y DMSO, ya que los compuestos están disueltos en este disolvente. La técnica PLA fue llevada 

a cabo 24 horas después tal y como se ha descrito en Materiales y Métodos. Las imágenes fueron 
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tomadas a 40x con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i y analizadas con el programa 

ImageJ para estimar el número de puntos rojos fluorescentes que representan la intensidad de la unión 

NUPR1-MSL1 para formar el complejo de reparación del DNA. 

 

Como muestra la figura anterior (Figura R3.1.1), y en concordancia con lo mencionado 

anteriormente, en el caso del control negativo (Figura R3.1.1.a) en el que las células 

únicamente habían sido transfectadas con la proteína NUPR1 y no con la proteína MSL1, 

no se observaba señal fluorescente debido a que las células solo expresaban en 

concentración significativa una de las proteínas implicadas en la interacción. Lo contrario 

se pudo observar en el caso del control positivo (Figura R3.1.1.b), donde las células, 

transfectadas tanto con la proteína NUPR1 como con la proteína MSL1, pero sin haber 

sido tratadas con ninguno de los compuestos, mantenían intacta su interacción natural 

entre ambas proteínas tras la inducción del daño celular por el oxaliplatino, lo que 

concuerda con la observación de un número considerable de puntos fluorescentes 

intracelulares.  

 

Por otro lado, al llevar a cabo este ensayo de ligación de proteínas (PLA) con las células 

transfectadas con ambos plásmidos y tratadas con los distintos compuestos (C1-C15) a 

una concentración de 10µM, se obtuvieron resultados claramente diferenciados tal y 

como se muestra con los siguientes ejemplos (Figuras R3.1.2 y R3.1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3.1.2: Ensayo de ligación por proximidad in situ o ligación de proteínas (PLA) 

de las proteínas NUPR1 y MSL1 en células adenocarcinoma ductal de páncreas C 
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MiaPaca2. Las células fueron sembradas en cubres y tranfectadas con los plásmidos 

pcDNA3-NUPR1-Flag y pcDNA4-V5-HIS-MSL1. A las 24h, las células fueron 

tratadas simultáneamente con oxaliplatino (10μM) para inducir daño en el DNA y 

provocar la unión de NUPR1 y MSL1 para formar el complejo de reparación del DNA, 

y: a) DMSO (control positivo: células no tratadas) o b) compuesto C15 a una 

concentración de 10μM  y disuelto en DMSO. La técnica fue llevada a cabo 24 horas 

después tal y como ha sido descrita en Materiales y Métodos. Las imágenes fueron 

tomadas a 40x con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i y analizadas con 

el programa ImageJ para estimar el número de puntos rojos fluorescentes, que 

representan el número de interacciones NUPR1-MSL1 producidas intracelularmente. 

La reducción en el número de puntos rojos fluorescentes es proporcional a la inhibición 

de la interacción MSL1-NUPR1 por parte del C15. 

 

a) b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3.1.3: Ensayo de ligación por proximidad in situ o ligación de proteínas (PLA) 

de las proteínas NUPR1 y MSL1 en células de cáncer de páncreas MiaPaca2. Las células 

fueron sembradas en cubres y tranfectadas con los plásmidos pcDNA3-NUPR1-Flag y 

pcDNA4-V5-HIS-MSL1. A las 24h, las células fueron tratadas simultáneamente con 

oxaliplatino (10μM) para inducir daño en el DNA y provocar la unión de NUPR1 y 

MSL1 para formar el complejo de reparación del DNA, y: a) DMSO (control positivo: 

células sin tratar) o b) compuesto C6 a una concentración de 10μM (disuelto en DMSO). 

La técnica fue llevada a cabo 24 horas después tal y como ha sido descrita en Materiales 

y Métodos. Las imágenes fueron tomadas a 40x con el microscopio de fluorescencia 
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Nikon Eclipse 90i y analizadas con el programa ImajeJ para estimar el número de puntos 

rojos fluorescentes que representan el número de interacciones NUPR1-MSL1 

producidas intracelularmente. La reducción en el número de puntos rojos fluorescentes 

es proporcional a la inhibición de la interacción MSL1-NUPR1 por parte del compuesto 

C6.  

 

Los ejemplos anteriores son una muestra de lo observado en los experimentos de ligación 

de proteínas en las células que expresaban tanto NUPR1 como MSL1 y que fueron 

tratadas con el resto de los compuestos, en los cuales se obtuvieron resultados dispares 

dependiendo del compuesto. Por un lado, se observó un grupo de compuestos, 

representados por el ejemplo del compuesto C15 (Figuras R3.1.2), en los que se observó 

una disminución en el número de puntos fluorescentes respecto al control positivo, lo que 

implicaría una disminución de la interacción natural entre las proteínas NUPR1 y MSL1 

por acción de los compuestos. Este grupo de compuestos estaba formado por los 

compuestos C2, C3, C9, C10, C12, C13 y C15, Dichos compuestos, por tanto, habrían 

logrado bloquear o dificultar la unión de NUPR1 con uno de sus ligandos biológicos, la 

proteína MSL1. Sin embargo, en el segundo grupo de compuestos, representado por el 

ejemplo del compuesto C6 y formado por los compuestos C1, C4, C6, C8, C11, y C14, 

no se observó una diferencia significativa en la señal de fluorescencia (Figuras R3.1.3) 

entre las células tratadas con estos compuestos y las células sin tratar, por lo que estos 

compuestos parecen no afectar a la unión de ambas proteínas a nivel intracelular.  

Hay que señalar que en el caso del compuesto C5 no fue posible la realización de la 

técnica dificultades técnicas, y en el caso del compuesto C7, se producía la precipitación 

del mismo en las condiciones de trabajo ensayadas. 

 

 

3.2 ESTUDIOS CELULARES: EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS 

CÉLULAS TUMORALES CON LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS 

 

Una vez demostrada la interacción de varios de los compuestos ensayados (C1-C15) con 

la proteína NUPR1 tanto a nivel extracelular (estudios biofísicos y computacionales) 

como intracelular (estudios de ligación de proteínas o PLA), se planteó la segunda 

cuestión, que fue investigar sobre el efecto que la formación de dicho complejo NUPR1-

compuesto podría tener en algunas de las propiedades protumorales de la proteína NUPR1 
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en las células cancerígenas, concretamente en células de adenocarcinoma de páncreas 

humano. En este contexto se llevaron a cabo una serie de experimentos con el objetivo de 

estudiar estas propiedades protumorales de las células MiaPaca-2 y compararlas con las 

mismas propiedades en las células tratadas con los compuestos, para ver si los compuestos 

eran capaces de producir algún cambio. Estos experimentos fueron los que se describen 

a continuación. 

 

 

3.2.1 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR  

 

Los primeros estudios realizados para evaluar el efecto citotóxico de los compuestos C1-

C15, o lo que es lo mismo, la capacidad de los mismos de disminuir la viabilidad de las 

células tumorales, fueron estudios de citotoxicidad celular. Estos fueron llevados a cabo 

mediante el kit CellTiter, el cual utiliza el colorante MTS como índice de la viabilidad 

celular. Las enzimas deshidrogenasas mitocondriales de las células metabólicamente 

activas (células viables), transforman el MTS de color amarillo en un compuesto de 

formarán soluble de color azul, el cual absorbe radiación a una longitud de onda de 

490nm. La disminución en la formación de este compuesto de formarán, se relaciona con 

la pérdida de funcionalidad mitocondrial, y por lo tanto de viabilidad celular, o, dicho de 

otra manera, la cantidad de producto de formarán producido es directamente proporcional 

al número de células metabólicamente activas.  

 

En los experimentos de citotoxicidad iniciales, las células MiaPaca-2 fueron tratadas con 

concentraciones decrecientes de los compuestos C1-C15 (de 120µM, a 0 µM en el caso 

del control) durante 24, 48 y 72h. Tras el tratamiento de las células y la adición del 

reactivo CellTiter, se calculó la viabilidad celular mediante la medida de la absorbacia de 

cada uno de los pocillos a 490 y 700 nm (consideramos que la absorbancia a λ=700nm 

debería ser cero, por lo que la usamos como blanco de nuestros experimentos). La 

absorbancia final de cada pocillo fue definida como: Abs=Abs490 – Abs700; y el % de 

viabilidad celular se calculó normalizado el resultado anterior por la absorbancia de 

células sin tratar (control) según la fórmula: %viabilidad= (Abs células tratadas/ Abs células control) 

x 100.  
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Se muestran como ejemplo los resultados de aquellos compuestos que mostraban ser 

citotóxicos para las células tumorales MiaPaca2, es decir, aquellos compuestos en los que 

se observaron disminuciones en la viabilidad celular tras el tratamiento con los mismos 

(Figura R3.2.1.1)  

 

 
 
Figura R3.2.1.1: Estudios de viabilidad celular de las células tumorales MiaPaca-2 tratadas con 

los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15 a concentraciones decrecientes que van 

desde una concentración de compuesto de 120µM hasta 0 µM en el caso del control, al que se le 

añadió DMSO para igualar la concentración de este disolventea a la de las células tratadas con 

los compuestos. Las células fueron incubadas con los compuestos a 37ºC durante a) 24h, b) 48h 

o c) 72h tras lo que se procedió al estudio de su viabilidad mediante el método colorimétrico 

“CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” tal y como ha sido descrito en el 

materiales y métodos. El cáculo de la absorbancia para cada caso se calculó mediante la fórmula 

Abs=Abs490 – Abs700, y el % de viabilidad celular se calculó normalizado el resultado por la 

absorbancia de células sin tratar mediante la fórmula: %viabilidad= (Abs células tratadas/ Abs células control) 

x 100. En las gráficas se representa el % de viabilidad celular en función de la concentración de 

cada uno de los compuestos.                                                                                                       

 

Como se observa en la figura anterior (Figura R3.2.1.1), se obtuvieron resultados 

significativos en el caso de las células tratadas con los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, 

C12, C13 y C15, en los que se observó una clara disminución de la viabilidad celular, 

monitorizada por un descenso en la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial de las 

mismas, lo que es lo mismo, por una disminución de la absorvancia, tras el tratamiento 

de las células MiaPaca2 con los mismos. Este efecto es mucho más llamativo en el caso 

de los compuestos C1, C13 y C15, en los que, según se aprecia en las gráficas, sería 

necesaria una concentración muy baja de los mismos para disminuir significativamente 

al número de células MiaPaca-2 viables, destacando también la rapidez de este efecto, ya 

notable a las 24h de tratamiento. A medida que el tiempo de incubación aumenta a 48 y 
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72h, son más los compuestos que afectan de una manera importante a la viabilidad de las 

células MiaPaca2 a bajas concentraciones. Podemos sugerir, por tanto, que el descenso 

en el número de células de adenocarcinoma de páncreas viables tratadas con los 

compuestos es directamente proporcional a la concentración de los mismos y al tiempo 

de incubación, siendo mas acusado a mayor concentración del compuesto y mayor tiempo 

de incubación. 

 

En el resto de los compuestos (gráficas no mostradas), no había una variación 

significativa de la viabilidad celular en las células tratadas con ellos respecto a las células 

sin tratamiento (control), por lo que estos compuestos no presentan actividad citotóxica 

frente a las células MiaPaca-2, al menos a una concentración de los mismos de 120µM o 

menor. 

 

Se llevó a cabo un estudio más detallado de los datos anteriores analizando el % de células 

viables a una concentración determinada de compuesto, para observar los efectos 

citotóxicos los distintos compuestos a la misma concentración sobre las células 

MiaPaca2. Se analizaron el número de células viables tras la incubación, durante 24h, de 

las células con los compuestos a una concentración de 30 µM, por considerar esta una 

concentración razonable para observar el efecto tóxico en las células tumorales y 

minimizar sus efectos secundarios en células sanas llegado el caso. Los resultados 

obtenidos se muestran en la siguiente (Figura R3.2.1.2) 

 

Figura R3.2.1.2: Estudios de citotoxicidad celular de las células tumorales MiaPaca2 tratadas con 

los compuestos a una concentración de 30µM, excepto en el caso del control en el que unicamente 

se trato con DMSO (0.6%). Las células fueron incubadas a 37ºC con los compuestos durante 24h, 
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tras lo que el reactivo MTS del kit utilizado en el experimento (CellTiter-Blue) fue añadido. Pasadas 

3 horas de incubación en estufa, se procedió a la medida de la absorbancia de cada pocillo a 490nm 

y 700nm, tal y como se ha descrito en materiales y métodos. En las gráficas se representa el % de 

viabilidad celular (calculado como (Absorbancia células tratadas/Absorbancia células control) x100 de las 

células tumorales tratadas con los compuestos a una concentración de 30µM. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de 3 experimentos realizados de manera independiente y la 

significación estadística fue de p<0.05. 

 

Como se ha mencionado anteriormente y se vuelve a apreciar en la figura anterior (Figura 

R3.2.1.2), destacan sobre los demás los compuestos C1, C13 y C15 que, de manera muy 

precoz, con tan solo 24h de tratamiento, logran disminuir la viabilidad de las células 

tratadas por debajo de un 10% respecto al control, resultando ser los compuestos más 

citotóxicos de los ensayados en este trabajo frente a las células de adenocarcinoma ductal 

de páncreas. 

 

Un término muy utilizado en la industria farmacéutica para evaluar la eficacia de un 

fármaco es la concentración inhibitoria semimáxima o IC50. Por definición IC50 indica 

la cantidad de fármaco necesaria para inhibir un proceso biológico a la mitad, 

proporcionando así una medida de la potencia de un fármaco antagonista en la 

investigación farmacológica (Andrews, 2001). Basándonos en esto, el siguiente paso fue 

el ajuste de las gráficas obtenidas en los experimentos de citotoxicidad anteriores (Figura 

R3.2.1.2) para la obtención de los valores de IC50, que en nuestro caso representa la 

concentración de compuesto con la que se han de tratar las células MiaPaca2 para ver 

reducida su viabilidad en un 50% respecto a las células sin tratar. Los resultados se 

muestran en la siguiente tabla (Tabla R3.2.1.3) 
 

IC50 
MiaPaca2 

24h 

MiaPaca2 

48h 

MiaPaca2 

72h 

 C1 11-12 µM 11 µM 11 µM 

C2 48 µM 45 µM 23 µM 

C6 >120 µM 98 µM 48 µM 

C7 100 µM 92 µM 45 µM 

C11 51 µM 46 µM 43 µM 

C12 90 µM 77 µM 45 µM 

C13 23 µM 15 µM 12 µM 

C15 24 µM 22 µM 24 µM 
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Tabla R3.2.1.3: IC50 o concentración inhibitoria semimáxima para cada uno de los 

compuestos con efecto citotóxico (C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13, y C15) sobre las 

células MiaPaca2, obtenida a partir de los experimientos de citotoxicidad llevados a 

cabo tras el tratamiento de las mismas con concentraciones decrecientes de los 

compuestos (concentraciones de 120 µM a 0 µM  en el caso del control) durante 24, 48 

y 72h. El valor de IC50 representa la concentración de compuesto que causa la 

disminución del 50% células MiaPaca-2 viables.  

 

Como ya ha sido mencionado anteriormente en los experimentos de viabilidad celular, se 

observó un grupo de compuestos, formado por los compuestos C3, C4, C5, C8, C9, C10, 

y C14 (datos no mostrados), en los que no se observaba una disminución en la viabilidad 

de las células MiaPaca2 tras su tratamiento con los mismos a una concentración máxima 

de 120μM. Por tanto, en este grupo de compuestos, los valores de IC50 obtenidos fueron 

> 120μM incluso al máximo tiempo (72h) de incubación, lo que implica que estos 

compuestos no afectaban a la viabilidad celular incluso a concentraciones muy altas de 

compuesto. En un principio, estos compuestos no resultarían útiles en la práctica clínica 

por la cantidad de efectos secundarios que pudieran causar al necesitar una concentración 

muy elevada de compuesto para mostrar efectos citotóxicos significativos en las células 

tumorales. 

 

Por el contrario, en el grupo de compuestos formado por los compuestos C1, C2, C6, C7, 

C11, C12, C13 y C15, se observó un efecto citotóxico variable a las distintas 

concentraciones ensayadas sobre las células MiaPaca2 (Figura R3.2.1.2). Los valores de 

IC50 para este grupo de compuestos mostraban valores de IC50 relativamente bajos, por 

lo que la concentración de compuesto necesaria para disminuir un 50% el número de 

células tumorales viables era una concentración razonable para ser utilizadas en la 

práctica clínica (tabla R3.2.1.3). Además, este efecto estaba relacionado con el tiempo de 

incubación en la mayoría de los casos, siendo más significativo a medida que el tiempo 

de incubación aumentaba. Cuanto mayor era el tiempo de incubación, menos 

concentración de compuesto era necesaria para causar el mismo efecto en las células 

(menor IC50) (excepto en el C1 y el C15 que se mantenía constante). De nuevo hay que 

destacar los valores de IC50 significativamente menores en el caso de los compuestos C1, 

C13 y C15, donde ya a muy baja concentraciòn de compuesto hay una afectación 
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importante en el número de células tumorales viables, con un efecto muy inmediato, 

notándose su citotoxicidad incluso a las 24h de tratamiento. Concretamente para el 

compuesto C1 se obtubo un IC50 de 11µM, para el compuesto C13 de 23 µM, y para el 

compuesto C15 de 24 µM a las 24h de tratamiento. El resto de los compuestos de este 

grupo, aún teniendo actividad citotóxica sobre las células tumorales, necesitaban una 

concentración mayor o un mayor tiempo de tratamiento para que la viabilidad celular se 

viera afectada significativamente. 

