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Resumen 

Para aportar tratamientos individualizados en terapias antitumorales es de gran utilidad 

el estudio de la respuesta de las células del paciente, en cultivos ex vivo, a los posibles 

fármacos que se le pueden suministrar. Esto es de especial interés en neoplasias 

hematológicas en que la obtención de células primarias se puede realizar por 

procedimientos poco invasivos. En este trabajo se ha llevado a cabo el estudio de la 

posible aplicabilidad de los ensayos ex vivo como método para obtener un valor predictivo 

de la respuesta clínica con células primarias de un paciente de leucemia mieloide aguda 

(AML) y de  un paciente de linfoma de células del manto (MCL). En las primeras no se han 

podido obtener datos concluyentes dado la baja viabilidad de las células tras su 

descongelación. En las de MCL se observó una sensibilidad elevada a uno de los 

fármacos del régimen GEMOX-R, con el que el paciente había sido tratado, lo que se 

correlaciona con su remisión con el tratamiento. Sin embargo, hay variabilidad en el 

comportamiento de las células tras cada descongelación por lo que aún es necesario 

realizar más estudios para optimizar el método.  

Abstract 

To provide individualized treatments in antitumor therapies, it is of great interest to study 

the cells’ response to different drugs options in ex vivo assays, specially in hematological 

malignancies in which the obtention of primary cells does not require invasive interventions. 

In this final degree project, the possible application of ex vivo assays as a good predictive 

marker was studied through the analysis of AML and MCL primary cells’ response. We 

could not obtain conclusive data from the AML study due to the low viability of cells after 

the thawing process. On the other hand, MCL primary cells were sensible to one of the 

drugs from the GEMOX-R regimen, with which the patient had been treated achieving 

complete remission. However, the behaviour of the cells was not consistent between 

experiments, so more studies are needed for optimising the method. 
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1. Introducción 

1.1. Leucemia mieloide aguda 

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades caracterizadas todas ellas 

por una mutación adquirida que induce una proliferación de precursores hematopoyéticos1. 

Estas pueden ser de desarrollo agudo o crónico y provenir de precursores de la línea 

mieloide o linfoide. Como su nombre indica la leucemia mieloide aguda ( AML por sus 

siglas en inglés) se caracteriza por afectar a las células mieloides y por tener una 

proliferación rápida. Esta proliferación conduce a una acumulación de mieloblastos o 

blastocitos que impiden la correcta producción del resto de células sanguíneas. Por ello el 

diagnostico de AML suele ir acompañado de anemia, trombocitopenia y neutropenia.2 

La AML es el tipo de leucemia aguda más común en las personas adultas.2 La 

incidencia global es de 3,4 casos por cada 100000 personas. En adultos mayores aumenta 

la probabilidad de presentar AML. De hecho, la proporción en mayores de 80 años es de 

más de 20 casos por 100000 personas, siendo la media de edad de 70 años, la cual ha ido 

incrementándose en las últimas décadas. 3 

Si no es tratada los pacientes suelen morir en unas semanas, aunque en algunos 

adultos puede darse una progresión clínica más lenta. 

El tratamiento más usado hoy en día consta de la citarabina combinado con una 

antraciclina, como la idarrubicina. Con este tratamiento aproximadamente entre el 50% y 

75% de adultos con AML alcanzan una remisión completa. Sin embargo, únicamente entre 

el 20% y el 30% logran una supervivencia a largo plazo, visto que la gran mayoría mueren 

a causa de la enfermedad, principalmente por la presencia de recaídas.3  

La citarabina es un antineoplásicoanálogo a la pirimidina, antimetabolito de la 

deoxycitidina (Fig. 1). Una vez en la célula, es metabolizada por una quinasa a citarabina 

trifosfato (ARA-CTP), su metabolito activo. Aún no se conoce completamente el 

mecanismo de acción, pero parece que actúa a través del bloqueo de la DNA polimerasa. 

Actúa, por lo tanto, durante la replicación del DNA impidiendo la progresiónde fase G1 a 

fase S. También disminuyela velocidad de elongación de la cadena de DNA.4 Su eficiencia 

puede verse modificada por variaciones geneticas en algunos genes clave, implicados en 

el metabolismo de Ara-C, como genes que codifican para la quinasa que produce el 

metabolito activo ya comentada o sus reguladores, enzimas inactivadoras como la citidina 

deaminasa o transportadores de nucleósidosque también transportan Ara-C.5 
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La idarrubicina es una antraciclina de segunda generación (Fig. 2). Como parte de su 

mecanismo de acción, al igual que en todas las antraciclinas, puede ser clave su 

transformación a un alcohol derivado, el idarrubicinol, catabolizado por reductasas.6 Actúa 

intercalándose en el DNA induciendo una rotura y parando así la progresión del ciclo 

celular. También forma parte de los "TOP2 poison”,7 fármacos que interaccionan con la 

topoisomerasa II en el momento en que esta realiza un doble corte en la cadena de DNA, 

de forma que se estabiliza el complejo impidiendo que se vuelvan a ligar las hebras de 

DNA.8 

 

Por otro lado, se están diseñando nuevos fármacos para tratar la AML gracias al 

creciente conocimiento que se va adquiriendo sobre las alteraciones genéticas 

predominantes en esta enfermedad y la localización de dianas moleculares concretas. 

Entre estos, se incluyen fármacos con diversas dianas, como antígenos exclusivos de los 

blastos de AML (CD33), bombas que expulsan otros quimiofármacos de la célula, enzimas 

implicadas en la proliferación celular como la quinasa FLT3 (Fms-like tyrosine kinase3) o 

genes antiapoptóticos como BCL-2.3 

En esta categoría de fármacos se encuentran el sorafenib (Fig. 3) y el midostraurin, 

inhibidores del receptor tirosina quinasa FLT3.  

