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“Instrucciones relativas a los tumores protuberantes en el pecho: 

El tratamiento no existe.” 

 

Adaptado de: Papiro de Erwin Smith (3000 A.C.). 

Primera referencia escrita a la enfermedad del cáncer [381]. 
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Summary 
 

Cancer is one of the most relevant diseases due to its social and economic 

impact. In 2018, 18.1 million new cases were diagnosed, and 9.6 million 

people died because of the disease. Considering that the number of 

patients is expected to increase up to a 60% on 2040, and the number of 

deaths up to a 70% compared to 2018, the interest in treating this disease 

is currently at its highest. 

Cancer involves the disruption of multicellular coexisting routes. The 

cancer cell accumulates mutations that embarks it on a dedifferentiation 

process, in which single-cell survival pathways are overexpressed and 

become independent of multicellular regulation. Two of the main known 

survival routes are object of study on this Doctoral Thesis, those are the 

hypoxia response pathway and the DNA damage response pathway. 

During tumor progression, it is common to observe an induction of 

oxidative stress, as well as the appearance of areas with low oxygen 

concentration. In this aggressive microenvironment, selective forces will 

be generated selecting clones that overexpress both pathways, facilitating 

cell survival and disease progression. 

The response to the hypoxic situation is one of the main events observed 

during the malignancy progression. When a tumor grows beyond a few 

cubic millimetres, oxygen limitation occurs in the central areas of the 

tumor mass. In this context, the stabilization and activation of the family 

of transcription factors known as hypoxia-inducible factors (HIFs) occurs, 

being HIF-1α one of the best-known members of this family. These 

transcription factors induce genes related to activities related with the 
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adaptation to the hypoxic context, such as the activation of angiogenesis, 

enhancement of glycolysis, inhibition of oxidative respiration and global 

repression of transcription, among others. 

On the other hand, one of the main components of the response to DNA 

damage (DDR) is the PARP-1 protein. In response to DNA damage and by 

consuming ATP and NAD+, PARP-1 generates a polymer of poly(ADP-

ribose). Then PARP-1 binds this polymer to different proteins (including 

itself) modifying its activity and stability. PARP-1 participates in other 

activities independent of the DDR, such as the regulation of transcription, 

the conformation of chromatin and the response to inflammation, among 

others. 

As indicated in the title of this Doctoral Thesis, in this work we explore the 

“Relationship between PARP-1 and HIF-1α proteins during tumor 

hypoxia”. In our work we observe the overexpression of PARP-1 and HIF-

1α in melanoma, both at the protein level (in melanoma in situ), and at the 

mRNA level (in cutaneous, uveal and acral melanomas). On the other 

hand, we analyse in different tumor cell lines how treating with PARP 

inhibitors or with silenced PARP-1 causes a loss of stability on HIF-1α. The 

opposite happens when silencing the PARG protein (which degrades the 

polymer), this leads to an increase on the stability of HIF-1α. 

Using different fluorescent probes for the determination of reactive 

oxygen species (ROS) we verify in tumor and non-tumor cell lines how ROS 

induction occurs during early hypoxia. When treating with antioxidants, 

we observe the same effect described when inhibiting PARP, the 

accumulation of poly (ADP-ribose) and the stability and activity of HIF-1α 

decrease in both cases. This demonstrates how ROS production connects 
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with the activation of PARP-1, necessary for the stabilization and 

activation of HIF-1α during early hypoxia. 

Studies using different domains of HIF-1α have allowed us to observe how 

it is the C-terminus domain of HIF-1α the one that is susceptible of 

regulation via PARP-1. Using pull-down and immunoprecipitation assays 

we demonstrate how the C-ter domain of HIF-1α binds to the self-

modifying region of PARP-1. Using an in vitro PARylation assay we verified 

how, consequence of this physical interaction, the C-ter of HIF-1α is 

modified by polymer in at least two amino acid sequences. 

To conclude, we have performed a ChIP-Seq analysis in cells with PARP-1 

WT or PARP-1 knockout obtained via CRISPR / Cas9. This assay allows us 

to observe how in the absence of PARP-1, HIF-1α reduces its binding to the 

DNA and how this loss of recruitment occurs in a way that is dependent 

on the gene function. In the same way, we observe how the reduction of 

HIF-1α occurs mainly in the promoter areas, especially one kilobase 

around the origin of transcription of the gene. We also verify how, even 

when HIF-1α binds to its promoters, the absence of PARP-1 interferes with 

the correct expression of the genes. 

Considering all the results described, we demonstrate the existence of a 

relationship between the DDR pathway and the response to hypoxia that 

could have a translational potential, since the HIF proteins lack specific 

inhibitors, while PARP inhibitors are already approved in the clinic. 
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Introducción 
 

Situación actual de la enfermedad de cáncer 
 

El impacto mundial de la enfermedad. 

  
El cáncer es una enfermedad con un profundo impacto individual, social y 

económico. En el año 2018 se diagnosticaron 18,1 millones de nuevos casos y 9,6 

millones de personas murieron a causa de la enfermedad en el mundo [1]. 

Actualmente el cáncer es la segunda causa de muerte global [2]. Una de cada  seis 

muertes en 2018 se debió a la enfermedad de cáncer, siendo la primera o segunda 

causa de muerte prematura en 134 países y la tercera o cuarta en otros 45 (Figura 

1) [3]. Además, la carga económica que supuso la patología ascendió a los 1,16 

billones de dólares americanos a nivel mundial [4].  

 

Figura 1: Mapa mundial mostrando la posición del cáncer como causa de muerte 
prematura (producida entre los 30 y 69 años). El número total de países para cada 
posición se encuentra indicado entre paréntesis. Adaptado de “WHO Disease 
burden and mortality estimates, 2020”  [2]. 
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Las perspectivas de futuro tampoco son alentadoras, basándose en la evolución 

demográfica se espera que el número de enfermos aumente en torno un 60% para 

2040 (Figura 2) [5]. Por ello se estima que uno de cada ocho hombres y una de cada 

diez mujeres sufrirá la enfermedad a lo largo de su vida. Se prevén más de 15 

millones de nuevos diagnósticos para la próxima década, incluso tras tomar buenas 

medidas de prevención [6]. Como consecuencia, se estima que para 2040 se 

incremente en un 50% la necesidad de fuerza de trabajo en el campo de la 

oncología, así como en la demanda de tratamientos [7]. Debido a este escenario, el 

interés por tratar y prevenir la enfermedad es de máxima relevancia hoy en día.  

 

Figura 2: Expectativas en el incremento de número de casos y fallecimientos 
debidos al cáncer para los años 2030 y 2040 a nivel mundial. Adaptado de “The 
Cancer Atlas, third edition” [5]. 

 

En el pasado se ha considerado a la enfermedad de cáncer como una patología 

asociada a los países desarrollados o con alto IDH (índice de desarrollo humano). 

Sin embargo, durante los últimos 60 años el planeta ha experimentado profundos 

cambios demográficos. Estos cambios se han caracterizado por una reducción de la 

natalidad y un aumento general de la esperanza de vida. Esta transición 
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demográfica ha venido de la mano de una transición epidemiológica, caracterizada 

por una reducción de la mortalidad debida a causas infecciosas (gracias a mejoras 

en saneamiento, mayor acceso a antibióticos y vacunas) [3]. Debido a ello, se ha 

producido un incremento de la esperanza de vida principalmente en países poco 

desarrollados (con IDH bajo). Como consecuencia, ha aumentado la prevalencia de 

enfermedades crónicas ligadas a la tercera edad denominadas enfermedades no 

transmisibles (NCD, por sus siglas en inglés) como la diabetes, enfermedades 

cardiorrespiratorias, neurodegenerativas, y el cáncer. Las NCD fueron responsables 

de un 72% de las muertes mundiales en 2016 [3]. Por ello, estas enfermedades se 

han convertido en la principal causa de muerte a nivel mundial y la principal 

amenaza para vivir una vejez saludable. En respuesta a esta situación, la 

Organización de las Naciones Unidas se ha comprometido a reducir en un tercio las 

muertes causadas por las NCD en 2030 [8].  

 

Observando los datos globales se puede afirmar que el cáncer es un problema que 

aumenta de forma global pero no homogénea (Figura 3). No debemos olvidar que 

las diferencias culturales y las desigualdades socioeconómicas afectan a la hora de 

prevenir y tratar la enfermedad. Existen profundas diferencias en incidencia, 

supervivencia y mortalidad dependiendo de la riqueza del país y de las clases 

sociales (especialmente en el caso de los países que carecen de un Sistema de Salud 

público y gratuito). Los mecanismos de prevención y vigilancia son deficientes en 

países con un menor IDH. Lo mismo sucede en cuanto al acceso a servicios 

quirúrgicos, presentes en el 95% de países con alto IDH pero sólo en un 25% de los 

que no [9]. En África se estima sólo hay equipamiento radiológico para dar 

cobertura al 18% de la población [10] y tan sólo 22% de sus países tienen acceso a 

medicación antitumoral [11]. La consecuencia es inevitable, mientras la mortalidad 
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del cáncer en países desarrollados es del 45%, en países con bajo IDH asciende 

hasta el 70% [1].  

 

 

Figura 3: Número de nuevos diagnósticos cáncer esperados para 2040 basados en 
la prevista evolución demográfica de los países según su HDI. Adaptado de “The 
Cancer Atlas, third edition” [5].  

 

Epidemiología de los cánceres más frecuentes 
 

Actualmente los cánceres más frecuentes diagnosticados a nivel mundial son: El 

cáncer de pulmón, mamá, colorrectal, próstata, estómago y cervical (Figura 4). 

• Pulmón: Es el cáncer con mayor incidencia en el planeta (2.1 millones de nuevos 

diagnósticos en 2018) y también el que presenta mayor mortalidad (1.8 millones de 

muertes en el mismo año) [1]. Su supervivencia es aún limitada y su aparición se 

relaciona principalmente con el consumo de tabaco y sus derivados (entre un 80-

85% de estos tumores se originaron con tabaquismo) [12]. A nivel global el 

tabaquismo se considera responsable del 63% de las muertes por cáncer de 
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pulmón, ascendiendo este porcentaje al 90% en países dónde fumar es prevalente 

para ambos sexos [13]. 

 

• Mama: Es el tipo de tumor más frecuente detectado en mujeres (2.1 millones de 

diagnósticos en 2018) y la principal causa de muerte femenina por cáncer (627.000 

fallecimientos ese mismo año) [1]. Se relacionan con la aparición de esta 

enfermedad el retraso a la hora de tener el primer embarazo, la reducción en el 

número de hijos, así como cambios en la dieta, aumento en el consumo de alcohol, 

mayor sobrepeso y reducción de la actividad física [14]. Una mejora en los sistemas 

de detección y tratamiento, junto con una reducción de los comportamientos de 

riesgo, se consideran necesarios para mejorar estos datos. Esto es especialmente 

relevante en países en desarrollo. En ellos, el cambio hacia un estilo de vida 

occidental está aumentando considerablemente la prevalencia de este tipo de 

enfermedad [15]. 

 

• Colorrectal: Es el tercer cáncer más común en número de diagnósticos (1.8 millones 

de nuevos casos en 2018) y el segundo en términos de mortalidad (880.000 

muertes durante el mismo año) [1]. La baja mortalidad comparada con la diagnosis 

refleja que este tipo de cáncer tiene una mejor prognosis. Programas para la mejora 

de la dieta, detección temprana, retirada y análisis de pólipos, son factores que 

explican la mejora en los datos de mortalidad en países con alto HDI en los últimos 

años. Sin embargo, de forma similar al cáncer de mama, países que están 

adoptando estilos de vida similares al nuestro están experimentando un 

incremento en este tipo de tumores. Por ello es recomendable para ellos aumentar 

la vigilancia y tratamiento [16]. 

 

• Próstata: Es el segundo más frecuente diagnosticado en hombres (1.3 millones de 

nuevos casos en 2018) y 360.000 muertes en ese año [1]. Su supervivencia ha 
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mejorado mucho al realizarse más pruebas de screening que permiten detectar 

casos asintomáticos o en estadios tempranos. Factores como la dieta y la falta de 

ejercicio físico se han relacionado con una mayor incidencia de la enfermedad 

[17][18].  

 

• Estómago: Presentó en 2018 un millón de casos diagnosticados y 783.000 muertes 

[1], por ello actualmente se considera de supervivencia baja. En torno al 75-90% de 

los casos se relacionan con la cronificación de la infección por Helicobacter Pylori 

adquirida comúnmente durante la infancia [19]. Un aumento en las campañas para 

la detección de la bacteria, así como mejoras en la alimentación (principalmente 

relacionadas con el mejor transporte, almacenaje y desinfección de los alimentos) 

han ayudado a reducir el impacto de esta infección en el ser humano, 

especialmente en países con alto HDI [20].   

 

• Cervical: Es el cuarto más común en mujeres tanto en diagnóstico (570.000 nuevos 

casos en 2018) como en mortalidad (311.000 fallecimientos en 2018) [1]. Se estima 

que la totalidad son consecuencia de la infección por virus del papiloma humano 

(VPH), especialmente los tipos 16, 18, 31 y 45 [21]. En las últimas décadas se ha 

observado un decline en la tasa de mortalidad debido al mayor screening y 

vigilancia [22]. Por ello la OMS ha lanzado campañas para potenciar la detección, 

mejorar la educación sobre educación sexual e higiene íntima, así como facilitar la 

vacunación entre otras medidas [23]. 
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Figura 4:  Incidencia y mortalidad de los tumores más frecuentes para 2018. 
Modificado de:“WHO report on cancer: setting priorities, investing wisely and 
providing care for all” [24].  

 

Factores de riesgo asociados al desarrollo del cáncer 
 

Se consideran como factores de riesgo a aquellos factores que contribuyen a la 

aparición de una enfermedad. Estos factores pueden ser químicos (tabaco, etanol), 

físicos (radiación UV, elementos radioactivos), biológicos (ciertos microorganismos 

patógenos) o incluso culturales (dieta, sedentarismo, número de hijos, o edad del 

primer embarazo entre otros). Consideraremos como cánceres asociados a un 

factor de riesgo a aquellos tumores que no se habrían desarrollado de haberse 

evitado la exposición a dicho elemento perjudicial.  

Teniendo en cuenta su impacto sobre la salud humana, los principales agentes de 

riesgo a nivel global son: El tabaquismo, el consumo de alcohol, la obesidad y ciertas 

infecciones. 
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• Tabaco: Es la principal causa prevenible de cáncer a nivel mundial y está asociado 

con el desarrollo de al menos 20 tipos distintos de cáncer (pulmón, cavidad oral, 

faringe, estómago, hígado, páncreas y ovario entre muchos otros) [25][12]. El 

tabaco y sus productos derivados causan 2.4 millones de muertes al año a causa de 

cáncer [13]. A pesar de no ser objeto de esta Tesis Doctoral, es relevante mencionar 

los 3.1 millones de muertes que causa por enfermedades vasculares al año, o los 

1.5 millones de fallecimientos ligados a enfermedades pulmonares crónicas [13]. Es 

por ello urgente aumentar los esfuerzos para reducir la lacra que supone el 

tabaquismo. En esta dirección, durante la “WHO framework Convention on Tobacco 

Control” 181 países se comprometieron a reducir el consumo de tabaco en un 30% 

para 2025 [26]. Este esfuerzo ha de realizarse con mayor intensidad en países con 

HDI medio o bajo, donde se consume aproximadamente el 80% del tabaco y sus 

derivados a nivel mundial y donde la capacidad de dar tratamiento al cáncer de 

pulmón es más limitada [27]. 

 

• Alcohol: De gran impacto en la salud humana, se relaciona directamente con un 

4.2% de las muertes ligas al cáncer (376.200 muertes en 2016) [28]. Este impacto 

sin embargo depende del rango de edad, teniendo mayor relevancia entre la 

población joven (13.9% de las muertes por cáncer para el rango de 30-34 años) y 

más reducida en la tercera edad (responsable de un 2.7% de las muertes en el rango 

de los 80-84 años) [29].  

 

El alcohol se relaciona con la inducción de la tumorigénesis mediante la generación 

de ROS (especies reactivas de oxígeno) y moléculas carcinogénicas como el 

cetaldehído. Estas moléculas se generan a través del procesamiento del etanol 

durante el metabolismo hepático [30]. Dejando de lado otras enfermedades, el 

alcohol está relacionado directamente con el desarrollo de cáncer de cavidad oral, 

laringe, faringe, esófago, colon, recto, hígado y mama entre otros [31]. Otras 



INTRODUCCIÓN 

17 
  

asociaciones han sido puestas en duda debido a que el consumo de alcohol suele ir 

ligado a otras conductas de riesgo (dietas desequilibradas y consumo de tabaco 

principalmente). 

 

Entre al año 2010 y 2016 el impacto del alcohol sobre la mortalidad en cáncer no 

se redujo, sino que se estabilizó o aumentó ligeramente (pasando del 4.1 al 4.2% 

respectivamente) [28]. Por ello, los estados han de seguir impulsando medidas para 

la prevención y reducción de su consumo. Entre estas acciones se recomienda el 

aumento de su precio mediante impuestos, restringir su acceso en comercios, o 

limitar su publicidad entre otras medidas [32]. 

 

• Obesidad, nutrición y ejercicio: Un exceso de masa grasa se relaciona con el 

desarrollo de diversos tipos de cáncer. Un ejemplo son el cáncer de esófago, 

gástrico, colon, recto, vesícula biliar, hígado, páncreas, tiroides, riñón, endometrio, 

ovario y mama postmenopáusico entre otros [33]. Este problema es especialmente 

relevante en países con alto o muy alto IDH, en ellos el cáncer atribuido a la 

obesidad es de dos a tres veces superior al observado en países con HDI medio o 

bajo. Por ello, dependiendo del país, habrá que hacer esfuerzos para evitar que la 

obesidad se convierta en un problema endémico o generar programas para 

reducirla en caso de que ya lo sea [34].  

 

En 2015 la IARC describió las carnes procesadas como carcinógenas y las carnes 

rojas como posiblemente carcinógenas [35]. Comer frutas y verduras es 

beneficioso, aunque su efecto positivo sobre el cáncer es menos intenso de lo 

previsto. Sí han presentado un claro efecto protector frente al cáncer (y 

enfermedades cardio metabólicas) el consumo de cereales integrales y la ingesta 

de proteínas y grasas de origen vegetal [36]. Una vez el tumor se ha desarrollado, 

la dieta parece tener un valor incierto en la prognosis, ésta parece depender mucho 
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del tipo de tumor. Es relevante sin embargo destacar como en pacientes con cáncer 

de colon en estadio III, la adherencia a las recomendaciones nutricionales de la 

sociedad americana contra el cáncer se relacionó con un 42% menos de muerte 

durante el periodo de estudio mejorando un 31% la supervivencia libre de 

enfermedad [37]. 

 

Al igual que con otros factores de riesgo, realizar asociaciones entre nutrición y 

cáncer es complejo, pues siempre hay estilos de vida asociados que pueden 

desvirtuar los resultados. Por ejemplo, en la década de 1970 varios estudios 

relacionaron el consumo de café con el cáncer de vejiga o páncreas. Estas 

conclusiones se diluyeron al observarse la relación existente entre el consumo de 

café y de tabaco. Hoy en día se ha descrito que el café reduce el riesgo de sufrir 

cáncer de endometrio [36] y otros tipos tumorales [38]. 

 

La actividad física se ha visto reduce de forma significativa el riesgo de padecer 

cáncer [39]. Reduce especialmente aquellos de orofaringe, riñón, vejiga, colon, 

mama y endometrio [36]. Varias hipótesis para explicar este hecho serían la 

reducción del tejido adiposo, reajustes en el balance hormonal, o la mejor 

regulación de procesos oxidativos [40]. 

Los niveles de inactividad física van en aumento día a día, estando presentes en un 

24% a nivel global [41]. Desarrollar programas para evitar el sedentarismo tendría 

un impacto sobre la prevalencia de NCD, incluyendo el cáncer. 

 

• Infecciones: Se estima que un 13% de los cánceres que se diagnostican al año tienen 

como responsable un agente infeccioso [42]. Hoy en día se han descrito 11 agentes 

infecciosos relacionados con la aparición de cáncer. Incluyen la bacteria 

Helicobacter pyillory, 7 virus (VPH, virus de la hepatitis B y C, EBV, KSHV, HTLV-1 y 
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VIH) y 3 macroparásitos (Schistosoma haematobium, Opisthorchis viverrini y 

Clonorchis sinensis) [43].  

La prevalencia es diferente entre países según su índice de desarrollo. Países con 

HDI alto o muy alto presentan un 21% de cánceres atribuibles a causas infecciosas, 

mientras que en países con HDI medio o bajo este valor asciende al 47% [21]. Por 

áreas geográficas se observa como en Eurasia, Europa y Norteamérica menos del 

5% de los tumores presentan un origen infeccioso, mientras que en el África 

subsahariana un tercio de los tumores tienen su origen en la infección por algún 

patógeno [44]. Con todo ello no es de extrañar que aquellos países con menor IDH 

acumulen dos tercios de los diagnósticos de cáncer asociados a infecciones [21]. Es 

de vital importancia aumentar la accesibilidad a vacunas y el desarrollo de 

programas de detección y tratamiento temprano. 

   

• Radiación: Uno de los principales factores de riesgo a la hora del desarrollo de 

melanoma es la exposición excesiva a la radiación ultravioleta, siendo la fuente más 

común en nuestro día a día la procedente del sol. En 2018 se diagnosticaron 

290.000 nuevos casos, y fallecieron a causa de esta enfermedad 61.000 personas 

[1]. 

 

La exposición solar presenta claros beneficios para la salud (favorece la liberación 

de serotonina, la regulación del ciclo de la melatonina, o la activación de la vitamina 

D entre otros) [45]. Sin embargo, un exceso de exposición a esta fuente de radiación 

ultravioleta conlleva riesgos como el aumento de fotolesiones en el ADN, proceso 

ligado al desarrollo de carcinogénesis [46]. Dado que la concentración de radiación 

UV en superficie es altamente variable, dependiendo de la latitud, altitud, hora del 

día y condiciones atmosféricas (cubierta de nubes, partículas en suspensión, etc.) 

[47]. Por ello, la OMS recomienda reducir cualquier exposición innecesaria al sol, 

especialmente en los meses de verano y en las horas centrales del día, cuando esta 
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radiación es más intensa [48]. Históricamente el melanoma ha tenido una 

prevalencia baja. Sin embargo, debido a cambios culturales en los últimos 50 años 

su incidencia ha experimentado un aumento superior al de otros tipos de cáncer 

[49]. 

