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Y llegó el día….El momento de escribir los Agradecimientos, esa parte de la tesis que unos escriben, 

otros no, pero que si decides hacerlos, sabes que éste será el único apartado que todo el mundo 

que algún día tenga entre sus manos esta tesis se acabará leyendo, no nos vamos a engañar. Parece 

mentira sí, pero dentro de unos días una parte del esfuerzo de tantos años se verá reflejado en este 

“totxete”. Solo queda unir unos archivos, imprimir y a disfrutar. Desde aquí te aviso que son largos, 

sí, pero al igual que el resto de la tesis, no estás obligado a leerlos, así que desde esta frase lees 

bajo tu responsabilidad (no quiero oír eso de… ¡que largos!, aunque es probable que ya me lo hayas 

dicho). 

Sé que son muchos los años que llevo rulando por el edificio del IRBLleida, de hecho, en unas 

semanas hacen los... ¡7 años!, pero para aquellos que estéis leyendo esto y estéis empezando, 

deciros que esta grata experiencia se pasa en un abrir y cerrar de ojos, así que aprovechadla al 

máximo. Para mí ya se acaba esta etapa que comencé en 2015 siendo un chavalín de 19 años que 

quería hacer unas prácticas en un laboratorio para ver si era lo que le gustaba. En resumen esta 

etapa la definiría como intensa, donde vives en una montaña rusa de sentimientos (la mayoría muy 

buenos,… no os vayáis a pensar), pero ser estudiante de doctorado no es fácil, de hecho acabas 

sufriendo una especie de síndrome de Estocolmo con el proyecto de tu tesis y con el laboratorio; 

te tienen retenido, lo sabes, no te importa e incluso te acaba gustando. De hecho, a toro pasado 

volvería a repetirla “amb els ulls tancats”. 

Una tesis no es trabajo individual, en ella disfrutas con el trabajo del día a día, y esto se logra gracias 

a que estas rodeado de gente excepcional. Por ello antes de acabar este librillo, os quería dar las 

gracias a todos los que me habéis acompañado y sufrido durante este tiempo, dentro y fuera del 

laboratorio, que como os podéis imaginar en 7 años no han sido pocos (de ahí que sean tan largos). 

Además no es por echarme flores pero creo que tengo que ser muy buena persona porque la lista 

de buenos amigos a los que tengo que agradecer ocupa casi dos hojas. Espero no haberme dejado 

a nadie, y si lo he hecho no ha sido con intención ninguna. Si alguien se echa de menos que me lo 

diga y como premio de consolación le invito a unas cerves el GRAN DÍA. Mi intención es ser capaz 

de escribir de cada uno de vosotros lo que habéis representado para mí durante estos años, para 

que cuando dentro de un tiempo lea estas líneas, me recuerden las experiencias vividas y me hagan 

sacar una sonrisa y alguna lagrimilla. No prometo nada. Después de escribir la tesis mi inspiración 

y memoria no están en sus mejores momentos. ¡De hecho ésta no es la primera versión de 

agradecimientos! Pero de hoy no pasa que acabe con ellos, ¡al lio! 

En primer lugar, querría agradecer a la Universidad de Lleida y su personal de Gestión de Ayudas, 

al IRBLleida, a la AGAUR y al Ministerio de Educación, Cultura y Deporte por permitirme hacer esta 

tesis y por haber sido mis mecenas durante este periodo… espero que nadie considere que he sido 

un gasto inútil, porque gastar he gastado, pero también le he sacado provecho. 

Ahora tocaría agradecer a los directores, pero permitidme agradecer antes a “alguien” que 

realmente me ha acompañado durante todos estos años, día a día, noche a noche (24/7 todo el 

mes), a mi compañero fiel de tesis, Mus Musculus, vamos los ratones. Por mis manos han pasado 

tantos que si lo pongo por escrito estaría condenado al infierno roedor, pero poca gente entenderá 

la relación y cariño que se acaba estableciendo con esta especie. Literalmente, sin ellos, NADA de 

esta tesis hubiera sido posible. Gracias. Además ahora puedo decir con conocimiento de causa eso 

de “sabes más que un ratón colorao’ ”, y si, porque aunque no os lo creáis existen ratones rojos!!!!. 



 

 

Ahora sí, a mis directores de tesis, al Dr. Xavier Matías-Guiu por dejarme formar parte de su grupo, 

debido a las circunstancias no hemos podido pasar mucho tiempo juntos, he de reconocer que en 

gran parte por mí, ya que cada vez que me veías por los pasillos manifestabas el deseo de 

diagnosticar mis ratones con un… “Dr. Navaridas a ver cuándo me enseña esas laminillas!!”, pero a 

mí, remolón, me costaba pedir cita, en parte por no hacerle perder tiempo con resultados de los 

cuales yo ya sabía la respuesta….cáncer no invasivo. Pero aunque ha costado… ¡Al final lo 

conseguimos! Gracias por todas esas sesiones de diagnóstico de casos en las se plasmaba la ilusión 

y pasión que tiene por lo que hace y que poco a poco se me han acabado pegando. Gracias por 

enseñarme todo lo que hoy se de patología e histología, y te aseguro que no es poco. Al Dr. Xavier 

Dolcet, vamos, Xavi, por enseñarme a trabajar en un laboratorio, a pensar por mí mismo, a resolver 

problemas y a otras muchas cosas más. Siempre me has dejado llevar a cabo las ideas que me 

surgían de un día para otro, algunas buenas otras no tanto, pero tú por muy locas que fueran me 

dejabas probarlas (ovariectomías, decidualización, xenos, tratamientos,…), probablemente algunas 

ya supieras que no funcionarían al momento de decírtelas, pero que no pusieras barreras a mi 

imaginación creo que me ha permitido disfrutar del laboratorio y madurar laboralmente, y eso que 

desde el día uno que nos daban un proyecto te salía la vena catalana y ya comenzabas a decir que 

íbamos justos de dinero…jajajaja. Hemos pasado muchas horas y cosas juntos, de hecho en muchos 

momentos he dejado de verte como un jefe para pasar a ser un compañero más del laboratorio, 

prueba de ello es que en algún momento has conocido de primera mano mi “carácter norteño”. 

Gracias por confiar en mí y valorar mi trabajo. Pero sobre todo, quería agradecerte la proximidad 

en momentos complicados. Deseo que vaya todo muy bien de aquí en adelante y espero que a 

partir de ahora se abran muchas botellas de champan en el laboratorio. 

Como muchos de vosotros sabréis de primera mano, la ciencia no se hace sola, y para que ésta 

fluyera mejor, yo, un afortunado, no he podido tener mayor suerte que haberme rodeado de 

compañeros, mejor dicho, amigos, durante todo mi camino. En especial, a todos los que me han 

ido acompañando dentro del laboratorio de los PATONCOS. Porque sí, de todos he ido absorbiendo 

conocimientos y experiencias que me han hecho ser lo que hoy soy. Desde una chica gallega, Cris 

Mirantes, a la que vi elegir su “bonito y blanco” vestido de novia, la cual me dijo el primer día: “no 

te asustes hoy te parecen todos unos locos, pero mañana tú serás uno más de ellos” y, siguiendo 

su profecía, así he cumplido; hasta nuevas incorporaciones a las que he tenido que enseñar todos 

o gran parte de mis conocimientos, de los que, si algo he sacado en claro, es que enseñar también 

es aprender. Y enseñar a gente os aseguro que he enseñado… y cada vez que lo hacía no podía 

quítame de la cabeza a mi maestra, Mari Alba, ella, fue por allí en 2015/16 la que me enseñó muchas 

de las cosas que se sobre los ratones, desde como cogerlos (he de confesar que los cogía a zarpazos) 

a cómo hacerles hasta COLONOSCOPIAS! El tiempo ha pasado y la chica que me enseño, ahora es 

una señora embarazada…, todavía no me cabe en la cabeza… (Pero si solo fuera ella, porque de mis 

primeros años en el IRBLleida el único o casi que o no se ha prometido o no ha sido padre/madre  

he sido yo….). Saltándome un poco el orden cronológico, aunque no del todo ya que literalmente 

lleva más años en el IRB que yo, me gustaría dar las gracias a Maria, la Mery, como decía antes, 

enseñando se aprende, y yo contigo he aprendido muchísimo, gracias por ayudarme en todo 

momento, no he podido pedir mejor relevo. ¡¡¡ADVERTENCIA!!! Parece una chica tímida, pero en 

realidad es una chica de café solo, copa y puro, y como a los Gremlins (por edad ella igual ni los 

conoce) hay sustancias liquidas (y Aida!) que le hacen ser un ser totalmente desinhibido y malévolo, 

cuidado, cuando veáis a las Merys juntas CORRER!. De nuevo, gracias por todo, espero no dejarte 

muchos marrones cuando me vaya. ¡Perdón por adelantado! De los PATONC, he hecho mi familia 



 

 

lleidatana, por un lado, la Núria, como yo le llamo cariñosamente “Eritjota”, ella ha sido un hombro 

donde apoyarme (literalmente…) y pedir consejo, una amiga, una fuente de cotilleos (de los que a 

mí me gustan jejejej). Si hablo de familia, mi madre lleidatana es Izaskun, la sudaca vasca, con la 

que he compartido codo con codo en el laboratorio momentos únicos e irrepetibles (y espero que 

no se repitan!!!, porque a Dios pongo por testigo que jamás volveré a tocar un ratón CD45 ni una 

médula ósea). Con ella no solo he vivido momentos científicos, puesto que ha hecho de su familia, 

mi familia, llevándome a excursiones, celebraciones y demás eventos familiares como uno más de 

los suyos, y que te pase eso en una ciudad que no es la tuya es de agradecer. Allí donde ponga el 

huevo a partir de ahora, tú y tu familia tendréis una casa donde quedaros, de momento solo puedo 

ofreceros Logroño, ¡que no es poco! Gracias también a Isidre, el Dandy del grupo, ninguna mujer 

de la segunda planta pudo, ha podido, ni podrá escapar a sus encantos, sino que se lo pregunten a 

Aida (o al menos así lo cree él y de momento dejaremos que lo siga pensando). De ti aprendí como 

ser un buen hermano mayor del laboratorio, siempre atento y disponible, capaz de dejar tus cosas 

con tal de ayudarme con las mías. Como la parte latina ya la teníamos cubierta, el toque exótico 

oriental de la familia Patonco lo pone Andree, no sé cuántas madres tiene, porque domina seis o 

siete idiomas maternos. Echaré de menos las charlas en tu despacho, los consejos científicos y 

personales, pero principalmente tus panes caseros, tus galletitas libanesas de dátiles y todas las 

comidas, siempre sanas, que me has suministrado mientras escribía esta tesis. À bientôt!!. Gracias 

a Marta Hereu, gracias a ti sé cosas como por ejemplo como es la flor de la burundanga, de ti 

siempre recordaré las caras de incredulidad y asombro que pones desde tu tranquilo rincón cada 

vez que escuchas las locas cosas y planes que hacemos y decimos en el otro lado del laboratorio 

(creo que eres una de las pocas que conserva algo de cordura). Gracias a Anna Ruiz, la ilustrada del 

grupo, tanto es así que su tesis será su segundo libro escrito. Contigo como coetánea, he vivido 

momentos muy buenos en el laboratorio y fuera de él, sé que siempre que te necesite estarás allí 

(y lo mismo yo para ti), aunque hemos de confesar que, debido a nuestros fuertes caracteres, en 

veces contadas, aunque solo fuera por unos segundos, nos hubiéramos puesto un biombo entre los 

ordenadores para no vernos (pero eso es normal entre gente que pasa tanto tiempo espalda con 

espalda y codo con codo). Gracias a Anna Macià, tu ilusión por la ciencia anima al predoc más 

desanimado, y si no, ¿quién no ha recibido un QUE GUAPUUU!!! tuyo hacia algún resultado que en 

realidad igual era una PCR de colitas? jejejej. Me voy contento, porque veo que ya eres capaz de 

ver cuando Cristina miente, y eso, en ti que te crees literalmente todo, es un paso de gigante. 

Gracias a Carlita (otra que ha sido madre…) tú me ayudaste junto a Cris a convertir el PINKCORNER 

en el ZOOCORNER, estarías orgullosa de cómo lo tiene Cris ahora. Dicen que los mejores perfumes 

vienen en frascos pequeños, y a ti a pequeña no te gana nadie. Contigo hice tantos debates sobre 

nuestros resultados que creo que aún soy capaz, a pesar de haber pasado casi 4 años, de recitar de 

memoria tus resultados de la tesis.  Gracias a Pol, el típico machito de BLG, después de darle muchas 

vueltas, me está costando encontrar algún cumplido que pueda agradar a alguien que se 

autodenomina el tercero de los Hemsworth jejejje. Te dejo al cargo de la defensa de nuestro color 

de pelo, claramente rubio, mal que les pese. Más de 3 años hemos coincidido y no has sido capaz 

de hacerme una de tus “ricas tortillas”, espero que antes de que te presentes a Masterchef con 

tuppers de tu madre o del viaje a Vietnam, me hagas o la tortilla u otro de tus platos estrella: pollo 

a la plancha en su propio aceite. Gracias a Inés, por ayudarme con el QuPath, sin ti no hubiera 

conseguido hacer nada literalmente. No había conocido a nadie que le gustará más un karaoke que 

a mí, la diferencia…, que tú cantas bien. Cuando quieras repetimos el “Como una ola….”. No hace 

mucho tiempo llegaron a nuestras vidas el Manel y la Aida, pero de una manera sorprendentemente 

rápida ambos se ganaron mi confianza y cariño, y he de confesar que en la última etapa de la tesis 



 

 

eso no es nada fácil. Con vuestra incorporación al grupo, Cristina y yo hemos respirado aliviados, 

puesto que vemos que el legado festivo de la segunda planta seguirá vivo en vosotros, porque si 

tiene que ser por el abuelo de Pol… Aunque tu Manel, mejor dicho, tu estómago, me arruinaste mi 

último cumpleaños en la Boite y eso, para alguien que ha estudiado en ESTEA no se perdona en la 

vida. A ti Aida, decirte que acabes siendo PATONC o MEM tienes madera de ser una buena 

científica, y por eso a pesar de haberte dicho al principio que no iba a tener tiempo ni ganas de 

enseñarte nada, he acabado guiándote y ayudándote en tu TFM de buena gana con todo lo que 

buenamente he podido. Espero que ambos disfrutéis tanto del laboratorio y de la segunda planta 

como lo he hecho yo durante estos años, sí algo no os sale (especialmente en el estabulario) 

recordar encender una velita a San Albert del PLUG (está al lado de la antigua pecera de P y TEN). 

Gracias a todo el resto de gente que ha ido pasando durante estos años por el grupo porque, poco 

o mucho, de todos he podido aprender algo. Desde Oscar, Montse, Cate, Noel, Valentín, Cafia, 

Manel, Paula, Maria (y su papelito-agenda), Mèlanie y un larguiiiiísimo etcétera de gente que, bien 

por trabajo o por prácticas, compartieron buenos momentos conmigo durante estos años. De la 

gente que estuvo y ya no está quiero hacer especial hincapié en Mónica, MoMo, cuando llegue al 

laboratorio ella era una de las técnicas que, a pesar de coincidir solo unas horas a la tarde, solo 

hicieron falta unos pocos días para que nuestra AMISTAD (con mayúsculas) se hiciera férrea. 

Laboralmente…creo que solo te tengo que agradecer dos cosas, por un lado, el orden que dejaste 

en todos los productos del laboratorio (congeladores, neveras, estanterías,…) que quieras o no, me 

ha facilitado el trabajo a la larga, y por otro que te fueras, porque aunque al principio fue duro, 

contigo estoy convencido que mi tesis hubiera sido la mitad de productiva, ya que durante tu 

jornada laboral yo hacía de todo menos ciencia, y menos aún si era primavera. Jamás me olvidaré 

de las operaciones negracos, de los vermuts, de viajes repentinos a Altafulla, ni mucho menos de 

los Estefis. Me va a costar quitarte de la lista de contactos como AaMonica (de hecho, igual no lo 

quito). Una de las próximas visitas que haré a Lleida será para ver a Lucas….que ganas! 

Para el final de la familia Patonc, he dejado a Cristina (así le he obligado, al menos, a leer hasta 

aquí), ambos somos hijos únicos, pero estoy convencido que ambos somos lo más parecido a un 

hermano/a que tenemos, por lo menos en Lleida. Contigo, llevo compartiendo momentos 10 

años!!! Así que todo lo que te tengo que agradecer no cabe en unas páginas de Word y además, tú 

ya sabes todo lo que te quiero. Mi compañera de maldades de ojos saltones, mi secretaria de 

eventos, mi agenda,… realmente he de confesar que no sé qué voy a hacer si no me organizas los 

eventos de mi vida, definitivamente mi tesis no hubiera sido ni de lejos lo mismo sin ti. Teq. 

A continuación, quiero dar las gracias también a Natalia, “Natacha”, aunque sobre el papel ahora 

no seas PATONC (y por el bien de Cris menos mal que solo lo fuiste durante unos meses), en esencia 

lo eres, y lo sabes… Gracias por los buenos momentos que me has hecho pasar dentro y fuera del 

laboratorio. Definitivamente, echaré de menos tener herpes labial cada 8 de noviembre…… Gracias 

por haber sido mi coche de confianza durante todo este tiempo en cada plan que hemos ido 

haciendo (Ni loco lo cambio por “coche diversión”!!!), no te preocupes, estoy convencido que seré 

copiloto tuyo durante mucho tiempo más, de hecho aún nos queda en la guantera algún que otro 

viaje y escapada a la playa. Eres una gran amiga, pero si algo te tengo que agradecer, es haberme 

presentado a tus dos perras, Karen y Arya. Sin ninguna duda ellas han sido parte fundamental en 

mi vida lleidatana, y ya sabes que siempre estaré para cuidarlas y entretenerlas  mientras tú 

desconectas de su enérgica compañía jejeje (siempre precisan de atención, sobretodo Karen…). 

¡Aaah! ¡Se me olvidaba! De nada por enseñarte todo mi conocimiento sobre la naturaleza y el 



 

 

léxico, espero que la próxima vez que vayas a la montaña seas capaz de otear un manantial durante 

la travesía. 

Quiero  agradecer también a todos los que habéis formado o formáis parte de la segunda planta 

(porque no decirlo, la mejor planta del IRBLleida). Gracias por las charlas diarias (algo divagantes y 

repetitivas (hay que decirlo)) en las comidas y almuerzos (echaré de menos esos… Som a baix! en 

Rollito salado), carnavales, fiestas de cumpleaños, amigos invisibles, noches de fiesta, vermús, 

cenas, viajes y demás momentos compartidos. En primer lugar a los MEM, “los Marios”: Sara, 

Marta, Carlos, Gisela y Anna. Gracias a Marta Vaquero, la Marti, hace 6 años que te fuiste del 

IRBLleida y aún somos muy buenos amigos. Por los viajes al gimnasio (que nos servían para 

desahogarnos y ponernos al día), Aplecs, fiestas mayores de Almacelles, y resto de cosas que hemos 

vivido juntos, por las que seguro aún están por venir. No llores Martita, que “Martita siempre 

llora”… A ti Carlos Anerillas, el Charly, la única persona que sé que, si no le escribo algo, me va a 

dejar de hablar (y eso que él solo me dedicó una línea, compartida con Cristina, en sus 

agradecimientos), mi hermano (bro!), sin duda alguna una de las personas más importantes que 

han pasado durante mi tesis. Sabes de sobra que desde que te fuiste, Cris y yo echamos de menos 

nuestras tertulias científicas y personales, nunca hemos encontrado a alguien igual para desahogar 

nuestras maldades, aunque Polito ha sido un sustituto digno. Ahora no sé dónde te quedarás a 

dormir cada vez que vengas de visitilla a Lleida, pero allí donde yo esté tendrás un sofá donde pasar 

la noche. Ahora a mí, me queda pendiente una visitilla a tu sofá de Baltimore! A Gisela, la MEMA 

suprema, la que mueve el cotarro (que tiemblen las de la limpieza! y los camareros!), gracias por tu 

compañía en estos últimos meses que a pesar de ser de laboratorios distintos, el hecho de saber 

que no estábamos solos en el edificio hacia más amenas y llevaderas nuestras jornadas nocturnas 

(“a quien no le va gustar” empezar un WB a las 19h!). Sin duda alguna nuestras tardes de cafés será 
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“En dos palabras puedo resumir cuanto he 

aprendido acerca de la vida: Sigue adelante”  

Robert Lee Frost 

 





 

 

I RESUMEN-RESUM-ABSTRACT 

 

RESUMEN 
El cáncer de endometrio (CE) es el cáncer ginecológico más común en los países desarrollados y su 

incidencia está aumentando en todo el mundo. Los factores que han contribuido a esta tendencia 

son una población más envejecida y la disminución de la práctica de histerectomías benignas. Si 

bien es cierto que la mayoría de los cánceres de endometrio se curan mediante la histerectomía, 

las pacientes que padecen una enfermedad avanzada presentan un pronóstico malo. 

La necesidad del tratamiento del cáncer de endometrio sigue, hoy en día, siendo un reto. También 

lo es la necesidad de una comprensión más profunda de la diversidad genética de esta enfermedad, 

así como la de los impulsores que desarrollan sus diferentes estados patogénicos. Todo esto ha 

permitido el desarrollo y el estudio de varios modelos murinos para entender las complejidades de 

este tipo de tumor. Además, los avances en el campo de la biología molecular han posibilitado el 

desarrollo de nuevas estrategias quimioterapéuticas dirigidas. 

Pten y p53, que tienen función supresora de tumores, son dos de los genes con mayor número de 

alteraciones genéticas en CE. Así, el principal objetivo de este trabajo es conseguir la supresión 

específica y única de la función de estos genes en las células epiteliales endometriales. 

En este estudio se han establecido varios modelos para el futuro estudio de la implicación de ambas 

mutaciones en el inicio y progresión de tumores ginecológicos, principalmente del CE. Los primeros 

modelos que se describen se han desarrollado mediante el sistema Cre/loxP, que permite la 

inducción temporal de la ablación génica con tamoxifeno utilizando la línea Cre:ERT como fuente 

de recombinasa. En el segundo modelo se ha utilizado la recombinasa fusionada a un péptido de 

penetración celular (CPP), que genera la ablación génica in situ en las células en las que se ha 

administrado. Por último, hemos creado un método para generar mutaciones a demanda en células 

epiteliales endometriales mediante el sistema de edición génica CRISPR/Cas9, a través de la 

administración in vivo de ribonulceoproteína (RNP) en el útero del ratón con la técnica de la 

electroporación. Empleando este tercer modelo no sólo somos capaces de generar mutaciones en 

Pten y p53, sino que también podemos generar mutaciones en otros genes implicados en la 

carcinogénesis endometrial.    

 



 

 

 

  



 

 

III RESUMEN-RESUM-ABSTRACT 

RESUM 
El càncer d'endometri (CE) és el càncer ginecològic més comú als països desenvolupats i la seva 

incidència està augmentant a tot el món. Els factors que han contribuït a aquesta tendència són 

una població més envellida i la disminució de la pràctica d’histerectomies benignes. Si bé és cert 

que la majoria dels càncers d'endometri es curen mitjançant la histerectomia, les pacients que 

tenen una malaltia avançada presenten un pronòstic dolent. 

La necessitat del tractament del càncer d’endometri continua, avui en dia, sent un repte. També ho 

és la necessitat d’una comprensió més profunda de la diversitat genètica d’aquesta malaltia, així 

com la dels impulsors que en desenvolupen els diferents estats patogènics. Tot això ha permès el 

desenvolupament i l’estudi de diversos models murins per tal d'entendre les complexitats d'aquest 

tipus de tumor. A més, els avenços en el camp de la biologia molecular han possibilitat el 

desenvolupament de noves estratègies quimioterapèutiques dirigides. 

Pten i p53, que tenen funció supressora de tumors, són dos dels gens amb major nombre 

d'alteracions genètiques en CE. Així, l'objectiu principal d'aquest treball és aconseguir la supressió 

específica i única de la funció d’aquests gens en les cèl·lules epitelials endometrials.  

En aquest estudi s'han establert diversos models per al futur estudi de la implicació d'ambdues 

mutacions en l'inici i la progressió de tumors ginecològics, principalment del CE. Els primers models 

que es descriuen s'han desenvolupat mitjançant el sistema Cre/loxP, que permet la inducció 

temporal de l'ablació gènica amb tamoxifè utilitzant la línia Cre:ERT com a font de recombinasa. En 

el segon model s’ha utilitzat la recombinasa fusionada a un pèptid de penetració cel·lular (CPP), que 

genera l'ablació gènica in situ a les cèl·lules en les quals s'ha administrat. Finalment, hem creat un 

mètode per generar mutacions a demanda en cèl·lules epitelials endometrials mitjançant el sistema 

d'edició gènica CRISPR/Cas9, a través de l'administració in vivo de ribonulceoproteïna (RNP) a l'úter 

del ratolí amb la tècnica de l’electroporació. Emprant aquest tercer model no només som capaços 

de generar mutacions en Pten i p53, sinó que també podem generar mutacions en altres gens 

implicats en la carcinogènesi endometrial. 



 

 

 

    

  



 

 

V RESUMEN-RESUM-ABSTRACT 

ABSTRACT 
Endometrial cancer (EC) is the most common gynecologic cancer in developed 

countries and its incidence is increasing worldwide. Factors that have contributed to 

this trend are an aging population and the decline in the practice of benign 

hysterectomies. While it is true that most endometrial cancers are treated by 

hysterectomy, patients with advanced disease have a poor prognosis. 

The need for treatment of endometrial cancer remains a challenge today. So is the need 

for a deeper understanding of the genetic diversity of this disease, as well as that of the 

drivers that develop its different pathogenic states. All this has allowed the 

development and study of several murine models to understand the complexities of 

this type of tumor. In addition, advances in the field of molecular biology have enabled 

the development of new-targeted chemotherapeutic strategies. 

Pten and p53, which have tumor suppressor functions, are two of the genes with the 

highest number of genetic alterations in SC. Thus, the main objective of this work is to 

achieve specific and unique suppression of the function of these genes in endometrial 

epithelial cells. 

In this study, several models have been established for the future study of the 

involvement of both mutations in the initiation and progression of gynecological 

tumors, mainly EC. The first models described have been developed using the Cre/loxP 

system, which allows the temporary induction of gene ablation with tamoxifen using 

the Cre:ERT line as a source of recombinase. In the second model, recombinase fused 

to a cell penetrating peptide (CPP) has been used, which generates in situ gene ablation 

in the cells in which it has been administered. Finally, we have created a method to 

generate on-demand mutations in endometrial epithelial cells using the CRISPR/Cas9 

gene editing system through in vivo administration of ribonulceoprotein (RNP) in the 

mouse uterus using the electroporation technique. Using this third model, we are not 

only able to generate mutations in Pten and p53, but we can also generate mutations 

in other genes involved in endometrial carcinogenesis.   
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“Investigar es ver lo que todo el mundo ha 

visto y pensar lo que nadie más ha pensado”  

Albert Szent-Györgyi 
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1 INTRODUCCIÓN 

EL CÁNCER DE ENDOMETRIO (CE) 
INTRODUCCIÓN GENERAL: FISIOLOGÍA DEL ÚTERO Y ENDOMETRIO HUMANO 

Los cánceres ginecológicos incluyen el cáncer de cuello de útero, el cáncer de ovario, el cáncer de 

endometrio, el cáncer de vulva, el cáncer de útero, el cáncer de trompa de Falopio y el coriónico, 

siendo el cáncer de cuello de útero, el de ovario y el de endometrio los más frecuentes (Bhyan et al., 

2019). 

El cáncer de endometrio o carcinoma de endometrio surge tras un crecimiento anómalo e 

incontrolado de las células epiteliales que forman el endometrio, el revestimiento interno del útero. 

Más del 95% de los cánceres uterinos son carcinomas. Si un carcinoma comienza en el cuello uterino, 

se le llama carcinoma cervical. Los carcinomas que comienzan en el endometrio, el revestimiento del 

lumen del útero, son carcinomas endometriales. 

El útero, junto con los ovarios, es uno de los órganos primordiales del sistema reproductor femenino, 

ya que en él se produce la implantación y el desarrollo embrionario y fetal. En los humanos, el útero 

es un órgano muscular hueco y piriforme, que se encuentra ubicado en la pelvis femenina, entre la 

vejiga y el recto. El útero, además, ejerce un importante papel como fuente hormonal, autocrina y 

paracrina, por lo que la presencia de receptores hormonales en las diferentes capas que lo forman 

va variando durante del ciclo menstrual. 

Desde el punto de vista anatómico, el útero está co 

mpuesto por dos estructuras: el cérvix, o cuello del útero, zona más estrecha y que hace de nexo con 

la vagina, y el cuerpo del útero, la parte más ancha, formado por una pared gruesa. Histológicamente, 

la pared uterina está formada por tres capas diferentes las cuales son (Figura 1) (Grossman et al., 

2014; Ross and Pawlina W, 2020):  

 La túnica serosa o perimetrio: la capa más externa, es el peritoneo visceral del útero y está 

formada por una envoltura serosa de células. El peritoneo se extiende por la parte superior del 

útero o fundus y por la zona central o corpus, en las zonas laterales, constituye el ligamento ancho, 

que conecta junto con tejido conectivo y adventicio ambas caras del útero con el suelo de la pelvis. 

 La túnica muscular o miometrio: la capa muscular del útero, y por tanto es la que proporciona al 

órgano la fuerza para las contracciones durante el parto. Esta parte es la más gruesa de la pared 

uterina, está constituida a su vez por tres capas de musculo liso débilmente diferenciadas entre 

sí: una capa longitudinal, una circular muy vascularizada, y otra fina capa de paquetes musculares.  

 La túnica mucosa o endometrio: la más interna. Esta capa está formada por células epiteliales 

endometriales que se organizan con forma glandular y son muy secretoras, y células estromales, 
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las cuales incrementan durante la gestación dando lugar a la decidua. Todas ellas se encuentran 

embebidas en tejido conectivo, además, conviven con una amplia diversidad de células del 

sistema inmune, especialmente durante la menstruación (Agostinis et al., 2019). Al mismo 

tiempo, el endometrio está formado por dos capas: la capa funcional superficial y la basal. La 

capa funcional es adyacente al lumen uterino y está integrada por epitelio cilíndrico con 

glándulas secretoras, que son sensibles a cambios hormonales, es por tanto la capa de células 

que se expulsa y se reconstruye durante la menstruación, y la capa basal, la más próxima al 

miometrio y vascularizada, que reconstruye la capa funcional superficial tras cada ciclo 

menstrual (Deligdisch-Schor and Mareş Miceli, 2020). 

 

   

Figura 1: Anatomía e histología del útero humano. (A) Representación esquemática de los órganos 
reproductores internos femeninos humanos. Perspectiva frontal que muestra la apertura desde la vagina 
al útero y las trompas de Falopio. Se destacan las tres capas de la parta uterina: la capa interna, el 
endometrio, que recubre la cavidad uterina, la capa intermedia, más gruesa, el miometrio, y la capa 
externa, el perimetrio. (Modificado de Grossman et al., 2014) (B) Fotomicrografía de un corte histológico 
de útero humano teñido con hematoxilina-eosina. CF: Capa funcional. CB: capa basal. (Adaptada de  
(http://medcell.med.yale.edu/histology/female_reproductive_system_lab/uterus.php,) 

 

REGULACIÓN HORMONAL DEL CICLO MENSTRUAL 

En condiciones normales de fertilidad, el endometrio sufre alteraciones cíclicas. No fue hasta 

principios del siglo XX cuando se aceptó que estos cambios periódicos en el endometrio eran 

relevantes para la posible implantación del óvulo fecundado y posterior embarazo. Así, se observó 

que la activación de la glándula pituitaria y la subsecuente respuesta ovárica son responsables 

hormonalmente de que el endometrio experimente modificaciones estructurales mensualmente 

convirtiéndose en el receptáculo idóneo para dicha implantación del blastocisto y desarrollo 

embrionario. Estos cambios son lo que se conoce como ciclo menstrual, este se divide en fases 

diferentes fases que recogen procesos proliferativos y degenerativos, son: proliferativa, secretora 

y menstrual (Roura et al., 2014) (Figura 2). 
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 Fase proliferativa (días 6-14). En el ovario se desarrollan los folículos que producen un 

aumento de estrógenos a nivel sanguíneo (distintivamente, la estrona y el 17β-estradiol, 

conocidos respectivamente como E1 y E2). Este estimulo hormonal, desempeña un papel 

mitógeno en el epitelio endometrial. Debido a ello este tejido comienza a proliferar y 

ensanchar su grosor, reconstruyéndose así la capa funcional del endometrio. El día 14 tiene 

lugar un pico de las hormonas pituitarias LH y FSH, sintonizándose con el momento de la 

ovulación. Una vez el oocito es liberado y transcurre por las trompas de Falopio, el folículo 

maduro acaba formando lo que se conoce como cuerpo lúteo. 

 Fase secretora (días 15-28). Coincide con la fase lútea media y tardía. Una vez formado el 

cuerpo lúteo ocurre una segunda ola de estrógenos, pero esta contrariamente no estimula la 

proliferación de las células endometriales. Esto es debido a que el cuerpo lúteo provoca un 

aumento de progestágenos, concretamente la progesterona, que inhibe la acción del 

estrógeno, en consecuencia, el endometrio aumenta su irrigación y su nivel de secreción 

volviéndose un tejido edematoso que llega a alcanzar un grosor de 5-7mm. Este será así un 

tejido muy nutritivo y óptimo para la recepción del blastocito. 

 Fase descamativa o menstrual (días 1-5). Si no se produce la fecundación, el ovocito es 

reabsorbido y el día 28 el cuerpo lúteo acaba degenerando, acabando así con la secreción de 

progesterona. En esta situación, la capa funcional, junto con los vasos sanguíneos formados en 

esta fase se desmoronan, provocando la secreción hemática característica del ciclo menstrual. 

Se caracteriza porque el endometrio reduce su grosor hasta unos 0.5-1mm y el estroma deja 

de ser tan edematoso. El estrato funcional se regenerará en la fase proliferativa del siguiente 

ciclo (Messinis et al., 2014). 

La armonía entre estrógenos y progesterona frecuentemente está controlada por los estrógenos, 

de manera que, si sus niveles son elevados y no son neutralizados por la progesterona, aumentará 

la proliferación celular, contribuyendo de este modo en los primeros estadios de la formación del 

CE, como se ha observado en modelos animales (Goad et al., 2018; Parkes et al., 2018). 
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 Figura 2: Esquema del ciclo menstrual. (A) Representación esquemática de la evolución del ciclo menstrual 
y los cambios ocurridos en el endometrio. (B) Fotomicrografías del revestimiento uterino en las fases 
proliferativa (izquierda), secretora (central) y menstrual (derecha). Durante la etapa proliferativa, la capa 
funcional, separada de la capa basal por una línea de puntos, aumenta mucho su espesor hasta llegar a la 
fase secretora, donde las glándulas adquieren un aspecto sinuoso a causa del crecimiento. Al final, en la fase 
menstrual, el estrato funcional colapsa y se desprende. (Modificado de  Ross and Pawlina W, 2020) 
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EPIDEMIOLOGIA DEL CÁNCER DE ENDOMETRIO 

El CE es el tumor infiltrante más frecuente en el tracto genital inferior femenino, y es el cuarto 

cáncer más prevalente entre las mujeres europeas, tras el de mama, el colorrectal y el del pulmón. 

Globalmente, es la sexta neoplasia más frecuente en mujeres, la segunda ginecológica después del 

cáncer de cérvix. En 2020 en el mundo se diagnosticaron más de 417.367 nuevos casos y se 

registraron 97.370 muertes. En España, su tasa de incidencia en 2020 fue de 13.1 casos cada 

100.000 mujeres, diagnosticándose un total de 6597 casos (GLOBACAN 2020). Según la Agencia 

Internacional para la Investigación en Cáncer de la Organización Mundial de la Salud (OMS), ese 

mismo año fue el cáncer del tracto genital con mayor incidencia en nuestro país, alcanzando una 

tasa de mortalidad en mujeres similares o superiores a la del cáncer de hígado o a la leucemia (Bray 

et al., 2018; Ferlay et al., 2019). (Tabla 1) 

Incidencia Mortalidad 
Cáncer Número de casos Tasa cruda Cáncer Número de casos Tasa cruda 

Todos los 
cánceres 

118.691 499.2 Todos los 
cánceres 

45.286 190.5 

Mama 34.088 143.4 Colorrectal 6.830 28.7 
Colorrectal 15.831 66.6 Mama 6.606 27.8 

Pulmón 7.708 32.4 Pulmón 5.584 23.5 

Endometrio 6.597 27.7 Páncreas 3.715 15.6 

Tiroides 3.961 16.7 Ovario 2.106 8.9 
Páncreas 3.944 16.6 Estómago 2.059 8.7 

Linfoma no 
Hodgkin 

3.882 16.3 Hígado 1.673 7.0 

Vejiga 3.674 15.5 Endometrio 1.647 6.9 

Ovario 3.513 14.8 Leucemia 1.625 6.8 
Melanoma 3.144 13.2 Cerebro 1.470 6.2 

Tabla 1: Número de casos nuevos y tasa de incidencia y mortalidad de los diez cánceres principales en 
mujeres en España en 2020. Adaptada de (GLOBACAN 2020). Tasa cruda: número de casos por cada 100.000 
mujeres. 

 

Su tasa de incidencia y mortalidad en mayor en países desarrollados (Figura 3A), por ejemplo como 

se puede ver en la Figura 3B, en Europa, en 2020 con 16.6 casos y 2.9 muertes por cada 100.000 

mujeres en Europa (GLOBACAN 2020). En estos países, la supervivencia a 5 años es del 90% si el 

tumor es localizado y de bajo grado histológico (grado I, correspondiente al 75-80% de los casos 

diagnosticados), aunque este porcentaje se ve alterado radicalmente si aparece diseminación 

regionales o a distancia, siendo del 68% y del 17% respectivamente (Michael M Braun et al., 2016; 

SEOM: Sociedad Española de Oncología Médica). Por consiguiente, el factor pronóstico más 

relevante en el CE es la extensión de la enfermedad en el momento de diagnóstico junto con el 

grado histológico (Santaballa et al., 2018). 

El CE tiene una prevalencia del 90% en mujeres mayores de 50 años, siendo la edad media de 

diagnóstico de 63 años, afectando fundamentalmente a mujeres peri y postmenopáusicas. No 

obstante, en un 14% de los casos se produce en mujeres en edad fértil, y entorno al 5% de las 
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pacientes son menores de 40 años (SEOM: Sociedad Española de Oncología Médica). En estos 

últimos años, a causa del aumento de la esperanza de vida, la obesidad y sus patologías asociadas 

como son la hipertensión y diabetes, se está observando una tendencia a al alza de la incidencia del 

CE. Éste aumento ha tenido lugar de una manera especialmente contundente en mujeres jóvenes 

(Lee et al., 2007; Moore and Brewer, 2017). Otro de los factores contraproducentes en el CE es el 

estímulo estrogénico, de modo que las mujeres que padecen de hiperestrogenismo, así como las 

que tienen una vida reproductiva extremadamente larga o las que reciben tratamiento con 

tamoxifeno (un análogo de los estrógenos endógenos empleado para el tratamiento de cáncer de 

mama) presentan un mayor riesgo de acabar desarrollando tumores en el endometrio (Ngô et al., 

2014). 

 

Figura 3: Tasa estimada de incidencia estandarizada en el cáncer de endometrio. (A) Mapa indicador de la tasa de 

incidencia a nivel global en 2020 por cada 10.000.000 mujeres. (B) Gráfica de la incidencia y la mortalidad del cáncer 

de endometrio en Europa en el año 2020. Adaptadas de GLOBACAN 2020. 
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EL ÚTERO EN ROEDORES 

A diferencia de los humanos, el útero de los roedores es bicórneo, dicho de otro modo, está 

formado por dos prolongaciones que se originan desde los oviductos y, posteriormente, convergen 

caudalmente en forma de Y, conectando con la vagina a través del cérvix (Figura 4). Al nacer, el 

útero de los ratones no dispone de glándulas epiteliales en el endometrio, éste se basa 

simplemente en un epitelio simple luminar rodeado de tejido mesenquimal indiferenciado. No es 

hasta el día 5 post-natal cuando tiene lugar el inicio de la invaginación de este epitelio, 

produciéndose así la génesis de glándulas endometriales a partir del séptimo día. Inclusive en la 

edad adulta, las glándulas del endometrio de los roedores son más simples, presentando una 

disposición tubular y esférica, no tan ramificada y entrecruzada como los son las humanas (Anne 

Croy et al. 2013). 

 

 

Figura 4: Anatomía e histología del útero murino. (Modificado de Treuting et al., 2018) (A) Representación 

del útero del ratón, donde se pueden distinguir los ovarios, las dos ramas uterinas y el cérvix. (B) Imagen real 

del útero de un ratón adulto, las flechas amarillas señalan las ramas o cuernos uterinos. (C) Fotomicrografías 

del corte histológico de un útero murino adulto. 

 

De igual manera que sucede en los humanos, el útero de los roedores también experimenta 

cambios cíclicos para la preparación de la implantación de los blastocitos. La diferencia primordial 

entre ambos es que en el caso de los ratones se da lo conocido como ciclo estral en lugar del ciclo 

menstrual. Estos ciclos se dan de manera ininterrumpida durante todo el año desde el momento 

que la ratona adquiere la madurez sexual entorno la quinta y séptima semana de vida. El ciclo estral 

dura entre 4-5 días. Esta etapa está controlada por factores ambientales como puede ser el 

fotoperiodo, la temperatura, la disponibilidad de alimentos y la presencia de feromonas. Por 

ejemplo, el olor de la orina de los machos acorta el ciclo de 5 a 4 días en las hembras expuestas al 
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mismo. Esta fase puede dividirse en 4 etapas diferenciadas (Groothuis et al., 2007; Sato et al. 1997; 

Tan et al., 2003):  

 Proestro: es la fase de acondicionamiento, dura aproximadamente unas 18 horas. Durante 

esta etapa se produce un pico hormonal gradual de estrógeno. Se caracteriza por un 

incremento en la proliferación de las células endometriales y del flujo sanguíneo. 

 Estro: es el periodo receptivo de la hembra (vulva inflamada y lordosis refleja), dura unas 

28 horas, en esta fase se da la ovulación y una abundante proliferación celular, el útero se 

prepara así para la factible implantación de los embriones. 

 Metaestro: en el caso de que no se produzca la fecundación, es una etapa en la que las 

células epiteliales del endometrio sufren una apoptosis masiva que dura 8 horas. Esta fase 

está marcada por unos niveles muy bajos de estrógeno. 

 Diestro: la hembra se mantiene en reposo unas 40 horas, durante las cuales permanece 

sexualmente inactiva (no receptiva al macho). 

 

 DIAGNÓSTICO, ESTADIO Y CLASIFICACIÓN DEL CÁNCER 

DE ENDOMETRIO 
En la población, el cribado rutinario para la detección precoz de CE no se considera salvo en los 

casos que presentan Síndrome de Lynch, una enfermedad asociada a un tipo de cáncer colorrectal 

hereditario no polipósico, en el que están afectados genes reparadores del ADN (MLH1, MLH2 o 

MSH6) dando lugar a inestabilidad de microsatélites (IMS).  En estos casos clínicos la criba es 

necesaria ya que presentan un riesgo del 27-71% de padecer este tipo de neoplasia endometrial. 

En estos casos se realiza un estudio periódico con biopsias endometriales, estudiando la opción de 

llevar a cabo una cirugía profiláctica (Lu and Daniels, 2013; Staff et al., 2016). 

El resto de las pacientes no recibirán un estudio hasta que no aparezcan los primero síntomas, como 

puede ser el sangrado vaginal anormal (metrorragia) (Goodman, 2000; Janet R Albers et al., 2004) 

en mujeres mayores de 40 años, o que existan factores de riesgo en menores de 40, como pueden 

ser la obesidad, tener síndrome de ovarios poliquísticos, diabetes, tratamiento con tamoxifeno, 

entre otros (Santaballa et al., 2018). 