El sorafenib se diseñó inicialmente como inhibidor de la quinasa Raf-1 9 pero se ha visto 

que también tiene actividad inhibitoria para otras quinasas, entre las cuales destaca   

FLT-3,10 por lo que se considera un inhibidor de multiquinasas.11 Está aprobado para tratar 

hepatocarcinomas y carcinomas renales avanzados y está siendo estudiado para tratar 

AML.11 En la AML es frecuente una señalización aberrante de las quinasas, como las vías 

de señalización de RAF/MEK/ERK o la de PI3K/AKT. Esta señalización aberrante tiene 

Figura 1: Estructura química 

de la citarabina 

 

Figura 2: estructura química 

de la idarrubicina 
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Figura 3: Estructura química del sorafenib 

diversos orígenes: entre otros, pueden estar implicados receptores tirosina quinasa como 

FLT3. Por ello la inhibición de estas vías de señalización desreguladas son una estrategia 

interesante para el tratamiento de AML, en especial para aquellos casos en los que FLT3 

se encuentra mutado.12 

 

1.2. Linfoma de células del manto 

Los linfomas son tumores de células de tejidos linfáticos. Existe una gran variedad, por 

lo que se han clasificado según sus características clínicas y biológicas.13 La clasificación 

más general divide los linfomas en dos tipos: los linfomas de Hodgkin y los linfomas no-

Hodgkin. El linfoma de células del manto (MCL) forma parte de los linfomas no-Hodgkin 

y al igual que el 85-90% de éstos deriva de células B.14 El nombre deriva del crecimiento 

del tumor en los estadios tempranos, este se expande entorno al centro germinal, en la 

“zona del manto” (mantle zone) del folículo linfoide secundario.15 Se ha demostrado que se 

caracterizan por la translocación t(11;14) y la sobre-expresión de la ciclina D1.16 

Es un tipo de linfoma poco frecuente, entre un 3 y un 10 % de los linfomas no-Hodgkin, 

con una incidencia total de aproximadamente 5 afectados de cada 1000000 personas. La 

media de edad es de entre 60 y 65 años.17Sin embargo, es uno de los más agresivos. El 

MCL tiene una mala prognosis: la media de edad de supervivencia no llega a 5 años.18 

El método tradicional para el tratamiento de MCL consiste en una combinación de 4 

fármacos: cyclophosphamida, doxorubicina, vincristin y prednisona (CHOP).19 Se suele 

combinar este método convencional con tratamientos más intensivos seguidos de 

autotransplante de células madre.20  También se han desarrollado nuevas terapias con 

moléculas clave como diana, como a la quinasa de Bruton (BTK) o al 

fosfoatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Sin embargo, las constantes recaídas siguen siendo 

una característica recurrente.21 
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Un régimen para el tratamiento del MCL con recaídas para el que recientemente se han 

encontrado evidencias de su eficacia es el régimen “GEMOX-R”. Combina la gemcitabina 

y el oxaliplatino con rituximab. 

El oxaliplatino interacciona con el ADN formando puentes intra- e inter-catenarios que 

entrañan una interrupción de la síntesis de ADN. (Fig. 4) Se caracteriza por lo tanto por un 

arresto en la fase G2/M. Se ha observado que producen la translocación de Bax a las 

mitocondrias con una liberación del citocromo C, lo que conduce a la apoptosis. 22 

 

 

 

La gemcitabina, al igual que la citarabina, es un análogo del nucleósido deoxicitidina. 

Lleva usándose más de 15 años para el tratamiento del cáncer de páncreas y su uso se 

está extendiendo a otros carcinomas, en especial combinado con fármacos con base de 

platino como el cisplatino o el oxaliplatino (Fig. 5). Una vez en la célula, debe ser activado 

a trifosfato por diferentes enzimas que catabolizan las 3 fosforilaciones consecutivas. Su 

principal mecanismo de acción se basa en la inhibición de la síntesis de DNA, 

incorporándose durante la elongación, permitiendo que se incorpore un único 

deoxinucleótido más a la cadena. De esta forma, se inhibe la elongación y también impide 

la reparación del DNA (Fig. 6). Además, la gemcitabina inhibe enzimas relacionadas con el 

metabolismo de los deoxinucleótidos que podrían degradar el fármaco, alargando su vida 

útil. Por último, también se encuentra implicada en la inducción de la apoptosis mediante la 

señalización de caspasas23 

Figura 4: Estructura química del oxaliplatino Figura 5: Estructura química de la 

gemcitabina 
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Por último, el rituximab es un anticuerpo monoclonal quimérico antiCD20-IgG1 que ha 

mostrado eficacia frente a recaídas de linfomas de células B.24 CD20 es una proteína de 

superficie celular prácticamente exclusiva de células B maduras. El anticuerpo es una 

quimera entre un IgG humano con una región de unión a CD20 diseñada por ingeniería 

genética y de origen murino (Fig. 7). Al unirse a las células B induce la muerte celular por 

apoptosis.25 

 

  

Figura 6: Mecanismo de acción de la gemcitabina trifosfato (dFdCTP). Durante la síntesis 

de DNA es incorporado por la DNA polimerasa, seguidamente de otro deoxinucleótido 

(dNTP). La  incorporación de este produce el “enmascaramiento de la terminación de 

cadena”, impidiendo la elongación y la reparación del DNA, lo que conduce a apoptosis y a 

otros efectos celulares por mecanismos aún no del todo elucidados. 

 

Imagen de “Gemcitabine: Metabolism and molecular mechanisms of action, sensitivity 

and chemoresistance in pancreatic cancer” Sousa Cavalcante, L. & Monteiro, G 

Imagen de Correa-Rotter, Ricardo. (2009). Inmunosupresores e 

inmunorreguladores en enfermedad renal (Ii). 53-67. 

 

Imagen de Correa-Rotter, Ricardo. (2009). Inmunosupresores e 

inmunorreguladores en enfermedad renal (Ii). 53-67. 