 

La exposición continuada a radiación UV se relaciona con la acumulación de 

mutaciones ligadas a la carcinogénesis. Se han estudiado dos causas principales:  La 

excitación directa de nucleótidos mediada por los UVB (280-315 nm), y la inducción 

de estrés oxidativo e inflamación continuada causada por los UVA (315-400 nm). A 

pesar de que muchas investigaciones iniciales se centraron en el efecto de la 

radiación UVB sobre el ADN [50], hoy se considera más relevante el estado 

inflamatorio cronificado producido por los rayos UVA. Incluyen la generación de 

ROS e NOS, causando la activación de NFκB, AP1 y STAT entre otros. Ello resulta en 

un estado inflamatorio que de ser sostenido ayudará en el proceso de 

carcinogénesis [51][52]. 

 

Habiéndose descrito la exposición solar excesiva pero intermitente en el tiempo 

como el mayor factor de riesgo a la hora de sufrir un melanoma, es de vital 

importancia aplicar medidas de educación en prevención para la población. 

Cambiar hábitos de ocio, legislar contra las cámaras de bronceado en aquellos 

zonas donde aún son permitidas [53], evitar siempre que sea posible la exposición 

al Sol cuando su intensidad es mayor, especialmente entre las 9:00 y las 15:00, usar 

fotoprotección siempre que sea posible y luchar contra falsas creencias como que 

los días nublados o los días fríos son de menor riesgo [54]. 

 

Estos datos muestran cómo, a pesar de la idea generalmente extendida, la 

aparición de cáncer no es un fenómeno inevitable. De hecho, un 42% de los casos 

de cáncer diagnosticados en EEUU en 2018 podrían haberse evitado (Figura 5). 
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Siendo responsables del total de tumores: Tabaquismo (19%), sobrepeso (7,8%), 

alcohol (5,6%), radiación UV (4,7%), infecciones (3,1%) y sedentarismo (2,9%). 

 

 

 

Figura 5: Porcentaje de tumores asociados a un factor de riesgo que podría haber 
sido evitado en los EEUU para 2018. Adaptado de “Proportion and number of cancer 
cases and deaths attributable to potentially modifiable risk factors in the United 
States, 2018” [55]. 

 

 

El origen de la enfermedad de cáncer 
 

El cáncer, un compañero ancestral. 
 

El cáncer es una enfermedad compleja y dinámica, caracterizada por la 

malignización progresiva, invasión de órganos distantes, y generación de 

resistencia a los tratamientos. Por ello el abordaje de la enfermedad es complejo, 

y de no tratarse, la supervivencia baja. 

Comprender las dinámicas detrás de la alta adaptabilidad del cáncer, y cuál es el 

origen de su versatilidad, es clave para poder decidir las estrategias para hacer 

frente a la enfermedad. Es muy difícil, si no imposible, curar aquello que no se 

comprende.   
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Si queremos comprender el origen del cáncer, hemos de contradecir una idea 

comúnmente extendida: que el cáncer es una enfermedad de origen reciente. Ya 

hemos explicado los motivos que causan su incremento hoy en día, principalmente 

el aumento de la esperanza de vida y el envejecimiento general de la población. Sin 

embargo, aunque tuviera menos prevalencia en el pasado, el cáncer ha sido 

compañero de los seres vivos desde tiempo ancestral (Figura 6). En humanos ha 

sido frecuente encontrar mención a esta enfermedad en registros médicos antiguos 

[56][57]. De forma directa se ha observado en tejidos blandos de restos 

momificados [58]. El registro más antiguo en homínidos se ha descrito para un 

osteosarcoma aparecido hace 1,7 millones de años en Sudáfrica [59]. Lógicamente 

esta enfermedad no solo afecta al ser humano, el registro más antiguo de 

malignización corresponde a un tumor óseo perteneciente a un Pappochelys 

rosinae, antecesor de las tortugas que habitó la Tierra hace 240 millones de años, 

durante el Triásico [60], antes de que los dinosaurios dominaran la Tierra. 

 

Figura 6: El cáncer no es una enfermedad moderna. (a) Restos momificados en 
Egipto (285–30 AC) presentando lesiones metastásicas en la columna vertebral. (b) 
Primer cáncer detectado en homínidos, osteosarcoma el 5º metatarso en un 
ejemplar de Paranthropus robustus (1,7 MA). (c) Registro más antiguo de cáncer 
detectado en el registro fósil, perteneciente a un ejemplar de Pappochelys rosinae. 
(240 MA). 

 



INTRODUCCIÓN 

23 
  

A parte del registro fósil, observamos enfermedades similares al cáncer 

(caracterizadas por la desdiferenciación celular, división descontrolada, formación 

de una masa, etc.) en los siete clados del árbol evolutivo en los que se ha 

desarrollado la multicelularidad celular; metazoa, ascomicetos, basidiomicetos, 

embriofitas, clorófitas, rodocitos y feofitas. El hecho de que grupos que divergieron 

evolutivamente hace millones de años presenten similares alteraciones, refleja la 

ubicuidad y persistencia de este tipo de enfermedades a lo largo del tiempo, así 

como la estrecha relación que existe entre la multicelularidad y la enfermedad del 

cáncer [61].  

Dentro de los clados que desarrollaron multicelularidad, parece existir una mayor 

incidencia de cáncer en el grupo de los animales (metazoa). Esta incidencia puede 

ser debida al tipo de organización multicelular que presentan; en el grupo de los 

animales se observa una mayor tasa metabólica cuando se compara con otros 

organismos, poseen mayor diversidad funcional (con gran diversidad de células 

especializadas), y la tasa de división y reposición celular es mayor que en otros 

grupos pluricelulares. Todo ello junto con un sistema circulatorio que no sólo 

transporta nutrientes, sino también tipos celulares, favorece procesos de migración 

y metástasis durante la malignización [62].  

Dentro del estudio del cáncer en el clado de los metazoa, observamos como en los 

animales el estudio de la enfermedad posee un claro sesgo antropocéntrico. Desde 

hace ya varias décadas la inmensa mayoría de estudios oncológicos se centran en 

humanos o ratones [63][64]. Una minoría de trabajos ha estudiado a otros grupos 

de animales en cautividad [65] y casi ningún estudio ha analizado la prevalencia de 

la enfermedad en animales salvajes [66][67]. Ello ha permitido la comprensión de 

la enfermedad en el ser humano, pero a nivel ecológico el impacto de la 

enfermedad en las poblaciones salvaje sigue siendo ampliamente desconocido.  
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Los pilares de la multicelularidad 
 

La aparición de la multicelularidad implicó una enorme ventaja evolutiva sobre los 

organismos unicelulares [68]. El hecho de que una célula no dependiera 

únicamente de sí misma para realizar todas sus funciones vitales permitió la 

aparición de la diferenciación y especialización celular, gracias a la cuál distintas 

células pasaron a encargarse de diferentes procesos. Como consecuencia se 

consiguió; un aumento del tamaño, se refinó la recepción y respuesta a estímulos, 

se mejoró la capacidad de desplazamiento, se incrementaron las opciones 

nutricionales y también la acumulación de sustancias de reserva. Todo ello permitió 

aumentar enormemente la diversidad y posibilidades de supervivencia de estos 

nuevos individuos/multiindividuo [69][70].  

Los organismos multicelulares han de enfrentarse a dos grandes desafíos: Por un 

lado han de responder a las amenazas externas, tales como la escasez de recursos, 

presencia de depredadores, etc. Por otro lado han de resolver la amenaza interna 

que supone el mantener la propia integridad y cooperación celular. Para ello la 

multicelularidad posee cinco pilares básicos que garantizan la convivencia y 

supervivencia celular [71]. Los pilares son: inhibición de la proliferación celular [72], 

regulación de procesos de muerte celular [73], diferenciación para la realización de 

tareas [74], transporte de recursos [75] y creación y mantenimiento de un ambiente 

intercelular no agresivo [76]. Estos pilares son los que se alteran o pierdan de forma 

progresiva durante el proceso de carcinogénesis (Figura 7). 
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Figura 7: Los 5 pilares de la multicelularidad son presentados en azul. En naranja se 
presentan las alteraciones en estos cinco pilares, necesarios durante el proceso de 
tumorigénesis. Adaptado de “Cancer across the tree of life: cooperation and 
cheating in multicellularity” [61]. 

 

Estos pilares están codificados bajo la forma de estrechas rutas metabólicas y de 

señalización que permiten a las células vivir en un ambiente interno protegido y 

estrechamente regulado. El único precio a pagar consiste en reducir el “bienestar” 

celular en favor del “bienestar” del individuo. Es decir, la supervivencia del 

individuo multicelular pasa a ser más importante que la supervivencia de las células 

que lo componen [72][77]. 

El aumento de complejidad que supone la convivencia multicelular vino de la mano 

de un aumento en la complejidad genética. Sobre las redes primitivas que 

codificaban las estrategias de supervivencia básica unicelulares (relacionadas con 

procesos como la glucólisis, daño al ADN, respuesta a hipoxia, supervivencia a 

cambios en pH o capacidad de movilidad entre otras), surgieron nuevas redes 

orientadas a la supervivencia no ya de la célula, sino del organismo (rutas de 
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diferenciación, comunicación intercelular, inhibición de la proliferación celular o 

regulación de los procesos de muerte entre otras). De esta forma se fueron 

seleccionando los cinco pilares de la multicelularidad y se garantizó la coordinación 

entre células [78].  

Estas redes de coordinación celular han ido apareciendo y seleccionándose a lo 

largo de cientos de millones de años. Su robustez permite la cooperación y 

supervivencia de los organismos multicelulares. Sin embargo, estas redes 

presentan zonas vulnerables (ciertos elementos que regulan procesos sensibles, o 

que coordinan ciertas rutas claves simultáneamente). Es por ello que son 

mutaciones en estos “nodos” sensibles, y no cualquier mutación al azar en el 

genoma, los que inician el camino de la tumorigénesis [79]. Un 91% de los tumores 

analizados en el estudio “Pan-Cancer análisis of whole genomes” presentan al 

menos una mutación en alguno de estos “nodos”, generando mutaciones 

iniciadoras de la tumorigénesis [80]. La media de elementos claves mutados en 

todos los tumores estudiados es de 4,6 alteraciones. Estas mutaciones afectan a 

elementos clave para el mantenimiento de la multicelularidad como p53, BRCA1, 

BRCA2, ATM entre otros.  

De esta forma en los procesos tumorales estas redes de coordinación genética se 

desarticulan, se rompe la comunicación y la colaboración establecida durante la 

multicelularidad y por ello la célula tumoral recupera cierta “autonomía”. Las redes 

multicelulares pierden su capacidad de control y en consecuencia las redes 

primitivas de supervivencia permiten a la célula crecer y reproducirse sin control 

externo  [81] (Figura 8). 
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Figura 8: A lo largo de la evolución multicelular, las redes metabólicas unicelulares 
pasaron a ser reguladas por nuevas redes de convivencia multicelular. Durante la 
carcinogénesis estas redes unicelulares son capaces de recuperar su autonomía. 
Adaptado de “How the evolution of multicellularity set the stage for cancer, 2018.” 
[82]. 

 

Al ir degradándose los pilares de la multicelularidad, las células tumorales se 

desdiferencian y comienzan a presentar características propias de organismos 

unicelulares. Entre otras similitudes encontramos el uso de estrategias de 

competición frente a las de colaboración, dependencia en procesos fermentativos, 

elevada tasa de división, alta inestabilidad genómica, etc. [83]. Según la hipótesis 

atávica estas similitudes no serían fruto de la casualidad, sino consecuencia de la 

toma de control de las redes primitivas durante el desarrollo del cáncer [84]. De 

hecho, la célula tumoral enfrenta muchos de los desafíos para los que los 

organismos unicelulares están adaptados para sobrevivir, entre ellos se destacan la 

falta de nutrientes, aumento del estrés oxidativo, situaciones de pH bajo, necesidad 

de movilidad, adaptación al daño en el ADN, o falta de oxígeno entre otros [85]. 
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A la hora de tratar la enfermedad es importante hacer hincapié en que estas redes 

primitivas, al ser imprescindibles para la supervivencia celular, presentan una gran 

resistencia a los tratamientos. Esto es debido a dos características principales: Por 

un lado estas redes presentar redundancia, es decir, las rutas pueden conducir la 

misma información por distintas redes en paralelo [86].  Por otro lado estas rutas 

también presentan plasticidad, según la cual los elementos de la red se pueden 

reconfigurar para transportar la información [87]. Ello explica lo difícil que resulta 

acabar con la célula tumoral una vez se ha perdido la regulación por las redes 

multicelulares. 

 

El cáncer esculpe a la evolución. 
 

Mantener y regular la convivencia de las 3,72 × 1013 células que se estima un cuerpo 

humano adulto posee (o lo “poseen”) [88] es una tarea enormemente compleja 

que requiere de mecanismos de regulación altamente seleccionados y del consumo 

de una gran cantidad de recursos. Es por ello que es raro encontrar casos de cáncer 

durante las primeras etapas de la vida, pues durante la evolución se han 

seleccionado potentes mecanismos que garantizan la cooperación celular hasta 

alcanzar la maduración sexual del individuo. Tras el descenso de la eficacia 

reproductiva, ya no es posible transmitir nuevos mecanismos de control a las 

nuevas generaciones. Por este motivo se produce un declive progresivo del 

organismo [89]. Este declive metabólico aumenta debido, entre otros factores, a la 

acumulación de mutaciones somáticas [90][91] y al descenso de la actividad de las 

células madre de tejido [92][93]. Este deterioro continúa progresivamente hasta 

concluir con el fallo irreversible de algún órgano vital o con la ruptura de la 

cooperación celular y la aparición de células tumorigénicas.  
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Los mecanismos destinados a la regulación de la cooperación multicelular que se 

van perdiendo al aumentar la edad pueden ser intracelulares o sistémicos: 

• Intracelulares: Son todos aquellos mecanismos celulares que facilitan el 

mantenimiento de la cooperación. Entre ellos están los puntos de control (o check 

points) del ciclo celular [94], rutas de señalización y reparación del daño al ADN  que 

garantizan la integridad del material genético celular [95], mecanismos de muerte 

celular programada como la apoptosis en caso de que las alteraciones en una célula 

sean irreparables [96], inducción de procesos de senescencia para evitar la 

reproducción de células alteradas [97] o protección de la estructura cromosómica 

mediante telómeros [98]. 

• Sistémicos: Son todos aquellos sistemas que velan por la cooperación celular. Un 

ejemplo es el sistema inmunitario, que realiza funciones de vigilancia eliminando 

aquellas células que presentan proteínas extrañas en su superficie [99]. Otro tipo 

de defensas frente a los procesos de malignización proceden de la configuración 

tisular: Desde la estrecha regulación de los nichos para las células madre de tejido 

[100], hasta la organización tisular en módulos con un limitado número de 

divisiones somáticas permitidas [101]. 

 

La evolución esculpe al cáncer. 
 

Como ya hemos señalado, al avanzar la edad del individuo se van acumulando 

mutaciones. Cada mitosis posee un número de mutaciones basal y algunas no se 

resuelven. Por ello el cáncer parece un precio a pagar resultado del aumento de la 

longevidad [102], lo mismo sucede para otras enfermedades cardiovasculares y 

neurodegenerativas asociadas al aumento de la inestabilidad genómica observadas 

en la tercera edad [103][104][105]. 
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Hemos descrito cómo cáncer y evolución son dos procesos íntimamente ligados, 

siendo imposible entender uno sin el otro. Desde que en la década de 1970 se 

hipotetizó que el cáncer era un proceso evolutivo, múltiples trabajos han 

demostrado esta idea [106]. De la misma forma en que durante la evolución de la 

multicelularidad se seleccionaron mecanismos para evitar la aparición de células 

independientes, durante la progresión tumoral se seleccionarán aquellos clones 

celulares con una agresividad mayor [107]. 

Cuando una mutación no es detectada y reparada, pasa a la nueva generación. 

Estas mutaciones pueden no tener efecto, causar un fenotipo deletéreo que acabe 

con la célula, o en la minoría de los casos, causar una ventaja adaptativa y una 

expansión clonal de estas células. De esta forma comienza una competición entre 

ellas y el entorno. Esta competición posee características similares a la observada 

durante la evolución de los organismos. Durante el desarrollo tumoral se producirá 

una variabilidad heredable, deriva genética y selección darwiniana. De esta forma 

se irán seleccionando clones cada vez más agresivos [108][109]. 

No es por ello de extrañar que en un contexto de alta inestabilidad genómica (este 

concepto incluye a todas las alteraciones genéticas, desde cromosómicas a 

nucleotídicas) se acumulen nuevas mutaciones o alteraciones de forma habitual. 

Esta heterogeneidad genética observada en la mayoría de los tumores es un 

ingrediente necesario para el proceso de malignización. Las células tendrán que 

enfrentarse a los mecanismos antitumorales intracelulares y sistémicos descritos 

anteriormente, así como a la competición por los recursos con las células 

colindantes. Ello genera numerosos cuellos de botella (Figura 9) [110], los cuales 

impulsan una evolución en las poblaciones celulares presentes durante la 

malignización [111][112][113]. 
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Figura 9: La evolución tumoral se caracteriza por la aparición progresiva de 
mutaciones. Ello genera subpoblaciones celulares que compiten entre sí 
disparando la progresión tumoral y supervivencia a los tratamientos. Adaptado de 
“Evolution of the cancer genome” [114]. 

 

Por otro lado, no solo la competición entre las células tumorales es importante. El 

ambiente tumoral jugará un papel crucial durante la selección celular.  La presencia 

de moléculas oxidativas, situaciones de hipoxia, limitación de nutrientes, 

alteraciones en el pH, acción inflamatoria del sistema inmunitario, etc. Por ello, 

debido a las enormes fuerzas selectivas en juego, durante esta lucha por la 

supervivencia las células que retienen más características multicelulares acaban 

muriendo, mientras que aquellas que rescatan fenotipos unicelulares se vuelven 

más resistentes y terminan por desplazar a aquellas menos transformadas 

[115][84]. Esta variabilidad genética permite que un mínimo de células pueda 

seleccionarse en cada etapa y expandirse, produciéndose el auge y caída de 

diferentes poblaciones en el proceso de progresión tumoral. Por fortuna, de partida 

ninguna célula del tumor está equipada con la maquinaria necesaria para sobrevivir 

a todos los desafíos que se le presentarán. Durante la tumorigénesis el cáncer irá 

adaptándose generando las características distintivas de la enfermedad; 

inestabilidad genómica, producción de señales de proliferación, evasión de los 
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supresores de proliferación, evitación/inactivación del sistema inmunitario, 

inmortalización, inflamación crónica, angiogénesis, evasión de la muerte celular, 

alteración del metabolismo y activación de la capacidad invasiva [64]. Por ello, la 

progresión tumoral es un proceso que requiere tiempo (habitualmente de meses a 

años), tiempo suficiente en la mayoría de los casos para realizar un diagnóstico y 

decidir el abordaje más adecuado de la enfermedad. 

Por ello podemos concluir que la carcinogénesis se ve esculpida por la evolución. 

Del mismo modo, la evolución de los organismos multicelulares los ha seleccionado 

para evitar la aparición de esta enfermedad [107].  

 

El microambiente tumoral. Aquí no hay quien 
viva. 

 

El estudio del ambiente tumoral ha ido ganando relevancia en las últimas décadas. 

Desde que la heterogenicidad intratumoral fue descrita [106], la comprensión del 

cáncer ha cambiado radicalmente; de entender el tumor como una única unidad 

homogénea, se ha pasado a entenderlo como un ecosistema altamente diverso y 

con una alta complejidad espacio temporal. En este microambiente encontramos 

una alta diversidad de tipos celulares, que conviven en distintos nichos 

caracterizados por la presencia de una variedad de macromoléculas, afectando 

todos estos elementos a las propiedades biológicas y físicas del entorno tumoral 

(Figura 10). 

Entre los principales componentes celulares del microambiente tumoral 

distinguimos las células tumorales propiamente y las células sanas del organismo. 

Se estima que hasta un 50% de las células contenidas en la masa tumoral no son de 

origen canceroso [116]. Entre estas células no transformadas encontramos a las 
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células propias del tejido, células vasculares y células del sistema inmunitario. 

Todos estos tipos celulares (no solo los tumorales) pueden participar en la 

progresión de la enfermedad. 

• Células tumorales: Son un grupo celular heterogéneo que presenta distintas 

mutaciones y por ello diferentes grados de transformación. Son seleccionadas de 

forma distinta según las características del nicho que las contiene. 

• Células sanas del tejido: Contienen al tumor y presentan distintas características 

dependiendo del tejido de origen.  

• Células vasculares: La irrigación es uno de los elementos más importantes en la 

progresión tumoral. El rápido crecimiento tumoral genera vasos inmaduros y 

desestructurados, que son poco eficientes a la hora de transportar nutrientes y 

retirar desechos. Su alta permeabilización facilita la intravasación celular y la 

formación de metástasis [116]. 

• Células del sistema inmunitario: Ya en el Siglo XIX se hipotetizó que el cáncer poseía 

las características de una inflamación crónica. Desde entonces se ha comprendido 

cómo una gran variedad de tipos celulares inmunitarios juegan distintos papeles en 

el desarrollo del tumor [117]. Linfocitos T: Son células encargadas de la destrucción 

de células tumorales inmunogénicas. Su infiltración se relaciona con una mejor 

prognosis [118][119]. Sin embargo, en estadios avanzados de la enfermedad su 

eficacia puede verse reducida por la selección de clones tumorales que evadan la 

respuesta inmune [120] o potencien el reclutamiento de células Treg 

inmunosupresoras [121]. Linfocitos B: Son células encargadas de la producción y 

secreción de anticuerpos. Su rol en la carcinogénesis es poco comprendido [122]; 

se ha relacionado con la resistencia a las terapias y con la inmunosupresión [123]. 

Ligado a su actividad, generan un depósito de inmunoglobulinas relacionado con el 

mantenimiento de un estado inflamatorio y generación de angiogénesis [124]. 

Todo ello se relaciona con una promoción del crecimiento tumoral, la metástasis y 
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la peor prognosis [125][126].  Macrófagos: Su rol es dual, inicialmente eliminan a 

los clones tumorales más inmunogénicos [127], al cronificarse la enfermedad pasan 

a tener un rol pro-tumoral al estimular la angio y linfoangiogénesis [128], aumentar 

la transición epitelio mesénquima [129], remodelar la matriz extracelular 

facilitando la proliferación y metástasis [130]. Además, generan inmunosupresión 

al impedir la actividad de linfocitos T efectores e inhibiendo a células dendríticas 

[131]. Neutrófilos: Son las primeras células inmunitarias en llegar a la lesión y se 

cree que contribuyen a la aparición y mantenimiento de la inflamación tumoral 

[132]. Al generar la liberación de elastina, VEGF y MMP9 entre otras, se ha 

relacionado con un aumento de la angiogénesis, invasión, y proliferación tumoral 

[133][134]. Fibroblastos: Se relacionan con la generación de metástasis al facilitar 

la migración de células tumorales a los vasos sanguíneos mediante el remodelado 

de la matriz extracelular [135]. Natural Killer: Se encargan de la destrucción de 

células transformadas gracias a su actividad citotóxica [136]. Se ha descrito que 

tienen un marcado rol antitumoral [137]. Su presencia en el tumor está ligada a una 

reducción del riesgo de metástasis y una mejora de la prognosis [138]. Células 

dendríticas: Son células especializadas en conectar la respuesta inmunitaria innata 

y adaptativa mediante la presentación de antígenos a las células T. Dependiendo 

del contexto inflamatorio y las señales coactivadoras, las células pueden activar la 

respuesta inmunitaria o ser inmunosupresoras. Su rol en el tumor necesita ser más 

estudiado [139][140][141]. 