Las pruebas que se realizan para el diagnóstico de este tipo de cáncer van desde citologías 

cervicovaginales (en el 50% de los pacientes con CE se encuentran células anormales), ecografías 

transvaginales (se valoran parámetros como grosor, morfología, vascularización e infiltración 
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miometrial y cervical) y biopsias endometriales (para conocer el tipo histológico y el grado de 

diferenciación) (Chi et al., 2017; Opolskiene et al., 2007; Torres et al., 2012). Estos últimos años 

existe un kit de diagnóstico molecular conocido como GynEC-Dx que permite estudiar el estado de 

20 genes relacionados con el CE en un aspirado uterino (Sergi Fernández-González et al. 2019). 

Para averiguar si se ha producido una invasión del miometrio y afectación del cérvix, la prueba más 

sensible es la resonancia magnética. En cuanto al estudio de la afectación de ganglios linfáticos 

pélvicos, se puede realizar una linfadenectomía pélvica y paraaórtica o bien un mapeo de los 

ganglios centinela, de esta última forma se incrementa la probabilidad de encontrar metástasis 

(Tran and Gehrig, 2017). 

En este marco, la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia (FIGO) generó en 1958 un 

sistema de clasificación y estadiaje tumoral para el CE. Éste, concede información notable para la 

evaluación de la propagación del tumor. Además, con la finalidad de aumentar su reproducibilidad 

y precisión, los criterios se van reestableciendo periódicamente. Estos criterios de clasificación se 

adaptan al estadio quirúrgico de un modo independiente del grado histológico (Concin et al., 2021), 

por tanto se tienen en cuenta el tamaño y la localización del tumor, su extensión en órganos anexos 

(ovarios y trompas de Falopio), la profundidad de la invasión miometrial y cervical, la invasión de 

vasos linfáticos y el estado de los ganglios. Por otro lado la clasificación TNM se focaliza en una 

distribución de los casos de una manera clínica y/o patológica (Tabla 2) (WHO, 2020). 

Clasificación 
TNM 

Estadio 
FIGO 

Características del tumor 
Supervivencia 
a 5 años (%) 

     TX  Tumor primario no puede ser evaluado  
     T0  Sin evidencias del tumor primario  
     T1 I Tumor confinado en el cuerpo uterino  

T1a IA Ausencia de invasión miometrial, o <50% 90 
T1b IB Invasión miometrial >50% 78 

     T2 II Invasión del estroma cervical pero no más allá del útero 74 
     T3 III Diseminación local o regional  

T3a IIIA Invasión de la serosa del cuerpo uterino y órganos anejos 56 
T3b IIIB Afectación vaginal y/o parametrial  36 

     N1,N2 IIIC Afectación metastásica de ganglios pélvicos y paraaórticos  
N1           IIIC1 Ganglios pélvicos positivos 57 
N2           IIIC2 Ganglios paraaórticos positivos independientes de los pélvicos  48 

     T4 IV Invasión de la mucosa vesical y/o rectal, y/o metástasis distales  
M0 IVA Invasión vejiga y/o recto 22 

M1 IVB 
Metástasis distales, incluyendo intraabdominales y/o en ganglios 
inguinales 

21 

Tabla 2: Estadiaje actual del CE según FIGO, junto con la clasificación TNM y la supervivencia asociada a 
cada estadio. Adapatación de Bartosch et al., 2017.  
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CLASIFICACIÓN TRADICIONAL O DUALISTA 

De manera habitual el CE se ha clasificado según criterios clínicos, endocrinos y epidemiológicos. 

Así Bokhman en 1983 describió que existían dos manifestaciones clinicopatológicas (Tabla 3) 

(Bokhman, 1983). 

Características Tipo I Tipo II 
Edad Pre-perimenopáusica Postmenopáusica 

Prevalencia 80-90% 10-20% 
Estadio en el diagnóstico Temprano Avanzado 

Relación con el 
hiperestrogenismo 

Si No 

Lesión precursora Hiperplasia endometrial - 
Progresión  Lenta Rápida 
Pronóstico Bueno Malo 

Tabla 3: Clasificación de Bokhman, dualista o tradicional, del cáncer de endometrio. Adaptación de Goebel 

et al., 2018. 

 

 Tipo I  o carcinoma endometrial endometrioide (CEE, en inglés EEC): representan el 80-

90% de los casos (Concin et al., 2021) y se suelen vincular con un estado hiperestrogénico. 

Esta es la causa que este tipo de carcinoma se asocie con factores de riesgo tales como la 

obesidad, la anovulación, nuliparidad y tratamiento con estrógenos exógenos no 

compensados con progesterona. Se desarrolla en mujeres pre, peri y postmenopáusicas 

relativamente jóvenes. Los CEEs son tumores dependientes de estrógenos, por lo que 

expresan elevados niveles de receptores de los mismos. Se desarrollan a partir de lesiones 

precursoras como puede ser hiperplasias endometriales o neoplasias intraepiteliales 

endometrioides, con o sin atipia. Suelen diagnosticarse en estadios iniciales y con bajo 

grado. Bajo el microscopio, los CEEs de bajo grado (CEE1-2) presentan glándulas tubulares, 

que recuerdan morfológicamente a un endometrio proliferativo, aunque con un patrón 

glandular cribiforme y fusionado, con un cierto grado de complejidad celular, y se asocian 

con un buen pronóstico cuando el tumor se encuentra confiando al útero. Los CEEs de alto 

grado (CEE3) presentan un patrón de crecimiento más sólido, representan un 10% de los 

casos de CEE, son más agresivos y suelen vincular con metástasis de ganglios linfáticos, 

produciendo el 39% de las muertes por cáncer de endometrio (Bansal et al., 2009; Hamilton 

et al., 2006; Piulats et al., 2017). 

 Tipo II, carcinoma no endometrioide (CENE, en inglés NEECs) o carcinomas serosos: 

representan entorno al 20% de los casos (Concin et al., 2021), y no tienen relación con 

estímulos hormonales. Habitúan a desarrollarse en mujeres edad avanzada 

(postmenopáusicas), generalmente sobre una base de endometrio atrófico. En estos casos, 

suelen diagnosticarse en estadios más avanzados, ya que presentan una diseminación 
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temprana y por tanto un peor pronóstico. De hecho, a pesar de no ser el tipo tumoral más 

frecuente en endometrio, son responsables del 27% de las muertes por CE. En su mayoría 

son tumores serosos y entre sus características microscópicas predomina la presencia de 

papilas gruesas, fibrosas o edematosas, con una estratificación prominente de células 

tumorales, y de células anaplásicas con citoplasmas eosinófilos grandes (Bansal et al., 2009; 

Hamilton et al., 2006; Piulats et al., 2017).  

Más allá de las diferencias histológicas, los tumores de Tipo I y Tipo II se asocian a ciertas 

alteraciones moleculares. De esta forma, los CEEs presentan inestabilidad de microsatélites (IMS) y 

mutaciones frecuentes en PTEN (77%), PI3KCA (53%), CTNNB1 (36%), ARID1A (35%) y KRAS (24%), 

entre los más habituales. Por otro lado, los CENEs manifiestan inestabilidad cromosómica, LOH, 

mutaciones en TP53 (90.7%), PI3KCA (41.9%) y otras alteraciones moleculares que afectan a SKT1S, 

p16, E-cadherina y HER2 (Getz et al., 2013; Piulats et al., 2017). 

 

Clasificación clásica Clasificación histológica 

Tipo I 
Relacionados con estrógenos 

Adenocarcinoma endometrioide 

Tipo II 
No relacionado con estrógenos 

Carcinoma seroso 
Adenocarcinoma de célula clara 

Carcinoma indiferenciado y desdiferenciado 
Adenocarcinoma mixto 

Otros tipos de cáncer de endometrio 
Carcinoma escamoso 

Carcinoma mucinoso de tipo gastrointestinal 
Adenocarcinoma mesonéfrico y mesonefric-like 

Tabla 4: Correlación aproximada de las clasificaciones tradicionales e histológicas del cáncer de 
endometrio.  

 

Desde el punto de vista patogénico este tipo de distribución clásica y dualista es interesante, pero 

según las circunstancias a veces es complicado aplicarlo a la clínica, ya que el CE incluye mecanismos 

patogénicos muy heterogéneos y estos deben de plasmarse de alguna forma en los sistemas de 

organización de los casos. Ésta es la causa de que la clasificación histológica, definida por la OMS 

(Organización Mundial de la Salud, en inglés: WHO, World Health Organization) hace unos años, 

sea a día de hoy la más utilizada (Tabla 4), aunque, desde hace un tiempo, la caracterización y 

clasificación molecular de los tumores de CE está cogiendo relevancia y se está imponiendo sobre 

las otras (Piulats et al., 2017). 
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 CLASIFICACIÓN HISTOLÓGICA 

La OMS ha acostumbrado a clasificar de manera habitual los diferentes CE en función a su histología 

y características celulares (WHO, 2020). En cambio, en su nueva clasificación, han introducido 

nuevos tipos de CE. No obstante, los CEE y los carcinomas serosos continúan formando la mayor 

parte de los casos. La división de estos nuevos subtipos de CE (enumerados en la Tabla 4) es definida 

tomando en cuenta las características microscópicas y las moleculares. Esta nueva organización ha 

ayudado a perfeccionar la separación clínica de los pacientes y por tanto predecir mejor el 

pronóstico de los mismos (Soslow et al., 2019). Desde el punto de vista histopatológico, el 

carcinoma endometrial puede clasificarse como endometrioide y sus variantes, mucinoso, seroso, 

de células claras, neuroendocrino, mixto, indiferenciado o desdiferenciado. Además, un pequeño 

porcentaje de carcinomas muestra una diferenciación mesenquimal y se denomina 

carcinosarcoma. Entre los casos recién diagnosticados, aproximadamente el 85% o más son 

carcinomas endometrioides, entre el 3 y el 10% son carcinomas serosos, entre el 2 y el 3% son 

carcinomas de células claras y menos del 2% son carcinosarcomas, y el resto corresponde a otros 

histotipos (Dedes et al., 2011). 

De esta manera, los diferentes tipos histológicos de CE descritos en la actualidad son los siguientes: 

ADENOCARCINOMA ENDOMETRIOIDE 

Este tipo de tumor representa alrededor del 80% de todos los CE diagnosticados. Se trata al CE de 

tipo I en la clasificación de Bokhman. Como su nombre indica se trata de un adenocarcinoma en el 

endometrio, este se caracteriza por presentar una estructura semejante a la de un endometrio 

sano, glandular o villoglandular, formada por un epitelio estratificado cúbico, pero con una 

arquitectura enrevesada y ramificada. Las células epiteliales alineadas acostumbran a ser 

columnares y comparten la zona apical con las células contiguas, por lo que también derivan en 

lúmenes glandulares. En el adenocarcinoma endometrioide las células característicamente tienen 

un citoplasma eosinofílico y granular así como una atipia nuclear de leve a moderada (WHO, 2020). 

Por otra parte, las neoplasias endometriales pueden presentar una gran diversidad de tipos 

epiteliales diferenciados, como son las células escamosas, mucinosas o ciliadas, y variaciones 

arquitecturales, incluyendo formaciones papilares. Cuando estas variedades prevalecen en un 

adenocarcinoma endometrioide, éste pasa a nombrarse como “variante especial”: variante con 

diferenciación escamosa, variante villoglandular, variante de células ciliadas y variante secretora 

(Murali et al., 2014). 

Es por ello que este subtipo de CE comprende de un amplio espectro de diferenciación histológica, 

que se valora con el grado nuclear y arquitectural, parámetros que especifican la agresividad celular 

del tumor. 
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El principal parámetro que define el grado histológico es la arquitectura, dividiéndose así en 3 

grados: 

 Grado 1: adenocarcinoma con un patrón glandular reconocible y un 5% o menos de 

crecimiento sólido (Figura 5A). 

 Grado 2: glándulas bien formadas con láminas solidas de células neoplásicas 

intercaladas con entre 6 y 50% de crecimiento sólido.  

 Grado 3: con más de un 50% de crecimiento sólido, con glándulas prácticamente 

irreconocibles y células tumorales con atipia nuclear y elevada actividad mitótica 

(Figura 5B). Los tumores de grado 3 tienen un peor pronóstico que los de grado 1 y 2, y 

aunque comparten algunas alteraciones moleculares con los tumores de grado 1 y 2, 

aproximadamente el 50% muestran mutaciones en el TP53, que son raras en los 

tumores de grado inferior (Lax et al., 2000). Curiosamente, aproximadamente el 20% 

de los tumores de grado 3 se encuentran en el subtipo TCGA de número de copias alto 

(tipo seroso), mientras que la gran mayoría de los tumores de grado 1 y 2 se encuentran 

en los otros tres subtipos TCGA de carcinoma endometrial (explicados más adelante). 

Cuando el adenocarcinoma endometrioide se compone de  más de un 50% de focos de 

grado 3, este tumor se relaciona con una mayor agresividad, de ahí que el grado 

histológico incremente en un grado (Soslow et al., 2019). 

CARCINOMA SEROSO (FIGURA 5C) 

Es el CE de tipo no endometrioide más reiterado entre los casos diagnosticados de tumores al 

endometrio.  Su histomorfología es papilar, compleja y con núcleos fibrovascular. El 30% de los 

casos se caracterizan por contener cuerpos de Psamoma (calcificaciones laminadas acelulares). A 

diferencia del adenocarcinoma endometrioide en estos tumores la histología celular 

preponderante es redondeada en vez de columnar, además, acostumbran a presentar células 

multinucleadas. Al no presentar una forma glandular, los núcleos ya no están organizados 

perpendicularmente a la membrana basal. Estos núcleos son poco diferenciados, grandes y con 

nucléolos eosinófilos.  En los carcinomas serosos las mitosis son numerosas, y generalmente 

atípicas y aberrantes. Asimismo, presentan nidos celulares y focos de necrosis (WHO, 2020).  

Contrariamente que los adenocarcinomas endometriales, los serosos se califican siempre como 

tumor de alto grado histológico, y acostumbran a diagnosticarse en estadios avanzados. El 

pronóstico es muy bueno si el tumor está confinado en el endometrio, aunque cualquier difusión 

fuera del útero asiduamente resulta en una recurrencia del tumor y en la muerte de la paciente. 
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Así, aunque este tipo de tumor se diagnostique en menos de un 10% de los CE, es el culpable de la 

defunción del 40% de los casos de CE (Murali et al., 2014; WHO, 2020). 

CARCINOMA DE CÉLULA CLARA (FIGURA 5D) 

Por lo que respecta este tipo de CE, las células son poliédricas, con citoplasmas claros o aunque 

menos usual eosinófilos y granulares. Estas células siguen unos patrones papilares, túbulos-

quísticos, solidos o mixtos. Tanto el grado de la atipia nuclear como el índice mitótico, de manera 

general, son altos, aunque en algunos casos solo sea de forma focal. Esta clase tumoral no suele ser 

frecuente, representando menos del 10% de los casos (WHO, 2020), y tienen una prognosis inferior 

al endometrioide. Acostumbran a diagnosticarse en mujeres mayores en estadios avanzados 

(Murali et al., 2014). 

CARCINOMA INDIFERENCIADO Y DESDIFERENCIADO (FIGURA 5E Y 5F) 

En este tipo de neoplasia no existe una diferenciación celular clara. El carcinoma desdiferenciado 

está formado en diferentes proporciones por un componente de carcinoma indiferenciado y un 

componente diferenciado, que suele ser endometrioide de grado 1 o 2. La zona límite entre los dos 

componentes no suele ser evidente, acostumbrando a ser abrupta y mezclada. Una gran parte de 

estos tumores, establecen enormes masas polipoides, intraluminales y con frecuencia necróticas. 

En este tipo de tumor, la recurrencia y la mortalidad es del 55-95% de los casos, esto es debido a 

que son tumores altamente agresivos, a pesar de representar solo un 2% de la incidencia en CE 

(WHO, 2020). 

ADENOCARCINOMA MIXTO 

Este tipo de CE se conforma de una mezcla de carcinomas de dos o más tipos histológicos, donde 

al menos uno de ellos es seroso o de célula clara. Es por ello que dentro del tumor puede haber 

características superpuestas y una cierta mezcolanza y ambigüedad molecular. Los más habituales 

tienen componentes endometrioides y serosos. Son el 10% de los casos de CE y la gravedad de 

estos viene dada por el componente de mayor grado, de esta forma siempre se consideran de alto 

grado dando igual el porcentaje relativo que presenten de carcinoma seroso o de célula clara (Ruhul 

Quddus et al., 2010; WHO 2020, 2020). El componente minoritario ha de estar presente en casi un 

5% de todo el tumor.  El pronóstico de estos tumores ha sido determinado por la agresividad del 

componente con mayor peso. 

CARCINOMA ESCAMOSO 

Las células de este tipo tumoral de CE son exclusivamente células epiteliales con diferenciación 

escamosa, aunque en algunos casos tengan una apariencia engañosamente blanda. Están 

compuestos por epitelio glucogénico y presentan un amplio frente invasivo. Están vinculados a 
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condiciones inflamatorias crónicas, piometra prolongada e ictosis uterina. Conforman el 0,5% de 

los casos de CE, y su agresividad y prognosis varía según el estadio del tumor (WHO, 2020). 

CARCINOMA MUCINOSO DE TIPO GASTROINTESTINAL 

Es el CE que se da con menor frecuencia. Presenta características mucinosas gástricas y/o 

gastrointestinales. Las glándulas epiteliales de las que se compone este tumor son secretoras de 

mucina. Los núcleos son de bajo grado y el desarrollo del tumor dependerá del grado que presente 

según el momento del diagnóstico de la paciente (WHO, 2020). 

ADENOCARCINOMA MESONÉFRICO Y MESONEFRIC-LIKE (MLC) 

Los carcinomas mesonéfricos tienen como origen restos de los conductos mesonéfrico, por lo que 

pueden originarse en la pared uterina. No presentan receptores hormonales. Su aparición no es 

muy habitual (1% de los CE). En lo relativo a los “mesonefric-like” son un tipo de adenocarcioma 

similar a los de diferenciación mesonéfrica. Todos los MLC tienen una mezcla de características 

arquitectónicas y citológicas, sobre todo arquitectura ductal y/o tubular, núcleos parecidos a los 

del carcinoma papilar de tiroides, y secreciones eosinófilas intraluminales focales (Figura 5G-5I). 

Hasta 2020 solo se habían descrito unos 50 casos de este tipo de tumor Al tratarse de  subtipos 

tumorales recientemente descritos, no está claro su prognosis, pero los pocos datos que hay 

marcan un comportamiento agresivo (Euscher et al., 2020; WHO 2020, 2020). 

 

Figura 5: Histopatología del carcinoma de endometrio. (Modificado de Euscher et al., 2020; Goebel et al., 
2018) (A) Fotomicrografías de adenocarcinoma endometrioide de bajo grado. (B) Fotomicrografías de 
adenocarcinoma endometrioide de alto grado. (C) Fotomicrografías carcinoma seroso. (D) Fotomicrografías 
de carcinoma de célula clara. (E) Fotomicrografías de carcinoma desdiferenciado, que muestra componente 
de bajo grado endometrioide y de alto grado (indeferenciado). (F) Fotomicrografías de carcinoma 
desdiferenciado de alto grado (indeferenciado). (G-I) Fotomicrografías de carcinoma mesonefric-like. Patrón 
glandular (G), papilar (H) y ductal con secreciones eosinófilos (I). 
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CARCINOSARCOMA ENDOMETRIAL 

Los carcinosarcomas endometriales (CSE o ECS, del inglés endometrial carcinosarcoma) o tumores 

müllerianos mixtos malignos (malignant mixed Müllerian tumor, MMMT) son una neoplasia de alto 

grado (y agresiva) que tiene lugar entre el 2 y el 5% de los carcinomas ginecológicos (Dedes et al., 

2011). A pesar de esta baja presentación, son los causantes de casi el 16% de las muertes asociadas 

a patologías uterinas (De Jong et al., 2011; Gonzalez Bosquet et al., 2010) ya que presentan una 

peor supervivencia que los carcinomas endometriales de alto grado (Amant et al., 2005; De Jong et 

al., 2011; Ferguson et al., 2007; George et al., 1995; Wright et al., 2008). Así, los ECS, son uno de 

los tumores que presenta mayor heterogeneidad tumoral en el grupo de canceres uterinos junto 

con los carcinomas mixtos endometrioides-serosos y los carcinomas desdiferenciados. Estos 

tumores presentan un patrón bifásico, con un componente epitelial maligno, que puede ser tanto 

endometrioide (en la mayoría de los casos) o no endometrioide (seroso, célula clara, indiferenciado 

o mixto) (Abdulfatah et al., 2019; Buza and Tavassoli, 2009; De Jong et al., 2011; Ferguson et al., 

2007; Kurnit et al., 2019; M J Costa et al., 1994; Matsuo et al., 2016; Silverberg et al., 1990), y un 

componente sarcomatoide mesenquimal que puede representar una parte grande o pequeña del 

tumor (Gotoh et al., 2019). El componente sarcomatoide del ECS se denomina o sarcoma homólogo 

(fibrosarcoma, leiomiosarcoma o sarcoma estromal endometrial) o sarcoma heterólogo, donde el 

componente sarcomatoide presenta diferenciación hacia otro tipo de tejidos como por ejemplo 

hueso, cartílago o músculo (R Vajpeyi, 2005). Así, el tipo más común de carcinosarcoma está 

compuesto por carcinoma de alto grado y sarcoma homologo (un 40,8% de los casos) (Abdulfatah 

et al., 2019; Matsuo et al., 2016). La posterior diferenciación a diferentes tipos de tejidos 

mesenquimales aumenta la heterogeneidad del tumor y probablemente modula el 

comportamiento clínico y la respuesta terapéutica.  

La mayoría de los carcinosarcomas endometriales pertenecen al subtipo molecular de carcinoma 

endometrial de alto número de copias, caracterizado por la mutación del TP53 y frecuentemente 

acompañado por un gran número de alteraciones del número de copias de los genes, incluyendo la 

amplificación de importantes oncogenes, como el CCNE1 y el c-MYC. Sin embargo, una proporción 

de casos (20%) probablemente representa la progresión de tumores inicialmente pertenecientes al 

subtipo molecular de bajo número de copias de tipo endometrioide (caracterizado por mutaciones 

en genes como PTEN, PI3KCA o ARID1A), tras la adquisición de las mutaciones TP53 (Leskela et al., 

2019). Sólo unos pocos ECS pertenecen al tipo molecular hipermutado con inestabilidad de 

microsatélites y al tipo molecular ultramutado con mutaciones POLE (estas clasificaciones 

moleculares se explican en apartados posteriores). Una característica común a todos los ECS es la 

modulación de los genes implicados en el proceso de conversión de epitelial a mesenquimal 

(Mirantes et al., 2013b). Así, la adquisición de un fenotipo mesenquimal se asocia a un cambio de 
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E a N-cadherina, a la regulación al alza de represores transcripcionales de la E-cadherina, como el 

represor transcripcional 1 y 2 de la familia Snail (SNAI1 y SNAI2), Zinc Finger E-Box Binding 

Homeobox 1 y 2 (ZEB1 y ZEB2), y a la regulación a la baja, entre otros, de miembros de la familia 

miR-200 implicados en el mantenimiento de un fenotipo epitelial (Leskela et al., 2019).  

Históricamente se han sugerido tres teorías principales (colisión, combinación, conversión) para 

explicar la naturaleza bifásica de los carcinosarcomas uterinos (McCluggage, 2002). La teoría de la 

colisión propone que los componentes del carcinoma y del sarcoma tienen orígenes independientes 

y chocan para formar un único tumor. La teoría de la combinación propone una única célula madre 

precursora y su posterior diferenciación para dar lugar a dos componentes histológicos. La teoría 

de la conversión propone un origen monoclonal y una transición metaplástica del carcinoma al 

sarcoma. Estudios moleculares han demostrado que las alteraciones en el componente epitelial y 

el mesenquimal son las mismas, por lo que a día de hoy, a pesar de haber discrepancias en la 

literatura, esta aceptado que casi el total de los carcinosarcomas son carcinomas metaplásicos en 

los cuales el componente sarcomatosos deriva del epitelial como resultado de la 

transdiferenciación epitelio-mesénquima (epitelial-to-mesenchymal transition, EMT) durante la 

progresión tumoral (Castilla et al., 2011; Chiyoda et al., 2012; Mcconechy et al., 2015; Taylor et al., 

2006; Zhao et al., 2016). Sin embargo, un pequeño porcentaje de los ECS se constituyen 

posiblemente de la confluencia de dos tipos tumorales, ya que son molecularmente biclonales y 

muy probablemente se desarrollan a partir de dos poblaciones celulares independientes (H Wada 

et al., 1997). 

 

 

Figura 6: Fotomicrografías de carcinosarcoma endometrial. Modificados de D’Angelo and Prat, 2010. 
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CLASIFICACIÓN MOLECULAR 

Una adecuada clasificación de los tipos tumorales es crítica para seleccionar la terapia adyuvante 

apropiada para cada caso. En esta dirección, para combatir las limitaciones derivadas de una falta 

de precisión en la clasificación dualista (que no tiene en cuenta la heterogeneidad del tumor), se 

han realizado importantes estudios moleculares que han proporcionado información útil para 

predecir el pronóstico y la respuesta a tratamientos. La red de investigación de The Cancer Genome 

Atlas (TCGA) realizo en 2013 un estudio en 373 casos de CE que integraba técnicas genómicas, 

transcriptómicas y proteómicas para caracterizar más extensivamente este tipo de patología tan 

heterogénea. De esta manera estableció un tipo de clasificación independiente de la histológica. 

Así, esta nueva organización de los CE incluye 4 subtipos moleculares diferentes en función del 

espectro de mutaciones, de alteraciones en el número de copias y de la inestabilidad de 

microsatélites, las cuales han permitido generar un nuevo algoritmo para el diagnóstico del CE, tal 

y como se especifica en la Tabla 5 y en la Figura 7 (Getz et al., 2013; Murali et al., 2014; Piulats et 

al., 2017):  

 Grupo 1 o POLE (ultramutado) (7%): con mutaciones somáticas inactivantes en el dominio 

exonucleasa de la ADN polimerasa  (POLymerase Epsilon, POLE) y altas tasas de mutación 

(232·106 mutaciones/Mb), que tienen lugar en PTEN (94%), PIK3CA (71%), FBXW7 (82%), 

ARID1A (76%), KRAS (53%) y ARID5B (47%). Este grupo incluye carcinomas endometrioide 

de bajo y alto grado. Aunque la mayor proporción son de grado 3, los tumores de este grupo 

están asociados a un buen pronóstico. 

 Grupo 2 o de inestabilidad de microsatélites (28%): con IMS, suelen presentar 

hipermetilación del promotor de MLH1 así como altas tasas de mutación (18·106 

mutaciones/Mb). Los principales genes donde se encuentran estas mutaciones son PTEN 

(88%), RPL22 (37%), KRAS (35%), PIK3CA (54%), PIK3R1 (40%) y ARID1A (37%). También 

suelen ser carcinomas endometriales, en este caso de alto grado; su pronóstico es 

intermedio. 

 Grupo 3 o de bajo número de copias (39%): en este caso con baja modificación del número 

de copias, tienen una baja tasa de mutación (2,9·106 mutaciones/Mb), con mutaciones en 

PTEN (77%), CTNNB1 (52%), PIK3CA (53%), PIK3R1 (33%), ARID1A (42%). Acostumbran a ser 

CE endometrioides de cualquier tipo histológico, o con histologías mixtas. Su pronóstico 

también es intermedio 

 Grupo 4 o de alto número de copias y mutaciones en TP53 o serous-like (26%): muestra 

bajos niveles de mutación (2,3·106 mutaciones/Mb), entre las cuales la más frecuente es en 

TP53 (92%), PPP2R1A (22%), PIK3CA (47%). Además, tienen inestabilidad cromosómica, con 

amplificaciones recurrentes en MYC, ERBB2, CCNE1, FGFR3, SOX17. Este tipo molecular 
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está asociado con CE de tipo seroso (94%), mixto (62%) y endometrioide de alto grado 

(12%). Presenta un peor pronóstico. 

 

 
POLE 

(Ultramutado) 
MSI 

(Hipermutado) 

Bajo número de 
copias 

(endometrioide) 

Alto número de 
copias 

(pseudoseroso) 
Alteraciones en el 

número de copias 
Bajo Bajo Bajo Alto 

MSI/Metilación 

MLH1 
Variable MSI elevado MSI estable MSI estable 

Tasa de 

mutaciones 
Muy elevada Elevada Baja Baja 

Prevalencia de 

mutaciones 

POLE (100%) 
PTEN (94%) 

PIK3CA (71%) 
FBXW7 (82%) 
ARID1A (76%) 

KRAS (53%) 
ARID5B (47%) 

PTEN (88%) 
RPL22 (37%) 
KRAS (35%) 

PIK3CA (54%) 
PIK3R1 (40%) 
ARID1A (37%) 

PTEN (77%) 
CTNNB1 (52%) 
PIK3CA (53%) 
PIK3R1 (33%) 
ARID1A (42%) 

TP53 (92%) 
PPP2R1A (22%) 
PIK3CA (47%) 

Tipo histológico Endometrioide Endometrioide Endometrioide 
Seroso, 

endometrioide y 
mixto 

Grado Variable (1-3) Variable (1-3) Grado 1 y 2 Grado 3 

PFS Bona Intermedia Intermedia Baja 

Tabla 5: Clasificación de las 4 clases de tumores de endometrioides y serosos en función de sus características 
genómicas. PFS: progression-free survival. Modificado de Murali et al., 2014. 

 

Esta nueva forma de organizar los CE ha permitido demostrar que alrededor del 25% de los tumores 

clasificados como endometrioides de alto grado presentaban semejanzas con carcinomas serosos, 

tales como mutaciones en TP53 y alto número de copias (Piulats et al., 2017). Ahondar en la 

caracterización de los diversos subtipos de CE a la larga repercutirá en el diagnóstico de las 

pacientes, la elección de las terapias de las mismas, además, posibilitará la generación de 

tratamientos personalizados según las mutaciones que presente cada tumor. 
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Figura 7: Algoritmo de diagnóstico para la clasificación histomolecular integrada del cáncer de endometrio, aplicable a 
todos los tipos histológicos. Las diferencias en mismatch repair (MMR) se definen por la pérdida de una o más proteínas 
de MMR (MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6). 

 

PROGRESIÓN TUMORAL EN EL CARCINOMA DE 

ENDOMETRIO 
Aparte del CE, en el útero aparecen otras lesiones vinculadas a alteraciones hormonales que 

pueden ser tanto benignas, como es el caso de los pólipos endometriales, los leiomiomas o las 

adenomiosis, como malignas, como pueden ser por ejemplo las hiperplasias endometriales (Kossaï 

and Penault-Llorca, 2020). En el caso de estas últimas, se desarrollan debido a un crecimiento 

anormal del endometrio, presentando un incremento de la relación glándula/estroma mayor a 1. 

En las hiperplasias endometriales las glándulas presentan diversos grados de complejidad y atipias 

celulares y nucleares. Así, clásicamente se clasifican basándose tanto en el patrón arquitectónico 

de las glándulas pudiendo ser este simple o complejo, como en la presencia o carencia de atipia 

nuclear (núcleos grandes y redondeados, nucléolos marcados, pérdida de polaridad) (Singh G and 

Puckett Y., 2022). Asimismo, en 2020 la OMS ha sintetizado la clasificación de estas lesiones 

precursoras de carcinoma endometrial diferenciando solamente entre hiperplasias endometiales 

(HE) no atípicas  o simples (HS) y las hiperplasias complejas (HC) con atipia o neoplasias 

intraepiteliales endometriales (NIE; en inglés: EIN, Endometrial Intraepitelial neoplasia) también 

llamadas  adenocarcinomas in situ (AIS) (WHO, 2020). 

Las HS se caracterizan por la presencia de glándulas simples, acumuladas en una zona del 

endometrio, pero que a pesar del hacinamiento glandular aún conservan un abundante estroma 

entre las glándulas. El riesgo de padecer CE en las pacientes que son diagnosticadas de hiperplasia 

endometrial sin atipia, que en la mayoría de los casos surge debido a la presencia de un ambiente 
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hiperestrogénico, es 3 a 4 veces mayor que en aquellas mujeres que no sufren esta lesión 

pretumoral. Por otro lado, en las NIE, también se considera un factor de riesgo la exposición 

prolongada de estrógeno, pero tras la proliferación glandular clonal, esta deja de estar localizada y 

puede expandirse ocupando la totalidad del compartimento endometrial. Además, el espacio 

estromal entre glándulas se reduce considerablemente (Figura 7).  Entre un 25 y un 33% de las 

mujeres que sean diagnosticadas con EIN acabaran presentado CE durante el primer año después 

de la diagnosis. Tanto es así, que muchas de las alteraciones génicas presentes en el CE como 

pueden ser IMS, mutaciones en PTEN, en PAX2, en KRAS, en CTNNB1 entre otras, se detectan con 

gran asiduidad en este tipo de lesiones (Getz et al., 2013; Sanderson et al., 2017). 

 

Figura 7: Esquema ilustrativo del mecanismo propuesto para el desarrollo y progresión del carcinoma 
endometrial. En el endometrio, la exposición de estrógenos (E2) sin un efecto neutralizante de las progestinas 
(PG), promueve la proliferación de las glándulas endometriales produciéndose así las hiperplasias 
endometriales. En los casos donde la paciente sufre algún riesgo extra, es probable que se dé un clon 
mutante. Éste será fenotípicamente normal, pero la alta exposición a estrógenos puede hacer que se siga 
desarrollando. Con el transcurso del tiempo, el clon puede acumular más daños genéticos que le ayuden a 
progresar y proliferar, dando lugar en el endometrio a una neoplasia intraepitelial endometrial. La paciente 
puede presentar síntomas como un sangrado uterino y/o un incremento en el grosor del endometrio. Si 
persiste el acúmulo de daños genéticos, la lesión puede progresar a un CE. Imagen modificada de Sanderson 
et al., 2017. 

El CE se propaga por extensión directa a través del miometrio, por exfoliación de las células que se 

desprenden a través de las trompas de Falopio, por diseminación linfática y/o por diseminación 

hematógena (Hanahan and Weinberg, 2011). La vía de diseminación más común es la extensión 

directa de un tumor al miometrio (Abal et al., 2007). El proceso de invasión miometrial de las células 

epiteliales se caracteriza por el proceso en diferentes grados de transición epitelio a mesenquima 

(epithelial to mesenchymal transition, EMT), bien de forma transitoria, o bien de forma estable 

(Colas et al., 2012). 
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BASES MOLECULARES DE LA PROGRESIÓN TUMORAL EN CE 

Los cambios genéticos, epigenéticos y funcionales en las células son los que marcan la evolución 

del tumor, ya que son estos diversos cambios son los que modifican la regulación génica, el 

metabolismo y la división celular del mismo. En cuanto a las alteraciones génicas, es decir, las 

mutaciones, aquellas que se dan en los oncogenes o en los genes supresores tumorales 

desempeñan un rol clave en el desarrollo del cáncer. Aquellas perturbaciones en los genes 

supresores, si llegan a producir la pérdida de función en los dos alelos, promueven la 

tumorigenicidad permitiendo que el tumor crezca escapando de la muerte celular. En cuanto a los 

proto-oncogenes, cuya función celular está relacionada con crecimiento y mantenimiento de 

tejidos y órganos, mediante el estímulo de la división celular, bloqueo de la apoptosis y control de 

la diferenciación celular entre otros procesos celulares. Las mutaciones que hacen que uno de los 

alelos de un proto-oncogén se active más de la cuenta, lo que se conoce como “ganancia de 

función”, convierte a este gen en un oncogén. A nivel celular, los oncogenes actúan de forma 

dominante, es decir, con un único alelo mutado la célula ya es capaz de modificar su fenotipo.  

EL GEN SUPRESOR TUMORAL PTEN  

En los seres humanos, el gen PTEN (Phosphatase and TENsin homoleg deleted on chromosome 10) 

de 105kb de extensión, se encuentra localizado en la región 10q23 del cromosoma 10, una región 

del genoma objeto de muchas alteraciones génicas (mutaciones y deleciones) en una gran variedad 

de canceres humanos primarios (Li et al., 1997; Steck et al., 1997). Así, a día de hoy, PTEN se 

considera uno de los genes supresores tumorales más importantes que se conocen (Pulido, 2015). 

Tanto es así, que, en 2010, se realizó un estudio donde se analizaron las mutaciones de más de 

3100 muestras pertenecientes a 12 tipos de tumores, en él, PTEN se situó entre los 20 supresores 

tumorales que mayor frecuencia de mutación tienen (Beroukhim et al., 2010). 

PTEN está formado por 9 exones diferentes (Hollander et al., 2011; Li et al., 1997; Steck et al., 1997). 

Este gen codifica para una proteína multifuncional de 403 aminoácidos con un peso molecular de 

47 KDa. A través de un estudio cristalográfico se vio que PTEN contiene dos dominios funcionales 

para su actividad como supresor: el dominio fosfatasa y el dominio C2. El primero de estos dos, que 

comprende desde el aminoácido 14 al 185, es el encargado de la actividad catalítica fosfatasa de la 

proteína, ya que posee un sitio activo HCxxGxxR entre el aminoácido 123 y el 130. El segundo 

dominio, el C2, que ocupa la región desde el aminoácido 190 al 350, tiene la capacidad de unirse a 

fosfolípidos de membrana, de esta manera ayuda a que el dominio fosfatasa quede orientado de 

manera adecuada enfrentándolo al sustrato lipídico (Hollander et al., 2011; Lee et al., 1999; M M 

Georgescu et al., 2000). Además de estas dos regiones, la proteína contiene otros dos dominios 

funcionales en los extremos N y C terminal.  Al extremo N-terminal tiene entre los aminoácidos 7 y 

13 un dominio PBD de unión a PIP2 (Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate Binding Domain), que 
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conjuntamente con el domino C2 permite que PTEN quede unido a la membrana. Por otro lado, el 

dominio C-terminal de PTEN se compone de una cola (aminoácidos 351-400) secuencial de 

repeticiones PEST (prolina- ácido glutámico-serina-treonina) seguida de tres aminoácidos con 

capacidad de unión PDZ (PDZ binding domain, PDZ-BD). Este extremo hace de estabilizador tanto a 

nivel proteico como de la actividad enzimática, asimismo, la región PDZ-BD proporciona a PTEN la 

capacidad de unirse a múltiples proteínas con este dominio (Hollander et al., 2011; Lee et al., 2018; 

M M Georgescu et al., 2000; Worby and Dixon, 2014).  

 

Figura 8: Esquema de la estructura de la proteína PTEN. PTEN está compuesta por 4 dominios funcionales: 
PBD, dominio fosfatasa, dominio C2 y el extremo carboxil, que engloba la cola C-terminal y el dominio de 
unión PDZ. Imagen modificada de Lee et al., 2018. 

 

Curiosamente, la secuencia aminoacídica de PTEN ha permanecido evolutivamente conservada 

entre especies, principalmente entre los vertebrados. En el ratón (Mus musculus), Pten se localiza 

en el cromosoma 19 y al igual que el humano tiene 403 aminoácidos de longitud. La secuencia 

murina y la humana son similares al 99,75%, tanto es así que a nivel proteico la única diferencia 

entre las dos es un cambio aminoacídico de una serina a una treonina en la cola C-terminal (Leslie 

et al., 2016). 

La función molecular de PTEN en la vía PI3K/AKT 

Desde su descubrimiento en los años 90, han sido muchos los recursos y esfuerzos empleados para 

estudiar y caracterizar la función de PTEN en contextos celulares normales y patológicos. A este 

respecto, PTEN, y por ende su función fosfatasa lipídica, no solo está implicada en procesos de 

desarrollo y evolución del cáncer, de hecho, participa en una gran variedad de etapas biológicas 

que van más allá de la supresión tumoral. Además, es una proteína cuya actividad funcional varía 

según su disposición a nivel celular, pudiendo estar localizada en el núcleo o el citosol (Pulido, 2015; 

Worby and Dixon, 2014). 

PTEN es una fosfatasa dual no redundante, que tiene como sustratos tanto lípidos como proteínas. 

Su función catalítica más estudiada es su actividad como fosfatasa lipídica, actuando como 

regulador negativo de la vía PI3K/AKT (Stambolic et al., 1998; Wu et al., 1998). Esta vía, es una ruta 

de señalización evolutivamente muy conservada, que regula procesos fisiológicos claves en la 

homeostasis celular. Tal es la importancia de dicha vía que su desregulación conlleva a la aparición 
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de patologías neurodegenerativas, diabetes o cáncer, donde en la mayoría de los casos es debida a 

una hiperactivación de la vía (Courtney et al., 2010; Vivanco and Sawyers, 2002). 

Las PI3Ks (Phosphatidylinositol 3-kinases) conforman una familia de quinasas lipídicas que se 

separan según su especificad de sustrato y su estructura en tres familias (I-III). Las quinasas de la 

clase I se activan a través de una amplia cantidad de receptores de membrana. Estas a su vez se 

subdividen en dos categorías, la IA y la IB. Las que pertenecen a la primera son heterodímeros 

formados por la combinación de las distintas variantes de un componente regulador, p85 (p85α, 

p85β, p55α, p50α o p55γ), una subunidad catalítica, p110 (p110α, p110β o p110δ). Por otro lado, 

las de la clase IB son PI3K compuestas por el componente catalítico p110γ y o la subunidad 

reguladora p101 o la p87. Por último, la caracterización e implicación de las quinasas de clases II y 

III en el cáncer aún permanecen algo desconocidas. No es así en las de tipo IA, cuya participación 

en procesos tumorales es ampliamente conocida (Courtney et al., 2010; Thorpe et al., 2015). 

La activación clásica de las PI3Ks de la clase IA (Figura 9) resulta de la unión de un factor de 

crecimiento (growth factor, GF) al dominio extracelular de un receptor tirosina quinasa (Receptor 

Tyrosine Kinase, RTK). Cuando esta unión receptor-ligando ocurre se desencadena la activación de 

la vía PI3K/AKT. Entre los RTKs iniciadores de esta vía se encuentran proteínas como el EGFR (human 

epidermal growth factor receptor), el PDGFR (Platelet-Derived Growth Factor Receptor) y el IGFR-1 

(Insulin Growth Factor 1 Receptor). La actividad quinasa de estos receptores se ve incrementada al 

unirse el ligando correspondiente a cada uno de ellos, ya que en ese momento estos RTKs se 

activan, dimerizan y se autofosforilan en el dominio interior del receptor. Es entonces cuando de 

forma intrínseca o con ayuda de adaptadores (como lo son IRS1 y IRS2; Insulin resceptor sustrates), 

esta zona fosforilada del receptor puede interactuar con el dominio SH2 (Src Homology 2) de p85 

(subunidad reguladora de la PI3K), que por su parte reclutará hacia la membrana y dejará de inhibir 

la subunidad catalítica p110. Alternativamente, la PI3K (p110α y p110γ), y por tanto la vía, también 

puede estimularse por medio de la GTPasa RAS, que se une directamente a la subunidad p110 

(Courtney et al., 2010; Pacold et al., 2000; Thorpe et al., 2015). Por lo que afecta a las subunidades 

p110β y p110γ se pueden activar a través de receptores acoplados a proteínas G (G Protein-Coupled 

Receptors, GPCR) (Guillermet-Guibert et al., 2008). 

Una vez la PI3K está activa, cataliza la fosforilación de PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-

bisphosphate), convirtiéndolo en PIP 3 (phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate). Estos lípidos 

actúan como mensajeros secundarios de la propagación intracelular de la señal de activación, 

reclutando y anclando a la membrana diversas proteínas. Esto es posible gracias a que son capaces 

de unirse a los dominios PH (pleckstrin homology) que presentan algunas proteínas citosólicas. 

Concretamente, facilitan el acercamiento de las proteínas serina/treonina quinasas PDK1 
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(phosphoinosite-dependent protein kinase 1) y AKT, también conocida como PKB (protein kinase B). 