Figura 7: Estructura del rituximab. Es un anticuerpo quimérico 

dirigido contra el antígeno CD20. Tiene una región variable 

murina, tanto de las cadenas pesadas como las ligeras, y una 

región constante humana formada por las cadenas κ y γ (IgG1). 

 

Figura 7: Estructura del rituximab. Es un anticuerpo quimérico 

dirigido contra le antígeno CD20. Tiene una región variable 

murina, tanto de las cadenas pesadas como las ligeras, y una 

región constante humana formada por las cadenas κ y γ (IgG1) 
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Ya se había demostrado la eficiencia del régimen GEMOX-R en el linfoma difuso de 

células grandes y, más recientemente, para linfomas de células B en general. 24,26 

Después de demostrarse su eficiencia para linfomas de manto (MCL) en concreto,27 se ha 

realizado un estudio más extenso demostrándose que el fármaco más efectivo del régimen 

es el oxaliplatino.28 

Para ello se evaluaron los fármacos en un panel de líneas celulares de MCL, midiendo 

la viabilidad celular y determinando la apoptosis celular midiendo los niveles de caspasas. 

También se realizaron ensayos tratando con oxaliplatino células derivadas de pacientes en 

ensayos ex vivo para confirmar los resultados.  

Por otro lado, se compararon los fármacos del régimen GEMOX con el nucleósido 

citarabina (Ara-C) y con cisplatino, el compuesto básico basado en platino. Para ello se 

realizaron sinergias en líneas celulares tratando con oxaliplatino o cisplatino 

conjuntamente con Ara-C. Se constató que el oxaliplatino tiene mayor efecto con  este 

nucleósido que con gemcitabina y que el Ara-C únicamente presenta un efecto sinérgico 

con el oxaliplatino y no con el cisplatino.28 

1.3. Importancia de los ensayos de quimiosensibilidad 

Una de las razones principales del fallo de los tratamientos en quimioterapia es la 

resistencia a los fármacos, que puede ser tanto intrínseca como adquirida. Para determinar 

dichas resistencias son de gran utilidad los ensayos ex vivo. En esta clase de ensayos, se 

procede a la extracción de las células tumorales de un paciente y se mantienen en 

condiciones de cultivo.29 

Con este modelo experimental se puede determinar de forma rápida y precisa la 

resistencia o la sensibilidad de las células del paciente mediante ensayos de 

quimiosensibilidad. Los tres ensayos más usados hoy en día para medir la viabilidad son 

los ensayos de MTT, que relacionan la citotoxicidad con la disminución de la actividad 

metabólica gracias a la reducción de una sal de tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolio bromida) a un colorante lila (formazan) al reaccionar con la sucinto 

deshidrogenasa mitocondrial; los de SRB (Sulforhodamina B), que miden el contenido de 

proteína celular30 y los de ATP-TCA (ATP-tumor chemosensitivity assay ), que la relaciona 

con una disminución de una biomolécula esencial, el ATP.31 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Di-
https://en.wikipedia.org/wiki/Methyl
https://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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La respuesta a este screening puede tomarse en cuenta para cada paciente antes de 

empezar las sesiones de quimioterapia y aportar así un tratamiento individualizado.29 Estos 

estudios no están aprobados para uso rutinario en los tratamientos de primera línea, 

aunque son de sumo interés en las segundas líneas de tratamientos, en las que los 

protocolos de actuación no son siempre tan definidos. 32 

Ya se han realizado estudios comparando datos de quimiosensibilidad, medidos ya sea 

con MTT, SRB o ATP-TCA, con la respuesta a una terapia. Se ha encontrado una 

correlación entre la eficacia de la terapia y la respuesta de las células en carcinomas de 

mama, de colon, de pulmón, gástricos, en melanomas,  y en leucemias.31 

Los ensayos en leucemias resultan de especial interés, visto que se trata de una 

neoplasia hematológica. La obtención de células primarias de neoplasias hematológicas se 

puede realizar con métodos poco invasivos a partir del plasma de una simple extracción 

sanguínea y obteniendo habitualmente un gran número de células de un alto grado de 

pureza,33 de allí la utilidad de determinar el valor predictivo de los estudios de 

quimiosensibilidad en este tipo de neoplasias. 

A continuación, se describirán a modo de ejemplo algunos ensayos de 

quimiosensibilidad realizados en células primarias de diferentes leucemias.  

1.3.1. Ensayos en Leucemias linfocíticas crónicas de células B (B-CLL) 

La leucemia linfocítica crónica (CLL) es una enfermedad incurable con una respuesta 

muy variable a las diferentes terapias. En las últimas décadas se han empezado a utilizar 

análogos de nucleósidos, como la fludarabina (FLD) para el tratamiento de CLL, además 

del tratamiento estándar con clorambucilo (CLB). Por ello, era de interés encontrar un 

ensayo que fuera capaz de predecir la respuesta clínica del paciente a las diferentes 

opciones de tratamiento.34 

En los estudios realizados, se ha demostrado que diferentes aproximaciones permiten 

obtener valores predictivos de la respuesta clínica a FLD, como realizar ensayos de 

quimiosensibilidad in vitro para obtener la concentración de fármaco letal para el 50% de 

las células (LC50) o realizar ensayos DiSC (“differential staining cytotoxicity”), un test de 

respuesta a fármacos en ensayos ex vivo.35 Sin embargo, el uso de la determinación de la 

inducción de la apoptosis ha presentado resultados controvertidos. Se han correlacionado 

las respuestas in vitro con los diferentes estadios de la enfermedad, pero a pesar de la 

relación de los estadios con la respuesta clínica, no se ha encontrado una correlación 

directa entre los ensayos in vitro y la respuesta clínica.29 
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También se han realizado estudios del posible valor predictivo de ensayos in vitro con el 

tratamiento estándar (CLB). Se destaca por ejemplo un estudio de Silber R et al. de 1994 

en el que se realizaron ensayos de quimiosensibilidad con células de 65 pacientes con B-

CLL. Se comparó la sensibilidad de estas células a CLB con la respuesta de los pacientes 

a este mismo fármaco. 