Por otro lado, una masa tumoral no son sólo células. Todas ellas se encuentran 

embebidas en una matriz extracelular caracterizada por la presencia de agua, gases, 

sales minerales, macromoléculas fibrosas (laminina, elastina, colágeno), 

proteoglicanos, polisacáridos y factores de crecimiento entre otros. Este entorno 

afecta a la comunicación intercelular, capacidad de adhesión, velocidad de 

migración y proliferación celular [142][143]. Es relevante destacar cómo la 

interacción entre las distintas líneas celulares y la matriz que las rodea genera 
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alteraciones en ciertas características clave del entorno como la concentración de 

oxígeno, cantidad de nutrientes, acumulación de material de desecho, bajada del 

pH, aparición de estrés oxidativo, etc. 

Por ello, desde hace algunos años se ha comprendido que no sólo las mutaciones o 

alteraciones genéticas son relevantes para entender esta enfermedad, el 

microambiente tumoral es de enorme importancia. No podemos olvidar que 

durante la selección clonal, es el ambiente el que selecciona los fenotipos que 

presentan una mejor capacidad adaptativa . 

Esta estrecha relación entre la progresión tumoral y el microambiente alterado 

plantea la cuestión de qué se genera antes; las mutaciones pretumorales; o la 

alteración del microambiente celular. Se ha constatado que en ciertos tumores no 

son los clones transformados los que alteran el microambiente celular, sino que es 

un microambiente celular crónicamente alterado el que dispara el proceso 

mutagénico y tumoral. Al igual que sucede a nivel macroscópico, la destrucción de 

un hábitat es siempre una oportunidad para la llegada de nuevas especies [144]. 

A raíz de este hecho, hoy en día se consideran como agentes carcinógenos a 

aquellos elementos que inducen mutaciones en el ADN o bien que alteran la 

homeostasis del microambiente tisular. Alteraciones crónicas en el tejido como la 

inflamación sostenida, el desbalance hormonal o la vascularización desorganizada 

favorecen tanto la aparición como la selección de mutaciones. La progresión 

tumoral por tanto será más probable en un ambiente celular estresante que en un 

ambiente donde las necesidades de las células están cubiertas y por ende apenas 

existen fuerzas selectivas que presionen para mejorar la supervivencia celular. No 

debemos olvidar que los procesos de selección darwiniana actúan sobre los 

fenotipos y no los genotipos de los individuos. Por ello, el estudio del 

microambiente tumoral resulta fundamental en la comprensión del proceso de 
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carcinogénesis. Es central tener en cuenta que es el contexto en el que se 

seleccionan las poblaciones celulares. 

 

 

Figura 10: El microambiente tumoral es un entorno altamente dinámico en el que 
una multitud de elementos conviven, modificándose unos a otros. Diferenciamos 
entre los componentes celulares y los componentes fisicoquímicos del entorno.  

 

Actividad de PARP en el contexto tumoral. 
 

La familia PARP 
 

La familia de las poli(ADP-ribosa) polimerasas (o PARPs) es una familia de 17 

miembros caracterizada por la presencia de una secuencia de 50 aminoácidos 

denominada “dominio PARP” [145]. Gracias a esta secuencia algunos miembros de 

esta familia sintetizan y transfieren poli(ADP-ribosa) (PAR) a un gran número de 

sustratos mediante un proceso denominado poli(ADP-ribosilación).  

La presencia del dominio PARP no basta para realizar una clasificación funcional, 

por ello la familia PARP se divide en cinco grupos atendiendo a la actividad 

enzimática de sus miembros así como a su arquitectura [146][147]: 
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• PARPs dependientes del ADN: Se activan en respuesta al daño al ADN, gracias a la 

presencia de dedos de zinc en su estructura y a su localización nuclear. Este es el 

caso de las proteínas PARP-1 (ARTD1), PARP-2 (ARTD2) y PARP-3 (ARTD3). 

• Tankirasas: Se caracterizan por presentar un repeticiones de anquirina responsable 

de mediar interacciones proteína-proteína. Son característicos también de este 

grupo los dominios SAM. Son miembros de esta categoría las Tankirasa-1 (PARP-

5A, ARTD5) y Tankirasa-2 (PARP-5B, ARTD6). 

• PARPs CCCH: Contienen motivos CCCH del tipo CX7–11CX3–9CX3H, los cuáles se 

relacionan con la unión al ARN. Son miembros de este grupo la PARP-7 (ARTD7), 

PARP-12 (ARTD12) y PARP-13 (ARTD13). 

• PARPs Macro: Se caracterizan por presentar dominios Macro que actúan 

interaccionando con (y en algunos casos retirando) residuos de poli(ADP-ribosa) en 

proteínas modificadas. Son miembros de esta categoría las BAL1 (PARP-9, ARTD9), 

BAL2 (PARP-14, ARTD8) y BAL3 (PARP-15, ARTD7). 

• Otras PARP: Son proteínas que no encajan en ninguna de las categorías anteriores, 

son las PARP-4 (ARTD4), PARP-6 (ARTD17), PARP-8 (ARTD16), PARP-10 (ARTD10), 

PARP-11 (ARTD11) and PARP-16 (ARTD15). 

 

Características de PARP-1 
 

PARP-1 es el primer miembro descrito de la familia. Descubierto en 1963 por 

Chambon et al [148], es el miembro más activo de la familia PARP. Genera hasta un 

85-90% del polímero detectado en la célula, siendo el 10-15% restante sintetizado 

por PARP-2. 

PARP-1 es una proteína nuclear de 114 KDa. Posee tres dominios principales [149]: 

Dominio de unión al ADN: Posee 3 dedos de zinc mediante los cuales la proteína 

reacciona con el ADN.  Dominio de automodificación: La proteína PARP1 se modifica 
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a sí misma con polímero en este dominio. Dominio catalítico: Realiza la actividad 

catalítica encargada de la generación del polímero a partir del consumo de ATP y 

NAD+ (Figura 11). 

PARP-1 reconoce daño al ADN de cadena simple (SSB, por sus siglas en inglés) [150] 

y cadena doble (DSB, por sus siglas en inglés) [151], se une a este daño y se 

automodifica por polímero. La síntesis de este polímero genera la formación 

temporal de un compartimento celular carente de membrana, el cuál promoverá el 

reclutamiento de un gran número de factores en lo que se ha venido a denominar 

“condensaciones biomoleculares” [152]. Entre los principales factores reclutados 

podemos destacar a miembros de distintas rutas de reparación como BRCA1, 

XRCC1, ALC1 o MRE11 entre otros [153]. 

Además de la activación canónica inducida por el daño al ADN, PARP-1 se puede 

activar de forma independiente a través de modificaciones postraduccionales, un 

ejemplo son las fosforilaciones mediadas por diversas quinasas. PARP-1 es 

fosforilada por las proteínas ERK1/2 en sus serinas 372 y treonina 373 [154]. Del 

mismo modo, c-Met fosforila a PARP-1 en su tirosina 907 [155]. Por otro lado 

existen fosforilaciones que pueden conducir a la inhibición de PARP-1, este es el 

caso de la quinasa AMPK al fosforilar a PARP-1 en la serina 177 [156] y el de la 

protein quinasa C [157]. 

PARP-1 puede sufrir otros tipos de modificaciones, como las acetilaciones mediadas 

por la P300/CBP en las lisinas 498, 505, 508, 521, 524 [158]. PARP-1 también 

presenta ubiquitinaciones en las lisinas 486 y 203 realizadas por la E3 ligasa [159]. 

PARP-1 se modifica también por PARilación en las serina 499 [160]. 
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Figura 11: Estructura de PARP-1.  PARP-1 Presenta un dominio de unión al ADN con 
3 dedos de zinc y una secuencia de localización nuclear. Presenta un dominio de 
automodificación donde PARP-1 se modifica por polímero. Presenta también un 
dominio catalítico caracterizado por la presencia de la “marca PARP”, que sintetiza 
la poli(ADP-ribosa). Adaptado de “Regulation of poly(ADP-Ribose) polymerase 1 
functions by post-translational modifications” [161]. 

 

El ciclo de vida de PAR 
 

La generación de polímero de poli(ADP-ribosa) sigue las siguientes fases (Figura 12) 

[162][163]: 

• Iniciación: En primer lugar, la actividad poli(ADP-ribosa) sintetasa rompe el enlace 

glicosídico que une a la nicotinamida y ribosa en el NAD+. A continuación, el 

monómero de ADP-ribosa se une covalentemente a ciertos aminoácidos 

(glutamato, aspartato o lisina) de una proteína aceptora.  

• Elongación y ramificación: La reacción de obtención y transferencia de ADP-ribosa 

se repite de forma secuencial, generando un polímero lineal que puede presentar 

ramificaciones cada 20-25 unidades de ADP-ribosa. 

• Degradación: Las proteínas poli(ADP-ribosa) glicohidrolasas (PARGs) median la 

separación del polímero de las proteínas modificadas y lo degradan de nuevo hacia 

ADP-ribosa. 

• Reciclaje: El consumo de ATP y NAD+ durante la síntesis de polímero es alto, por 

ello los monómeros de ADP-ribosa son degradados a AMP y ribosa 5-fosfato por 
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acción de la ADP-ribosa pirofosfatasa. A continuación, serán reciclados como ATP y 

NAD+.  

El polímero puede realizar sus funciones biológicas de tres maneras: 1. Puede 

modificar a proteínas de manera covalente (tal y como hemos descrito 

anteriormente);  2. Puede reclutar a proteínas por afinidad electrostática. Éste es 

el caso del reclutamiento de factores de respuesta al daño al ADN. Las proteínas de 

unión a ácidos nucleicos presentan una alta afinidad hacia la poli(ADP-ribosa) 

debido a dos factores principales: por un lado, su elevada carga negativa [164] y 

por otro, debido a las similitudes que PAR presenta con la estructura de ácidos 

nucleicos. Al polímero se le ha venido incluso a denominar como un tercer ácido 

nucleico celular (junto con el ADN y ARN) pero carente de información genética 

[165]. 3. Por otro lado, el polímero también puede funcionar de forma libre como 

molécula señalizadora en procesos celulares [166]. Por último, el polímero puede 

mediar procesos de muerte celular vía reducción de NAD+ y ATP, siendo este 

proceso de muerte celular denominado ”parthanatos” [167][168]. 
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Figura 12: Ciclo de síntesis y degradación del polímero de poli(ADP-ribosa). 
Mediante el consumo de NAD+ y ATP, PARP-1 modifica covalentemente a sus 
proteínas aceptoras. Posteriormente, este polímero es degradado por proteínas 
PARG, que presentan actividad exo y endoglucosídica. Adaptado de “Poly(ADP-
ribosyl)ated chromatin domains: access granted” [169]. 

 

La actividad de PARP-1 durante la tumorigénesis 
 

PARP-1 es una proteína que tiene una gran relevancia en el desarrollo tumoral. Está 

asociada con la supervivencia de las células tumorales y con la progresión de la 

enfermedad. PARP-1 colabora en numerosos procesos relacionados con una mala 

prognosis de la enfermedad. 

• PARP-1 y la reparación del daño al ADN: En presencia de roturas de cadena simple 

o cadena doble se ha descrito como PARP-1 aumenta su actividad basal hasta 500 

veces, siendo las lesiones al ADN señalizadas en menos de 30 segundos [170]. Por 

ello la presencia de agentes alquilantes y estrés oxidativo (en forma de ROS o RNS) 

pueden disparar la acumulación de PAR en la célula casi al instante [171]. Del mismo 

modo, la presencia de configuraciones anómalas en el ADN (como el ADN 

cruciforme, torsionado o establemente desapareado) se ha descrito pueden 

disparar la actividad de PARP-1 [172]. En este contexto, las células tumorales 

sobreexpresan PARP-1, lo cual es un marcador de mala prognosis debido a la 

elevada capacidad de estas células para señalizar y reparar el daño al ADN inducido 

por las distintas terapias [173][174]. 

 

• PARP-1 y la respuesta a la hipoxia: Profundizar en el estudio de la relación entre 

PARP-1 y la respuesta a hipoxia tumoral es el objetivo de esta Tesis Doctoral. PARP-

1 se ha descrito como agente necesario en la regulación de la estabilidad y actividad 

de los factores de transcripción mediadores de esta respuesta (HIF-1α y HIF-2α) 
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[175][176]. Las bases moleculares de esta interacción no se conocen y hasta ahora 

no se había descrito si HIF-1 sufre modificación por polímero o si interacciona 

físicamente con PARP-1 en el contexto de la hipoxia fisiológica. Semejante 

interacción sería plausible dado que se ha descrito en otros contextos no 

relacionados con la limitación de oxígeno como la infección por virus de Epstein 

Barr [177]. La respuesta a la hipoxia tumoral será abordada en profundidad 

posteriormente en la introducción de esta Tesis Doctoral, brevemente mencionar 

en este apartado que al colaborar PARP-1 con la correcta adaptación a la hipoxia 

empeora la prognosis de la enfermedad, pues la respuesta a hipoxia se relaciona 

con la supervivencia celular, la metástasis y resistencia a los tratamientos [178].  

 

• PARP-1, angiogénesis y el mimetismo vasculogénico: La capacidad de irrigar el 

tumor es imprescindible durante la malignización tumoral, siendo un porcentaje 

muy reducido el de tumores capaces de progresar sin inducir la formación de vasos 

sanguíneos que aporten oxígeno y nutrientes a las células tumorales [179]. En este 

aspecto se ha visto cómo el uso de inhibidores de PARP reducen in vivo e in vitro la 

angiogénesis [180][181]. Un mecanismo alternativo para el aporte de gases y 

nutrientes es el desarrollo de mimetismo vasculogénico. Este proceso consiste en 

la formación de pseudovasos, generados a partir de células tumorales sin la 

participación de células endoteliales. Este proceso se relaciona con una mala 

prognosis de la enfermedad [182].  Al igual que con la angiogénesis, la inhibición de 

PARP disminuye la capacidad de formación de mimetismo vasculogénico [183]. 

 

• PARP-1 y la respuesta inmunitaria: Como hemos descrito previamente, la respuesta 

inmunitaria acaba conduciendo al aumento de la tolerancia y crecimiento tumoral. 

PARP-1 y PARP-2 intervienen en estos procesos, por lo que se está explorando el 

uso de sus inhibidores en combinación con inmunomoduladores. PARP-1 

interacciona y regula la actividad de factores de transcripción y adhesión 



INTRODUCCIÓN 

43 
  

relacionados con la liberación de citoquinas mediadoras de la inflamación como es 

el caso del factor de transcripción NFκB y las citoquinas inflamatorias TNFα, IL-1b, 

IL-12, CCL2. Por ello se ha descrito que PARP-1 participa en la activación de células 

relacionadas con la actividad inmunitaria como los linfocitos T, macrófagos, 

microglía, células dendríticas y fibroblastos [184][185]. 

 

• PARP-1 y la autofagia: La autofagia es un mecanismo que permite la supervivencia 

celular en situaciones de estrés entre las que destacan la escasez de nutrientes. 

Esta situación es muy habitual en el entorno tumoral, metabólicamente hiperactivo 

y con una vascularización ineficiente [186]. En este contexto la célula puede activar 

mecanismos que promuevan la degradación de componentes del citoplasma vía 

lisosomal, generando aminoácidos y ácidos grasos con los que contrarrestar la 

ausencia de nutrientes del exterior. Al promover la supervivencia celular, los 

tumores que sobreexpresan esas rutas presentan mayor supervivencia [187], un 

incremento en la resistencia a terapias [188] y mayor formación de metástasis 

[189], estando todo ello relacionado con un peor pronóstico de la enfermedad. 

PARP-1 se ha descrito interacciona y modifica por PARilación a elementos clave de 

esta ruta como AMPK. En presencia de inhibidores de PARP, el inicio de la autofagia 

se retrasa y aumenta el número de células apoptóticas que no sobreviven a la 

deficiencia de nutrientes [190][191]. 

 

• PARP-1 y las células iniciadoras del tumor: Las células iniciadoras del tumor (CSCs, 

por sus siglas en inglés) son una subpoblación celular dentro del tumor 

caracterizadas por tener capacidad de auto renovación, iniciación del tumor, 

diferenciación a distintos linajes tumorales y resistencia a la quimio y radioterapias 

[192]. Dadas estas características su presencia se considera de una mala prognosis 

y tiene profundas implicaciones a la hora de tratar el tumor [193]. Actualmente este 

tipo de células se han descrito en diversos tipos de cáncer como el de mama [194], 
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gliomas [195], próstata [196], melanoma [197], pulmón [198], colon [199], 

páncreas [200], hígado [201] y carcinoma renal entre otros [202]. La activación del 

programa pluripotencial implica la activación de los denominados “factores 

Yamanaka”, entre los que se incluye Oct4, Sox2, c-Myc y KLF4. PARP-1 se ha descrito 

juega un rol importante en esta transdiferenciación [203][204]. PARP-1 promueve 

la aparición de este tipo de células regulando la actividad de Sox2 y su diana KLF4 y 

ayudando en la expresión de la telomerasa [205][206]. Del mismo modo, PARP-1 

altera el patrón de histonas hacia un fenotipo pluripotencial, facilitando la unión de 

Oct4 al ADN [207][208]. Las CSCs presentan una mayor actividad de PARP-1 y 

elevados niveles de polímero [209]. Por ello no es de extrañar que la inhibición de 

PARP se haya descrito reduce el fenotipo y supervivencia de las CSCs [210]. 

 

Los inhibidores de la familia PARP en clínica 
 

Desde que en 2005 aparecieran las primeras publicaciones señalando como los 

tumores BRCA mutados son sensibles a los inhibidores de PARP [211], un gran 

número de trabajos han venido a corroborar este hecho (denominado “letalidad 

sintética”) que se genera durante la inhibición de rutas alternativas de reparación 

al ADN (como la reparación por escisión de bases) en células que carecen de las 

rutas de recombinación homóloga. Esto es muy relevante, pues un 50% de los 

tumores carcinoma seroso de alto grado (HGSOC) presentan alteraciones en genes 

de recombinación homóloga y un 30% de ellos mutaciones para BRCA1/2 [212], 

causando una disminución en la capacidad celular para reparar ADN vía 

recombinación homóloga. Este suceso se relaciona con la inestabilidad genómica, 

favoreciendo la progresión tumoral. 

Por ello, el cáncer de ovario y mama fueron los primeros en ser evaluados en 

ensayos clínicos frente a distintos inhibidores de PARP. A raíz de estos estudios se 
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han aprobado 4 inhibidores de PARP para el tratamiento de este tipo de tumores y 

se prevé que se amplíe su uso a otros tumores en el futuro. Estos inhibidores son 

el olaparib, rucaparib, niraparib y más recientemente el talazoparib. Todos ellos se 

han demostrado efectivos y bien tolerados, presentando efectos secundarios 

reducidos como náusea, fatiga o dolor abdominal [213]. Otro inhibidor de PARP que 

se espera sea aprobado es el veliparib, que ha demostrado su eficacia en ensayos 

clínicos de fase III [214]. 

El olaparib ha demostrado ser beneficioso en ensayos clínicos en los que se ha 

utilizado como segundo o posterior tratamiento [215][216][217]. En torno a un 30-

50% de los tumores BRCA mutados respondieron de forma positiva, siendo aún 

mayor el efecto en pacientes sensibles a cisplatino. En otros ensayos clínicos en 

pacientes con cáncer de ovario en remisión tras terapia basada en el cisplatino, el 

tratamiento con olaparib mejoró la supervivencia libre de enfermedad y en 

aquellos pacientes BRCA mutantes se triplicó el tiempo hasta la progresión [217]. 

El rucaparib ha sido aprobado por la FDA como tratamiento en el cáncer de ovario 

BRCA deficiente para aquellos pacientes que ya han sido expuestos al menos a dos 

tratamientos quimioterapéuticos. Se ha observado una tasa de respuesta objetiva 

de un 80% en pacientes que presentaban una alta heterocigosidad intratumoral 

[218]. 

El niraparib es un inhibidor de la familia PARP recomendado tras el tratamiento 

quimioterapéutico. En mujeres con BRCA mutado el tratamiento con niraparib 

aumenta la progresión libre de la enfermedad casi cuatro veces más que en los 

pacientes tratados con placebo. Este efecto se reduce al triple si los pacientes son 

BRCA competentes pero deficientes para alguno de los otros componentes de la 

recombinación homóloga [219]. 
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El talazoparib se aprobó a finales de 2018 para tratar a los pacientes con cáncer de 

ovario y mama BRCA mutado. En estudios clínicos se ha demostrado que reduce el 

riesgo de progresión tumoral en un 46% y aumenta la supervivencia libre de 

progresión en 3 meses [220][221]. 

Actualmente existen ensayos clínicos avanzados en otros tipos de tumores BRCA 

mutantes como próstata y páncreas [215]. Del mismo modo no sólo la pérdida de 

BRCA, sino también la de otras muchas proteínas, puede llevar a la pérdida de 

recombinación homóloga (como ATM, FANCA o FANCC). Por ello es de esperar que 

el uso de inhibidores de PARP se expanda a otros tipos de tumores que presenten 

no un tipo de mutaciones específico, sino una deficiencia en su capacidad de 

realizar recombinación homóloga [222][223]. 

Actualmente, gran cantidad de ensayos clínicos están buscando utilizar los 

inhibidores de PARP en combinación con otros tratamientos. La principal causa 

detrás de esto está en que el uso de inhibidores de PARP en monoterapia se ha 

descrito causa una regresión parcial del tumor, generándose resistencias 

aproximadamente al cabo del año. Estas resistencias se relacionan con la 

restauración de la recombinación homóloga mediante la aparición de mutaciones 

secundarias, activación de checkpoints del ciclo celular, protección de las hebras de 

ADN dañado, expresión de ciertos microRNAs o acumulación de bombas de 

expulsión activa de fármacos. Son varios de los mecanismos más habituales de 

resistencia [211]. 

 

La respuesta a la hipoxia celular. 
 

La concentración celular de oxígeno es uno de los principales factores a la hora de 

regular el metabolismo celular. El oxígeno es el aceptor final en la cadena 
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transportadora de electrones (CTE) y por tanto, imprescindible durante la 

fosforilación oxidativa en la mitocondria [224]. 