 

En vista de los resultados anteriores, se decidió hacer un nuevo experimento de viabilidad 

celular aumentando el tiempo de incubación hasta 6 días tal y como se ha descrito en 

materiales y métodos. La idea era tratar las células tumorales MiaPaca2 con todos los 

compuestos C1-C15 a baja concentración, para ver el efecto de una menor concentración 

de los compuestos, pero a largo plazo. Tras el tratamiento de las células con los 

compuestos a una concentración de 10µM y la incubación de las mismas a 37ºC durante 

6 días, se determinó la viabilidad celular con el kit CellTitter como se ha detallado 

anteriormente. Como control negativo se utilizaron células MiaPaca sin tratar (sólo con 

DMSO, para igualar la concentración de este disolvente de las células tratadas con los 

compuestos) y como control positivo del experimento se utilizaron las células incubadas 

con el compuesto quimioterápico Oxaliplatino a una concentración de 60nm. Los 

resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura R4.2.1.4). 

 

 
 

Figura R3.2.1.4: Estudios de citotoxicidad celular de las células tumorales MiaPaca-

2 tratadas con los compuestos C1-C15 a una concentración de 10µM durante 6 días. 

Como control negativo se utilizaron células sin tratar con un 0.6% de DMSO. Las 

células MiaPaca2 fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10000 
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células/pocillo y tratadas con los compuestos durante 6 días tras lo que se estudió su % 

de viabilidad mediante el método colorimétrico “CellTiter 96® AQueous One Solution 

Cell Proliferation Assay” tal y como ha sido descrito en materiales y métodos. Tras el 

tratamiento, el reactivo MTS del kit Celltiter fue añadido, y tras 3 horas de incubación, 

se procedió a lectura de la absorbancia de cada pocillo a 490 y 700 nm. En las gráficas 

se muestra el % de viabilidad celular en función del compuesto. NT: Células no 

tratadas o control negativo. Oxa: Células tratadas con el quimioterápico Oxaliplatino 

a una concentración de 60nM. Las barras de error representan las desviaciones 

estándar de tres experimentos independientes y el p-valor sumido: * ≤ 0.1; ** ≤ 0.05; 

*** ≤ 0.0001). 

 

Los resultados obtenidos al tratar a las células MiaPaca2 con una menor concentración de 

los compuestos (10µM) durante más tiempo (Figura R3.2.1.4), son similares a los que se 

habían obtenido con menor tiempo de tratamiento a mayor concentración de los 

compuestos (Figura R3.2.1.2). De nuevo se pudo observar cómo los compuestos con las 

diferencias más significativas en cuanto a la disminución del número de células viables 

respecto al control son los compuestos C1, C13 y C15, y más concretamente dentro de 

este grupo, los compuestos C13 y C15 son los que muestras las diferencias más acusadas. 

Estos dos compuestos mostraron una estabilidad mayor que el resto de los compuestos, y 

se muestran muy eficientes en reducir la viabilidad celular de las células tumorales, 

mostrando un porcentaje de células vivas de 10±3% en el caso del compuesto C13, y de 

un 26±7% en el caso del compuesto C15, comparado con el 100% de células vivas de las 

células sin tratar (p-valor≤0.01). De hecho, estos valores en el número de células vivas 

son comparables a los obtenidos tras el tratamiento de las células con Oxaliplatino, 

fármaco ampliamente utilizado en los tratamientos quimioterápicos actuales, en el que se 

obtuvo un valor de células vivas de 10±2% con un p-valor≤0.01.  

 

Todos los resultados anteriores sugerían firmemente que los compuestos C1, C13 y C15 

mostraban una importante citotoxicidad frente a las células tumorales MiaPaca-2 

afectando significativamente a su viabilidad, por lo que la siguiente cuestión a estudiar 

fue investigar si ese efecto tóxico es llevado a cabo a través de algún mecanismo que 

implicara a la proteína NUPR1, es decir, si esa disminución en el número de células 

viables de las células tumorales estaba causada por la interacción de la proteína y los 

compuestos.  
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Aunque ya quedó demostrado con los estudios biofísicos previos que existe interacción 

entre la proteína NUPR1 y los compuestos, y que las células MiaPaca2 mueren en 

presencia de los mismos ha quedado demostrado con los experimentos de citotoxicidad, 

queríamos en esta parte del estudio unir ambas cuestiones para analizar si la muerte de 

las células tumorales era consecuencia de la interacción de la proteína con los 

compuestos. Para ello, se llevó a cabo el mismo experimento de citotoxicidad que en el 

punto anterior, pero usando en este caso dos líneas celulares distintas, por un lado se 

utilizaron células knocked-out (ko) para la proteína NUPR1 obtenidas de un modelo de 

ratón de adenocarcinoma ductal de páncreas modificado genéticamente para no expresar 

NUPR1, y por otro, sus células equivalentes wild-type (wt) para NUPR1 que si expresan 

la proteína. Con esto se pretendió analizar si este efecto citotóxico es dependiente de la 

proteína NUPR1, o, dicho de otra manera, si la sensibilidad de las células a los 

compuestos depende de la afinidad entre NUPR1 y los compuestos. Los resultados 

obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura R3.2.1.5)  

  

 
Figura R3.2.1.5: Estudios de citotoxicidad celular de células primarias de modelo de 

ratón con adenocarcinoma ductal de páncreas modificado genéticamente para no 

expresar la proteína NUPR1 (ko), y sus respectivas células wt tratadas con los 

compuestos C1, C13 y C15 a una concentración de 10 µM durante 6 días. Ambas 

líneas celulares fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10000 

células/pocillo y el % de viabilidad celular calculado mediante el kit CellTiter. Tras el 

tratamiento con los compuestos, el reactivo MTS del kit CellTiter fue añadido, y tras 

3 horas de incubación, se procedió a la medida de la absorbancia a 490nm. En las 

gráficas se muestra el % de viabilidad de ambas líneas celulares en función del 



RESULTADOS 

122 
 

compuesto. NT: Células no tratadas o control negativo. Las barras de error representan 

las desviaciones estándar de tres medidas independientes (p-valor: * ≤ 0.1; ** ≤ 0.05; 

*** ≤ 0.01).  

 

Como se muestra en la gráfica anterior (Figura R3.2.1.5), en el caso del compuesto C1 no 

se observaron diferencias en cuanto al número de células viables entre las células con y 

sin expresión de NUPR1 (WT vs. KO) tras el tratamiento con el compuesto, lo que implica 

que el compuesto afecta por igual a ambos tipos de células.  

 

Lo contrario se observó en los casos de los compuestos C13 y C15 en los que si se 

apreciaban diferencias en el efecto citotóxico de los compuestos entre las células que 

expresan la proteína y las que no la expresan (WT vs. KO).  

En el caso del compuesto C13 se observó una disminución de células viables mas acusada 

en el caso de las células KO (independientemente de la expresión de la proteína NUPR1) 

comparada con las células que si expresan la proteína, por lo que este compuesto afecta 

más las células que no expresan NUPR1. El compuesto C13 disminuyó el número de 

células KO para la proteína NUPR1  hasta  un 17±4% (p-valor≤0.01), mientras que en las 

células WT está disminución en el número de células viables unicamente llegó al 74±9%, 

p-valor≤0.01).  

Lo contrario se observó para el compuesto C15, el cual afecta mas a las células que 

expresan la proteína NUPR1 (WT) que a las que no la expresan (KO), ya que, como se 

observa en la gráfica, este compuesto reduce la viabilidad celular al 35% (±6%, p-

valor≤0.01) en las células con expresión de la proteína NUPR1 (WT), mientras que en las 

células sin expresión de la misma (KO), la viabilidad unicamente queda reducida en un 

72%±16%, (p-valor≤0.01).  

 

Estas diferencias observadas, sugieren que, aunque el compuesto C15 muestra un efecto 

citotóxico de las células independiente de NUPR1 (alrededor del 35%), también es 

observado un significante efecto dependiente de NUPR1 (alrededor del 37%).  

 

Nuestra conclusión tras estos resultados fué que en el compuesto C15 la inhibición de la 

viabilidad en células tumorales es llevada a cabo, al menos en parte, por una vía 

dependiente de la proteína NUPR1, mientras que el compuesto C13 muestra un gran 

efecto citotóxico, pero por una vía independiente de la expresión de la proteína NUPR1. 
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Lo mismo ocurrió para el compuesto C1, que, aunque mostró gran capacidad citotóxica 

para las células tumorales, no se observaron diferencias significativas entre las células 

con o sin expersión de NUPR1 (p-valor: * ≤ 0.1), lo que sugiere que su mecanismo de 

acción es independiente de la expresión de la proteína, por lo fue descartado en este punto.  

Dado que nuestro objetivo inicial era encontrar compuestos que se unieran a la proteína 

NUPR1 para evitar las múltiples funciones tumorales de esta en la célula, parece que, en 

este punto del trabajo, es el compuesto C15 el que mas espectativas cumple. 

 

Como acabamos de ver, todos los experimentos anteriores apuntaban al compuesto C15 

como el compuesto más prometedor de los 15 (C1-C15) seleccionados inicialmente por 

el cribado HTS, por lo que se quiso profundizar más en el comportamiento de este 

compuesto, más concretamente en su comportamiento en combinación con fármacos 

antitumorales comerciales. Para ello se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad sobre 

células MiaPaca2 del compuesto C15 combinado con fármacos de quimioterapia 

estándar, para ver si este compuesto podía aumentar la sensibilidad de las células a estos 

últimos. Fueron llevados a cabo con el kit CellTiter tal y como se ha descrito en materiales 

y métodos. El tratamiento de las células, mantenido durante 3 días consistió en 

concentraciones crecientes del compuesto C15 solo, a concentraciones de 1nM a 1mM; 

los quimioterápicos Gemcitabina u Oxaliplatino, a concentraciones desde 1 nM hasta 1 

mM; o la mezcla de los anteriores con el compuesto C15 a una concentración de 10 µM. 

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura R3.2.1.6).  

 

 

 
 

 

Figura R3.2.1.6: Estudio de viabilidad de las células tumorales MiaPaca2 tratadas 

durante 3 días con A) cantidades crecientes del compuesto C-15 (de 1nM a 1mM), B) 

cantidades crecientes de Gemcitabina (de 1nM a 1 mM) añadiendo o no el compuesto 
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C15 a una concentración de 10µM; C) cantidades crecientes de Oxaliplatino (de 1nM a 

1mM) añadiendo o no el compuesto C15 a una concentración de 10 µM. En todos los 

casos, las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 10000 

células/pocillo y el % de viabilidad celular calculado mediante el kit CellTiter tal y como 

está descrito en materiales y métodos. En las gráficas se muestra el % de viabilidad celular 

en función de la concentración del tratamiento en cada caso. Las barras de error 

representan la desviación estándar de 3 experimentos independientes. 

 

Para analizar las concentraciones de los distintos tratamientos que conseguían una 

disminución de la viabilidad celular del 50% se ajustaron gráficamente las curvas 

obtenidas (Figura R3.2.1.6) y se obtuvieron los valores de los IC50 o concentración 

inhibitoria semimáxima. Los resultados son los que se muestran en la siguiente tabla 

(Tabla R3.2.1.7) 

 

 C15 Gemcitabina Gemcitabina + C15 Oxaliplatino 
 

Oxaliplatino + C15 

 

IC50 15 µM 0.04 µM 0.004 µM 4 µM 0.25 µM 

 
Tabla R3.2.1.7: Concentración inhibitoria semimáxima (IC50) del compuesto C15, la 

Gemcitabina, la combinación Gemcitabina más compuesto C15, el Oxaliplatino, y la 

combinación Oxaliplatino más compuesto C15, obtenidos en los experimentos de 

viabilidad celular de las células MiaPaca2 sometidas durante 3 días a dichos tratamientos. 

 

Como quedó reflejado en los experimentos anteriores (Figura R3.2.1.6 y Tabla R3.2.1.7), 

las células tumorales MiaPaca2 veían aumentada su sensibilidad al añadir 10µM del 

compuesto C15 a los tratamientos quimioterápicos actualmente utilizados para el 

tratamiento del adenocarcinoma ductal de páncreas, la Gemcitbina y el Oxaliplatino. 

Tanto para el caso de la Gemcitabina como para el Oxaliplatino, se observó un aumento 

de la sensibilidad de las células tumorales MiaPaca2 al añadir al tratamiento el compuesto 

C15 a 10µM respecto a los quimioterápicos solos. Si nos fijamos por ejemplo en la 

concentración de Gemcitabina necesaria para reducir las células tumorales a la mitad, 

vemos que es de 40 nM (IC50= 40). El mismo resultado se obtiene con la combinación 

de 4nM de Gemcitabina con 10 µM del compuesto C15, lo que corrobora el aumento de 

la sensibilidad de las células, haciéndolas diez veces más sensibles con este último. En el 
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caso del Oxaliplatino, 4µM de Oxaliplatino conseguían reducir al 50% la viabilidad 

celular, mientras que este valor se reducía a 0.25 µM con la adición de 10µM del 

compuesto C15, por lo que también conseguía aumentar significativamente la 

sensibilidad de este fármaco.  

 

 

3.2.2 ESTUDIOS CELULARES A TIEMPO REAL: iCELLigence assays  
 

Dados los prometedores resultados del compuesto C15 en los que se observaron valores 

de IC50 comparables con los obtenidos para dos de los antineoplásicos más utilizados 

para el tratamiento del adenocarcinoma ductal de páncreas, se decidieron llevar a cabo 

más experimentos para estudiar la velocidad con la que este actúa sobre la viabilidad de 

las células tumorales. Para ello se llevaron a cabo estudios citotoxicidad celular a tiempo 

real, utilizando el sistema iCELLigence que permite monitorizar la viabilidad celular 

durante todo el experimento. Este sistema utiliza placas con 16 pocillos con una matriz 

de biosensores de microelectrodos de oro que miden la impedancia cuando las células se 

adhieren a los microelectrodos provocando una corriente alterna. Las células adheridas 

actúan como aislante en la superficie del electrodo y cambian el medio iónico del mismo 

aumentado la impedancia. Por lo tanto, cuanto mayor es la adhesión de células, más 

aumenta la impedancia. Los resultados del sistema iCELLigence se expresan en función 

del índice celular (IC), que es una función del número de células y la proporción de células 

en diferentes intervalos de tiempo, siendo CI=0 cuando no hay células o cuando estas no 

se adhieren a la superficie del pocillo, y aumentando conforme aumenta el número de 

células adheridas (Şener et al., 2017). Al medir el campo eléctrico generado en este 

proceso, el sistema puede utilizarse en experimentos de proliferación, viabilidad, 

morfología y migración celular. 

 

Durante la incubación de las células MiaPaca2 con los distintos tratamientos, que fueron 

de 10µM de compuesto C15, 60 nM de Gemcitabina, o 4µM de Oxaliplatino, durante 3 

días, el valor de la impedancia de cada pocillo fue monitorizado durante todo ese periodo. 

Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura (Figura R3.2.2.1) 
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Figura R3.2.2.1: Estudios de viabilidad a tiempo real de las células MiaPaca2 

tratadas con 10µM de compuesto C15, 60 nM de Gemcitabina, 4µM de 

Oxaliplatino, o sin tratamiento (control). En todos los casos las células fueron 

sembradas a 40000 células/pocillo e incubadas durante 3 días, en los cuales la 

impedancia de cada pocillo fue monitorizada en función del tiempo con el sistema 

iCELLigence según las instrucciones del fabricante. La gráfica de la figura muestra 

el índice celular en función del tiempo (p-valor *≤0.1, **≤0.05 y ***≤0.001). Las 

barras de error corresponden a la desviación estándar de 3 experimentos 

independientes. 

 

Los resultados obtenidos (Figura R3.2.2.1) muestran como en el caso de las células 

tumorales no tratadas (control) el número de células, representadas por el índice celular, 

aumenta linealmente con el tiempo de incubación, sin observarse ninguna disminución 

del crecimiento de las mismas. En los casos de las células tumorales tratadas con los 

compuestos neoplásicos habituales sí que se observa una disminución en el número de 

células a las 72h de incubación respecto al control. Este efecto es mucho más marcado en 

el caso del Oxaliplatino, en el que se observa un crecimiento lineal de las células al 

principio del tratamiento, hasta las 35h tras el tratamiento, momento en el cual se observa 

un acusado descenso en el número de células del cultivo. En el caso de las células 

tumorales tratadas con el compuesto C15, se observa claramente como el compuesto C15 

induce una fuerte detención del crecimiento celular inmediatamente después de su 

adicción respecto al control, ya detectable a las 8h del inicio del tratamiento (p-valor 

≤ 0.01), y mucho más fuerte que el observado en el caso del Oxaliplatino o la Gemcitabina 

(p-valor ≤ 0.05).  
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Nuestros resultados sugieren que el efecto del compuesto C15 es más rápido comparado 

con el de las drogas estándar Gemcitabina y Oxaliplatino, incluso aunque el número de 

células finales sea comparable en el segundo caso. 

 

 

3.2.3 ESTUDIOS DE CICATRIZACIÓN HERIDAS (Wound Healing Assay) 
 

Tras la comprobación en experimentos previos de la existencia de interacción entre la 

proteína NUPR1 y algunos de los compuestos en células tumorales y de que, en algunos 

casos, esta interacción era capaz de bloquear la unión de la proteína a su ligando biológico 

MSL1, se abordó la siguiente cuestión planteada en este trabajo. Esta cuestión fue estudiar 

si ese bloqueo de la interacción natural de NUPR1, era capaz de atenuar las propiedades 

protumorales de la misma, es decir, de provocar alguna variación en la actividad biológica 

natural que la proteína mostraba unida a sus ligandos biológicos en las células MiaPaca-

2. Con este objetivo se llevaron a cabo los primeros experimentos de citotoxicidad en 

líneas celulares como se ha descrito anteriormente, comprobando la capacidad citotóxica 

de varios de los compuestos sobre las células MiaPaca-2. Después se continuo con una 

serie de experimentos para evaluar el comportamiento de las mismas tras el tratamiento 

con los compuestos. 