La sensibilidad ex vivo se determinó mediante un ensayo de MTT, expresando los 

resultados como la concentración de fármaco necesaria para inhibir un 50 % de la 

viabilidad (IC50). Se dividieron los linfocitos en “resistentes” si tenían una IC50 igual o 

superior a 61,0 µM (mediana de todas las IC50 calculadas) y “sensibles” si la IC50 era 

inferior a este valor. Se volvió a realizar una determinación una vez comenzado el 

tratamiento y se observó que en un 86 % de los casos el valor de IC50 incrementó 

significativamente. Visto que se demostró que la IC50 no tenía una correlación con el 

estadio de la enfermedad, este hecho se puede explicar por la eficacia del tratamiento 

sobre las células más sensibles, con una selección de la subpoblación resistente y el 

consecuente incremento de la IC50. Por otro lado, además destacaron que en un 20% de 

los pacientes no tratados también se obtuvieron fluctuaciones de este valor, por ello 

insisten sobre el hecho que otros factores a parte del tratamiento pueden influir en la 

resistencia al fármaco.  

La sensibilidad al tratamiento en los pacientes se determinó mediante el contado de 

linfocitos y por el criterio del “Eastern Cooperative Oncology Group”. Se vio que la 

respuesta al tratamiento fue significativamente mejor en los pacientes cuyos linfocitos 

fueron clasificados como “sensibles” que en aquellos en los que fueron clasificados como 

“resistentes”. Se concluye que este ensayo podría poseer un valor predictivo para esta 

enfermedad, aunque se debería repetir utilizando un mayor número de pacientes para 

asegurarlo. 34 

1.3.2. Ensayos en Leucemias mieloides agudas (AML) 

En AML se han realizado estudios para determinar el valor predictivo de los ensayos 

in vitro de un solo fármaco como citarabina (Ara-C)36, daunorucicina (DNR) o inhibidores 

de topoisomerasa II; y de combinaciones como en un estudio de Sargent, J.M. et al. en el 

que se probaron combinaciones de 4 fármacos: adriamicina, Ara-C, 6-thioguanina y  

mitoxantrona. Las resistencias a estos fármacos in vitro se han correlacionado ya sea con 

una menor remisión, mayor probabilidad de recaídas o con factores de mala prognosis 

como la edad. 29 
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Como ejemplo de estudio realizado con células provenientes de una AML, se podrían 

destacar los datos obtenidos por Norgaard et al. en 2001. Realizaron el estudio con 85 

pacientes a los que se les diagnosticó AML. Estos pacientes fueron tratados con citarabina 

(Ara-C) combinado con Aclaraubicina-A (Acla), mitoxantrona o idarrubicina. La respuesta 

clínica fue evaluada mediante los criterios del “Cancer and Leukemia Group B”. Los 

blastos obtenidos de estos pacientes fueron cultivados in vitro y tratados con los mismos 

fármacos antes mencionados. La viabilidad se midió con ensayos de MTT y se expresaron 

los resultados como logaritmos de la LC 50. 

Comparando los resultados in vitro con los datos clínicos de los tratados con Acla y 

Ara-C en el primer ciclo de quimioterapia, se vio que la resistencia a Acla era menor en los 

pacientes que presentaron una remisión completa, sin embargo no se observó una 

diferencia significativa con el Ara-C. Por otro lado, se realizaron estudios estadísticos 

comparando esta respuesta in vitro a otros parámetros clínicos como la duración global de 

supervivencia o la remisión completa continua. Se observó que, aunque ningún valor de 

resistencia de los fármacos por separado tenía un valor pronóstico significativo, sí era 

significativo en el caso de tener en cuenta el perfil de resistencia a ambos fármacos (Ara-C 

y Acla).  

Se concluyó que, a pesar de que el número de pacientes es demasiado reducido como 

para poder realizar afirmaciones contundentes, se aprecian evidencias de que la 

resistencia a fármacos medida con quimioensayos predice la respuesta clínica tanto a 

corto como a largo término, teniendo en cuenta que las combinaciones de fármacos tienen 

un mejor valor predictivo. 33 

1.2.3. Ensayos en Leucemias linfoblásticas agudas (ALL) 

Se han realizado diferentes estudios comparando el valor predictivo de la resistencia 

in vitro a fármacos para el tratamiento de las leucemias linfoblásticas agudas (ALL). Entre 

estos se encuentran estudios con prednisolona (PRD), L-Asparaginasa (L-ASP) y 

vincristina (VCR) donde se ha encontrado una correlación entre la resistencia in vitro y la 

respuesta clínica. También se ha visto que con la edad aumenta la resistencia a un amplio 

panel de fármacos ( Ara-C, L-ASP, PRD…), tanto en respuestas clínicas como in vitro.29 

Uno de los estudios de quimiosensibilidad de células primarias de ALL tenía como 

objetivo principal comparar la resistencia in vitro a la prednisolona (PRD), medida mediante 

un ensayo de MTT, con la respuesta clínica a corto plazo a una monoterapia de PRD y con 

la respuesta a largo plazo después de la quimioterapia combinada. El estudio se realizó en 

166 niños de hasta 18 años. Se dividieron en un grupo con “buena respuesta a PRD”, si 
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presentaban menos de 1000 células leucémicas/L, y otro de “respuesta baja a PRD” si 

presentaban valores más elevados.  

Se vio que los de “baja respuesta” obtuvieron valores de resistencia in vitro, medida 

mediante LC50, 88 veces mayores que los de “buena respuesta”. En ambos grupos se 

relacionaron los valores altos de resistencia con una peor respuesta clínica, aunque la 

diferencia únicamente es significativa en el grupo de “buena respuesta”.  