En condiciones normales, la AKT se mantiene en un estado inactivo mediante la interacción 

intramolecular de sus dominios PH y quinasa. En cambio, cuando interactúa con PIP3, a través de 

su dominio PH, sucede un cambio conformacional que facilita la fosforilación, en la Thr308 de su 

dominio de activación a través de la PDK-1 (Alessi et al., 1997), y en la Ser473 del motivo hidrofóbico 

del dominio regulador al complejo mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) 

(Sarbassov et al., 2005) y a la quinasa DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) (Surucu et al., 2008). 

Estas modificaciones en la proteína provocan su activación completa. En este punto, la AKT se 

disocia de la membrana y actúa fosforilando múltiples proteínas señalizadoras al citosol, que tienen 

como finalidad promover la proliferación, la supervivencia, el crecimiento y el metabolismo celular, 

y la angiogénesis, entre otras (Engelman, 2009; Hers et al., 2011; Vivanco and Sawyers, 2002).   

Los efectores sobre los que actúa AKT son una gran variedad de proteínas responsables de 

transmitir la señal por múltiples procesos celulares. Entre estos, se encuentran proteínas 

reguladoras de la apoptosis, como FoxO (forkhead box O transcription factors), BAD (BCL-2-

associated agonist of cell death) y BIM (BCL-2 Interacting Mediator of cell death), entre otros. Otro 

efector de la AKT es MDM2, que al fosforilarse es capaz de translocarse al núcleo de manera más 

efectiva lo que le permite unirse p53 e inducir su degradación. Por otra parte, la AKT activa impulsa 

también la proliferación celular, frenando la acumulación de p27, o potenciando la de Ciclina D1 a 

través de GSK-3β (Glycogen Synthase Kinase 3β).  Asimismo, la AKT fosforila TSC2 (Tuberous 

SClerosis 2) lo que conlleva a su inactivación, induciendo, además, la activación de RHEB (Ras 

homologue enriched in brain), que a su vez estimula la actividad fosfotransferasa de mTOR. Por el 

contrario, cuando TSC2 no se encuentra fosforilada, forma un complejo con TSC1 (Tuberous 

SClerosis 1), inhibiendo a RHEB. Finalmente, el AKT puede activar también el complejo mTORC1 por 

fosforilación inhibitoria de PRAS40 (proline-rich AKT substrate of 40 Kilodaltons), que es un 

regulador negativo de este complejo. Además, el complejo mTORC1 activa la traducción proteica 

por medio de la fosforilación activadora de p70-S6K (ribosomal protein S6 kinase beta 1) e 

inhibidora de 4EBP1 (Eukariotic Translation initiation factor Binding Protein 1), permitiendo, esta 

última, que se libere eIF4E (eukariotic translation initiaton factor 4E), también activa la traducción 

y activación de HIF1 (Hypoxia-inducible factor-1), que a su vez promueve formación de nuevos vasos 

sanguíneos a través de la trascripción de genes como VEGF  

(Vascular Endothelial Growth Factor) (Hollander et al., 2011; Vivanco and Sawyers, 2002). 

Por todo lo explicado anteriormente, la cascada de señalización PI3K/AKT está implicada en la 

regulación de una enorme cantidad de procesos celulares esenciales. De ahí que el control estricto 

de ésta sea muy importante. Entre los mecanismos de inhibición de esta vía, por un lado, está la 

neutralización de la señal producida por los residuos fosforilados de la AKT (Thr308 y la Ser473), 
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estos aminoacidos son defosforilados respectivamente por la PP2A (Protein Phosphatase 2A) 

(Andjelković et al., 1996) y PHLPP (PH domain leucine-rich repeat phosphatase) (Brognard et al., 

2007). No obstante, el componente regulador negativo por excelencia de la vía es PTEN. PTEN 

ejecuta la acción antagonista de la PI3K, generando PIP2 a partir de PIP3, impidiendo así con su 

función de fosfatasa lipídica que se acumule este lípido en la membrana, eludiendo de esta forma 

la activación de AKT, y consecuentemente, conduciendo a la bajada de la fosforilación de sus 

sustratos (Hers et al., 2011; Maehama and Dixon, 1998). Esta actividad es imprescindible para su 

papel como supresor tumoral regulando procesos como de metabolismo celular, migración y 

polaridad, apoptosis o mantenimiento de células madre tumorales (CSC, Cancer Stem cells) (Song 

et al., 2012). 

 

Figura 9: Esquema de la vía de señalización PI3K/AKT. Modificado de Engelman, 2009. 

Además de su participación en la vía PI3K/AKT en el citoplasma como fosfatasa lipídica, el avance 

en técnicas y anticuerpos revelaron que PTEN también se podía localizar en el núcleo celular 

(Hollander et al., 2011; Planchon et al., 2008), donde actúa como fosfatasa proteica, regulando por 

ejemplo el manteniendo de la estabilidad cromosómica uniéndose a CENP-C (CENtromere Protein 

C), o controlando el daño al DNA, regulando la transcripción de RAD51 (Shen et al., 2007), o 

coordinando la condensación de la cromatina, inhibiendo la transcripción génica, al unirse a la 

histona H1 (Chen et al., 2014). Además, gracias a su propiedad de fosfatasa proteica, PTEN puede 

actuar en las adhesiones focales, con consecuencias sobre la migración celular. En este sentido, por 

ejemplo, se ha descrito que uno de sus sustratos es la tirosina quinasa SRC (proto-oncogen tyrosine-

protein kinase scr). Además, la inactivación de PTEN como fosfatasa proteica provoca la activación 
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de SRC, confiriendo resistencia a los inhibidores de HER2 (human epidermal growth factor receptor-

related 2), como el Trastuzumab, en células de cáncer de mama (Zhang et al., 2011). Por lo tanto, 

en la función nuclear de PTEN se integra en su papel como supresor tumoral.  

La regulación de PTEN  

La importancia de PTEN como supresor tumoral hace que su regulación a nivel de expresión y 

activación esté controlada de diversas maneras y para ello estén implicados mecanismos tanto a 

nivel transcripcional como modificaciones post-traduccionales. Asimismo, su ubicación celular, 

nuclear y citoplasmática, y las interacciones con otras proteínas también contribuyen a la 

regulación de su función tanto positiva como negativamente. Gracias a estos mecanismos es 

posible mantener una actividad robusta y apropiada de PTEN, regular el contingente celular de PIP3 

y restringir así, una posible proliferación y supervivencia celular aberrante promovida por la 

señalización a través de la PI3K (Song et al., 2012; Tamguney and Stokoe, 2007; Worby and Dixon, 

2014). Así, algunos de los reguladores transcripcionales son EGR1 (Virolle et al., 2001) (early growth 

response protein 1), PPARγ (peroxisome proliferator activated receptor γ) (Patel et al., 2001), la vía 

NOTCH-1, a través de HES-1(Hairy and Enhancer of Split-1) (Wong et al., 2012), CBF-1 (c-repeat 

binding factor 1) (Whelan et al., 2007) y MYC (Kaur and Cole, 2013). En el cáncer endometrial (H B 

Salvesen et al., 2001), así como en otros tipos de cáncer (Khan et al., 2004; Rennie and Nelson, 1998; 

Yazdani et al., 2016) el silenciamiento epigenético del promotor de PTEN producido por 

hipermetilaciones en islas CpG, regula de manera negativa la transcripción del gen. 

A nivel post-transcripcional, PTEN es regulado por micro-RNAs (miRNAs), la expresión de estos se 

ha visto subida en diversos tipos de tumores, correlacionándose con una bajada del mRNA y de la 

proteína PTEN, entre estos miRNAs destacan por ejemplo miR-17,miR-19, miR-21,miR-25, miR-200, 

y miR-205, entre otros (Ghafouri-Fard et al., 2021). En EC, tanto el miR-206 (Zheng et al., 2020) 

como el miR-181a (Geletina et al., 2018) se han descrito su implicación en la modulación de la 

actividad de PTEN. 

Finalmente, PTEN puede experimentar múltiples modificaciones post-traduccionales (PTMs) que 

regulan la actividad catalítica, la estabilidad, la localización subcelular y las interacciones con otras 

proteínas. Concretamente, PTEN es susceptible de fosforilización, ubiquitinización, oxidación, 

acetilación y sumoilación (Milella et al., 2015; Worby and Dixon, 2014). 

PTEN en cáncer el cáncer de endometrio 

Desde su descubrimiento en los años 90, PTEN se ha identificado como uno de los genes supresores 

tumorales que con mayor frecuencia esta mutado en CE, en el 83% de los cánceres y en el 55% de 

las hiperplasias pretumorales (Risinger et al., 1997). Siendo el CE uno de los tipos de cáncer donde 

más frecuentemente se encuentra mutado PTEN. Como se ha explicado anteriormente, este gen 
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codifica para una proteína con función fosfatasa lipídica (Phospatase and TENsin, PTEN) que 

antagoniza la vía PI3K/AKT, por lo que la reducción de la actividad de PTEN en el endometrio 

aumenta la actividad de dicha vía desencadenando en este tejido un incremento en la proliferación 

celular y la inducción de la angiogénesis y modifica la adhesión celular y la capacidad migratoria 

(Tamura et al., 1998). A pesar de ser un supresor tumoral, al contrario de la premisa clásica que 

afirma que se necesita la pérdida de ambas copias para que surja cáncer (Knudson, 1971), se ha 

visto que la modificación de uno solo de sus alelos genera ya un modelo de haploinsuficiencia, 

donde una pequeña reducción de su expresión acaba desarrollando neoplasias (Alimonti et al., 

2010). En PTEN, el 60% de las mutaciones suelen ser inserciones o deleciones que generan cambios 

en la pauta de lectura (en muchos casos producidas por la IMS). Dentro de estas mutaciones la más 

reiterada en PTEN se da en el exón 5, que codifica para el dominio fosfatasa de la proteína, esto 

produce que el aminoácido 130 (perteneciente a su sitio activo HCxxGxxR), la arginina sea sustituida 

por una glutamina (R130Q), la cual produce inestabilidad estructural y genera un mutante 

catalíticamente inactivo.  Por otro lado, también se ha observado LOH (loss of heterozigosity) por 

deleción en un 40% de los CE (Eritja et al., 2015; Hollander et al., 2011). La hipermetilación de su 

promotor es otro de los mecanismos descritos para la inactivación de este gen en el CE (H B Salvesen 

et al., 2001). Por último, se ha visto que en tumores endometriales con IMS presentan una mayor 

tasa de mutaciones en PTEN, esto sugiere que gran parte de las mutaciones que acontecen en este 

gen pueden ser debidas a un fallo en el mecanismo de reparación del ADN. La deleción o 

hipermetilación de MLH1, por ejemplo, se ha asociado con una temprana LOH de PTEN (Getz et al., 

2013; H B Salvesen et al., 2001). 

EL GEN SUPRESOR TUMORAL TP53 

En humanos gen TP53 o p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1) y codifica 

para una proteína nuclear de 53 KDa, de ahí su nombre. En ratones, denominado Trp53 o p53, se 

encuentra en el cromosoma 11 (Levine et al., 1994). Se considera un gen supresor de tumores 

mutado en aproximadamente el 50% de los tumores (Olivier et al., 2010). La proteína de p53 

presenta tres regiones: un dominio N-terminal que corresponde a la región de transactivación, una 

zona intermedia que es la responsable de la unión al ADN y un dominio C-terminal en el que tiene 

el dominio de tetramerització, ya que la proteína activa se encuentra en forma de tetrámero 

(Joerger and Fersht, 2010). El gen de TP53 está formado por 11 exones, y es del exón 5 al 8 donde 

se han encontrado el 80% de las mutaciones descritas (Murray et al., 1965). 

P53 actúa como un detector del estrés celular que responde a las señales de daño al ADN (se activan 

proteínas como ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia-Telangiectasia and Rad3-

related protein) y CHK1/2(CHeckpoint Kinase 1)), la hipoxia, la privación de nutrientes y la disfunción 

de los ribosomas causando la parada del ciclo celular (Brosh and Rotter, 2009; Horn and Vousden, 
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2007). P53 puede provocar la parada del ciclo celular en la fase G1/M a través de la activación de 

p21, la cual inhibe la formación de los complejos cdk2/Ciclina E impidiendo la fosforilación de pRb. 

Además, p53 también participa en la parada del ciclo celular a la fase G2/M permitiendo la 

reparación de las lesiones. En el caso de que esto no sea posible, se activa el sistema de muerte 

programada, también conocido como apoptosis, forzando a que las células que contienen lesiones 

en ADN no proliferen. Es por ello que se conoce al gen TP53 como el “guardián del genoma” (Lane, 

1992) (Figura 10). 

Por lo tanto, p53 en situaciones con poco estrés celular desencadena toda una serie de mecanismos 

de reparación del ADN, tales como pro-supervivencia y producción de proteínas antioxidantes 

(Giono and Manfredi, 2006). Y en el caso de que el estrés celular continúe hasta alcanzar niveles 

más altos y no se pueda reparar el daño al ADN, p53 promueve la apoptosis o la senescencia (estado 

permanente de aturdimiento celular) para evitar que las células malignas con alteraciones 

proliferen, para ello, activa proteínas como BAX (Bcl-2 Associated X), FAS (Fas cell surface death 

receptor), NOXA (daño en latín) y PUMA (p53 upregulated modulator of apoptosis) (Gottlieb and 

Vousden, 2010; Joana D Amaral et al., 2010) (Figura 10).  

La cantidad de p53 dentro de la célula está muy controlada, su principal elemento regulador es 

MDM2, que causa la degradación de p53 mediante su ubiquitinización y posterior degradación por 

el proteasoma. De hecho, MDM2 actúa sobre p53 tanto en el núcleo como en el citoplasma. En el 

citoplasma, MDM2 provoca la ubiquitinización de p53 y la marca para su degradación en el 

proteosoma. En el núcleo, MDM2 se une a p53 y enmascara su dominio de activación 

transcripcional y, además, también ubicuitiniza a p53, estimulando su migración al citoplasma 

donde será degradada (Ute M Moll and Oleksi Petrenko, 2003; Waning et al., 2010) (Figura 10). 

A su vez, la expresión de MDM2, también está regulada negativamente por p53 de manera una vez 

se ha reparado el daño en el ADN y los niveles de p53 bajan y suben los de MDM2. Por otra parte, 

la activación de la vía de PI3K, a través de AKT, provoca la fosforilación de MDM2 provocando que 

migre del citoplasma al núcleo y generando la ubiquitinización de p53 (Manfredi, 2010) (Figura 10). 

Por otro lado, PTEN y p53 comparten un complejo sistema de regulación.  En primer lugar, p53 se 

une al promotor de PTEN, de manera que potencia su expresión. Por consiguiente, PTEN puede 

estabilizar p53 a través de mecanismos dependientes e independientes de su actividad fosfatasa. 

En la primera situación, la inhibición de la vía PI3K/AKT por PTEN da lugar a la inactivación de 

MDM2, de manera que se evita la degradación de p53. En este contexto, PTEN se asocia físicamente 

por su dominio C2 a p53, estabilizando y potenciando su unión al ADN (Freeman et al., 2003) (Figura 

10). 
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Figura 10: Esquema de la señalización de p53 y su interacción funcional con PTEN. PTEN y p53 interactúan 
en tres niveles. Primero, la fosfatasa PTEN inhibe la activación de MDM2 manteniendo inactiva a AKT. AKT, 
cuando se activa a través de la vía de la PI3K, puede fosforilar la MDM2 citoplásmica, lo que provoca su 
importación nuclear. El MDM2 nuclear ubiquitiniza a p53 y lo destina a la degradación proteasomal en el 
citoplasma. En segundo lugar, el daño en el ADN provoca un fuerte aumento de la proteína p53 que, a su vez, 
puede potenciar la transcripción de PTEN al unirse al promotor de PTEN, lo que da lugar a un bucle de 
retroalimentación positiva que protege a p53 de la degradación. Por último, PTEN se une a p53 dando lugar 
a un aumento de la vida media de p53. Esta interacción también estimula la transcripción mediada por p53. 
El PTEN citoplasmático también puede antagonizar la degradación de p53 por los proteasomas 
citoplasmáticos. Modificado de Trotman and Pandolfi, 2003. 

Tras su mutación, la proteína no funcional se acumula en el interior de la célula y actúa como 

dominante negativa de la p53 nativa (modelo de haploinsuficiencia en supresores tumorales) 

(Bansal et al., 2009). Se ha estudiado el papel de p53 en el cáncer y la hiperplasia endometrial, 

mostrando que la mutación del gen p53 es dos veces más frecuentes en los tumores sin hiperplasia 

(no relacionados con el estrógeno) que en aquellos con hiperplasia (relacionados con el estrógeno) 

(Kaku et al., 1999; Koul et al., 2002). Esto tiene sentido, puesto que una de las alteraciones más 

frecuentes en el carcinoma seroso son mutaciones en p53, presentes en cerca del 90% de los casos 

(H Tashiro et al., 1997). En otros estudios se vio que mutaciones en p53 también estaban presentes 

en el 17% de los casos de CEE, pero este porcentaje representaba en su mayoría un subconjunto de 

adenocarcinomas endometriales agresivos (de Grado III) (D’Andrilli et al., 2012; Lax et al., 2000). 

Las alteraciones de p53 desempeñan un papel relativamente menor en el carcinoma endometrial 

de células claras en comparación con el tipo seroso (Lax et al., 1998).  
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OTRAS ALTERACIONES GENÓMICAS EN EL CARCINOMA ENDOMETRIAL 

Como se describe anteriormente, los cánceres de endometrio presentan un mecanismo de 

tumorigénesis y progresión diferente según los tipos histopatológicos y clínicos. En la tabla 6 se 

recogen la frecuencia de las distintas mutaciones en los tipos histológicos de canceres 

endometriales endometrioides, serosos y carcinosarcomas.  

Uno de los eventos génicos relevantes en estos tipos de tumores es la inestabilidad de 

microsatélites. Los microsatélites son unas secuencias repetitivas que constituyen y mantienen la 

estructura cromosómica, esto es así porque del ADN no codificante que constituye el 95% del total 

del ADN, los microsatélites conforman la mitad de sus secuencias. Están implicados en la evolución 

de los genes y genomas (Ellegren, 2000). Estas secuencias cortas al ser muy repetitivas son muy 

susceptibles a padecer errores en el momento de la replicación del ADN, en los casos donde se da 

un acumulo de estas mutaciones, si además la célula presenta fallos en el sistema de reparación del 

DNA en proteínas como MLS1, MSH2, PMS2 y MSH6, tendrá lugar lo que se conoce como 

inestabilidad de microsatélites (IMS). Entorno al 20-30% de los CE de tipo I presentan dicha 

inestabilidad (Risinger et al., 1993) siendo una de las principales causas causa la inactivación 

epigenética debida a la hipermetilación del promotor de MLH1 (Caduff et al., 1996; Esteller et al., 

1998) y MSH2 (Chang et al., 2016). También se ha reportado que la MSI es más frecuente en el 

cáncer endometrial endometrioide que en el no endometrioide (Catasus et al., 1998). 

Por otra parte, Mig-6, codificada por el gen supresor MIG-6 (Mitogen-inducible gene 6), también 

conocido como inhibidor de la retroalimentación del receptor ERBB 1 (ERBB receptor feedback 

inhibitor 1, ERRFI1), importante para la regulación hormonal durante la implantación del zigoto en 

el útero (Jeong et al., 2009; Tae Hoon Kim et al., 2010a), promueve la apoptosis celular mediante la 

bajada de expresión (downregulación) de inhibidores de apoptosis inducidos por estrógenos  y la 

inhibición de la fosforilación de ERK (T. H. Kim et al., 2014) y AKT (Yoo et al., 2018), que 

corresponden respectivamente a la vía MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) y PI3K/AKT, 

ambas vías implicadas en proliferación y diferenciación celular. Las mutaciones en este gen actúan 

de forma sinérgica con las deficiencias en PTEN en la progresión de CE (T. H. Kim et al., 2014, 2010). 

Otra proteína cuya alteración está asociada a un pronóstico desfavorable en el cáncer de 

endometrio, es la p16 (Protein atlas ). Esta es codificada por un gen supresor, el gen CDKN2A. A 

esta proteína se le unen las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (Cyclin-Dependent Kinases, CDK4 

y CDK6), por lo que actúa impidiendo que estas CDKs promuevan la progresión del ciclo celular. Por 

ello la inactivación de esta proteína tiene como resultado el crecimiento descontrolado de las 

células (Bansal et al., 2009; Engelsen et al., 2009). 
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Gen 
Carcinoma 

endometrioide 

Carcinoma 

seroso 
Carcinosarcoma 

PTEN 82% 10% 19% 

PIK3CA 54% 37% 35% 

PIK3R1 36% 11% 11% 

CTNNB1 34% 1% 2% 

ARID1A 54% 8% 12% 

KRAS 24% 3% 12% 

CTCF 31% 2% 7% 

TP53 21% 88% 91% 

FBXW7 17% 24% 39% 

PPP2R1A 11% 38% 28% 

CHD4 9% 18% 17% 

CCNE1 16% 26% 41% 

MYC 14% 24% 21% 

MECOM 18% 33% 18% 

PIK3CA 10% 22% 11% 

ERBB2 8% 19% 9% 

Tabla 6. Comparación de la frecuencia de mutación entre los distintos tipos de cáncer endometrial según 

el TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) Modificado de (Leskela et al., 2019). 

 

El gen ARID1A, otro supresor tumoral, codifica para una proteína con actividad helicasa y ATPasa 

(AT-Rich Interacting Domain-containing protein 1A, ARID1A). Esta forma parte de un complejo 

proteico, SNF/SWI, de remodelación de la cromatina. La modulación de la cromatina es necesaria 

para que puedan transcribirse genes que en ciertas condiciones se encuentran reprimidos por la 

estructura de ésta. La pérdida de actividad de la ARID1A activa la supervivencia celular a través de 

la vía PI3K/AKT, en este sentido, en el CE la perdida de la función supresora se ha relacionado 

también con IMS por medio de silenciamiento epigenéticos de genes del MMR (Bosse et al., 2013). 

Este gen suele aparecer mutado en estadios tempranos del CE, en la progresión de neoplasia 

intraepitelial endometrial a carcinoma endometrioide. Así, se encuentra mutado en un 87% de los 

CEE de bajo grado, en el 60% en los CEE de alto grado y en el 5-11% de los adenocarcinomas de tipo 

seroso (Takeda et al., 2016). Y además, recientemente se ha visto que juega un papel importante 

en la tumorogénesis endometrial (Megino-Luque et al., 2022).  

En relación a los oncogenes, el que más destaca en CE es K-RAS (Kirsten RAt Sarcoma viral oncogen). 

Este oncogén codifica para una proteína inicial de la vía MAPK, la proteína KRAS. Las mutaciones en 

KRAS conllevan a una proliferación incontrolada y una desdiferenciación celular debida a la 

hiperactivación de la vía. La mutación de KRAS se ha encontrado en el 10-30% de los casos de CE 

(Engelsen et al., 2009), especialmente en el CEE (Caduff et al., 1995; T Enomoto et al., 1990). Su 
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presencia en el 16% de los casos de hiperplasia endometrial señala que las mutaciones en este gen 

son unos eventos que se correlacionan con los primeros procesos de la progresión tumoral del CE 

(Di Cristofano and Ellenson, 2007). En contraste con los carcinomas endometrioides, las mutaciones 

de K-ras son extremadamente raras entre los carcinomas serosos y de células claras (Esteller et al., 

1997; Semczuk et al., 1998). 

HER2/neu, o erbB2, es un oncogén que codifica para el factor de crecimiento epidérmico humano 

2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2, HER2). Este receptor es una glicoproteína 

transmembrana con actividad tirosina quinasa implicada en la señalización celular, en procesos 

como el crecimiento celular, supervivencia, adhesión, migración y diferenciación. La 

sobreexpresión de HER2/neu se ha descrito en aproximadamente el 10%-20% de los carcinomas 

endometrioides de grado 2 y 3 (Duggan et al., 1994; Ioffe et al., 1998; Williams et al., 1999) y entre 

el 9% y el 30% de los carcinomas serosos (Slomovitz et al., 2004) y un 3-20% en los carcinosarcomas 

endometriales (Livasy et al., 2006; Sawada et al., 2003). 

Otra proteína altamente alterada en el CE es PI3KCA (phosphatidylinositol 3-kinase Catalitic subunit 

Alpha), que como su nombre indica pertenece a la vía PI3K/AKT y está relacionada con la 

supervivencia celular y el aumento de la proliferación. La frecuencia de las mutaciones de PIK3CA 

en el cáncer de endometrio es del 28% (Yuan and Cantley, 2008).  

En relación con la vía PI3K/AKT, otro de los genes implicados en esta vía que se encuentra altamente 

mutado en EC es el gen que codifica para la subunidad alfa de la PP2A (Protein phosphatase 2A), el 

PPP2R1A. Este gen esta mutado en un 10-13% de los EC, siendo los carcinomas endometriales 

serosos los que presentan una mayor tasa, un 31%. Así, las alteraciones en este gen representan el 

segundo mayor porcentaje de mutación más elevado, tras p53, en los carcinomas serosos de alto 

grado (McConechy et al., 2011; Nagendra et al., 2012). 

También son frecuentes las alteraciones en genes codificantes para moléculas de adhesión, como 

es el caso del gen CDH1, que codifica para la E-Cadherina, o del gen CTNNB1, codificante para la 

proteína β –catenina, un componente de la familia de las E-cadherinas, esenciales para el correcto 

mantenimiento de la arquitectura tisular y en la transcripción de genes. La β –catenina a través de 

la activación de la cascada de señalización de la vía Wnt. Las alteraciones en genes que codifican 

para proteínas relevantes en el mantenimiento de la estructura tisular y diferenciación celular están 

relacionadas con una disminución den la adhesión intracelular, y se considera un paso previo a la 

migración celular. Una mutación de β-catenina genera proteínas mutantes que son resistentes a la 

degradación, lo que da lugar a la acumulación citoplasmática y nuclear de β-catenina y a la actividad 

constitutiva de los genes diana. Varios estudios han analizado los cánceres de endometrio, 

mostrando que la acumulación nuclear de β-catenina es significativamente más común en las 
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lesiones endometrioides (31% a 47%) en comparación con las histologías no endometrioides (0% a 

3%) (Moreno-Bueno et al., 2002). Asimismo, se ha visto que esta acumulación es mayor en 

hiperplasias endometriales que en los carcinomas, lo que sugiere que las mutaciones relacionadas 

con CTNNB1 están relacionadas con eventos tempranos en la carcinogénesis tumoral (H Nei et al., 

1999). 

Otro gen con ganancia de función que se encuentra alterado en CE es FGFR2 (Fibroblast Growth 

Factor Receptor 2), las mutaciones en este receptor hacen que este se hiperactive, lo que conduce 

a la proliferación celular. Existen mutaciones en el FGFR2 en el 10-16% de las muestras de tumores 

uterinos primarios (Byron et al., 2008). En los cánceres endometrioides primarios, las mutaciones 

en FGFR2 y KRAS son mutuamente excluyentes. Por el contrario, se observaron mutaciones de 

FGFR2 junto con mutaciones de pérdida de función de PTEN (Gatius et al., 2011). 

El supresor tumoral FBXW7 (F-box and WD repeat domain-containing 7) forma parte de un 

complejo de ubiquitina ligasa SCF (proteín complex of SKP1, Cullin 1, F-box) que controla la 

degradación de numerosos sustratos, muchos de ellos oncoproteínas, que, si no se regulan 

adecuadamente, pueden contribuir al inicio o la progresión de la tumorigénesis (Z. Wang et al., 

2014; Yeh et al., 2018). FBXW7 presenta tres isoformas, la  (nuclear), la , y la  (citoplasmáticas 

y nucleolares). Este gen se ha visto mutado en el 17-30% de los CE serosos (Getz et al., 2013; Le 

Gallo et al., 2012), en el 7-25% de CE de células claras (Le Gallo et al., 2017; Stelloo et al., 2015) y 3-

18% de CE endometrioides de grado 3 (Getz et al., 2013; Lehrer and Rheinstein, 2021a; Stelloo et 

al., 2015; Urick et al., 2021). A pesar de la alta tasa de mutabilidad en CE, hasta la fecha poco se 

sabía de las consecuencias moleculares de las mutaciones de FBXW7 en estos tumores. No ha sido 

hasta estos últimos años donde han aparecido estudios que lo relacionan con la inhibición de la 

fosforilación de mTOR a través de la regulación de la vía NOTCH (Liu et al., 2020) y con la alteración 

de los niveles proteicos de L1CAM (L1 Cell Adhesion Molecule) y TGM2 (Transglutaminase 2) (Lehrer 

and Rheinstein, 2021a). 

Por otro lado, los receptores de estrógenos y de progesterona, receptores nucleares expresados en 

el endometrio sano, tienen la capacidad de unirse a zonas específicas del ADN actuando como 

factores de transcripción. Existen dos isoformas de cada uno de los receptores, y la pérdida del 

balance entre ellos es crucial durante la tumorogénesis endometrial (R L Arnett-Mansfield et al., 

2001). La falta de expresión de receptores hormonales está relacionada con una mayor agresividad 

y un mal pronóstico. 

Por último, las mutaciones somáticas inactivantes en el dominio exonucleasa de la ADN polimerasa 

 (POLymerase Epsilon, POLE) se han identificado en el 7-12% de los CE (Rayner et al., 2016). Los 

tumores que presentan dicha mutación, como ha explicado anteriormente en la clasificación 
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molecular del CE, muestran una mejor supervivencia y prognosis independientemente del tipo, 

grado y estadio en el que se encuentre el tumor (Imboden et al., 2019). 

Como se ha descrito con anterioridad, gran parte de las hiperplasias y de CE de tipo I están 

relacionados con estados de alta exposición a estrógenos. No obstante, en la progresión del CE, las 

mutaciones en PTEN y K-RAS parecen ocurrir al principio del proceso de carcinogénesis. 

Posteriormente, se produce la inactivación de E-cadherina. En momentos más tardíos del 

desarrollo, en el CE endometrioide de alto grado y de mal pronóstico, aparecen mutaciones en TP53 

y HER2/neu, típicas de carcinomas endometrioides de tipo II, que también podrían ser mutaciones 

de novo, sin formar parte de la progresión, en carcinomas de tipo I mal diferenciados. Tanto las 

mutaciones en p16 y en HER2/neu, como la inactivación de E-cadherina parecen afectar a la 

progresión del carcinoma no endometrioide (Banno et al., 2014; Liu, 2007). Tanto el carcinoma 

endometrioide de alto grado como el no endometrioide pueden progresar mediante transición 

epitelio-mesénquima hasta alcanzar la composición histológica del carcinosarcoma (Mirantes et al., 

2013b) (Figura 11). 

 

Figura 11: Modelo de progresión del cáncer de endometrio de tipo endometrioide y no endometrioide, 

representando algunas de las modificaciones génicas que se dan en cada caso. Modificado de Banno et al., 

2014; Leskela et al., 2019. 
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OTROS TIPOS DE CÁNCER EN EL ÚTERO: SARCOMAS 

UTERINOS 
A diferencia de los adenocarcinomas, que surgen de las células epiteliales, los sarcomas uterinos 

son un tipo de cáncer que se origina de tejidos como los músculos lisos, la grasa, los huesos y el 

tejido fibroso (tendones y ligamentos) que rodean a los órganos. El sarcoma uterino representa el 

1% de las lesiones del tracto genital femenino y entorno al 3-7% de los cánceres en el útero (Major 

et al., 1993). 

Desde el punto de vista histológico, los sarcomas uterinos se clasificaron primero en 

carcinosarcomas, que representan el 40% de los casos, leiomiosarcomas (40%), sarcomas del 

estroma endometrial (10% a 15%) y sarcomas indiferenciados (5% a 10%). Recientemente, el 

carcinosarcoma también conocidos como tumores müllerianos mixtos malignos ha sido 

reclasificado como una forma desdiferenciada o metaplásica de carcinoma endometrial 

(colocándolo en el subgrupo de adenocarciomas mixtos). A pesar de ello, y probablemente porque 

se comporta de forma más agresiva que el carcinoma endometrial ordinario, el carcinosarcoma 

sigue incluyéndose en la mayoría de los estudios retrospectivos sobre sarcomas uterinos (WHO, 

2020). 

LEIOMIOSARCOMAS UTERINOS (FIGURA 12A). 

Tras excluir el carcinosarcoma, el leiomiosarcoma se ha convertido en el subtipo más común de 

sarcoma uterino, que se origina en la pared muscular del útero, el miometrio. Sin embargo, sólo 

representa el 1-2% de las neoplasias uterinas. Muestran una atipia nuclear de moderada a grave y 

contienen una alta tasa mitótica. La incidencia del leiomiosarcoma es de 0,3-0,4/100.000 mujeres 

al año (Harlow et al., 1986). Aproximadamente 1 de cada 800 tumores de músculo liso del útero es 

un leiomiosarcoma (Harlow et al., 1986). La mayoría de los leiomiosarcomas se producen en 

mujeres mayores de 40 años que suelen presentar una hemorragia vaginal anormal (56%), una 

masa pélvica palpable (54%) y dolor pélvico (22%). La mayoría de los leiomiosarcomas uterinos son 

tumores de alto grado, muy agresivos, con un mal pronóstico y una alta recurrencia (Abeler et al., 

2009).  

Los leiomiosarcomas bien diferenciados están formados por células musculares lisas alargadas con 

núcleos regulares. En el otro extremo del espectro, un leiomiosarcoma poco diferenciado muestra 

células redondeadas y pleomórficas que prácticamente no se parecen a las células musculares lisas 

normales. 

Son frecuentes las zonas de necrosis y las hemorragias, que se llegan a observar 

macroscópicamente. Con frecuencia, los leiomiosarcomas han invadido el tejido miometrial 



 

 

37 INTRODUCCIÓN 

adyacente en el momento del diagnóstico, incluso hasta el punto de atravesar la superficie serosa 

del útero y afectar a otros órganos pélvicos. La invasión vascular se encuentra en el 10-20% de los 

casos (WHO, 2020). 

TUMORES DE MÚSCULO LISO DE POTENCIAL MALIGNO INCIERTO (STUMP) 

Los tumores de músculo liso uterino que muestran algunas características histológicas 

preocupantes (es decir, necrosis, atipia nuclear o mitosis), pero que no cumplen todos los criterios 

diagnósticos del leiomiosarcoma, entran en la categoría de STUMP. El diagnóstico de STUMP, sin 

embargo, debe utilizarse con mucha moderación y debe hacerse todo lo posible para clasificar un 

tumor de músculo liso en una categoría específica (WHO, 2020). La mayoría de los tumores 

clasificados como STUMP se han asociado a un pronóstico favorable y, en estos casos, sólo se 

recomienda el seguimiento de los pacientes. De hecho, en un estudio reciente de 41 casos de 

STUMP, la tasa de recurrencia fue del 7% (Guntupalli et al., 2009).  

SARCOMAS DEL ESTROMA ENDOMETRIAL 

Los tumores del estroma endometrial son los segundos tumores mesenquimales más frecuentes 

del útero, aunque representan menos del 10% de todos los tumores de este tipo. Se llama así a las 

neoplasias compuestas típicamente por células que se asemejan a las células del estroma 

endometrial de un endometrio proliferativo. La actual Organización Mundial de la Salud reconoce 

4 categorías de tumor del estroma endometrial que son: nódulos estromales endometriales,  

sarcomas del estroma endometrial de bajo grado (WHO,2020), sarcomas del estroma endometrial 

de alto grado y  sarcomas uterino indiferenciado (Conklin and Longacre, 2014). 

- Nódulos estromales endometriales: Estos tumores se presentan a cualquier edad durante 

la etapa reproductiva o posterior. La principal característica distintiva de los nódulos 

estromales endometriales es su margen expansivo, no infiltrante y liso que contrasta con 

el margen irregular infiltrante de los sarcomas estromales. Los nódulos estromales 

endometriales tienen un pronóstico excelente y las pacientes se curan mediante 

histerectomía (Moore and McCluggage, 2020; TAVASSOLI and NORRIS, 1981) 

- Sarcomas del estroma endometrial de alto y bajo grado (Figura 12B): Los sarcomas del 

estroma endometrial representan menos del 0,5% de todos los tumores uterinos malignos 

y el 10-15% de las neoplasias uterinas con componente mesenquimal. Se producen en 

mujeres de entre 40 y 55 años de edad. Se han notificado algunos casos en pacientes con 

poliquistosis ovárica, tras el uso de estrógenos o la terapia con tamoxifeno (Thiel and 

Halmen, 2018). En los de bajo grado, las metástasis en los ganglios linfáticos se producen 

hasta el 30% de los pacientes. Puede dar metástasis pulmonares (9-43% de los tumores 

recurrentes e incluso el 10% de los tumores en estadio I). La supervivencia a los 5 años es 

del 67-100% con una supervivencia media de 11 años (Riopel et al., 2005). Los sarcomas de 
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alto grado presentan una progresión rápida con recurrencias frecuentes generalmente 

pélvicas antes de los 2 años del diagnóstico inicial. La mayor parte de las pacientes con 

metástasis o recidiva pélvica, tiene metástasis abdominales o pulmonares. 

- Sarcoma endometrial indiferenciado (Figura 12C): son sarcomas de alto grado histológico, 

con invasión del miometrio, atipia celular, pleomorfismo nuclear, una tasa mitótica muy 

elevada, necrosis celular y no presentan una diferenciación de musculo liso ni de estroma 

endometrial. En cambio, puede haber diferenciación rabdomiosarcomatosa y 

osteosarcomatosa (Evans, 1982). Es un tumor agresivo que suele presentarse en mujeres 

posmenopáusicas. La presentación clínica más común es una masa pélvica y una 

hemorragia vaginal anormal. En un 60% de las pacientes existe una diseminación 

extrauterina del tumor a la parte superior del abdomen, a los ganglios linfáticos pélvicos a 

lugares distantes, como los pulmones (Conklin and Longacre, 2014).  

Otras neoplasias raras de sarcoma mesenquimatoso uterino son los adenosarcomas y los 

rabdomiosarcomas. 

 

 

Figura 12: Fotomicrografías de sarcomas uterinos. (A) Leiomiosarcoma uterino. (B) Sarcoma 
estromal endometrial. (C) Sarcoma endometrial indiferenciado. (D) Adenosarcoma uterino. 
Modificados de (Cotzia et al., 2019; D’Angelo and Prat, 2010). 
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La inmunohistoquímica puede ayudar significativamente en la distinción de los tumores (Tabla 7). 

Un panel inmunohistoquímico inicial común es el de CD10, desmina, receptor de estrógeno (RE) y 

receptor de progesterona (RP). Aunque el CD10 se expresa de manera uniforme en el estroma 

endometrial, es importante tener en cuenta que no es específico y se identifica en una variedad de 

tumores, incluidas las neoplasias de músculo liso (McCluggage et al., 2001). Por lo tanto, la 

interpretación de estas inmunotinciones debe centrarse en el grado relativo de positividad de cada 

una de ellas, más que simplemente en el hecho de que cada una sea positiva o negativa. También 

es importante tener en cuenta el grado de diferenciación del tumor al interpretar los resultados 

inmunohistoquímicos. Por ejemplo, la expresión de RE y RP se mantiene típicamente en un patrón 

nuclear difuso y fuerte en los sarcomas del estroma endometrial de bajo grado y en los nódulos 

estromales endometriales, pero es típicamente ausente o sólo focal y débil en los sarcomas uterinos 

indiferenciados (Devaney and Tavassoli, 1991; Franquemont et al., 1991; Oliva et al., 2002).  

En los casos difíciles con resultados inmunohistoquímicos coincidentes, es una buena práctica 

emplear un panel más amplio, que incluya h-caldesmon, actina de músculo liso, calretinina entre 

otros (Franquemont et al., 1991; Nucci et al., 2001). 

 

 LG-ESS HG-ESS UES LMS Carcinosarcoma 

CD10 ++ +/- Heterogéneo +/- - 

Desmina +/- +/- - ++ - 

h-caldesmon +/- +/- - ++ - 

Ciclina D1 - ++ +/- Rara vez - 

ER ++ +/- Heterogéneo +/- - 

PR ++ +/- Heterogéneo +/- - 

Citoqueratina - - - - Rara vez 

Tabla 7: Inmunohistoquímica de sarcomas uterinos para la diagnosis diferencial. Adaptada de Conklin and 

Longacre, 2014. LG-ESS: del inglés Low-Grade Endometrial Stromal Sarcoma; HG-ESS: del inglés High-Grade 

Endometrial Stromal Sarcoma; UES: del inglés Undifferentiated endometrial Sarcoma; LMS: Leiomiosarcoma. 
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MODELOS PARA EL ESTUDIO DE LA TUMORIGÉNESIS 

ENDOMETRIAL 
Durante las últimas décadas, con el propósito de recrear los factores estructurales y moleculares 

característicos de la enfermedad, así como para descubrir y validar nuevos fármacos, se han 

empleado muchos esfuerzos para establecer y desarrollar de modelos in vivo e in vitro para el 

estudio preclínico del carcinoma de endometrio. Estos modelos han ido mejorando y cambiando 

con el paso de los años y la aplicación de uno u otro modelo varía según el objetivo de la 

investigación. Estos modelos van desde cultivos de líneas celulares hasta modelos humanizados de 

ratón, a los que se inocular células derivadas del tumor del paciente (Figura 13). 

LÍNEAS CELULARES Y XENÓGRAFOS DERIVADOS DE LÍNEAS CELULARES 

El uso de cultivos in vitro e in vivo de líneas celulares tumorales inmortalizadas ha tenido a lo largo 

de la historia un papel destacado en el desarrollo y validación de fármacos contra el cáncer 

endometrial (Bergadà et al., 2013; Hasegawa et al., 2013; Llobet et al., 2010; Sharma et al., 2010; 

Yoshioka et al., 2013). A pesar de esto, a día de hoy, debido a los procesos de inmortalización y al 

crecimiento continuo a los que se ven sometidas las células, hacen que la relevancia clínica de estos 

modelos celulares sea baja. En cambio, el hecho de usar este tipo de modelo permite que se trabaje 

en condiciones estandarizadas, haciendo de él un modelo útil para descubrimiento de mecanismos 

moleculares y vías biológicas relacionadas con los fenotipos tumorales. No obstante, cabe señalar 

que en los estudios in vitro las células carecen de cualquier tipo de interacción con el 

microambiente, y que se encuentran en condiciones de crecimiento (niveles de oxígeno, nutrientes, 

…) diferentes a las que se encontraban estas células en los tumores primarios dentro del paciente 

(Sharma et al., 2010) 

, de ahí la mayor relevancia clínica de los xenógrafos derivados de las líneas. Han sido muchas las 

líneas celulares que se han generado durante los últimos años para el estudio del carcinoma 

endometrial, algunas de ellas derivadas de tumores de tipo I, como por ejemplo AN3CA, HEC1A, 

HEC1B, Ishikawa, MFE-280 o RL-95-2, y otras procedentes de tumores de tipo II, como es el caso de 

las líneas ARK1, ARK2 y SPEC2. Cada una de ellas presentando diferentes alteraciones en PTEN, 

PI3KCA, KRAS, TP53, inestabilidad de microsatélites, ... (Y. Wang et al., 2010; Weigelt et al., 2013). 

Desde hace unos años, los datos de expresión, análisis de número de copias de los cromosomas, 

secuencias mutadas, entre otros datos, de 28 de estas líneas de CE se encuentran recogidas en la 

CCLE (del inglés, Cancer Cell Line Encyclopedia) recogidos por el Instituto Broad del MIT y Harvard 

(CCLE). 
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MODELOS TRIDIMENSIONALES DE CARCINOMA ENDOMETRIAL  

En los últimos años, se ha visto que muchos de los resultados de los estudios realizados in vitro con 

líneas tumorales discrepaban con los efectos observados a posteriori a nivel clínico. Por este 

motivo, en la última década se han dedicado importantes esfuerzos a desarrollar nuevos modelos 

ex vivo e in vivo que imiten mejor la fisiología de los tumores originales. Los modelos preclínicos 3D 

relevantes para el cáncer de endometrio incluyen esferoides celulares, organoides derivados de 

pacientes, sistemas microfluídicos, xenógrafos derivados de pacientes y explantes derivados de 

pacientes. 