 

Una característica de las células tumorales en general y de las células MiaPaca en 

particular, es su gran capacidad de migración, mucho mayor que las células sanas, lo que 

las hace especialmente “hábiles” para propagarse e invadir tejidos diferentes al tejido 

original dando lugar a las metástasis. Esta pérdida del contacto célula-célula para alejarse 

de su lugar de origen, es considerado un proceso clave para la diseminación del tumor, 

propiedad que, en el caso del adenocarcinoma ductal de páncreas, parece estar atribuida, 

al menos en parte, a la proteína NUPR1 (Sandi et al., 2011b). Por este motivo, resultó 

interesante estudiar si los compuestos que se unen a NUPR1 impidiendo la unión a sus 

ligandos biológicos, afectan también a esta capacidad de migración de las células 

MiaPaca2.  

 

Para ello, se llevaron a cabo experimentos de cicatrización de “heridas inducidas” en los 

que, con las células MiaPaca2 crecidas en pocillos al 80-90% de confluencia, se realizó 
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una “herida” que provocó un punto de discontinuidad en la placa con una punta de pipeta 

estéril. En este punto las células tumorales fueron tratadas con 10µM de aquellos 

compuestos en los que previamente se había observado actividad citotóxica, los 

compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15. La capacidad de las células tratadas 

de migrar a través de la brecha en función del tiempo se monitorizó mediante la captación 

de las imágenes de las brechas a distintos tiempos (t = 0, 24 y 48h) a través de una cámara 

digital acoplada al microscopio de fluorescencia invertido Leica DM. Y a través del 

software de imágenes del propio microscopio MetaMorph MM AF se midió la distancia 

entre los extremos de las heridas a los distintos tiempos, que permitirá calcular la 

eficiencia del cierre de las heridas inducidas, que a su vez es proporcional a la capacidad 

de migración de las células de dichos cultivos.  Los resultados se expresan como el 

porcentaje de herida que se ha cerrado a las 24h y 48h respecto al tiempo 0. Las imágenes 

obtenidas son las que se muestran a continuación (Figura R3.2.3.1). 
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Figura R3.2.3.1: Ensayo de cicatrización de heridas (Wound Healing Assay) en células 

MiaPaca-2 tratadas con 10 µM de los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15, y 

sin tratar en el caso del control que fue tratado únicamente con DMSO. Las células se 

mantuvieron a 37ºC durante 2 días y las imágenes del avance de las células hacia el centro de 
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la “herida inducida”, al inicio del tratamiento (tiempo 0) y a las 24 y 48h, fueron obtenidas 

mediante una cámara digital acoplada al microscopio de fluorescencia Leica DM.  

Los resultados anteriores muestran (Figura R3.2.3.1), cómo en el caso del control, es decir 

las células de adenocarcinoma ductal de páncreas MiaPaca-2 sin tratar con ninguno de 

los compuestos, se observó claramente una disminución de la separación entre ambos 

extremos de las células a lo largo del tiempo, ya que, al ser células tumorales sin tratar, 

mantenían intacta su capacidad de migración. En el caso de las células tratadas con los 

compuestos se observó en todos los casos como la “herida inducida” se cierra en menor 

medida o más despacio que en el caso de las células sin tratar, lo que sugiere que estos 

compuestos logran frenar en mayor o menor medida la capacidad de propagación de las 

células tumorales. Cabría destacar los compuestos C13 y C15 donde se observó que la 

“herida” permanecía prácticamente como al inicio del experimento incluso a las 48h de 

tratamiento, por lo que estos dos compuestos parecen modular en mayor medida esta 

característica de las células tumorales de extensión a los tejidos vecinos y generación de 

metástasis.  

Las imágenes anteriores (Figura R3.2.3.1) fueron tratadas mediante el software de análisis 

del microscopio MetaMorph MM AF y el software ImageJ para estudiar la amplitud de 

las “brechas” a distintos tiempos que se observaban en las células tumorales tratadas con 

los compuestos. Inicialmente, se calculó la distancia media entre ambos lados de la 

brecha, que es inversamente proporcional a la capacidad de migración de las células, y 

posteriormente se aplicó el test estadístico t-Student asumiendo una significancia 

estadística de p<0.05. La idea era comparar esta capacidad de migración entre las células 

tratadas con los compuestos con la capacidad de migración de las células en su estado 

natural (controles), o, dicho de otra manera, comprobar si había alguna diferencia 

significativa en la capacidad de invadir otros tejidos y producir metástasis entre las células 

tratadas y las células control. Los resultados obtenidos fueron los mostrados en la 

siguiente gráfica (Figura R3.2.3.2). 
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Figura R3.2.3.2: Ensayo de cicatrización de heridas (Wound Healing Assay) en células 

MiaPaca-2 tratadas con los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15 a una 

concentración de 10 µM, excepto en el caso del control, que fue únicamente tratado con 

DMSO. Se utilizó el software de análisis MetaMorph MM AF y el software ImageJ para 

estudiar la migración de las células tratadas con cada uno de los compuestos, y esta fue 

expresada como el % de la anchura de la brecha respecto al tamaño original (distancia 

media entre las monocapas) tanto a las 24h (barras negras) como a las 48h (barras grises) 

de tratamiento. Las barras indican la media entre la anchura de la brecha en cada tiempo 

y el tamaño inicial. Las barras de error representan la desviación estándar de 3 

experimentos llevados a cabo por triplicado. Las barras más largas indican una 

reducción menor del tamaño de la “herida inducida”, o lo que es lo mismo, una 

migración celular disminuida. Se utilizó el test estadístico t-Student de dos colas, paired 

t-test con el control al mismo tiempo, ya sea 24 o 48h, asumiendo una significación 

estadística de p *<0.05. 

Como ya se observaba en las imágenes de la figura anterior (Figura R3.2.3.1) y se 

corrobora tras el tratamiento de las imágenes (Figura R3.2.3.2), quedó demostrada una 

diferencia estadísticamente significativa entre el tamaño de la “herida inducida” en el 

caso de las células en su estado natural sin tratar (control), y el tamaño de la brecha de las 

células tratadas con los compuestos C6, C12, C13 y C15 a las 48h de tratamiento.   En 

los demás casos estas diferencias no llegaron a ser significativas. De nuevo, los resultados 

más relevantes fueron para los compuestos C13 y C15, donde el tratamiento afectó de una 

forma muy marcada disminuyendo la migración espacial de estas células tumorales 

MiaPaca2. En el compuesto C13 el tratamiento inhibió la migración casi por completo a 

la vez que inducía cambios en la morfología celular. Sin embargo, en el caso de células 
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tratadas con el compuesto C15, estas migraban únicamente un 25% de la distancia entre 

las monocapas (tamaño brecha) significativamente menor que la migración de las células 

libres de tratamiento a las 48h, que migraban un 50%. Además, el efecto es más rápido 

en el compuesto C13, ya que a las 24h ya se ven diferencias estadísticamente 

significativas respecto al control, mientras que en el compuesto C15 tienen que pasar 48h 

para observarse estas diferencias. Si nos fijamos en el C1, que era uno de los compuestos 

que mostraban una actividad citotóxica sobre las células MiaPaca2 más acusada, vemos 

que su efecto en la migración celular de las células tumorales es prácticamente nulo, 

comportándose de una forma muy similar a las células tumorales sin tratar. 

 

3.2.4 ENSAYOS DE FORMACIÓN DE COLONIAS EN SOFT AGAR 
 

Otra característica importante de las células tumorales, que no se observa en células sanas 

y que está relacionada con su capacidad tumorogénica y su potencial para metastatizar 

propagándose a otros órganos y tejidos distintos al tumor primario, es su capacidad para 

crecer independientemente y formar colonias a partir de una célula aislada sin anclarse a 

ningún sustrato, es decir, a ninguna superficie sólida (Borowicz et al., 2014). Así, resulta 

interesante estudiar si dicha característica, necesaria para el proceso de carcinogénesis de 

las células tumorales, se ve afectada en las células tumorales pancreáticas por acción de 

nuestros compuestos. Para ello, se llevaron a cabo estudios de sobrevida clonogénicos o 

ensayos de formación de colonias, capaces de evaluar la capacidad de supervivencia in 

vitro de una única célula para crecer y formar una colonia en un ambiente de crecimiento 

independiente de anclaje, agar en este caso.  

Para llevar a cabo estos estudios de formación de colonias en agar, las células MiaPaca2 

fueron tratadas con los compuestos en los que se había observado actividad citotóxica en 

experimentos previos, los compuestos C1, C2, C6, C7, C11, C12, C13 y C15 a 

concentraciones de 10 y 50µM, o, DMSO en el caso del control. Tras la incubación 

durante 48h, las células fueron resuspendidas a una densidad de 7000 células/ pocillo en 

placas de 6 pocillos conteniendo una capa de agar al 0,3% superior colocada sobre otra 

capa de agar al 0.6% inferior. Tras mantenerlas en cultivo durante 21 días, las colonias 

fueron teñidas con cristal violeta, visualizadas con el microscopio Leica DMI 6000B, y 

analizadas posteriormente con el software MMAF (MetaMorph) para contar el número 
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de colonias formadas compuestas por más de 20 células. Los resultados obtenidos se 

muestran a continuación (Figura R3.2.4.1). 

 

Figura R3.2.4.1: Evaluación de la clonogeneicidad o capacidad de una célula 

aislada para formar colonias sin unirse a un sustrato de las células MiaPaca2 en 

presencia de los compuestos C1, C2, C7, C11, C12, C13 y C15. Las células, 

tratadas con los mismos a una concentración de 10 y 50 µM durante 24h, fueron 
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sembradas en una capa de agar al 0.3%, colocada sobre una capa de agar inferior 

al 0.6%. Las células fueron incubadas durante 48h tras lo que se procedió a la 

captura de las imágenes de las colonias formadas con el sistema de microscopia 

Leica DMI 6000B y el trasniluminador Safe Imager.  

Los resultados obtenidos (Figura R3.2.4.1) muestran como las células de adenocarcinoma 

ductal de páncreas en su forma nativa, es decir, sin estar expuestas a ningún tratamiento 

como ocurre con nuestro control, mantienen intacta esta característica de la 

clonogeneicidad de las células tumorales y son capaces de crecer, dividirse y formar 

colonias a partir de una célula independiente sin anclarse a ninguna superficie sólida, tal 

y como se aprecia en gran número de colonias formadas en el control. Sin embargo, esta 

capacidad de las células tumorales se vio disminuida con el tratamiento de la mayoría de 

los compuestos. En la mayoría de los casos (excepto en los compuestos C7 y C12), a una 

concentración de compuesto de 10 µM, está capacidad se ve claramente disminuida y el 

número de colonias formadas es claramente inferiores a las formadas en las células 

control. A 50µM únicamente se observan formación de colonias en las células tratadas 

con los compuestos C6 Y C7, aunque el número de estas es menor que el caso del control. 

Tras el análisis de las imágenes y el contaje del número de las colonias de más de 20 

células formadas en cada caso, con el software de análisis del microscopio MetaMorph 

MM AF se obtuvieron los siguientes resultados (Figura R3.2.4.2). 

 

Figura R3.2.4.1: Evaluación de la clonogeneicidad o capacidad para formar colonias 

sin unirse a una superficie sólida de las células MiaPaca2 en presencia de los 

compuestos C1, C2, C7, C11, C12, C13 y C15. Las células tratadas con los mismos a 
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una concentración de 10 µM (barras negras) y 50 µM (barras grises) fueron sembradas 

en una capa de agar al 0.3%, colocada sobre una capa de agar inferior al 0.6%. Las 

células fueron incubadas durante 48h tras lo que las colonias formadas fueron captadas 

y analizadas con el software de análisis MetaMorph MM AF para contar el número de 

colonias formadas en cada caso. Las barras de error representan la desviación estándar 

de 3 experimentos llevados a cabo por triplicado. Se aplico el test estadístico t-student 

con una p<0.05. 

 

Como se ve claramente en la figura anterior (Figura R3.2.4.2), en la mayoría de los 

compuestos, excepto los compuestos C-7 y C-12, ya se aprecia una disminución 

estadísticamente significativa en el número de colonias formadas tras el tratamiento de 

las células con los compuestos a una concentración de 10µM. Cuando se aumenta la 

concentración de los compuestos a 50µM, estas diferencias son observadas en todos los 

casos. Si nos fijamos los compuestos más firmemente candidatos a quimioterápicos 

contra el adenoma ductal de páncreas, como son el compuesto C13 y el compuesto C15, 

se observa claramente como el número de colonias en las células tratadas con los mismos 

respecto a las células sin tratar ha disminuido hasta prácticamente cero, incluso a una 

concentración de los mismos de 10µM. 

 

 

4. EXPERIMENTOS “IN VIVO” EN ANIMALES MODELO 
 

En vista de todos los resultados experimentales previos de este trabajo y en un paso más 

para intentar demostrar la eficacia de los compuestos en el tratamiento de adenocarcinoma 

ductal de páncreas, se llevaron a cabo experimentos en un modelo más complejo como 

puede ser el modelo de ratón. Para estos experimentos se eligió al compuesto más 

prometedor, al compuesto C15 como el candidato ideal, ya que este compuesto había 

demostrado su interacción con la proteína NUPR1 tanto a nivel intracelular como 

extracelular, a la vez que era capaz de bloquear la interacción de esta con su ligando 

biológica MSL1 interfiriendo sobre algunas de las propiedades protumorales de la 

proteína. Todo ello sugería que se tratada de un candidato interesante para los estudios en 

animales, y para probar si los resultados obtenidos en líneas células tumorales se 

reproducían en un organismo animal, donde existen multitud de variables que no existen 

en los estudios a nivel celular. 
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Para llevar a cabo estos experimentos, se utilizaron ratones inmunodeficientes NMRI-

NUDE a los que se les instauró un tumor a partir de la inoculación subcutánea de células 

tumorales pancreáticas humanas MiaPaca2 (xenoinjertos humanos derivados de PDAC 

implantados en ratones inmunodeficientes). Una vez que el tumor alcanzó un tamaño de 

400 mm3, los ratones se dividieron en 3 grupos para ser tratados diariamente con el 

compuesto C15 a concentraciones de 5 y 10 mg/Kg en dos de los grupos, o un volumen 

equivalente de suero fisiológico en el caso del control. Los tratamientos fueron 

mantenidos un total de 4 semanas, tras lo cual los ratones fueron sacrificados. Para 

monitorizar el crecimiento de los tumores a lo largo del tiempo, el peso y el volumen de 

los mismos fueron medidos cada 5 días obteniéndose los resultados mostrados a 

continuación (Figura R4.1). 

 
 

Figura R4.1: Experimentos “in vivo” en ratones inmunodeficientes en los que se 

implanta un tumor de páncreas humano mediante la inoculación de células de 

adenocarcinoma ductal de páncreas MiaPaca2. Los ratones son divididos en tres 

grupos, dos de los cuales son tratados diariamente con dos dosis distintas del 

compuesto C15, de 5 y 10 mg/Kg, mientras que el tercer grupo el tratado con una 

cantidad equivalente de suero fisiológico. El tratamiento se mantiene durante 4 

semanas A) Imágenes representativas de los tumores de xenoinjertos humanos en 

los ratones tratados con las distintas concentraciones del compuesto C15 o sin tratar 

(control) a las 2 semanas del inicio del experimento B) Crecimiento del tumor para 

cada grupo de ratones tratados durante 4 semanas con diferentes concentraciones 

del compuesto C15 (5 mg/Kg y 10 mg/Kg), o sin tratar en el caso del control 
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En los resultados mostrados en las imágenes anteriores (Figura R4.1.A) se observó como 

los tumores aumentaron de tamaño de manera exponencial tras dos semanas (1530±184 

mm3) a partir de la inducción del tumor en los ratones control. Sin embargo, al tratar a los 

ratones con el compuesto C15, este crecimiento disminuye. Se observa como con la 

administración de la dosis más baja de compuesto C15, 5 mg/kg, el volumen tumoral 

aumenta solo un 50% comparado con el control durante el mismo periodo de tiempo 

(767±196 mm3; p-valor ≤ 0.01), siendo esta diferencia más acusada todavía en el caso del 

tratamiento de los ratones con la concentración más alta del compuesto, 10 mg/Kg. En 

este último caso se observa como el crecimiento del tumor fue rápidamente y casi 

completamente interrumpida (558±192 mm3; p-valor ≤ 0.01), incluso al final del 

tratamiento. 

 

Lo mismo se observa en la gráfica anterior (Figura R4.1.B), donde se vio como el 

crecimiento del tumor aumenta exponencialmente en el tiempo en el caso del ratón sin 

tratar (control). Sin embargo, este crecimiento se reduce significativamente en el caso de 

los ratones tratados con el compuesto C15 incluso a una dosis de 5 mg/Kg. Se observa 

que, con una mayor dosis de compuesto, de 10 mg/Kg, el crecimiento del tumor 

prácticamente se detiene. Además, se vio como esta disminución del crecimiento del 

tumor se produce de una manera temprana, siendo ya perceptible a los 5 días desde el 

inicio del tratamiento. Se aplico el test estadístico de análisis de la varianza para las 

repeticiones de las medidas para demostrar estadísticamente estas diferencias en el 

crecimiento del tumor. Así quedó demostrado que existe diferencia estadísticamente 

significativa en cuanto al crecimiento del tumor entre los ratones tratados con C15 a 

cualquiera de sus concentraciones y los ratones tratados con placebo (p-valor ***≤0.01). 

Así mismo se demostró una diferencia estadísticamente significativa (p-valor *≤0.1) entre 

ambas dosis de compuesto C15, siendo más eficaz la dosis de 10 mg/Kg. 