Por otro lado, también se realizó un análisis in vitro de 12 otros fármacos y se observó 

una correlación entre los valores de LC50 de la prednisolona y los obtenidos con los otros 

fármacos, así como en las respuestas a cada uno de los 12 fármacos comparadas entre sí. 

Las correlaciones entre fármacos más parecidos estructuralmente fueron más elevadas. 

Eso indica que existe una resistencia cruzada a los diferentes fármacos, pero se 

reconocen igualmente las actividades específicas de cada fármaco.  

2.Objetivos 

2.1. Objetivo general 

Este estudio pretende establecer la repetibilidad y reproducibilidad de los ensayos 

ex vivo y, en la medida de lo posible, establecer su valor predictivo para pacientes 

con neoplasias hematológicas. 

 2.2. Objetivos específicos 

• Realizar ensayos de quimiosensibilidad ex vivo con células primarias de las 

neoplasias hematológicas AML y MCL utilizando fármacos convencionales para el 

tratamiento de estas enfermedades. 

• Determinar la respuesta midiendo la viabilidad celular y calcular la IC50. 

• Comparar las IC50 con las concentraciones plasmáticas obtenidas en los pacientes 

tratados con estos fármacos, con tal de determinar la sensibilidad/resistencia de las 

células estudiadas. 
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3.Material y Métodos 

3.1. Manipulación de cultivos celulares 

Para una correcta manipulación de los cultivos celulares, es primordial seguir protocolos 

de seguridad y poseer equipamiento adecuado para mantener la esterilidad.  

Para este trabajo se utilizó una cabina de bioseguridad de tipo II. Antes y después de 

cada uso se esterilizó la campana poniendo 5 minutos la luz ultravioleta. Además, la 

superficie fue limpiada con etanol 70 %. El material fungible fue autoclavado si no venía 

esterilizado. Los reactivos y medios únicamente se abrieron dentro de la campana. Tanto 

los envoltorios del material como de los reactivos o medios también fueron rociados con 

etanol 70 % antes de ser introducidos en la campana. 

Los medios de cultivo y los reactivos se guardaron en nevera a 4 ºC y los reactivos 

a -20 ºC. Para atemperarlos se utilizó un baño de agua a 37 ºC. 

3.2. Línea celular  

Con tal de poner en práctica todos los procedimientos antes de utilizar las células 

primarias se realizaron los experimentos con la línea celular JURKAT. Esta línea de 

leucemia aguda fue desarrollada a partir de la sangre periférica de un paciente de 14 años 

que presentaba ALL. 38,39 

3.2.1. Descongelación 

La línea celular estaba conservada en un tanque de nitrógeno líquido, es decir 

a -195 ºC.  

Para descongelar la línea se empezó añadiendo 15 ml de medio RPMI L-glutamina i 25 

mM HEPES en un Corning de 50 ml a atemperar a 37 ºC. A continuación, se extrajo el 

criovial del nitrógeno líquido y se le añadió 1 ml del medio atemperado. A medida que se 

descongelaba se pasó con una micropipeta al Corning de 50 ml, con el resto del medio 

RPMI 1640. Este paso se repitió hasta que quedara vacío el criovial. 

Seguidamente se centrifugó mediante una centrifuga a 1800rpm durante 5 minutos con 

tal de precipitar las células. El sobrenadante fue descartado. El pellet fue resuspendido con 

5 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado (FBSi) 

y con un 1% de penicilina-estreptomicina.  
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3.2.1 Mantenimiento  

Las células se incubaron a 37 ºC, 98 % de humedad relativa y 5 % de dióxido de 

carbono. 

Cada dos días las células se contaron mediante el uso de la cámara de Neubauer, 

contando las células en un microscopio óptico invertido. Para diferenciar las células vivas 

de las muertas, se utilizó azul de tripano, realizando una dilución 1:1, con 10 µl de 

colorante y 10 µl de la suspensión de células. El azul de tripano únicamente puede entrar 

en células cuyas membranas están alteradas, por ello las células vivas no se tiñen, 

mientras que las muertas incorporan el azul de tripano quedando de color azul. 40 

Conocer el número de células permitió mantenerlas a una concentración óptima de 

400000 células/ml, añadiendo el volumen pertinente a cada vez. Al llegar a los 30 ml de 

volumen máximo, se descartaba el volumen de la suspensión de células sustituyéndolo por 

medio nuevo para mantener el volumen final y la concentración de células constante. 

3.3. Cultivos primarios 

Durante este proyecto de fin de grado, se ha trabajado con células primarias 

provenientes de un paciente al que se le diagnosticó leucemia mieloide aguda (AML) y las 

de un paciente con linfoma de células del manto (MCL) siguiendo los criterios de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS).  Al paciente de AML se le administró Ara-C, 

idarrubicina y midostraurin . El paciente de MCL fue tratado con el régimen GEMOX-R que 

consistía en gemcitabina 1000 mg/m2, oxaliplatino 100 mg/m2 y rituximab 375 mg/m2 

cada 21 días. Ambos alcanzaron una remisión completa. 

3.3.1. Aislamiento de células primarias 

Las células para los cultivos primarios de AML y MCL ya se habían obtenido a partir de 

muestras de sangre periférica de los pacientes antes de que fueran tratados. El 

procedimiento de obtención y el uso de las muestras fue aprobado por el Comité de Ética 

de la Investigación de las Islas Baleares (#IB 1098/08 PI). Los pacientes dieron su 

consentimiento informado siguiendo los criterios del CEI-IB y de la Declaración de Helsinki. 

El protocolo para aislar las células de interés de las muestras de plasma fue realizado 

en diciembre de 2016.  
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Se midió el volumen de sangre de las muestras obtenidas por punción y transportadas 

en un tubo con heparina de litio. Se pasó a un tubo de Corning de 15 ml y se diluyó hasta 

8 ml con PBS. Se añadieron 4 ml de Ficoll_PaqueTM PLUS en un nuevo tubo en el que se 

vertieron los 8 ml de sangre con PBS delicadamente para no mezclar las fases. 