MODELOS ESFEROIDES, ORGANOIDES, EXPLANTES Y ORGANS-ON-A-CHIP 

Así, en varios estudios se vio que, con ciertas modificaciones de las condiciones de cultivo, las líneas 

celulares de endometrio (Chitcholtan et al., 2013), así como las células de endometrios sanos y 

tumorales de humano (Boretto et al., 2017; Turco et al., 2017) y de ratón (Eritja et al., 2010), se 

podían cultivar in vitro con una estructura tridimensional (3D) asemejándose así los cultivos más a 

la arquitectura de los tejidos sanos y tumorales. Por un lado, vio que los esferoides de líneas 

celulares de cáncer de endometrio mostraban diferentes comportamientos que las mismas 

creciendo en monocapa (2D), variando su tasa de proliferación, fenotipos metabólicos alterados, 

cambios en la expresión de genes, cambios en la señalización intracelular debida a la polaridad 

adquirida (basal-apical), así como comportamientos diferentes al tratamiento con 

quimioterapéuticos, entre otras cosas, y que estos comportamiento se asemejaban más a lo que 

ocurría a niveles clínicos. Además, estos modelos permiten el estudio de invasión al tener estos 

modelos matriz extracelular (Buck et al., 2021; Chitcholtan et al., 2013). Por otro lado, los cultivos 

de organoides en 3D derivados de muestras de tumores endometriales, llamados también PDOs 

(Patient-Derived Organoids) o CTOS (cancer tissue-originated spheroids) conservan muchas de las 

características moleculares y funcionales del tumor primario, como por ejemplo la heterogeneidad 

tumoral (Yoshida et al., 2018). Estos cultivos pueden congelarse y descongelarse, lo que permite 

generar bancos de células específicos para cada paciente (Boretto et al., 2017; Turco et al., 2017). 

Asimismo, estos organoides se pueden inocular en ratones. Estos modelos in vitro e in vivo de 

organoides se comportan de manera muy similar al tumor primario del que originan, por ello se 

han usado para validar la sensibilidad de los tumores a nuevos fármacos, y para el descubrimiento 

de mecanismos moleculares y vías biológicas relacionadas con los fenotipos tumorales (Boretto et 

al., 2019; Nuria Eritja et al., 2017; Girda et al., 2017; Kiyohara et al., 2016). No obstante, hay que 

tener en cuenta que estos los modelos de esferoides y organoides no logran mimetizar las 

interacciones tumor-estroma que influyen en el desarrollo tumoral y en la sensibilidad y la 

resistencia a fármacos (Mcmillin et al., 2013). Este modelo de organoides in vitro e in vivo se ha 

utilizado para el estudio y caracterización del CE (Alzamil et al., 2021; Boretto et al., 2019; Maru et 
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al., 2021, 2019; Pauli et al., 2017). En los últimos años para solventar el problema de las 

interacciones tumor-estroma, se está implementando el uso de co-cultivos de células estromales 

junto con los organoides epiteliales (Al-Juboori et al., 2019). 

En cuanto a los explantes derivados de pacientes (del inglés Patient-Derived Explant, PDE), 

históricamente se han usado para evaluar la fisiología normal del endometrio, carcinogénesis, 

efecto de fármacos, entre otras cosas (Fasciani et al., 2003; Marbaix et al., 1995; Pitt et al., 2001; 

Sharma et al., 2003; Vassilev et al., 2005). Los explantes tumorales ex vivo se consiguen a través de 

una biopsia tumoral del tejido fresco, y colocándola en condiciones de cultivo definidas, para así de 

una manera rápida poder predecir cómo responderá el paciente a un cierto agente terapéutico 

(Jung et al., 2013; Karekla et al., 2017; Majumder et al., 2015). Este modelo conserva la estructura 

integra del tejido (estroma, linfocitos infiltrantes, …) (Nakasone et al., 2012). En endometrio estos 

explantes tumorales están ligados a una pequeña viabilidad, por ello son pocos los artículos donde 

se desarrollan estos cultivos tumorales ex vivo. En ellos se ha podido estudiar la respuesta a 

fármacos, y así evaluar los mecanismos de acción de estos fármacos en el tejido tumoral (Dolcet et 

al., 2006; Sales et al., 2010, 2007). 

Por otro lado, los llamados modelos de órganos-en-chip (del inglés, organs-on-a-chip, OOC) son 

sistemas de microfluídicos en los que se las células o tejidos se colocan en unas cámaras 

biomiméticas donde circula el medio, con el fin de reproducir la fisiología y el funcionamiento de 

los tejidos dentro de un órgano o la interrelación entre diferentes órganos (Bhatia and Ingber, 

2014). Esta técnica aún no se ha desarrollado para el estudio de carcinoma endometrial, aun así, 

presenta un gran potencial traslacional para la prueba de medicamentos, pudiéndose estudiar con 

ellos el crecimiento, la latencia, la invasión y la respuesta a la terapia del tumor, como ya se ha visto 

en otros tipos de tumores (Dadgar et al., 2020; Hassell et al., 2017; Sung et al., 2011). La aplicación 

de este modelo ex vivo para el estudio de los diferentes escenarios del CE tendrá lugar en el 

transcurso de los próximos años, puesto que en estos últimos 5 años se ha puesto punto un nuevo 

sistema microfluídico, conocido como EVATAR, que mimetiza el tracto reproductivo femenino (Xiao 

et al., 2017).  

Por ultimo decir que los modelos tridimensionales que preservan el microambiente tumoral y las 

interacciones tumorales-estromales son cada vez más importantes para la investigación 

traslacional con la llegada de la inmunoterapia y las terapias dirigidas. Por ejemplo, los estudios con 

PDE son muy valiosos para estudios relacionados con inmunoterapia, debido a su capacidad de 

preservar las células inmunitarias nativas de la paciente en su arquitectura tridimensional original. 
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Figura 13. Representación gráfica de los diferentes modelos preclínicos disponibles para la investigación 
del cáncer de endometrio hasta la fecha. Las líneas celulares y los xenógrafos derivados de ellas son modelos 
para la investigación básica del CE, pero carecen de relevancia clínica. Los modelos in vivo, como los 
transgénicos, los inducidos químicamente y los espontáneos, son clínicamente más significativos, pero 
carecen de propiedades derivadas de la paciente. En cambio, los modelos derivados de pacientes 
(organoides, xenógrafos y ratones humanizados) tienen la mayor relevancia clínica y son útiles para el 
descubrimiento y la validación traslacional y preclínica de fármacos, aunque es menos probable que se 
utilicen para la investigación fundamental (básica). Modificado de Nyen et al., 2018. 

 

MODELOS IN VIVO DE CARCINOMA DE ENDOMETRIO 

El desarrollo de modelos animales como los de ratón y rata, ha sido crucial para la investigación 

básica y traslacional en el cáncer, para estudiar los mecanismos moleculares que rigen y fomentan 

los procesos tumorales, así como para identificar nuevas y mejores estrategias terapéuticas y de 

diagnóstico. El hecho de que hayan sido una de las herramientas fundamentales para el estudio del 

cáncer es, en esencia, porque su obtención y utilización es relativamente sencilla, y además 

permiten el ensayo de fármacos a escala poblacional. Aún con todo y ello, en relación al uso de 

estos modelos, cuando se trata de comparar la biología de los tumores murinos y humanos, hay 

que considerar que existen disparidad entre ellos. Un primer lugar puede ser la diferencia de la vida 

media entre ambas especies, siendo la de los seres humanos entre 30 y 50 veces más que los 

ratones y las ratas. Además de la desigualdad en el tamaño, ya que los roedores son 

aproximadamente 3500 veces más pequeños y que, por tanto, los humanos sufren muchas más 

divisiones celulares. Todo esto, implica que los tumores podrían desarrollarse y evolucionar de 

forma diferente. Así, por ejemplo, se ha demostrado que las células murinas precisan tan solo de 
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dos alteraciones genéticas para ser potencialmente tumorígenas, mientras que las células humanas 

requieren de más cambios para poderse transformar (Hahn et al., 1999). Sorprendentemente, es 

equiparable entre roedores y humanos la probabilidad de llegar a desarrollar cáncer, en ambos 

casos, el 30% de los individuos desarrollan cáncer al final de su vida en ratones y a los 70-80 años 

en humanos (Rangarajan and Weinberg, 2003). Con todo ello, en varias revisiones (Anisimov et al., 

2005; Ma et al., 2015; Rangarajan and Weinberg, 2003), se recogen los puntos flacos y deficiencias 

que existen al usar los modelos murinos, por ejemplo a nivel de mecanismos antitumorigénicos, las 

células de los ratones presentan un potencial replicativo ilimitado (expresión constitutiva de la 

telomerasa) y tienen autosuficiencia en la señal de crecimiento, lo que implica que su 

comportamiento en la carcinogénesis y en respuestas a fármacos antineoplásicos pueda ser 

diferente a lo que ocurre en humanos (Anisimov et al., 2005; Rangarajan and Weinberg, 2003). 

MODELOS ESPONTÁNEOS DE CARCINOMA DE ENDOMETRIO EN ROEDORES 

Es sabido, que los roedores, al igual que los humanos, desarrollan cáncer de manera espontánea a 

lo largo de su vida. Pero no fue hasta principios de los años 80, donde en un estudio realizado con 

ratas de la cepa Han:Wistar, se vio que algunos de estos tumores aparecían en el endometrio, y 

además con una alta incidencia del 39% (Deerberg et al., 1981; Vollmer, 2003). Años más tarde, 

fueron descubriéndose y describiéndose otros modelos espontáneos de CE en otras cepas de rata. 

Así, se vio que en las ratas Donryu tenían una incidencia de 35,1% de CE (Nagaoka et al., 1990; 

Tanoguchi et al., 1999). Este modelo se ha usado tradicionalmente para el estudio del desarrollo 

del carcinoma de endometrio en relación a cambios hormonales (Kakehashi et al., 2012; Kojima et 

al., 1994; Nagaoka et al., 1994; Yoshida et al., 2009, 2002), cambios de dieta (Nagaoka et al., 1995) 

y efectos reproductivos (Nagaoka et al., 2000). Asimismo, también se encuentran en la literatura 

estudios de adenocarcinomas uterinos espontáneos en otros modelos de rata en las cepas DA/Han, 

BDII/Han y Fischer 344 (F344). En el caso de las primeras, éstas exhiben una alta tasa metastásica 

(20% a los 19 meses), y el CE es la causa de muerte en el 60% de los individuos a los 24-27 meses 

(Vollmer, 2003). Este modelo, a pesar de su alta incidencia tumoral espontanea, apenas se ha usado 

para el estudio experimental de CE, solo como modelo hospedador de xenógrafos de líneas 

celulares (Diel et al., 2001; Horn et al., 1993; Zierau et al., 2004). En el caso de las ratas BDII/Han, el 

tumor endometrial que se desarrolla de forma esporádica se asemeja molecularmente al CE de tipo 

I (Samuelson et al., 2009), en este modelo hasta el 90% de las ratas mueren por CE (Kaspareit-

Rittinghausen et al., 1987; Vollmer, 2003). Este modelo, sí que ha sido utilizado en una gran 

cantidad de estudios de CE (Adamovic et al., 2008; Karlsson and Klinga-Levan, 2008; Nordlander et 

al., 2008; Roshani et al., 2005; Samuelson et al., 2008b, 2008a). Por último, las ratas F344, que 

presentan una menor incidencia de CE, se han usado para el estudio de receptores hormonales en 

el CE (Willson et al., 2015). 
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Los modelos espontáneos de rata con CE a pesar de recapitular algunas de las características 

moleculares y genómicas observadas en los tumores humanos, no son una herramienta 

frecuentemente usada ni para el estudio molecular del CE ni para la validación de fármacos en el 

ámbito preclínico. Esto es porque los modelos espontáneos presentan ciertos inconvenientes, 

como la difícil predicción del momento de desarrollo del tumor, ya que no es posible saber si las 

lesiones se desarrollarán y cuándo, y puede pasar un largo periodo de tiempo antes de que 

empiecen a crecer. 

En cuanto a modelos espontáneos de CE en ratón, el uso de ellos no aparece reflejado en la 

literatura, todo lo contrario que ocurre en los modelos transgénicos de CE, donde prima el uso de 

ratones al de ratas.  

MODELOS DE CARCINOMA ENDOMETRIAL INDUCIDOS QUÍMICAMENTE EN ROEDORES 

A pesar de existir modelos espontáneos de CE, este tipo de tumores también se pueden inducir de 

manera química, resolviendo así el problema de la predicción del desarrollo tumoral en los modelos 

espontáneos. Para la generación de estos modelos tumorales, de manera tradicional, se han usado 

in vivo, en combinación con estrógenos (Niwa et al., 1993, 1991; Takahashi et al., 2004), dos 

compuestos químicos alquilantes, la N-methyl-N-nitrosourea (MNU) (Niwa et al., 2000; Onogi et 

al., 2006) y la N-ethyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG) (Takahashi et al., 2004; Yoshida et al., 

2004), que generan modificadores en ADN, ARN y proteínas ocasionando efectos mutagénicos y 

oncogénicos (Osterman-Golkar, 1974). 

Los modelos animales de CE inducidos químicamente se han utilizado como modelos 

translacionales para investigar los efectos de los agentes quimiopreventivos. Niwa et al., 2000 los 

utilizaron para estudiar el efecto del danazol en la carcinogénesis endometrial, mientras que otros 

investigaron el efecto del tamoxifeno (Takahashi et al., 2002) y del indol-3-carbinole dietético 

(Yoshida et al., 2004) en el crecimiento del adenocarcinoma endometrial. Sin embargo, un 

inconveniente importante es que la exposición a los compuestos químicos podría tener efectos 

perjudiciales en el metabolismo de tejidos y órganos específicos. Esto limita mucho su uso, ya que 

implica que el metabolismo de un nuevo fármaco podría verse alterado de alguna manera en los 

animales que fueron expuestos a los compuestos químicos [71]. 

Por otro lado, se ha descrito que la exposición a estrógeno durante el estado neonatal de ratones 

de la cepa CD-1 aumenta la incidencia de la tumorigénesis en varios órganos, incluido el útero, 

durante su desarrollo adulto (Liehr, 2001; Newbold et al., 2001, 1997, 1990; Newbold and Liehr, 

2000; Yoshida et al., 2000). Esto, junto con el hecho de que en humanos una exposición prolongada 

de estrógeno sea un factor de riesgo del CE, hace hipotetizar que la exposición a estrógeno sea un 

carcinógeno (Liehr, 2000). 
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MODELOS MURINO TRANSGÉNICOS DE CÁNCER ENDOMETRIAL. 

Aunque las terapias moleculares dirigidas (inhibidores de mTOR (Aghajanian et al., 2018; Oza et al., 

2011; Slomovitz et al., 2010) e inhibidores de ERBB2/HER2 (Fader et al., 2018; Fleming et al., 2010; 

Leslie et al., 2012)), junto con los agentes antiangiogénicos (Aghajanian et al., 2011; Lorusso et al., 

2019) y la inmunoterapia con inhibidores de puntos de control (“checkpoint”) (Le et al., 2017, 2015; 

Ott et al., 2017; Taylor et al., 2020), son eficaces en un subconjunto de pacientes con enfermedad 

avanzada o recurrente (Lee, 2021), las opciones de tratamiento para el CE siguen siendo limitadas, 

lo que subraya la necesidad de desarrollar nuevas opciones terapéuticas. Los modelos de cáncer 

que imitan con precisión las propiedades biológicas de los tumores humanos son esenciales para el 

descubrimiento eficiente de fármacos y el esclarecimiento de los mecanismos de carcinogénesis. 

Con este fin, a lo largo de los años se han establecido varios modelos murinos in vivo para el CE 

utilizando ratones modificados genéticamente (RMGs o GEM del inglés, genetically engineered 

mouse). En términos generales, los modelos de RMGs incluyen ratones que sobreexpresan un 

transgen, modelos knock-in (KI) para mutaciones puntuales y knock-out (KO) completos y 

condicionales empleando el sistema Cre/locus of X (cross)-over in P1 (Cre/loxP) (Carver and 

Pandolfi, 2006). Por ejemplo, en estudios preclínicos recientes en los que se utilizaron ratones 

transgénicos con CE se probó el olaparib (inhibidor de PARP) (Janzen et al., 2013), el dienogest 

(progestágeno de cuarta generación) (Saito et al., 2016)  y el palbociclib (inhibidor de CDK4/6) (Dosil 

et al., 2017). Estos modelos también se han utilizado para evaluar el efecto de la dieta en la 

tumorigénesis de los CE, demostrando que la elevación de los ácidos grasos ω-3-poliinsaturados 

atenúa el desarrollo de los CE inducido por la deficiencia de PTEN (Pan et al., 2015). 

Modelos murinos con modificaciones genéticas sistémicas 

A finales de los 90, tres grupos independientes desarrollaron ratones knock-out de Pten, que 

permitieron demostrar su función como gen supresor tumoral (Di Cristofano et al., 1998; 

Podsypanina et al., 1999; Suzuki et al., 1998). En los tres modelos, la mutación en homocigosis que 

da lugar a la pérdida bialélica de Pten provoca letalidad embrionaria. Así, los ratones Pten-/- no son 

viables y, dependiendo del modelo, mueren entre E6.5 y E9.5, a causa de defectos durante el 

desarrollo embrionario y malformaciones en el tubo neural (Di Cristofano et al., 1998; Freeman et 

al., 2006; Podsypanina et al., 1999; Suzuki et al., 1998). A pesar de este inconveniente, el estudio 

de los ratones heterocigotos (Pten+/-) en estas tres publicaciones resultó de gran utilidad y permitió 

concluir que la pérdida de expresión de un único alelo de Pten es suficiente para inducir el 

desarrollo de diferentes tipos de lesiones precancerígenas o neoplasias malignas en diversos 

órganos, incluyendo el endometrio, tiroides, mama, entre otros (Podsypanina et al., 1999; 

Stambolic et al., 2000). Todos los modelos de ratones heterocigotos en el locus de Pten acababan 

generando hiperplasias con varios grados de atipias, en las que el 22% de los ratones progresaban 
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hasta CE al cabo de un año. A pesar de todo, existe disparidad entre el fenotipo tumoral de los tres 

modelos, ya que no generan las mismas lesiones, ni con la misma frecuencia, ni en el mismo espacio 

temporal (Di Cristofano et al., 1998; Podsypanina et al., 1999; Stambolic et al., 2000; Suzuki et al., 

1998) (Tabla 8). Por una parte, las diferencias fenotípicas pueden corresponderse a las distintas 

estrategias acometidas para generar los diversos modelos. De esta manera, todos ellos coinciden 

en la supresión del exón 5 del gen Pten, el exón codificante para el dominio fosfatasa de la proteína, 

pero cada uno de estos ratones presenta una escisión diferente entre los exones 3-6. En segundo 

lugar, y más importante, se ha demostrado que las variaciones en el espectro tumoral, en las 

frecuencias descritas y en el momento de aparición de las diferentes alteraciones histológicas 

dependen especialmente del fondo genético en el que se establece la colonia (Freeman et al., 

2006).  

En consonancia con la elevada frecuencia de MSI en el CE (Black et al., 2006; Bonneville et al., 2017), 

la pérdida concurrente de Mlh1 en los ratones Pten+/- acelera la tumorigénesis endometrial, lo que 

pone de manifiesto el papel clave que desempeña la maquinaria de reparación del ADN en el 

desarrollo del CE (Wang et al., 2002). En otro estudio, para recapitular la situación en mujeres de 

mediana edad con estrógenos, se implantaron gránulos de 17β-estradiol en ratones Pten+/- 

sometidos a ooforectomía. Como se predijo, este tratamiento dio lugar a un aumento de la 

incidencia de cáncer, lo que subraya los efectos pro-tumorigénicos del estrógeno. Por el contrario, 

los ratones Pten+/-; ERα-/- mostraron paradójicamente una mayor incidencia de carcinoma in situ e 

invasivo que los ratones Pten+/-, lo que sugiere que la pérdida del Erα (Estrogen Receptor α) podría 

promover el desarrollo del CE (Joshi et al., 2012) (Tabla 9). Asimismo, en cuanto a Pten existen 

varios modelos de ratones knock-in que presentan mutaciones puntuales a lo largo del gen, éstas 

principalmente comportan una sustitución aminoacídica en los dominios funcionales de PTEN, por 

lo que alteran las funciones catalíticas de la proteína, estos modelos sistémicos KI de Pten se han 

usado para otros modelos tumorales, pero ninguno de ellos para CE (Papa et al., 2014; H. Wang et 

al., 2010). En el caso de los genes distintos de Pten, hay poca información sobre los RMGs sistémicos 

con el desarrollo del CE. Por lo tanto, se desconoce en gran medida si una determinada combinación 

de alteraciones genéticas sistémicas podría conducir al desarrollo de tumores en el útero. 
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Modelos murinos con modificaciones genéticas específicas de útero 

La utilización de la tecnología de recombinación Cre/LoxP, que permite el control espacial y 

temporal de la expresión génica (H. Kim et al., 2018; Kühn and Torres, 2002), ha identificado el 

papel de numerosos genes en el desarrollo del sistema reproductor femenino y en procesos, como 

la regulación hormonal, la ovulación y la decidualización endometrial, entre otros que son 

necesarios para el establecimiento y el mantenimiento del embarazo en los mamíferos 

(Chemerinski et al., 2022; Chen et al., 2009; Mehta et al., 2016; Ni and Li, 2017; Petit et al., 2007). 

De la misma manera, esta tecnología se ha utilizado también para el estudio de la carcinogénesis y 

otras enfermedades en gran variedad de tejidos (Deng, 2014), y en lo que concierne a esta tesis 

también en el útero. Para ello, a lo largo de los años, se han generado varios modelos transgénicos 

de ratón que presentan actividad Cre recombinasa en el útero resumidos en la Tabla 8. Cada una 

de ellas presenta ciertas variaciones en los lugares donde se da la expresión del Cre. Así, para 

generar modelos knock-out condicionales que desarrollen CE, estos ratones Cre se han combinado 

con otros RMGs que presenten alteraciones (secuencias en los genes de interés flanqueadas por 

secuencias loxP, es decir, regiones del ADN floxeadas) en genes importantes para el desarrollo y 

progresión del CE, como por ejemplo, el gen Pten en el modelo condicional Ptenfloxed/floxed (Ptenf/f o 

Ptenf/f), donde se encuentran flanqueados por secuencias loxP el exón 5 de los dos alelos de Pten 

(Lesche et al., 2002). Todos estos modelos se explican con mayor profundidad en los siguientes 

apartados, no obstante, en la tabla 9 se presenta un resumen de todos RMGs para el CE existentes 

en la literatura hasta la fecha de hoy. Con todo, el uso de estos modelos también presenta ciertos 

inconvenientes. En primer lugar, suele requerir mucho tiempo y trabajo, especialmente cuando se 

requieren alelos condicionales para múltiples genes. En segundo lugar, la mayoría de las líneas 

transgénicas Cre actuales proporcionan una especificidad tisular limitada cuando se generan 

modelos de CE mediante el entrecruzamiento de RMGs con alelos floxeados condicionales. Para 

desarrollar una línea transgénica Cre idónea, que solo sale en las células epiteliales del endometrio, 

es necesario identificar los genes que se transcriben específicamente en estas células 

endometriales. A pesar de los intensos esfuerzos realizados, la investigación en este campo no ha 

logrado hasta ahora encontrar estos ratones tan buscados. 
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 Especificidad celular 

en el útero 

Otros AGF Otros órganos no 

genitales  afectados 

Referencia 

Epitelio Mesénquima Ovarios TF 

Pgr-Cre 🗸 🗸 🗸 🗸 glándula pituitaria y 

glándula mamaria 

(Soyal et al., 

2005) 

Sprr2f-Cre 🗸  🗸 🗸 riñón, cerebelo (Contreras 

et al., 2010) 

BAC-Sprr2f-Cre 🗸     (Cuevas et 

al., 2019) 

Ltf-iCre 🗸   🗸 glándula mamaria, 

neutrófilos 

(Daikoku et 

al., 2014) 

Ksp1.3-Cre 🗸   🗸 riñón (Shao et al., 

2002) 

Pax8-rtTA; 

TetO-Crea 

🗸   🗸 riñón y hepatocitos (Perets et 

al., 2013) 

CAG-Cre:ERTb 🗸  N.E. N.E. pulmón, colon, riñón, 

tiroides e hígado 

(Hayashi 

and 

McMahon, 

2002) 

Amhr2-Cre  🗸 🗸 🗸  (Jamin et al., 

2002) 

Adenovirus-Cre 🗸 🗸c    (Beauparlan

t et al., 

2004) 

Wnt7a-Cre 🗸  N.E N.E. N.E (Huang et 

al., 2012) 

Tabla 8: Modelos de ratones transgénicos Cre usados para la mimetización del cáncer en el útero. AGF, 
Aparato genital femenino; TF, Trompas de Falopio; N.E., no examinado. a Bebiendo agua con doxiciclina, b 

Inyección intraperitoneal de Tamoxifeno, c Baja penetrancia. Modificado de (Maru and Hippo, 2021). 

 

 Ratón Pgr-Cre: 

El receptor de progesterona (Pgr) se expresa tanto en el útero y como el resto del aparato genital 

femenino. A pesar de su reducida especificidad tisular (Tabla 8), para estudiar el carcinoma 

endometrial, los ratones transgénicos Pgr-Cre que expresan la recombinasa bajo el control del 

promotor del gen Pgr (Soyal et al., 2005) han sido los más utilizados en la generación de RMGs. 

Además, la expresión de la Pgr se observa en todos los tipos principales de células del útero, 

incluidos el epitelio, el miometrio y el estroma, los genes floxeados se eliminan tanto en los 

componentes epiteliales como en los no epiteliales del útero en los ratones Pgr-Cre. Por tanto, las 

alteraciones genéticas en esto modelos no mimetizan lo ocurrido en los casos esporádicos de 

carcinoma endometrial en humanos donde, exclusivamente, las células epiteliales endometriales 
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sufren mutaciones. Haciendo uso de este modelo se han generado diversos modelos animales 

(Tabla 9). Así, los ratones Pgr-Cre; Ptenf/f, donde se produce una ablación bialélica de Pten, 

desarrollan de manera habitual adenocarcinoma endometrial de tipo I e invasivo a los 3 meses de 

edad (Daikoku et al., 2008), lo que recapitula la importancia de la inactivación de Pten en la 

tumorigénesis en el tracto genital femenino. Por el contrario, a pesar de lo esperado, la deleción 

condicional de Trp53 (p53) endometrial (Pgr-Cre; Trp53f/f) no presentaba ningún fenotipo tumoral 

en el endometrio (Daikoku et al., 2008). En cambio, cuando esta ablación se combinaba con la 

deleción de Pten (Pgr-Cre; Ptenf/f; Trp53f/f) los ratones pasan a tener una menor esperanza de vida 

que los knock-out de solo Pten y un fenotipo algo más agresivo (Daikoku et al., 2008). Por otro lado, 

cuando este ratón se cruzó con un RMG que presentaba la mutación KrasG12D, se contempló que 

esta alteración aceleraba el desarrollo del CE dependiente de la inactivación de Pten, subrayando 

el papel oncogénico de la Kras mutante en el endometrio (Tae Hoon Kim et al., 2010b). 

Posteriormente, debida a la importancia de la vía de señalización del factor de crecimiento 

transformante β (TGFβ) en la patogénesis de los cánceres humanos, que juega un papeles 

multifacéticos, ya sea pro o antitumoral, dependiendo del órgano y del contexto genético (Gordon 

and Blobe, 2008), y en consonancia con la noción de la implicación de esta vía en tracto 

reproductivo femenino (Nuria Eritja et al., 2017; Monsivais et al., 2017; Peng et al., 2015; Rodriguez 

et al., 2016), se estudió mediante la Pgr-Cre el efecto de la pérdida condicional del gen ALK5 

(Activin-like kinase 5), también conocido como TGFβ receptor 1 (TGFBR1); por un lado junto con la 

ablación de Pten (Tgfbr1f/f; Ptenf/f), que desarrollaron CE metastásicos (Y. Gao et al., 2017). En otro 

trabajo independiente, posteriormente se demostró que no era necesaria la deleción dual 

condicional, ya que incluso los ratones Pgr-Cre; Tgfbr1f/f desarrollaron CE con metástasis 

pulmonares (Monsivais et al., 2019). Además, ese mismo año en el mismo laboratorio, se vio que 

los ratones Pgr-Cre; Smad2f/f; Smad3f/f también desarrollan hiperplasia endometrial, que finalmente 

progresa a carcinoma endometrioide con una letalidad completa a los 8 meses de edad (Kriseman 

et al., 2019). En base a estos resultados, es probable que la inactivación de la vía de señalización 

del TGFβ desempeñe un papel pro-tumorígeno, al menos en la patogénesis de los CE de tipo I. 

También se han establecido algunos RMGs que recapitulan los CE de tipo II. La mutación de Trp53 

y la inactivación de CDH1 son comunes en los CE de tipo II (Samarnthai et al., 2010). En consonancia 

con este hallazgo, los ratones Pgr-Cre; Cdh1f/f; Trp53f/f desarrollan CE de tipo II típicos a los 6 meses 

de edad, con características histológicas que incluyen el crecimiento papilar y la atipia nuclear 

severa (Reardon et al., 2012; Stodden et al., 2015). Además, en este modelo, la metástasis a órganos 

cercanos y distantes dentro de la cavidad peritoneal era evidente a los 12 meses de edad. 

Curiosamente, estos tumores se caracterizan por microambientes altamente inflamatorios con un 

prominente reclutamiento de células inmunes. Por otra parte, DICER1 es un gen supresor tumoral 
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en el CE (M. H. Bailey et al., 2018), los ratones Pgr-Cre; Dicer1f/f; Ptenf/f desarrollan un carcinoma de 

endometrio hormona independiente, poco diferenciado y que presenta marcadores de carcinoma 

de células claras, como la napsina A y el factor nuclear de hepatocitos 1β (HNF1β)  (Wang et al., 

2020). 

 

 Ratón Sprr2f-Cre 

Sprr2f (Small Proline Rich Protein 2F) se expresa exclusivamente en el útero, particularmente en las 

células epiteliales del endometrio (Contreras et al., 2010) (Tabla 8). Esto, por lo tanto, hace del 

promotor de este gen un candidato idóneo para generar ratones transgénicos Cre para el desarrollo 

y estudio de CE. Con este fin, se generaron ratones transgénicos Sprr2f-Cre fusionando un 

fragmento de promotor Sprr2f de 5,8 kb con la recombinasa. A pesar de la expresión específica de 

Sprr2f al útero, la actividad de Cre en este ratón se observó no sólo en el endometrio, sino también 

en el riñón y el cerebelo (Contreras et al., 2010), como se demostró en este mismo trabajo al cruzar 

el modelo condicional con los ratones KI reportero ROSA26 (R26R) (Soriano, 1999). Esta expresión 

ectópica en los ratones Sprr2f-Cre se atribuyó a que el modelo presentaba una región corta del 

promotor y por ello carecía de las secuencias reguladoras necesarias para la represión de éste en 

tejidos no endometriales. Además, la recombinación génica en los epitelios uterinos adultos 

presentaba un patrón de mosaico. No obstante, los ratones Sprr2f-Cre; Lkb1f/f desarrollan CE 

invasivos que morían entorno a los 7 meses de edad (Contreras et al., 2010). La supresión 

simultánea del ligando de quimiocina 2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2, Ccl2), también conocido 

como quimioatrayente de monocitos 1 (Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1) atenúa 

significativamente la progresión tumoral impulsada por la pérdida de Lkb1, revelando la implicación 

de la inflamación en el desarrollo de CE (Peña et al., 2015). El desarrollo de CE de tipo II se ha 

asociado a la disfunción telomérica (Akbay et al., 2008). En relación a ello, la deleción concurrente 

de Trp53 y Pot1a (Protection of telomeres 1A), que forma parte de un complejo proteico que 

estabiliza los telómeros, en ratones Sprr2f-Cre; Pot1af/f; Trp53f/f conduce al desarrollo de CE de tipo 

II a los 9 meses de edad (Akbay et al., 2013). Estos resultados remarcan la importancia de la 

estabilidad telomérica y mutaciones en p53 en CE de tipo II. 
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 Ratón BAC-Sprr2f-Cre  

Para tratar de solucionar la regulación transcripcional no específica del endometrio del RMG Sprr2f-

Cre, se introdujo una secuencia artificial del cromosoma bacteriano (BAC) del clon RP23-3914 antes 

de la secuencia promotora más corta utilizada en los ratones Sprr2f-Cre. El genoma de este clon 

bacteriano alberga un fragmento genómico de 189 kb compuesto por una secuencia en tándem de 

un clúster de genes próximos al gen Sprr2 en el cromosoma 3, se postuló que era lo suficientemente 

largo como para recapitular con precisión todos los elementos reguladores transcripcionales 

endógenos del promotor. De hecho, los ratones transgénicos BAC-Sprr2f-Cre permitieron la 

recombinación de genes de forma altamente específica para el epitelio endometrial (Tabla 8). Así, 

con estos ratones condicionales se probó de generar un modelo de ablación del gen FBXW7, ya que 

en el carcinoma endometrial la incidencia de mutaciones en este gen es la más alta en comparación 

al resto de cánceres humanos, seguido del cáncer de colon (Yeh et al., 2018). Los ratones BAC-

Sprr2f-Cre; Ptenf/f; FBXW7f/f desarrollaron un carcinoma endometrioide, que finalmente progresó a 

CSE a las 40-67 semanas. Mediante un análisis genómico se observó que espontáneamente un gran 

número de tumores adquirieron la mutación Trp53, en línea con el papel crítico de la pérdida de 

p53 en el desarrollo del CS (Cuevas et al., 2019). Así, este RMG representa un modelo único que 

exhibe una transición de CE de tipo I a tipo II. Por otro lado, Polε codifica para una ADN polimerasa 

épsilon, mutada en el 7-12% de los CE, esencial para la replicación fiel del ADN, es por eso que las 

mutaciones en este gen, y más en concreto la mutación P286R, impulsan un fenotipo ultramutante 

(Getz et al., 2013; Rayner et al., 2016). En este contexto, los ratones BAC-Sprr2f-Cre; PoleLSL-P286R/+ 

desarrollaron CE con un 100% de penetrancia. Además, estos tumores presentaron unos patrones 

mutacionales similares a las de los CE humanos, aunque no presentaban variación en el número de 

copias génicas. Estos resultados son coherentes con los de los CE ultramutados de tipo POLE. Por 

otro lado, al generar un modelo con la mutación en Polε y con el gen Msh2 floxeado (BAC-Sprr2f-

Cre; PoleLSL-P286R/+; Msh2 f/f), se consigue una mayor progresión tumoral (Li et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 



 

 

53 INTRODUCCIÓN 

 

Líneas 

transgénicas Cre 
Genes diana Penetrancia 

Latencia 

(sem.) 

Tipo de 

CE 

Tipo histológico 

principal 
Referencia 

Sistémico 

Pten+/- 100% 18-39 - HCA 
(Podsypanina et 

al., 1999) 

Pten+/- 21% 30-66 I 
AC (pobremente 

diferenciado) 

(Stambolic et al., 

2000) 

Pten+/-;Mlh1-/- 40% 14-18 I AC (bien diferenciado) 
(Wang et al., 

2002) 

Pten+/-; ER-/- 25% 32 I AC (Joshi et al., 2012) 

Pgr-Cre 

Ptenf/f 100% 12 I AC (invasión miometrio) 

(Daikoku et al., 

2008) 
Trp53 f/f 0% - - endometrio normal 

Ptenf/f; Trp53 f/f 100% 12 I AC (invasión miometrio) 

Ptenf/f; KrasLSL-G12D/+ 100% 4 I AC (CEE) 
(Tae Hoon Kim et 

al., 2010b) 

Ptenf/f; Tgfbr1f/f 100% 16 I AC (invasivo) 
(Y. Gao et al., 

2017) 

Tgfbr1f/f N.D. N.D. I AC (invasivo) 
(Monsivais et al., 

2019) 

Smad2 f/f; Smad3 f/f 100% 34 I AC (CEE) 
(Kriseman et al., 

2019) 

Cdh1 f/f; Trp53 f/f 47% 48 II AC 

(Reardon et al., 

2012; Stodden et 

al., 2015) 

Ptenf/f; Dicer1f/f 100% 12 II 
AC (pobremente 

diferenciado) 

(Wang et al., 

2020) 

Sprr2f-Cre 

Lkb1f/f 100% 30 I AC 
(Contreras et al., 

2010) 

Lkb1f/f; Ccl2-/- 100% 43-58 I AC (Peña et al., 2015) 

Trp53 f/f; Pot1a f/f 100% 60 II AC 
(Akbay et al., 

2013) 

Ptenf/f; Dicer1f/f 100% 12 II 
AC (pobremente 

diferenciado) 

(Wang et al., 

2020) 

BAC-Sprr2f-

Cre 

Ptenf/f; Fbxw7f/f 100% 40-67 II CS 
(Cuevas et al., 

2019) 

PoleLSL-P286R/+; Msh2f/f 100% 45 I AC (CEE) (Li et al., 2020) 

Ltf-iCre 

Ptenf/f 100% 12 I HCA (Liang et al., 2018) 

R26-PiK3caH1047R; 

Arid1a f/+ 
100% 20 I 

AC invasivo (de 

moderado a 

pobremente 

diferenciado) 

(Wilson et al., 

2019) 

R26-PiK3caH1047R; 

Trp53 f/f 
100% 11-14 I AC in situ (NIE) 

 

(Reske et al., 

2021) 

Arid1a f/f; Trp53 f/f 100% 14 - 
AC invasivo 

(metastásico) 

(Reske et al., 

2021) 

Ksp1.3-Cre Trp53 f/f 84% 65-79 II 
AC (SC, CCC), CS, Car. 

Indif. 
(Wild et al., 2012) 

Tabla 9: Modelos de ratones transgénicos utilizados hasta la fecha para el estudio del cáncer endometrial. 
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Líneas transgénicas Cre Genes diana Penetrancia 
Latencia 

(sem.) 

Tipo de 

CE 

Tipo histológico 

principal 
Referencia 

Pax8-rtTA;TetO-Cre 

Ptenf/f; Arid1a f/f 100% 6-12 I AC (CEE) 
(Suryo Rahmanto 

et al., 2020) 

Trp53 f/f; Rb1f/f 81% 57 II AC (SC) 
(D. J. Fu et al., 

2020) 

CAG-Cre:ERT 
Ptenf/f 100% 6-8 I AC in situ (NIE) 

(Mirantes et al., 

2013a) 

Ptenf/f; CycD1-/- 100% 9-12 I HCA, AC in situ (NIE) (Dosil et al., 2017) 

Amhr2-Cre 
Ptenf/f; KrasLSL-

G12V/+ 
90% 22-56 - 

Tumor estromal 

(leiomioma y 

leiomiosarcoma) 

(Kun et al., 2020) 

    Adenovirus-Cre 

Ptenf/f         41%        16-32       I AC 
(Joshi and 

Ellenson, 2011) 

Ptenf/f        88%       2       I HCA, AC (CEE) 
        (Joshi and 

Ellenson, 2011) 

Ptenf/f; Lkb1f/f        100%        8-28       I AC (CEE)        (Cheng et al., 2014) 

    Ptenf/f; 

 KrasLSL-G12D/+ 
      50%      14       I AC (CEE) 

(      (Tirodkar et al., 

2014) 

    Wnt7a-Cre Mig-6f/f       100%       20      I HCA, AC (CEE) 
       (Kim et al., 2017, 

2013) 

Tabla 9 (continuación): Modelos de ratones transgénicos utilizados hasta la fecha para el estudio del cáncer 
endometrial. HCA, hiperplasia compleja con atipia; AC, adenocarcinoma; NIE, neoplasia intraepitelial 
endometrial; CCC, carcinoma de célula clara; CS, carcinosarcoma; CEE, carcinoma endometrioide endometrial; 
SC, carcinoma seroso; Car. Indif., carcinoma indiferenciado; N.D., no disponible; sem., semanas. Modificado de 
Maru and Hippo, 2021. 

 

 Ratón Ltf-iCre 

La lactoferrina o lactotransferrina (Ltf), una glicoproteína que se une al hierro, se expresa en gran 

medida en el epitelio uterino de los ratones adultos en respuesta a la exposición a los estrógenos 

(McMaster et al., 1992; Teng et al., 2002). Por ello, en el intento de generar un modelo de ratón 

Cre para la deleción de genes específicamente en el endometrio, se generó un ratón transgénico 

con una Cre recombinasa mejorada (improved Cre, iCre) bajo el promotor de la Ltf (Ltf-iCre). 

Mediante el cruce con ratones reporteros de LacZ, se demostró que la expresión de iCre dirigida 

por Ltf muestraba una robusta actividad de Cre en los epitelios luminal y glandular uterinos a partir 

de la pubertad de las ratonas. Sin embargo, se observó una expresión ectópica en las glándulas 

mamarias y en los neutrófilos (Daikoku et al., 2014). iCre es un gen Cre alterado que mediante la 

modificación de su secuencia de codones (pero no la secuencia aminoacídica), se redujo el alto 

contenido de islas CpG de la secuencia codificadora, reduciendo así las posibilidades de 

silenciamiento epigenético en los mamíferos (Shimshek et al., 2002). Mientras que los ratones Pgr-

Cre; Ptenf/f desarrollan CE con alta penetración (Daikoku et al., 2008), los ratones Ltf-iCre; Ptenf/f 
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desarrollan hiperplasia compleja atípica en el endometrio, pero raramente carcinoma (Liang et al., 

2018). Estos resultados sugieren que la inactivación de Pten en el estroma uterino puede promover 

la transformación de las células epiteliales Knock-out de Pten, aunque no sean por si mismas 

tumorigénicas. Teniendo en cuenta que la inactivación de Pten en el estroma uterino se observa en 

la enfermedad de Cowden (Pilarski et al., 2013; Wirtzfeld et al., 2001), pero no es común en los 

casos esporádicos de CE humano, estos resultados sugieren que los ratones Pgr-Cre; Ptenf/f y Ltf-

iCre; Ptenf/f pueden imitar los casos hereditarios y esporádicos de CE, respectivamente. Este mismo 

grupo probo de delecionar PTEN con la recombinasa bajo el promotor del gen Wnt7a (modelo 

explicado más adelante). Estos ratones Wnt7a-Cre; Ptenf/f morían a los 10 días de edad. Por otro 

lado, otro grupo, sabiendo que las mutaciones en ARID1A suelen coincidir con mutaciones en genes 

implicados en la vía PI3K en los CE (Liang et al., 2012), generaron un modelo de RMG Pgr-Cre; R26-

Pik3caH1047R; Arid1af/+ los cuales desarrollaron CE invasivo (Wilson et al., 2019), lo que sugiere que 

ARID1A es un supresor tumoral haploinsuficiente en el desarrollo de CE. Este mismo grupo, en otro 

estudio se demostró que la pérdida de expresión de Trp53 junto con la mutación oncogénica de 

Pi3kca (Pgr-Cre; R26-Pik3caH1047R; Trp53f/f) en el epitelio endometrial daba lugar a características de 

hiperplasia endometrial, adenocarcinoma y carcinoma intraepitelial (Reske et al., 2021). En este 

mismo estudio, se quiso analizar la relación funcional entre las mutaciones de Trp53 y Arid1a en el 

endometrio, a pesar de que, aun siendo ambas dos mutaciones muy comunes en CE, las 

alteraciones en estos dos genes son mutuamente excluyentes (Allo et al., 2014; Bosse et al., 2013; 

Guan et al., 2011). A pesar de ello, este ratón Pgr-Cre; Arid1af/f; Trp53f/f desarrollo un carcinoma 

endometrial muy invasivo y metastásico (Reske et al., 2021). 