Los tejidos presentan una concentración de oxígeno que oscila entre el 3-7% 

dependiendo del tejido en cuestión (situación conocida como fisoxia celular). La 

situación de hipoxia se produce cuando los niveles de oxígeno descienden por 

debajo del 2% [225]. Dado que el oxígeno es imprescindible para el metabolismo 

energético, cuando la concentración de oxígeno desciende por debajo de los rangos 

normales (situación de hipoxia), las células necesitan llevar a cabo numerosas 

adaptaciones para garantizar su adaptación y supervivencia. 

De manera fisiológica, la capacidad para responder a las situaciones de hipoxia es 

imprescindible en la supervivencia del ser humano. El desarrollo embrionario 

sucede en hipoxia [226], la adaptación a la hipoxia también es necesaria en 

patologías como el EPOC [227] o relacionadas con el sistema cardiovascular [228], 

como el ictus [229], infarto de miocardio [230] y ciertas anemias [231]. La respuesta 

a hipoxia ha sido incluso fundamental para la colonización del planeta,  permitiendo 

que hoy en día 140 millones de personas vivan a más de 2500 metros de altura, en 

atmósferas con oxígeno reducido [232]. 

 

La familia de los Elementos Inducidos en Hipoxia 
(HIFs) 

 

La respuesta a la limitación de oxígeno (o hipoxia) es un proceso fundamental para 

garantizar la supervivencia del individuo. Siendo premiado su descubrimiento con 

el premio Nobel de Medicina en 2019 [233]. La respuesta a la hipoxia ha de ser una 

respuesta rápida, para garantizar esto los factores de transcripción que la median 

se sintetizan y degradan de manera continua durante la situación de oxigenación 
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normal (normoxia). El que la evolución haya permitido el mantenimiento de este 

aparente derroche de energía, indica lo importante que es poder activar la 

adaptación a la hipoxia tan pronto como ésta se produce. 

Descubierta por Semenza en 1992 [234], la familia de los factores inducidos en 

hipoxia (o HIFs, por sus siglas en inglés) está constituida por proteínas hélice-bucle-

hélice de la familia de las Per-ARNT-Sim (PAS). En la familia se distinguen 3 cadenas 

alfa (HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α) y una cadena β (HIF-1β) (Figura 13). Esta familia de 

factores de transcripción se activa mediante la formación de un complejo α/β. Es 

decir, cuando HIF-1β se une a alguna de las tres subunidades α. La regulación de la 

actividad de estos factores de transcripción está mediada por la regulación de la 

estabilidad de las cadenas α durante normoxia. En presencia de oxígeno las cadenas 

α son hidroxiladas en ciertos residuos de prolina por las proteínas prolil-hidroxilasas 

(PHDs) [235][236]. Estas prolinas son entonces reconocidas por las proteínas Von 

Hippel-Lindau (p-VHL), que las marcan con ubiquitina para su degradación vía 

proteasoma [237]. Por ello, aunque las cadenas α y las β se expresan de forma 

constitutiva, sólo las β permanecen estables en normoxia. Durante hipoxia, se 

produce la acumulación y translocación al núcleo de las cadenas α y β [238], allí se 

generarán los heterodímeros α/β. Éstos tendrán afinidad en el ADN sobre ciertas 

secuencias de nucleótidos (5′-RCGTG-3′) denominadas HRE (Elementos de 

respuesta a hipoxia, por sus siglas en inglés) localizadas en los promotores de los 

genes a inducir en el contexto hipóxico [239] (Figura 13). HIF-1α y HIF-2α presentan 

un 60% de homología en sus secuencias, siendo por ello algunos de sus genes 

dianas comunes. Pero también presentan diferencias; por ejemplo, mientras que la 

expresión de HIF-1α es ubicua, HIF-2α se expresa principalmente en hepatocitos y 

células endoteliales; mientras ambos tipos son capaces de inducir angiogénesis, 

sólo HIF-2α promueve la eritropoiesis [240]. 



INTRODUCCIÓN 

49 
  

 

 

Figura 13: HIF-1α y HIF-1β presentan dominios de unión al ADN, dominios para la 
dimerizacion y dominios de transactivación. HIF-1α presenta un dominio de 
degradación con prolinas que mediarán su degradación durante normoxia. 
Adaptado de “Targeting tumour angiogenesis with small molecule inhibitors of 
hypoxia inducible factor” [241].  

 

La estrecha regulación de la respuesta a hipoxia hace que HIF-1α requiera de la 

presencia de una cromatina relajada, con marcas  H3K4me3 y RNA polimerasa 

unida al ADN [242]. Es por ello por lo que HIF-1α precisa de la colaboración de 

complejos multi proteicos para realizar su actividad transcripcional. En este 

contexto, remodeladores de la cromatina se implican en el proceso. RUVBL1 [243], 

[244], SWI/SNF [245] o BRG1 [246] modifican la configuración de la cromatina en 

respuesta a hipoxia, facilitando el acceso de HIF y la maquinaria de transcripción a 

los promotores a inducir. En la misma dirección, el dímero HIF-1α/HIF-1β ha de 

unirse a histonas acetil tranferasas como p300, CBP y TIP60 y coactivadores como 
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CREB-1, ATF-1 o ZMYND8 [247][248][249][250][251]. Estas proteínas modifican a 

HIF y a las histonas, facilitando el proceso de transcripción.  

HIF-1α se ha descrito sufre numerosas modificaciones postranscripcionales, entre 

ellas destacamos fosforilaciones, acetilaciones, SUMOrilaciones, metilaciones, 

ubiquitinaciones o s-nitrosilaciones. Ellas afectan a HIF-1α afectando a su 

degradación, estabilización, inhibiéndola, transactivándola o afectando a su 

localización nuclear. 

Sitios Modificación Proteína Efecto 

K10/11/12/19/21 Acetilación - Degradacion 

S31 Fosforilación PkA - 

K32 Metilación SET7/9 Inactivación 

K32 Metilación SET7/9 Degradación 

T63 Fosforilación PKA Estabilización 

S247 Fosforilación CK16 Inhibición 

K389 Acetilación PCAF Transactiación 

K391 Metilación Set9 Degradación 

K391 SUMOrilación Ubc9/RanBP2 Estabilización 

IC391 SUMOrilación Ubc9/RanBP2 Inhibición 

K391 SUMOrilación Ubc9/RanBP2 Degradación 

S419 (C. elegans) Fosforilación AMPK Degradación 

T455 Fosforilación PkA   

S465 Fosforilación PKA   

K477 SUMOrilación-
1/2 

Ubc9/RanBP2 Estabilización 

K477 SUMOrilación-
1/2 

Ubc9/RanBP2 Inhibición 

K477 SUMOrilación-
1/2 

Ulx9/Ran8P2 Degradación 

T498/S502/S505/T506/S510 Fosforilación GSK3B Degradación 

K532 Acetilación ARD1 Degradación 

K532/538/547 Ubiquitinación VHL Degradación 

K532/S35/547 Ubiquitinación VHL Degradación 

551/T555/S589 Fosforilación GSK3B Degradación 

S576 Fosforilación PLK3 Degradación 

S641 Fosforilación ERK1/2 Localiz.nuclear 

S643 Fosforilación ERK1/2 Localiz. nuclear 

S657 Fosforilación PLK3 Degradación 

S668 Fosforilación CDK I Estabilización 

K674 Acetilación PCAF Transactivación 

K674 Metilación G9a/GLP Inhibición 

S687 Fosforilación CDKS Estabilización 

S692 Fosforilación PKA Estabilización 

S696 Fosforilación ATM Estabilización 

S700 Fosforilación PKA - 
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K709 Acetilación p300 Estabilización 

S727 Fosforilación PKA - 

S760 Fosforilación PKA - 

S761 Fosforilación PKA - 

C800 S-Nitrosilación - Transactivación 

C800 S-Nitrosilación  - Inhibición 

S809 Fosforilación PKA - 

 

Tabla mostrando las modificaciones postraduccionales conocidas para HIF-1α. 

Modificado de Davis. L et al [252]. 

 

La actividad de HIF-1α durante la tumorigénesis. 
 

En el contexto fisiológico, la respuesta a hipoxia induce la expresión de genes 

relacionados con la glucólisis, la inhibición de la actividad mitocondrial, la 

angiogénesis y la eritropoiesis entre otras. Una respuesta a hipoxia regulada y 

ordenada favorece la supervivencia del individuo. Lo contrario sucede durante el 

desarrollo tumoral, debido a la alta tasa de reproducción celular, elevado 

metabolismo y vascularización desorganizada, se generan amplias zonas hipóxicas 

en las que la activación de HIF induce cambios metabólicos, transición epitelio 

mesénquima (EMT), aumento de la vascularización inmadura (permeable a células 

tumorales) e inmunosupresión entre otros eventos. Todo esto conduce a la 

supervivencia, crecimiento y malignización del cáncer. En el contexto tumoral la 

respuesta a hipoxia está ligada a una peor prognosis de la enfermedad, reduciendo 

el tiempo de supervivencia e induciendo el desarrollo de metástasis 

[253][254][255][256]. Los principales efectos de HIF-1α durante la malignización 

son los siguientes: 

 

• HIF-1α y las rutas metabólicas: En condiciones de normoxia las células convierten 

glucosa en piruvato, el cuál entra en el ciclo de Krebs donde mediante la 
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fosforilación oxidativa mitocondrial se genera ATP. En el contexto tumoral se 

observa un cambio hacia el metabolismo glucolítico conocido como efecto Warburg 

[257]. Este fenómeno se observa especialmente durante la hipoxia, durante la cual 

la mitocondria es inhibida para evitar la producción de ROS [258][259]. En este 

contexto HIF potencia la glucólisis modulando la expresión de GLUT1, GLUT3, PFK, 

GAPDH y LDHA entre otros [260]. Durante hipoxia este cambio metabólico inducido 

por HIF genera una acumulación de CO2 y lactato, que pueden alterar el pH 

intracelular de forma peligrosa [261][262]. Para reducir su toxicidad HIF-1α induce 

a CAIX y a CAXII, las cuales transforman el CO2 en bicarbonato y protones [263]. 

También se acumula NHE1, un excretor de protones al medio extracelular [264]. 

Por último, HIF-1α induce también la síntesis de MCT4, el cuál libera al exterior el 

exceso de lactato [265]. Por todo ello el pH citoplasmático se mantiene en valores 

tolerables a costa de una acidificación del entorno intercelular. Esto sucede 

especialmente en zonas hipóxicas [266], en las que la ausencia de riego impide la 

retirada de estas moléculas de deshecho. Esta acidificación se relaciona con la 

progresión tumoral [267], peor prognosis, mayor movilidad celular, metástasis 

[268][269] y menor eficacia del sistema inmunitario [270][271]. 

 

• HIF-1α y la transición epitelio mesénquima: El proceso de transición epitelio 

mesénquima es muy importante a la hora de potenciar la malignización tumoral. 

Durante este proceso las células pierden marcadores epiteliales de superficie como 

la E-Cadherina (bloqueada por factores como SNAIL, SLUG, TWIST o ZEB) [272] a la 

vez que aumentan la expresión de marcadores mesenquimales como N-Cadherina, 

fibronectina o vimentina. HIF-1α modula ciertas rutas relacionadas con la inducción 

de ésta . 
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HIF-1α activa a TGF-β, implicado en la EMT al unirse a sus receptores TGFR1 y 

TGFR2. Lo cual activa y genera trímeros de Smad2, Smad3 y Smad4. Este complejo 

se transporta al núcleo donde actúa sinérgicamente con SNAIL, ZEB y TWIST, 

causando la expresión de los genes inducibles por TGF-β [273]. Del mismo modo, 

HIF-1α induce la EMT a través de la expresión de Notch, la mayor expresión de 

Notch se ha relacionado con la aparición de características CSC y contribuye a la 

EMT al regular a SNAIL. A través de HIF-2α se ha descrito que la hipoxia puede 

inducir EMT activando el eje PI3k/Akt y con ello la expresión de β-catenina. Esto 

activa la cascada de señalización Wnt/β-catenina, relacionada con la expresión de 

genes relacionados con la malignización celular. Por último, NF-κB es activado del 

mismo modo durante hipoxia de una manera tanto dependiente como 

independiente de HIF.   

 

• HIF-1α y la inducción de angiogénesis: La angiogénesis es indispensable para el 

crecimiento y desarrollo tumoral. Al crecer más allá de los 2-3 mm3 un tumor 

requerirá de la formación de nuevos vasos para progresar [274]. La respuesta a 

hipoxia es un elemento imprescindible en la inducción de esta angiogénesis. HIF-1α 

tiene como dianas a los genes de VEGF [275], ANGPT2 [276], SDF1 [277] y SCF [278] 

entre otros. Con ello, HIF-1α induce la formación vascular, mientras que HIF-2α está 

más involucrada con los procesos madurativos de esos vasos [279]. Del mismo 

modo la hipoxia induce linfoangiogénesis, proceso también relacionado con la 

metástasis. La respuesta mediada a través de los factores HIFs induce la formación 

de nuevos vasos linfáticos bien de forma directa vía c-Met, o de manera indirecta a 

través de la familia de los VEGF [280]. 

 

• HIF-1α y el sistema inmunitario: La adaptación a la hipoxia presenta un desafío para 

la respuesta inmune, jugando HIF un papel importante en la regulación de distintos 

subtipos celulares. Si bien en algunas situaciones HIF-1α puede colaborar con el 
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sistema inmunitario, de forma global se puede afirmar que la hipoxia dificulta y 

empeora la efectividad de este sistema para luchar contra la enfermedad. 

 

HIF-1α se ha descrito que reduce la capacidad de las células dendríticas (CD) para 

capturar antígenos, alterando su producción de quimioquinas y su diferenciación 

[281].   

 

Los macrófagos asociados a tumor (TAM) están relacionados con la 

inmunosupresión, neovascularización, incremento de la metástasis, resistencia a 

terapias y por todo ello con una menor supervivencia [131][282]. Dentro de los 

nichos hipóxicos se han detectado un subtipos de TAMs tipo M2, relacionados con 

la resistencia a tratamientos, recaídas de la enfermedad y peor prognosis 

[283][284]. 

 

Los linfocitos B asociados al tumor se ha comprobado que son necesarios para 

mejorar la respuesta a los tratamientos [285]. Sin embargo, el rol que HIF-1α puede 

jugar en ellos está aún poco claro. En algunos casos en los que los linfocitos B se 

han relacionado con un empeoramiento de la enfermedad, la eliminación de HIF-

1α ha revertido este efecto [286]. Se sabe que HIF-1α participa en la 

reprogramación de los linfocitos B durante la progresión en los linfomas de células 

B [287]. Del mismo modo se ha demostrado que HIF-1α es imprescindible para la 

correcta maduración de los linfocitos B y T en la médula ósea [288]. 

 

Los linfocitos T son importantes a la hora de eliminar células tumorales, la reducción 

de oxígeno se ha asociado a una menor efectividad de los linfocitos T CD8+ [289]. 

De manera similar, la hipoxia afecta a los linfocitos T CD4+ inhibiendo su actividad 

y promoviendo la actividad T reguladora inmunosupresora asociada a un 

empeoramiento de la enfermedad  [290].   
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Las células citotóxicas natural killers (NK) son también relevantes en el contexto 

tumoral, eliminan células transformadas y liberan citoquinas para amplificar la 

respuesta inmunitaria. Se ha descrito que la hipoxia altera en gran medida la 

expresión génica de estas células [291], estos cambios se ha descrito reducirían la 

presencia de receptores activadores limitando la capacidad de la célula para 

eliminar células transformadas [292].  

 

Por último, HIF se relaciona con la migración y activación de células supresoras 

derivadas de mieloides en el microambiente tumoral [293]. La presencia de estas 

células implica un mayor escape de las células tumorales de la respuesta inmune, 

mayor invasión y metástasis [294]. 

 

 

Resistencia a las terapias en el contexto de la hipoxia 
tumoral. 

 

Se ha descrito que la hipoxia genera resistencia a los tratamientos con cisplatino, 

doxorrubicina, etopósido, melfalan, 5-fluorouracilo, gemcitabina, fenretinida y 

docetaxel entre otros [295].  

 Una de las principales causas de escape a los tratamientos en cáncer es la aparición 

de las denominadas bombas para la salida de fármacos. Estas proteínas disminuyen 

la concentración de fármacos en el interior celular y con ello se reduce la eficacia 

de los tratamientos, obligando al aumento de la dosis. Una de estas bombas de 

eflujo están codificadas por el gen MDR1 que codifica para la denominada p-

glicoproteína [296]. HIF-1α se ha descrito que se asocia a la resistencia a la 

quimioterapia mediante la inducción de esta p-glicoproteína durante hipoxia [297]. 
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Del mismo modo, la inhibición de HIF-1α se ha comprobado que restaura la 

efectividad de los quimioterapéuticos al reducir la expresión de MDR1 en cáncer de 

colon [298]. 

HIF-1α genera resistencia a la quimioterapia al afectar a las dianas del tratamiento. 

Por ejemplo, HIF-1α media la reducción de la proteína topoisomerasa II, necesaria 

para la inducción de daño al ADN durante los tratamientos con etopósido [299]. 

Otro mecanismo por el que HIF-1α puede mediar la resistencia a quimioterapia es 

mediante la inducción de resistencia a la apoptosis tras los tratamientos [300]. Por 

ello es necesario el uso de fármacos secundarios que cancelen esta resistencia 

[301]. 

Por último, HIF-1α puede inducir una autofagia protectora en respuesta a ciertos 

quimioterapéuticos. De este modo, la fenretinida induce apoptosis durante 

normoxia en células tumorales, mientras que durante la hipoxia se evita la muerte 

celular al inducirse una autofagia dependiente de HIF-1α [302]. 

Por otro lado, la radioterapia induce una acumulación masiva de ROS y a diferencia 

de la producción fisiológica de ROS, supera cualquier capacidad de adaptación 

celular. En hipoxia la limitación de oxígeno característica del microambiente limita 

la efectividad de este tipo de tratamientos, triplicando la resistencia a la 

radioterapia [303]. Parece ser importante también la inducción de la glucólisis y 

moléculas antioxidantes durante hipoxia, ello limita la acumulación de ROS 

[304][305]. También durante hipoxia, HIF-1α se ha visto imprescindible para 

mantener nichos de células madre tumorales quiescentes, altamente resistentes a 

ROS, y que repoblarán el tumor tras los tratamientos [306][307]. 

La condensación de la cromatina durante la hipoxia puede proteger al núcleo del 

daño oxidativo. No hay que olvidar que, durante la hipoxia temprana, el 

desacoplamiento de la ETC en la mitocondria genera un pico fisiológico de ROS al 
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que la célula responde y se adapta. Se ha descrito que HIF-1α colabora en la 

reparación del daño al ADN sobre expresando componentes de rutas de reparación 

[308][309]. 

 

Inhibidores y activadores de la respuesta a hipoxia. 
 

Existen situaciones en las que aumentar la estabilidad/actividad de HIF puede ser 

muy beneficioso. Se están probando actualmente activadores que podrían ser 

útiles a la hora de tratar la anemia asociada a la enfermedad renal crónica 

[310][311], enfermedad inflamatoria intestinal [312][313], infarto de miocardio 

[314][315] y accidentes cerebrovasculares [316][317].  

Por otro lado, como hemos descrito para el caso del cáncer, la activación de HIF es 

caótica y está puesta al servicio de la supervivencia del tumor. Por ello, en esta 

situación la inhibición de la respuesta a hipoxia es más que deseada.  Actualmente 

existen distintos inhibidores en estudios clínicos. Estos inhibidores afectan a la 

expresión del ARNm de HIF-1α (EZN-228), la síntesis de la proteína (2ME2-NCD y 

CRLX101), incrementan su degradación (tanespimycin y vorinostat) o limitan la 

dimerización con las cadenas HIF-1β y la unión al ADN (PT 2385). Todos estos 

inhibidores han mostrado resultados desiguales en ensayos clínicos de Fase II 

finalizados. Actualmente existen nuevos ensayos de Fase II que siguen evaluando 

la eficacia de estos fármacos en monoterapia o combinación [318]. Tan sólo un 

inhibidor, y para HIF-2α, se encuentra en ensayos clínicos de fase III en pacientes 

con cáncer renal [319].  

No hay ensayos clínicos en fase III para inhibidores directos de HIF-1α. Es por ello 

por lo que el uso de inhibidores indirectos (que afecten a HIF-1α a través de la 

acción de otra proteína) es un abordaje que consideramos interesante. Sobre todo 
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si ese fármaco ya ha demostrado su eficacia, bioseguridad y es de uso común en el 

campo de la oncología. Este es el caso de los inhibidores de PARP. Uno de los 

objetivos de esta Tesis Doctoral es explorar el efecto, y posible beneficio, que la 

inhibición de la familia PARP puede tener sobre la respuesta mediada por HIF-1α.  
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Objetivos 
 

Los objetivos de esta Tesis Doctoral son los siguientes: 

 

1. Analizar el efecto de la hipoxia sobre la producción de ROS y la activación de PARP.  

 

2. Estudiar la asociación en la expresión de PARP-1 y HIF-1α en pacientes con 

melanoma. 

 

3. Analizar el efecto de la actividad de PARP-1 sobre la estabilidad y actividad de HIF-

1α. 

 

4. Estudiar si existe una interacción física entre PARP-1 y HIF-1α y si la misma conduce 

a la modificación de HIF-1α por polímero. 

 

5. En caso de existir modificación postraduccional, identificar que dominios o 

secuencias de HIF-1α son modificados. 

 

6. Estudiar las características del reclutamiento de HIF-1α al ADN durante la ausencia 

de PARP-1. 

 

7. Observar el impacto que la hipoxia tiene sobre la respuesta de daño al ADN durante 

la inhibición/ausencia de PARP-1. 

 

8. Evaluar el impacto que la inhibición/ausencia de PARP-1 tiene sobre la viabilidad 

celular en hipoxia. 

 

9. Analizar los ensayos clínicos que utilizan a inhibidores de PARP en combinación con 

otros inhibidores que pueden impactar la respuesta a hipoxia. 
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Materiales y métodos 
 

Células y medios de cultivo. 

 

Todas las líneas celulares fueron cultivadas en un incubador celular (Thermo HEPA 

filter) a 37°C, 21% O2 y 5% CO2. 

Las células HEK293T WT y PARP-1 knockout se cultivaron en medio Dulbecco’s 

Modified Eagle medium (DMEM) bajo en glucosa (1 g/L) al que se añadió suero 

fetal bovino inactivo 10% (Life Technologies. Carlsbad, CA), L-glutamina 2mM (Life 

Technologies. Carlsbad, CA), junto con aminoácidos no esenciales 0,1mM (Life 

Technologies. Carlsbad, CA). 

Las células HepG2 se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle medium 

(DMEM) alto en glucosa (4.5 g/L) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivo (Life Technologies. Carlsbad, CA). 

Las células Hela se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM) 

bajo en glucosa (1 g/L) que fue suplementado con suero fetal bovino inactivo 10% 

(Life Technologies. Carlsbad, CA), L-glutamina 2mM (Life Technologies. Carlsbad, 

CA), y aminoácidos no esenciales 0,1mM (Life Technologies. Carlsbad, CA). Las 

células Hela shPARG y shVector fueron suplementadas con el antibiótico de 

selección higromicina B (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) a 150µg/ml. 