 

Estos resultados sugieren de una manera contundente, que uno de nuestros compuestos, 

concretamente el compuesto C15, es capaz de detener el crecimiento de un tumor 

desarrollado en ratones a partir de células tumorales pancreáticas humanas. 
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1. CRIBADO DE ALTO RENDIMIENTO (HTS) PARA LA IDENTIFICACIÓN 
DE POTENCIALES LIGANDOS DE LA PROTEÍNA NUPR1 
 

El estudio del perfil de desnaturalización térmica de una proteína o un complejo proteína-

ligando, nos puede ayudar a estudiar los cambios de conformación tras la interacción, tal 

y como ha sido demostrado en estudios previos (Senisterra et al., 2012) (Cejel et al., 2003) 

Aplicado al diseño de nuestros experimentos, los cambios en la fluorescencia extrínseca 

detectados al aplicar un gradiente de temperatura para producir la desnaturalización de la 

proteína NUPR1, permitió monitorizar los cambios conformacionales en la misma. Y, 

teniendo en cuenta que la desnaturalización sólo ocurrirá si previamente se ha plegado la 

proteína, y que la proteína NUPR1 nativa es una proteína intrínsecamente 

desestructurada, podemos deducir con estos experimentos si ha tenido lugar la interacción 

entre la proteína y los distintos ligandos en un paso previo a la desnaturalización. 

Utilizamos esto como un método de cribado en la búsqueda de potenciales compuestos 

que interaccionen con nuestra proteína diana. 

 

En la puesta a punto del método de cribado, se comparó la fluorescencia emitida al llevar 

a cabo una desnaturalización térmica de la sonda (ANS o SyproOrange) libre o unida a 

la proteína NUPR1, lo que permitió la elección de la sonda ANS debido a su mayor señal 

de fluorescencia (Figura R1.1). La diferencia en el perfil de fluorescencia observada entre 

la proteína NUPR1 y la proteína unida a ANS, indica que, de alguna manera y previo a la 

desnaturalización, el ANS se ha unido a las partes hidrofóbicas de nuestra proteína diana 

produciendo un cambio de conformación en la misma, lo que concuerda con numerosos 

estudios como el publicado por Semisotnov GV et al. (Semisotnov et al., 1991) Dichos 

estudios concluyen afirmando que el ANS es una sonda que se une de forma no covalente 

mediante fuerzas de Van der Waals a las regiones hidrofóbicas de la proteína y que, en 

general, se comporta aumentando su intensidad de fluorescencia al unirse a las mismas. 

El ANS en medios polares presenta un rendimiento cuántico muy bajo y por tanto poca 

emisión de fluorescencia. En cambio, en medios hidrofóbicos, como por ejemplo sucede 

cuando se desnaturaliza la proteína y los grupos hidrofóbicos van emergiendo y quedando 

expuestos al solvente, el fluoróforo ANS se unirá a estos grupos produciéndose un 

aumento del rendimiento cuántico y con él, un aumento de la emisión de fluorescencia a 

500 nm previa excitación a 390 nm. Aunque en el caso de proteínas intrínsecamente 
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desestructuradas, como en es nuestro caso, la situación es un poco diferente como 

veremos a continuación. 

En este punto queda demostrado que la sonda ANS se une a la proteína diana NUPR1, 

resultando una buena elección para monitorizar los cambios en la fluorescencia de los 

siguientes experimentos. 

 

El comportamiento de los controles negativos, consistentes en una mezcla formada por la 

proteína NUPR1, la sonda ANS y DMSO en el tampón de trabajo, es de vital importancia 

ya que todo el cribado de la quimioteca va a consistir en una comparación entre los 

perfiles de fluorescencia entre dichos controles y los perfiles de desnaturalización de los 

posibles complejos formados entre la proteína NUPR1 y los compuestos de la quimioteca. 

El perfil de desnaturalización térmica de estos controles negativos se puede observar en 

la Figura R1.2. Al tratarse del estudio del perfil de desnaturalización de una proteína 

intrínsecamente desestructurada, es decir, sin estructura secundaria estable y definida, es 

de esperar que la fluorescencia evolucione como en la figura citada anteriormente. Esto 

es debido a que la proteína ya se encuentra prácticamente desnaturalizada en su 

conformación nativa y no se va a producir ningún cambio en la conformación de la misma 

al aumentar la temperatura, por lo que la polaridad del medio no cambia y el ANS no se 

une a más grupos hidrofóbicos de los que se unía en un principio, no aumentando por 

tanto la fluorescencia emitida. Todo esto hace que no observemos ningún cambio en la 

señal de fluorescencia o, mejor dicho, que observemos el cambio mínimo esperado debido 

al agotamiento propio de los compuestos fluorescentes.  

 

Como hemos dicho anteriormente, la base del cribado de nuestra quimioteca reside en la 

capacidad de seguir los cambios conformacionales de la proteína NUPR1 al producirse la 

desnaturalización térmica de la misma mediante cambios en la fluorescencia extrínseca. 

Esta desnaturalización sólo va a ocurrir si previamente se ha plegado la proteína o ha 

habido un cambio de conformación de cualquier tipo tras la unión del compuesto. Toda 

esta hipótesis de trabajo, se llevó a cabo en base a los trabajos previos de Encinar et al 

(Encinar, Mallo, Mizyrycki, Giono, Gonzalez-Ros, et al., 2001) y Aguado et al (Aguado-

Llera et al., 2013b) en los que se pone de manifiesto mediante estudios de dicroísmo 

circular (CD) y resonancia magnética nuclear (RMN) que la proteína NUPR1 se presenta 

mayormente desplegada, pero en los que se muestran evidencias también de una lábil 

estructura local que podría ser estabilizada por la interacción con sus ligandos biológicos 
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(J. L. Neira et al., 2016) Estas interacciones proteína-ligando pueden promover pequeñas 

reestructuraciones y plegamientos en la misma, que serán detectables al comparar el perfil 

de fluorescencia del complejo formado respecto a la proteína sola. Por lo tanto, si nuestra 

proteína diana NUPR1 interacciona con alguno de los compuestos de la quimioteca 

formando un complejo estable, se producirá, tras la desnaturalización térmica, un cambio 

en el perfil de fluorescencia en nuestro experimento, mientras que, si esa interacción no 

tuviera lugar, el perfil de fluorescencia no presentaría diferencias respecto al perfil de la 

proteína NUPR1 aislada (controles negativos). Una estrategia similar ha sido utilizada en 

trabajos previos para identificar compuestos de pequeñas moléculas actuando como 

inhibidores de la proteasa NS3 del virus de la hepatitis C (Abian et al., 2013), inhibidores 

de la flavodoxina de Helicobacter Pilori (Cremades et al., 2009) y chaperonas 

farmacológicas de la fenilalanina hidroxilasa humana (Pey et al., 2008)  

 

Aplicando esta aproximación a nuestra colección de compuestos se observó como el perfil 

de fluorescencia tras la desnaturalización térmica fue similar a los controles en la mayoría 

de los compuestos testados (Figura R1.3.b y Figura R1.4). Es decir, no se observaron 

cambios en la señal de fluorescencia al llevar a cabo la desnaturalización térmica, lo que 

sugiere que no ha habido ningún cambio en la estructura de la proteína, por lo que el ANS 

no ha presentado cambios en la intensidad de su fluorescencia. Esto sugiere la ausencia 

de interacción con NUPR1 y la formación de complejos estables con la misma en este 

grupo de compuestos, por lo que la proteína seguía en su estado intrínsecamente 

desestructurado nativo después de la adición de los compuestos. Consideramos que este 

grupo de compuestos no interaccionan con NUPR1 y quedaron por tanto descartados del 

estudio. 

 

Por el contrario, en otro grupo de compuestos (Figura R1.3.b y Figura R1.4), si se 

apreciaban cambios importantes, tanto en la forma del perfil de fluorescencia tras la 

desnaturalización térmica, como en la intensidad de la fluorescencia emitida con respecto 

a los controles (NUPR1 libre), es decir, se observada la aparición de una señal de 

fluorescencia ausente en los controles. Estos cambios en el perfil de desnaturalización 

térmica se deben a que al aumentar la temperatura y producirse la desnaturalización de la 

proteína, los grupos hidrofóbicos quedan más expuestos al medio, permitiendo al ANS 

unirse a ellos y provocar cambios en la fluorescencia emitida. Al ser NUPR1 una proteína 

intrínsecamente desestructurada que está en desplegada en estado nativo, esta 
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desnaturalización solo es posible si previamente la proteína ha formado un complejo con 

los compuestos testados. Estas diferencias en el perfil de fluorescencia son más acusadas 

en 15 de los compuestos (C1-C15), que quedaron seleccionados a partir de este punto del 

estudio (Figura R1.5). 

 

Estos resultados sugieren que estos 15 compuestos que se muestran en la siguiente tabla 

(Tabla R1.6 y Tabla D1.1) tienen un efecto estabilizador sobre NUPR1, uniéndose a ella 

y formando un complejo estable, que podría impedir la unión de la proteína NUPR1 a sus 

ligandos biológicos. Incluso esta interacción podría bloquear la acción de esos complejos 

biológicos, como la destacada acción protumoral asociada a la proteína por la conocida 

participación de NUPR1 en numerosos procesos del desarrollo del tumor (Iovanna et al., 

2002). Por todo lo anterior, estos compuestos fueron seleccionados como potenciales 

ligandos de NUPR1 y ensayados en experimentos posteriores para confirmar y 

caracterizar esa interacción. 

 

- Antihistamínicos  Antagonistas receptor histamina H1 

 

 
 

 

- Antipsicóticos, ansiolíticos  Antagonistas dopamina, serotonina 
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- Antihipertensivos  Inhibición adrenérgica 

 

 
 

- Vasodilatadores  Agonista beta-adrenérgico 

 

 
 

- Antiinfecciosos  Antisépticos, antifúngicos, antibacterianos, tratamiento 

malaria 
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- Otros: antioxidante, bloqueante de calcio 

 

 
 

Tabla D1.1: Nombre, fórmula, estructura y acción terapéutica de los 15 compuestos (C1-

C15) seleccionados como potenciales ligandos de la proteína NUPR1 mediante el cribado de 

alto rendimiento de la quimioteca Prestwick. 

 

En la tabla anterior (Tabla D1.1) se muestran los 15 compuestos seleccionados (C1-C15) 

en el cribado HTS agrupados según su acción terapéutica, ya que dichos compuestos son 

utilizados actualmente como antihistamínicos, antihipertensivos, antipsicóticos, 

vasodilatadores, antiinfecciosos, antioxidantes o bloqueantes de calcio. 

 

Por último, señalar que todos los compuestos de la quimioteca son fármacos o 

profármacos aprobados por algún organismo oficial, por lo que podemos afirmar que en 

el cribado llevado a cabo en este trabajo se han ensayado un número considerable de 

compuestos de alta variabilidad química y farmacológica, buena biodisponibilidad y 

seguros para uso humano. 

 

 

2. CARACTERIZACIÓN BIOFÍSICA DEL COMPLEJO FORMADO POR LA 
PROTEÍNA NUPR1 Y LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS 
 

 

2.1 CALORIMETRÍA ISOTÉRMICA DE TITULACIÓN (ITC): 
CARACTERIZACIÓN TERMODINÁMICA DE LOS COMPLEJOS NUPR1-
COMPUESTO 
 

El aumento del grado de plegamiento de la proteína NUPR1, o dicho de otra manera, el 

aumento de estabilidad de la misma al unirse los diferentes compuestos observada en la 

desnaturalización térmica llevada a cabo en el cribado HTS, es una prueba de que podría 

existir esa interacción, pero no es suficiente para clasificar dichos compuestos en función 
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de su afinidad por la proteína, ya que este aumento de estabilidad podría ser debido a 

distintos motivos, incluso a interacciones inespecíficas entre la proteína y el compuesto. 

No hay que olvidar que la desnaturalización térmica es una evidencia indirecta de la unión 

de los compuestos a la proteína. Aunque ambos términos están muy relacionados, no 

existe entre ellos una correlación directa, pudiendo darse el caso tanto de interacciones 

inespecíficas entre ambas moléculas a pesar de observarse un resultado positivo en los 

experimentos de desnaturalización térmica; como de compuestos que muestran la misma 

afinidad, pero distinto efecto estabilizador sobre la proteína y por lo tanto distinto perfil 

de desnaturalización (Cimmperman et al., 2008). 

 

Por este motivo es necesario el uso otras técnicas que nos proporcionen más información 

acerca de la interacción entre la proteína NUPR1 y los compuestos. Así pues, para el 

estudio termodinámico de la interacción, o más concretamente, de las constantes de 

afinidad de los distintos compuestos con la proteína, elegimos la técnica de calorimetría 

isoterma de titulación (ITC), una de las técnicas más utilizadas para caracterizar las 

interacciones entre moléculas biológicas debido a su gran exactitud y precisión (Cooper 

& Johnson, 1994). Los experimentos de ITC permiten la caracterización biofísica de la 

interacción entre gran variedad de biomoléculas. 

 

Un experimento de ITC es en realidad una titulación en la que, el compuesto cuya afinidad 

se quiere estudiar, es inyectado en la muestra que contiene la proteína en una serie de 

pequeñas alícuotas hasta que la reacción de interacción entre ambas biomoléculas alcanza 

el equilibrio. Si existe rección de interacción entre las dos moléculas y se produce la 

formación de un complejo estable entre ellas, cada inyección de compuesto produce un 

pulso de calor, que se verá reflejado en los termogramas obtenidos. En nuestro caso, tal 

y como se muestra en la Figura R2.1.1, sí que se observó un intercambio de calor tras las 

sucesivas adiciones de las alícuotas de los compuestos C1–C15, excepto en el caso del 

compuesto C11, por lo que todos los compuestos excepto este último, reaccionan en 

mayor o menor medida con la proteína NUPR1, reafirmando los resultados del cribado 

inicial. Además, se observó que en todos los casos (excepto en el C11), este calor es de 

signo negativo, lo que indica que se trata de reacciones de carácter exotérmico. A partir 

de los termogramas, y una vez integrado el calor respecto al tiempo, y normalizada por la 

concentración el área de cada pico, se obtienen las curvas ITC (Figura R2.1.2), lo que 
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ratifica la existencia de la interacción entre la proteína NUPR y los distintos compuestos, 

y la formación del complejo NUPR1-compuesto.  

 

Otra aplicación del ITC permite obtener información acerca de la fuerza de la interacción 

entre la proteína y los compuestos ya que proporciona las constantes de 

afinidad/disociación (Ka/ Kd) entre ambas moléculas, a la vez que proporciona también 

otras constantes termodinámicas como la entalpía (ΔH), la entropía (ΔS) y la 

estequiometría (n) del complejo resultante. Finalmente, la integración de todos estos datos 

termodinámicos, Kd, ΔH, y n del complejo resultante proporcionan un perfil 

termodinámico completo de la interacción molecular (Pierce et al., 1999).  

 

En la Tabla R2.1.3 donde se muestran las variables termodinámicas obtenidas de las 

interacciones entre NUPR1 y los compuestos C1-C15, se observa que, aunque con 

pequeñas variaciones entre los distintos compuestos, todas las constantes de afinidad se 

encuentran en un bajo rango, del orden de micromolar, que es precisamente lo que 

caracteriza a las interacciones de las proteínas intrínsecamente desordenadas. Este tipo de 

proteínas se suele caracterizar por interacciones de baja afinidad y alta especificidad, 

dando lugar a uniones reversibles y a la formación de complejos difusos (Olsen et al., 

2017; Chen et al., 2015). Por todos los datos anteriores, estos compuestos parecen 

representar un buen punto de partida para la optimización de la afinidad. 

 

Los valores termodinámicos obtenidos en la interacción entre NUPR1 y los compuestos 

seleccionados C1-C15, concuerdan con los obtenidos en otros estudios, como el 

publicado por Encinar at al., Malicet et al, o Aguado-Llera et al. (Encinar et al., 2001) 

(Aguado-Llera et al., 2013) Según estos autores, la proteína NUPR1 y su ligando 

biológico MSL1, interaccionan entre sí con una constante de asociación del rango de 

3μM, y estos, interaccionan con el DNA con una afinidad también del orden de 

micromolar, similar a la afinidad de los compuestos seleccionados como potenciales 

ligandos de NUPR1 obtenida con los experimentos de ITC (Tabla R2.1.3). 

 

A partir de los datos termodinámicos obtenidos directamente de los experimentos de ITC, 

se pueden calcular otros parámetros termodinámicos útiles para el estudio de la reacción 

de formación del complejo como la Kd, la entropía (ΔS) o la energía libre de Gibbs (ΔG) 

según las siguientes fórmulas: 
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Kd= 1/ Ka 

ΔG= -RT lnKa 

ΔG= ΔH-T ΔS 

 

donde R es la constante de los gases en cal/mol.K (R=1.987 cal/mol.K) y T la temperatura 

en grados kelvin (T=298 K). 

 

Así pues, aplicando las fórmulas anteriores a los compuestos C13 y C15, obtenemos los 

valores termodinámicos que se muestran a continuación: 

 

Compuesto-13: ΔH= -0,7 Kcal/mol; -TΔS= -6,7 Kcal/mol; ΔG= -7,4 Kcal/mol 

Compuesto-15: ΔH= -1,1 Kcal/mol; -TΔS= -6,1 Kcal/mol; ΔG= -7,2 Kcal/mol 

 

Representando gráficamente los valores obtenidos: 

 

 
Figura D2.1.1: Parámetros termodinámicos obtenidos mediante calorimetría isotérmica 

de titulación (ITC): entalpía (ΔH); y parámetros termodinámicos calculados: energía libre 

de Gibbs (ΔG) y entropía (–TΔS) en Kcal/mol para la interacción de la proteína NUPR1 

con el compuesto C13 (barras azules) y el compuesto C15 (barras moradas). Las fórmulas 

utilizadas en los cálculos fueron: ΔG= -RT lnK; ΔG= ΔH-TΔS. 
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Como se deduce de la figura anterior (Figura D2.1.1), tanto la interacción de la NUPR1 

con el compuesto C13 como su interacción con el compuesto C15 son reacciones 

espontáneas (ΔG<0), no apreciándose diferencias importantes entre ambas reacciones. El 

compuesto C13 muestra una unión dirigida entrópicamente, ya que en él se observa una 

pequeña contribución de la entalpía (ΔH= -0.7 Kcal/mol) y una gran contribución 

entrópica favorable (-TΔS= -6,7 Kcal/mol) a la energía de Gibbs de la interacción (ΔG= 

-7,4 Kcal/mol). Un perfil de interacción muy similar se ve para el Compuesto15 (ΔH= -

1.1 Kcal/mol; -TΔS= -6,1 Kcal/mol; ΔG= -7,2 Kcal/mol). En ambos casos, la gran 

contribución entrópica favorable refleja una importante ganancia de entropía debida a la 

desolvatación de superficies hidrófobas al producirse la unión, ya que la proteína NUPR1 

es una proteína intrínsecamente desestructurada que está mayoritariamente desplegada en 

su forma nativa. Aunque una pequeña pérdida de entropía será debida al pequeño 

ordenamiento asociado a la formación del complejo, esta será pequeña, puesto que la 

entropía es globalmente favorable, de lo que se deduce que el complejo resultante seguirá 

siendo un complejo probablemente desordenado o “difuso” tras la interacción de la 

proteína con los distintos compuestos.  