Después de una centrifuga a 2000 rpm de 20 minutos a temperatura ambiente y sin 

freno se pudieron recoger los linfocitos del anillo entre el Ficoll y el plasma.  

Se pasaron a otro tubo de 50 ml y se realizaron dos centrifugaciones a 1500 rpm de 

10 minutos a temperatura ambiente añadiendo 50 ml de PBS antes de centrifugar y 

descartando el sobrenadante. Después de la última centrifugación se resuspendieron las 

células en 1 ml de medio RPMI filtrado y suplementado con 20% de FBS i 

penicilina-estreptomicina  para contarlas. Finalmente se añadió el medio necesario para 

dejar las células a una densidad de 1000000 células/ml 

Una vez obtenidas las células se congelaron en un medio de congelación compuesto 

por 90% de FBSi y 10% de DMSO.  

3.3.2. Descongelación y mantenimiento 

El protocolo de descongelación seguido cada vez que se descongeló un vial fue muy 

parecido al de descongelación de las líneas celulares con algunas modificaciones: 

el medio se suplementó con 20 % FBSi en lugar de 10 %, el tiempo de centrifuga se alargó 

a 10 minutos y la cantidad de medio añadido para resuspender las células fue de solo 1 ml 

para poder contarlas y luego añadir el medio necesario para dejar las células a 

1000000 células/ml. Se dejaron a esta concentración al menos 1 hora antes de realizar 

cualquier experimento.  

Las células primarias únicamente son viables los primeros días tras la descongelación. 

3.4. Viabilidad 

Con ambos tipos de células se realizaron ensayos de viabilidad. Con esta clase de 

ensayos, se puede medir de forma precisa y objetiva el número de células vivas presentes 

en un cultivo. Esto permite evaluar cómo afecta un determinado fármaco a diferentes 

concentraciones, y calcular así su IC50, es decir, la concentración de fármaco necesaria 

para inhibir un 50 % de la viabilidad. 

 La viabilidad se midió con CellTiter-Glo® Luminiscent assay Kit. Como se puede 

apreciar en la Figura 8, en esta clase de ensayos el contenido intracelular de ATP se 

cuantifica midiendo la luminiscencia producida por la reacción de ATP con la luciferasa y 
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con D-luciferina. El valor de ATP se correlaciona linealmente con el número de células 

viables.31 

 

Las células se dejaron a una concentración de 400000 células/ml unas horas antes de 

realizar los experimentos. 

Los ensayos con las líneas celulares y con las células primarias de AML se realizaron 

en placas de 12 pocillos, colocando 1990 µl de células a una concentración de 

400000 células/ml en cada pocillo. Se realizaron los cálculos pertinentes para diluir los 

fármacos a una concentración tal que, añadiendo 10 µl de fármaco en los pocillos, se 

obtuvieran las concentraciones finales deseadas, detalladas para cada fármaco en el 

siguiente apartado. 

Con las de MCL, el volumen total obtenido de suspensión de células a 

400000 células/ml era menor. Para optimizar los ensayos se realizaron los tratamientos en 

placas de 24 pocillos con un volumen final de 400 µl. 

Una vez tratadas las células, fueron incubadas a 37 ºC, 98 % de humedad relativa y  

5 % de dióxido de carbono durante el tiempo correspondiente. 

Para medir la viabilidad, se empezó resuspendiendo las células subiendo y bajando 

suavemente el volumen con una pipeta, se añadieron 50 µl de esta suspensión junto a 50 

µl de CellTiter-Glo® a temperatura ambiente en una placa Costar® de 96 pocillos. Cada 

pocillo de células se leyó por duplicado. 

  

Figura 8: Esquema que ilustra el mecanismo de acción del Cell 

Titer-Glo®. 

Imagen obtenida de la página web de Promega® 
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A las 0h y 24h se midió la viabilidad del control para tener una idea de la evolución de los 

cultivos. Una vez transcurridas las 24h, 48h o 72h se leyó la viabilidad de todos los 

pocillos.   

3.5. Elección de las dosis de los fármacos 

3.4.1. Línea celular 

  La prueba realizada con la línea celular se hizo tratándola con 

trifluoperazina.  

 La trifluoperazina es un antagonista del receptor de dopamina D2 

aprobado como antipsicótico para el tratamiento de trastorno por 

ansiedad generalizado (Fig. 9).41 Recientemente se ha demostrado 

que tiene un efecto inhibidor del crecimiento del glioblastoma, el 

tumor maligno de cerebro más común. 42  

Se trató con concentraciones de 0,5; 1; 5; 10; 15; 20 µM. 

 

3.4.2. Células primarias AML 

Se ha estudiado la respuesta de las células primarias de AML a la citarabina (Ara-C), a 

idarubicina y a sorafenib.  

Las concentraciones de fármacos utilizadas se eligieron acorde a estudios anteriores 

con células primarias in vitro, procurando incluir rangos de dosis inferiores a las 

concentraciones estimadas en plasma.  

Para Ara-C se trató con 7 dosis de 0,15 µM a 10 µM porque ya se había observado que 

con 48 h de tratamiento las células sensibles tienen una IC50 menor a 6 µM 37. En plasma 

se observaron concentraciones de hasta 20 µM.43 

Para el sorafenib se utilizó el mismo rango de dosis, visto que las IC50 encontrada en 

otros estudios suele ser menor a 5 µM,44, 45 y no sobrepasa los 9 µM.46 Además, en el 

plasma las concentraciones medidas son en torno a 10 µM. 47 

La idarrubicina se administró en dosis de 10 nM a 1000 nM al ver que en otros estudios 

se han reportado IC50 de en torno a 100 nM48 y en plasma se llegan a alcanzar 

concentraciones de idarrubicina superiores a  1000 ng/ml, equivalente a más de 2 µM.49  

 

 

 

Figura 9: Estructura química 

de la trifluoperazina 

 

 

Figura 9: Estructura química 

de la trifluoperazina 
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3.3.3. Células primarias MCL 

En las células de MCL se ha estudiado su respuesta in vitro a: oxaliplatino, gemcitabina 

y citarabina. 