 Ratón Ksp1.3-Cre 
Ksp-1.3 (también conocido como Cdh16) se expresa exclusivamente en el riñón adulto y en el tracto 

genitourinario en desarrollo de los ratones (Thomson et al., 1998, 1995). Es por esto que la actividad 

recombinasa del RMG que expresa la Cre bajo la regulación del promotor de este gen (Ksp1.3-Cre) 

muestra un patrón de mosaico en las células epiteliales del lumen y las glándulas del endometrio 

(Frew et al., 2008; Shao et al., 2002). En este contexto, los ratones Ksp1.3-Cre; Trp53f/f desarrollan 

CE de tipo II, entre los que se diferencian carcinomas serosos, carcinomas de células claras y 

carcinosarcomas, en el 84% de los casos a las 58-68 semanas de edad (Wild et al., 2012).  

 Ratón Pax8-rtTA; TetO-Cre 
Pax8 es un factor de transcripción esencial para la regeneración del epitelio del útero y del FT, pero 

no del ovario (Mittag et al., 2007). El ratón Pax8-rtTA; TetO-Cre contiene un transactivador reverso 

regulado por tetraciclina (rtTA) bajo el control del promotor murino Pax8, además, expresan la 

recombinasa Cre de forma dependiente de la tetraciclina (TetO-Cre), permitiendo así la inducción 

de la actividad recombinasa en las células que expresan Pax8 al administrar doxiciclina. Utilizando 
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este modelo de ratón, se investigaron los efectos de varias combinaciones de alelos condicionales 

de Brca1/2, Trp53 y Pten. Mientras que estos ratones desarrollaron predominantemente un 

carcinoma seroso de alto grado a partir de células epiteliales secretoras de las trompas de Falopio, 

también se indujeron varios grados de lesiones endometriales en menor medida, asemejándose a 

la hiperplasia endometrial, la displasia y el carcinoma en humanos (Perets et al., 2013). Dado que 

las mutaciones en ARID1A y PTEN suelen coincidir en el carcinoma endometrioide uterino, se 

generaron ratones Pax8-rtTA; TetO-Cre; Ptenf/f; Arid1af/f. Seis semanas después de la 

administración de doxiciclina, estos ratones desarrollaron tumores uterinos macroscópicos 

acompañados de diseminación local y peritoneal. Curiosamente, los tumores inducidos 

presentaban características histológicas de carcinoma endometrioide y mostraban perfiles de 

expresión génica similares a los del carcinoma endometrioide humano. La pérdida de cualquiera de 

los dos genes por sí sola no indujo ningún tumor macroscópico (Suryo Rahmanto et al., 2020), lo 

que puede ser indicativo de la cooperación entre las pérdidas de ARID1A y PTEN en el desarrollo de 

la progresión tumoral del CE. Por otro lado, se observó el desarrollo de CE con características 

histológicas de carcinoma seroso en el 81% de los ratones Pax8-rtTA; TetO-Cre; Trp53f/f; Rb1f/f (D. 

J. Fu et al., 2020). Este modelo de RMG, junto con el modelo CAG-Cre:ERT y el de la inyección de 

adenovirus-Cre (ambos explicados más adelante) son, hasta el momento, los únicos modelos para 

el que permiten la inducción temporal y espacial de la deleción genética. 

 Ratón CAG-Cre:ERT 
La Cre inducible por tamoxifeno es una proteína de fusión entre la recombinasa Cre y una forma 

mutada del dominio de unión al ligando del receptor de estrógenos (estrogen receptor, ER). Esta 

mutación evita la unión de la proteína de fusión al ligando natural del ER, es decir, los estrógenos 

internos del ratón en condiciones fisiológicas normales, pero si permite la unión del tamoxifeno. En 

ausencia de este agente inductor, la Cre:ERT es secretada al citosol por la Hsp90, de manera que se 

evita la recombinación nuclear. Por el contrario, la unión al tamoxifeno causa la disrupción de la 

interacción con Hsp90, permitiendo así la translocación de la Cre:ERT al núcleo e inicie así la 

recombinación (Feil et al., 1996; Metzger et al., 1995). Por otro lado, el promotor CAG es una 

construcción híbrida del elemento potenciador del citomegalovirus (C) fusionado con el promotor 

del gen de la β-actina (A) de pollo y el aceptor de empalme del gen de la β-globina (G) de conejo. 

Por lo tanto, se supone que funciona como un promotor que impulsa altos niveles de transcripción 

en la mayoría de las células y tejidos. En este contexto, en el ratón transgénico CAG-Cre:ERT 

(Hayashi and McMahon, 2002) (Figura 14), la inyección intraperitoneal (i.p.) de tamoxifeno conduce 

a la recombinación del gen principalmente en las células epiteliales de todo el cuerpo de una 

manera dependiente de la dosis.  
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Figura 14: Esquema del funcionamiento del sistema Cre-loxP inducible por tamoxifeno bajo el control del 
promotor CAG. La recombinasa CAG-Cre:ERT se mantiene en el citosol hasta la estimulación con tamoxifeno 
(Tam). En este momento, la proteína puede translocarse al núcleo donde promueve la recombinación 
especifica gracias al reconocimiento de secuencias loxP que flanquean la secuencia del gen de interés. 
Modificado de McLellan et al., 2017. 
 
 
 

Tras la inyección i.p. de tamoxifeno, los ratones CAG-Cre:ERT+/-; Ptenf/f, estos desarrollaron 

hiperplasia endometrial y adenocarcinoma in situ, mientras que también se observó hiperplasia 

tiroidea ectópica (Mirantes et al., 2013a) (Figura 15). 

 

Figura 15: Los ratones CAG-Cre:ERT; Ptenf/f desarrollan neoplasias intraepiteliales endometriales e 
hiperplásias de tiroides a las 6-8 semanas después de la administración de tamoxifeno. Imágenes 
representativas de la tinción con hematoxilina-eosina al endometrio (panel superior) y a la tiroides (panel 
inferior) de los ratones CAG-Cre:ERT-/-; Ptenf/f y CAG-Cre:ERT+/-; Ptenf/f tratados con tamoxifeno. Modificado 
de (Dosil et al., 2017). 
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 No obstante, la inyección de tamoxifeno no solo inducia la recombinación en el endometrio y 

tiroides de los animales CAG-Cre:ERT+/-; Ptenf/f, sino que también se observa ablación génica en 

riñón, hígado, pulmón y colon (Figura 16). En cualquier caso, la pérdida de Pten en estos órganos 

no condujo al desarrollo de neoplasias ni alteraciones histológicas en los mismos. Estos resultados 

subrayan la mayor susceptibilidad del endometrio a la tumorigénesis dependiente de la pérdida de 

Pten en comparación con cualquier otro órgano. Curiosamente, la ausencia de CycD1 condujo a una 

reducción de la incidencia y progresión de las lesiones endometriales. La mayoría de los cambios 

histológicos encontrados en el endometrio de los ratones CAG-Cre:ERT; Ptenf/f; CycD1-/- se 

clasificaron como hiperplasias, y sólo el 17% de los ratones progresaron a neoplasia intraepitelial 

endometrial (NIE, endometrial intraepitelial neoplasia, EIN), mientras que la incidencia de NIE en 

los controles con CycD1 no mutada fue de casi el 53% (Dosil et al., 2017). 

 

 

Figura 16: La pérdida de expresión de Pten no da lugar a alteraciones histológicas en otros tejidos 
epiteliales. Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina y de inmunohistoquímica de 
PTEN al riñon (A), hígado (B), pulmón (C), y colon (D) de ratones CAG-Cre:ERT+/-; Ptenf/f tratados o no con 
tamoxifeno. Modificado de (Mirantes et al., 2013a). 

 

 Ratón Amhr2-Cre 
Amhr2 (anti-Müllerian hormone receptor type II) se expresa en las células mesénquimales del 

conducto mülleriano y en el epitelio mesonéfrico adyacente (Arango et al., 2008). Los ratones 

Amhr2-Cre sufren recombinación génica en el útero, selectivamente en las células del estroma 
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uterino y en el miometrio, pero no en el epitelio (Daikoku et al., 2013; Jamin et al., 2002). Así, al 

usar este modelo de recombinación para delecionar Pten (Amhr2-Cre; Ptenf/f) los animales no 

desarrollaron carcinoma endometrial, en cambio, inducen sorprendentemente una diferenciación 

de un gran número de células del miometrio en adipocitos (Daikoku et al., 2011). Por otro lado, los 

ratones Amhr2-Cre; Ptenf/f; KrasLSL-G12V/+ desarrollan tumores del estroma uterino, como por ejemplo 

leiomioma y el leiomiosarcoma, pero no tumores epiteliales (Kun et al., 2020). Estos resultados 

apuntan a que los ratones Amhr2-Cre no son adecuados para el estudio de la tumorigénesis del 

epitelio uterino. 

 Ratón con inyección intrauterina de Adenovirus-Cre 

La inyección local de adenovirus que codifica para la Cre (Adeno-Cre) se ha adoptado como un 

enfoque alternativo para efectuar la inducción temporal y espacial de la deleción genética en el 

endometrio de ratones adultos (Beauparlant et al., 2004). En dos estudios diferentes, se vio que los 

ratones Adeno-Cre; Ptenf/f, presentaron un fenotipo de carcinoma endometrial después de ser 

inoculados de manera intrauterina (i.u.) con el adenovirus, eso sí, con una penetrancia reducida en 

ambos casos (Joshi and Ellenson, 2011; Saito et al., 2011). Tras la inyección de Adeno-Cre, los 

ratones Ptenf/f; KrasLSL-G12D/+ y los ratones Ptenf/f; Lkb1f/f desarrollaron CE con una penetrancia del 

50% (Tirodkar et al., 2014) y del 100% (Cheng et al., 2014), respectivamente. Aunque se ambas 

modificaciones genéticas activan la vía PI3K, estos resultados sugieren que la inactivación de Lkb1 

coopera más profundamente que la activación de Kras. Utilizando el modelo reportero de 

recombinación R26R, se comprobó que la recombinación génica por inyección i.u. de Adeno-Cre no 

es totalmente específica del epitelio, ya que también salta, aunque en un grado mucho más 

reducido, en el tejido mesenquimal, además la actividad Cre genera un patrón mosaico en las 

células epiteliales diana (Joshi and Ellenson, 2011). 

 Ratón Wnt7a-Cre 

Wnt7a, un gen que codifica para efector de la vía Wnt/β-catenin, cuya expresión se da de manera 

habitual en las células epiteliales del conducto de Müller así como en las células del epitelio luminar 

del endometrio, pero no en el epitelio glandular (Gatcliffe et al., 2008; Merritt et al., 2009; Miller 

and Sassoon, 1998). De esta forma, cruzando el ratón reportero R26R con un RMG que presentaba 

el promotor de este gen regulando la transcripción de la Cre (Wnt7a-Cre; R26R), se detectó 

actividad recombiansa tanto en epitelio luminar del endometrial como en glandular. No obstante, 

no se observó tinción con β-galactosidasa ni en el estroma uterino ni en el miometrio (Huang et al., 

2012). La expresión del marcaje reportero de la Cre en el epitelio glandular es entendible gracias a 

la idea de que éste deriva del luminar (Gray et al., 2001). Así, este modelo recombinante, se cruzó 

con un modelo condicional para la ablación del gen Mig-6 (Jin et al., 2007). Este ratón Wnt7a-Cre; 
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Mig-6f/f desarrollo hiperplasias endometriales y adenocarcinoma endometrial estrógeno 

dependiente (Kim et al., 2017, 2013), lo que mostro la importante función de Mig-6 como supresor 

tumoral dependiente de estrógeno, esto en cierta manera explica el porqué de la incidencia del 

carcinoma de endometrio es mayor en las mujeres peri y postmenopáusicas (Saito et al., 2011). 

Este modelo de ratón Wnt7a-Cre se ha usado también, al cruzarlo con un ratón Knock-out para el 

gen de receptor de estrógeno α (Wnt7a-Cre; Erαf/f), para el estudio del papel del estrógeno en la 

proliferación y las respuestas biológicas del epitelio endometrial (Winuthayanon et al., 2010). 

XENÓGRAFOS DERIVADOS DE PACIENTES Y RATONES HUMANIZADOS 

Aunque los modelos derivados de líneas celulares y los RMGs han propiciado importantes avances 

en la biología del cáncer y siguen siendo cruciales para la investigación oncológica (Shoemaker, 

2006), a menudo, como se ha comentado anteriormente, no recapitulan aspectos clave de las 

neoplasias humanas y, por tanto, no predicen adecuadamente los efectos de los fármacos en la 

clínica. De hecho, la elevada tasa de fracaso de los compuestos preclínicos en los ensayos clínicos 

demuestra claramente las limitaciones de los modelos preclínicos existentes (Li et al., 2008; 

Shoemaker, 2006). Por lo tanto, apremia la necesidad de desarrollar modelos de ratones más 

realistas y clínicamente relevantes que representen de forma fiable el tumor del paciente según su 

perfil genético y molecular, su histopatología, el curso de la enfermedad y el perfil de progresión 

metastásica, y la respuesta a la terapia (Landgraf et al., 2018; Tentler et al., 2012). En este contexto, 

los modelos de xenógrafos derivados de pacientes (patient-derived xenograft, PDX) han surgido 

como una excelente alternativa para superar estas deficiencias (Cook et al., 2012; Tentler et al., 

2012). Los PDX se establecen implantando un trozo de tumor recién aislado de un paciente 

directamente en ratones inmunodeprimidos (Kim et al., 2009). Las cepas de ratón más utilizadas 

son SCID (Severe Combined Immune Deficient), NOD/SCID (Non-Obese Diabetic/Severe Combined 

Immune Deficient), NSG (NOD/SCID/interleukin-2 receptor common γ-chain (IL2-Rγ)-deficient) y 

ratones atímicos nude (Morton and Houghton, 2007). Los trozos de tumor pueden implantarse de 

forma heterotópica u ortotópica (Kim et al., 2009). La tasa de éxito del injerto varía en función del 

tipo de tumor, la cepa de ratón utilizada y el método de implantación específico, dependiendo 

principalmente de las características del tumor (estadio, grado y agresividad). Múltiples estudios 

han demostrado que los modelos PDX mantienen la heterogeneidad histológica, molecular y 

funcional original presente en los tumores de los pacientes sobre diferentes tipos de cáncer (Bruna 

et al., 2016; Byrne et al., 2017; Hidalgo et al., 2014). Tras el injerto y durante el crecimiento 

exponencial, el tumor se recoge y se prepara para el trasplante en uno o varios animales para 

desarrollar una cohorte de ratones de PDX que podría utilizarse para la caracterización molecular, 

biobanco o como modelos preclínicos. Las expansiones en serie pueden tener lugar durante varios 

pasajes manteniendo la fidelidad genética del tumor (Scott et al., 2014; Tentler et al., 2012). Esto, 
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los convierte en un modelo excelente para la investigación traslacional del cáncer es que los PDX 

pueden capturar la complejidad del tumor humano original (con alta estabilidad molecular e 

histológica), pueden predecir la respuesta clínica en los pacientes (Byrne et al., 2017; Hidalgo et al., 

2014; Siolas and Hannon, 2013; Tentler et al., 2012) y, por lo tanto, pueden utilizarse como modelos 

preclínicos para la validación de nuevos fármacos y terapias dirigidas (medicina personalizada) 

(Bruna et al., 2016; Gao et al., 2015). El uso de cultivos celulares a corto plazo derivados de PDX 

(PDX-derived short-term cell cultures, PDC) son útiles y constituyen un mejor modelo clínico en 

comparación con las líneas celulares convencionales (Bruna et al., 2016).  En cuanto al uso de estos 

modelos para el estudio del CE, no fue hasta 2012 donde se describió por primera vez el uso de PDX 

ortotópicos usando tumores endometriales (Cabrera et al., 2012). Desde entonces, han sido varios 

los estudios donde se han establecido distintas estrategias para la implementación de xenógrafos 

derivados de pacientes con CE (Depreeuw et al., 2015; Haldorsen et al., 2015; Unno et al., 2014), 

las cuales han sido usadas para testar nuevas terapias en pacientes con tumores uterinos 

(Depreeuw et al., 2015; Núria Eritja et al., 2017; Groeneweg et al., 2014b, 2014a; Winder et al., 

2017; Y. Yu et al., 2017). En los últimos años, muchos esfuerzos se han dirigido al desarrollo de 

ratones humanizados, en los que se restablece (parcialmente) un sistema inmunitario humano, con 

el fin de investigar la interacción del tumor con el microambiente y el papel del sistema inmunitario 

en el crecimiento del tumor y la respuesta al tratamiento (Morton et al., 2016; Shultz et al., 2012). 

Aunque estos sistemas humanizados aún no están disponibles para el CE, podrían ser interesantes 

para próximos tratamientos para el CE avanzado y recurrente mediante la utilización de inhibidores 

inmunitarios (Arora et al., 2018). 
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PÉPTIDOS DE PENETRACIÓN CELULAR (CPPS) 
La membrana celular protege las células vivas del ambiente extracelular y controla la entrada de 

moléculas en las células (El-Andaloussi et al., 2005). El interior hidrófobo de la bicapa lipídica 

permite la difusión pasiva sólo a moléculas que encajan en un rango de tamaño particular, carga y 

polaridad tales como iones, azúcares no cargados y aminoácidos (aa).  

Las moléculas más grandes tales como las proteínas sólo pueden atravesar la membrana a través 

de un proceso llamado endocitosis que implica el uso de receptores específicos de la superficie 

celular (El-Andaloussi et al., 2005). La naturaleza impenetrable de la membrana celular limita el 

valor de muchas moléculas bioactivas, tales como fármacos, anticuerpos, péptidos y ácidos 

nucleicos dirigidos contra moléculas intracelulares. 

Estos compuestos fuertemente polares, hidrófilos y poco solubles requieren ayudantes de 

transporte. Los compuestos hidrófilos tales como las proteínas y los ácidos nucleicos pueden 

internalizarse ya sea, a través de poros activados eléctricamente en la membrana (electroporación), 

o rodeados por partículas lipídicas o partículas virales, o bien formando conjugados, proteínas de 

fusión o complejos no covalentes con péptidos de penetración celular. 

En las últimas tres décadas se han descubierto muchas secuencias peptídicas cortas que han sido 

descubiertas como capaces de traspasar la membrana celular de una manera independiente del 

receptor (Bechara and Sagan, 2013). Estos péptidos de 5 a 30 aminoácidos denominan 

comúnmente péptidos de penetración celular (del inglés cell-penetrating peptides, CPP), dominios 

de transducción de proteínas (del inglés peptide transduction domains, PTDs), secuencias de 

translocación de membrana (del inglés membrane translocation sequence, MTSs) o péptidos 

troyanos (Tabla 10) (Zorko and Langel, 2005). Estos péptidos, son capaces de atravesar la 

membrana celular conjugados a moléculas con carga e introducirlos en los distintos 

compartimentos intracelulares de las células, sin causar un daño significativo a la membrana 

plasmática (Sawant and Torchilin, 2010). Pueden ser utilizados para mediar la internalización de 

una amplia variedad de cargas conjugadas covalentemente y no covalentemente tales como 

biomoléculas poliméricas (ácidos nucleicos como ADN (Karro et al., 2015), ARN (Ramakrishna et al., 

2014), oligonucleótidos (Astriab-Fisher et al., 2002; Crombez et al., 2009; Zatsepin et al., 2005) o 

plásmidos (Segovia et al., 2014)), liposomas (Liu et al., 2015), fármacos (Jiang, 2021; Patel et al., 

2007) o nanopartículas (Li et al., 2014; Longoria-García et al., 2022), e incluso proteínas completas 

en células vivas (Ramakrishna et al., 2014; Wadia and Dowdy, 2005). La incorporación celular de 

los CPP puede producirse a través de mecanismos dependientes o independientes de la energía 

(Zorko and Langel, 2005). Debido a su baja citotoxicidad e inmunogenicidad, los CPP se han aplicado 

en ensayos in vitro (Jo et al., 2014) e in vivo (Khafagy et al., 2009) con buenos resultados.  
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Las características anteriores hacen de los CPP un método no viral atractivo para suministrar 

moléculas biológicamente activas a las células.  

 

Péptido de 

penetración celular 

Secuencia de 

aminoácidos 
Origen Ref. 

Derivados de proteínas 

TAT GRKKRRQRRRPPQ HIV-1 Tat 
(Vivès et al., 

1997) 

penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK Drosophila antennapedia 
(Derossi et al., 

1994) 

pVEC LLIILRRRIRKQAHAHSK VE-cadherina 
(Elmquist and 

Langel, 2003) 

VP22 NAKTRRHERRRKLAIER Virus del herpes simple 
(Elliott and 

O’Hare, 1997) 

Xentry LCLRPVG Proteína X de hepatitis B 

(Montrose et 

al., 2014, 

2013) 

Quiméricos 

MGP GALFLGFLGAAGSTMGA 
HIV gp41 y NLS del antígeno T 

de SV40 

(Morris et al., 

1997) 

Transportan 
GWTLNSAGYLLGKINLKAL

AALAKKIL 
Galanina y mastoparan 

(Langel, 2021; 

Pooga et al., 

1998) 

YTA2 YTAIAWVKAFIRKLRK Substrato MMP 
(Lindgren et 

al., 2006) 

YTA4 IAWVKAFIRKLRKGPLG Substrato MMP 
(Lindgren et 

al., 2006) 

Sintéticos 

Poliarginina R(n) Basado en  Tatp 

(Futaki et al., 

2001; Schmidt 

et al., 2010) 

MAP KLALKLALKALKAALKLA Modelo de péptido anfipático 
(Oehlke et al., 

1998) 

Tabla 10. Ejemplos de algunos de los péptidos de penetración celular encontrados en la literatura 
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Debido a que en la mayoría de los casos estos péptidos tienen una baja citotoxicidad y también son 

capaces de transportar fármacos no permeables en células vivas (es decir, células cancerosas, 

células nerviosas y tejido inflamado), es por esto que dichos péptidos son candidatos 

extremadamente atractivos y de interés presente y futuro en sectores tales como el farmacéutico 

(Duan et al., 2017; T. K. Fu et al., 2020; Gayraud et al., 2021; Jiang, 2021; Longoria-García et al., 

2022; Zhang et al., 2016), investigación (Chung et al., 2012; Guo et al., 2021; Kiisholts et al., 2021; 

Poppleton et al., 2004; Zhou et al., 2021), diagnóstico y terapia génica (M. Gao et al., 2017; Habault 

and Poyet, 2019; Peng et al., 2017), entre otros (solo están citado algunos de los cientos de artículos 

que se publican cada año). En la actualidad, en cuanto a su uso como método de administración de 

medicamentos, se han obtenido resultados prometedores principalmente para su aplicación tópica, 

mientras que se dispone de poca información sobre los efectos de la administración intravenosa. 

Sin embargo, las predicciones no son favorables debido a la falta de selectividad de la acción de los 

péptidos, que puede conducir a la penetración de los componentes a través de la membrana celular 

del tejido no deseado (Skotland et al., 2015). 

Junto con la electroporación, la magnetofección, la lipofección o la aplicación de nanopartículas y 

vectores virales, los CPP han asumido un papel cada vez más importante en el transporte de 

compuestos muy diferentes en células vivas. En los últimos años, su aplicación se ha centrado 

principalmente en la dirección de aplicaciones terapéuticas. Además de la internalización y el 

transporte de carga en las células vivas, los CPP también pueden transportar compuestos a través 

de la piel (Skotland et al., 2015), la barrera hematoencefálica (Stalmans et al., 2015)(Stalmans et 

al., 2015) y a través de la conjuntiva de los ojos (C. Liu et al., 2014). Los CPP marcados pueden 

detectar tejidos enfermos incluyendo tumores y sus metástasis (Regberg et al., 2012; Savariar et 

al., 2013). Además, pueden transportar fármacos a los tejidos enfermos. Los péptidos de diseño 

pueden llevar los fármacos selectivamente al tejido u órganos diana. Hoy en día hay numerosos 

péptidos específicos, conjugados y proteínas de fusión en ensayos clínicos. Ya existen 

aproximadamente 6000 publicaciones, que incluyen más de 800 revisiones. Dado que el primer CPP 

fue descubierto hace poco más de 30 años, es de esperar que se amplíen aún más las 

investigaciones que implican su uso en la investigación preclínica y en la terapia clínica.  

CLASIFICACIÓN DE LOS PÉPTIDOS PENETRANTES DE CÉLULAS 

El péptido Tat o TAT (Tatp o TATp) obtenido del VIH fue el primer CPP que se descubrió (Frankel 

and Pabo, 1988). La proteína TAT tiene una longitud de 86-101 aminoácidos y es esencial para la 

replicación viral (Johri et al., 2011). Frankel and Pabo, 1988 revelaron que la proteína Tat purificada 

es absorbida por células en cultivo y es capaz de transactivar el promotor de HIV. El cribado de la 

secuencia de aminoácidos de la proteína TAT reveló que una secuencia de sólo los nueve 
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aminoácidos que abarcan las posiciones 48 a 60 es suficiente para la permeabilidad celular (Vivès 

et al., 1997).  

A su vez, la proteína Antennapedia (Antp) procedente de Drosophila es una homeoproteína, esta 

actúa sobre todo como factor de transcripción de genes reguladores que codifican para proteínas 

nucleares (Gehring et al., 1994). Se realizaron estudios con un péptido de 60aa correspondiente al 

homeodominio de antennapedia en los cuales se reveló que el péptido era capaz de penetrar 

células (Joliot et al., 1991). Se seleccionó el homeodominio de 60 aa. para determinar la secuencia 

responsable de la permeabilidad celular. Los resultados mostraron que un péptido de 16aa de largo 

que abarca los residuos 43-58, que corresponde a la tercera hélice del homeodominio, fue 

suficiente para translocar la membrana celular (Derossi et al., 1994). Este péptido penetrante de 

células se denomina a menudo penetratina. 

Desde el descubrimiento del Tatp y la penetratina, más de un centenar de CPP han sido 

descubiertos o creados (Lindgren and Langel, 2011; Rádis-Baptista, 2021). Difieren en tamaño y 

secuencia primaria, pero a menudo muestran similitudes en la identidad de secuencia, composición 

o estructura. Uno de los mayores grupos de CPP es rico en los residuos básicos de arginina y lisina 

(Sawant and Torchilin, 2010). Esta diversidad en la estructura de los péptidos y sus secuencias dicta 

el mecanismo de captación y la eficiencia de la captación (Milletti, 2012). Varios CPP que se han 

desarrollado no se derivan de una proteína madre natural. El sistema de clasificación más 

ampliamente reconocido para los CPP se basa en este concepto, el de secuencia de origen (Lindgren 

and Langel, 2011). Este, clasifica CPPs en tres subgrupos, los derivados de proteínas naturales, los 

péptidos quiméricos y péptidos de diseño o sintéticos. Los CPP quiméricos contienen una 

combinación de secuencias que se derivan en parte de proteínas naturales, mientras que los CPP 

sintéticos tienen una secuencia novedosa especialmente diseñada para un suministro intracelular 

eficiente (Lindgren and Langel, 2011). 

El sistema de clasificación basado en el origen no tiene en cuenta las características específicas de 

los CPP, por lo que se ha propuesto un nuevo sistema de clasificación basado en las propiedades 

físico-químicas de los CPP. Los tres tipos de clasificación físico-química se basan en si los péptidos 

son catiónicos, anfipáticos o hidrófobos (Milletti, 2012). La mayoría (~ 44%) de los CPP descubiertos 

hasta la fecha pertenecen a la categoría anfipática, mientras que sólo el 15% de los CPP son 

hidrofóbicos (Milletti, 2012). Entre los péptidos catiónicos se incluyen a los CPPs Tat y penetratin, 

que tienen una carga neta positiva. La poliarginina, que se ideó a partir de la secuencia de Tat, es 

un polímero de residuos de arginina cargados positivamente. Al menos ocho residuos de arginina 

son necesarios para la captación celular eficiente (Milletti, 2012). 
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MECANISMO DE ENTRADA A LAS CÉLULAS DE LOS CPP 

A pesar de los numerosos años de investigación, los mecanismos detallados de la internalización de 

los CPP aún no se han dilucidado por completo (Milletti, 2012). Según diversos modelos 

mecanísticos, parece que son varios los factores que influyen en la captación: i) el tipo de célula, ii) 

la masa y la estructura de la carga, iii) el método de unión, iv) la concentración de CPP y v) el tiempo 

y la temperatura de incubación. La diversidad de la estructura de las proteínas que penetran en la 

célula también da lugar a diferencias en la forma en que se toma la CPP y en su eficacia (Guo et al., 

2016). La mayoría de los CPP son capaces de entrar en las células usando más de un camino, 

dependiendo de las condiciones de cultivo (Madani et al., 2011). Los tres pasos fundamentales para 

que los CPP atraviesen las células son la unión a los componentes de la membrana plasmática, 

entrada activa o pasiva a través de la membrana y la posterior liberación en el citoplasma o núcleo 

de la célula (Ma et al., 2011). 

Hasta ahora se creía que eran dos las vías principales utilizadas por los CPP para entrar en la célula, 

la penetración directa y la endocitosis (Figura 17). Actualmente, la mayoría de investigadores 

piensan que la endocitosis es el mecanismo común usado para la entrada de CPPs conjugados a una 

carga, pero la entrada a través de la penetración directa se ha observado para los péptidos no 

conjugados tales como Tatp y penetratina (Berlose et al., 1996; Ter-Avetisyan et al., 2009). Con todo 

ello, existen varios grupos de investigadores que defienden que algunos péptidos de penetración 

celular entran por vía directa (Madani et al., 2011; Trabulo et al., 2010). La controversia en cuanto 

al mecanismo de penetración que hace que estos péptidos puedan traspasar con ellos diversas 

cargas esta hoy en día todavía presente.  

La endocitosis puede producirse según dos mecanismos. El primer mecanismo es el dependiente 

de la clatrina, que implica el recubrimiento de las moléculas transportadas por la clatrina 

polimerizada. El segundo mecanismo, conocido como mecanismo independiente de la clatrina, no 

requiere la presencia de clatrina y procede a través de la macropinocitosis o a través de las 

caveolinas (Mäger et al., 2012). 

La translocación directa, como método de transporte independiente de la energía, es el tercero de 

los modelos propuestos. Su validez fue confirmada en condiciones que impedían la endocitosis, por 

ejemplo, utilizando inhibidores de la endocitosis (Dutta and Donaldson, 2012) y baja temperatura 

(Tomoda et al., 1989). A pesar de estos factores, se ha observado una internalización efectiva de la 

CPP (Bode et al., 2012). El proceso comienza con la interacción de los residuos de aminoácidos 

cargados positivamente de la proteína penetrante desplegada con los fosfolípidos de la membrana, 

lo que interfiere con las interacciones estándar entre los componentes de la membrana celular y 
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permite la penetración de la célula. A continuación, la proteína se pliega de nuevo por la acción de 

las chaperonas (Cleal et al., 2013). También se han propuesto otros tres mecanismos alternativos 

de translocación directa a través de la bicapa lipídica: i) micelas invertidas (Derossi et al., 1998, 

1996), ii) modelo de alfombra/debilitamiento de la membrana (Matsuzaki et al., 1999) y iii) 

formación de poros (Deshayes et al., 2004).  

Hasta ahora, no se ha determinado cuál de estos modelos representa los verdaderos procesos de 

captación de CPP. También es probable que las condiciones del entorno celular afecten a la forma 

en que las CPP internalizan la célula. Es posible que se produzcan varios modos de internalización 

al mismo tiempo (Guo et al., 2016). 

 

Figura 17: Resumen esquemático de los principales mecanismos de translocación en la membrana e 
internalización celular de los CPP. Se distinguen dos mecanismos principales aceptados de captación celular 
de péptidos: la translocación directa (vía no endocítica) y la internalización basada en la endocitosis. En cada 
caso, un péptido determinado puede utilizar distintas vías de entrada en la célula, como una micela invertida, 
translocación directa, formación de poros, tipo alfombra y adelgazamiento de la membrana (vía no 
endocítica, panel superior); macropinocitosis, endocitosis dependiente de clatrina y caveolina, endocitosis 
independiente de clatrina y caveolina y endocitosis mediada por receptor (por ejemplo, el receptor syndecan-
4) (vía basada en la endocitosis, panel inferior). CPP (elipses rojas), clatrina (cuadrados azules), claveolinas 

(cuadrados verdes), receptores (símbolo de color morado). Modificado de Gagat et al., 2017. 
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APLICACIONES DE LOS CPP 

Los CPP se utilizan ampliamente en los estudios sobre métodos de transporte de partículas 

terapéuticas a través de la membrana celular. Como ya se ha comentado anteriormente, 

numerosos estudios han confirmado su potencial in vitro e in vivo (Regberg et al., 2013; Skotland 

et al., 2015). Tras numerosos estudios preclínicos realizados con éxito, algunas CPP, entre ellas la 

TAT y sus conjugados, han entrado en ensayos clínicos de fase I, fase II o incluso fase III. Los datos 

obtenidos en estos estudios demostraron que el uso de los CPPs para la terapia clínica es posible, 

ya que son bien tolerados y se dirigen a objetivos intracelulares. Hasta ahora, se han utilizado 

péptidos penetrantes en ensayos clínicos, incluidos los relativos al tratamiento oncológico (Vale et 

al., 2020), y de otras enfermedades como por ejemplo patologías cardiovasculares (NCT00451256), 

el dolor (NCT00451256 ; NCT01015235 ; NCT01135108 ; NCT02235272 ), la pérdida de audición 

(NCT00802425 ) e incluso las arrugas faciales (NCT00802425 ).  

CPP EN EDICIÓN GENÓMICA  

Además de la regulación positiva o negativa de los productos génicos mediante el transporte de 

ácidos nucleicos (Bivalkar-Mehla et al., 2017; Crombez et al., 2009; Crowet et al., 2013; Davidson et 

al., 2004; Kadkhodayan et al., 2017; Kato et al., 2016; Moschos et al., 2007; Muratovska and Eccles, 

2004; Nakase et al., 2013; Rudolph et al., 2003; Wierzbicki et al., 2014), los CPPs pueden utilizarse 

para la edición del genoma. La recombinasa Cre, las nucleasas de dedos de zinc (ZFN), las nucleasas 

efectoras similares al activador de la transcripción (TALEN) y las repeticiones palindrómicas cortas 

agrupadas y regularmente espaciadas (CRISPR)/Cas9 son actualmente las herramientas más 

extendidas para la ingeniería del genoma. Los CPP pueden utilizarse para introducir todas ellas en 

las células (Rádis-Baptista et al., 2017). 

Como se ha explicado en el apartado de modelos animales, el sistema Cre/locus de X(cross)-over 

en P1 (loxP) es una herramienta prometedora para editar secuencias específicas de ADN. Esta 

herramienta es atractiva, ya que la inserción de la recombinasa Cre bajo el control de un promotor 

inducible puede permitir la excreción en un sitio específico de un gen concreto. Sin embargo, el 

problema de este método es la selección de un sistema de entrega de Cre/LoxP apropiado (Nagy, 

2000). El primer intento exitoso de introducir la recombinasa Cre en la célula utilizando péptidos 

penetrantes fue realizado en 2001 por Jo et al (Jo et al., 2001). En este estudio utilizaron y probaron 

4 proteínas de fusión recombinantes purificadas que llevaban la secuencia de translocación de 

membrana (membrane translocation sequence, MTS) de 12 aminoácidos del factor de crecimiento 

de fibroblastos de Kaposi unida a la proteína Cre enzimáticamente activa directamente en células 

madre embrionarias murinas NIH3T3 y S4R con un único gen receptor de sulfonilurea flanqueado 

por secuencias loxP. De las cuatro proteínas recombinantes investigadas glutatión-S-transferasa 

(GST)-Cre-MTS, GST-señal de localización nuclear (NLS)-Cre-MTS, proteína de unión a maltosa-NLS-
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Cre-MTS e His6-NLS-Cre-MTS), el mejor resultado se obtuvo utilizando His6-NLS-Cre-MTS. La 

recombinación se indujo en el 82% de las células. En el mismo estudio, se probó la actividad in vivo 

de His6-NLS-Cre-MTS en ratones ROSA26R, que como se ha explicado en apartados anteriores, es 

un modelo que presenta el gen reportero de β-galactosidasa mediante recombinación mediada por 

Cre. Se demostró que la recombinación inducida por His6-NLS-Cre-MTS se produjo en el ~50% de 

los esplenocitos cultivados en ausencia de lipopolisacárido. Además, en ratones inyectados con 

His6-NLS-Cre-MTS una vez al día durante tres días, se observó la recombinación mediada por Cre 

no presentaba ningún efecto secundario en todos los tejidos examinados, incluyendo el cerebro, el 

corazón, el riñón, el pulmón, el bazo y el hígado (Jo et al., 2001). En otro estudio, también se 

utilizaron células T reporteras para determinar el mecanismo de internalización de TAT-Cre 

(Sgolastra et al., 2018). A pesar de la fuerte unión de la TAT a la superficie celular, que indica un 

mecanismo de penetración directa, se reveló que la proteína entra en la célula a través de múltiples 

mecanismos. Wadia et al., 2004 sugirieron que la entrada celular mediada por la CPP de la TAT se 

produce por la interacción con las balsas lipídicas de una manera independiente del receptor y la 

subsiguiente internalización rápida por macropinocitosis, seguida de una caída del pH y la 

desintegración de la bicapa lipídica del macropinosoma, lo que resulta en la liberación de la carga 

de la TAT en el citosol. Además, Hashimoto et al., 2008 informaron de que la recombinación de 

dianas genómicas mediada por Cre tiene lugar principalmente durante la fase S del ciclo celular. 

Esto se debe probablemente a la relajación de la estructura de la cromatina durante la fase S, que 

mejora la adhesión de Cre a la molécula de ADN y aumenta la reacción de recombinación Cre/LoxP. 

Xu et al., 2008 han confirmado la seguridad de la recombinasa Cre en combinación con TAT, ya que 

no se produjeron cambios significativos en la proliferación celular ni en el cariotipo de los 

fibroblastos de cabra transgénicos tras la incubación con TAT-Cre. Además, la TAT-Cre no alteró la 

competencia de desarrollo de los embriones reconstruidos por transferencia nuclear a partir de 

células transducidas con TAT-Cre. Además, obtuvieron dos cabras transgénicas vivas sin 

anormalidades evidentes en el desarrollo o el comportamiento durante al menos 3 meses después 

del nacimiento.  

Los conjugados CPP y Cre se han aplicado con éxito en numerosas líneas celulares, como HeLa, 

Rp250 y HEK-283 (De Coupade et al., 2005), y también en cultivos organotípicos derivados de 

ratones adultos y embriones portadores de un gen reportero flanqueado por secuencias loxP 

(Gitton et al., 2009). También existen estudios in vivo que demuestran su utilidad. Sonsteng et al., 

2014 demostraron que la Cre fusionada con la TAT entra en los hepatocitos de los ratones tras la 

inyección en la vena de la cola. Para ello, se utilizaron dos tipos de ratones. El primero fue 

ROSAmT/mG, cuyas células presentan fluorescencia roja en la membrana en ausencia de Cre o una 

fuerte expresión de EGFP en la membrana en presencia de Cre. La segunda fue ROSAnT-nG, que 
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difiere de ROSAmT-mG en la localización nuclear de la EGFP en ausencia o presencia de Cre, 

respectivamente. Demostraron que, tras la administración de TAT-Cre, se convertían entre el 5 y el 

20% de los hepatocitos, lo que proporcionaba una conversión más eficaz de los hepatocitos 

centrolobulares que en los ratones inoculados hidrodinámicamente con el plásmido pMC1-Cre. La 

recombinación sólo se produjo en los hepatocitos, y no se observó en las células endoteliales ni en 

células que no fueran hepatocitos en el hígado ni en ningún otro órgano. Sin embargo, en los 

animales inoculados con TAT-Cre se identificaron células que mostraban fluorescencia verde cerca 

del punto de inyección en la cola (Sonsteng et al., 2014). Además, esto solo son algunos de los 

ejemplos en los que a lo largo de los años la TAT-Cre se ha usado en investigación, porque entre 

otras cosas también se ha utilizado para la deleción específica en el trofoblasto de la placenta 

(Ozguldez et al., 2020), generación de modelos de cerdo transgénico (Kang et al., 2018), entre otras 

muchas cosas. 

Aunque en las nucleasas dirigidas al sitio, como las ZFN, la entrega de los componentes en las células 

no es un problema significativo, ya que se ha demostrado que las ZFN purificadas tienen la 

capacidad de ser internalizadas por las células de forma independiente (Gaj et al., 2012); sin 

embargo, el uso de CPP mejora la eficiencia de captación (Chen et al., 2013). Hasta ahora, los 

conjugados CPP-ZFN se han aplicado en enfoques para tratar el cáncer de mama (Puria et al., 2012) 

y la malaria (Nain et al., 2010), o generación de plantas transgénicas (Bilichak et al., 2020). 

La introducción de TALEN en las células es algo más difícil debido a razones como su peso molecular. 

Las TALEN no contienen el dominio Cys2-His2 de dedos de zinc, que permite la penetración directa 

de las ZFN en la membrana celular (J. Liu et al., 2014). Para este propósito, las CPP ya han sido 

adaptadas con resultados satisfactorios en estudios in vitro y son una alternativa prometedora a los 

métodos actuales para la entrega de TALENs en células de mamíferos.  

Por último, en cuanto al sistema CRISPR, la entrega eficiente de los dos tipos de componentes 

necesarios para la edición de genes puede ser utilizando sistemas virales lentivirales y adeno-

asociados, que tienen el potencial de integración aleatoria de la secuencia del vector en el genoma 

del huésped, dando lugar a cambios no deseados (Park et al., 2016; Suresh et al., 2017). Por este 

motivo, se ha desarrollado un enfoque sin virus ni plásmidos. La Cas9 y el sgRNA se han 

administrado por separado la proteína Cas9 conjugada con un CPP y un complejo CPP-sgRNA. Este 

enfoque condujo a un menor grado de mutaciones off-target y de respuestas inmunes en el 

huésped, y también indujo una menor citotoxicidad (Suresh et al., 2017). Para este objetivo, se 

empleó un plásmido que codifica para la proteína Cas9 mutada que presenta una cisteína en 

posición N-terminal que le permite unirse a 4-maleimidobutiril-4G9R4L (m9R) a través de un enlace 

tioéter, mientras que el complejo poliarginina-sgRNA (sgRNA-R9) se formó mediante la incubación 
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de los componentes a temperatura ambiente durante 30min (Ramakrishna et al., 2014). Además, 

la introducción del sgRNA como un complejo con CPP puede permitir potencialmente la 

introducción simultánea de varios ARN guías y, por tanto, la edición múltiple del genoma. También 

se han implementado el uso de los CPP para introducir plasmidos codificantes de los dos 

componentes CRISPR (Falato et al., 2022). 

EL SISTEMA CRISPR/CAS9 COMO HERRAMIENTA PARA 

EL ESTUDIO DEL CÁNCER 
LA INGENIERÍA GENÉTICA APLICADA A LA MODELIZACIÓN DE ENFERMEDADES GENÉTICAS 

El avance en relación al estudio de la biología molecular se está dando cada vez más rápido y, 

concretamente, se ha ido profundizando en los campos de la genómica y la genética. En este 

contexto, en los setenta, con la aparición de la tecnología del ADN recombinante se inició una nueva 

era en la biología (Jackson et al., 1972), ya que fue entonces cuando nació la ingeniería genética 

como tal, y, con ella, se impulsó el desarrollo de la biotecnología moderna. Desde entonces, los 

científicos se han visto capacitados para manipular el material genético pudiendo así, realizar el 

estudio tanto a nivel de estructura, organización y función, como de regulación, expresión y 

evolución de los genes. Es así como a día de hoy, somos capaces de realizar mutaciones en los genes 

de una forma dirigida y obtener el cambio deseado en una determinada secuencia, que implique, a 

su vez, el cambio fenotípico específico requerido por el investigador.  