 

 

2.2 ESPECTROSCOPÍA DE FLUORESCENCIA (SF): ESTUDIO DE LA 
MODIFICACIÓN DEL ENTORNO DE LOS AMINOÁCIDOS AROMÁTICOS 
DE NUPR1 TRAS LA INTERACCION CON LOS COMPUESTOS 
 

La espectroscopía de fluorescencia proporciona información acerca de la estructura 

terciaria de una proteína entorno a sus aminoácidos aromáticos, y es capaz de detectar 

cualquier cambio en el entorno de los mismos que se produzca al interaccionar esta con 

otra biomolécula, ya sea por la interacción directa con el aminoácido aromático o porque, 

aún interaccionando alejado de este, provoque un cambio conformacional global que lo 

afecte (Heyduk et al., 2002). Por ello, consideramos que esta técnica resulta muy útil para 

continuar el estudio de las interacciones entre la proteína NUPR1 y los compuestos C1-

C15 seleccionados en el cribado HTS inicial. 

 

En este punto hay que señalar dos características importantes en la proteína NUPR1. Por 

un lado, se trata de una proteína en cuya composición contiene únicamente dos 

aminoácidos aromáticos, concretamente dos tirosinas en las posiciones 30 y 36 (Tyr30 y 
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Tyr36), no contando con ningún triptófano en su estructura. Y, por otro lado, NUPR1 es 

una proteína intrínsecamente desestructurada sin estructura secundaria-terciaria definida. 

Con estas dos premisas, nuestra hipótesis al aplicar esta técnica estaba basada en que, si 

los compuestos seleccionados eran capaces de unirse a NUPR1 formando un complejo 

estable y eran capaces de producir algún tipo de plegamiento en la misma, podrían 

producir un cambio conformacional de su estructura terciaria (algún cambio estructural, 

por pequeño que sea) que podría alterar el entorno de los aminoácidos aromáticos, 

modificando de este modo los espectros de emisión de fluorescencia. Así, en caso de 

haberse producido la interacción, se observarían diferencias entre los espectros de 

fluorescencia de los complejos NUPR1-Compuestos y la suma de los espectros de 

fluorescencia de los componentes individuales (NUPR1 y los compuestos por separado). 

Por el contrario, en el caso de que dichos espectros coincidieran y no se apreciaran 

diferencias importantes, sólo indicaría que el entorno de los aminoácidos aromáticos no 

había resultado modificado, bien porque no se hubiese producido la interacción, o bien 

porque esta interacción no afectara a los mismos. 

 

Aplicando esta hipótesis, y comparando ambos espectros de fluorescencia (espectro del 

complejo NUPR1-Compuesto y espectro de NUPR1 + espectro del Compuesto) en todos 

los casos, se diferenció un grupo de compuestos en los que si se observaron diferencias 

apreciables entre ambos espectros, y que estaba formado por compuestos C2, C3, C10, 

C11, C14 y C15 (Figura R2.2.1). Así pues, queda confirmada la existencia de interacción 

de estos compuestos con la proteína, y la modificación de la estructura terciaria de la 

misma tras la interacción. Además, si observamos estas diferencias en los espectros, se 

trata de variaciones en la intensidad de la fluorescencia manteniéndose los máximos de 

emisión más o menos constantes en todos los casos, como cabría esperar de proteínas en 

las que sólo existen tirosinas como residuos aromáticos (Lakowicz, 2006) ((Lakowicz, 

J.R. 1999).  También hay que señalar, atendiendo a las diferencias en los espectros, que 

en todos los casos se ha producido una disminución de la intensidad de fluorescencia en 

del complejo respecto a sus componentes individuales, lo que se podría relacionar con un 

plegamiento de la proteína  

 

Podemos pensar por tanto que la estructura terciaria de la proteína NUPR1 ha sido 

modificada tras la interacción los compuestos C2, C3, C10, C11, C14 y C15 y que se han 

formado complejos estables entre la proteína NUPR1 y dichos compuestos. 
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Lo contrario ocurría en el caso de los compuestos C1, C4, C5, C6, C7, C8, C9 y C13 

(Figura R2.2.2) donde no se observan diferencias significativas en la emisión de 

fluorescencia entre el espectro de fluorescencia de los complejos NUPR1-Compuesto, y 

la suma de los espectros individuales (NUPR1+compuestos), lo que indica que no se ha 

modificado el entorno de las Tyr en la interacción. Esto podría deberse a dos razones: o 

a la ausencia de interacción de estos compuestos con la proteína NUPR1; o a que, 

habiendo interacción, esta se produce en alguna zona de la proteína alejada de las 

tirosinas, no afectando a las mismas al cambiar la configuración global de la proteína tras 

la interacción. 

 

Finalmente, si el compuesto es fluorescente y presenta fluorescencia superior a la de la 

proteína NUPR1, como ocurre con C12 (Figura R2.2.3), no se obtienen datos 

concluyentes. 

 

En el caso de los compuestos C13 y C15 se obtuvieron también los espectros de 

fluorescencia diferenciales. Estos se llevaron a cabo mediante la diferencia entre el 

espectro de fluorescencia de los complejos NUPR1-C13 o NUPR1-C15 y la suma de los 

espectros individuales de la proteína y los espectros de los compuestos C13 o C15 

respectivamente, tal y como se muestra en la siguiente figura (Figura D2.2.1). 

 

 

 

 
Figura D2.2.1:  Espectros diferenciales de fluorescencia de los compuestos 

C13 y C15, obtenidos mediante la diferencia entre el espectro de fluorescencia 

del complejo NUPR1-C13 o NUPR1-C15 y la suma de los espectros de 
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fluorescencia individuales de la proteína NUPR1 y el compuesto C13 (línea 

discontinua) o el compuesto C15 (línea continua). 

 

En la figura anterior (Figura D2.2.1) se observa claramente como en el caso del 

compuesto C15, el espectro diferencial distinto de cero refleja cambios en el entorno 

alrededor de algún residuo aromático de NUPR1 tras la interacción y, por tanto, la certeza 

de la interacción del compuesto con la proteína. En el caso del compuesto C13, este 

espectro diferencial resulta ser cero, no pudiendo corroborar en este caso la existencia de 

interacción entre dicho compuesto y la proteína NUPR1, tal y como se había quedado 

reflejado en las Figuras R2.2.1 y R2.2.2.  

 

 

2.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN): ESTUDIO DE LOS 
RESIDUOS DE NUPR1 IMPLICADOS EN LA INTERACCIÓN CON LOS 
COMPUESTOS 
 

Otra de las técnicas utilizadas en este trabajo para la caracterización biofísica de los 

complejos NUPR1-compuesto resultantes, en este caso para definir las regiones concretas 

de la proteína NUPR1 en la que se producía la unión de los compuestos, fue la resonancia 

magnética nuclear (RMN). 

 

La frecuencia de resonancia o desplazamiento químico (ppm), es decir, la posición de la 

señal de un núcleo activo en el espectro RMN, es determinada por su entorno químico 

local, de manera que, si este entorno químico cambia, también lo hará la señal de RMN, 

ya sea en la posición de dicho núcleo en el espectro, o en la amplitud de su señal. Dicho 

esto, y aplicándolo a nuestro estudio, si alguno de los compuestos seleccionados (C1-

C15) interacciona con la proteína NUPR1, los residuos concretos implicados en la 

interacción cambiarán de entorno químico tras la unión, produciéndose un cambio en la 

señal de RMN de dichos residuos. Este cambio puede ser caracterizado usando las 

variaciones en el desplazamiento químico o frecuencia de resonancia, o las variaciones 

en la amplitud de las señales de resonancia en un espectro de correlación heteronuclear 

2D 1H-15N (HSQC). Por el contrario, los residuos que no se encuentren en la zona de 

interacción, mantendrán intacto su entorno químico, por lo que su señal en el espectro no 

se modificará. Esto nos permite saber los residuos concretos de la proteína en los que 

están interaccionando los compuestos. 
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En nuestro caso, la adición de los compuestos C1-C15 a la proteína NUPR1 no produjo 

ningún cambio en las frecuencias de resonancia y las variaciones en la amplitud de las 

señales fueron muy pequeñas. El hecho de que la variación en la amplitud de la señal sea 

pequeña, podría deberse al intercambio de las moléculas de compuesto entre los estados 

libre y acomplejado con la proteína (estado intermedio dentro de la escala de tiempo de 

RMN). Además, esta falta de variación en la frecuencia de resonancia hace pensar que la 

proteína permanece en su mayoría desordenada (dentro de la escala de tiempo de RMN) 

incluso después de la unión del compuesto, como ya había quedado reflejado en los 

experimentos de ITC donde las constantes de afinidad del orden de µM y gran 

contribución entrópica a la reacción de formación del complejo así lo manifestaban. Por 

lo tanto, los efectos observados en la desnaturalización térmica de los experimentos de 

cribado HTS iniciales debido a cierto plegamiento de la proteína tras la interacción con 

el compuesto, deben ser locales y restrictivos a regiones concretas de la proteína. 

Únicamente en el caso del compuesto C1 no se aprecia ninguna variación en el espectro 

de RMN, ni siquiera una mínima variación en la amplitud de resonancia, lo que podría 

deberse a que se trate de una interacción tan débil que no produzca ningún cambio, o a 

que C1 no se una directamente a la proteína NUPR1, sino que lo haga a través de algún 

otro compuesto intermediario.  

El hecho de que no observemos cambios en las frecuencias de resonancia tras la adición 

de los ligandos contradice lo observado en otros estudios descriptivos de interacciones 

entre pequeñas moléculas y IDPs o regiones intrínsecamente desordenadas de proteínas, 

en los que sí que se han descrito cambios en los desplazamientos químicos de la proteína 

que interacciona, aunque en todos los casos estos cambios han sido muy pequeños 

(Iconaru et al., 2015), (Krishnan et al., 2014). En uno de ellos en concreto se describen 

únicamente variaciones en la dimensión de 1H, pero no en la dimensión del 15N (Iconaru 

et al., 2015). Además, es importante destacar que en todos estos estudios, al igual que en 

este trabajo, la cantidad de ligando añadido fue siempre mayor que la cantidad de la IDP 

para asegurar la formación del complejo. 

 

Sin embargo, a pesar de no observarse variaciones en la frecuencia de resonancia, sí que 

fueron observadas ligeras variaciones (excepto en el caso del C1) en la amplitud de 

resonancia de algunos residuos muy concretos de la proteína. De estos residuos, que 

varían un poco para cada compuesto, hay dos que resultaron afectados en muchas de las 
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interacciones, y por tanto con un papel fundamental en la interacción NUPR1-

Compuesto: estos residuos son los aminoácidos Ala33 y Thr68 (Tabla R2.3.2). Merece la 

pena resaltar también que, el hecho de que las variaciones en la intensidad de resonancia, 

aunque muy pequeñas, fueran observadas en los mismos residuos de la proteína, sugiere 

que el mecanismo de unión entre ambas biomoléculas es específico. 

 

Esto concuerda con algunos estudios previos, en los que se pone de manifiesto la región 

de unión de la proteína NUPR1 en su interacción con MSL1, uno de sus ligandos 

biológicos naturales, y que comprende entre otras las siguientes regiones de la proteína: 

Leu24-Asp28, Tyr30, Ala33-His34, y Lys65-Thr68 (Aguado-Llera et al., 2013b). Todos 

estos residuos se encuentran alejados en la estructura primaria de la proteína, pero deben 

estar muy cerca entre si tras su unión a MSL1, aunque se desconoce la estructura 

secundaria-terciaria concreta resultante. Estos residuos implicados en la unión de NUPR1 

a sus ligandos biológicos descritos en trabajos previos, coinciden en su mayoría con los 

residuos en los que se observan cambios en el espectro RMN en este trabajo (Tabla 

R2.3.2), lo que indica un comportamiento similar entre los compuestos seleccionados y 

los ligandos biológicos de la proteína. Los resultados sugieren que los compuestos 

seleccionados en este trabajo interaccionan con la proteína NUPR1 en las mismas 

regiones en las que lo hacen sus ligandos biológicos naturales (MSL1), sin inducir 

ninguna estructura rígida ordenada en la proteína y manteniéndose la estructura “fuzzy” o 

desordenada tras la interacción. 

 

En la tabla anteriormente citada (Tabla R2.3.2) se observa un residuo cuya resonancia se 

ve afectada por la interacción de todos los compuestos con la proteína: la Thr68. Y es este 

residuo precisamente el que está implicado en la unión de NUPR1 al DNA y en la 

interacción de NUPR1 a DNA+MSL1) (Aguado-Llera et al., 2013b), aunque, como 

hemos señalado anteriormente, esta interacción entre NUPR1 y su ligando biológico 

MSL1, sí que induce un pequeño cambio en el desplazamiento químico en las resonancias 

de este residuo de la proteína. Otra región en la que se observan variaciones en la amplitud 

de los picos de resonancia por la unión de algunos de los compuestos, concretamente los 

compuestos C3, C6, C8, C9 y C12, es la región de los residuos alrededor de la posición 

30 (Ala 34, Leu30) que es precisamente la zona donde están las dos Tyr (Tyr30 y Tyr36) 

de la proteína, y es precisamente también la zona de NUPR1 que se ve afectada por la 

unión de la misma a la protimosina alfa, MSL1 y DNA (Malicet, Giroux, et al., 2006b). 
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Por todos los resultados obtenidos en los espectros de RMN, creemos que la proteína 

NUPR1 permanece en su mayoría desordenada tras la formación de los complejos con 

los distintos compuestos, debido a la ausencia de cambios significativos en el 

desplazamiento químico en ninguno de los residuos. Estos resultados coinciden con los 

obtenidos por Aguado et al. (Aguado-Llera et al., 2013b) por lo que pensamos que 

NUPR1 presenta regiones de interacción según forme complejos con los compuestos o el 

DNA, manteniéndose en ambos casos la estructura desordenada de la proteína (fuzzy 

complex) tal y como muestran los experimentos de RMN. Además, creemos que estas 

interacciones son específicas, debido a que los residuos implicados son los mismos en 

todos los compuestos, y similares también a los implicados en la unión de NUPR1 a 

alguno de sus ligandos biológicos.  

 

Es decir, todos los estudios sugieren que los compuestos interaccionan con la proteína en 

los mismos residuos que sus ligandos biológicos sin inducir ninguna estructura rígida en 

NUPR1. 

También se intentó obtener espectros dicroísmo circular (DC) de los complejos para 

obtener más información, pero desafortunadamente, la presencia de DMSO que absorbe 

intensamente a longitudes de onda por debajo de 225nm, impidió la obtención de 

cualquier medida fiable. 

 

 

2.4 METODOS COMPUTACIONALES: DINÁMICA MOLECULAR Y 
ACOPLAMIENTO (DOCKING) MOLECULAR 
 

 

Estudio bioinformático de la secuencia de la proteína: 

 

Los métodos computacionales o “in silico” basados en el análisis de la estructura 

primaria, es decir, de la secuencia de aminoácidos de las proteínas, aplicados al estudio 

de las posibles interacciones de las mismas con otras biomoléculas, vienen a 

complementar los datos obtenidos mediante otras aproximaciones como fluorescencia, 

RMN o ITC. 
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En el caso de la proteína NUPR1, no debemos olvidar que se trata de una proteína 

intrínsecamente desordenada. Si hacemos referencia al espacio conformacional de los 

polipétidos en estado nativo, las dos principales características físicas que diferencian las 

proteínas IDPs de las proteínas plegadas son la alta carga y la baja hidrofobicidad de las 

primeras con respecto a las segundas, es decir, las IDPs se caracterizan por un número 

mayor de aminoácidos cargados y de baja hidrofobicidad (Uversky et al., 2015). Así, la 

alta carga de los residuos permite las repulsiones carga-carga que compiten con las 

interacciones hidrofóbicas de la proteína plegada, mientras que la baja hidrofobicidad 

permite que haya más residuos expuestos al disolvente, lo que facilita la conformación 

desplegada de la proteína. Por lo tanto, ambas características son requisitos importantes 

para la ausencia de estructura regular, y para que la proteína se encuentre desplegada bajo 

condiciones fisiológicas. Sin embargo, otras características como la longitud de la 

proteína, la carga neta o el punto isoeléctrico, no son diferentes entre las IDPs y las 

proteínas plegadas (VN et al., 2000). En el estudio bioinformático de la secuencia de la 

proteína NUPR1 mediante el servidor ExpASy, se observa que NUPR1 cumple con 

ambas características típicas de las IDPs, tanto la baja hidrofobicidad como el alto 

contenido en aminoácidos cargados. Aunque su hidrofobicidad es mayor que la 

hidrofobicidad media de las típicas IDPs, es mucho menor que la hidrofobicidad de las 

proteínas globulares plegadas (VN et al., 2000). Por otro lado, los datos obtenidos sobre 

el número de residuos cargados positiva y negativamente indican que NUPR1 es un poli-

anfolito medianamente cargado situado entre los anfolitos débiles y los fuertes (Das & 

Pappu, 2013) descrito como un glóbulo desordenado según el diagrama de fases 3D de 

Mao et al.(Mao et al., 2010) 

 

El diagrama de fases 3D de Mao et al. 2010 clasifica a las proteínas, atendiendo a la 

hidropatía y los porcentajes de residuos cargados positiva y negativamente en dos grupos: 

proteínas plegadas o proteínas intrínsecamente desordenadas. Este segundo grupo lo 

clasifica a su vez en 2 subgrupos distintos ya que las IDPs pueden estar colapsadas (como 

glóbulo fundido) o extendidas (como hélice hinchada o glóbulo pre-fundido) (Figura 

D2.4.1). 
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Figura D2.4.1: Diagrama de estados de Mao et al. Los tres ejes representan el 

porcentaje de residuos cargados positivamente (f+), el porcentaje de residuos cargados 

negativamente (f-) y la hidropatía, todos ellos calculados según la composición de 

aminoácidos de la estructura primaria de la proteína. El valor de la hidropatía divide la 

pirámide en dos partes, la superior, donde estarían situadas las proteínas plegadas, y la 

inferior, con valores de hidropatía bajos donde están situadas las proteínas 

intrínsecamente desordenadas. A su vez, estas últimas se dividen en glóbulos 

desordenados o hélices engrosadas según los porcentajes de aminoácidos cargados 

negativa y positivamente.  