La línea celular COS se cultivó en medio Dulbecco’s Modified Eagle medium 

(DMEM) bajo en glucosa (1 g/L) suplementado con suero fetal bovino inactivo 10% 

(Life Technologies. Carlsbad, CA). 

En todos los medios se alternó el uso de gentamicina 50mg/l (Life Technologies. 

Carlsbad, CA) con el uso de una combinación de penicilina 100mg/l y 

estreptomicina 500U (Laboratories PAA. Westborough, MA) para evitar la aparición 

de resistencias. 
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Los cultivos se mantuvieron a una confluencia media del 75% mediante distintos 

pases semanales, evitando el estrés causado tanto por el sobrecrecimiento como 

por la dilución excesiva. Los pases se realizaron mediante la retirada del medio, 

adición de tripsina 0,25% (Life Technologies. Carlsbad, CA), despegado de las 

células, neutralización de la tripsina con el doble de medio y centrifugación a 420 

xg durante 5 minutos. Las células se pasaron entonces a nuevas placas. 

Periódicamente las líneas celulares fueron sometidas a pruebas de detección de 

micoplasma mediante PCR. Los primers fueron obtenidos mediante un servicio de 

síntesis de oligonucleótidos (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO), siendo las secuencias 

utilizadas las siguientes: 

 

Sense: 5´-GATGTCAAGAGTGGGTAAGGTT-3´ 

Antisense 5´-GATGTTTAGCCGGGTCGAGAG-3´ 

 

Tratamientos y reactivos 
 

Se utilizaron dos inhibidores de la familia de PARP: PJ34 10µM (Enzo. Farmingdale, 

NY) y olaparib AZD2281 5µM (Selleckchem. Houston, TX). Las células se trataron 

con los inhibidores durante 90 minutos antes de ser expuestas a hipoxia. 

El inhibidor de ROS N-(2-Mercaptopropionyl) glicina, también conocido como MPG-

2 (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) se utilizó a 300μM 1 hora antes de la exposición a 

la hipoxia. 

El agua oxigenada (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) se utilizó a 600µM durante 15 

minutos como control positivo de la inducción de daño al ADN por estrés oxidativo. 

La hidroxiurea (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO) se utilizó a 2mM durante 2 horas como 

control positivo de la inducción de estrés replicativo. 
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Anticuerpos 
 

Se presentan a continuación en forma de tabla los anticuerpos utilizados para la 

realización de esta Tesis Doctoral:  

 

 
 

 Nombre Huésped Concentración Casa comercial 

α-Tubulina Ratón 1:10000 WB Sigma-Aldrich. St. Louis, MO 

β-Actina Ratón 1:10000 WB Sigma-Aldrich. St. Louis, MO 

PARP-1 Conejo 1:5000 WB Enzo. Farmingdale, NY 

Poly(ADP-ribose) Conejo 1:1000 WB; IHQ 1:300 Trevigen. Gaithersburg, MD 

Poly(ADP-ribose) Ratón IP 1μg  Trevigen. Gaithersburg, MD 

HIF-1 α Conejo 1:5000 WB;  

1:100 IF 

IP 1μg; IHQ 1:300 

Bethyl. Montgomery, TX 

HIF-1 α Conejo 5μg ChIP-Seq Abcam. Cambridge, MA 

RPA Ratón 1:5000 WB Cell Signaling. Danvers, MA 

p-RPA Conejo 1:1000 WB Bethyl. Montgomery, TX 

P53 Ratón 1:5000 WB Santa Cruz. Dallas, Texas 

p-P53 Conejo 1:1000 WB Millipore. Burlington, MA 

H2AX Conejo 1:1000 WB Millipore. Burlington, MA 

p-H2AX Ratón 1:1000 WB Millipore. Burlington, MA 

Kap1 Ratón 1:5000 WB Abcam. Cambridge, MA 

p-Kap1 Conejo 1:1000 WB Abcam. Cambridge, MA 

Histone H1 Ratón 1:1000 WB Santa Cruz. Dallas, Texas 

Lamin B Conejo 1:5000 WB Abcam. Cambridge, MA 

53BP1 Ratón 1:100 IF Millipore. Burlington, MA 

Flag Ratón IF 1:100 Sigma-Aldrich. St. Louis, MO 

GST Cabra 1:5000 WB Bethyl. Montgomery, TX 



MATERIALES & MÉTODOS 

65 
  

Hipoxia 
 

Las exposiciones a hipoxia se realizaron utilizando una cabina de hipoxia INVIVO 

300 (Ruskin. Grandview, MO). Las células fueron expuestas a distintos tiempos de 

hipoxia en condiciones de 1% O2 y 5%CO2 a 37 C. 

 

Irradiación 
 

Los cultivos celulares fueron irradiados en una cabina RS225 (Xstrahl. Camberley, 

UK). Las células fueron expuestas a rayos X con un voltaje de 195 kV y a una 

intensidad de 1.6 Gy/min hasta alcanzar una dosis final de 5 Gy sobre la muestra. 

 

Silenciamiento/sobreexpresión 
 

Los silenciamientos y sobreexpresiones transitorios se generaron mediante el uso 

de ARNs de interferencia y plásmidos de sobreexpresión. En ambos casos se utilizó 

el reactivo JetPRIME (Polyplus. Strasbourg, France) como vehículo para introducir 

los ácidos nucleicos en las células. 

Se sembraron distintas cantidades de células dependiendo de los requerimientos 

de la técnica. A las 24 horas se preparó una mezcla con el Buffer de JetPRIME y el 

ácido nucleico. Tras una breve agitación con vórtex se añadió a esta mezcla la 

cantidad de JetPRIME indicado por los proveedores. Se dejó incubar el JetPRIME 

con los ácidos nucleicos durante 10 minutos. 

A continuación, se añadió la mezcla al medio de cultivo de cada pocillo. Tras 24 

horas incubando se cambió el medio y se esperó otro día. Tras estas 48 horas se 

realizaron los experimentos de interés. 

Para el silenciamiento transitorio se utilizaron las siguientes secuencias: 
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      Silenciamiento Secuencias 

             siMock Sense: 5´-CCUACAUCCCGAUCGAUGAUG- 3´ 

Antisense: 5´-CAUCAUCGAUCGGGAUGUAGG- 3´ 

            siPARP-1 Sense: 5´-GAAGAUGGUGGACCCGGAG- 3´ 

Antisense: 5´-CUCCGGGUCCACCAUCUUC- 3´ 

 

 

A continuación, tabla especificando las cantidades de reactivos y ácidos nucleicos a 

añadir según la cantidad de células requeridas por el experimento. 

 

      Placa            Nº 

           de 

       células 

      Vol. final 

      de medio 

          (ml) 

         Vol. de 

      JetPRIME 

      Buffer (µl) 

       Vol. de 

     JetPRIME 

         (µl) 

       µg de 

       cDNA 

     µM de 

      siRNA 

       (nM) 

      6 well         2.105  2         2           200            2            1          40 

        P60         5.105              5           200            4            2          60 

       P100         1.106             10           500           10            5          80 

 

 

Western Blot 
 

Al finalizar los experimentos las células fueron lisadas en Buffer TR3 (Na2HPO4 

10mM, SDS 3%, Glicerol 10% y H2O destilada). Tras ser recogidas, las muestras se 

sonicaron durante 10 segundos en un sonicador mecánico VC-300 (Vibra-Cell. 

Newtown, CT). Tras esto se utilizó el método Lowry para medir la concentración de 

proteína [320]. Para ello se siguieron las instrucciones del kit DC protein assay 

(Biorad. Hercules, CA). Una vez cuantificada la concentración de proteínas, se 

añadió a las muestras buffer de carga Laemmli modificado (250mM de Tris-HCl (pH 



MATERIALES & MÉTODOS 

67 
  

7,5), glicerol 20%, SDS 10%, 1,4M de mercaptoetanol y azul de bromofenol al 1%). 

Por último, las muestras se desnaturalizaron a 95°C durante 5 minutos. Con este 

paso se obtuvo la linealización de las proteínas, que pasaron a conservar 

únicamente su estructura primaria. 

A continuación, las proteínas se separaron según su peso molecular mediante 

electroforesis realizadas en geles de acrilamida al 7,5 ó 12% dependiendo del peso 

molecular a observar. Las muestras fueron transferidas a posteriori a una 

membrana de PVDF (Amersham. Chicago, IL) utilizando el método de transferencia 

húmeda (Biorad. Hercules, CA) a 100V durante 90 minutos. 

Una vez transferidas, las membranas fueron bloqueadas durante una hora 

utilizando PBS 1x con Tween al 1% y leche en polvo desnatada al 5%. Se dejaron 

incubar durante la noche con los anticuerpos primarios de interés. Al día siguiente 

se realizaron 3 lavados en agitación con PBS 1x Tween al 1%. Tras ello se incubaron 

las membranas con los correspondientes anticuerpos secundarios durante noventa 

minutos. 

Tras ello se repitieron 3 lavados con PBS 1x Tween 1% y las proteínas fueron 

reveladas mediante quimioluminiscencia utilizando los siguientes reactivos: 

ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham. Chicago, IL) y Immobilon 

Western Chemiluminiescent HRP substrate (Millipore. Burlington, MA). Por último, 

la señal fue obtenida mediante la exposición de películas fotosensibles CP-PLUS X-

ray (Agfa. Mortsel, Bélgica), reveladas y fijadas en un procesador de películas 

CURIX60 (Agfa. Mortsel, Bélgica). 

 

Subfraccionamiento 
 

Otra técnica para estudiar la diferente localización de las proteínas dentro de célula 

es el subfraccionamiento celular. Se sembraron 1x106 células por condición. Al 

finalizar el experimento, las células se lisaron con el buffer de lisis citoplamático 
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(sacarosa 250mM, MgCl2 5mM, Na3VO4 1mM, Tris-HCl 50mM (pH7,4) y NP-40 al 

0,25%) suplementado con cóctel inhibidor de proteasas (Roche. Basilea, Suiza). Tras 

incubar 10 minutos en una noria a 4°C, las muestras se centrifugaron a 500 xg 

durante 5 minutos. El sobrenadante se separa entonces como fracción citosólica. 

Para minimizar la contaminación entre fracciones, el pellet celular se resuspende 

en buffer de lavado (sacarosa 1M, MgCl2 5Mm and Tris-HCl 50mM a pH 7,4) a 4°C. 

Se centrifuga a 3000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante se descarta. 

El nucleoplasma se aísla añadiendo un buffer de lisis nuclear (NaCl 0,4 M, Tris-HCl 

20mM (pH 7,4), glicerol 15%, Triton X-100 1.5%). Se aplica un vórtex y se deja 

incubar en noria durante 30 minutos a 4°C. Tras lo cual se centrifuga a 5000 xg 

durante 5 minutos. El sobrenadante se separa conteniendo las proteínas solubles 

en el nucleoplasma. 

El pellet se resuspende a continuación en un buffer preparado a partir del buffer de 

lisis nuclear (al que se añadió CaCl2 5mM y nucleasa microcócica 4000U). Se aplica 

un vórtex y se deja incubar en noria durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

La mezcla se centrifuga a 16000 xg durante 5 minutos. El sobrenadante contiene la 

fracción proteica ligada a la cromatina. 

Se añade entonces a las muestras el buffer Laemmli modificado (250mM de Tris-

HCl (pH 7,5), glicerol 20%, SDS 10%, 1,4M de mercaptoetanol y azul de bromofenol 

al 1%), y se cargaron en geles de acrilamida tal como se especificó en el apartado 

anterior. 

 

Inmunoprecipitación 
 

Se utilizó esta técnica para analizar la interacción entre proteínas y su posible 

modificación por poli(ADP-ribosa). Se sembraron 2x106 células por condición, se 

sometieron a las distintas condiciones experimentales y a continuación se lisaron 

las células en hielo durante veinte minutos en buffer de lisis (NP-40 al 1%, NaCl 
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100mM,  ortovanadato sódico 1mM, NaF 10mM, EGTA 1mM (pH 8,0), Tris-HCl (pH 

7,4), PMSF 500mM y cóctel inhibidor de proteasas (Roche. Basilea, Suiza)). Los 

lisados se incubaron con proteína A sefarosa durante dos horas, con ello se redujo 

la unión inespecífica de proteínas en pases posteriores. Las muestras se 

centrifugaron a 16400 xg durante 5 minutos a 4°C, los sobrenadantes se incubaron 

entonces durante la noche a 4°C con proteína A sefarosa en combinación con el 

anticuerpo primario para HIF-1 α y Poly(ADP-ribosa). 

A continuación, las muestras se centrifugaron a 16400 xg durante 5 minutos a 4°C, 

en el pellet encontramos la proteína A sefarosa unida al anticuerpo y nuestra 

proteína de interés. 

Las muestras se sometieron a 5 lavados salinos (NaCl 100mM, Tris-HCl 20mM, (pH 

8,0), NP-40 al 0,5% EDTA 1mM, Inhibidor de proteasas) entre lavado y lavado se 

realizaron centrifugaciones a 16400 xg durante 1 minuto a 4°C. 

Para preparar las muestras al western blot, se añadió a las muestras buffer Laemmli 

modificado (250mM de Tris-HCl (pH 7,5), glicerol 20%, SDS 10%, 1,4M de 

mercaptoetanol y azul de bromofenol al 1%). 

 

Ensayo Pull Down 
 

Para este ensayo las células fueron sembradas a una concentración de 2x106 por 

condición en placas de p100. Fueron a continuación cotransfectadas con el C-ter de 

HIF-1α y los distintos dominios de PARP-1. Para ello se utilizó JetPRIME (Polyplus. 

Strasbourg, France)  tal como se indica en la sección de sobreexpresión. Las células 

se lavaron y recogieron en PBS 1x frío con inhibidor de proteasas (Roche. Basilea, 

Suiza). Se limpiaron de impurezas mediante centrifugación a 420 xg durante 5 

minutos y a 4°C. Las células fueron lisadas en frío mediante el uso de buffer de lisis 

(NaCl 400mM, glicerol 20%, DTT 5mM, Tris-HCl (pH 7,5) y pefabloc (Sigma-Aldrich. 

St. Louis, MO) en combinación con un cóctel inhibidor de proteasas). 
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Las muestras se centrifugaron a 420 xg durante 20 minutos a 4°C, se conservó el 

sobrenadante que contiene el extracto proteico. Para retener las proteínas 

marcadas con GST, los lisados se expusieron a glutatión sefarosa 4B (Sigma-Aldrich. 

St. Louis, MO) durante 2 horas en agitación. Las muestras fueron lavadas 3 veces 

mediante el buffer de lavado, (NP-40 0,1%, Tris-HCl 20mM (pH 7,5) en presencia de 

coctel con inhibidor de proteasas (Roche. Basilea, Suiza) y tres concentraciones 

decrecientes de NaCl (500, 300 y 150mM)). Una vez limpias, las muestras fueron 

resuspendidas en buffer de carga. Las proteínas se separaron de la glutation 

sefarosa y desnaturalizaron calentando las muestras a 95°C durante 5 minutos. Se 

añadió a las muestras buffer Laemmli modificado (250mM de Tris-HCl (pH 7,5), 

glicerol 20%, SDS 10%, 1,4M mercaptoetanol y azul de bromofenol al 1%). De esta 

forma las muestras quedaron preparadas para ser analizadas mediante western 

blot. 

 

PCR cuantitativa (qPCR) 
 

Para estudiar los niveles de expresión de ciertos genes, se estudió la inducción de 

sus ARNm mediante qPCR. Para ello fue necesario realizar los siguientes pasos: 

Extracción de ARN total. Obtenido siguiendo las instrucciones para el kit de 

columnas RNAasay Mini Kit (Qiagen. Hilden, Alemania). 

Eliminación de los restos de ADN genómico y RNAsas. Para ello se añadieron DNAsa 

y RNAsin ( Invitrogen. Carlsbad, CA. Carlsbad, California) que se dejaron actuar a 

distintas temperaturas (37°C durante 15 minutos, luego 65°C durante 10 minutos). 

Para ello utilizamos un termociclador T100 Thermal Cycler (Biorad. Hercules, CA). 

A continuación, se midió la cantidad y calidad del ARN obtenido mediante el uso de 

un espectrofotómetro NanoDrop. Las ratios de absorbancia 260/280 y absorbancia 

260/230 se consideraron para evaluar la pureza y calidad de la muestra. 
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El siguiente paso consistió en realizar la retrotranscripción de ARN a cDNA. A partir 

de 1µg de ARN se pasó a ADN complementaio (cDNA). Para ello se incubó el ARN 

con transcriptasa inversa siguiendo las instrucciones del kit ScriptcDNA Synthesis 

Kit (Biorad. Hercules, CA). 

Una vez obtenido el cDNA se realiza la reacción en cadena de la polimerasa.  Se 

tomó 1µg de cDNA y se utilizó la iTaq Universal SYBR Green supermix (Biorad. 

Hercules, CA) junto con primers para los distintos genes. Las mediciones se 

realizaron en un termociclador CFX96 (Biorad. Hercules, CA), las muestras se 

sometieron a 39 ciclos a 95°C 30 segundos, 60°C 1 minuto y 72°C 30 segundos. 

Los primers utilizados poseen una temperatura de alineamiento 60°C, siendo sus 

secuencias las siguientes: 

 

Gen Secuencias 

HIF-1α Sense: 5´-CTGCAACATGGAAGGTATTGCA-3´ 

Antisense: 5´-TACCCACACTGAGGTTGGTTACTG-3´ 

CAIX Sense: 5´-TAAGCAGCTCCACACCCTCT-3´ 

Antisense: 5´-TCTCATCTGCACAAGGAACG-3´ 

LDHA Sense: 5´-TGGGAGTTCACCCATTAAGC-3´ 

Antisense: 5´-AGCACTCTCAACCACCTGCT-3´ 

ANGPTL4 Sense: 5´-CGTACCCTTCTCCACTTGGG-3´ 

Antisense: 5´-GCTCTTGGCGCAGTTCTTG-3´ 

GLUT-1 Sense: 5´-CAGTTTGGCTACAACACTGGAGT-3´ 

Antisense: 5´-ATAGCGGTGGACCCATGTCT-3´ 

VEGF-A Sense: 5´-GGGCAGAATCATCACGAAGT-3´ 

Antisense: 5´-TGGTGATGTTGGACTCCTCA-3´ 

DDIT4 Sense: 5´-GGACCAAGTGTGTTTGTTGTTTG-3´ 

Antisense: 5′-CACCCACCCCTT CCTACTCTT-3′ 

UBE2M Sense: 5´- ATGAGGGCTTCTACAAGAGTGG-3´ 

Antisense: 5´- ATTGTCTCACACTTCACCTTGG-3' 
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36B4 

       (Normalizador) 

Sense: 5´- CAGATTGGCTACCCAACTGTT-3´ 

Antisense: 5´- GGCCAGGACTCGTTTGTACC-3' 

 

Inmunofluorescencia 
 

Gracias a la técnica de inmunofluorescencia se pudo observar la presencia y 

distribución intracelular de proteínas. 

En placas 6-well se introdujeron cubreobjetos esterilizados. A continuación, se 

sembraron 2,5x105 células y se dejaron crecer durante 24 horas. Tras realizar los 

experimentos pertinentes las placas se lavaron con PBS 1x para retirar restos 

celulares y de medio. 

Las células se fijaron entonces con 3% de paraformaldehido y sacarosa al 2% en PBS 

1x durante 15 minutos a temperatura ambiente. Con ello se consiguió mantener la 

estructura intracelular inalterada. Los restos de buffer de fijación fueron retirados 

mediante lavados de PBS 1x. 

A continuación, las células se preparan para la entrada de los anticuerpos, esto se 

consigue alterando su membrana mediante la exposición a un tensioactivo no 

iónico (Tritón X-100 al 0,25%) diluido en PBS 1x durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Tras lo cual las muestras fueron lavadas de nuevo con PBS 1x. 

El siguiente paso fue bloquear las muestras con BSA al 2% en PBS 1x y en agitación 

suave durante una hora a temperatura ambiente. Con ello se pretende reducir la 

señal inespecífica que pueda generar el uso posterior de los anticuerpos. 

Se pasó a continuación a incubar los cubreobjetos con el anticuerpo primario. Los 

anticuerpos en cuestión fueron diluidos con BSA al 2% en PBS 1x. La incubación se 

realizó durante 45 minutos y a 37°C. Tras esto se lavaron las muestras con PBS 1x 

para retirar los restos de anticuerpo primario. 

Las células se incubaron con anticuerpos secundarios que emiten a distintas 

longitudes de onda: Contra conejo a 488nm (Invitrogen. Carlsbad, CA) o contra 
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ratón a 647nm (Invitrogen. Carlsbad, CA). Los anticuerpos se diluyeron en PBS 1x 

con BSA al 2%. Se incubaron durante 20 con los cubreobjetos a 37°C. Tras esto se 

lavaron con PBS 1x para retirar los restos de secundario. 

Por último, se realizó el montaje y marcaje de los núcleos con DAPI (4 ',6-diamidino-

2-fenilindol). Los cubreobjetos se depositaron en portaobjetos con medio de 

montaje Vectashield antifade mounting medium, (LSBio, Seattle, WA) al que se 

añadió DAPI. 

Las imágenes se obtuvieron utilizando un microscopio cofocal SP5 (Leica. Wetzlar, 

Alemania) o de fluorescencia Axio Image A1 (Zeiss, Oberkochen, Alemania). 

 

Inmunohistoquímica 
 

Se obtuvieron secciones de 4 micras de grosor a partir de melanomas embebidos 

en bloques de parafina. A continuación, se retiró la parafina de los cortes mediante 

xileno y las muestras se rehidrataron en diluciones seriadas con alcohol. Los cortes 

se sumergieron en una solución con H2O2 al 3% durante 30 minutos, con ello se 

agotó la actividad peroxidasa endógena. Las secciones fueron entonces cubiertas 

con una reacción de bloqueo al 1% (Roche. Basilea, Suiza) en PBS Tween al 0,05%. 

De esta manera se evitaron las uniones inespecíficas cuando se añadieron los 

anticuerpos. 

El anticuerpo anti PARP-1 (Enzo, Farmingdale, NY) se utilizó a 1:300 durante una 

hora y el de HIF-1α (Bethyl. Montgomery, TX) a 1:100 durante la noche. Los 

anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa se incubaron con las muestras, 

tras lo cual se añadió 3,3-diaminobenzidine para inducir la inmunoreactividad 

siguiendo el protocolo indicado por el proveedor (Dako, Berlin, Alemania). Por 

último, las células fueron teñidas con hematoxilina y montadas en “DPX Mountant 

for histology” (BDH Lab,  Poole, UK). Se consideraron como control negativo 

aquellas muestras en las que se omitió la adición de anticuerpos primarios. Las 
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imágenes fueron adquiridas mediante el uso de un microscopio BX-61 (Olympus, 

Tokyo, Japón) y analizadas por patólogos expertos del Hospital Virgen del Rocío de 

Sevilla. La correlación fue medida como negativa (0%), débil (menos del 19%) y 

positiva (por encima del 20%). 