Una vez conocido el mundo de la ingeniería genética, entendiendo ésta como la aplicación de las 

tecnologías del DNA recombinante a problemas biológicos, médicos o agrícolas específicos, 

aparecen nuevas herramientas y técnicas significativamente más eficaces y económicas, cuya 

finalidad es poder manipular el material genético de cualquier célula. Estas técnicas de edición 

genómica se basan, en su mayoría, en enzimas nucleasas programables como meganucleasas 

(Stoddard, 2011), nucleasas con dedos de zinc (ZFNs), nucleasas efectoras tipo activación de la 

transcripción (TALENs) (Scharenberg et al., 2013; Urnov et al., 2010) y en las agrupaciones de 

repeticiones cortas palindrómicas regularmente interespaciadas (clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats, CRISPR)  asociadas a la nucleasa Cas9 (CRISPR-associated protein 9) 

(CRISPR/Cas9) (Hsu et al., 2014). 

CRISPR/CAS9, EL ORIGEN 

Fue en el año 1987 cuando por primera vez se describió sin saber para que servían, la existencia de 

un grupo de secuencias repetidas de 29 nucleótidos, separadas por 32 nucleótidos, dentro de un 

fragmento de DNA que codifica para el gen iap procedente de una cepa del microorganismo 

Escherichia coli (Ishino et al., 1987). Más tarde, otros grupos de investigación también confirmaron 
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la presencia de estas repeticiones en diversos microorganismos, como en otras cepas de E. coli, en 

Shigella dysenteriae y Salmonella entérica (Nakata et al., 1989), en diferentes cepas de 

Mycobacterium tuberculosis, en las arqueas Haloferax volcanii y Haloferax mediterranei y en las 

mitocondrias (Mojica et al., 2000, 1993).   

Gracias al desarrollo de las nuevas tecnologías de secuenciación, a finales de los años 90, se fue 

descubriendo la presencia generalizada de dichas secuencias, ya denominadas con el nombre de 

secuencias interespaciadas repetidas en tándem o LTRR (long tandemly repeated repetitive) tanto 

en bacterias como arqueas (Mojica et al., 2000). Además de esto, en 2002, se acuñó el término 

“secuencia líder” para designar la secuencia conservada parcialmente localizada en el extremo 5’ 

de las repeticiones cortas interespaciadas (Jansen et al., 2002) (Figura 18). 

En ese mismo año, tras un consenso entre diversos grupos, se decidió nombrar con el acrónimo 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) a estas secuencias repetidas 

interespaciadas.  

A pesar de dicho progreso, todavía no se conocía nada ni de su función ni de la totalidad de sus 

componentes. También en el año 2002, se demostró que del locus de CRISPR se transcribían en la 

misma dirección múltiples RNAs, por lo que se concluyó que se transcribía todo el locus en forma 

de RNA precursor, el cual fue denominado pre-crRNA y, a continuación, este pre-crRNA se 

fragmentaba en trozos más pequeños de RNA actualmente conocidos como crRNA (Tang et al., 

2002). De manera simultánea, se identificaron cuatro genes Cas (CRISPR-associated) localizados en 

regiones contiguas al locus de CRISPR. Por este motivo, se propuso que su funcionalidad debía ir 

ligada a la de CRISPR (Jansen et al., 2002) (Figura 18). Además, en este mismo estudio, se sugirieron 

las funciones probables de algunas proteínas Cas teniendo en cuenta ciertas homologías con 

helicasas y exonucleasas.   

 

Figura 18. Representación esquemática del locus CRISPR. Compuesto por los genes Cas, la secuencia líder y 

el array CRISPR. Modificado de Marraffini and Sontheimer, 2010. 

En 2005, se descubrió, mediante el uso de la bioinformática, que las secuencias espaciadoras eran 

homólogas a secuencias pertenecientes a ADN vírico, de cromosomas y de plásmidos que no eran 
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transmisibles (Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005). Estas observaciones permitieron hipotetizar 

que CRISPR actuaba como un sistema de defensa adaptativo, propio de microorganismos, contra 

elementos de DNA invasor (Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005) y que, su mecanismo de 

actuación era similar al del RNA de interferencia existente en eucariotas (Mojica et al., 2005).  

 Poco a poco, tras estos estudios, se fueron describiendo los mecanismos que sigue este sistema 

adaptativo de defensa, proporcionando así cada vez, mayor conocimiento del tema. Como por 

ejemplo la manifestación de la intervención de los crRNAs codificados en los espaciadores de 

CRISPR sobre dianas de DNA (Brouns et al., 2008; Marraffini and Sontheimer, 2008), el 

procesamiento de este crRNA en algunos de los tipos de sistemas CRISPR (Deltcheva et al., 2011; 

Hale et al., 2009), el corte del DNA diana por parte de la proteína Cas9 guiada por los crRNAs y la 

importancia que adquiere la presencia de PAMs en estos casos (Garneau et al., 2010) o la necesidad 

de que los crRNAs se encuentren unidos a tracrRNAs formando estructuras de RNA dúplex para que 

se asocien con la Cas9 y ésta lleven a cabo su función (Deltcheva et al., 2011). 

En resumen, la maquinaria de acción de CRISPR/Cas como sistema de defensa basado en RNA se 

puede simplificar en tres etapas: adquisición, expresión e interferencia. En el proceso de 

adquisición o “inmunización”, se considera el material genético externo como agente invasivo, y se 

determina en su secuencia un fragmento concreto, el protoespaciador (futura secuencia 

espaciadora), se corta y se incorpora en el locus CRISPR en el extremo 5’ tras la secuencia líder y 

una de las repeticiones. Cerca del protoespaciador, se encuentra la secuencia PAM (motivo 

adyacente al protoespaciador), una secuencia conservada cuya función es la de facilitar el 

reconocimiento futuro del protospaciador por el sistema de defensa. Posteriormente, los 

espaciadores se expresan en forma de un transcrito de RNA primario denominado precrRNA 

portador de todos los espaciadores del locus que, posteriormente, es cortado por endonucleasas 

en fragmentos más pequeños (crRNA) formados por la secuencia de un espaciador y una repetición. 

Más tarde, en la interferencia, cuando el organismo sufre de nuevo un ataque del agente invasivo, 

este crRNA acompañado de proteínas Cas entre otras, se une por complementariedad de bases a 

la secuencia previamente adquirida señalizando a las nucleasas que deben cortar el elemento 

genético externo. Todos estos sucesos, permiten al microorganismo identificar como diana de 

corte, a elementos extraños portadores de material genético y así, neutralizarlos (Bhaya et al., 

2011) (Figura 19). 



 

 

74 INTRODUCCIÓN 

 

Figura 19. Representación general del mecanismo de acción de CRISPR/Cas9 en la inmunización e 
inmunidad de procariotas. En el proceso de inmunización (panel superior), tras la inserción de ADN exógeno 
(vírico o plásmido), el complejo Cas reconoce el ADN foráneo e integra un anueva unidad espaciadora al array 
CRISPR. En el proceso de inmuidad (panel inferior) el array CRISPR se transcribe en un pre-crRNA que es 
procesado dando lugar a los crRNAs, estos serán usados como guía por las Cas para interferir con el ADN 

invasor. Modificado de (Horvath and Barrangou, 2010). 

Es a partir del año 2011 cuando se empieza a explorar la posible aplicación en ingeniería genómica 

del sistema CRISPR-Cas. Para entonces, ya se conocían los componentes fundamentales del sistema 

CRISPR,que son la Cas9, el crRNA y el tracrRNA y se pensaba en la manera de reconvertirlo en un 

sistema nucleasa que pudiera editar genomas guiado por un RNA guía. Mediante la caracterización 

bioquímica de Cas9, se constató que la enzima purificada podía ser guiada por un crRNA para 

generar un corte en su correspondiente DNA diana y no sólo esto, sino que fusionando las dos 

estructuras de RNA del sistema (el tracrRNA y el crRNA) en una construcción denominada como 

sgRNA (single guide RNA) el corte del DNA diana in vitro se veía facilitado (Gasiunas et al., 2012; 

Jinek et al., 2012) (Figura 20). Finalmente, diferentes grupos consiguieron, en el año 2013, editar el 

genoma de células de mamífero mediante la generación de mecanismos de reparación 

denominados de unión de extremos no homólogos (NHEJ) o reparación directa por homología 

(HDR) a través de la expresión heteróloga de Cas9 y sgRNA que dirigen a la proteína hacia su diana 

de corte (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013) (Figura 21). 



 

 

75 INTRODUCCIÓN 

A partir de ese año y hasta la actualidad, se han ido estudiando y analizando de manera más 

profunda cada uno de los componentes de la herramienta (Jinek et al., 2014; Nishimasu et al., 2014) 

alcanzando así una técnica cada vez más precisa de edición del genoma celular a través del sistema 

CRISPR/Cas9. La herramienta ha sido utilizada para alterar, de varias maneras, los genomas de una 

multitud de especies como lo son cultivos de células humanas (Cho et al., 2013; Cong et al., 2013; 

Jinek et al., 2013; Mali et al., 2013), bacterias (Jiang et al., 2013), nematodos (Friedland et al., 2013), 

gusanos de seda (Ma et al., 2014), ascidias (Sasaki et al., 2014), pez cebra (Hwang et al., 2013), 

anfibios (Nakayama et al., 2013), roedores (Wang et al., 2013)  y plantas (Xie and Yang, 2013) entre 

otras. En cuanto al número de publicaciones en revistas científicas relacionadas con el empleo de 

CRISPR, este se multiplica exponencialmente año a año e incluso mes a mes, siendo a mes de mayo 

de 2022 más de 3120 los trabajos publicados en los que aparecen en el buscador de artículos 

científicos PubMed durante este mismo año, llegando casi a igualar en número a los artículos 

publicados en total en el año 2017.  

COMPONENTES Y ACTUACIÓN DE CRISPR/CAS9 

El sistema CRISPR/Cas9, es un mecanismo de defensa frente a ataque víricos presente en 

procariotas. Se basa en la producción de cortes en el genoma vírico, este sistema hoy en día está 

siendo adaptado para su utilización como herramienta genética. Para que este mecanismo de 

defensa y ahora también nuevo sistema de edición genómica lleve a cabo los cortes en el ADN, se 

requieren únicamente dos componentes: la proteína Cas9 y el ARN guía (ARNg). 

La enzima Cas9 se caracteriza por tener una arquitectura bilobular en la que uno de los lóbulos se 

encarga del reconocimiento (lóbulo REC) de la diana y el otro posee la actividad nucleasa (lóbulo 

NUC) (Nishimasu et al., 2014). Este último dominio se compone de dos subdominios nucleasa RuvC 

y HNH, y de un subdominio, o dominio PI, de reconocimiento de la secuencia PAM (protospacer 

adjacent motif) (Hsu et al., 2014; Ran et al., 2013b). Existen varias versiones modificadas de la Cas9. 

Por ejemplo, la Cas9n o Cas9 nickasa, en la que en uno de sus dominios nucleasa esta desactivado, 

y solo produce el corte en una de las cadenas de ADN diana (Ran et al., 2013b, 2013a). 

La otra mitad del sistema CRISPR-Cas9 consiste en un componente de ARN dúplex, formado por el 

ARNcr (crRNA, CRISPR RNA) y la molécula de ARNcr trans-activador (tracrRNA, trans-activating 

crRNA), denominado de forma general al conjunto como ARN guía. El crRNA complementa por 

apareamiento de bases con la secuencia diana en el ADN o protoespaciador a lo largo de 20 

nucleótidos (Figura 20). Es preciso aclarar que en este apareamiento de bases no tiene por qué 

darse la complementariedad perfecta. En el extremo 3’ de estos 20 nucleótidos se encuentra el 

tracrRNA formando una estructura muy característica con varias horquillas. Se sabe que la molécula 

de tracrRNA es requerida para la unión del RNA guía con la Cas9 y la buena orientación de éste para 
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con la interacción correcta entre el crRNA y su diana haciéndose indispensable su presencia para el 

funcionamiento de la herramienta de edición genómica (Jinek et al., 2012) (Figura 20). 

El crRNA:tracrRNA, puede construirse en forma de dúplex de igual manera en la que podemos 

encontrarlo en su estado natural o bien puede fusionarse creando una quimera en forma de una 

sola cadena con un lazo de unión entre sus dos elementos constituyentes cambiando su 

denominación por la de sgRNA (single guide RNA). Este sgRNA sigue teniendo las características 

clave del RNA guía, la secuencia de 20 nucleótidos en su extremo 5’ que hibrida con el 

protoespaciador presente en el ADN y la estructura bicatenaria en su región 3’ que facilita la unión 

entre el sgRNA y la Cas9 (Doudna and Charpentier, 2014; Jinek et al., 2012) (Figura 20). Además de 

esto, el sgRNA ha conseguido demostrar una eficiencia incluso superior comparado con el 

crRNA:tracrRNA (Ran et al., 2013b). 

 

Figura 20. Representación esquemática del sistema inmune procariota y la edición genética dirigida 
mediante el sistema CRISPR/Cas9. A la izquierda el RNA guía de estructura dúplex formado por el crRNA y el 
tracrRNA. A la derecha, el sgRNA constituido solamente por un RNA resultante de la fusión mediante un lazo 
de unión entre el crRNA y el tracrRNA. Se puede ver como en ambos casos se genera una rotura de la doble 
cadena del ADN (double-strand DNA, dsDNA). PAM (Protospacer Adjacent Motif). 

Aunque la secuencia PAM no sea un componente como tal del sistema CRISPR/Cas, es inviable usar 

esta herramienta sin conocer su participación en la misma. La secuencia PAM, cuyo acrónimo deriva 

de los términos en inglés Protospacer Adjacent Motif, se compone de una serie de tres nucleótidos 

localizados en la región 3’ de la hebra de ADN diana que no se une al sgRNA a pocos nucleótidos de 

la secuencia diana (Figura 20). La presencia de esta secuencia, implica la identificación de la diana 

por parte de Cas9, pues la endonucleasa asociada al sgRNA reconoce por su dominio PI, a la 

secuencia PAM produciéndose la unión ADN-Cas9, posteriormente se separan las dos hebras y la 
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herramienta se desplaza “up-stream” de la hebra en busca de su diana (Q. Zhang et al., 2021). La 

secuencia nucleotídica de PAM, puede variar dependiendo del microorganismo del que proceda la 

Cas9 utilizada, pero suele ser 5’-NGG que corresponde a la proteína Cas9 más utilizada, la SpCas9 

(S. pyogenes Cas9). 

CRISPR/CAS9 COMO HERRAMIENTA DE MODIFICACIÓN GÉNICA 

Una vez se tiene una noción básica del funcionamiento natural del sistema CRISPR/Cas se puede 

llevar el uso de este sistema como herramienta de modificación genética. 

En primer lugar, se ha de saber que la proteína Cas9 es la encargada de realizar el corte en las 

hebras del ADN bicatenario (dsDNA) en la región diana. Una vez producido este corte, la maquinaria 

celular de reparación del daño en el ADN se pone en marcha. Dicho mecanismo de reparación, está 

presente de forma natural en la gran mayoría de tipos celulares y organismos (Sander and Joung, 

2014), y puede seguir dos vías de reparación, la de unión de extremos no homólogos (Non-

homologous DNA end joining, NHEJ) o la vía de reparación directa por homología (Homology 

directed repair, HDR), según se encuentre o no un molde. El tipo de alteración genómica, por tanto, 

será diferente según si se da una u otra vía y esto dependerá del cambio que el investigador quiera 

fomentar. Mediante la vía de unión de extremos no homólogos, los dos fragmentos bicatenarios de 

ADN generados son religados, produciéndose por ello modificaciones en forma de inserciones o 

deleciones (InDel) que, si se producen en el exón diana, pueden acabar generando un knock-out 

por cambios en la pauta de lectura o por la aparición de codones de parada prematuros (Ran et al., 

2013b) (Figura 21). 

Por otro lado, si se introduce un molde de reparación de forma exógena, se activa la maquinaria de 

reparación de daño vía HDR. Esta vía, implica la recombinación entre el ADN diana que ha sufrido 

el corte y el molde de reparación, que puede ser o un constructo de ADN bicatenario (double-strand 

DNA, dsDNA) o un oligonucleótido de ADN monocatenario (single-strand DNA, ssDNA), en ambos 

casos la secuencia de inserción ha de estar flanqueada con secuencias de homología con el ADN 

diana (Ran et al., 2013b). Normalmente, se utilizan fragmentos de homología ssDNA para generar 

una corrección génica, en cambio los dsDNA se usan más frecuentemente para la generación de un 

knock-in. Este mecanismo es capaz de producir cualquier tipo de mutación deseada mediante el 

remplazo de la secuencia diana por el molde de reparación sintetizado por el investigador con las 

alteraciones oportunas (Cong and Zhang, 2015). (Figura 21). 

Además, existen las nickasas Cas9 (nCas9) que cortan sólo una hebra de ADN genómico, estás 

ofrecen una mayor especificidad en la reparación del genoma mediada por la HDR y pueden 

disminuir potencialmente la frecuencia de mutaciones no deseadas (off-targets) (Ran et al., 2013b), 

una de las características críticas de cualquier sistema de edición genética que use nucleasas y por 
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tanto también en el CRISPR (Frock et al., 2015; Fu et al., 2013; Hsu et al., 2013). Aunque con el 

transcurso de los años este problema se está solucionando al utilizar variantes de Cas9 más precisas 

(Kleinstiver et al., 2016; Schmid-Burgk et al., 2020; Slaymaker et al., 2016; Vakulskas et al., 2018) 

y/o sgRNAs modificados (Kocak et al., 2019; Yin et al., 2018). De igual manera, existen herramientas 

para conocer posibles off-targets de los sgRNAs utilizados (Doench et al., 2016; Lessard et al., 2017). 

 

Figura 21. Mecanismos de reparación del daño al ADN al usar el sistema CRISPR/Cas. El sgRNA dirige a la 
Cas9 a la diana correspondiente para iniciar la edición genómica. En las células eucariotas, hay dos vías 
principales de reparación de daño de DNA: Non-Homologous End Joining (NHEJ) and Homology Directed 
Repair (HDR). EL NHEJ, elimina bases, produciendo habitualmente cambios en la pauta de lectura y por tanto 
la inactivación del gen. El HDR, puede es utilizado para hacer cambios específicos de la región diana, si a la 
vez que se introduce los componentes del sistema CRISPR/Cas9 se proporciona también un molde de 
reparación específico que se inserte en la zona dañada. 

Hasta la fecha, la edición del genoma basada en CRISPR/Cas se ha aplicado para realizar cribados 

de todo el genoma con el fin de investigar las funciones biológicas básicas e identificar posibles 

dianas farmacológicas en enfermedades complejas (Shalem et al., 2015). Además, múltiples 

estrategias terapéuticas basadas en CRISPR/Cas han demostrado su viabilidad para el tratamiento 

de enfermedades hereditarias (por ejemplo, distrofia muscular de Duchenne (DMD) (Nelson et al., 

2019), trastornos sanguíneos (Y. Wu et al., 2019), inmunodeficiencia combinada severa (SCID) 

(Pavel-Dinu et al., 2019)), infecciones virales (por ejemplo, virus de la hepatitis B (VHB) y virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH)) (de Buhr and Lebbink, 2018), enfermedades inflamatorias 

(enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias intestinales) (Ewart et al., 2019), y 
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cánceres (Yin et al., 2019), y para la ingeniería celular (por ejemplo, generando células T con 

receptores de antígenos quiméricos (CAR) (Gao et al., 2019)). 

Aparte de la edición de genes, se ha visto que se puede utilizar la capacidad de la 

ribonucleoproteína (RNP, Cas9+sgRNA) a unirse a regiones específicas para otras funciones 

distintas a la de cortar el ADN. Para alcanzar estas nuevas funciones del sistema CRISPR/Cas9 se 

han generado nuevas versiones rediseñadas de las endonucleasas (Adli, 2018). En primer lugar, se 

mutaron los dominios catalíticos (HNH y RuvC) para crear Cas9 catalíticamente inactiva (dCas9, 

dead Cas9) (Qi et al., 2013) o parcialmente inactivas (nCas9) (Shen et al., 2014; Trevino and Zhang, 

2014). Al fusionar nCas9 con una deaminasa, se crearon los editores monobásicos para catalizar 

transiciones de bases de ácidos nucleicos, que son capaces de corregir mutaciones puntuales sin 

inducir la rotura del DNA bicatenario (Gaudelli et al., 2017; Shen et al., 2014). Al fusionar dCas9 con 

activadores o represores de la transcripción, se consiguió desarrollaron la activación CRISPR 

(CRISPRa) y la interferencia CRISPR (CRISPRi), respectivamente, que permiten la regulación de genes 

a nivel transcripcional (Qi et al., 2013). Del mismo modo, se puede combinar con modificadores 

epigenéticos (por ejemplo, metiltransferasas de ADN, desmetilasas o desacetilasas de histonas) 

(Kearns et al., 2015; Kwon et al., 2017; Lei et al., 2017; Morita et al., 2016), dímeros de proteínas 

(por ejemplo, ABI1 y PYL1 de la vía del ácido abscísico) (Liang et al., 2011) para modular el 

epigenoma y la estructura de la cromatina. Además, dCas9 puede fusionarse con una proteína 

verde fluorescente (GFP) o una proteína roja fluorescente (RFP) para marcar así ciertas regiones del 

ADN (Qin et al., 2017; X. Wu et al., 2019). Por otro lado, existe un tipo de nucleasa cas, la Cas13, 

que es capaz de unirse a RNA (Abudayyeh et al., 2017) (Figura 22). 

 

Figura 22. Tecnologías basadas en el sistema CRISPR/Cas. La Cas9 original induce edición génica guiada por 
el gDNA. dCas9 (dead Cas9) puede ser modificada por ingeniería genética con efectores transcripcionales, 
modificadores epigenéticos, proteínas fluorescentes (PF), inhibidores de la enzima uracil ADN glicosilasa (UGI) 
y proteínas diméricas para la regulación génica, edición epigenética, marcaje génico, edición de bases 
nucleotidicas y topología génica. La Cas13 tiene la capacidad de unirse a RNA. Modificado de Adli, 2018. 
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Existen varios formatos en los que el sgRNA y la proteína Cas pueden introducirse en la célula para 

lograr la edición genética. Éstos se han resumido en la figura 23. La entrega de la endonucleasa es 

problemática, debido al alto peso molecular de la proteína (158,9 kDa para SpCas9) y a la longitud 

del gen (alrededor de 4 kb). El gen puede entregarse en forma de plásmido de expresión o mediante 

vectores virales que deben ser importados al núcleo para su transcripción. Además, puede 

entregarse como ARN mensajero (ARNm) que se traduce directamente en el citosol. Por otro lado, 

el sgRNA puede entregarse como oligonucleótidos sintéticos o expresarse mediante plásmidos o 

vectores virales. La ribonucleoproteína (combinación de la proteína Cas y el sgRNA) puede 

entregarse como un solo plásmido, vector(es) viral(es), o como complejos RNP preformados que 

sólo necesitan localizarse en el núcleo (Figura 23). El molde de HDR para una reparación específica 

tras el corte de ADN, como se ha comentado con anterioridad, puede entregarse o bien como ADN 

de una sola hebra (adecuado para pequeñas correcciones mutacionales) o como fragmentos o 

plásmidos de ADN de gran tamaño (adecuados para la introducción de secuencias grandes o genes 

completos) (Figura 23).  

 

 

Figura 23. Esquema representativo de los distintos formatos de entrega de la Cas9, sgRNA y el molde de 
ADN para la recombinación homóloga (HDR) usados para lograr la edición génica. Modificado de Wilbie et 
al., 2019. 
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Aunque los sistemas CRISPR/Cas son muy prometedores en investigación, los métodos de entrega 

(delivery) que son eficientes y seguros para entregar los distintos componentes en las células diana 

siguen siendo limitados para el tratamiento de enfermedades (Wilbie et al., 2019). Son varias las 

revisiones que han cubierto las distintas estrategias de entrega in vivo del CRISPR/Cas tanto para 

generar modelos de enfermedades para posteriores estudios de estas, como para usar el sistema 

como terapia contra ciertas patologías (Ain et al., 2015; Eoh and Gu, 2019; Givens et al., 2018; 

LaFountaine et al., 2015; L. Li et al., 2018; Lino et al., 2018; Mout et al., 2017a; Piotrowski-Daspit et 

al., 2018; Wan et al., 2019; H. X. Wang et al., 2017; L. Wang et al., 2019; Xu et al., 2021; Yin et al., 

2017). Así, la mayoría de las estrategias que se han utilizado para la administración de los 

componentes del CRISPR in vivo se basan en métodos físicos o en vectores virales (Chakraborty et 

al., 2014; Ding et al., 2014; Long et al., 2014; Wu et al., 2015; Ye et al., 2014). Varios métodos físicos, 

como la electroporación, la inyección hidrodinámica y la microinyección, se han aplicado con éxito 

para la entrega de CRISPR/Cas9; sin embargo, debido a las dificultades para mantener la función 

celular y su puesta a punto, los métodos físicos se consideran menos adecuados para la entrega in 

vitro e in vivo (Ain et al., 2015; Cao et al., 2019; Han et al., 2015; Maresch et al., 2016; Maurisse et 

al., 2010; Wells, 2004; Wu et al., 2017). Aunque los vectores virales como el adenovirus (AV), el 

virus adeno-asociado (AAV) y el lentivirus (LV) se han explorado ampliamente para la entrega del 

sistema CRISPR/Cas9 tanto in vitro como in vivo de forma eficiente, su traducción clínica se ha visto 

a menudo limitada por problemas de empaquetamiento, cuestiones de bioseguridad (como la 

carcinogénesis, la mutagénesis por inserción y la inmunogenicidad) y targeting (B. Li et al., 2018; L. 

Li et al., 2015; Pack et al., 2005; Ran et al., 2015; Xue et al., 2014; Yin et al., 2014; W. Yu et al., 2017). 

Los métodos químicos de administración del sistema CRISPR a través de vectores no virales para la 

edición del genoma tienen el potencial de abordar la mayoría de estas limitaciones mencionadas 

anteriormente, en particular con respecto a la bioseguridad, la carga y la capacidad de 

empaquetado. Como resultado, los vectores no virales tienen un gran potencial para servir como 

alternativas atractivas para avanzar en la investigación traslacional de la terapia génica basada en 

CRISPR/Cas9 (Li and Huang, 2007; Yin et al., 2014) Hasta la fecha, los distinto formatos de entrega 

de los componentes CRISPR se han podido administrarse mediante una amplia gama de vectores 

no virales, que abarcan desde lípidos (Heldin et al., 2004; Jain and Stylianopoulos, 2010; Jiang et al., 

2017; Khawar et al., 2015; Miller et al., 2017; Minchinton and Tannock, 2006; Rosenblum et al., 

2020; Ross et al., 2015; Schuh et al., 2018; Torchilin, 2014; Trédan et al., 2007; C. F. Xu et al., 2019; 

Zhang et al., 2017), materiales poliméricos (Kang et al., 2017; Lao et al., 2018; Li et al., 2017; Liu et 

al., 2018; Timin et al., 2018; H. X. Wang et al., 2018; Xu et al., 2018; X. Zhang et al., 2019; Z. Zhang 

et al., 2019), nanopartículas de oro (Hansen-Bruhn et al., 2018; K. Lee et al., 2017; Mout et al., 

2017b; Mout and Rotello, 2017; P. Wang et al., 2018, 2017), óxido de grafeno (Yue et al., 2018), 
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componentes metal-orgánicos (Alsaiari et al., 2018), péptidos de penetración celular (cell 

penetrating peptide, CPP) (Gagat et al., 2017; S. M. Kim et al., 2018; Lostalé-Seijo et al., 2017; 

Ramakrishna et al., 2014) y nanoestructuras de ADN (Sun et al., 2015), entre otros. 

CRISPR/CAS9 COMO HERRAMIENTA PARA EL ESTUDIO DEL CÁNCER 

En las últimas dos décadas, la secuenciación de los tumores ha generado un enorme catálogo de 

alteraciones genéticas de prácticamente todos los tipos de cáncer. La identificación de los genes 

que impulsan la progresión y el mantenimiento del cáncer en modelos modificados genéticamente 

es un paso importante en el estudio de vías de señalización y en el desarrollo de nuevas terapias. 

La generación de estos modelos murinos tradicionales de knock-out y knock-in de genes van 

asociados a una alto coste temporal y monetario (Walrath et al., 2010). A lo largo de esta última 

década, el uso del sistema CRISPR/Cas ha incrementado notablemente a la hora de editar genes 

con el fin de desarrollar nuevos modelos murinos y celulares de cáncer, ya que proporciona un 

sistema genético rápido y sencillo con el que identificar y estudiar los determinantes genéticos del 

cáncer, complementando así las técnicas que había hasta ahora para la modulación endógena de 

la expresión de genes, como lo son los siRNA (small interfering RNA), los shRNA (short hairpin RNA) 

o los cDNAs de sobreexpresión. Algunas de las aplicaciones más significativas de la tecnología 

CRISPR para generar modelos de cáncer se encuentran recogidas en la figura 24.  

En primer lugar, utilizando el sistema CRISPR/Cas permite generar líneas celulares de mamífero con 

una o varias mutaciones de una manera relativamente sencilla, lo que facilita y acelera la posibilidad 

de evaluar y validar nuevos fármacos, así como para realizar pruebas para terapias dirigidas 

(Fellmann et al., 2017). Así, por ejemplo, se ha conseguido validar nuevos fármacos para tumores 

de colon y pulmón deficientes de p53 (Wanzel et al., 2016), o para carcinomas endometriales 

deficientes en ARID1A (Megino-Luque et al., 2022) o FBXW7 (Lehrer and Rheinstein, 2021b), o 

corroborar el uso de ciertos fármacos contra nuevas dianas terapéuticas (Lin et al., 2017). Además, 

la capacidad de la herramienta CRISPR de introducir mutaciones puntuales ha permitido identificar 

nuevos genes y estudiar la relación que existe entre ciertas mutaciones y la adquisición de 

resistencias a fármacos de algunos tumores (Donovan et al., 2017; Ipsaro et al., 2017; Kwanten et 

al., 2022; Smurnyy et al., 2014). Esta herramienta también se ha usado para el estudio de la 

translocación cromosómica que se da en ciertos tipos de canceres (Ghezraoui et al., 2014; Y. Li et 

al., 2015; Torres et al., 2014; Vanoli et al., 2017). Por otro lado, también se ha usado para recapitular 

el efecto de la combinación de ciertas mutaciones en diversos tipos de cáncer (Heckl et al., 2014; J. 

Lee et al., 2017), para modificar y caracterizar ciertas vías moleculares implicadas en cáncer, como 

es el caso de la vía Hippo (Plouffe et al., 2016), para mimetizar y estudiar la alteración de la función 

de promotores, potenciadores  y localizaciones genómicas (Guo et al., 2015). Por otra parte, CRISPR 

se ha usado para generar mutaciones en organoides para comprender el papel y las interacciones 
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entre los genes implicados en el inicio y la progresión en diversos tipos de cáncer (Dekkers et al., 

2020; Drost et al., 2017, 2015; Lo et al., 2021; Matano et al., 2015; Seino et al., 2018; Verissimo et 

al., 2016). Los sistemas de administración comúnmente utilizados para los cultivos celulares y los 

organoides incluyen la infección lentiviral, la electroporación y compuestos lipídicos. 

En lo relacionado con los modelos animales, debido a la facilidad y eficiencia de utilizar la tecnología 

CRISPR para generar RMGs, esta técnica se ha convertido en una práctica de rutina en muchos 

animalarios y empresas comerciales de RMGs para generar modelos que mimeticen ciertas 

mutaciones. Además, al eliminar la necesidad de un complejo diseño de vectores y el laborioso 

cribado de las células madre embrionarias (CME), se ha hecho posible diseñar y generar, en un solo 

paso, modelos murinos que presenten combinaciones concurrentes de alteraciones genéticas 

(Huijbers et al., 2015; Wang et al., 2013; Yang et al., 2013). Han sido muchos las estrategias seguidas 

para mejorar el rendimiento y la eficacia de la edición en los zigotos, como la electroporación con 

ribonucleoproteína CRISPR (CRISPR ribonucleoprotein (RNP) electroporation of zygotes, CRISPREZ) 

(Modzelewski et al., 2018), la electroporación con RNP CRISPR y la infección con AAV (CRISPR RNP 

electroporation and AAV donor infection, CRISPR-READI) (Chen et al., 2019), así como la mejora de 

la administración oviductal de ácidos nucleicos (iGONAD) (Ohtsuka et al., 2018). Por ello, la 

generación de diferentes modelos oncológicos de ratón se ha acelerado en los últimos años. Por 

ejemplo, en el año 2021 un estudio describió una nueva técnica para generar modelos utilizando la 

tecnología CRISPR con la que habían generado 70 nuevos modelos de ratón que expresaban la Cre 

recombinasa especifica de tejido (Han et al., 2021). 

Otra estrategia para generar modelos de cáncer in vivo es introducir los componentes CRISPR en 

los tejidos somáticos, bien mediante manipulación ex vivo y posterior trasplante de las células 

(modelos hibridos ex vivo/in vivo), o bien directamente in vivo. Así, por ejemplo, editando ex vivo 

células hematopoyéticas se ha conseguido inducir leucemia mieloide aguda (acute myeloid 

leukaemia, AML) en los ratones trasplantados (Heckl et al., 2014), o generar modelo ex vivo CRISPR 

en organoides para el estudio del cáncer del tracto biliar in vivo (Izumiya et al., 2021). Por otro lado, 

mediante la edición in vivo por ejemplo en hígado (Liang et al., 2020; Xue et al., 2014), páncreas 

(Chiou et al., 2015; Ideno et al., 2019; Yang et al., 2019), colon (Li et al., 2019; Michels et al., 2020), 

tracto digestivo (Biagioni et al., 2019), pulmón (Jiang et al., 2019; Sanchez-Rivera et al., 2014) y piel 

(Temblador et al., 2019; Zhou et al., 2019) se han generado diversos modelos de cáncer con diversos 

genotipos. Por otro lado, existen dos modelos de ratones con el gen de la Cas9 inducible (Dow et 

al., 2015; Platt et al., 2014), estos proporcionan un escenario ideal para la realización de múltiples 

mutaciones somáticas específicas de tejidos y el estudio de la implicación de éstas en los diferentes 

tejidos. Con respecto a estos ratones, han sido usados por ejemplo, entre otras cosas para el estudio 
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e implicación de diversas mutaciones en cáncer de pulmón mediante el uso de lentivirus portadores 

de distintos sgRNA (Rogers et al., 2018, 2017). 

Con todo, tal vez el mayor impacto del CRISPR en la investigación del cáncer se haya producido en 

el cribado (screening) mediante pruebas genéticas combinadas (Sanjana et al., 2014; Shalem et al., 

2014; T. Wang et al., 2014). La facilidad de diseño, clonación, la mejora de la eficiencia y el continuo 

desarrollo de bibliotecas de sgRNAs mejoradas (Sanjana et al., 2014; Sanson et al., 2018) han 

convertido a los screening con CRISPR en el método idóneo para investigar la función de los genes 

en el cáncer. En líneas celulares, organoides y animales, los cribados CRISPR de selección positiva 

siguen perfeccionando nuestra comprensión de cómo los genes y las vías contribuyen a la 

tumorigénesis (Doench, 2018; Sánchez-Rivera and Jacks, 2015). Hay cientos de ejemplos de 

estudios de cribado eficaces en líneas celulares, aunque CRISPR también ha permitido realizar 

cribados genéticos agrupados en contextos más complejos como en organoides (Michels et al., 

2020), o a gran escala in vivo, mediante la transducción ex vivo de la librería de sgRNAs en células 

y el posterior trasplante de estas en ratones (Chen et al., 2015), o a través de la administración in 

situ en órganos de los componentes CRISPR (Chow et al., 2017). 
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Figura 24. Principales aplicaciones de la tecnología CRISPR para construir modelos de cáncer. (A) 
Transfección de las células madre embrionarias para la generación de ratones transgénicos knock-out y knock-
in. (B) Edición somática en ratones especifica de tejido utilizando virus adeno-asociados (AAV), lentivirus o 
entrega de sgRNA en nanopartículas en el ratón Cas9 inducible y ribonucleoproteínas, virus o nanoparticulas 
portadores de la secuencia del gen de la Cas y el sgRNA. (C y D) Edición simple y multiple de células y 
organoides. (E)   Modelos CRISPR empleados in vitro e in vivo para la selección de genes implicados en 
resistencias y tratamientos de fármacos, y la iniciación y progresión en cáncer, mediante el uso de librerías 
CRISPR. Modificado de (Chow and Chen, 2018; Katti et al., 2022). 
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A día de hoy, la mayor parte de los cribados del cáncer se han basado en la proliferación, pero 

existen otras estrategias para identificar reguladores clave del cáncer. Es el caso del uso de las 

proteínas de la superficie celular como marcadores para la citometría de flujo o la separación de 

células activadas magnéticamente (magnetic-activated cell sorting, MACS) ofrece una vía directa 

para aislar las células con cambios específicos en las proteínas efectoras que no participan en la 

proliferación o la muerte celular. Por ejemplo, el uso de marcadores funcionales como la proteína 

de muerte celular programada 1 (programmed cell death protein 1, PD1), el ligando PD1 (PDL1) o 

el complejo mayor de histocompatibilidad (major histocompatibility complex, MHC) permite la 

identificación de genes que controlan la presentación de antígenos o la activación inmunitaria (Burr 

et al., 2019, 2017; Okada et al., 2017; Spel et al., 2018). Tecnologías más recientes y complejas 

permiten realizar cribados de librerías CRISPR "sin marcadores" midiendo directamente el 

transcriptoma de células individuales tras la disrupción génica mediada por CRISPR (Datlinger et al., 

2017; Dixit et al., 2016; Mimitou et al., 2019). 

CARCINOMA ENDOMETRIAL Y CRISPR 

El papel de la tecnología CRISPR/Cas9 en el tratamiento de otros tipos de cáncer ha promovido su 

investigación en los cánceres ginecológicos, incluyendo el cribado y la identificación de los genes 

causantes de la enfermedad y los genes relacionados con la resistencia a los medicamentos, así 

como la eliminación de los genes causantes de la enfermedad.  

En relación al carcinoma endometrial, el sistema CRISPR/Cas9 se ha utilizado en estudios para 

investigación básica, caracterizando el efecto de alteraciones génicas in vitro, así como en estudios 

para la búsqueda de nuevos tratamientos para este tipo de cáncer. Gran parte de ellos recogidos 

en la tabla 11. En comparación con otros tipos de cánceres ginecológicos y no ginecológicos, el uso 

de la tecnología CRISPR en el estudio del CE es a día de hoy algo reducida, de hecho, a fecha de hoy, 

aunque existen modelos in vivo que utilizan xenógrafos de líneas endometriales tumorales 

modificadas con CRISPR, no existe descrito ningún modelo de ratón que desarrolle cáncer de 

endometrio generado mediante el uso del sistema CRISPR/Cas9. Por poner algún ejemplo de alguno 

de los estudios in vitro, en primer lugar, utilizando el knock-out CRISPR/Cas9 del gen ARID1A en la 

línea celular de cáncer de endometrio, Ishikawa, tanto la célula knock-out para ARID1A como la 

célula resistente a la progesterona mostraron una mayor capacidad de proliferación y de formación 

de clones que la sublínea parental, además se vio que al tratar las células con LY294002, un 

inhibidor de AKT, no se revertía la expresión de PRB en las células knock-out para ARID1A, pero si 

en las parentales, lo que indica que la expresión de PRB está estrechamente relacionada con 

ARID1A y que ARID1A puede utilizarse como un biomarcador fiable para predecir la respuesta 

combinada al tratamiento de CE con el  inhibidor de AKT (H. Wang et al., 2019). Otro estudio, 



 

 

87 INTRODUCCIÓN 

mediante el uso de la tecnología CRISPR, ha relacionado la importancia de la HDAC6, una histona 

deacetilasa, para la progresión tumoral del carcinoma de endometrio con alteraciones para ARID1A 

(Megino-Luque et al., 2022). Por otro lado, la supresión de S100A4 en la línea celular de cáncer de 

endometrio HEC-1B mediante la tecnología CRISPR/Cas9 inhibe la fosforilación de AKT y la 

activación de MMP2, lo que conduce a una reducción de la proliferación y la invasión de las células 

HEC-1B (Tahara et al., 2016). Por otra parte, otro en otro estudio se observó que la supresión del 

gen SDPR mediante CRISPR/Cas9 en las células HEC-1B y HEC-108 puede suprimir la migración, la 

invasión y la EMT de las células tumorales mediante la inhibición de la vía ILK-ALDH1 (Tahara et al., 

2019). Asimismo, el KO de miR-203 en células RUCA-1 hizo que las células tumorales se estancaran 

en la fase G2 del ciclo celular y que la viabilidad celular también disminuyera (Zierau et al., 2018). 

En resumen, dado que el cáncer de endometrio es una enfermedad regulada por múltiples genes, 

muchos mecanismos específicos aún no están claros. Así, queda mucho por profundizar, 

complementar y modelizar mediante la utilización aplicación de la tecnología CRISPR/Cas9 al 

mecanismo patológico y al pronóstico del cáncer de endometrio. 

 

Gen 

diana 

Línea o cultivo 

celular 

Aplicación 

CRISPR/Cas9 
Función Referencias 

ARID1A Ishikawa Knock-out 
Proliferación↑, formación de 

colonias↑ 

(H. Wang et al., 

2019) 

ARID1A 
Cultivo primario de 

ratón 
Knock-out Proliferación↑, invasión↑ EMT↑ 

(Megino-Luque et al., 

2022) 

S100A4 HEC-1A Knock-out Proliferación↓ invasión↓ (Tahara et al., 2016) 

SDPR HEC-1B, HEC-108 Knock-out 
Migración↓, invasión↓, EMT↓, 

formación de colonias↓ 
(Tahara et al., 2019) 

miR-203 RUCA-1 Knock-out Proliferación↓, parada de ciclo celular (Zierau et al., 2018) 

ESR1 ECC1 Knock-out Correlación negativa de PR y Myc 
(Kavlashvili et al., 

2016) 

CTCF K562 Knock-out 
Proliferación↓, formación de 

colonias↓ 

(C. G. Bailey et al., 

2018) 

Tabla 11. Edición de genes mediante CRISPR/Cas9 en la investigación del cáncer de endometrio. 

 



 

 

88 INTRODUCCIÓN 

C-erbB-2 HEC-1A Knock-out 
Knock-out exitoso, sin función 

investigadora 

(Cai et al., 2019; 

Peng et al., 2021) 

PTEN HEC-1A Knock-out 
Reducción de la sensibilidad a la 

combinación de OLAPARIB y BKM120 
(Bian et al., 2018) 

ESR1 Ishikawa 
Mutación 

inducida 
Migración↓ 

(Blanchard et al., 

2019) 

ETV4 Ishikawa Knock-out 
Proliferación↓, Crecimiento del tumor 

en ratones↓ 

(Rodriguez et al., 

2020) 

LIFR Ishikawa, AN3CA Knock-out 

Proliferación↓, formación de 

colonias↓, Crecimiento del tumor en 

ratones↓ 

(Tang et al., 2021) 

FBXW7 
HEC-50B, HEC-1B, 

ARK1 y ARK4 

Knock-out 

 

Alteración de los niveles de L1CAM y 

TGM2, dos posibles dianas terapéuticas 

(Urick et al., 2021; 

Urick and Bell, 2018) 

Men1,K

mt2a y 

Ash2l 

Organoides 

Knock-out 

screening 

 

Proliferación↓, MI-136 como un 

potencial inhibidor del cáncer de 

endometrio 

(Chen et al., 2021) 

Tabla 11 (continuación). Edición de genes mediante CRISPR/Cas9 en la investigación del cáncer de 

endometrio. ↓, down-regulación o bajada; ↑, up-regulación o aumento; EMT (Transición Epitelio-

Mesenquima del inglés, epithelial-to-mesenchymal transition). Modificada de Zhang et al., 2020. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

“Si no sabes a dónde vas, 

cualquier camino te llevará allí” 

Proverbio asiático 
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PTEN y TP53 son dos de los supresores tumorales que presentan un mayor prevalencia mutacional 

en cánceres humanos, alcanzando una tasa mutacional de un 80% (Hollander et al., 2011) y 50% 

(Olivier et al., 2010) en algunos tipos de cáncer, respectivamente. Ambos genes juegan un papel 

importante en la tumorigénesis uterina, y la frecuencia de las mutaciones de uno, otro u ambos van 

variando según el tipo de cáncer uterino. Además de estas dos mutaciones, el carcinoma 

endometrial presenta un gran abanico de mutaciones y las múltiples combinaciones de éstas harán 

que el tumor endometrial progrese hacia uno u otro tipo histológico. 