 

En el caso de NUPR1, dada su carga media y su hidrofobicidad media, encaja bien dentro 

de la región que define las IDPs-glóbulo desordenado o IDPs-globulo fundido, en el 

diagrama de Mao et al.  

 

Además, el radio hidrodinámico determinado por RMN fue de 22 ± 3 Amstrongs, 

ligeramente menor que el valor teórico esperado para la proteína NUPR1, lo que viene a 

corroborar los experimentos anteriores indicando que la proteína es posiblemente un poco 

más compacta de lo esperado teóricamente (glóbulo desordenado). Por tanto, se puede 

esperar para la proteína una forma aproximadamente globular con algunos residuos 

parcialmente protegidos del solvente, al menos transitoriamente. 

 

Por todo ello, NUPR1 puede ser considerada como una proteína intrínsecamente 

desordenada, pero con una forma aproximadamente globular un poco más compacta de 

lo esperado teóricamente (Mao et al., 2010). 
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En la Figura R2.4.1 se muestra el carácter hidrofóbico de cada uno de los residuos de la 

proteína NUPR1, calculado de acuerdo con la escala de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle, 

y utilizando una ventana de 5 residuos para evaluar la hidrofobicidad local alrededor de 

cada residuo de aminoácido considerando la contribución de los dos residuos adyacentes 

a cada lado de la secuencia. 

 

Esta escala, caracteriza el carácter hidrofóbico de las secuencias de proteínas, y permite 

una aproximación de la ubicación de cada residuo en la conformación global de la misma, 

ya que los residuos más hidrofóbicos se localizarán en el interior de la proteína, siendo 

los residuos menos hidrofóbicos los que se encuentran en contacto con el disolvente. En 

nuestro caso, la mayoría de los residuos muestran índices de hidrofobicidad por debajo 

de cero, lo que concuerda con la característica de baja hidrofobicidad de las IDPs en 

general.  

 

En la figura mencionada anteriormente (Figura R2.4.1), se aprecia como los picos más 

prominentes, es decir, lo residuos más hidrofóbicos, se corresponden con los residuos 

afectados por la unión de los compuestos a la proteína NUPR1 según los experimentos 

de RMN, con un margen de dos residuos como máximo. En particular, los dos máximos 

valores de hidrofobicidad corresponden al residuo 31, localizado entre la Leu29 y la 

Ala33, y al aminoácido clave cuya resonancia se ve modificada por la unión de todos los 

compuestos, la Thr68. Se pueden observar también otros dos picos importantes en el 

patrón de hidrofobicidad entre los residuos 8-9 y el residuo 39, que se corresponden con 

la Ser9, Ala10 y Gly38, aminoácidos en los que también se observan variaciones en sus 

espectros RMN al llevarse a cabo la interacción proteína-compuesto. Se aprecia 

claramente como los picos más prominentes o de mayor hidrofobicidad, coinciden 

claramente con aquellos residuos de la proteína NUPR1 cuyas resonancias se veían 

afectadas por la unión de los compuestos, según los resultados observados en RMN 

 

Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante el análisis de la secuencia de NUPR1 junto 

con los resultados de RMN, revelan que la hidrofobicidad es la característica física 

determinante que dirige la interacción de los compuestos con la proteína. También es 

importante señalar que las variaciones en RMN no fueron observadas para todos los 

residuos de las zonas teóricamente identificadas como zonas hidrofóbicas, sino que estas 

variaciones fueron identificadas solo en un pequeño y restringido subconjunto de estas. 
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Por todo esto, creemos que la interacción entre la proteína NUPR1 y los distintos 

compuestos tiene lugar a través de las regiones hidrofóbicas, pero los resultados sugieren 

que esta interacción es específica y es llevada a cabo únicamente por unos aminoácidos 

concretos dentro del grupo de aminoácidos hidrofóbicos. 

 

Aunque los datos anteriores son claros, no significa que la composición del resto de 

aminoácidos tenga poca importancia. Por ejemplo, es posible intercambiar la posición de 

la Ala33 y la Thr68 y obtener una curva cuantitativa y cualitativamente idéntica a la 

obtenida aquí. Sin embargo, la unión del ligando se vería altamente afectada en este caso. 

 

Respecto a los estudios de probabilidad de orden de cada uno de los residuos de la 

proteína NUPR1, calculado mediante tres métodos distintos que relacionan el orden con 

la capacidad dinámica de cada residuo, cabe señalar que, como se ve en la Figura R2.4.2, 

aunque usando distintas aproximaciones de cálculo y sin ser normalizadas entre ellas, 

todos los predictores señalan que existen únicamente dos zonas en la proteína: la que 

comprende los residuos 27-38, que contiene a los residuos Leu29 Y Ala33 y de forma 

marginal a Gly38; y la zona que comprende los residuos 64-72, que contiene el residuo 

clave Thr68 y de forma marginal His62 que, aun siendo zonas que no están ordenadas en 

la proteína, tienen tendencia a convertirse en regiones ordenadas bajo condiciones 

favorables . Recordemos que según el parámetro de predicción de orden S2 calculado con 

los métodos anteriores, los residuos se clasifican en residuos estables (S2 ≥ 0,75), 

dependientes del contexto (0,65 < S2 < 0,75), o desordenados 0,65 < S2. 

 

Respecto a las predicciones de la probabilidad de unión de cada residuo de la proteína 

NUPR1 mediante la transición desorden-orden (Figura R2.4.3), se observa en ambos 

métodos utilizados, que las zonas que más probablemente estén implicadas en la unión a 

los compuestos sean las centradas alrededor de la Ala33 y de la Thr68, lo que coincide 

con los resultados anteriormente obtenidos, es decir con las regiones de la proteína que, 

aun siendo desordenadas, tienden a pasar al orden bajo condiciones adecuadas, como por 

ejemplo la unión de un ligando. 

 

Estos datos coinciden de nuevo con los datos de los experimentos de RMN, es decir, que 

los residuos de la proteína con más probabilidad de participar en la interacción con un 
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ligando coinciden con los residuos de la proteína cuyas resonancias se ven modificadas 

por la interacción de los compuestos.  

 

Como conclusión global y para resumir todos las predicciones obtenidas mediante el 

análisis de la secuencia de la proteína NUPR1, señalar que todos los datos sugieren la 

existencia de dos regiones principales que muestran una alta hidrofobicidad, un cierto 

grado de orden, y una posible tendencia intrínseca a participar en la unión a otras 

biomoléculas. Estas regiones son la zona de la Ala33 y la zona de la Thr68, resultados 

que coinciden con los obtenidos en los experimentos de RMN. 

 

Además, del estudio bioinformático de la secuencia de la proteína NUPR1, podemos 

deducir que la hidrofobicidad es el principal determinante en la interacción de NUPR1 

con los distintos compuestos, y que los residuos de la proteína implicados tienen una 

conformación particular restringida en disolución, aunque no sabemos el tipo de 

estructura secundaria o terciaria implicada. En particular, los residuos de la proteína que 

interactúan selectivamente con los compuestos según los experimentos de RMN están 

localizados en los picos de las gráficas de hidropatía de la proteína NUPR1 con un margen 

de 1-2 residuos a ambos lados. 

 

 

Modelaje de la estructura de los complejos formados por la proteína NUPR1 y los 

compuestos seleccionados: 

 

Respecto al modelaje de la estructura de los complejos formados por NUPR1 y los 

compuestos C1-C15 mediante acoplamiento molecular o docking, se observa como las 

uniones de la mayoría de los compuestos a la proteína NUPR1 son energéticamente 

favorables. Los datos más favorables se obtienen en los compuestos C2 y C15, con unas 

energías de unión del orden de -6.5 Kcal/mol, valor similar al obtenido y validado 

experimentalmente para polifenoles u otros ligandos con múltiples anillos en complejos 

formados por los mismos con proteínas plegadas en estado nativo (Evoli et al., 2014) 

(Pantusa et al., 2014). 

 

Los experimentos mostrados en la Figura R2.4.4 revelan de nuevo la importancia crucial 

del residuo Thr68, concretamente de su cadena lateral, en la interacción de NUPR1 con 
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todos los compuestos. Se trata de un residuo fundamental en la interacción de la proteína 

NUPR1, pero los experimentos muestran también cómo no es suficiente con este residuo 

que proporciona el sitio de anclaje a la proteína, sino que es necesaria también la 

cooperación de otros residuos de la proteína para que se produzca la interacción y quede 

fijado el ligando. Esto refuerza de nuevo la idea de que no solo es importante el 

aminoácido específico que proporciona el sitio de anclaje, sino también la presencia 

concomitante de los residuos de proteína que lo rodea, y que estabilizan aún más la 

interacción.  

 

En las simulaciones de acoplamiento molecular llevadas a cabo, las regiones más 

próximas al residuo clave Thr68, son Leu37 y Gln31, las cuales son adyacentes a los 

aminoácidos aromáticos Tyr36 y Tyr30, que son los únicos residuos fluorescentes de 

NUPR1, lo que puede explicar los cambios observados en los espectros de fluorescencia 

de NUPR1 tras la adición de algunos de los compuestos (Figura R2.2.1). 

 

Es conocido por estudios previos que ambas tirosinas están también involucradas en la 

unión de la protimosina α (Malicet, Giroux, et al., 2006b), y simulaciones de 

acoplamiento molecular previas sugieren que las Tyr también intervienen en la unión al 

DNA (Urrutia et al., 2014). Por lo tanto, todas las especies diferentes de ligandos, 

incluidas biomoléculas grandes simples y pequeños compuestos orgánicos, parecen 

unirse a las mismas regiones de NUPR1 (Figura D2.4.2). 

 

 

 
 

Figura D2.4.2: Regiones “calientes” de la proteína NUPR1: En la parte de arriba de la 

secuencia de aminoácidos se muestra la secuencia de la proteína NUPR1 humana. Los residuos 

cuya señal de resonancia se vio modificada por la presencia de alguno de los 15 compuestos 

C1-C15 están señalados con un asterisco en la parte de debajo de la secuencia. La región 

afectada por la unión de prothymosin α fue monitorizado por cambios de fluorescencia 

(Malicet, Giroux, et al., 2006b). Las regiones afectadas por la unión a MSL1 fue monitoreado 

por controlados por cambios en los espectros RMN (Aguado-Llera et al., 2013b).  
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Como sugiere la figura anterior (Figura D2.4.2), tanto las interacciones de NUPR1 con 

sus ligandos biológicos MSL1 o protimosina-α, como las interacciones de NUPR1 con 

los compuestos objeto de este trabajo, son llevadas a cabo por los mismos residuos de la 

proteína, que incluyen a la Leu29 (no en la protimosina), Ala33 y Thr68, resultado 

residuos claves en la interacción y reforzando la idea de estar ante una interacción 

específica. 

 

Usando una gran variedad de las herramientas computaciones disponibles, desarrolladas 

específicamente para el análisis de secuencias de IDPs y usando diferentes métodos 

predictivos, se ha llegado a la conclusión de que la estabilización inducida por en entorno 

(residuos adyacentes a los implicados directamente en la unión) dentro de una porción 

específica de la proteína NUPR1, refuerzan aún más la unión de esta proteína con sus 

ligandos. En particular, la Ala33 y Thr68 destacan claramente como residuos centrales en 

las dos regiones clave de la proteína involucradas en la unión de los compuestos, aunque 

necesitan la contribución de residuos adicionales de la proteína para garantizar el anclaje. 

 

.  

3. ESTUDIOS IN VITRO CON CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA DUCTAL 
DE PÁNCREAS HUMANAS  
 

Los experimentos llevados a cabo hasta este punto del trabajo, todos ellos basados en 

herramientas biofísicas o computacionales, habían mostrado clara evidencia de la 

interacción de la mayoría de los compuestos seleccionados mediante el cribado HTS 

inicial (C1-C15) con la proteína NUPR1 a nivel extracelular o ex vivo. Sin embargo, una 

vez demostrada la unión de un ligando a una proteína, son necesarios más estudios 

fenotípicos para evaluar la bioactividad potencial de estos complejos, ya que la 

interacción entre ambas moléculas es un prerrequisito necesario para la modulación de la 

actividad biológica de la proteína por parte del ligando, pero esta unión no implica 

necesariamente la existencia de este efecto regulador por parte del ligando.  

 

Así que para completar la información obtenida por las técnicas anteriores y profundizar 

en la interacción de la proteína con los compuestos a nivel celular, fue necesario llevar a 

cabo diversos estudios celulares y animales que corroboraran dicha interacción entre 

NUPR1 y los compuestos C1-C15 a nivel in vivo. 
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Lo que se trató de demostrar con estos experimentos es la hipótesis principal de este 

trabajo, es decir, que la unión de los compuestos a la proteína NUPR1, modularía la unión 

de la misma a sus ligandos biológicos, alterando por tanto las propiedades protumorales 

que los complejos biológicos tienen en las células tumorales. 

 

 

3.1 ESTUDIO DE LA INTERACCIÓN NUPR1-LIGANDO A NIVEL 
INTRACELULAR:  ENSAYO DE LIGACIÓN POR PROXIMIDAD IN SITU 
(PLA: PROXIMITY LIGATION ASSAY) 
 

La primera cuestión planteada, tras la comprobación de que la interacción de la mayoría 

de los compuestos a la proteína NUPR1 era posible a nivel extracelular, fue si esta 

interacción era posible también a nivel intracelular.  

 

Los resultados de los experimentos anteriores muestran claramente la capacidad de la 

mayoría de los compuestos de interaccionar con la proteína NUPR1 a nivel extracelular 

pero, ¿son capaces estos compuestos de interaccionar a nivel intracelular e interferir en la 

interacción intracelular natural entre NUPR1 y sus ligandos biológicos? O más 

interesante aún, los compuestos seleccionados ¿tienen alguna actividad biológica en la 

célula?, por ejemplo, ¿son capaces de alterar alguna propiedad de las células tumorales 

pancreáticas utilizadas en este trabajo?  

 

Para responder a la primera cuestión, fueron llevados a cabo ensayos de ligación por 

proximidad in situ o ligación de proteínas (PLA) con el objetivo de determinar si dicha 

interacción se produce también a nivel intracelular y es capaz de bloquear la interacción 

de la proteína NUPR1 con alguno de sus ligandos biológicos, en este caso MLS1. Esta 

interacción bloquearía la acción protumoral de la que el complejo biológico se sabe es 

responsable (Gironella et al., 2009). Esto podría considerarse un paso previo a la segunda 

cuestión, que se aborda posteriormente en este trabajo, y que consiste en el estudio de la 

posible modificación de la actividad biológica de la proteína por la acción de los 

compuestos, es decir el estudio de la posible acción antitumoral de los compuestos 

seleccionados.  

 

La técnica PLA, descrita por primera vez en 2002 (Fredriksson et al., 2002) y utilizada 

en numerosos trabajos (Aguado-Llera et al., 2013), combina la biología molecular con la 
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inmunohistoquímica y permite visualizar, detectar in situ e incluso cuantificar proteínas 

o, como en este trabajo, interacciones entre dos proteínas en líneas celulares adherentes. 

En nuestro caso fue utilizada para estudiar la acción de los compuestos seleccionados 

sobre la interacción de la proteína NUPR1 con su ligando biológico MLS1, estudiando si 

los compuestos, que hemos probado anteriormente que se unen a la proteína a nivel 

extracelular, son capaces de bloquear esta interacción e inhibir las acciones protumorales 

del complejo NUPR1-MLS1. 

 

Para llevar a cabo esta técnica es necesario que las proteínas NUPR1 y MSL1 se 

encuentren unidas a nivel intracelular, cosa que ocurre si se somete a la célula a un daño 

celular (Gironella et al., 2009) (Aguado-Llera et al., 2013b). Para causar este daño celular 

se incubaron las células con Oxiplatino, fármaco alquilante utilizado como antineoplásico 

que interacciona con el DNA formando puentes intra e intercatenarios que conllevan la 

interrupción en la síntesis del DNA y el bloqueo de la división celular. Esto provoca la 

sobreexpresión de ambas proteínas y la formación del complejo reparador del DNA 

NUPR1-MSL1. 