 

Medida de especies reactivas de oxígeno 
 

Se midió la generación de especies reactivas de oxígeno mediante el uso de la sonda 

DCFDA. Para ello se utilizó el kit DCFDA-Cellular Reactive Oxygen Species Detection 

Assay Kit (Abcam. Cambridge, MA). Se sembraron 2,5x104 células en placas de 96 

pocillos, a las 24 horas y siguiendo las instrucciones del fabricante, las células se 

lavaron con el Buffer1x incluido en el kit. A continuación, las células se tiñeron con 

DCFDA 25 µM a 37°C. Se dejaron incubar en oscuridad durante 45 minutos. 

De nuevo las células fueron lavadas con el Buffer1x, se añadió medio de cultivo sin 

rojo fenol y a continuación se realizaron los experimentos pertinentes. 

Las placas se midieron entonces en un lector de placas Infinite 200 PRO (Tecan. 

Männedorf, Suiza) a una emisión de 535nm y una excitación de 485nm. 

Para confirmar los resultados se replicó la medida de ROS utilizando un segundo 

método basado en el compuesto DHE (Dihydroethidium), una sonda no relacionada 

con el DCFDA. Para ello se utilizó el DHE (Dihydroethidium) Assay Kit (Abcam. 

Cambridge, MA). Siguiendo las instrucciones de los proveedores, se sembraron 

2,5x105 células por punto de 96 pocillos. A las 24 horas las células fueron lavadas 

con PBS 1x y se añadió el DHE a 5µM. Se incubaron a 37°C y oscuridad durante 90 

minutos. A continuación, el DHE fue retirado y sustituido por medio sin rojo fenol. 

Se realizaron entonces los experimentos. Por último, las placas se midieron en el 

lector de placas Infinite 200 PRO (Teca. Männedorf, Suiza) a una emisión de 590nm 

y una excitación de 550nm. 
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Obtención de células knockout mediante 
CRISPR-Cas9 
 

Se obtuvieron células HEK293T PARP-1 K.O. mediante la tecnología CRISPR-Cas9. 

Utilizando el Optimized CRISPR tool (Zhang Lab. Berkeley, UC) se obtuvieron varios 

ARNs guía para el gen de PARP-1. Estos ARNs fueron clonados en el plásmido pl-

CRISPR.EFS.GFP (Addgene. Watertown, MA). 

Las células fueron transfectadas mediante el uso de JetPRIME (Polyplus. Strasbourg, 

France). La capacidad de estas guías para realizar cortes en el genoma fue evaluada 

mediante el uso del kit GeneArt Genomic Cleavage Detection Kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Las guías 2 y 4 consiguieron mejor resultado en términos de 

inducción de irrupción alélica: 

 

Guía 2: 5´-GAGTCGAGTACGCCAAGAGC- 3´ 

Guía 4: 5´-GCATCCCCAAGGACTCGCTC- 3´ 

 

Una vez seleccionadas las guías 2 y 4, las células fueron de nuevo transfectadas. Las 

células positivas para GFP fueron separadas mediante citometría de flujo y 

sembradas en placas de 96 pocillos de forma unicelular. Las células que crecieron y 

generaron colonias fueron analizadas y confirmadas como PARP-1 K.O. mediante 

secuenciación de Sanger y de forma funcional mediante western blot. 

 

ChIP-Seq 
 

Las células se sembraron a una densidad 2x107 por condición. Tras dejarse adherir 

durante 24 horas se sometieron a la exposición a hipoxia o normorxia. Concluido el 

experimento se fijaron en formaldehído al 36,5% durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. La reacción se detuvo añadiendo glicina a una 
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concentración final de 1,5X durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células 

entonces se lavaron con PBS 1X en hielo. Tras esto, las células son recogidas en 2 

ml de PBS 1X con inhibidor de proteasas en frío. Se centrifugan a 2000 xg durante 

5 minutos a 4°C y se descarta el sobrenadante. 

A continuación, y siguiendo las instrucciones del kit SimpleChip Enzymatic 

Chromatin IP Kit (Cell Signaling, Danvers, MA) se lisaron los núcleos y la cromatina 

mediante 0,5 µl nucleasa microcócica durante 20 minutos a 37°C. Tras esto, se 

centrifugaron los núcleos a 16000 xg durante 1 minuto a 4°C. Se descartaron los 

sobrenadantes. 

Se expusieron las muestras a sonicación. Para ello se utilizó un sonicador Diagenode 

Bioruptor (Diagenode, Liège, Bélgica). Las muestras fueron sumergidas en agua y 

sometidas a 3 ciclos de 5 minutos de sonicación alternando 30 segundos de 

sonicación con otros 30 de descanso. Por último, se retiraron los restos nucleares 

centrifugando a 9400 xg durante 10 minutos a 4°C.  

Se añadieron 5 µg del anticuerpo para HIF-1α por punto y se dejó incubar en 

rotación a 4°C durante la noche. Tras esto se incubaron las muestras con ChIP-

Grade Protein G Magnetic Beads (Cell Signaling. Danvers, MA). Se añadieron 30 µl 

por punto y se incubaron en rotación durante 2 horas a 4°C.  

Las esferas magnéticas se recuperaron colocando las muestras en una gradilla 

magnética, se realizaron distintos lavados siguiendo las instrucciones del kit. La 

cromatina se eluyó calentando en un vórtex durante 30 minutos a 65°C. Para 

finalizar, se realizó el separado del ADN añadiendo NaCl 5M y 2 µl de Proteinasa K. 

Todo ello se incubó durante 2 horas a 65°C. 

Las muestras fueron entregadas al servicio de genómica del IPBLN, CSIC. Allí se 

obtuvieron las librerías a partir de 30ng de ADN usando el NEBNext Ultra II DNA 

library preparation kit de Illumina (NEB. Ipswich, MA). Se diluyeron 10 veces los 

adaptadores durante las reacciones de ligación, tal y como está recomendado para 

muestras lisadas con nucleasa microcócica. No se realizó selección por tamaño para 
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el híbrido adaptador-DNA durante la fase de limpieza. Se utilizaron 5 ciclos de 

amplificación para completar las secuencias adaptadoras, las librerías finales se 

cuantificaron utilizando un fluorómetro Qubit (Thermo Fisher. Waltham, MA). 

Mediante un Bioanalyzer HS DNA chip se verificó la calidad y distribución de las 

muestras. Se preparó una librería equimolecular que se diluyó y desnaturalizó 

siguiendo las instrucciones de Illumina NextSeq 500 library preparation guide. Se 

realizó en el secuenciador NextSeq 500 sequencer (Illumina. San Diego, CA) la 

secuenciación de los 75nt single-end. Se obtuvieron de media unos 24 millones de 

lecturas por muestra.  

Por último, el servicio de Bioinformática del del IPBLN CSIC se encargó de analizar y 

procesar los datos. La evaluación de la calidad de los datos y el alineamiento de las 

muestras se realizaró utilizando un miARma-Seq pipeline [321]. En detalle, se utilizó 

el programa fastqc para determinar la calidad de las secuencias y la posible 

acumulación de adaptadores. A continuación, las muestras fueron alineadas con el 

Human GRCH38 genome disponible en el portal GENCODE (version 28). Las 

muestras se alinearon utilizando el Burrows-Wheeler Aligner software [322]. Por 

último, todos los datos en crudo fueron subidos al repositorio Gene Expression 

Omnibus (GEO), donde son de público acceso bajo el código GSE144189. 

 

Síntesis de 32P-PAR para el ensayo de 
PARilación de los péptidos.  
 

El 32P-PAR se preparó de la siguiente manera: Se incubaron 20 µg de PARP-1 

humano (Alexis) en un medio con 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 4 mM MgCl2, 1 mM DTT, 

0,15M NaCl, 0,5mM ADN tratado con DNasa I, 0,1% BSA, 0,4 mM NAD, 0,5 Ci [32P]-

NAD+ (800 Ci/mmol, 5 Perkin Elmer) en un volumen de 500 µl. Todo ello se incubó 

durante 1 hora a 32°C. A continuación se añadieron 2 µl de 10 mg/ml DNasa I 

(Roche. Basilea, Suiza) y 2 µl de 1M CaCl2, todo se incubó a 1h at 37 °C. Tras esto se 
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añadieron 250 µl de H2O, 5 µl 20% SDS y 20 µl de 10 mg/ml Proteinasa K. Todo ello 

se incubó durante 4 horas a 37°C. Las proteínas se extrajeron mediante 

fenol/CHCL3: se añadieron 500 µl de fenol/CHCl3, se aplicó un vórtex y se 

centrifugaron durante 5 minutos a 4°C. En la fase superior se recuperó el polímero 

PAR mediante su precipitación al añadir 100 µl de 3M de CH3CO2K y 1ml de alcohol 

isopropílico. La precipitación se realizó a -20°C durante la noche. Se centrifugaron 

a continuación las muestras a 20.000 xg a 4°C durante 1 hora. Se retiró la fase 

líquida y el pellet se lavó con 1 ml de etanol al 80%. El polímero PAR se dejó secar 

a temperatura ambiente durante 1 hora, luego se resuspendió en 400 µl de buffer 

TE. 

 

Ensayo de unión de polímero a los péptidos 
 

Se sintetizaron los 4 péptidos biotinilados (Genscript. Piscataway, NJ). Los 

péptidos se resuspendieron en H20 hasta alcanzar una concentración de 3 µg/µl. Se 

tomaron 3 µg de péptidos y se unieron a 15 µl de una dilución de esferas magnéticas 

con estreptavidina (Millipore. Burlington, MA) en hielo durante 1 hora con 

agitación. Las esferas fueron entonces lavadas dos veces en 1 ml de PBS. Tras lo 

cual se incubaron con 50000 cpm 32P-PAR en 200 µl de PBS durante 1 hora en hielo 

y agitación. A continuación, estas muestras se lavaron 3 veces en 1 ml de PBS. Tras 

el último lavado se retiró el sobrenadante. Para finalizar el ensayo, se detectó la 

radiación procedente de PAR unido a los péptidos mediante un contaje Cerenkov 

usando un contador Packard. 

 

Consumo de oxígeno 
 

La medición del consumo de oxígeno se realizó siguiendo las instrucciones 

indicadas para el kit Extracellular Oxygen Consumption Assay (Abcam. Cambridge, 
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MA). El kit contiene un fluoróforo que se activa en presencia de oxígeno, 

informando de la tasa respiratoria y actividad mitocondrial. Se cultivaron 8x104 

células en placas de 96 pocillos y se dejaron a crecer durante la noche. Se añadieron 

entonces 10µl del reactivo Extracellular oxygen consumption reagement. A 

continuación se realizaron los experimentos pertinentes. Una vez finalizados, se 

sellaron los pocillos con 100 µl del High sensitivity mineral oil a 37°C, evitando la 

formación de burbujas. Inmediatamente se llevan las muestras a un microscopio de 

fluorescencia, donde se realizan mediciones cada 5 minutos a lo largo de 60 

minutos para una excitación de 380±20nm y emisión de 650±20nm. 

 

Ensayo de glucólisis 
 

La medida de la glucólisis se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor para 

el kit Glycolysis Assay [Extracellular acidification] (Abcam, Cambridge, MA). Este kit 

cuantifica la acidificación extracelular debida a la producción de lactato durante la 

glucólisis, gracias al uso de un fluoróforo impermeable a la célula y sensible a 

cambio de pH. Se sembraron 8 x 104 células en placas de 96 well y dejaron adherir 

durante la noche. Se purgaron de CO2 en un incubador libre de CO2 a 37°C durante 

3 horas. A continuación, se añadieron 150 µl del Respiration Buffer y 10 µl del 

Glycolysis Assay Reagent. Se expusieron entonces las células a normoxia e hipoxia, 

tras ello se llevaron a un microscopio de fluorescencia, donde se realizan 

mediciones cada 5 minutos durante 60 minutos en total a una excitación de 

380±40nm y emisión de 620±10nm.  

 

Proliferación 
 

Se sembraron 2x105 células en una p60 (t=0), al día siguiente se añadieron los 

tratamientos de olaparib e hipoxia (t=24h). Al día siguiente (t=48h) y al siguiente 
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(t=72h) se midió el efecto de los diferentes tratamientos sobre la proliferación. La 

proliferación se midió mediante la tripsinización de las células y su contaje en 

cámara de Neubauer. Se sembraron diferentes placas por condición para poder 

realizar una medida por día. Con ello indicamos que cada placa se contó una vez, 

las células no fueron tripsinizadas, contadas, y resembradas para contar al día 

siguiente. 

 

Cierre de herida 
 

Las células se sembraron a una concentración de 5x105 en placas p60. Las células se 

dejaron crecer durante un día antes de realizar la herida. Se trataron con olaparib 

5 µM y tras 90 minutos se realizó el corte, se fotografiaron y se expusieron a hipoxia 

las condiciones que así lo requerían. Tras 24 horas se volvió a fotografiar las heridas. 

El cierre de herida se cuantificó usando el plugin Wound Healing-Tool para el 

programa ImageJ.  

 

MEME análisis 
 

El análisis MEME se obtuvo utilizando la herramienta MEME-ChIP Motif Analysis of 

Large Nucleotide Datasets. El análisis ChIP-Seq generó información detallando las 

regiones del genoma en las que se detectó unión de HIF-1α. Para cada pico de unión 

se detalló el número de cromosoma donde se localiza, así como el nucleótido de 

origen y final. Con ello se obtuvo la secuencia de nucleótidos contenido en cada 

pico en formato FASTA. La lista de secuencias se introdujo en el motor de análisis 

de la herramienta, el cuál analizó las secuencias buscando patrones repetidos y 

calculando la fuerza estadística de los mismos mostrada en forma de e-valor. 
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Tabla de ensayos clínicos 
 

Se utilizó el motor de búsqueda para ensayos clínicos disponible en la página web 

de la U.S. National Library of Medicine. Se seleccionaron aquellos ensayos clínicos 

actualmente activos. Para cada uno de ellos se detalla: El nombre del estudio, el 

tipo de cáncer a tratar, la combinación de medicamentos implicada, el número de 

pacientes enlistados, la fase en la que se encuentra el trabajo, y por último el 

número de identificación del mismo, presentado en forma de NTC (Number Clinical 

Trial) seguido de 8 dígitos. 

 

Uso de cBioportal 
 

Para el estudio de la coexpresión de PARP-1 y HIF-1α en distintos tumores se 

empleó el software de libre acceso cBioportal for Cancer Genomics. Mediante esta 

plataforma se analizaron los datos procedentes de la base de datos The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) PanCancer Atlas Studies [323]. Con ellos, se estudió cómo 

para tres tipos de melanoma existía una correlación positiva entre la expresión del 

ARNm de ambas proteínas. 
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Resultados 
 

La estabilidad de HIF-1 es dependiente de la actividad 
de PARP-1 

 

Para evaluar la relación de la expresión del ARNm de PARP-1 y HIF-1 in vivo, 

utilizamos la base de datos pública cBioportal. Con ella observamos la expresión del 

ARNm en tumores para los que la hipoxia se ha descrito como relevante durante su 

progresión. Estos tumores son el melanoma metastásico, acral, y uveal. Para los 

tres casos vemos una asociación positiva entre la expresión del ARNm de PARP-1 y 

la de HIF-1 (Figura 1a). Para reforzar esta idea se realizó a continuación un array 

de tejido, en él observamos la sobreexpresión conjunta de ambas proteínas en 

melanomas in situ. Esta sobreexpresión está ligada al proceso de malignización y 

tal como es de esperar no se observa en el tejido sano colindante (Figura 1b). La 

dependencia de HIF-1 sobre la actividad de PARP-1 se evaluó en células de cáncer 

de cérvix, melanoma metastásico y melanoma uveal. En los tres casos la 

acumulación de HIF-1 durante hipoxia se reduce cuando inhibimos a PARP (Figura 

1c). Mediante un silenciamiento transitorio se pudo observar cómo, al igual que 

con el uso de inhibidores, la pérdida de la proteína PARP-1 genera una bajada en la 

acumulación de HIF-1 (Figura 1d). Por último, para evaluar si HIF-1 muestra una 

dependencia con respecto a la acumulación de poli(ADP-ribosa), observamos en 

células carentes de PARG (y que por tanto no pueden degradar la poli(ADP-ribosa)) 

como la acumulación de HIF-1 aumenta durante la hipoxia en aquellas células que 

acumulan poli(ADP-ribosa) (Figura 1e).  
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Figura 1:  a Correlación in vivo de la expresión de PARP-1 y HIF-1 en pacientes con melanoma 

utilizando la base de datos de libre acceso “cBioportal”. Se evaluó para el melanoma metastásico (CM  
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Spearman: 0.50 (p=8.722 x 10-3), Pearson :0.42 (p=0.0309)); para el melanoma uveal (UM Spearman: 

0.30 (p=6.295 x 10-3), Pearson: 0.33 (p=2.655 x 10-3)); y para el melanoma acral (AM Spearman: 0.55 

(p=4.636 x 10-4)Pearson: 0.59 (p=1.516 x 10-4)). b Array de tejido para tres pacientes con melanoma in 

situ, en el análisis inmunohistoquímico se observa la expresión de PARP-1 y HIF-1 en cortes 

consecutivos. c Estudio de la estabilidad de HIF-1 tras la exposición al inhibidor de PARP olaparib. 

Tres líneas tumorales (MUM2B, C8161 y Hela) son expuestas a olaparib 5µM durante 90 minutos. A 

continuación, se someten a hipoxia (1%O2, durante 4 horas). d Silenciamiento transitorio para PARP-

1 en células HEK293T expuestas a normoxia o hipoxia (1%O2, durante 4 horas). e En células Hela 

control o silenciadas para PARG, se midió la acumulación de poli(ADP-ribosa) y HIF-1 tras una 

exposición a normoxia o hipoxia (1%O2, durante 4 horas). 

 

La inducción de ROS durante hipoxia conlleva una 

activación de PARP-1 y acumulación de HIF-1 
 

Para determinar el origen de la activación de PARP-1 durante la hipoxia se evaluó 

la producción de ROS, familia de moléculas previamente descrita como inductores 

de la actividad de PARP-1 [324]. Esta inducción se observó en las células HEK293T 

(Figura 2a) y en las HepG2 (Figura 2b), mediante el uso de la sonda DCFDA. En 

ambos casos se previene la acumulación de ROS al usar el antioxidante MPG-2 (N-

(2-mercaptopropionil) glicina). El uso de una segunda sonda denominada DHE, 

corroboró cómo durante la hipoxia temprana existe un pico de producción de estas 

moléculas (Figura 2c).  

En paralelo a la producción de ROS, durante la hipoxia temprana se observa una 

acumulación de PAR y HIF-1. En células HEK293T mediante la inhibición de PARP 

se consigue una reducción en los niveles de poli(ADP-ribosa) y una bajada en la 

acumulación de HIF-1 (Figura 2d), observamos una situación similar mediante el 

uso de antioxidantes, éstos reducen la acumulación de poli(ADP-ribosa) y como 

consecuencia la estabilidad de HIF-1 se interrumpe (Figura 2e). El mismo efecto 
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se observa en las células HepG2, tanto al inhibir PARP (Figura 2f) como al bloquear 

la producción de ROS (Figura 2g). 

Para medir el impacto que la inhibición de PARP y ROS tienen sobre la respuesta a 

hipoxia, medimos la inducción de distintos genes de respuesta a hipoxia durante 

normoxia y distintos tiempos de hipoxia. Pudimos observar cómo de forma general, 

la inhibición de poli(ADP-ribosa) y de ROS generan una caída en la inducción de 

genes como CAIX, ANGPTLA4, GLUT1, VEGF y LDHA (Figura 2d-i). El hecho de no 

observar una caída significativa en los niveles de expresión del ARNm de HIF-1,  

indica que la caída en la acumulación de la proteína podría ser debida a algún tipo 

de modificación postraduccional. 
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Figura 2: La respuesta a hipoxia induce acumulación de ROS y PAR, siendo ambos procesos necesarios 

para la correcta acumulación y actividad de HIF-1α. a Medición de ROS durante tiempos creciente de 

hipoxia (de 10 a 240 min.) en células HEK293T tratadas o no con el antioxidante MPG2 a 300 μM, 1 

hora pre-hipoxia. b Mismo experimento que en a, pero realizado en la línea de hepatocarcinoma 

HepG2. c Medición de la acumulación de ROS en células HEK293T durante los mismos tiempos 

crecientes de hipoxia (de 10 a 240 min.) se utilizó la sonda DHE (5µM, durante 90 minutos pre-hipoxia) 

para corroborar los resultados anteriores obtenidos con la sonda DCFDA. d-e Western blots 

mostrando la acumulación de poli(ADP-ribosa) y HIF-1α en células HEK293T durante los mismos 

tiempos crecientes de hipoxia (de 10 a 240 min). Las células se expusieron al antioxidante MPG2 a 300 

μM, 1 hora previo a la hipoxia y al inhibidor de PARP PJ34 a 10 μM, 90 minutos antes de la hipoxia. f-

g Western blots mostrando los mismos experimentos, pero obtenidos en las células de 

hepatocarcinoma HepG2. h-l Acumulación de genes relacionados con la respuesta a hipoxia en células 

HEK293T. Se midió la inducción durante normoxia e hipoxia (2, 4 y 24 horas). Las células fueron 

tratadas con el antioxidante MPG2 a 300 μM, 1 hora pre-hipoxia. y al inhibidor de PARP PJ34 a 10 μM, 

90 minutos pre-hipoxia. 

 

PARP-1 interacciona con el dominio C-terminal de HIF-1 
regulando la estabilidad de la proteína. 
 

Se ha descrito como PARP-1 y HIF-1 forman un complejo tras el tratamiento con 

miméticos de hipoxia como la ciclopiroxolamida y durante la infección por virus de 

Epstein Barr [175][177]. Sin embargo, no se ha estudiado aún qué dominios 

proteicos median la interacción, o si ésta sucede durante la hipoxia fisiológica (del 



                                                                                             RESULTADOS 

89 
  

2 al 0.1% de O2), principal inductor de la actividad de HIF-1 y proceso fundamental 

en el contexto tumoral. 