Se han utilizado rangos de concentraciones de hasta 40 µM para el oxaliplatino, hasta 

10 µM para Ara-C y hasta 100 nm para la gemcitabina porque se habían utilizado en 

estudios anteriores con estos mismos fármacos en células de MCL. 28 

 

3.5. Análisis de datos  

Las gráficas se han realizado con GraphPad, programa con el que también se han 

calculado las concentraciones inhibitorias IC50.  
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B 

 

4.Resultados 

4.1. Resultados de la línea celular  

Con la línea celular JURKAT únicamente se realizó un experimento probando con dosis 

crecientes de trifluoperazina hasta 20 µM. En la Figura 10 se puede observar una 

disminución drástica de la viabilidad, indicando una buena respuesta con una clara curva 

sigmoidea.  
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Figura 10: Efectos de trifluoperazina sobre la viabilidad celular de MCL. Las líneas celulares 

fueron tratadas con dosis de trifluoperazina 0,5; 1; 5; 10; 15; 20 µM durante 24 h (A) y 48 h (B). 

Los gráficos representan el porcentaje relativo de células viables respecto a las células no 

tratadas. Los valores fueron obtenidos en una determinación realizada por duplicado. 

B 

A 
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4.2. Resultados de las células primarias de AML 

En la Tabla 1, donde se presenta la evolución del control en los últimos ensayos con 

AML realizados, se puede observar una disminución muy pronunciada de la viabilidad a 

medida que pasan las horas. En el primer experimento que se presenta se puede ver que 

la viabilidad a las 48 h representa un 23,2 % respecto al valor inicial y a las 72 h 

únicamente 20,4 %. En el segundo experimento presentado la viabilidad llega a ser un 

12,8 % en tan solo 48 h. 

La evolución de los experimentos iniciales no se presentan visto que no se valoró la 

viabilidad a las 0 h.  

 % Viabilidad respecto al Control 0h  

 Ensayo 1 AML Ensayo 2 AML 

0 h 100  100  

24 h 51,4  36,8  

48 h 23,2  12,8  

72 h 20,4  -- 

 

 No se observó una respuesta dosis-dependiente en ninguno de los fármacos probados, 

pero se atribuyó al mal estado de las células.  

4.2. Resultados en las células primarias de MCL 

4.2.1. Respuesta a Gemcitabina 

 Inicialmente con las células primarias de MCL se llevó a cabo un experimento probando 

la eficacia de la gemcitabina con dosis crecientes del fármaco hasta llegar a 100 nM. En la 

Figura 11 se puede apreciar que el fármaco no tiene ningún efecto perceptible sobre las 

células. Únicamente se realizó un experimento.   

Tabla 1: Porcentajes de viabilidad a las 24 h, 48 h y 72 h respecto 

al valor a las 0 h de tratamiento de dos de los experimentos 

realizados con AML. 
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4.2.3. Respuesta a oxaliplatino 

 Con oxaliplatino se realizaron 4 experimentos independientes. El número de dosis 

utilizadas no siempre fue el mismo porque se fueron ajustando según el número de células 

obtenidas tras cada descongelación. La viabilidad se leyó a las 48 h y a 72 h. Para las 48 h 

tuvieron que descartarse dos experimentos para los cuales el control presentó valores 

anómalos, para las 72 h se mantuvieron los cuatro ensayos descartando únicamente un 

valor puntual en uno de los experimentos.  

 En la Figura 12 A y B se pueden observar los resultados obtenidos representados 

gráficamente. Con únicamente 1,25 µM ya presenta una disminución de la viabilidad del  

60 % tanto a las 48 h como a las 72 h. A medida que aumenta la concentración se observa 

una disminución de la viabilidad hasta alcanzar el 30 % en el caso de las 48 h y un 20 % 

para las 72 h. 

En la Figura 12 C se ven representadas las IC50, es decir, la concentración necesaria para 

inhibir la mitad de la viabilidad. La IC50 a las 72 h es la mitad que la IC50 a las 48 h.  

Figura 11: Efectos de la gemcitabina sobre la viabiliad de células primarias de MCL. Las células 

fueron tratadas con dosis de gemcitabiana de 6,25; 12,5; 25; 50 y 100 nM durante 48h. El gráfico 

representa el porcentaje relativo de células viables respecto a las células no tratadas. Los valores 

fueron  obtenidos en una determinación realizada por duplicado. 
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C IC50 en µM 

48h 6,206 ±3,02 

72h 3,641 ±1,29 

Figura 12:  

Efectos del oxaliplatino sobre la viabilidad de células primarias de MCL. Las células fueron tratadas con 

dosis crecientes de oxaliplatino: 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40 µM durante 24 h (A) y 48 h(B). Los gráficos 

representan el porcentaje relativo de células viables respecto a las células no tratadas. 

C) Determinaciones de las IC50 en µM de oxaliplatino para las 48h y las 72h. 

Los valores se han obtenido de 2 determinaciones independientes en el caso de las 48 h y de 4 

determinaciones independientes en el caso de las 72 h. Todas las lecturas se han realizado por 

duplicado. 
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 La evolución de los controles de todos los experimentos realizados con MCL se muestran 

en la Tabla 2. El Ensayo 1 se corresponde con el experimento realizado con gemcitabina y 

los ensayos del 2 al 5 a los experimentos con oxaliplatino. En cada descongelación, las 

células siguen un patrón de crecimiento diferente. En los dos primeros ensayos se observa un 

ligero aumento de la viabilidad a las 24 h seguido de un descenso hasta alcanzar valores 

parecidos a los del control de las 0 h. En cambio, en los otros experimentos la viabilidad ha 

empezado a descender ya a partir de las 24 h, volviendo a aumentar en el caso del último 

ensayo. 