Sobre esta base, en el presente trabajo se pretende desarrollar modelos murinos con valor 

preclínico que permitan estudiar el proceso tumoral inducido por la ablación de Pten y Trp53 de 

manera específica en el endometrio de los ratones. En este sentido, los objetivos de esta tesis son: 

1. Establecimiento de modelos animales para el estudio del papel de PTEN y/o p53 en el 

desarrollo tumoral del endometrio 

1.1. Establecimiento y evaluación de un modelo murino para el estudio de neoplasias de 

origen epitelial inducidas por la pérdida de Pten y/o p53 

1.2. Establecimiento y evaluación de un modelo murino para el estudio de neoplasias 

inducidas por la pérdida de Pten y/o p53 de manera específica en el útero. 

2. Establecimiento y evaluación de un modelo murino para el estudio de neoplasias 

endometriales con mutaciones a la carta generadas in vivo de manera específica en el 

endometrio con el sistema de edición génica CRISPR/Cas9 
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“A la gente le encanta cortar madera. En esta actividad 

inmediatamente se encuentran los resultados” 

Albert Einstein 
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1. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA CELULAR 
REACTIVOS EMPLEADOS EN LOS EXPERIMENTOS CON CULTIVOS CELULARES 

Los medios de cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) y DMEM/F12, el suero fetal 

bovino inactivado (FBSi), el suero de caballo (horse serum, HS), la solución salina equilibrada de 

Hank (HBSS, del inglés Hanks Balanced Salt Solution), la anfotericina B, el EGF (factor de crecimiento 

epidérmico, del inglés epidermal growth factor) y el ITS (insulina-transferrina-selenito sódico) se 

adquieren en Invitrogen. La glicina a ThermoFisher. El piruvat sòdic, el HEPES, la penicil-

lina/estreptomicina, el Tritón X-100, la bromodeoxiuridina (BrdU) y el Hoechst 33258 son de Sigma-

Aldrich. El Matrigel® se obtuvo en la casa comercial BD Biosciences y el DCC (dextran-coated 

charcoal-stripped serum), la tripsina con rojo fenol al 0,25% d'EDTA y la tripsina al 2,5% sin rojo 

fenol en GIBCO. 

AISLAMIENTO Y ESTABLECIMIENTO DE CULTIVO CELULARES DE FIBROBLASTOS DE RATÓN  

En el presente trabajo, el aislamiento de los fibroblastos se realizó a partir de colas y orejas de 

ratón. En primer lugar, se lleva a cabo la trituración de estas con ayuda de un bisturí. Todos los 

fragmentos obtenidos de tejido se introducen en un tubo eppendorf el cual contiene 950µL de 

medio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen), suplementado con 10% de suero 

fetal bovino inactivado (FBSi, Invitrogen), 1 mmol/L HEPES (Sigma-Aldrich), 1 mmol/L de piruvato 

sódico (Sigma-Aldrich), 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) y 0.1% de Anfotericina B 

(Invitrogen) y 50µL de Collagenase Type IA (200mg/mL, Worthington Biochemical Corporation). 

Entonces, se deja la mezcla durante 2-3h a 37ºC, en agitación o realizando cada 15 minutos 

inversiones suaves al eppendorf para que los fragmentos de las colas y orejas no queden totalmente 

sedimentados en el fondo del tubo. Pasado el tiempo, se vuelca el contenido del eppendorf sobre 

un Sterile Cell Strainer (70µM Nylon Mesh, Fisherbrand®) y con ayuda de un émbolo de una jeringa 

se ayuda a que pasen las células a través de los poros del Strainer. Todo esto encima de una placa 

de cultivo P100 (Falcon). Para facilitar el paso de un mayor número de células, se va añadiendo 

poco a poco, a la vez que se va ejerciendo presión con el émbolo, medio DMEM suplementado. De 

esta forma, al quedar tan diluida, a su vez, se estará procediendo a la inactivación de la colagenasa. 

Una vez se considera que la mayor parte de fibroblastos ha traspasado el Strainer, se procede a 

añadir hasta un volumen final de unos 8mL y se incuban a 37ºC en atmósfera húmeda al 5% de CO2. 

Al día siguiente, se procede a cambiar el medio por medio DMEM suplementado fresco, para tratar 

de eliminar posibles debris, grasa, colagenasa… que hayan quedado suspendidos en el medio de 

cultivo. Pasados unos 2-3 días se acabará teniendo la placa de cultivo P100 confluente. 
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Los fibroblastos de ratón (msF, del inglés mouse fibroblast) en cultivo, crece adheridos al sustrato, 

es decir en monocapa a las placas de poliestireno en medio DMEM suplementado. Este tipo celular 

se incuba a 37ºC en una atmósfera húmeda al 5% de CO2. 

Estos cultivos se dividen cada 3-4 días cuando se encuentran confluentes, para asegurar su 

mantenimiento. En primer lugar, se hace un lavado con tampón fosfato salino (PBS), y a 

continuación, se disgrega con tripsina al 0,25% de EDTA durante 5 minutos a 37ºC. A continuación, 

se inactiva la tripsina con medio DMEM con 10% de suero, se recogen las células y se centrifugan a 

1.000 rpm durante 3 minutos. Finalmente, el pellet celular se resuspende con el mismo medio de 

cultivo, y las células se plantaron en nuevas placas a una dilución determinada, en función del 

experimento a realizar y la tasa de proliferación.  

 

AISLAMIENTO DE CÉLULAS EPITELIALES Y MESENQUIMALES DE ÚTERO DE RATÓN Y 

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS TRIDIMENSIONALES DE LAS CÉLULAS EPITELIALES 

ENDOMETRIALES 

Para el aislamiento de las células epiteliales del endometrio de ratón y su posterior establecimiento 

en cultivos tridimensionales, se emplean hembras de entre 3-4 semanas de edad. Como se muestra 

en la figura 25, en primer lugar, se sacrifican los animales por dislocación cervical, se extrae el útero, 

que es bicórneo, y se corta cada rama en 3-4 trozos de 4 mm aproximadamente. Estos tejidos de 

útero se limpian con HBSS y se digieren con 1% de tripsina sin rojo fenol en HBSS, durante 1 hora a 

4ºC, y durante 45 minutos a temperatura ambiente. La tripsina se inactiva en DMEM con un 10% 

de FBS. En este momento, se puede proceder ya a la obtención de las células epiteliales del lumen 

del útero. Con esta finalidad, se aplica una ligera presión con una hoja de bisturí sobre los trozos de 

útero digeridos, obteniendo así, una lámina de células. Esta lámina epitelial se recoge y es lavada 

con PBS dos veces. Posteriormente, se disgrega mecánicamente pasando las células a través de una 

pipeta p1000, 50 veces. A continuación, las células, que se encuentran formando agregados de 4-5 

células, se resuspenden en medio DMEM/F12 suplementado con 1 mM de HEPES, 1% de 

penicilina/estreptomicina, 0,1% de anfotericina B y 3% de DCC, y se plantaron, en primer lugar, en 

dos dimensiones. Estas células se cultivaron durante 24 horas a 37ºC en una atmósfera húmeda y 

al 5% de CO2.  
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Figura 25. Diseño experimental para el aislamiento y establecimiento de cultivos tridimensionales de 
células epiteliales endometriales. Esquema del protocolo para el aislamiento y establecimiento de cultivos 
celulares tridimensionales de células epiteliales endometriales.  

 

Al día siguiente, trascurridas entre 16 y 24 horas desde que el establecimiento del cultivo 

bidimensional, se procede a plantar las células endometriales en tres dimensiones. En primer lugar, 

las células epiteliales de endometrio murino, que se encuentran crecidas en dos dimensiones, se 

limpian con PBS y se disgregan con tripsina al 0,25% de EDTA durante 5 minutos a 37 ºC. 

Seguidamente, la digestión se frena con la adición de medio DMEM suplementado con 10% FBSi. 

Se recogen las células y se centrifugan a 1.000 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, se limpian 

dos veces con PBS, y se disgregan mecánicamente, para formar agregados celulares de 2 a 8 células. 

Cualquier intento de individualizar las células provoca una drástica disminución de la viabilidad 

celular. A continuación, las células se resuspenden en medio basal, el cual está formado por 

DMEM/F12 suplementado con 1 mM de HEPES, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de 

anfotericina B y 3% de Matrigel®, y se plantan a una concentración final de 4x104 agregados 

celulares/ml, sobre una cama de Matrigel®, previamente polimerizado a 37ºC durante media hora. 

Al día siguiente, se cambia el medio por un medio igual al anterior pero suplementado también con 

5 ng/ml de EGF, una dilución 1:100 de ITS y 3% de Matrigel®. A partir de este momento, el medio 

se cambia cada 2 días empleando cada vez este último medio BIE (Basal+ITS+EGF) fresco al 3% de 

Matrigel®. 

Para aislar células mesenquimales uterinas, una vez extraídas las células epiteliales endometriales 

del lumen uterino, se procede a la digestión de los fragmentos en 950µL de medio DMEM, 
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suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBSi, Invitrogen), 1 mmol/L HEPES (Sigma-

Aldrich), 1 mmol/L de piruvato sódico (Sigma-Aldrich), 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma-

Aldrich) y 0.1% de Anfotericina B (Invitrogen) y 50µL de colagenasa tipo IA (200mg/mL, Worthington 

Biochemical Corporation). Entonces, se deja la mezcla en agitación durante dos horas a 37ºC. Una 

vez pasado el tiempo de digestión, se procede a la eliminación de la colagenasa mediante varios 

lavados con PBS de las células obtenidas. Posteriormente, se disgrega mecánicamente pasando las 

células a través de una pipeta p1000, 10 veces. A continuación, las células se resuspenden en medio 

DMEM/F12 suplementado con 1 mM de HEPES, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de 

anfotericina B y 3% de DCC, y se plantaron en monocapa. Estas células se cultivan a 37ºC en una 

atmósfera húmeda y al 5% de CO2. 

 

 

Figura 26. Diseño experimental para el aislamiento y establecimiento de cultivos de células mesenquimales 
uterinas. Esquema del protocolo para el aislamiento y establecimiento de cultivos mesenquimales uterinos.  

 

TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO IN VITRO 

TAMOXIFENO 

El tamoxifeno ((Z)-4-Hydroxytamoxifen) se adquiere en polvo (Sigma-Aldrich) y se disuelve, para su 

uso in vitro, en etanol absoluto hasta una concentración stock de 1 mM.  

Para realizar la abalción de Pten y/o p53 in vitro en células epiteliales de endometrio de hembras 

de ratones Cre:ERT+/- con los genes Pten o p53 flanqueados por secuencias loxP, una vez aisladas las 

células y en el momento de plantarlas en dos dimensiones se añaden 0,5 µg/mL de tamoxifeno al 

medio de cultivo. Al día siguiente, se puede proceder normalmente, sin añadir tamoxifeno, para 

llevar a cabo el cultivo tridimensional. 

 MEDICIÓN DEL DIÁMETRO DE LAS GLÁNDULAS CELULARES 

En este trabajo, se han establecido cultivos tridimensionales con células epiteliales de endometrio 

de ratolí. Es posible determinar los diámetros de las glándulas de este tipo de cultivo tridimensional. 
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En primer lugar, se capturan imágenes de las glándulas con un microscopio estereoscópico (Nikon 

Eclipse Ts2R), y finalmente, se realiza la medición de los diámetros mediante un software de análisis 

de imagen (Image J versión 1.46r; NIH, Bethesda, MD). Se cuantificó, al menos, el diámetro de 150 

glándulas por cada condición. 

 

EVALUACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR MEDIANTE EL ENSAYO DE INCORPORACIÓN DE BRDU 

La BrdU es un nucleótido sintético análogo a la timidina que se emplea comúnmente en la detección 

de células que proliferan. Así, las células pueden incorporar la BrdU, en lugar de la timidina, a las 

nuevas cadenas de ADN cuando se replican. En este trabajo, se ha hecho el ensayo de BrdU en 

cultivo en tres dimensiones de células epiteliales endometriales murinas. 

Para hacer el ensayo de incorporación de la BrdU, es necesario en primer lugar, añadir la BrdU al 

medio de cultivo a una concentración final de 4 μg/mL durante 12 horas. Pasado este tiempo, los 

cultivos en tres dimensiones se fijaron con paraformaldehído (PFA) frio al 4% durante 20 minutos, 

y a continuación, se hacer tres lavados con PBS. Seguidamente, se desnaturaliza el ADN con HCl 2M 

durante 30 minutos a 37ºC. Este paso permite que el anticuerpo primario pueda reconocer la BrdU. 

Transcurridos los 30 minutos, se añade Tetraborato Sódico 0,1 M durante 2 minutos para 

neutralizar el HCl. Posteriormente, el cultivo se limpia 3 veces más con PBS y se añade la solución 

de bloqueo durante 1 hora.  Esta solución de bloqueo contenía un 5% de HS, 5% de FBSi; 0,2% de 

glicina y 0,1% de Tritón X-100 en PBS. A continuación, se realizan tres lavados más con PBS, y se 

incuban las células con el anticuerpo primario de ratón anti-BrdU (ref. M0744, dilución 1/100, Dako) 

durante 18 horas. Finalmente, se retira el anticuerpo primario, se lava con PBS tres veces y se incuba 

con el anticuerpo secundario de cabra anti-ratón Alexa Fluor 546 (ref. A11003, dilución 1/500, Life 

Technologies) y Hoechst 33258 durante 3-4 horas. Transcurrido este tiempo, ya se puede visualizar 

la tinción de la BrdU mediante un microscopio confocal (Olympus FluoView™1000). 
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ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN  
CONSIDERACIONES PREVIAS 

Para llevar a cabo este trabajo, se han utilizado como animales de experimentación ratones de 

laboratorio inmunodeprimidos SCID (severe combined immunodeficiency) y ratones modificados 

genéticamente (RMG), alojados los primeros en instalaciones de barrera SPF (Specific-Pathogen 

Free) e instalaciones convencionales los segundos. En estas instalaciones, los ratones se alojan en 

racks ventilados, que se cambian en cabinas de cambio o seguridad biológica, y en cubetas 

convencionales, respectivamente. Los ratones se han sometido a procedimientos libres de 

patógenos en las salas de trabajo y se han mantenido a 20±2ºC y una humedad relativa del 50±5%, 

siguiendo ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y con un acceso ad libitum de la comida (Tecklad 

Global 14% Proteína 5% Grasa, Envigo) y el agua. 

Los métodos experimentales utilizados con los animales de laboratorio que se detallan a 

continuación se han regido siguiendo las recomendaciones recogidas en las siguientes disposiciones 

legales: 

- Ley 5/1995, del 21 de junio, de la Generalitat de Cataluña, de protección de los animales 

utilizados para la experimentación y para otras finalidades científicas. 

 

- Decreto 214/1997, del 30 de julio, de la Generalitat de Cataluña, por el cual se regula la 

utilización de animales para la experimentación y para fines científicos. 

 

- Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero, por el que se establecen las normas básicas 

aplicables para la protección de los animales utilizados en experimentación u otros fines 

científicos incluyendo la docencia. 

 

- En el marco de la legislación europea, la Directiva 63/2012/UE, que deroga a la Directiva 

86/609/CEE, del 22 de septiembre del Consejo de Europa sobre la protección de los 

vertebrados utilizados con fines experimentales u otros fines científicos. 

Finalmente, todos los procedimientos con ratones se han realizado bajo la supervisión del personal 

científico responsable y de los técnicos especialistas correspondientes en nuestra institución, y 

siempre respetando todas las directrices legales y éticas vigentes. Además, el estudio ha sido 

aprobado por el Comité Ético de Experimentación Animal (CEEA) de la Universidad de Lleida. 
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 CEPAS EMPLEADAS 

    

RATONES CAG-CRE:ERT 

Los ratones transgénicos CAG-Cre:ERT (de aquí en adelante Cre:ERT) (B6.CG-Tg(CAG-

cre/Esr1)5Amc/J) fueron generados en el laboratorio del Dr. Andrew P. McMahon mediante la 

técnica de inyección pronuclear, en la que el material genético se inyecta en el pronúcleo de un 

ovocito fecundado (Hayashi and McMahon, 2002). Nuestro laboratorio adquirió los ratones Cre:ERT 

a través de la empresa The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). 

Estos ratones transgénicos expresan la recombiansa Cre inducible por Tamoxifeno bajo el control 

del promotor de la CAG acoplado al promotor del citomegalovirus (CMV). EL transgen contiene la 

proteína de fusión formada por la CRE y una forma mutante del dominio de unión al ligando del 

receptor de estrógenos murino que solo permite la unión con el Tamoxifeno (ERT) y, por ende, 

impide la unión con estrógenos endógenos. La proteína de fusión Cre:ERT se mantiene en el 

citoplasma con o sin estímulos estrogénicos, pero en presencia de Tamoxifeno, puede translocarse 

al compartimento nuclear y actuar como recombinasa sobre las secuencias loxP. (Figura 14) 

Esta colonia se mantiene en heterocigosis, y los animales Cre:ERT+/- son viables, fértiles presentan 

una medida normal, y además, no muestran alteraciones morfológicas ni de comportamiento. 

RATONES PTEN FLOXED (PTEN
F/F) 

Los ratones Ptenf/f (C;129S4-Ptentm1Hwu/J) fueron generados por el Dr. Hong Wu mediante la técnica 

de electroporación de células madre embrionarias (ESC) y la posterior inyección en blastocistos que 

fueron transferidos posteriormente a hembras pseudo-preñadas (Lesche et al., 2002). Nuestro 

laboratorio los adquirió a través de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).  

Estos ratones presentan secuencias loxP flanqueando el exón 5 de Pten, que codifica para el 

dominio fosfatasa de la proteína. Es importante remarcar que el cruce de estos ratones con una 

cepa que expresa cualquier tipo de recombinación Cre dará lugar a la pérdida del exón 5, y como 

consecuencia, a la ausencia de la proteína PTEN. Además, su uso permite la escisión del exón de 

Pten flanqueado en diferentes tejidos o momentos del desarrollo en función de las recombinasa 

que se empleen para ello.  

Esta colonia de ratones se mantiene en homocigosis y los ratones Ptenf/f son viables, fértiles, 

presentan una media normal, y además, no muestran alteraciones morfológicas ni de 

comportamiento. Si no se cruzan con ninguna cepa recombinasa, presentan niveles normales de 

PTEN. 

 

http://www.informatics.jax.org/accession/MGI:2182765
http://www.informatics.jax.org/accession/MGI:2182765
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RATONES CAG-CRE:ERT PTEN
F/F  

Los ratones CAG-Cre:ERT Ptenf/f (en adelante, Cre:ERT PTENf/f) fueron generados en 2013 por la Dra. 

Cristina Mirantes (Mirantes et al., 2013a) a partir del cruce de ratones Cre:ERT+/- y Ptenf/f, en un 

fondo genético mixto.  

Para inducir la eliminación de Pten, los ratones Cre:ERT PTENf/f recibieron una única inyección de 

0,5 mg de Tamoxifeno entre las 4-5 semanas de vida. Entre las 6-8 semanas posteriores, los ratones 

desarrollaron EIN, hgPIN e hiperplasia de tiroides, como consecuencia de la pérdida de PTEN.    

RATONES P53 FLOXED (P53F/F) 

Los ratones p53f/f (FVB.129P2-Trp53tm1Brn/Nci) fueron generados por el Dr. Anton Berns mediante la 

técnica de electroporación de células madre embrionarias (ESC) 129/Ola y la posterior inyección en 

blastocistos que más tarde fueron transferidos a hembras pseudo-preñadas (Jonkers et al., 2001). 

La cepa fue adquirida por nuestro laboratorio a través de una cesión del laboratorio del Dr. Alvaro 

Aytés. 

Estos ratones presentan secuencias loxP flanqueando por un lado el intrón 1 y por el otro el intrón 

10 del locus p53. Es importante remarcar que el cruce de estos ratones con una cepa que expresa 

cualquier tipo de recombinación Cre dará lugar a la pérdida total de la proteína p53. Además, su 

uso permite la escisión del locus p53 flanqueado en diferentes tejidos o momentos del desarrollo 

en función de las recombinasa que se empleen para ello. 

Esta colonia de ratones se mantiene en homocigosis y los ratones p53f/f son viables, fértiles, 

presentan una media normal, y además, no muestran alteraciones morfológicas ni de 

comportamiento. Si no se cruzan con ninguna cepa recombinasa, presentan niveles normales de 

p53. Los ratones homocigotos fueron monitorizados durante un año sin que aumentara la 

incidencia de tumores respecto a los controles de tipo salvaje. 

RATONES MT/MG 

El uso de ratones reporteros permite detectar la actividad recombinasa, de forma que se puede 

caracterizar tanto a nivel temporal como tisular. Este tipo de animales, expresan un gen marcador 

(lacZ, proteínas fluorescentes, etc) en aquéllas células que sufren recombinación. A pesar de la gran 

utilidad de estos modelos, en algunos estudios es interesante detectar tanto las células en las cuales 

hay recombinación como en las que no y, para ello se utilizar los animales doble reportero.  

En el presente estudio, se utilizan ratones tdTomato (mT)/EGFP (mG) (Gt(ROSA)26Sortm4(ACTB-

tdTomato,-EGFP)Luo/J), a partir de ahora mT/mG los cuales expresan de manera constitutiva fluorescencia 

roja en la membrana de todas sus células. Cuando la CRE provoca la recombinación del DNA, las 
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células afectadas pierden dicha fluorescencia y comienzan a mostrar fluorescencia verde (Figura 

27). 

 

Figura 27: Sistema reportero mT/mG. A la derecha células HEK293T que expresan el plásmido mT/mG. pCA; 
promotor formado por potenciador de Citomegalovirus y el promotor de la β-Actina de gallina. mT; gen 
codificante para la tdTomato con localización membranaria, mG; gen codificante para la EGFP con localización 
membranaria pA; señal de poliadenilación de SV40.    

 

El ratón mT/mG (Muzumdar et al., 2007) fue generado por el Laboratorio del Dr. Liquin Luo y 

adquirido a través de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). El primer paso fue el diseño de un 

casette de expresión en el cual se insertó la proteína tdTomato (mT) y una cola de poliadenilación 

(pA) flanqueadas por secuencias loxP. A continuación, se introdujo la proteína fluorescente EGFP 

(mG) seguida de una cola pA para su estabilización. Tanto la proteína mT como mG fueron 

modificadas para localizarse en la membrana celular. Una vez obtenida la construcción, se introdujo 

en el locus ROSA26 del cromosoma 6 en células madre embrionarias. Por último, estas células se 

inyectaron en blastocistos que fueron transferidos a hebras pseudo-preñadas. La elección del locus 

ROSA26 como lugar de inserción está justificada por el hecho de ser un locus expresado 

endógenamente de forma ubicua, el cual permite evitar el silenciamiento del inserto por la 

estructura de la cromatina (Soriano, 1999). El resultado son animales que expresan mT en todas sus 

células de forma constitutiva y mG exclusivamente en aquellas que han sufrido recombinación o 

que derivan de células recombinadas. 

Los ratones mT/mG se mantienen en homocigosis (mTf/f/mG), son fértiles y no presentan ninguna 

alteración. Los picos de excitación de mT y mG se producen a 568 y 488 nm, mientras que la emisión 

máxima es a 581 y 507 nm, respectivamente. 
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RATONES SCID (SERVERE COMBINED IMMUNODEFICIENCY) 

Los ratones SCID presentan una mutación genética autosómica recesiva denominada como 

Prkdcscid, que se localiza en el cromosoma 16, y que impide la correcta recombinación V(D)J. De esta 

manera, los ratones, que son homocigóticos para la mutación, no son capaces de generar linfocitos 

funcionales y desarrollan una inmunodeficiencia combinada grave que afecta tanto a los linfocitos 

B como a los T. A nivel funcional, esta mutación provoca que el sistema inmunológico no madure y 

estos ratones no puedan combatir infecciones ni combatir tumores o trasplantes. Por lo tanto, son 

un modelo animal muy útil para el estudio de tumores subcutáneos o xenoinjertos. Nuestro 

laboratorio adquirió los ratones SCID a través de la compañía The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

ME). 

SEXADO Y GENOTIPADO 

Los ratones se destetan, sexan a las 3 semanas de vida, momento en que se procede a su 

genotipado. Para ello, los ratones son anestesiados con isofluorano al 2% por vía inhalatoria, se 

marcan con un código de cortes en las orejas y se obtiene una biopsia de la cola, inferior a 5 mm de 

longitud. 

A continuación, las colas se digieren en un tampón de genotipado (25 mM NaOH (SIGMA) y 0.25 

mM EDTA (PANREAC) en H2O). La digestión se realiza durante aproximadamente 2 horas a 37ºC y 

con una agitación de 750-800 rpm. A continuación, se inactiva el NaOH con 5 µL/200 µL de TRIS 1M 

(FISHER) a pH 5.5. 

Una vez digeridas las colas cortadas, se puede proceder a realizar la PCR (ploymerase chain reaction) 

correspondiente al genotipo esperado en cada animal. Finalmente, los productos de PCR se 

analizan mediante separación electroforética en gel de agarosa (FISHER) y las bandas se visualizan 

por tinción con MIDORI Green Advance DNA Strain (CULTEK). 
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Gen Secuencia de los primers usados Programa de PCR Bandas obtenidas 

 T (ºC) Tiempos Ciclos Genotipo Medida 

Cre:ERT Fwd 
Rev 

ACG AAC CTG GTC GAA ATC GT GCG 
CGG TCG ATG CAA CGA GTG ATG AG 

94 ºC 2’ 1 

Cre:ERT-/- 
Cre:ERT+/- 

no banda 
350 bp 

94 ºC 45’’ 

32 65 ºC 45’’ 

72 ºC 45’’ 

72 ºC 5’ 1 

Pten 
floxed 

Fwd 
Rev 

CAA GCA CTC TGC GAA CTG AG 
AAG TTT TTG AAG GCA AGA TGC 

94 ºC 3’ 1 

PTEN+/+ 

PTENf/+ 

PTENf/f 

156 bp 
156 y 328 bp 

328 bp 

94 ºC 30’’ 

35 60 ºC 1’ 

72 ºC 2’ 

72 ºC 2’ 1 

p53 
WT 
Rev 

CAC AAA AAC AGG TTA AAC CCA G 
AGC ACA TAG GAG GCA GAG AC 

94 ºC 3’ 1 

P53+/+ 

P53f/+ 

P53f/f 

288 bp 
288 y 370 bp 

370 bp 

94 ºC 30’’ 

35 59 ºC 1’ 

72 ºC 1’ 

72 ºC 3’ 1 

mT/mG 
Común 

WT 
Mutante 

CTC TGC TGC CTC CTG GCT TCT 
CGA GGC GGA TCA CAA GCA ATA 

TCA ATG GGC GGG GGT CGT T 

94 ºC 2’ 1 

mT/mG+/+ 

mT/mG f/+ 

mT/mG f/f 

330 bp 
250y 330 bp 

250 bp 

94 ºC 30’’ 

35 57 ºC 1’ 

72 ºC 1’ 

72 ºC 2’ 1 

Tabla 12: Genotipado de los ratones emprendidos en este trabajo. Se especifica la secuencia de los 
cebadores (primers), el programa de PCR y la medida de las bandas para discriminar entre los diferentes 
genotipos posibles. Fwd; primer forward. Rev; primer reverse. WT; salvaje (wild-type). 

 

TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS IN VIVO: TAMOXIFENO 

La sal de citrato de tamoxifeno (tamoxifen citrate salt) se adquiere en polvo (Sigma-Aldrich) y se 

disuelve, para su uso in vivo, en etanol absoluto hasta una concentración de 10 mg/mL, y en aceite 

de maíz (corn oil, Sigma-Aldrich) hasta llegar a la concentración final de 5 mg/mL. Es importante 

calentar la preparación a 37ºC y vortear bien para la correcta disolución de la sal. 

En este estudio, para inducir la activación de la recombianasa Cre:ERT y la consecuente deleción de 

Pten y/o p53, se les administra el tamoxifeno por dos vías y en dos dosis diferentes según el 

experimento. Por un lado, las ratonas reciben una inyección intraperitoneal de 0.5 mg de 

Tamoxifeno a las 4-5 semanas de edad. Para asegurarse la fiabilidad de los resultados obtenidos, y 

que la inducción de la Cre:ERT se debe exclusivamente a la estimulación por el fármaco y no a los 

efectos de los estrógenos endógenos, en todos los experimentos se incluyen un grupo de animales 

que se inyecta únicamente con aceite de maíz como control, ya que este es el diluyente empleado 

durante la preparación de la droga. Como control de que los tumores obtenidos no son debidos al 
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propio tamoxifeno (Emons et al., 2020), en todos los experimentos se incluyen un grupo de 

animales Cre:ERT-/-, es decir, que no expresan la recombinasa Cre, que reciben la dosis 

correspondiente de Tamoxifeno. Por otro lado, a otro grupo de ratones se les inoculó vía 

intravaginal 0.1 mg de Tamoxifeno por ratona. En este caso, la droga se encontraba a 5mg/mL pero 

en alcohol absoluto. 

ESTABLECIMIENTO DE TUMORES SUBCUTÁNEOS EN RATONES SCID A PARTIR DE CÉLULAS 

AISLADAS DE ÚTEROS MURINOS 

En primer lugar, se procede a la ablación génica de los ratones experimentales (con los genotipos 

de interés) mediante la administración in vivo intraperitoneal de tamoxifeno. Una vez aisladas y 

cultivadas las células epiteliales endometriales y las células mesenquimales uterinas siguiendo el 

protocolo descrito con anterioridad en el apartado “Aislamiento de células epiteliales y 

mesenquimales de útero de ratón y establecimiento de cultivos tridimensionales de las células 

epiteliales endometriales”, al día siguiente se procede al injerto de estas células de nuevo en 

ratones. 

Para el establecimiento de estos xenoinjertos in vivo, como se muestra en la figura 28, se utilizaron 

hembras SCID de entre 8-12 semanas de edad y con un peso de entre 20-25 gramos. Se inyectan 

por vía subcutánea, a cada flanco del ratón, una mezcla 1:1 de las células epiteliales endometriales 

provenientes de una rama uterina del ratón con genotipo de interés junto con las mesenquimales 

de un ratón C57BLACK/6J, para así asegurarse que únicamente las células epiteliales han sufrido 

modificaciones génicas. Las células se resuspenden en medio DMEM/F12 suplementado con 1 mM 

de HEPES, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% de anfotericina B, al 2% de DCC y 20% de 

Matrigel®. El volumen total inyectado en cada flanco es de 100 µL.  

El crecimiento tumoral fue monitorizado cada 2 semanas con un pie de rey digital y el volumen 

tumoral se calcula de acuerdo a la fórmula: TV (tumor volume) = (Dxd2)/2, dodnde D corresponde 

al diámetro grande del tumor y d, al pequeño. Los ratones se sacrifican por dislocación cervical una 

vez los tumores alcanzar un tamaño superior a 1 cm3. Los tumores se colectan para su análisis 

macroscópico e inmunohistológico. 
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Figura 28. Diseño experimental la generación de xenógrafos subcutáneos de células uterinas. Esquema para 
el aislamiento y establecimiento de cultivos de células epiteliales endometriales y células mesenquimales 
uterinas. Esquema del protocolo para el aislamiento y establecimiento de cultivos de estas células uterinas 
(DÍA 1). Protocolo para la inyección subcutánea de las células uterinas en ratones SCID (DÍA 2). 

 

OVARIECTOMÍAS  

Para inducir la falta de estrógenos en las ratonas y así mimetizar un ambiente uterino similar a un 

estado postmenopáusico, se realizaron ovariectomías en ratonas antes y después de la inducción 

de la deleción de p53 con Tamoxifeno.  

Las ovariectomías a ratonas vivas se realizan mediante cirugía donde las ratonas son anestesiadas 

con isofluorano al 2% por vía inhalatoria. Para la operación, se realiza una incisión en la línea media 

del ratón, colocado hacia arriba. En todos los animales, se entra en la cavidad abdominal mediante 

una punción roma a través de la pared abdominal y se extrae el ovario (y la almohadilla de grasa 

adjunta) individualmente de la cavidad abdominal. Se cauteriza la trompa de Falopio y se diseca el 

ovario. Salvo la almohadilla de grasa y el ovario, el resto de tejidos se devuelven a la cavidad 

abdominal, y el proceso se repite en el lado opuesto. La incisión de la piel se cierra con una 

grapadora para heridas especial para ratones (AutoClip® System 12020-09, FST). 
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ESTABLECIMIENTO DE XENOTRASPLANTES SUBCUTÁNEOS EN RATONES SCID DE EXPLANTES 

UTERINOS 

Para la realización de los xenotrasplantes subcutáneos de explantes uterinos, como se observa en 

la figura 29, se llevaron a cabo dos estrategias en las que variaba el momento de ablación génica 

en las células epiteliales del endometrio. En la primera de ellas, se administraba 

intraperitonealmente (i.p.) tamoxifeno a los ratones Cre:ERT+/-que presentaban los genes de interés 

flanqueados por secuencias loxP. Transcurridas 2 semanas desde el momento de la ablación génica 

se procede al disecado de las ramas uterinas. Se limpia el cuerno uterino eliminando la membrana 

mesometrial (junto con la grasa y los vasos sanguíneos) y cortando por el corpus uterino y las 

trompas de Falopio, eliminando así el cérvix y los ovarios. Una vez limpias, las ramas uterinas son 

limpiadas con PBS. A continuación, son mantenidas en hielo y embebidas en HBSS hasta el 

momento de la introducción de manera subcutánea en ratones hembra SCID. Para la otra técnica 

empleada para la ablación génica se siguió el mismo protocolo de extirpación de las ramas uterinas, 

pero la administración i.p. de Tamoxifeno fue realizada en las ratonas una semana después del 

establecimiento del xenotrasplante.  

Para la introducción del explantes uterino en los ratones SCIDs, los animales fueron anestesiados 

con isofluorano al 2% por vía inhalatoria, una vez dormidos, se realiza un pequeño corte en la 

dermis de la región lumbar y se introduce con cuidado el explante sujetado con unas pinzas de 

borde romo en dirección hacia la región cervical. La incisión de la piel se cierra con una grapadora 

para heridas especial para ratones (AutoClip® System 12020-09, FST). 

 

Figura 29. Esquema ilustrativo para la generación de xenotrasplantes de explantes uterinos. i.p.; inyección 

intraperitoneal, TAM; Tamoxifeno 
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PROTEÍNA RECOMBINANTE TAT-CRE 
PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNA RECOMBINANTES TAT-CRE 

Para la construcción de la proteína recombinante TAT-Cre, se empleó el vector LIC (clonación 

independiente de la ligación, del inglés ligation independent cloning), denominado pLATE11, 

mediante el sistema de clonación y expresión aLICator (figura 30) que estuviera conformado por la 

secuencia codificante para la proteína de fusión. 

 

Figura 30. Esquema de los componentes sistema de clonación y expresión aLICator. (A) Componentes del 
vector pLATE11. (B) Generación de extremos pegajosos en el gen de interés con el ADN polimerasa T4 y dGTP. 

En primer lugar, se generó, como se muestra en la figura 31, siguiendo un protocolo de PCR seriadas 

(Tabla 13), un fragmento de PCR con extremos romo que codificara de 5’ a 3’ una etiqueta de poli-

histidinas (6xHis), el péptido de penetración celular TAT, una secuencia codificante para un dominio 

de localización nuclear (NLS) y la proteína recombinasa Cre todo ello flanqueado por secuencias 

homólogas a la región de inserción del fragmento de interés en el plásmido pLATE11. Para que el 

fragmento resultante quedara con extremos cohesivos y así pudiera clonarse de manera correcta 

en el vector, el fragmento obtenido de la serie de PCRs se digiere con dos enzimas de restricción 

que tienen como secuencia diana los extremos de este fragmento. En este caso la digestión 

enzimática del fragmento se realizó con BamHI (Thermo) y NcoI (Takara) durante 2 horas a 37ºC. 
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Figura 31.  Esquema representativo de la clonación en bacterias competentes para la expresión de la 
proteína recombinante TAT-Cre. (A) Ilustración de las PCRs realizadas para la generación del inserto a clonar 
en el plásmido pLATE11. Arriba PCR realizada para generar el fragmento NLS-Cre-aLICator a partir del 
plásmido pCAG-Cre. Abajo, PCR realizada para la generación del fragmento aLICator-ATG-6xHis-TAT-NLS. (B) 
Esquema de la PCR empleando los como cebadores los fragmentos obtenidos en las PCRs del apartado A. Se 
puede observar el procesamiento del inserto resultante con la T4 DNA Polymerasa (+dGTP) antes del clonaje 
con el Kit aLICator Ligation Independent Cloning and expression y transformación en E. coli BL21 (DE3). 6xHis; 
etiqueta de poli-histidinas, TAT; péptido de penetración celular TAT (transactivator of transcription), NLS; una 
secuencia codificante para un dominio de localización nuclear. 

 

A continuación, se procedió a la clonación del fragmento digerido usando el sistema de clonación 

LIC aLICator. Este sistema utiliza la tecnología de clonación LIC direccional para agilizar y facilitar la 

clonación en un vector de expresión. El método LIC utiliza la ADN polimerasa T4 para crear extremos 

cohesivos específicos de 14-21 nucleótidos de una sola hebra en el vector pLATE y en los insertos 

de ADN (2). La ADN polimerasa T4 tiene dos actividades enzimáticas: la actividad polimerasa 5'-3' y 

la actividad exonucleasa 3'-5'. La actividad exonucleasa elimina los nucleótidos de los extremos 3' 

del ADN mientras que la actividad polimerasa, usando la cadena de ADN complementaria como 
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plantilla, restablece la cadena utilizando dNTPs. En el protocolo LIC, sólo se incluye el dGTP, lo que 

hace que la exonucleasa 3'-5' y la polimerasa 5'-3' se equilibren en la primera aparición de citosina 

en la cadena complementaria (Figura 30). Tras el anillamiento, el vector LIC y el inserto se 

transforman en células E. coli BL21 (DE3) competentes (MERCK) con el Kit aLICator Ligation 

Independent Cloning and expression (Thermo). La formación de enlaces covalentes en las uniones 

vector-inserto se produce dentro de la célula para dar lugar a un plásmido circular. Las bacterias se 

plaquean en placas de con medio LB Broth con agar (Condalab) suplementadas con 2µM de 

ampicilina (SIGMA) y se dejan crecer a 37ºC durante toda la noche. 

Fragmento Molde Secuencia de los primers usados Programa de PCR 

 T (ºC) Tiempos Ciclos 

NLS-Cre-

aLICator 

pCAG-Cre 

Addgene 

#13775 

 

Fwd 

TGC AGG CAC TAG TGT AAG CTT GAA GAA 

GAA GAG GAA GGT GTC CAA TTT ACT GAC 

CGT ACA 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 30’’ 

35 55 ºC 30’’ 

Rev 

 

AGG CCG GAT CCT TAT TAA TCG CCA TCT 

TCC AGC AGG CGC ACC A 

72 ºC 3’ 

72 ºC 5’ 1 

4 ºC ∞  

aLICator-

ATG-6xHis-

TAT-NLS 

No 

Fwd 

TAT ACC ATG GGC CAT CAC CAT CAC CAT 

CAC GGC ATG GGC GCT GCA GGT CGC AAG 

AAA CGT 

 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 10’’ 

35 55 ºC 20’’ 

Rev 

CAC CTT CTT CTT CTT CTT CAA GCT TAC ACT 

CGT GCC TGC AGG CGG ACG GCG ACG TTG 

GCG AC 

72 ºC 30’’ 

72 ºC 5’ 1 

4 ºC ∞  

aLICator-

ATG-6xHis-

TAT-NLS-Cre- 

aLICator 

No  

Fwd Fragmento NLS-Cre-aLICator 

94 ºC 3’ 1 

94 ºC 30’’ 

35 59 ºC 30’’ 

Rev aLICator-ATG-6xHis-TAT-NLS 

72 ºC 3’ 30’’ 

72 ºC 10’ 1 

4 ºC ∞  

Tabla 13: Protocolo de PCR para la generación del inserto TAT-Cre. Se especifica la secuencia de los 
cebadores (primers), el programa de PCR. Fwd; primer forward. Rev; primer reverse. 

 

Al día siguiente, se pica una colonia de la placa sembrada y se crecen en un pre-cultivo de 10 mL de 

Medio LB suplementado, se deja crecer durante 16h a 37ºC. A continuación, se añade 1L de Medio 

LB Overnight Express™ Instant (Novagen) y se crece a 30ºC y agitación durante toda la noche. A la 

mañana siguiente, se centrifuga el cultivo a 8000 g y se procede a su lisado (10 mL de buffer de lisis 

cada 250 mL de cultivo). El buffer de lisis está compuesto por 50 mM de base de Tris (FISHER) a 

pH7.5, 1 M NaCl (Merck), 10% de glicerol, 0,1% de Tritón-X (Sigma-Aldrich) y 20mm de Imidazol 

(SIGMA), una tableta cOmplete™ Cóctel de Inhibidores de Proteasas (Roche)/100 mL de buffer de 
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lisis, 5mM β-Mercaptoetanol (Bio-Rad), 1 mg/mL de lisozima (Roche). Una vez añadido el buffer de 

lisis se deja reposar el lisado durante 30 minutos en hielo. Seguidamente se sonican las muestras a 

una amplitud del 20% durante 1 minuto (intervalos de 20 segundos manteniendo el lisado en hielo). 

El lisado se limpió mediante centrifugación a 15000g durante 45 minutos a 4°C antes de comenzar 

la purificación con resina de cobalto HisPur™ (Thermo) la cual presenta afinidad a la poli-histidina. 

Antes de poner el lisado con la resina, ésta ha de estar previamente equilibrada con el mismo buffer 

de lisis que se usó para lisar las bacterias (centrifugaciones y lavados con el buffer). Una vez se 

añade la resina al lisado, se deja la muestra durante 1 hora en un agitado rotativo orbital a 4 grados. 

Una vez transcurrido este tiempo, se procede al lavado de la resina de nuevo con buffer de lisis (x3). 

Después de lavar la resina (que se encontrará unida a la proteína recombinante), se añade a la 

muestra de nuevo buffer de lisis, pero esta vez suplementado con 300 mM de imidazol. Esta mezcla 

se deja reposar durante 30 minutos en hielo. En el sobrenadante se encuentra diluida la TAT-Cre. 

Para proceder a la concentración de la proteína recombinante se añade el sobrenadante en una 

Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit y se centrifuga a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 ºC. El 

eludido es descartado. En el volumen que queda sin pasar por el Amicon® estará la TAT-Cre 

concentrada. Este volumen se diluye 1:1 en PBS suplementado con 20mM HEPES, pH 7.4, 50% 

glicerol y 500 mM NaCl. Como la mezcla tiene un 25% de glicerol se puede almacenar a -20ºC.  

Del volumen resultante se procedió a la cuantificación con el espectrofotómetro NanoDrop™ donde 

obtuvimos una concentración de la TAT-Cre de 17.6 mg/mL. 

Para comprobar que realmente habíamos purificado la proteína TAT-Cre, se cargaron muestras del 

lisado de bacterias crecidas con y sin el medio de sobreexpresión, el volumen eludido y 3.2 µg de la 

TAT-Cre concentrada en un gel desnaturalizante del 10% de poliacrilamida, donde pudimos ver que 

habíamos purificado una proteína de entre 55KDa y 36kDa (Figura 32). 
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Figura 32.  Gel del 10% de poliacrilamida para comprobar la purificación de la TAT-Cre. Imágenes del gel 
teñido con azul de Coomassie (izquierda) y tras la inmunodetección contra la etiqueta de poli-histidinas. F-T; 
volumen eluido del Amicon® (del inglés flow-through), Medio LB OEI; Medio Lysogeny Broth Overnight 
Express™ Instant. kDa; kilodaltons. Marcadores de proteínas BenchMark™ (THERMO). 