Para estudiar la interacción entre PARP-1 y HIF-1 en normoxia e hipoxia, 

generamos un doble mutante para las regiones P402/546 reconocidas por las 

proteínas PHD, con ello conseguimos estabilizar y estudiar la estabilidad de HIF-1 

en normoxia. Estas mutaciones se realizaron en dos plásmidos; el primero 

expresaba HIF-1 completo (DML: 1-826 aminoácidos), mientras el segundo 

contenía un HIF-1  truncado carente de C-terminal (DMS: 1-657 aminoácidos).  Por 

otro lado, trabajamos con un tercer constructo que expresaba al C-terminal de HIF-

1 (C-ter: 630-826 aminoácidos), éste no fue mutado al carecer en su secuencia de 

estos dominios de reconocimiento por PHD (Figura 3a). Todos estos dominios se 

encuentran marcados con el péptido C-myc. Al sobreexpresar PVHL se observa 

como los dominios DML-WT y DMS-WT pierden su estabilidad, mientras el C-ter no 

se ve afectado (Figura 3b, c y d). Por otro lado, los DML y DMS mutantes se vuelven 

insensibles a esta sobreexpresión (figuras 3e y f). 

Al expresar los dominios mutados y el C-ter, se puede observar cómo tras la 

inhibición de PARP, el DML y C-ter reducen su estabilidad tanto en normoxia como 

en hipoxia, permaneciendo el DMS inalterado (Figura 3g-i). Con ello concluimos 

que el dominio C-terminal de HIF-1 (presente tanto en el dominio DML como el C-

ter) es el responsable de mediar los cambios en la estabilidad de HIF-1 

dependientes de la actividad de PARP-1.  

A continuación, se coexpresa el dominio C-ter de HIF-1 junto a diferentes 

dominios de PARP-1. Esto son; la proteína completa, el dominio de unión al ADN, el 

dominio de automodificación y el dominio catalítico. Todos ellos marcados con GST 

(figura 3j). Tras la coexpresión se realiza un ensayo pull-down con el que se observa 

cómo el dominio catalítico de PARP-1 es el que media la interacción con la región 

C-ter de HIF-1 (figura 3k).  
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Figura 3: HIF-1α interacciona en su dominio C-ter con PARP-1, ello regula su estabilidad. a Distintos 

constructos presentando la proteína completa de HIF-1α (DML), la proteína carente del dominio C-ter 

(DMS), y el dominio C-ter por separado. b-d En células HEK293T, estudio de la estabilidad de los 3 

constructos al aumentar la expresión de p-VHL. e-f En células HEK293T se lleva a cabo el mismo 

estudio de estabilidad, se realiza para los dominios DML y DMS mutados en las prolinas que median 

el reconocimiento por p-VHL. g-i Análisis del efecto de los inhibidores de PARP sobre los 3 dominios 

insensibles para p-VHL. En células HEK293T se sobreexpresan los dominios (DML, DMS y C-ter). Se 
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expusieron al inhibidor de PARP PJ34 a 10 μM, 90 minutos pre-hipoxia. Y a continuación se compara 

su estabilidad en normoxia o hipoxia (1%O2, 4 horas). j Representación de los distintos dominios de 

PARP-1; proteína completa, dominio de unión al ADN, dominio de automodificación y dominio 

catalítico. k Pull-down en células COS en el que se expone a los distintos dominios de PARP-1 con el 

C-ter de HIF-1α. 

 

HIF-1 es modificado por poli(ADP-ribosa) en su C-
terminal 
 

Habiendo demostrado que PARP-1 y HIF-1 interaccionan, el siguiente paso a 

seguir consistió en demostrar si esta interacción sucede en el contexto hipóxico y 

si conlleva una modificación postraduccional con poli(ADP-Ribosa). Realizando 

diferentes inmunoprecipitaciones confirmamos cómo, durante la hipoxia 

temprana, HIF-1 y PARP-1 forman un complejo (Figura 4a) y cómo mediante el 

uso de inhibidores de PARP se pierde la interacción entre PARP-1 y HIF-1, 

evitándose la modificación por poli(ADP-ribosa) de HIF-1 (Figura 4b). Por último, 

estudiamos la modificación por poli(ADP-ribosa) en células que sobreexpresan el 

dominio DMS y C-ter previamente descritos. Observamos como tanto el HIF-1 

endógeno como el dominio C-ter se modificaban por poli(ADP-ribosa) durante 

hipoxia, siendo esta modificación evitada durante la inhibición de PARP. El dominio 

DMS no presenta en ningún caso este tipo de modificación postraduccional (Figura 

4c).  
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Figura 4: La interacción entre PARP-1 y el C-ter de HIF-1α conduce a la PARilación del mismo. a 

Estudio de inmunoprecipitación de HIF-1α en células HEK293T, las células se expusieron a normoxia e 

hipoxia (1%O2, 4 horas). b Ensayo de inmunoprecipitación de nuevo en células HEK293T. Las células 

fueron expuestas al inhibidor de PARP PJ34 a 10 μM, 90 minutos pre-hipoxia. A continuación, la 

modificación postraduccional de HIF-1α por poli(ADP-ribosa) fue evaluada en normoxia e hipoxia 

mediante inmunoprecipitaciones cruzadas frente a HIF-1α y a poli(ADP-ribosa). c De nuevo en 

HEK293T, las células son tratadas con el inhibidor de PARP PJ34 a 10 μM, 90 minutos pre-hipoxia en 

células que sobreexpresan el dominio DMS y C-ter de HIF-1α. Las células fueron sometidas a normoxia 

e hipoxia (1%O2, 4 horas). A continuación, se estudia mediante una inmunoprecipitación de poli(ADP-

ribosa) cómo se modifican estos dominios, así como el HIF-1α endógeno de la célula. 
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El C-ter de HIF-1 presenta secuencias de 
aminoácidos sustrato de modificación por poli(ADP-
ribosa) 
 

Un estudio detallado de la región del C-ter nos permitió localizar dos regiones 

potencialmente modificables por poli(ADP-ribosa) (Figura 5a). Estas regiones se 

han descrito que presentan repeticiones de residuos de lisina y arginina [325]. En 

un plásmido codificante para HIF-1 WT se procedió a mutar la primera región, la 

segunda, o se mutaron las dos simultáneamente. Los residuos de lisina y arginina 

fueron sustituidos por alaninas, aminoácidos no modificables por ADP-Ribosa.  

Desafortunadamente, al sobreexpresar estos plásmidos en la célula se observa 

cómo las mutaciones en el C-terminal impiden la entrada de HIF-1 en el núcleo 

(Figura 5b). Una exhaustiva búsqueda bibliográfica mostró que esas regiones del C-

ter habían sido descritas como una secuencia para la localización nuclear (NLS, por 

sus siglas en inglés) secundaria y bipartita [326]. 

Dada la imposibilidad de evaluar in vivo si estas regiones eran PARilables por PARP-

1 (cuya localización es exclusivamente nuclear), decidimos realizar una serie de 

experimentos para evaluar la capacidad de HIF-1 para modificarse por poli(ADP-

ribosa) in vitro. En primer lugar, observamos como HIF-1 purificado y expuesto a 

PARP-1 en presencia de coactivadores es modificado por poli(ADP-ribosa) (Figura 

5c). En segundo lugar, las dos secuencias peptídicas del C-ter candidatas a ser 

modificadas fueron sintetizadas en su forma WT o mutadas a alaninas (Figura 5d). 

Los cuatro péptidos fueron sometidos a un ensayo de PARilación in vitro, que 

muestra cómo ambas secuencias WT (aunque más notablemente la segunda) se 

modifican por poli(ADP-ribosa), y cómo esta modificación desaparece en caso de 

mutar las secuencias a alaninas (Figura 5e). 
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Figura 5: a Secuencia de aminoácidos en el dominio C-ter de HIF-1α. Localización de dos secuencias 

PARilables y sustitución de éstas por alaninas. b Ensayo de inmunofluorescencia en células HEK293T 

sometidas a hipoxia (1%O2, 4 horas). Se sobreexpresa la proteína HIF-1α WT y HIF-1α con la primera 

secuencia ”PARilable” del C-ter mutada, con la segunda mutada, o con ambas mutadas. c Estudio de 

PARilación in vitro. HIF-1α y PARP-1 son incubados en presencia de coactivadores (NAD+, MgCl2, CaCl2 

y ADN tratado con DNAsa I), la presencia de HIF-1α modificado por poli(ADP-ribosa) es detectada a 

posteriori mediante autoradiografía. d Secuencia de 4 péptidos que se secuenciaron para continuar 

el estudio in vitro de la PARilación sobre el C-ter de HIF-1α. Los péptidos presentan las dos secuencias 

WT y las dos secuencias mutadas en alaninas. e Los cuatro dominios fueron incubados con PARP-1 y 

coactivadores. A continuación, se realizó un contaje de la radiactividad asociada a cada condición 

(cpm) de los elementos radioactivos marcados (32P-PAR).  

 

La ausencia de PARP-1 altera el reclutamiento de HIF-
1 de manera dependiente de la función del gen 
diana. 
 

Una vez evaluada en profundidad las características de las interacciones entre 

PARP-1 y HIF-1, pasamos a evaluar el reclutamiento de HIF-1 a la cromatina 

durante hipoxia y cómo se altera durante la ausencia de PARP-1.  

En primer lugar, utilizamos la tecnología CRISPR/Cas9 para obtener células PARP-1 

knockout, evaluamos mediante western blot como estas células son incapaces de 
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inducir poli(ADP-ribosa) incluso tras la exposición a estrés oxidativo por H2O2 

(Figura 6a). Por otro lado, del mismo modo que con los inhibidores de la familia 

PARP o que con el silenciamiento transitorio de PARP-1, las células PARP-1 

knockout presentan una acumulación reducida de HIF-1 durante la hipoxia (Figura 

6b). 

Para realizar un estudio global del reclutamiento de HIF-1 a la cromatina 

realizamos un estudio ChIP-Seq durante hipoxia temprana (4 horas, 1%O2) en 

células HEK293T WT y HEK293T PARP-1 knockout. El ChIP-Seq reveló una pérdida 

reclutamiento de HIF-1 durante hipoxia en ausencia de PARP-1. Mientras las 

células WT presentaron 123 puntos de reclutamiento a la cromatina, las PARP-1 

knockout presentaron 68, lo que supone una reducción del 44,72%. Además, no se 

detectó la aparición de ninguna zona de unión nueva en las células PARP-1 

knockout. 

En un estudio similar realizado por Schödel et al [327] se localizaron 400 puntos de 

unión de HIF-1 a la cromatina. El aumento de puntos de unión con respecto al 

observado en el presente estudio puede ser explicado por varios factores; por un 

lado el equipo de Schödel realizó este experimento en una línea celular diferente 

procedente de cáncer de mama (MCF7), además su situación de hipoxia era más 

agresiva, exponiendo a las células a un 0,5% de O2 durante 16 horas (frente a 

nuestro 1% de O2, durante 4 horas).  

Una vez observados los genes a los que HIF-1 se recluta, decidimos agrupar a estos 

genes según sus funciones más relevantes descritas (Figura 6c). 

Sorprendentemente, observamos cómo la pérdida de reclutamiento de HIF-1 al 

ADN no parece ser azarosa, pues existen funciones génicas muy conservadas (como 

las relacionadas con la glucólisis o la reparación del daño al ADN) mientras otras 

funciones prácticamente desaparecen (como es el caso de las relacionadas con la 

actividad mitocondrial o la migración celular) (Figura 6d).  
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Al estudiar la expresión de genes de respuesta a hipoxia (medida como ARNm por 

qPCR) en el contexto de PARP-1 knockout esperaríamos (al igual que habíamos visto 

con los inhibidores) una caída en la actividad transcripcional de HIF-1, 

especialmente intensa para los genes en los que la localización de HIF-1 se reduce. 

Sin embargo, este efecto parece ser incluso más amplio. Cuando realizamos PCRs 

cuantitativas observamos como todos los genes medidos caen en el contexto de 

PARP-1 knockout, ya sean genes en los que la unión de HIF-1 disminuye, se 

mantiene, o incrementa (Figura 6e). Es por ello de esperar que el efecto global sea 

más amplio que el observado en el ChIP-Seq, dándose una pérdida generalizada de 

la transcripción en los genes de respuesta a hipoxia, ya que la sola presencia de HIF-

1 en sus genes diana no es suficiente para inducir la expresión de éstos cuando 

PARP-1 está ausente. 
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Figura 6: Estudio de ChIP-Seq para evaluar la capacidad de HIF-1α para unirse a sus promotores en 

normoxia e hipoxia con PARP-1 presente o ausente. a Obtención de una línea celular PARP-1 knockout 

a partir de HEK293T mediante tecnología CRISPR/Cas9. Se evalua por western blot la presencia de 

PARP-1 y la capacidad de la célula para acumular poli(ADP-ribosa) tras la exposición a peróxido de 

hidrógeno (600 µM, durante 10 minutos). b Western blot mostrando la acumulación de HIF-1α en 

células HEK293T WT o PARP-1 knockout sometidas a normoxia o a hipoxia (1%O2, 4 horas). c Análisis 

del estudio ChIP-Seq, mostrando (agrupados por función)  los genes a los que HIF-1α se asocia en las 

células HEK293T WT y PARP-1 knockout tras ser sometidos a hipoxia (1%O2, 4 horas). d Porcentaje de 

pérdida de reclutamiento de HIF-1α a sus genes diana (agrupados por función). Se observa una 

pérdida desigual dependiendo de la actividad de los genes. e Comparación entre la unión a 

promotores detectada en la cromatina para varios genes diana de HIF-1α, frente a la inducción de 

ARNm medida para los mismos genes (1%O2, 24 horas). 
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La ausencia de PARP-1 reduce y altera el patrón de 
localización de HIF-1 a la cromatina, especialmente 
en torno a los TSS.  
 

Para entender el cambio de patrón de unión de HIF-1 a la cromatina durante la 

ausencia de PARP-1, realizamos un análisis MEME [328] para comparar el tipo de 

secuencias a los que HIF-1 se une durante hipoxia en las células WT frente a las 

PARP-1 knockout  (Figura 7a). Se puede observar cómo la unión de HIF-1 es 

altamente flexible en las células WT, uniéndose HIF-1 a secuencias largas y 

variadas, mientras que en las células PARP-1 knockout esta localización se vuelve 

rígida y limitada, localizándose HIF-1 en secuencias cortas que presentan la 

estructura conservada de los HRE (5′-RCGTG-3’). Es posible que aquellos genes que 

presenten este tipo de secuencias vean priorizado el reclutamiento de HIF-1, 

mientras que aquellos genes que presenten HREs no-canónicos la pierdan. 

Realizamos un análisis más detallado para comparar los dos patrones de 

reclutamiento observados. En primer lugar, consideramos el reclutamiento de HIF-

1 teniendo en cuenta la arquitectura de los genes a los que se une (Figura 7b). 

Observamos cómo HIF-1 se une mayoritariamente a las regiones promotoras de 

sus genes diana, y es precisamente en este área donde se observa la mayor pérdida 

de reclutamiento en las células PARP-1 knockout.  Dado que sabemos que no se 

observan en ningún caso nuevos picos en las PARP-1 knockout, la reducción de la 

unión a las zonas promotoras genera un aumento de la representación en zonas 

distantes. Para confirmar este patrón de pérdida analizamos el porcentaje de 

reclutamiento de HIF-1 a distintas distancias del TSS más próximo (Figura 7c). 

Podemos observar cómo la distribución de HIF-1 no es homogénea a lo largo del 

genoma, sino que éste se concentra en las proximidades de los TSS (regiones 

promotoras). De nuevo observamos que es en esta zona donde se produce la mayor 
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caída en el reclutamiento de HIF-1 cuando PARP-1 está ausente. Por último 

estudiamos más a fondo la zona promotora, realizando un análisis de la frecuencia 

con la que HIF-1 se localiza a 2 Kb entorno a los TSS (Figura 7d). Se observa una 

acumulación de HIF-1 en torno a las 500 bases que rodean al TSS, esta 

acumulación de HIF-1 rodeando al TSS se aplana notablemente para las células 

PARP-1 knockout. 
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Figura 7: a Análisis estadístico mediante MEME mostrando las secuencias de unión más frecuentes 

para HIF-1α en las células HEK293T WT y PARP-1 knockout. b A partir del análisis del ChIP-Seq, gráficas 

mostrando el porcentaje de unión de HIF-1α a distintas áreas de la arquitectura del gen durante la 

exposición a hipoxia (1%O2, 4 horas) en células HEK293T WT y PARP-1 knockout. c Estudio de los datos 

del ChIP-Seq mostrando la proporción de HIF-1α unido a distintas zonas de la cromatina teniendo en 

cuenta la distancia (medida en Kb) con respecto al TSS más cercano. d Frecuencia de detección de HIF-

1α en la zona promotora (considerada como 2 Kb aguas arriba y abajo del TSS). Se compara el 

reclutamiento de HIF-1α para las células HEK293T WT y PARP-1 knockout tras haber sido expuestas a 

hipoxia (1%O2, 4 horas). 

 

La inhibición/ ausencia de PARP-1 impactan el fitness 
celular durante hipoxia. 
 

Una vez estudiado el rol de PARP-1 sobre diferentes aspectos de la biología de HIF-

1 (Interacción física, modificación postraduccional de la proteína, alteración de su 

capacidad de unión a la cromatina, reducción de su actividad transcripcional, etc.) 

decidimos medir el impacto que estas alteraciones pueden tener sobre la 

adaptación a un contexto tan demandante como es el hipóxico.  

Para medir la adaptación celular a hipoxia, se ha considerado la capacidad de las 

células para consumir oxígeno y se ha evaluado el estado de la ruta glucolítica. 
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También hemos estudiado la capacidad proliferativa y migratoria celular. Por 

último, analizamos la integridad del genoma mediante la caracterización de 

distintos marcadores de la respuesta de daño al ADN y de estrés replicativo. 

Comparamos el consumo de oxígeno en las células HEK293T WT y PARP-1 knockout 

durante normoxia e hipoxia temprana. Observamos cómo durante hipoxia las 

células HEK293T WT presentan una fuerte caída en el consumo de oxígeno. Sin 

embargo, en las células PARP-1 knockout esta caída es tan solo parcial, ello podría 

indicar una capacidad deficiente para cambiar hacia el metabolismo glucolítico y 

una dependencia del metabolismo energético mitocondrial, indeseado durante 

hipoxia (Figura 8a). Reforzando esta idea, el estudio de la glucólisis muestra cómo 

las células HEK293T WT disparan esta ruta metabólica durante hipoxia, mientras 

que las células PARP-1 knockout presentan una activación menor (Figura 8b). 

Para observar las posibles consecuencias derivadas de estas alteraciones 

metabólicas, se ha considerado la capacidad proliferativa y migratoria de las células 

expuestas a normoxia e hipoxia. Durante normoxia, el efecto de los inhibidores de 

PARP sobre la proliferación celular es más acusado en células WT que el observado 

en las células PARP-1 knockout, esto puede ser debido al hecho de que el olaparib 

actúa de forma global como inhibidor de toda la familia PARP. De forma basal, 

observamos durante hipoxia una bajada de la proliferación. En esta situación, tanto 

la inhibición de la familia PARP como la ausencia de PARP-1 bloquean 

completamente la proliferación. Ello muestra el importante rol que juega PARP-1 

durante la adaptación a la hipoxia (Figura 8c).  

A continuación, medimos la capacidad migratoria celular mediante un ensayo de 

cierre de herida. La movilidad celular se ve reducida durante normoxia tanto 

durante el tratamiento con olaparib como en las PARP-1 knockout. Durante hipoxia 

este efecto se ve ampliado, llegando a apreciarse incluso un aumento del tamaño 

de la herida cuando PARP-1 no está activa/presente (Figura 8d). Estos resultados 
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muestran la relevancia de la actividad de PARP-1 para los procesos de migración y 

proliferación, siendo su pérdida especialmente severa durante la adaptación a la 

hipoxia.  

Para concluir, quisimos evaluar el estado de la integridad genómica en estas células. 

Previamente se ha descrito que en situaciones cercanas a la anoxia (<0,1% de O2) 

se activa la respuesta de daño al ADN, además de generarse estrés replicativo y 

acumulación de p-RPA [329][330][331]. Evaluamos el estado de la respuesta de 

daño al ADN mediante la acumulación de 53BP1 y encontramos que a pesar de la 

activación de PARP-1 observada durante hipoxia, la acumulación de 53BP1 parece 

estar disminuida. Sí se observa un aumento inducido por los tratamientos con 

olaparib (Figura 8e-f). Habiéndose descrito ya este efecto en el pasado [332][333]. 

Para medir más ampliamente esta respuesta a daño en el ADN se midieron otros 

marcadores de daño o de estrés replicativo. Ninguno de ellos experimenta un 

incremento significativo durante la hipoxia temprana. (Figura 8g).  
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Figura 8: Evaluación del impacto de la inhibición o ausencia de PARP-1 sobre el fitness celular. a 

Estudio del consumo de oxígeno en células HEK293T WT y PARP-1 knockout expuestas a normoxia 
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e hipoxia (1%O2, durante 4 horas). Mediante espectroscopía de fluorescencia se obtienen 

mediciones durante 60 minutos. b Estudio de la ruta glucolítica a través de la acidificación del 

citoplasma. De nuevo las células HEK293T WT y PARP-1 knockout fueron sometidas a normoxia e 

hipoxia (1%O2, durante 4 horas). Mediante emisión de fluorescencia se evaluó durante 60 minutos 

la actividad de esta ruta. c Estudio de la proliferación celular a diferentes tiempos de normoxia e 

hipoxia. Se utilizaron células PARP-1 knockout así como HEK293T WT tratadas y sin tratar con el 

inhibidor de PARP olaparib  (5 µM, 90 minutos pre-hipoxia). d Ensayo de cierre de herida para el 

estudio de la movilidad celular. Se utilizaron células PARP-1 knockout así como HEK293T WT 

tratadas y sin tratar con el inhibidor de PARP olaparib a 5 µM, 90 minutos pre-hipoxia. Las células 

fueron sembradas, al día siguiente se realizó una incisión y se evaluó el porcentaje de cierre 

pasadas 24 horas. e-f Inmunofluorescencia mostrando la acumulación de foci de 53BP1. Se 

consideraron positivas aquellas células que presentaron 5 o más foci por núcleo. Se utilizaron 

condiciones de irradiación (5 Gy) como control positivo y el olaparib se aplicó de nuevo a 5 µM, 

90 minutos pre-hipoxia. g Distintos marcadores de la ruta de respuesta de daño al ADN y de 

respuesta al estrés replicativo fueron evaluados en normoxia e hipoxia (1%O2, 4 horas). Se 

utilizaron condiciones de irradiación (5 Gy) e hidroxiurea (2 mM, 120 minutos) como controles 

positivos para el daño al ADN y estrés replicativo respectivamente. 

 

El estudio clínico de la inhibición de PARP-1 en 
eventos relacionados con la hipoxia. 
 