 % Viabilidad respecto al Control 0h 

 Ensayo 1 MCL Ensayo 2 MCL Ensayo 3 MCL Ensayo 4 MCL Ensayo 5 MCL 

0 h 100 100  100  100  100  

24h 143,5 296,1  73,6  67,7 80,9  

48h 116,9 151,2  --- --- 136,4 

72h --- 109,5  31,4  53,2 105,1 

 

  

Tabla 2: Porcentajes de viabilidad a las 24 h, 48 h y 72 h respecto al valor a las 0 h de 

tratamiento de dos de los experimentos realizados con las líneas primarias de MCL. 

 

 

Tabla x: Representación de los porcentajes de viabilidad respecto al valor a las 0 h de 

tratamiento en los experimentos realizados con las líneas primarias de MCL. 
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5. Discusión 

No se habían realizado estudios del efecto de la trifluoperazina sobre neoplasias 

hematológicas anteriormente según la revisión de la bibliografía. El objetivo de los ensayos 

realizados con Jurkat (Fig.10) era principalmente adquirir la practica necesaria para 

trabajar con células en suspensión y la realización de ensayos de quimiosensibilidad, 

utilizando una línea celular antes de empezar con los cultivos primarios. Por ello no se 

realizaron más repeticiones ni se pudo calcular la IC50. Igualmente, los resultados son 

innovadores y parecen prometedores, por lo que podría ser interesante realizar más 

ensayos en estudios posteriores con tal de comprobar su reproducibilidad. 

Respecto a los ensayos realizados con el paciente de AML se podría atribuir la falta de 

correlación entre la dosis y la respuesta a los fármacos al mal estado de las células. 

Disminuye mucho la viabilidad a lo largo del tiempo y no se ha considerado adecuado 

tomar como referencia un control que se encuentra a menos de un 15 % de viabilidad 

respecto las 0 h. Por ello, se descartaron los resultados obtenidos en todos los 

experimentos realizados con este paciente. Según la bibliografía consultada, no se habían 

reportado problemas de viabilidad de las células primarias de AML en los ensayos de 

quimiosensibilidad descritos,29 por lo tanto probablemente sea debido a un problema 

puntual con las células de este paciente. 

Observando la respuesta a oxaliplatino en las células del paciente de MCL, se observa 

que tanto a las 48h como a las 72h existe una buena respuesta dependiente de la dosis, 

por lo que no permite discriminar una metodología frente a la otra. Era de esperar que a 

las 72h la IC50 disminuyera con respecto a la IC50 obtenida a las 48h, visto que a mayor 

tiempo pasado en contacto con el fármaco más efecto tiene, así que puede inhibir el 50 % 

de la viabilidad con una menor concentración (Fig. 12C). 

Se destaca el error elevado tanto a las 48 h como a las 72 h, sin embargo, el objetivo 

del trabajo no era determinar con exactitud las IC50  sino el rango en el que se encuentran 

para poder compararlo con los rangos en plasma. Las IC50  obtenidas se encuentran en 

rangos de micromolar y las concentraciones en plasma son de entre 3,6 µM50 y 4,8 µM51 

en perfusiones de 85 mg/m2  y de entre 5.9 µM52 y 9,1 µM51 en perfusiones de 130 mg/m2. 

El paciente estudiado fue tratado con una perfusión de 100 mg/m2. Por lo tanto, se puede 

afirmar que el paciente es sensible a este fármaco, coincidiendo con su remisión completa 

con el régimen GEMOX-R. 

Por otro lado parece que los linfoblastos extraídos de este paciente no son sensibles a 

gemcitabina (Fig 11), esto concuerda con los resultados obtenidos por el grupo de 

investigación en el que se demostró que el oxaliplatino era el fármaco más efectivo de este 
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régimen.28 Por otra parte las concentraciones plasmáticas obtenidas en los pacientes 

tratados con perfusiones de 1000 mg/m2 de gemcitabina, como las que fueron 

administradas a este paciente, son de  32 µM53 .Por ello, sería de interés tratar células 

primarias con concentraciones más elevadas de este fármaco con tal de evaluar la 

respuesta en esas condiciones. 

Analizando todos los experimentos con las células primarias de MCL conjuntamente se 

destaca la gran variabilidad del comportamiento de las células tras cada descongelación, 

poniendo en evidencia la necesidad de realizar más pruebas para optimizar el método.  

Además, sería imprescindible seguir realizando esta clase de pruebas con un mayor 

número de pacientes antes de poder afirmar si los resultados tienen un valor predictivo. 

Como ya se ha comentado, en estudios anteriores, no se llegó a afirmar que el estudio 

tuviese valor predictivo incluso con más de 80 pacientes, considerando que el número de 

pacientes estudiados no era lo suficientemente grande.33 Esto pone de manifiesto la 

imposibilidad de generalizar los resultados obtenidos con únicamente un paciente de cada 

una  de las enfermedades estudiadas. 

 

6.Conclusiones 

1. Sería de interés estudiar la respuesta de neoplasias hematológicas a 

trifluoperazina. 

2. Las células del paciente de MCL no responden a gemcitabina en el rango de dosis 

utilizado. Sería por tanto de interés continuar los estudios utilizando 

concentraciones más elevadas. 

3. Las células del paciente de MCL presentan una IC50 en el rango de las 

concentraciones plasmáticas obtenidas en los pacientes tratados con oxaliplatino, 

lo cual indica que los ensayos de quimiosensibilidad ex vivo reproducen los efectos 

obtenidos in vivo. 

4. La variabilidad en el comportamiento del control tras cada descongelación pone de 

manifiesto la necesidad de realizar más ensayos para poner a punto la técnica y 

estimar el valor predictivo de esta clase de ensayos. 
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