 

Tal y como muestran los ejemplos de las Figuras R3.1.2 y R3.1.3, destaca un grupo de 

compuestos, formado por los compuestos C2, C3, C9, C10, C12, C13 y C15, en los que 

se observa una disminución significativa de la señal de fluorescencia en las células 

tratadas con los mismos, respecto a la señal de fluorescencia de las células sin tratar 

(control positivo). Esto indica que son capaces de unirse a NUPR1 e inhibir, por lo menos 

parcialmente, su interacción con su ligando biológico MSL1, sugiriendo que MSL1 y 

dichos compuestos compiten por el mismo sitio de unión en NUPR1, lo que concuerda 

con los datos obtenidos en los experimentos de RMN y dinámica molecular llevados a 

cabo previamente. Para el resto de los compuestos, los experimentos muestran que no son 

capaces de inhibir la interacción entre ambas proteínas ya que no hay reducción 

significativa de la señal de fluorescencia respecto al control. Esto podría ser debido a dos 

razones:  o bien porque realmente los compuestos no son capaces de unirse a la proteína 

NUPR1 a nivel intracelular, ya sea porque el compuesto no puede entrar en la célula o 

porque hay algo en el interior de la célula que impide su interacción (hay que recordar 

que aunque ha quedado demostrada su interacción in vitro, lo cierto es que las condiciones 

intracelulares son mucho más complejas); o podría deberse a que, aunque el compuesto 

sea incapaz de inhibir la interacción de la proteína NUPR1 con MSL1, fuera capaz de 
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inhibir su interacción con otro de sus ligandos biológicos, y bloquear así alguna otra de 

sus funciones protumorales en la célula.  

 

En cualquier caso, nos interesa el primer grupo de compuestos, ya que uno de nuestros 

objetivos en este trabajo es el bloqueo de la reparación del DNA en las células tumorales 

tras el tratamiento con un antineoplásico para conseguir el aumento de sensibilidad a los 

fármacos de las células tumorales. El mecanismo de acción de muchos neoplásicos es 

precisamente el daño del DNA para provocar la muerte celular, por lo que es interesante 

que este DNA no se repare para permitir a la célula entrar en apoptosis, lo que podría 

conseguirse impidiendo la formación del complejo NUPR1-MSL1. 

 

 

3.2 ESTUDIOS CELULARES: EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LAS 
CÉLULAS TUMORALES CON LOS COMPUESTOS SELECCIONADOS 
 

Una vez demostrada la capacidad de interacción de varios de los compuestos con la 

proteína NUPR1 tanto a nivel extra como intracelular y la interferencia de esa interacción 

en la unión natural entre la proteína y alguno de sus ligandos biológicos, queda dar 

respuesta a la segunda cuestión planteada, ¿Tiene alguna actividad biológica en la célula 

el complejo formado por la proteína y los compuestos? ¿Tienen capacidad esos complejos 

de alterar algunas de las propiedades protumorales naturales de NUPR1? Para tratar de 

dar respuesta a esta cuestión fueron llevados a cabo varios experimentos para evaluar el 

efecto del tratamiento de las células tumorales con los compuestos y su repercusión 

biológica. 

 

 

3.2.1 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD CELULAR 
 

Para investigar esta cuestión, es decir, la posibilidad de que la interferencia de los 

compuestos en la unión de la proteína NUPR1 a sus ligandos biológicos pudiera alterar 

alguna propiedad de las células tumorales pancreáticas, se llevaron a cabo distintos 

estudios, entre los que se encuentran los estudios de citotoxicidad celular. En ellos se 

pretende estudiar si el tratamiento de las células con los compuestos alteraba en alguna 

medida la supervivencia de las células tumorales.  
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Tras el tratamiento de las mismas con concentraciones crecientes de hasta 120µM de los 

compuestos (C1-C15), se detectó un grupo de compuestos capaces de disminuir la 

viabilidad de las células MiaPaca2 a una concentración razonablemente baja para evitar 

posibles efectos secundarios en células sanas. Los compuestos en los que esta alteración 

es más notable son los compuestos C1, C13 y C15, en los que se observa una importante 

disminución en el número de células viables tras el tratamiento con los mismos, 

comparado con las células sin tratar (control) (Figura R3.2.1.1). Esto queda reflejado en 

las bajas concentraciones inhibitorias semimáximas o IC50 (concentración de compuesto 

necesaria para producir un descenso en el número de células del 50%) observadas en 

dichos compuestos para todos los tiempos ensayados (24, 48 y 72h). A la misma 

conclusión se llegó estudiando la viabilidad de las células MiaPaca2 tratadas con los 

compuestos a una concentración fija de 30µM, siendo los compuestos citados 

anteriormente los que más y más rápido disminuyen la viabilidad de las células MiaPaca2 

(Figura R3.2.1.2). Una de las cosas a tener en cuenta en el diseño de una droga es que 

esta tenga una dosis efectiva, definida como la dosis mínima capaza de producir el efecto 

deseado de la droga, lo mas baja posible para evitar los posibles efectos adversos de la 

droga sobre células no tumorales. Esto minimizará los efectos secundarios debido a la 

necesidad de dosis de fármacos mas reducidas. Los compuestos C1, C13 y C15 cumplen 

este requisito de ser muy citotóxicos a dosis bajas del compuesto por lo que se convierten 

en buenos candidatos para el tratamiento del adenocarcinoma ductal de páncreas. 

Los mismos resultaron se observaron al tratar a las céulas tumorales con dosis mas bajas 

de compuesto (10µM) y durante mas tiempo (6 días) (Figura R3.2.1.4). Y además, en el 

caso de los compuestos C13 y C15,  se obsevó un comportamento, en lo que se refiere a 

viabilidad celular, similar al observado al tratar las células tumorales con un 

antineoplásico estandar como es el oxaliplatino (Kornmann et al., 2000) . 

En el caso del compuesto C1, estas diferencias en la vialilidad celular respecto al control 

no son tan acusadas como se había visto en los experimentos anteriores, lo que podría ser 

explicado por la alta desviación estandar de las repeticiones de los experimentos 

encontradas en este último experiemento, que hace que la variabilidad sea muy grande y 

el test no resulte estadisticamente significativo . Por lo que los resutlados con el 

compuesto C1 no fueron del todo concluyentes. 

 

Con los experimentos llevados a cabo anteriormente en este trabajo quedó demostrado 

que muchos de los compuestos interaccionan con NUPR1 tanto a nivel extracelular como 
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a nivel intracelular, y con los experimentos de citotoxicidad celular de esta parte del 

trabajo ha quedado claro que las células tumorales mueren más en presencia de los 

compuestos que en las células sin tratar. Así pues, la siguiente cuestión planteada sería si 

esa muerte de las células es debida directamente a la interacción de los compuestos con 

la proteína NUPR1. Para estudiar esta cuestión, es decir, si el efecto citotóxico de estos 

compuestos sobre las células MiaPaca2 es debido a su interacción y la formación de un 

complejo con la proteína NUPR1, se realizaron experimentos de viabilidad celular en dos 

líneas celulares: células de modelo de ratón con adenocarcinoma ductal de páncreas que 

expresan NUPR1, y células OK para la proteína (células que no expresan NUPR1) 

tratadas con los compuestos C13 y C15. En estos ensayos se observaron importantes 

diferencias entre el compuesto C13 y el compuesto C15 (Figura R3.2.1.5), lo que sugiere 

una diferencia en la especificidad de ambos compuestos por la proteína NUPR1 y una 

diferencia en el mecanismo de acción citotóxico de estos compuestos en las células 

tumorales. Se observa como las células que no expresan la proteína NUPR1 son 

resistentes al compuesto C15, mientras que las céulas que expresan la proteína son muy 

sensibles a este compuesto. Sin embargo, en el caso del compuesto C13, se observa como 

las células que expresan NUPR1 son mucho menos sensibles al compuesto que las células 

que no la expresan. Estos resultados sugieren que el compuesto 15 podría inhibir la 

viabilidad celular por una vía dependiente de NUPR1 mientras que el compuesto C13 es 

altamente tóxico para las células pero este efeto es independiente de NUPR1, siendo su 

efecto dependiente de otras vías de señalización. Por esta razón el compuesto C13 no 

cumple los requisitos de candidato a droga droga para el adenocarcinoma ductal de 

páncreas cuyo mecanismo de acción sea a través de NUPR1 planteado en este trabajo. 

 

En los experimentos llevados a cabo hasta este punto del trabajo destaca sobre los demás 

el compuesto C15, ya que es el único que inhibe la viabilidad celular por una vía 

dependiente de la proteína NUPR1. El tratamiento de células PDAC con el compuesto 

C15 imita la deficiencia de NUPR1 en la célula, aunque probablemente no sea el único 

mecanismo de acción ya que en las células ko también se ven afectadas minimamente.  

Para profundizar un poco más en la acción de este compuesto, se analizó la capacidad de 

este compuesto de modificar la sensibilidad de las células MiaPaca2 a los quimioterápicos 

utilizados habitualmente para el tratamiento del adenocarcinoma ductal de pancreas, la 

gemcitabina y el oxaliplatino. Los experimentos de viabilidad celular llevados a cabo con 

una combinación de ambos quimioteráicos junto con el compuesto C15 (Figura R3.2.1.6) 
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muestran una reducción importante en el IC50, es decir, una reducción muy significativa 

de la concentración de fármaco necesaria para disminuir a la mitad la viabilidad de las 

células en el caso del tratamiento de las células con la combinación de quioterápico 

estandar más compuesto C15, comparado con el tratamiento de las células unicamente 

con cualquiera de los dos quimioterápicos (Tabla R3.2.1.7). Queda demostrado por tanto 

que la sensibilidad de los quimioterápicos utilizados en la práctica clínica para tratar en 

adenocarcinoma ductal de páncreas aumenta con la adición al tratamiento del compuesto 

C15 a baja concentración. 

 

En este punto, y para probar la especificidad de los compuestos seleccionados para las 

células tumorales, se podría comparar el efecto citotóxico de los compuestos en las células 

MiaPaca2 con su efecto en células no tumorales (por ejemplo fibroblastos). En nuestro 

caso, este experimento no se llevó a cabo ya que se diseñaron experimentos para medir la 

eficacia y la toxicidad de los compuestos en ratones (ver apartado posterior). 

 

 

3.2.2 ESTUDIOS CELULARES A TIEMPO REAL: iCELLigence assays  
 

Tras los resultados de viabilidad celular observados (Figura R3.2.1.6) en el tratamiento 

de las células MiaPaca2 con el compuesto C15 y dos de los fármacos antineoplásicos 

usados actualmente, la Gemcitabina y el Oxaliplatino, se intentó determinar la rapidez 

con la que estos tratamientos actuaban sobre las mismas. Para ello se utilizó el sistema 

iCELLigence, que utiliza un sistema basado en la impedancia producida por las células 

adheridas a un biosensor, de manera que la señal aumenta al aumentar el número de estas 

células. Se trata de un analizador celular a tiempo real, que permite monitorizar estudios 

de proliferación celular, viabilidad, invasión y citotoxicidad (Şener et al., 2017) en cada 

momento del experimimento. 

 

Ya se había determinado en experimentos previos de viabilidad celular el efecto de la 

Gemcitabina, el Oxaliplatino o el compuesto C15 sobre las células tumorales 

pancreáticas, y ahora se trataba de analizar la velocidad con que esos compuestos actúan. 

Tras el análisis de los datos observados en la Figura R3.2.2.1, se puede afirmar en el caso 

de las células tratadas con C15 una frenación de la proliferación celular mucho más rápida 

que en los casos de las células tratadas con los quimioterápicos Gemcitabina y 
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Oxaliplatino, aunque el número final de células sea similar en algún caso. Este efecto es 

notable ya a las 8 horas del tratamiento con C15, mientras que no es significativo hasta 

las 20h en el caso de la Gemcitabina, o las 38h en el caso del Oxaliplatino, lo que da una 

idea de la eficacia de los distintos tratamientos. 

 

 

3.2.3 ESTUDIOS DE CICATRIZACIÓN HERIDAS (Wound Healing Assay)  
 

Para investigar la siguiente cuestión planteada, es decir, la posibilidad de que la 

interferencia de los compuestos en la unión de la proteína NUPR1 a sus ligandos 

biológicos pudiera alterar alguna de las propiedades protumorales de los complejos 

biológicos de las células tumorales pancreáticas, se llevaron a cabo distintos estudios en 

células tumorales tratadas con dichos compuestos. 

 

La invasión y metástasis de las células tumorales es la causa principal del desenlace fatal 

de las enfermedades oncológicas. Para llevar a cabo estos procesos, las células tumorales 

deben completar una serie de pasos muy complejos llamada “cascada metastásica” que 

incluye cambios en la adhesión, invasión local, intravasación, circulación, extravasación, 

supervivencia, proliferación y angiogénesis. La migración celular es un mecanismo 

complejo considerado como uno de los primeros pasos para que se produzca la metástasis 

del tumor. En este proceso, las células tumorales metastásicas adquieren la característica 

de alterar sus interacciones adhesivas con otras células o componentes de la matriz 

extracelular, perdiendo la adhesión entre ellas para poder migrar del tumor primario e 

instaurarse en otro órgano o tejido, requisito previo para la liberación de células invasoras 

de los carcinomas (Gassmann et al., 2004) (Behrens et al., 1993). Así que una cualidad 

importante de un agente quimioterápico es que sea capaz de disminuir esa capacidad de 

migración de las células tumorales y disminuir por tanto su capacidad de metastatizar.  

 

De hecho, en el caso del cáncer de páncreas existen estrategias terapéuticas para 

contrarrestar la invasión y diseminación metastática de las células tumorales pancreáticas 

que incluyen también la inhibición de las señales que ponen en marcha ese mecanismo 

metastático (Mimeault et al., 2010a). Por ejemplo, el tratamiento de células de cáncer de 

páncreas con TGF-beta, se ha observado que induce la expresión de genes asociados al 

proceso metastático, a la vez que se reduce la expresión de Ecadherina, molécula asociada 
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a la adhesión célula-célula, lo que provoca una mayor capacidad invasiva a las células de 

cáncer de páncreas en respuesta al TGF-beta (Mimeault et al., 2010b), (Kabashima et al., 

2009). Por lo que un tratamiento que redujese también esa adhesión célula-célula, como 

podría ser el caso de nuestros compuestos C13 y C15, podría ser de utilidad en el 

tratamiento del cáncer de páncreas metastásico. 

 

En los experimentos de cicatrización de heridas (Wound Healing Assay) en células de 

adenocarcinoma ductal de páncreas tras el tratamiento con los compuestos que habían 

resultado ser citotóxicos en experimentos anteriores (Figura R3.2.3.1 y R3.2.3.2), vuelven 

a destacar los compuestos C13 y C15 como los compuestos con más capacidad de 

disminuir la migración celular, logrando en el caso del C13 bloquear casi totalmente ese 

avance celular. Además de verse afectado también, tanto el tamaño de las células como 

la degradación de las mismas tras su tratamiento con dichos compuestos, sobre todo en el 

caso del compuesto C13. Estos resultados sugieren que los compuestos C13 y C15 son 

capaces de mantener las interacciones célula-célula, que evitan la migración celular y la 

propagación de las mismas a otros órganos o tejidos, por lo que podríamos afirmar que 

estos compuestos tienen cierta acción anti-metastática en células de adenocarcinoma 

ductal de páncreas. 

 

 

3.2.4 ENSAYOS DE FORMACIÓN DE COLONIAS EN SOFT AGAR 
 

La capacidad de una célula de crecer sin anclarse a ninguna superficie sólida es una 

capacidad propia de las células transformadas o células tumorales, ausente en células 

sanas, y que está íntimamente relacionado con la carcinogénesis. El ensayo de formación 

de colonias en soft agar estudia esta capacidad in vitro y se considera uno de los 

experimentos más estrictos para evaluar la transformación maligna de las células 

tumorales. Además, permite la evaluación semicuantitativa de esta capacidad tras someter 

a las células a un tratamiento antineoplásico (Borowicz et al., 2014). La idea de estudiar 

el efecto de un compuesto nuevo o unas condiciones determinadas, en esta capacidad de 

crecer de manera aislada de las células tumorales, ya había sido utilizada con anterioridad 

en varios trabajos, como en el de Horibata et al. (Horibata et al., 2015), donde se utilizaba 

esta técnica para evaluar el efecto en la proliferación y migración celular de un nuevo 

inhibidor para el cáncer de mama, además de en otros estudios. 
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Al aplicar esta técnica a nuestros compuestos, queda demostrado como la capacidad de 

las células transformadas de formar colonias sin anclarse a ninguna superficie sólida, 

disminuye al tratar las células con la mayoría de los compuestos, destacando de nuevo los 

compuestos C13 y C15 como los compuestos que más bloquean esta capacidad de las 

células tumorales. Esto se produce incluso a bajas concentraciones, observándose un 

número de colonias formadas de prácticamente cero. Se puede afirmar, por tanto, que 

estos compuestos disminuyen la capacidad tumorogénica de las células de 

adenocarcinoma ductal de páncreas. 

 

Teniendo en cuenta estos dos últimos puntos del trabajo, se confirma que, al menos en el 

caso de los compuestos C13 y C15, aparte de ser capaces de interaccionar con la proteína 

NUPR1 tanto a nivel extracelular como intracelular y bloquear la interacción de la 

proteína con alguno de sus ligandos biológicos (MSL1), son capaces de bloquear o reducir 

alguna de las propiedades protumorales que lleva a cabo la proteína NUPR1 al unirse a 

sus ligandos biológicos, es decir, que se confirma que serían capaces de bloquear la unión 

de NUPR1 a dichos ligandos, bloqueando por tanto la interacción proteína-proteína, uno 

de los o 

bjetivos principales de este trabajo. 

 

 

4. EXPERIMENTOS “IN VIVO” EN ANIMALES MODELO 
 

Los modelos animales con un xenoinjerto de tumor humano son ampliamente utilizados 

para llevar a cabo estudios de respuesta preclínicos de nuevas drogas, ya que se trata de 

animales fáciles de conseguir mediante la implantación de células de tumor humano en 

ratones inmunodeficientes. Se trata de un escalón más respecto al estudio en líneas 

celulares y un estado preclínico en el desarrollo de nuevas drogas, aunque con las 

limitaciones propias del modelo, como las diferencias propias de la especie(Lee et al., 

2018)(Kelland, 2004)(Cheon & Orsulic, 2011). 