Para concluir esta Tesis, consideramos relevante resaltar cómo hoy en día el uso de 

los inhibidores de PARP se encuentra en una fase expansiva, actualmente hay 

numerosos estudios clínicos en los que se está explorando el efecto beneficioso de 

utilizar inhibidores de PARP como tratamientos secundarios o en combinación con 

otros agentes quimioterapéuticos (como pacitaxel, gentamicina, carboplatino, o 

hidroxicloroquina entre otros) para distintos tipos de cáncer (Tabla 1). Si nos 

centramos en la combinación de inhibidores de PARP con inhibidores de la hipoxia, 

hemos de recordar cómo actualmente carecemos de inhibidores clínicos para la 

respuesta a hipoxia per se. Sin embargo, sí existen inhibidores para fenómenos 

secundarios relacionados con la limitación de oxígeno, siendo un ejemplo la 
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inducción de angiogénesis. En este contexto, existen diferentes ensayos clínicos 

avanzados que están estudiando cómo la combinación de inhibidores de PARP con 

inhibidores aprobados para la inducción de angiogénesis (como bevacizumab, 

cediranib o apatinib entre otros) podrían potenciar el desmantelamiento de la 

adaptación a la hipoxia (Tabla 2). 
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Discusión. 
 

Las rutas de supervivencia celular son fundamentales para la homeostasis de los 

organismos multicelulares. Estas rutas permiten responder a situaciones de daño 

al ADN, hipoxia, limitación de nutrientes, o acidosis. Estas respuestas han de 

promover la adaptación y supervivencia de las células sin que ello reduzca la 

supervivencia del individuo. Por ello, estas rutas están estrechamente supeditadas 

al control de las redes de convivencia multicelular, que garantizan que la 

supervivencia celular no haga peligrar la supervivencia del grupo.  

Sin embargo, la alta mutagénesis presente durante el proceso tumoral acaba 

perturbando las rutas de vigilancia multicelular. Como consecuencia, aumenta la 

libre expresión de estas redes de supervivencia unicelular, permitiendo un 

crecimiento descontrolado y agresivo de las células mutadas, que pasarán a invadir 

tejidos cercanos y hasta órganos distantes, afectando a su función y llegando a 

producir la muerte del individuo. 

Tanto la exposición a daño en el ADN como a bajas concentraciones de oxígeno, 

han sido desafíos frecuentes que han acompañado a los organismos desde hace 

millones de años. Es por ello que dos de las redes fundamentales relacionadas con 

la supervivencia unicelular son la respuesta a daño al ADN y a las situaciones de 

hipoxia, siendo ambas rutas puestas al servicio de la malignización durante el 

desarrollo tumoral.  En el presente trabajo estudiamos la relación existente entre 

ambas rutas. Para ello analizamos a dos de sus reguladores principales; PARP-1 y 

HIF-1α. Demostramos cómo la interacción de ambos miembros sucede a múltiples 

niveles; afectando a la estabilidad de HIF-1α, a su reclutamiento a la cromatina y a 

su capacidad para inducir la transcripción génica. Como consecuencia, la 

adaptación a la hipoxia requerirá de una correcta expresión y actividad de PARP-1. 
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En el presente trabajo demostramos la existencia de una correlación existente 

entre la expresión de PARP-1 y HIF-1α. Ésta se observa en distintos tumores, tanto 

a nivel del ARNm (datos de cBioportal) como a nivel de proteína (datos del 

microarray de melanoma). Además, la estabilidad de HIF-1α presenta una 

dependencia sobre la actividad de PARP-1 que se observa en distintos tipos de 

cultivos celulares tumorales.  

A continuación, demostramos cómo durante la hipoxia temprana existe una 

producción de especies reactivas de oxígeno. En respuesta a la misma se genera 

una activación de PARP-1, la cuál es requerida para mantener la óptima estabilidad 

de HIF-1α. Inhibir la producción de ROS o la actividad de PARP, conduce a la pérdida 

de acumulación de HIF-1α y a la reducción de su capacidad para inducir la expresión 

de sus genes diana. 

En el presente trabajo evidenciamos la existencia de una interacción física entre 

PARP-1 y HIF-1α, y como ésta conduce a la modificación por polímero de HIF-1α en 

al menos dos regiones de su dominio C-ter. Del mismo modo, PARP-1 se muestra 

necesario para mantener una configuración de la cromatina accesible para HIF-1α. 

Es por ello que durante la ausencia o inhibición de PARP-1 se genera un doble 

desafío para la respuesta a hipoxia: por un lado se reduce la estabilidad de HIF-1α, 

ello tiene un impacto al reducir el número de moléculas disponibles para realizar su 

actividad transcripcional, por otro lado la ausencia de PARP-1 promueve una 

condensación de la cromatina, dificultando aún más la ya maltrecha capacidad de 

la célula para inducir la respuesta a hipoxia. 

Las especies reactivas de oxígeno son una familia de moléculas que se han descrito 

como fundamentales a la hora de comprender el proceso de respuesta a hipoxia. 

Durante hipoxia se produce un enlentecimiento de la cadena transportadora de 

electrones (ETC); ello genera un disparo en la producción de ROS mitocondriales 

[334] siendo estos ROS un riesgo para la supervivencia e integridad celular. Es por 
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ello que la actividad mitocondrial es inhibida y la célula vira hacia un metabolismo 

glucolítico a través del conocido como efecto Warburg [335][336]. Por otro lado, la 

producción de ROS se ha vinculado a la estabilidad de HIF-1α no sólo durante 

hipoxia [337] sino también en normoxia [338][339]. Existe controversia sin embargo 

a la hora de determinar de qué manera los ROS median este control sobre la 

estabilidad de HIF-1α. Se ha propuesto desde la existencia de una inhibición de las 

PHD mediada por ROS [340][341], hasta una ruta mediada por H2O2 [342]. En 

nuestro trabajo señalamos un nuevo mecanismo, mediante el cual la producción 

de ROS puede actuar como molécula señalizadora aumentando la actividad de 

PARP-1. 

La activación de la respuesta de daños al ADN (DDR, por sus siglas en inglés) en el 

contexto hipóxico presenta peculiaridades debido a la represión de parte de la 

maquinaria de reparación en ausencia de oxígeno [343]. En el contexto hipóxico se 

da una represión de la actividad transcripcional, consecuencia de la compactación 

de la cromatina [344]. Es conocido además que las células tumorales presentan 

mecanismos de reparación fallidos, ello aumenta la tasa de mutación y la 

inestabilidad cromosómica [345][330]. En este contexto, la combinación de DDR e 

hipoxia es poco comprendida y parece ser oxígeno dependiente: La hipoxia severa 

(<0.2% O2) causa parada de ciclo en la fase S, acumulación de γ-H2AX, P53 y 

activación de ATR. Por otro lado, la hipoxia moderada (1-3% O2) se ha descrito 

genera estrés replicativo y activación de la DDR sin ser detectado daño al ADN [346]. 

Éste es precisamente el contexto de nuestro trabajo, los ROS generados durante la 

hipoxia pueden activar a ciertos miembros de la DDR como PARP-1, que en un 

contexto carente de daño al ADN se activa, colaborando con la correcta adaptación 

a la hipoxia al estabilizar a HIF-1α, a la vez que garantiza una mejor accesibilidad a 

la cromatina para optimizar la transcripción. 
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Consideramos de gran interés los resultados obtenidos en el ChIP-Seq. Por un lado, 

es llamativa la pérdida de reclutamiento de HIF-1α de una manera selectiva según 

la función del gen. Por otro lado, es relevante la ausencia de expresión en aquellos 

genes en los que HIF-1α consigue reclutarse en ausencia de PARP-1. Estos 

resultados nos empujan a investigar el papel que PARP-1 puede jugar en la 

configuración del ADN durante hipoxia. Para ello consideramos imprescindible 

comprender los cambios observados en la cromatina durante la inducción de 

hipoxia en presencia o ausencia de PARP-1.  

Como hemos indicado anteriormente, en el contexto hipóxico se da una 

condensación del ADN y un descenso global en la transcripción[347]. Ello busca un 

descenso en el consumo de ATP y una protección de la cromatina frente al estrés 

oxidativo. Sin embargo, durante este escenario represivo se ha de generar la 

inducción de genes de respuesta a hipoxia, necesarios para la adaptación y 

supervivencia celular. La activación de esta ruta en un contexto 

transcripcionalmente inhibido requiere de la intervención de mecanismos que van 

más allá de la simple estabilización de HIFα.  

La compactación y heterocromatización del ADN observada durante hipoxia se ha 

descrito como reversible tras la reoxigenación [348]. El patrón de metilaciones en 

histonas se modifica y aumenta, induciéndose la represión génica vía acumulación 

de H3K27me3 y H3K9me3 [349][350][351]. Del mismo modo, durante hipoxia se 

observa una hipermetilación represiva en el ADN, especialmente en torno a los TSS 

de las zonas promotoras. Estas metilaciones promueven una represión y 

silenciamiento génico [352].  

Este aumento global de la metilación en ADN e histonas es consecuencia de que 

gran cantidad de proteínas demetilasas requieran oxígeno para realizar su 

actividad. Este es el caso de las histonas demetilasas de la familia de las jmjC 

desmetilasas (HIF hidroxilasas, PHDs y FIH) [353][354][355][356]. De igual manera, 
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las demetilasas del ADN como la familia TET, requieren de oxígeno para mediar su 

actividad [357][358]. En este contexto hipermetilado, HIF-1α requiere de la 

presencia de coactivadores como las histonas acetiltransferasas p300, PCAF o TIP60 

[249][250]. Estas proteínas modifican a las histonas eliminando sus cargas positivas, 

relajando su unión al ADN y facilitando el reclutamiento de HIF-1α a sus 

promotores.  

Con respecto al rol que PARP-1 puede tener en este contexto, es importante 

remarcar el creciente número de publicaciones que implican a PARP-1 en otras 

funciones celulares, independientes de la respuesta de daño al ADN. Es de especial 

relevancia la implicación que PARP-1 tiene en procesos como el remodelado de la 

cromatina, la transcripción, y regulación del metabolismo del ARN. 

PARP-1 ha sido descrito como un coactivador de la actividad transcripcional y un 

mediador de la transición de heterocromatina a eucromatina, facilitando el 

relajamiento prolongado de la cromatina [359]. PARP-1 suele localizarse a menos 

de 1 Kb alrededor del TSS de genes activos [360] y ha sido descrito como un 

“marcapáginas genético”, localizando en los promotores de los genes que habrán 

de expresarse en las células hijas tras la división celular [361]. En el mismo sentido, 

PARP-1 y PAR se ha visto se acumulan en genes activos, excluyéndose con 

modificadores represivos como la ADN metilasa DNMT1 [362][363][364] y la H3K4 

demetilasa KDM5B [365]. Al mismo tiempo, PARP-1 recluta, retiene, e incluso 

modifica por polímero a activadores de la transcripción como la ADN demetilasa 

TET1 [366][367], polimerasas de ARN [368], e histona acetiltransferasas como la 

p300 y TIP60 [369][370][371]. Todos estos cambios actúan generando una 

configuración activadora de la cromatina, los promotores se mantienen 

demetilados, mientras TET1, Pol2, H3K4me3 y factores de transcripción son 

reclutados a los TSS [372]. Durante la inhibición de PARP-1 sin embargo, se observa 
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una hipermetilación represora en el ADN. Esta metilación no es homogénea a lo 

largo del genoma, sino que se concentra alrededor de las regiones TSS [360]. 

Además de mediar cambios epigenéticos, PARP-1 ha sido implicada en la actividad 

transcripcional per se, PARP-1 interacciona con la maquinaria transcripcional 

llegando a modificar por polímero a alguno de sus miembros [373][374], PARP-1 

contribuye a la formación del “complejo pre-iniciador de la transcripción” o PIC 

[375]. Además, PARP-1 afecta al metabolismo del ARN, modifica la velocidad de 

elongación del ARN y procesos de splicing [376], colabora en la síntesis de la cola 

de poliA  [377] y facilita el exporte del ARN al citoplasma [378]. 

Así pues, teniendo en cuenta el rol facilitador de PARP-1 en la transcripción, 

podemos entender mejor el impacto que parece tener su ausencia durante hipoxia. 

Consideramos que en un contexto transcripcionalmente represivo, la ausencia de 

PARP-1 genera un doble problema para la adaptación a la hipoxia: Por un lado 

reduce la estabilidad de HIF-1α, dejando un menor número de moléculas libres para 

realizar su actividad. Por otro lado, la ausencia de PARP-1 promueve una 

conformación aún más represiva de la cromatina, aumentando la condensación y 

heterocromatización del ADN. Previamente se ha descrito cómo PARP-1 localiza 

mayoritariamente 1 Kb en torno a los TSS y cómo su ausencia se liga a la 

hipermetilación de los promotores; no es por ello sorprendente el observar cómo 

en ausencia de PARP-1, HIF-1α pierde mayoritariamente su unión al ADN en esta 

misma región. 

El estudio MEME nos muestra cómo la capacidad de HIF-1α para unirse al ADN se 

reduce de manera significativa en ausencia de PARP-1. HIF-1α pasa de localizarse 

en largas y variadas secuencias a limitarse únicamente a sus más reconocidas zonas 

de unión, denominadas HREs. En el análisis MEME, es importante destacar que 

mientras que las secuencias en las células WT presentan significancia estadística (E 

valor ≤0.01), lo mismo no sucede en las secuencias obtenidas en las células KO. Esta 
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situación no es infrecuente en los análisis MEME, donde los E valores han sido 

descritos como muy conservadores. Esta situación se da especialmente cuando la 

cantidad de información es reducida (como es nuestro caso en las células KO, 

debido a caída en la unión de HIF-1α). Diferentes estudios han señalado que en este 

contexto se pueden rechazar secuencias con una funcionalidad y relevancia 

biológica real [379][380]. Consideramos este nuestro caso, nos resulta difícil ignorar 

que las secuencias obtenidas en las células KO son las secuencias más reconocidas 

como lugar de unión para HIF-1α. 

Más allá de la limitación de HIF-1α para unirse al ADN, es relevante señalar cómo 

incluso cuando HIF-1α consigue unirse a sus promotores en las células KO, ello no 

conduce a la expresión de los genes de respuesta a hipoxia. El hecho de que la unión 

de HIF-1α no sea suficiente para inducir la respuesta a hipoxia nos muestra hasta 

qué punto la presencia de PARP-1 puede ser relevante, jugando un papel 

induciendo la relajación de la cromatina, demetilación del ADN, reclutando 

coactivadores, o incluso facilitando la maduración del ARN.  

Como consecuencia, con PARP-1 ausente o inhibido la célula presenta una 

respuesta a la hipoxia deficiente, se alteran las adaptaciones metabólicas 

requeridas (relacionadas con el consumo de oxígeno y el paso al metabolismo 

glucolítico) y con ello se reducen procesos tan importantes para la progresión 

tumoral como son la proliferación o la capacidad de migración. De esta manera 

nuestro trabajo señala una potencial utilidad clínica. Desde un punto de vista clínico 

es de sobra conocido cómo la activación de la respuesta a hipoxia tiene un 

pronóstico negativo en el cáncer. Esta adaptación afecta a múltiples aspectos de la 

biología del tumor, como la angiogénesis, inducción de la glucólisis, incremento de 

la movilidad celular o potenciando la formación de metástasis entre otros eventos. 

Todo ello incrementa la supervivencia y agresividad tumoral. Es por ello por lo que 

el control de la adaptación del tumor al microambiente hipóxico es un reto 
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fundamental que aún escapa el control de las terapias en oncología. En nuestro 

trabajo ponemos de manifiesto cómo PARP-1 tiene un profundo impacto sobre la 

respuesta a hipoxia al regular estrechamente la estabilidad y actividad de HIF-1α. 

Con ello, señalamos la potencial utilidad que los inhibidores de PARP (ya en uso en 

la clínica) podrían tener impactando la respuesta a hipoxia dado que como 

indicamos en la introducción, a pesar de ser uno de los principales factores 

relacionados con la malignización, aún carece de inhibidores clínicos específicos. 

 

 

 

 

Esquema de la activación de respuesta a hipoxia con PARP-1 activo o inhibido/ausente. Durante 

hipoxia la producción de ROS activa la síntesis de poli(ADP-ribosa) vía PARP-1. HIF-1α se modifica por 



 DISCUSIÓN 

119 
  

poli(ADP-ribosa) en su C-ter, ello contribuye a su estabilidad.  HIF-1α se acumula, se une a sus 

promotores e induce la expresión de genes necesarios para la adaptación a la hipoxia. En contextos 

sin PARP-1, HIF-1α no se modifica por poli(ADP-ribosa), no se estabiliza y con ello se afecta su unión 

al ADN e inducción de genes de respuesta a hipoxia. Como consecuencia, la célula estará peor 

adaptada a la hipoxia. 
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Conclusions  
 

 

1. During hypoxia there is an induction of ROS concomitant with an increases PARP-1 

activity. 

 

2. The activity of PARP-1 modulates the stability and transcriptional activity of HIF-1α 

during hypoxia. 

 

 

3. The interaction between PARP-1 and HIF-1α generates a modification with 

poly(ADP-Ribose) on the c-terminus domain of HIF-1α. 

 

4. In the absence of PARP-1, HIF-1α reduces its binding to the DNA in a gene function-

dependent manner. This loss occurs mainly 1Kb around the promoter areas. Even 

when HIF-1α binds to these promoters, the induction of the genes is not triggered. 

 

 

5. The inhibition/absence of PARP-1 reduces cellular fitness during the hypoxic 

adaptation. 

 

6. PARP inhibitors might be used as anti-tumor agents to potentiate antiangiogenic 

agents as well as to prevent tumor adaptation to hypoxia. 
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Abreviaturas 
 

36B4 Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0 

53BP1  p53 binding protein 1 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AKT Protein kinase B, PKB 

AMP  Adenosine monophosphate  

AMPK AMP-activated protein kinase 

ANGPT2 Angiopoietin Like 4 

AP1 Activator protein 1 

ARN Ácido Ribonucleico 

ATF1 Activating Transcription Factor 1 

ATM Ataxia-telangiectasia mutated protein kinase 

ATP Adenosine triphosphate 

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 

BAL  B-aggressive lymphoma family proteins 

BHLH basic helix-loop-helix structural motif  

BRCA1&2 BReast CAncer gene 1 & 2 

BRCT BRCA1 C Terminus domain  

BRG1 Brahma-related gene 1 

CAIX Carbonic Anhydrase 9 

CAXII Carbonic Anhydrase 12 

CBP CREB-binding protein  

CCL2 C–C motif chemokine ligand 2 

Ch-IP Seq Chromatin immunoprecipitation 

CO2 Dióxido de carbono 

CREB1 Cyclic-AMP Responsive Element Binding Protein 1 

CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CSC Cancer stem cells 

CTE Cadena transportadora de electrones 

C-TER C-terminus domain 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

DCFDA 2′,7′-Dichlorofluorescin Diacetate 

DDIT4 DNA Damage Inducible Transcript 4 

DDR DNA damage response 
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DHE Dihydroethidium 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DML HIF-1α long domain 

DMS HIF-1α short domain 

DNMT1 DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1  

DSB DNA double-strand break  

EBV Epstein-Barr Virus 

EMT Epithelial-mesenchymal transition 

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinases 1&2 

FANCA FA Complementation Group A protein 

FANCC 
FDA 

FA Complementation Group C protein 

Food and drug administration 

FIH Factor inhibiting HIF 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GFP Green fluorescent protein 

GLUT Glucose Transporter protein 

GST Glutathione S-transferase 

Gy Gray unit 

H2AX H2A.X Variant Histone 

H3K27me3 Tri-methylation at the 27th lysine residue to the  Histone H3 

H3K4me3 Tri-methylation at the 4th lysine residue to the  Histone H3 

H3K9me3 Tri-methylation at the 9th lysine residue to the  Histone H3 

HEPA filter High efficiency particulate air filter 

HGSOC High-grade serous ovarian cancer  

HIF Hypoxia-inducible factor 

HRE Hypoxic response element 

HTLV-1 Human T- cell leukemia virus , type 1  

IARC International Agency for Research on Cancer 

IDH Índice de desarrollo humano 

IF Immunofluorescence 

IL Interleuquina 

IP Immunoprecipitation  

JMJ demetilasa Jumonji demetilasa 

KAP1 KRAB-associated protein-1 

Kb Kilobase 

Kda Kilodalton 
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KDM5B Lysine Demethylase 5B 

KLF4 Kruppel Like Factor 4 

KSHV Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus 

LDHA Lactate dehydrogenase A 

MA Millones de años 

MCT4 Monocarboxylate transporter 4 

MDR1 Multidrug resistance protein 1 

MEME Multiple em for motif elicitation 

MMP9 Matrix metallopeptidase 9 

MPG-2  N-(2-mercaptopropionil  

MRE11 Double-strand break repair protein MRE11 

NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide 

NAM Nicotilamida 

NCD Non communicable disease 

NFKB 
Nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B 
cells 

NHE1  Sodium-hydrogen antiporter 1  

NK Natural killer cells 

NLS Nuclear location sequence 

NOS Nitric oxide species 

N-TAD N-terminal transactivation domain 

O2 Oxígeno molecular 

OCT-4 (octamer-binding transcription factor 4 

ODDD Oxygen-dependent degradation domain  

OMS  Organizción Mundial de la Salud 

P300 Histone acetyltransferase protein 300 

P53 Tumor protein p53 

PAR  poli ADP-ribosa 

PARG poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa 

PARilación poli (ADP-ribosilación) 

PARP Poli(ADP-ribosa) polimerasa 

PAS Per-ARNT-Sim domain 

PBS Phosphate-buffered saline 

PCAF p300/CREB-binding protein-associated factor 

PCR Polymerase chain reaction 

PFK Phosphofructokinase 

PHD Prolyl hydroxylase domain protein 
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PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PIC Preinitiation complex 

POL2 RNA polymerase II 

PoliA Poliadenilación 

PTM Posttranslational modification 

PVHL Von Hippel-Lindau protein 

RNS Reactive nitrogen species 

ROS Reactive oxigen species 

RPA Replication protein A 

RUVBL1 RuvB-like 1 protein 

SAM  Sterile alpha motif  

SCF Skp, Cullin, F-box containing complex 

SDF1 Stromal cell-derived factor 1 

SNAIL Zinc finger protein SNAI1 

SOX2 sex determining region Y 

SSB DNA single-strand break  

STAT Signal transducer and activator of transcription 

SWI/SNF SWItch/Sucrose Non Fermentable remodelling complex 

TAM Tyro3, Axl, and Mert receptors 

TET1 Ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase 1 

TGFB Transforming growth factor-beta 

TIP60 Tat-interactive protein 60 

TNFa Tumor necrosis factor alpha  

Treg Regulatory T cells 

TSS Transcription start site 

TWIST Twist family bHLH transcription factor 1 

UBE2M Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 M 

UV(A&B) Ultraviolet radiation type A & B 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana 

VPH Virus del Papilomavirus Humano 

WB Western Blot 

WGR Tryptophan-glycine–arginine-rich domain 

WHO World Health Organization 

WNT Wingless-related integration site protein 

XRCC1 X-Ray Repair Cross Complementing 1 

ZEB Zinc finger E-box-binding homeobox protein 1 
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ZFs Zinq finger domains 

ZMYND8 Zinc Finger MYND-Type Containing 8 
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