 

En este trabajo se utilizaron ratones con xenoinjerto de un adenocarcinoma ductal de 

páncreas humano, generados a partir de la inoculación de células MiaPaca2 a ratones 

inmunodeprimidos. El tratamiento de estos ratones con el compuesto C15, que era el 

compuesto que mejores resultados había mostrado en todos los experimentos previos, 
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arrojaron resultados muy prometedores y concluyentes. Los ratones fueron tratados 

diariamente con el compuesto C15, y se pudo observar como este compuesto es capaz de 

detener prácticamente el crecimiento del tumor a una concentración de 10 mg/Kg, y de 

disminuir significativamente su crecimiento a una concentración de 5 mg/Kg (Figura 

R4.1). Queda demostrado por tanto el impacto biológico del compuesto C15, siendo 

capaz de detener el crecimiento de un xenoinjerto de adenocarcinoma ductal de páncreas 

en un ratón inmunodeficiente.  

 

Así pues, según todos los datos obtenidos, el compuesto C15 interfiere la interacción 

NUPR1-MSL1 provocando la inhibición del crecimiento celular, la migración celular y 

reduciendo la quimioresistencia imitando una deficiencia en la proteína NUPR1 a nivel 

celular, y deteniendo el crecimiento de un tumor derivado de células tumorales 

pancreáticas a nivel animal. 

 

El compuesto C15 es la TRIFLUOROPERACINA (C21H24F3N3S): 

 

 

 
 

La Trifluoroperacina es un antipsicótico y ansiolítico, un antagonista de los receptores de 

dopamina utilizado en la actualidad para el tratamiento de la esquizofrenia, la psicosis y 

los trastornos de ansiedad. También está justificado su uso como antiemético.  

 

Estos son los usos tradicionales del fármaco, pero hay también numerosos estudios en los 

que se relaciona este compuesto con tratamientos contra el cáncer. 

 

Un ejemplo es el estudio llevado a cabo por Chi-Tai Yeh et al. (Yeh et al., 2013). En este 

trabajo se demuestra como la trifluoroperacina, un antagonista del receptor de dopamina 

D2 (D2DR), es capaz de inhibir el crecimiento de las células madre tumorales, además 

de revertir la resistencia a los fármacos de estas células cuando se combina con gefitinib 
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o cisplatino. De hecho han sido descritos también otros antagonistas del receptor de 

dopamina D2DR utilizados como antipsicóticos, como la tioridacina, como tratamientos 

efectivos como terapias anticáncer por mostrar inhibición de las células madre tumorales 

al inducir difenreciación en las mismas (Sachlos et al., 2012).(Lu et al., 2015). 

 

También ha sido demostrado el efecto de la trifluoroperacina en otras líneas celulares de 

tumores como en el estudio de Baodong Wang et al. donde queda demostrada la actividad 

inhibitoria del compuesto contra las células mesangiales in vivo e in vitro, y además asocia 

este efecto con la detección del ciclo celular en la fase G1 por inactivacion de las vías de 

señalización PI3K/AKT y JNK/MAPK. Estas conclusiones posicionan a la 

trifluoroperacina como un compuesto eficaz para el tratamiento de procesos proliferativos 

mesangiales (B. Wang et al., 2017). 

 

Cabe señalar que, en otros estudios, como en el trabajo de Ashleigh Pulkoski-Gross et al 

(Pulkoski-Gross et al., 2015), se demuestra la capacidad de la trifluoroperacina para 

bloquear la invasión de líneas celulares de cáncer humano, al reducir su potencial 

angiogénico e invasivo de dichas células a través del receptor D2 de la dopamina 

modulado por la vía de la β-catenina (Pulkoski-Gross et al., 2015). 

 

Otro ejemplo de la acción de la trifluoroperacina como compuesto con actividad 

antitumoral se puede ver en el trabajo de See-Hyoung Park et al. en el que se demuestra 

la acción conjunta del tratamiento con Bepridil y trifluoroperacina para inhibir la 

supervivencia de las células triple negativas en el cáncer de mama y suprimir el 

crecimiento de dichos tumores (Park et al., 2016). 

 

Basándonos en estudios anteriores y en nuestro propio trabajo, podríamos proponer el uso 

de la trifluoroperacina como fármaco antineoplásico, probablemente en combinación con 

otros fármacos, en el tratamiento de adenocarcinoma ductal de páncreas. 
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1. INTEGRACION DE TODOS LOS RESULTADOS DE LA 
CARACTERIZACIÓN BIOFÍSICA DE LOS COMPLEJOS NUPR1-
COMPUESTOS: BASES MOLECULARES DE LAS REGIONES DE 
INTERACCIÓN DE NUPR1 
 
En la primera parte de este trabajo se ha profundizado en la interacción de la proteína 

NUPR1 con los compuestos C1-C15 a nivel biofísico, llegando a establecerse las posibles 

bases moleculares de las regiones de interacción de la proteína.  

 

Como conclusión global podemos sugerir que el principal determinante de la interacción 

de NUPR1 con los distintos compuestos testados es la hidrofobicidad de los residuos, 

aunque con un mecanismo específico ya que son unos residuos concretos los que 

interaccionan con los mismos, según los datos obtenidos de RMN. Además, estos 

residuos de la proteína implicados en la interacción de todos los compuestos, que tienen 

una conformación parcialmente restringida en solución (aunque no sabemos qué clase de 

estructura secundaria tienen), son los mismos observados en la interacción de NUPR1 

con sus ligandos biológicos, tal y como se demuestra en el caso de la interacción de 

NUPR1 con MSL1 (Aguado-Llera et al., 2013), por lo que el mecanismo de acción de los 

compuestos para unirse a NUPR1 podría ser explicado en términos de una competición 

entre ambos por la misma región hidrofóbica localmente restringida. Esto provocaría una 

competición entre ambos ligandos, el ligando biológico por un lado y el compuesto 

ensayado por otro, de manera que la actividad protumoral desarrollada naturalmente en 

la célula tumoral por la interacción de la proteína con sus ligandos biológicos podría ser 

regulada en caso de producirse la interacción de la proteína con los compuestos y 

bloquearse la interacción biológica.  

 

Las afinidades entre NUPR1 y los compuestos también resultaron ser del orden de las 

constantes de afinidad de sus ligandos biológicos (µM), lo que refuerza la idea de un 

mecanismo competitivo entre ambos tipos de ligandos. Además, el rango de estas 

constantes de afinidad coincide con el orden de afinidad de interacciones de otras 

proteínas intrínsecamente desestructuradas o IDPs.  A su vez, los experimentos de ITC y 

RMN llevados a cabo sugieren también que el complejo resultante en todos los casos en 

un complejo “difuso” o “fuzzy”, sin una estructura muy definida, y que dichas regiones 

desordenadas facilitan la unión, en contraste con hallazgos experimentales recientes en 

los que las regiones “fuzzy” parecen obstaculizar la unión (Gruet et al., 2016). En los 
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experimentos de ITC, la gran contribución de la entropía frente a la contribución de la 

entalpía en la energía libre de Gibbs refleja un alto grado de desorden debido a la 

desolvatación de las superficies hidrofóbicas frente a un pequeño aumento del orden por 

la formación del compuesto, lo que refuerza la idea de los complejos desordenados 

resultantes. 

 

Por lo tanto, los compuestos ensayados se unen, guiados por interacciones principalmente 

hidrofóbicas, a los mismos residuos de la proteína NUPR1 y con la misma afinidad que 

los ligandos biológicos, resultando en ambos casos un complejo “fuzzy” o difuso. 

  

Además, las simulaciones de dinámica molecular muestran que las regiones más cercanas 

al residuo clave Thr68 son Leu37 y Gln31, que son adyacentes a Tyr36 y Tyr30 (los 

únicos residuos fluorescentes en NUPR1), por lo que los datos obtenidos en la simulación 

podrían explicar los cambios en los espectros de fluorescencia de NUPR1 observados 

experimentalmente tras la adición de los compuestos. Ambas Tyr están también 

involucradas en la interacción de NUPR1 a otro de sus ligandos biológicos, la 

protimosina-α (Malicet, Giroux, et al., 2006b), y estudios previos de dinámica molecular 

muestran también su papel, junto con regiones vecinas, en la interacción con el DNA 

(Urrutia et al., 2014). 

 

Podríamos pensar en este punto que moléculas más grandes con alta hidrofobicidad, 

podrían estar más involucradas en las regiones de interacción de NUPR1 cerca de Thr68 

y alrededor de los residuos 28-38, por lo que podrían resultar mejores para unirse a la 

proteína y bloquear su acción protumoral dentro de la célula. 

 

Cabe mencionar a su vez, que trabajos previos sobre el diseño de pequeñas drogas contra 

otras IDPs, posiciona también a las interacciones hidrofóbicas como las principales 

responsables de la interacción, y, como ocurre en el caso de NUPR1, los aminoácidos 

aromáticos parecen ser de vital importancia en la interacción (Iconaru et al., 2015).  
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2. NUEVA ESTRATEGIA QUE PERMITE DIRIGIR COMPUESTOS CONTRA 
IDPs QUE PERMANECEN DESORDENADAS TRAS UNIRSE A SUS 
LIGANDOS BIOLÓGICOS 
 

En este trabajo, se ha desarrollado una aproximación útil para la identificación y la 

caracterización de ligandos o drogas que interaccionen con proteínas intrínsecamente 

desestructuradas (IDPs). Esta aproximación está basada en una combinación de técnicas 

biofísicas, cálculos in silico y estudios in vivo en células y organismos más complejos. 

Dado que la proteína NUPR1 permanece desordenada tras la unión a MSL1 (Aguado-

Llera et al., 2013) y DNA(Encinar, Mallo, Mizyrycki, Giono, Gonzalez-Ros, et al., 2001) 

formando compuestos desordenados o “fuzzy” con estas biomoléculas, nuestra hipótesis 

de partida fue que esta capacidad de NUPR1 para formar complejos difusos con otras 

biomoléculas, le conferiría la capacidad de unirse a moléculas pequeñas formando 

complejos con un grado similar de desorden. 

 

La principal conclusión de nuestro trabajo fue la identificación de un compuesto, el 

compuesto C15 o trifluoperacina, capaz de actuar frente al adenocarcinoma ductal de 

páncreas (PDAC). Además de la eficacia y especificidad mostrada por el compuesto de 

forma aislada, este nuevo compuesto ha demostrado ser útil también en combinación con 

fármacos antitumorales usados actualmente en el tratamiento del cáncer de páncreas, 

como el Oxaliplatino y la Gemcitabina. 

 

Pero de manera más general, hemos demostrado que es posible la identificación de 

compuestos de bajo peso molecular que interaccionen con proteínas intrínsecamente 

desestructuradas (IDPs), bloqueando la interacción de las mismas con otras proteínas, lo 

que supone el bloqueo de las interacciones proteína-proteína (IPPs) en una IDP. Así, 

hemos demostrado que las interfaces desordenadas entre IDPs son "dianas 

farmacológicas", eligiendo para demostrarlo a la proteína NUPR1, una IDP implicada en 

varias vías de señalización en células tumorales. 

 

El diseño de fármacos de bajo peso molecular para inhibir las interacciones proteína 

proteína (IPPs) en las proteínas intrínsecamente desestructuradas plantea varios retos, 

como se ha comentado al inicio. Por un lado, no existen estructuras proteicas bien 

definidas para la modelización molecular y el desarrollo basado en estructuras; por otro, 

grandes interfaces de las uniones proteína-proteína deben ser bloqueadas por pequeñas 
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interfaces de interacción con las pequeñas moléculas ensayadas; y por último, la gran 

cantidad de interfaces de interacción proteína-proteína que es necesario inhibir, ya que 

las proteínas intrínsicamente desestructuradas suelen participar en numerosas 

interacciones biomoleculares. 

 

Hasta ahora se han considerado tres enfoques en el desarrollo de fármacos contra las IDP. 

El primero explota el hecho de que las IPP en las que intervienen IDP pueden modularse 

mediante compuestos orgánicos, ya que una IDP experimenta, en casi todos los casos, 

una transición de desorden a orden al unirse a su ligando, normalmente ordenado (Cheng 

et al., 2006; Iconaru et al., 2015); Por lo tanto, en estos casos, el compuesto orgánico se 

diseña contra la interfaz del complejo totalmente estructurado, y compite por la misma 

superficie de interacción que la pareja proteica natural.  

El segundo enfoque se centra en estabilizar la conformación desplegada de la IDP, por lo 

que el compuesto se une y desplaza el equilibrio conformacional hacia la especie 

desplegada (Follis et al.,; Hammoudeh et al., 2009) 

Y en el tercer enfoque, se selecciona una molécula pequeña para que se una a la región 

reguladora desordenada específica de una proteína bien plegada e inhiba la enzima a 

través de un mecanismo alostérico (Krishnan et al., 2014). 

 

Teniendo en cuenta que, en este trabajo, el ligando natural considerado para NUPR1 es 

MSL1, que es también una IDP y que, curiosamente, ambos interactúan guardando sus 

conformaciones desordenadas (Aguado-Llera et al., 2013) se ha desarrollado un cuarto 

enfoque para el diseño de fármacos contra IDPs que incluye algunas características de los 

métodos anteriores: una molécula pequeña forma un "complejo difuso" con la diana IDP 

y compite por la misma región polipeptídica, como lo hace el ligando biológico de una 

IDP. 

 

El impacto biológico final del compuesto descubierto, la trifluoroperacina, es 

indiscutible, ya que es capaz de disminuir el crecimiento de un tumor derivado de células 

de adenocarcinoma ductal de páncreas humano en un modelo de ratón. Esto demuestra 

que nuestra estrategia para identificar compuestos de unión a NUPR1 es correcta. Sin 

embargo, aunque la trifluoroperacina ha sido seleccionada correctamente como ligando 

que interacciona con NUPR1 mediante la aplicación rigurosa de herramientas tanto 

biofísicas como computacionales, no podemos obviar que su actividad biológica aquí 
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descrita podría depender también de la unión a otros ligandos diferentes a NUPR1 tal y 

como queda reflejado en la Figura R3.2.1.5, donde se ve que una parte de la actividad 

citotóxica de este compuesto es independiente de la proteína NUPR1. Esto coincide con 

la capacidad que tiene este compuesto de afectar a diversas vías tumorales (Wu et al., 

2016). Creemos que debido a la dificultad inherente de demostrar la interacción de una 

molécula pequeña con una proteína poco poblada en su conformación plegada (ya sea in 

vitro o en la célula), los ensayos fenotípicos celulares o in vivo diseñados apropiadamente 

para evaluar la actividad biológica son un paso clave para detectar la interacción entre el 

compuesto y su proteína diana. 
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En este trabajo se indagó en el descubrimiento de nuevos fármacos contra la proteína 

intrínsecamente desordenada (IPD), NUPR1, proteína clave en el adenocarcinoma ductal 

de páncreas, mediante el uso de distintas técnicas biofísicas, cálculos in silico, y estudios 

in vivo en células y organismos más complejos. Los resultados obtenidos se pueden 

resumir en las siguientes conclusiones. 

 

1. El cribado de alto rendimiento (High Throughtput Screening: HTS), basado en la 

variación del perfil de desnaturalización térmica de la proteína NUPR1 en presencia del 

compuesto respecto al perfil de desnaturalización térmica de la proteína libre, implica que 

el compuesto ha inducido un efecto estabilizador en la proteína formando un complejo 

con ella, por lo que resulta ser un método eficaz para la selección de pequeñas moléculas 

que interaccionen con la IDP NUPR1. 

 

2. La mayoría de los compuestos ensayados se unen, guiados por interacciones 

principalmente hidrofóbicas a los mismos residuos de la proteína NUPR1, los residuos 

Ala33 y Thr68 (tratándose por tanto de interacciones específicas), y con la misma afinidad 

que sus ligandos biológicos (del orden de µM), lo que sugiere un mecanismo de reacción 

basado en la competitividad entre compuesto y ligando biológico. 

 

3. Los complejos resultantes de la interacción de proteína NUPR1 con el compuesto son, 

al igual que los complejos biológicos de la proteína, complejos difusos o complejos 

“fuzzy” sin estructura secundaria definida, siendo los efectos observados en la 

desnaturalización térmica de los experimentos de HTS iniciales debidos a cierto 

plegamiento de la proteína tras la interacción con el compuesto, pero que deben ser locales 

y restrictivos a regiones concretas de la proteína. 

 

4. Algunos de los compuestos seleccionados interaccionan con la proteína NUPR1 a nivel 

intracelular provocando la inhibición de la interacción de ésta con su ligando biológico 

MSL1, lo que consigue anular alguna de las propiedades protumorales de la proteína en 

la célula tumoral relacionadas con la formación de metástasis y la carcinogénesis. 

 

5. Se ha logrado identificar un compuesto, la Trifluoperacina, capaz de actuar frente al 

adenocarcinoma ductal de páncreas (PDAC), tanto de forma aislada, como combinados 

para mejora la sensibilidad de las células tumorales pancreáticas a los tratamientos 
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antineoplásicos utilizados actualmente en la práctica clínica como son el Oxaliplatino y 

la Gemcitabina. 

 

6. La Trifluoroperacina interfiere en la interacción NUPR1-MSL1 provocando la 

inhibición del crecimiento celular, la migración celular y reduciendo la quimioresistencia, 

imitando una deficiencia en la proteína NUPR1 a nivel celular, y deteniendo el 

crecimiento de un tumor derivado de células tumorales pancreáticas a nivel animal. 

 

7. Tomando como base la estructura del compuesto identificado será posible estudiar, 

diseñar y desarrollar nuevas moléculas químicas con el objetivo mejorar sus 

características farmacológicas (eficacia, especificidad y toxicidad). 

 

8. De manera general, se ha desarrollado una estrategia para la identificación y 

caracterización de drogas que interaccionen con una proteína intrínsecamente 

desestructurada, bloqueando la interacción de las mismas con otras proteínas, lo que 

supone el bloqueo de las interacciones proteína-proteína de una IDP, y demostrando por 

tanto que las interfaces desordenadas entre las IDPs, tienen un interesante potencial como 

“dianas farmacológicas”. 
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