La proteína TAT-Cre tenía una masa molecular isotópica promedia de 42735.9336 kDa y un punto 

isoeléctrico de 10.26. La secuencia aminoacídica aceptada para la proteína obtenida fue la que se 

muestra a continuación, con lo que producimos y purificamos de manera satisfactoria la proteína 

recombinante. 

 

MGHHHHHHGM GAAGRKKRRQ RRRPPAGTSV SLKKKKKVSN LLTVHQNLPA LPVDATSDEV  60   

RKNLMDMFRD RQAFSEHTWK MLLSVCRSWA AWCKLNNRKW FPAEPEDVRD YLLYLQARGL  120  

AVKTIQQHLG QLNMLHRRSG LPRPSDSNAV SLVMRRIRKE NVDAGERAKQ ALAFERTDFD  180  

QVRSLMENSD RCQDIRNLAF LGIAYNTLLR IAEIARIRVK DISRTDGGRM LIHIGRTKTL  240  

VSTAGVEKAL SLGVTKLVER WISVSGVADD PNNYLFCRVR KNGVAAPSAT SQLSTRALEG  300  

IFEATHRLIY GAKDDSGQRY LAWSGHSARV GAARDMARAG VSIPEIMQAG GWTNVNIVMN  360  

YIRNLDSETG AMVRLLEDGD                                              380  

 

 ENSAYO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD RECOMBINASA DE LA TAT-CRE 

Para comprobar que la proteína recombinante purificada tiene la actividad enzimática como ha de 

ser, se lleva a cabo un ensayo in vitro de la actividad recombinasa de la proteína recombinante 

quimérica TAT-Cre. 

Para realizar este ensayo, se añade en 10µL de medio de suero reducido Opti-MEM™ (GIBCO) o 

0.5U de la TAT-Cre recombinante comercial (Millipore), o 0.1 µg o 0.2 µg de la TAT-Cre casera. A 

continuación, se añaden 2 µg del plásmido pCA-mTmG (#26123, Addgene) y se incuba a 37ºC 

durante 1 hora. 

Finalmente, las digestiones se resuelven en un gel del 1% de agarosa, se usa el total del volumen 

post-incubación junto con 5µL Orangina (10mM EDTA 0.5M pH6.8, 10mM TRIS, 30% glicerol, 

Orange G y enrasar hasta 20mL con H2O mQ). Para la TAT-Cre comercial, el estándar de 100 

unidades (U) se define como la cantidad de TAT-CRE (µg) en 1mL de medio de cultivo tisular que se 

requiere para inducir el 50% de expresión de GFP en un ensayo de línea celular reportera mT/mG 

HEK293T. 

Como control se incubó in vitro una condición en la que se añadió únicamente el vector con medio 

Opti-MEM™. 
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INCUBACIÓN DE LA TAT-CRE EN CULTIVOS CELULARES  

En el presente trabajo se ha procedido a la incubación de diversos tipos celulares (fibroblastos de 

ratón, cultivos de células epiteliales endometriales en dos y tres dimensiones) la proteína 

recombinante TAT-Cre. Para ello, una vez las células están adheridas a la placa, o el cultivo 3D está 

bien formado, se cambia el medio de cultivo por medio de suero reducido Opti-MEM™ (GIBCO) en 

el que se diluyen las concentraciones de la TAT-Cre pertinentes a cada experimento. Una vez 

transcurridas 16 horas desde el inicio de la incubación, se procede a retirar la proteína TAT-Cre 

sustituyendo el medio por el medio fresco correspondiente a cada tipo celular. 

ADMINISTRACIÓN UTERINA DE LA PROTEÍNA TAT-CRE  

Para generar de manera específica la deleción génica en las células uterinas, se procedió a la 

inyección de la TAT-Cre siguiendo dos estrategias de administración, intrauterina e intravaginal 

(Figura 33). Así, se realiza la administración de la TAT-Cre mediante cirugía donde las ratonas son 

anestesiadas con isofluorano al 2% por vía inhalatoria. Para la operación, se realiza una incisión en 

la línea media del ratón, colocado hacia arriba. En todos los animales, se entra en la cavidad 

abdominal mediante un corte a través de la pared abdominal. Una vez localizado el endometrio se 

procede o a la inyección uterina (jeringa Hamilton™ Neuros™) o a la inoculación vaginal (pipeta) de 

10 µL de proteína recombiante a 8,8 µg/µL teñidos con Fast Green FCF (SIGMA) por cada rama 

uterina. El Fast Green FCF se emplea para poder visualizar la correcta administración de la TAT-Cre 

dentro del lumen uterino. La incisión de la piel se cierra con una grapadora para heridas especial 

para ratones (AutoClip® System 12020-09, FST). 

 

 

Figura 33.  Imagen ilustrativa del protocolo para la administración de la TAT-Cre en el lumen úterino. 
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HISTOLOGÍA E INMUNOHISTOQUÍMICA 
HISTOLOGÍA BÁSICA 

Una vez sacrificados los animales, se documenta, en los casos existentes, la presencia de 

alteraciones macroscópicas, y se extraen los órganos de interés, que se fijan inmediatamente con 

formol durante 16 horas a 4ºC. A continuación, se colocan en cassettes de inclusión (Simport), se 

deshidratan y se incluyen en parafina. Con la finalidad de estudiar la histología de cada tejido, se 

hacen cortes de los bloques FFPE (del inglés Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) de 5 µm y se tiñen 

con hematoxilina y eosina (H-E). Dos patólogos revisan y evalúan de manera independiente y a 

ciegas la histología de cada uno de los tejidos siguiendo criterios preestablecidos. 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

Después de incluir los tejidos en parafina, puede ser necesario recurrir al análisis 

inmunohistoquímico de las muestras en caso de que se quieran estudiar marcadores específicos. 

Así, se realizan cortes de 3 µm de los bloques de parafina y se secan durante una hora a 80ºC. A 

continuación, se realiza un pretratamiento de desparafinación y rehidratación de los tejidos. El 

siguiente paso consiste en el desenmascaramiento antigénico, que permite recuperar y exponer 

antígenos enmascarados durante la preparación de la muestra. Así, se incuban los portaobjetos con 

un tampón comercial, que contiene o Tris/EDTA a pH 9 o ácido cítrico/nonoxinol/bronidox a pH 6, 

en un módulo de pretratamiento PT-LINK (Dako) durante 20 minutos a 95ºC. Para ello, según el 

anticuerpo a usar se emplea una u otra solución de desenmascaramiento con pH alto o bajo, 

EnVision™ FLEX, High pH  o Low pH (Dako), respectivamente. A continuación, se bloquea la 

peroxidasa endógena de la muestra incubando los portaobjetos con una solución de H2O2 al 3%. De 

esta forma se reduce el ruido de fondo que se obtiene con el cromógeno utilizado. Seguidamente, 

se realizan tres lavados con suero salino y se incuba la muestra con anticuerpo primario durante 30 

minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se hacen tres lavados más con suero salino 

(Dako, DM831) y se incuba la muestra con el anticuerpo secundario. Si la señal es suficientemente 

fuerte, se utiliza un anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa (HRP) y se incuba durante 

30 minutos. Por el contrario, en aquellos casos donde sea necesario amplificar la señal, se utiliza un 

anticuerpo secundario conjugado a biotina durante 30 minutos, y finalmente, se incuba la muestra 

15 minutos más con estreptavidina unida a la peroxidasa, siempre a temperatura ambiente. Para 

acabar, se aplica el cromógeno diaminobenzimida (DAB, Dako) para rebelar la reacción, y se realiza 

una contra-tinción con hematoxilina para visualizar los núcleos de las células del tejido analizado. 

A la tabla 14 se indican los anticuerpos que se han empleado para el análisis inmunohistoquímico. 
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Anticuerpo Dilución Proveedor Referencia 
EnVision™ 

FLEX 
Anticuerpo 
secundario 

PTEN 1:100 Dako M3627 High pH   EV FLEX Kit 

Ki-67 1:50 Dako M7249 Low pH   
EV FLEX Kit 

ERG RTU Dako IR659 High pH   
EV FLEX Kit 

αER (1D5) RTU Dako IR657 High pH   
EV FLEX Kit 

E-cadherina RTU Dako IR059 High pH   
EV FLEX Kit 

TTF1 RTU Dako M3575 High pH   
EV FLEX Kit 

Citoqueratina 8 1:200 DSHB AB531826 High pH   Rata anti-biotina 

αSMA RTU Dako IR611 High pH   
EV FLEX Kit 

h-caldesmon RTU Dako GA054 High pH   
EV FLEX Kit 

Calretinina RTU Dako IR627 High pH 
EV FLEX Kit 

CD10 RTU Dako GA648 High pH 
EV FLEX Kit 

Desmina RTU Dako IR606 High pH 
EV FLEX Kit 

PAX8 1:100 GENOVA AP10903 High pH 
EV FLEX Kit 

GFP 1:100 Rockland 600-101-215 High pH Cabra anti-biotina 

p-AKT (Ser473) 1:50 
Cell 

signalling 
3787 High pH Conejo anti-biotina 

EnVision FLEX 
detection kit 

RTU Dako K8002 - - 

Cabra anti-biotina 1:200 Santacruz SC-2489 - - 

Rata anti-biotina 1:200 ABCAM AB6733 - - 

Conejo anti-
biotina 

1:200 Jackson 111-065-144 - - 

Estreptavidina-
HRP 

1:400 Dako P0397 - - 

Tabla 14. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la inmunodetección de proteínas mediante 

inmunohistoquímica en parafina. RTU; Ready to use. EV FLEX kit; EnVision FLEX detection kit. 

EVALUACIÓN DE LOS RESULTADOS INMUNOHISTOQUÍMICOS  

    ANÁLISIS DE PROLIFERACIÓN CELULAR 

El Ki-67 es un marcador que se expresa en células proliferativas. De esta manera, la cuantificación 

de la IHC de Ki-67 da una medida de la tasa proliferativa de un determinado tejido en unas 
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determinadas condiciones, por ejemplo, después de un tratamiento o tras la pérdida de expresión 

de un gen de interés. 

Para la cuantificación, se toman fotografías de 5 campos representativos de cada animal y se calcula 

la proliferación celular como el porcentaje de núcleos positivos para Ki-67 respecto al número total 

de núcleos por campo. Se evalúan entre 1500-2000 núcleos por animal. Las imágenes de la tinción 

se toman con el microscopio DMD 108 (Leica) y se cuantifican manualmente con el programa 

ImageJ. 

ANÁLISIS DEL TAMAÑO NUCLEAR CELULAR  

Mediante el uso del programa QuPath 0.1.2 (Bankhead et al., 2017) se realizó la medición del área 

nuclear, empleando cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina, de tumores subcutáneos 

de células endometriales epiteliales. La región de interés (ROI) se definió como las células epiteliales 

tumorales, excluyendo las regiones de matriz extracelular y las células mesenquimales. A través de 

un algoritmo del programa, se detectaron las células que entraban dentro del estándar marcado 

como célula epitelial y se aplicó un baremo colorimétrico de morado a amarillo que se correspondía 

con el área nuclear más pequeña (10 µm2) hasta la más grande (210 µm2), respectivamente. 

ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD RECOMBINASA TAT-CRE 

Para evaluar la actividad recombinasa con el animal reportero mT/mG, se sacrifican los animales 

por dislocación cervical y se diseccionan los órganos de interés. Inmediatamente, se fijan 

ligeramente en paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS (pH 7-7.4) durante 2 horas (más tiempo 

dependiendo del tamaño del tejido a analizar) a 4ºC, para conservar la estructura del tejido sin 

perder la fluorescencia. Los tejidos fijados se sumergen en una solución de PBS con sacarosa (Sigma-

Aldrich) al 30% durante toda la noche a 4ºC para crioprotegerlos y a continuación se incluyen en 

OCT (VWR), se congelan a -20ºC y se cortan secciones de 5 µm con el criostato. Finalmente, se tiñen 

los núcleos con Hoecht 33258 (Sigma-Aldrich) a una concentración de 0,5 µg/mL durante 30 

minutos a temperatura ambiente y se montan las muestras con PBS:glicerol (1:1). Las imágenes se 

toman utilizando un microscopio confocal Olympus FluoView™1000 y el programa FluoView ASW 

4.1 (Olympus). Durante todo el proceso, es importante preservar las muestras de la luz al máximo, 

para conservar la fluorescencia al máximo. Los tejidos en los que no se detectan actividad 

recombinasa emiten fluorescencia roja. Por otro lado, la actividad de la proteína recombinasa TAT-

Cre se detecta por la presencia de fluorescencia verde, como se ha explicado en secciones 

anteriores. 
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TÉCNICA DE BIOQUÍMICA Y BIOLOGÍA MOLECULAR 
EXTRACCIÓN DE ARN 

Para el análisis del trancriptoma, se han realizado extracciones de ARN a partir de cultivos celulares 

epiteliales endometriales tridimensionales que se encuentran creciendo sobre una cama de 

Matrigel™.  

El ARN de las muestras, triplicados obtenidos de cultivos 3D generados de manera independiente 

de animales de los genotipos de interés, fue extraídos, con el fin de preservar el ARN resultante en 

condiciones óptimas, con el kit SurePrep™ TrueTotal™ RNA Purification (Fisher), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Además, el kit incluye una digestión con ADNsa I, que permite eliminar 

el ADN genómico contaminante que podría quedar en la muestra. Los extractos de RNA se 

cuantifican con el NanoDrop® (ND-1000 UV/Vis Spectofotometer, Nanodrop Technologies) y se 

guardan congelados a -80ºC. 

Para aumentar la concentración de ARN total extraído, se puede realizar una extracción de RNA de 

los cultivos con Trizol/cloroformo previo al uso del kit comercial.  

ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO 

Análisis de los datos mediante Gene Set enrichment analysis (GSEA) 

Siguiendo las directrices del tutorial proporcionado por los desarrolladores de la aplicación GSEA, 

los datos obtenidos del análisis de la secuenciación del transcriptoma entero para la clonación al 

azar (RNA-seq) proporcionados por el CRG Barcelona de las muestras de ARN de nuestros cultivos 

3D, loa valores de expresión utilizados en la aplicación no se introdujeron en escala logarítmica en 

base 2 (Subramanian et al., 2005). El conjunto de genes (gene set) mostrado en este trabajo tiene 

los valores estadísticos pertinentes para ser considerado como significativamente asociado a una 

de las condiciones (p<0.05; FDR<0.25). 

  PCR A TIEMPO REAL CUANTITATIVA: RT-PCR 

    Síntesis ADN complementario (ADNc) 

A partir del ARN extendido en el primer paso, se puede sintetizar, mediante la reacción de la 

transcripción inversa o retrotranscripción (RT), el ADNc. En primer lugar, se someten 500 ηg del 

ARN a 90ºC durante 2 minutos, con el fin de deshacer posibles dímeros o bucles que se generen en 

su estructura den ARN. A continuación, se realiza la reacción de síntesis de ADNc con la enzima 

retrotranscriptasa del kit Taqman® (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las condiciones de la reacción de retrotranscripción (reverse transcription PCR) son: 10 minutos a 

25ºC, 60 minutos a 42ºC y 5 minutos a 95ºC. Una vez sintetizado, el ADNc se puede guardar a -20ºC 

hasta el momento de su uso, o se puede emprender directamente la técnica de la PCR a tiempo 

real (del inglés Real Time-quantitative Polymerase Chain Reaction RT-qPCR). 
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PCR a tiempo real (RT-qPCR) 

La técnica de PCR a tiempo real utiliza una sonda específica para cada gen a analizar. Esta sonda 

está marcada con un fluorocromo que el termociclador CFX96TM (BioRad) lee y cuantifica. El 

programa que se utiliza comienza por 10 minutos a 95ºC y después, consta de 40 ciclos a 95°C 

durante 15 segundos y 1 minuto a 60ºC. Las sondas emprendidas se adquieren en Applied 

Biosystems y se detallan en la tabla 15. Como control endógeno de expresión se empleó 

Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

Gen Especie Nº de catálogo 

Vimentina Ratón Mm01333430_m1 

MMP2 Ratón Mm00439498_m1 

Snai1 Ratón Mm00441533_g1 

ZEB1 Ratón Mm00495564_m1 

GAPDH Ratón Mm99999915_g1 

 

Tabla 15. Sondas utilizadas para el análisis por RT-qPCR obtenidas de Applied Biosystems 

Los resultados se obtienen en forma de número de Ct (cycle threshold), que es el ciclo de PCR en el 

que comienza el crecimiento exponencial del producto de la PCR y, por tanto, de la síntesis de la 

muestra analizada. Así, como más grande es el valor de Ct obtenido, menor es el nivel de expresión 

del gen estudiado. La cantidad relativa de ARNm de cada gen se calcula de la siguiente manera: 

∆Ct = Ct del gen diana - Ct del gen GAPDH 

∆(∆Ct) = ∆Ct condición experimental - ∆Ct control 

A partir de estos cálculos, el nivel relativo de ARNm de la condición experimental respecto al control 

es 2-∆(∆Ct). Con estos valores se calcula la media de cada muestra (se realizan triplicados) y el error 

estándar. 

En todos los experimentos realizados, se incluyó también, para cada sonda, un control negativo con 

agua y un control negativo de la retrotranscripción RT-, para descartar la presencia de ADN 

genómico contaminante.  
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INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNA 

WESTERN BLOT 

Extracción de proteína total en SDS 

Para la detección de los niveles de protiena, se han realizado extracciones proteicas a partir de 

cultivos celulares primarios de ratón de células epiteliales de endometrio. 

Es importante realizar la extracción proteica de forma rápida y eficiente, para evitar la alteración y 

la degradación de la muestra, de manera que refleje el estado fisiológico con la mayor fidelidad 

posible. Así, en los cultivos celulares, después de cada tratamiento (p.ej. con TAT-Cre), las células 

del experimento en cuestión se limpian con PBS frio, y a continuación, se recogen en el tampón de 

extracción proteica. Este tampón es una solución de suero desnaturalizado que contiene 62,5 nM 

Tris-HCl (pH 6,8) y 2% de SDS (dodecilsulfato de sodio, del inglés sodium dodecyl sulfate, Sigma-

Aldrich). Este método permite llevar a cabo una extracción eficiente, ya que elimina las 

interacciones entre las proteínas y permite la liberación de las proteínas unidas a estructuras 

macromoleculares. Además, el detergente SDS desnaturaliza e inactiva la mayoría de las enzimas 

presentes en la muestra, incluyendo fosfatasas y proteasas, que podrían dañar el extracto.  

Finalmente, los extractos proteicos se procesan con el sonicador digital Sonifier S450D (BRANSON®) 

antes de proceder a su cuantificación. 

Cuantificación de proteínas por el método Lowry 

Dado que el número de células y la eficiencia de la extracción proteica pueden variar entre una y 

otra muestra, es importante cuantificar la cantidad de proteína presente en cada una de ellas para 

facilitar la posterior interpretación de los resultados. Si la cantidad de proteína cargada en el gel es 

diferente entre condiciones será imposible extraer conclusiones fiables de nuestros resultados, ya 

que no se podrá discernir si las diferencias observadas se deben al tratamiento estudiado o al efecto 

de la carga. Por este motivo, se utiliza el método de Lowry para determinar la cantidad de proteína 

total presente en cada muestra, utilizando los reactivos comercializados por Bio-Rad, y 

comparándolos con una recta patrón de concentración proteica conocida de BSA (albúmina sérica 

bovina). Luego, en una placa M96, en primer lugar, se añaden 5 µL de cada una de las diferentes 

muestras que constituyen nuestra recta patrón y 3 µL de cada condición experimental, siempre por 

duplicado. A continuación, se mezclan los reactivos A y S en proporción 50:1, y se añaden 25 μL de 

esta mezcla a cada uno de los pocillos, donde con anterioridad habíamos añadido la muestra o la 

recta patrón. A continuación, se añaden 200 μL del sustrato fluorogénico (reactivo B), y se incuba 

durante 15 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. Transcurrido este tiempo, se lee 

la absorción de la placa a 595 nm. Los valores de absorción obtenidos para las muestras se 

extrapolaron a la recta patrón, determinando así, la concentración proteica de cada una de las 

muestras. 
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   Electroforesis en gel de SDS-Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Una vez los extractos proteicos se han obtenido y cuantificado, las muestras se preparan cogiendo 

la misma cantidad de proteína para las diferentes condiciones que se quieren comparar y 

añadiendo tampón de carga 5x (10% de SDS, 50% de glicerol, 720 nM β-mercaptoetanol, 250 mM 

Tris pH 6,8 y azul de bromofenol). Además, se llevan todas a un mismo volumen con el mismo 

tampón de lisis y se hierven 5 minutos a 95ºC para acabar de desnaturalizar las proteínas. De esta 

forma, las muestras ya están listas para llevar a cabo la separación proteica por electroforesis en 

geles de poliacrilamida con SDS. Estos geles son desnaturalizantes y permiten la separación de las 

distintas proteínas de la muestra en función de su peso molecular. Se preparan a partir de la 

solución ACRYL/BIS™ (BioRad), que contiene 39% de acrilamida y un 1% de bis-acrilamida. La 

polimerización se realiza con 0,1% de TEMED (Sigma-Aldrich) como iniciador de la reacción y 

persulfato de amonio (Sigma-Aldrich) al 0,05% como catalizador. 

Para ello, se han empleado geles discontinuos, formados básicamente por dos partes con 

porcentajes de acrilamida diferentes. En la parte superior o gel concentrador se cargan las 

muestras, y sirve para concentrar el frente de proteínas de forma que todas entren a su vez en el 

gel separador. Se encuentra constituido por un porcentaje bajo de acrilamida (5%) que se prepara 

en tampón 125 μM Tris-HCl a pH 6,8. Por otra parte, el gel separador es donde realmente se separan 

las proteínas según su peso molecular. Se prepara en tampón 375 μM Tris-HCl a pH 8,8, y su 

porcentaje de acrilamida depende del peso molecular de las proteínas que se quieran detectar, 

oscilando entre el 6 y el 15%. 

Una vez los geles han polimerizado, se cargan las muestras previamente preparadas y se dejan 

migrar a un voltaje constante de 120 V en un tampón de migración (25 mM Tris 25; 1,44% de glicina 

y 0,1% de SDS) en el sistema MiniProtean® de BioRad. Es importante cargar también, en uno de los 

carriles, un marcador de peso molecular preteñido (Page Ruler, ThermoFisher Scientific), para 

disponer de una referencia sobre el peso molecular de las proteínas detectadas. 

  Transferencia de proteínas 

Después de la separación de las proteínas en el gel, se transfieren a una membrana de PDVF 

(Immobilon-P, Millipore). El método emprendido para la transferencia es de nuevo el sistema 

MiniProtean® de BioRad, en el que se forma un sándwich con el gel, la membrana, dos papeles 

Watman y dos esponjas. El conjunto de capas, se coloca en una solución de transferencia (25 mM 

Tris 25 y 192 mM glicina a pH=8,3) con un bloque de hielo que evita los sobrecalentamientos, y se 

dejan transferir las proteínas del gel a la membrana durante 1 hora a un voltaje constante de 70V.   
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Para terminar la transferencia y para evitar posibles uniones inespecíficas, la membrana se bloquea 

con leche en polvo desnatada al 5% en tampón TBS-T (20 mM Tris a pH 7,4; 150 mM NaCl y 0,1% 

de Tween 20) durante una hora a temperatura ambiente. 

Inmunodetección de proteínas 

Una vez bloqueada con leche, se realizan tres lavados de 15 minutos a la membrana con TBS-T y se 

incuba la membrana con el anticuerpo primario de interés. Los anticuerpos y diluciones empleadas 

en este trabajo se detallan en la tabla 16. La dilución del anticuerpo primario se prepara en una 

solución de TBS-T con 3% de BSA y 0,02% de Azida sódica, que evita contaminaciones bacterianas 

y permite reutilizar el anticuerpo. Generalmente, la incubación suele realizarse durante toda la 

noche a 4ºC, aunque en algunos casos y en función del anticuerpo, se puede llevar a cabo durante 

1 hora a temperatura ambiente. 

A continuación, se recupera el anticuerpo primario y se guarda a 4ºC hasta su próximo uso. Se 

realizan tres lavados en la membrana de 15 minutos cada uno con TBS-T, y se incuba con la dilución 

adecuada de anticuerpo secundario en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Por último, la membrana se vuelve a lavar tres veces más con TBS-T. 

Llegados a este punto, se puede proceder a la visualización de la inmunodetección proteica. Por 

eso, el anticuerpo secundario se encuentra conjugado a peroxidasa, que permite la detección de la 

señal. En este sentido, la membrana se incuba durante 3 minutos con el reactivo comercial 

Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Millipore). Este reactivo asocia la catálisis del agua 

oxigenada a la oxidación de luminol, produciendo un incremento de la quimioluminiscencia. Por 

último, la membrana se visualiza con el sistema de documentación ChemiDoc™ MP Imaging System 

(BioRad) y se analiza con el programa informático asociado, Image Lab. 

Antígeno Dilución Proveedor Referencia 

PTEN 1:1000 Cell Signaling technology 9188 

P53 1:1000 Leica VP-P956 

β-Actina 1:5.000 Santa Cruz Biotechnology sc-1616 

GAPDH 1:20.000 Abcam 8245 

HIS-TAG 1:1000 Cell Signaling technology 2365 

Conejo IgG-HRP 1:10.000 Jackson 111-035-003 

Ratón IgG-HRP 1:10.000 Jackson 115-035-003 
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Tabla 16. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la detección proteica mediante la técnica del 
Western blot. 

INMUNOFLUORESCENCIA 

En el presente trabajo, se han realizado inmunofluorescencias de cultivos celulares epiteliales 

endometriales tridimensionales que se encuentran creciendo sobre una cama de Matrigel™. 

Cuando se considera que el cultivo está en un estado óptimo para su análisis proteico por 

inmunofluorescencia, los cultivos se limpian con PBS frio y se fijan o con paraformaldehído al 4% 

durante 15 minutos o con metanol 100% frio durante 5 minutos. Una vez trascurridos este tiempo, 

se hacen tres lavados más con PBS. En todos los momentos donde se agrega o quita un volumen en 

los pocillos, se ha de intentar hacer con el máximo cuidado y delicadeza posible para evitar el 

desprendimiento celular en la placa. 

Previamente a la incubación con el anticuerpo primario, la muestra se deja a temperatura ambiente 

durante una hora con una solución de bloqueo (PBS al 2% de HS, 2% BSA y 0,2% de Tritón X-100).  

Durante esta hora tienen lugar dos procesos importantes para la correcta inmunodetección 

proteica, por un lado, la albumina bovina y el suero de caballo bloquean los sitios de unión 

inespecífica de los anticuerpos. Por otro lado, el Tritón X-100 facilita la permeabilización de las 

membranas dando acceso a los anticuerpos a reconocer sus antígenos específicos de la proteína 

diana dentro de los diversos compartimentos celulares. 

Transcurrido el tiempo de bloqueo, el anticuerpo primario se incuba a 4ºC durante 16 horas. Pasado 

este tiempo, se hacen tres lavados más con PBS y se incuba con el anticuerpo secundario y el Hoecht 

33258 (como marcaje nuclear) (Sigma-Aldrich) durante 16 horas a 4ºC. La incubación ha de ser 

protegida de la luz, ya que el secundario está fusionado con un fluorocromo que se excitara al ser 

expuesto a la luz natural. Terminado el tiempo de incubación, se hacen tres lavados con PBS y las 

muestras se pueden conservar a 4ºC y resguardadas de la luz hasta su visualización con el 

microscopio de fluorescencia confocal Olympus FluoView™1000. Los anticuerpos y diluciones 

empleadas en este trabajo se detallan en la tabla 17. 
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Antígeno Dilución Proveedor Referencia 

Faloidina 1:1000 Sigma-Aldrich P1951 

Vimentina 1:200 BD bioscience 550513 

Citoqueratina 1:200 Abcam 9377 

Anti-ratón IgG Alexa Fluor™ 488 1:250 ThermoFisher A11029 

Anti-conejo IgG Alexa Fluor™ 546 1:250 ThermoFisher A11010 

Tabla 17. Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la detección proteica mediante la técnica del 
inmunofluorescencia.  

 

SISTEMA DE EDICIÓN GÉNICA CRISPR/CAS9 
PRODUCCIÓN DE LAS RIBONUCLEOPROTEÍNAS CRISPR/CAS9 

GENERACIÓN DEL DÚPLEX CRRNA:TRACRRNA 

El primer paso para generar la ribonucleoproteína CRISPR/Cas9, consiste en la generación del ARN 

que hará de guía (ARNg o sgRNA) para direccionar la actividad nucleasa de la proteína Cas9 hacia la 

secuencia donde queramos desencadenar la edición génica. Este ARNg está formado por un dúplex 

de ARN formado por la unión del ARNcr (crRNA) y el ARNtracr (tracrRNA), y es conocido como 

crRNA:tracrRNA. El tracrRNA, Alt-R® CRISPR-Cas9 tracrRNA (IDT), es común para todos los ARNg. En 

cambio, la secuencia del crRNA, Alt-R® CRISPR-Cas9 crRNA (IDT), es la que varía según la secuencia 

diana. Las secuencias de los crRNAs utilizados en este trabajo se encuentran recogidas en la tabla 

18. Los off-targets de estos crRNA fueron previamente analizados con la herramienta Cas-OFFinder 

del software CRISPR RGEN. 

Secuencia diana Secuencia crRNA 

mT/mG (loxP) GUAUGCUAUACGAAGUUAUU 

Exón 5 Pten/PTEN AAUUCACUGUAAAGCUGGAA 

Exón 7 Trp53/p53 GGAGUCUUCCAGUGUGAUGA 

Exón 3 Fbxw7/FBXW7 GUUGUUGGUGUUGCUCAACA 

Tabla 18. Listado de las secuencias de los crRNAs empleados para la modificación génica CRISPR/Cas9 

Los crRNA vienen en versión liofilizada, por lo que para la hibridación del crRNA con el tracrRNA, 

primeramente, se ha de disolver este oligonucleótido liofilizado en buffer dúplex libre de nucleasas 

(Nuclease-Free Duplex buffer, IDT) (100 mM de acetato de potasio; 30 mM de HEPES, pH 7,5); esto 
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proporciona un entorno protector y necesario para la hibridación de los oligonucleótidos. El 

volumen necesario de buffer para diluir el crRNA variará según el formato que se adquiera de éste, 

pero para este trabajo, la concentración de almacenamiento (stock) a la que se disuelven los 

diversos crRNAs es de 100 µM (p.ej. 2 ηmoles de crRNA se diluyen en 20 µL de buffer dúplex). Para 

una correcta disolución del crRNA liofilizado, es aconsejable calentar el tampón dúplex y vortear 

durante un tiempo dentro del vial donde se encuentra el pellet liofilizado. 

Para hibridar el crRNA con el tracrRNA, ambos oligonucleótidos han de mezclarse en una 

concentración equimolar, esto es de vital importancia, ya que así se evitará la aparición de RNA 

monocatenario residual, que pueda inhibir la correcta formación de la ribonucleoproteína en 

futuros pasos. Así, se generaron dúplex de ARN de 20 µM (10 µL crRNA, 10 µL tracrRNA y 30 µL de 

Duplex Buffer). Los oligonucleótidos mezclados se calientan a 94°C durante 5 minutos y se enfrían 

de manera gradual, o bien transfiriendo las muestras del bloque térmico a la mesa de trabajo a 

temperatura ambiente, o bien, la opción más recomendable la de realizar refrigeración gradual. 

Esto se hace fácilmente colocando la solución de oligos en un baño de agua o en un bloque de calor 

y desenchufando/apagando la máquina (dejar hasta que se enfríe del todo). 

   PREPARACIÓN DE LAS MIXES DE RIBONUCLEOPROTEÍNAS 

 Seguidamente, una vez tenemos bien anillados los oligonucleótidos a 20 µM, se procede a la 

formación del complejo ribonucleoproteico. Para un correcto aprovechamiento, formación y 

funcionamiento de las ribonucleoproteínas, tanto la Cas9, Alt-R® S.p. Cas9 Nuclease V3 (IDT), como 

el dúplex crRNA:tracrRNA han de estar en concentraciones equimolares. La nucleasa Cas9 

recombinante de S. pyogenes de IDT, está purificada a partir de una cepa de E. coli que expresa la 

nucleasa. La proteína contiene la secuencia de localización nuclear (NLS) y la etiqueta 6x-His en el 

extremo C-terminal. La Cas9 comercial se encuentra en solución a 10 µg/µL. En 100 µg de nucleasa 

Cas9 = 610 pmol. Por lo que 10 µg/µL es igual a 61 µM.  Una vez sabida la concentración a la que 

disponemos la nucleasa recombinante, se prepara una mezcla a 6 µM de RNP (0,5 µL de Cas9 61 

µM, 1,5 µL de crRNA:tracrRNA 20 µM y 3 µL de Opti-MEM™). Esta mezcla se deja reposar a 

temperatura ambiente durante 20-30 minutos con el fin de que la proteína y el ARN hibriden entre 

ellos. Transcurrido el tiempo de incubación, la RNP ya estará lista para su uso in vitro o in vivo (las 

concentraciones de uso para según que experimento varían, concentraciones explicadas más 

adelante). 

ENSAYO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD NUCLEASA DE LAS DISTINTAS RNP  

Para los experimentos de ensayos de la actividad nucleasa, se han generado ribonucleoproteínas 

contra las secuencias loxP del constructo mT/mG, contra el exón 5 de Pten, contra el exón 7 de p53 
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y contra el exón 3 de Fbxw7. Por ello, una vez generadas las RNP se procede a la prueba in vitro de 

su actividad nucleasa contra la secuencia diana.  

En primer lugar, salvo en el caso de la secuencia contra la secuencia loxP, se realiza una PCR que 

flanquee la región de corte a partir de ADN genómico extraído de células murinas salvajes. El ADN 

genómico se extrae empleado el kit NZY Tissue gDNA Isolation Kit (NYZTech), siguiendo las 

indicaciones marcadas por la casa comercial. Las secuencias de los primers y las condiciones de la 

PCR utilizados para la amplificación del fragmento se especifican en la tabla 19. 

Gen 
diana 

Secuencia de los primers usados  
(0.8 µM/rxn) 

Programa de PCR Tamaño fragmento 
resultante T (ºC) Tiempos Ciclos 

Pten Fwd 
Rev 

GAGCACAATGCTTGTTTCCATG 
TACACTAAGTGGATACAACCAC 

95 ºC 2’ 1 

622bp 

95 ºC 30’’ 

45 55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

p53 
Fwd 
Rev 

CCATGCTAAGCAAGTGTTGG 
CCCTAAGCCCAAGAGGAAAC 

95 ºC 2’ 1 

451bp 

95 ºC 30’’ 

45 55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

Fbxw7 
Fwd 
Rev 

TTAAATACATCTGGGGCAAGC 
TCCGCTTACATCTGGCTTCT 

95 ºC 2’ 1 

427bp 

95 ºC 30’’ 

45 55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

Tabla 19: Protocolo de PCR para la generación fragmentos de ADN que contengan la región de corte de las 
diversas RNP. Se especifica la secuencia de los cebadores (primers), el programa de PCR. Fwd; primer 
forward. Rev; primer reverse. 

 

Los fragmentos de PCR se purifican y limpian utilizando el kit NZYGelpure (NZYTech) siguiendo el 

protocolo propuesto por la compañía. De esta forma eliminamos los restos de ADN genómico, 

dNTPs, polimerasa y sales de los fragmentos de PCR de interés.  Posteriormente se realiza una 

cuantificación con el espectrofotómetro NanoDrop™ de dichos fragmentos. 

Seguidamente, el vector pCA-mTmG (#26123, Addgene) y estos fragmentos de Pten, p53 y Fbxw7, 

son digeridos por la loxP-RNP, Pten-RNP, p53-RNP y Fbxw7-RNP, respectivamente. La digestión se 

realiza juntando 3 µL de la RNP correspondiente a cada digestión a 2 µM (partiendo del stock de 6 

µM preparado previamente) (queda a 0,6 µM), con entre 0,5 y 1 µg de su respectivo ADN (2 µL) y 

4 µL de Opti-MEM™ (GIBCO), e incubándolo todo durante 1 hora y media a 37ºC. Tras el tiempo de 

digestión se incuba la mix a 95ºC durante 5 minutos con el fin de bloquear la Cas9 y liberar posibles 

fragmentos que aun queden adheridos a ella. Como controles de la actividad nucleasa de la Cas9, 

de manera simultánea, se incuba el ADN en condiciones donde falta uno o varios componentes de 

la digestión. 



 

 

129 MATERIALES Y MÉTODOS 

Los fragmentos resultantes de la digestión se resuelven en un gel de agarosa al 1% en TAE (Tris, 

acetato glacial y EDTA) junto con 5µL Orangina (10mM EDTA 0.5M pH6.8, 10mM TRIS, 30% glicerol, 

Orange G y enrasar hasta 20mL con H2O mQ). 

TRANSFECCIÓN IN VITRO DE LA RIBONUCLEOPROTEÍNA CRISPR/CAS9 EN CULTIVOS CELULARES 

En el presente trabajo, se ha probado in vitro la actividad de la loxP-RNP en fibroblastos aislados de 

piel de ratón mT/mG. Como método de transfección de la ribonucleoproteína se empleó el reactivo 

Lipofectamina 2000 (ThermoFisher). Para ello, se plantan los fibroblastos murinos a una confluencia 

del 60-70%, se sustituye el medio de cultivo por Opti-MEM™. Por otro lado, se realizan dos mixes 

por separado, una de ellas contiene 0,12 µM de la RNP (partiendo de la 6 µM) diluida en Opti-

MEM™, y la otra la lipofectamina también diluida en Opti-MEM™ (1,5 µL Lipofectamina 2000/25 

µL). Ambas mixes se mezclan entre ellas y se dejan reposar en temperatura ambiente durante 20 

minutos. El volumen de la mezcla resultante se añade sobre los pocillos a los cuales habíamos 

cambiado el medio previamente en una proporción 1:8 (p. ej. en una placa M24 se añaden 50 µL 

de mix sobre 400 µL de medio). 

ELECTROPORACIÓN IN ÚTERO DE LOS COMPONENTES CRISPR/CAS9  

En el presente trabajo se ha puesto a punto la ablación génica in situ mediante la electroporación 

in vivo de la ribonucleoproteína CRISPR/Cas9 en úteros de ratones. Todos los ratones utilizados 

para este tema en este trabajo son mT/mG con fondo genético C57BLACK/6J. 

Una vez generadas las distintas RNPs como se describe en apartados anteriores, se procede a 

realizar una cirugía donde las ratonas son anestesiadas con isofluorano al 2% por vía inhalatoria. 

Para la operación, se realiza una incisión en la línea media del ratón, colocado hacia arriba. En todos 

los animales, se entra en la cavidad abdominal mediante un corte a través de la pared abdominal. 

Una vez localizado el endometrio se introducen, con ayuda de una jeringa Hamilton™ Neuros™, 5 

µL de la RNP 6 µM teñidos con Fast Green FCF (SIGMA) por cada rama uterina. En los casos donde 

se añaden más de una RNP, de igual manera se introducen 5 µL por rama uterina, con una 

proporción 1:1 de cada una de las ribonucleoproteínas a añadir. 

Utilizando un electroporador cuadrado BTX830, se aplicaron 4 pulsos de 50mV durante 50 mseg 

espaciados por 950 mseg de separación al cuerno uterino inyectado. Este protocolo se repite 

oponiendo la orientación de las pinzas y se repitió de nuevo a lo largo de todo el cuerno uterino. 

Las pinzas empleadas, Platinum Tweezertrode, 5 mm Diameter (BTX), para la electroporación son 

unos electrodos reutilizables tipo pinza para aplicaciones in vivo e in utero en tejidos animales. 
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 Figura 34. Fotografía representativa de la electroporación in utero de la RNP CRISPR/Cas9. 

Una vez electroporados, se reintroducen con cuidado los órganos de nuevo dentro de la cavidad 

peritoneal, y la incisión de la piel se cierra con una grapadora para heridas especial para ratones 

(AutoClip® System 12020-09, FST). 

Dependiendo de cada experimento, los animales serán sacrificados, por dislocación cervical, en un 

tiempo u otro desde la operación. El útero será disecado y tratado según requiera el análisis de 

cada caso. 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO DE LA EFICIENCIA DE CORTE DE LA RNP IN VIVO 

Con el fin de conocer la eficiencia de corte en las células epiteliales endometriales tras la edición 

génica in situ mediante al electroporación in vivo, en este trabajo se procedió a realizar la técnica 

NGS de secuenciación de amplicones procedentes de ADN de las células epiteliales de la región 

uterina electroporada. 

EXTRACCIÓN ADN GENÓMICO DE CÉLULAS EPITELIALES  

En primer lugar, como los animales utilizados son mT/mG y, por tanto, en todos los casos se usó la 

loxP-RNP como reportera de la actividad nucleasa en las células epiteliales endometriales del lumen 

uterino. Por este motivo, para seleccionar la región uterina electroporada, se procede a realizar un 

corte longitudinal a través del cuerpo uterino. De esta forma mediante un microscopio 

estereoscópico (Nikon Eclipse Ts2R), se pueden discernir entre aquellas zonas donde las células 

epiteliales luminares han adquirido la actividad nucleasa y por tanto presentan un marcaje 

membranario verde. 

Una vez seleccionada la región electroporada, esta se limpia con HBSS (Invitrogen) y con ayuda de 

la hoja de un bisturí se realiza un legrado uterino de las células epiteliales endometriales luminares 

de esta zona uterina. Estas células son recogidas con ayuda de una pipeta, y limpiadas con PBS a 

base de una serie de centrifugaciones. El pellet celular será procesado sacar el ADN genómico de 

las células epiteliales endometriales, el ADN genómico se extrae empleado el kit NZY Tissue gDNA 

Isolation Kit (NYZTech), siguiendo las indicaciones marcadas por la casa comercial. 
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GENERACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR Y SECUENCIACIÓN DE AMPLICONES 

Después de la obtención del ADN genómico, se realiza una PCR que amplifique la región de corte 

de cada una de las nucleasas empleadas. Los cebadores empleados en cada uno de los 

experimentos, así como las condiciones de PCR se encuentran detallados en la tabla 20. 

Gen/secuencia 
diana de la RNP 

Secuencia de los primers usados (0.8 µM/rxn) 
Programa de PCR 

T (ºC) Tiempos Ciclos 

Pten Fwd 
Rev 

TTATCTTTTTACCACAGTTGCAC 
GTGGTTGTATCCACTTAGTGTA 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 30’’ 

45 55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

p53 
Fwd 
Rev 

CCATGCTAAGCAAGTGTTGG 
CCCTAAGCCCAAGAGGAAAC 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 30’’ 

45 55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

Fbxw7 
Fwd 
Rev 

TTAAATACATCTGGGGCAAGC 
TCCGCTTACATCTGGCTTCT 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 30’’ 
45 

 
55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

loxP 
Fwd 
Rev 

TGGTTATTGTGCTGTCTCATC 
GTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 

95 ºC 2’ 1 

95 ºC 30’’ 
45 

 
55 ºC 30’’ 

72 ºC 1’20’’ 

72 ºC 7’ 1 

Tabla 20: Protocolo de PCR para la amplificación de fragmentos de ADN que contengan la región de corte 
de las diversas RNP para su secuenciación NGS de amplicones. Se especifica la secuencia de los cebadores 
(primers), el programa de PCR. Fwd; primer forward. Rev; primer reverse. 

 

Los fragmentos de PCR se purifican y limpian utilizando el kit NZYGelpure (NZYTech) siguiendo el 

protocolo propuesto por la compañía. De esta forma eliminamos los restos de ADN genómico, 

dNTPs, polimerasa y sales de los fragmentos de PCR de interés.  Posteriormente se realiza una 

cuantificación con el espectrofotómetro NanoDrop™ de dichos fragmentos. Y se mandan a 

secuenciar estos fragmentos al servicio GENEWIZ de la empresa AZENTA Life Science. 

ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

Los datos obtenidos de la secuenciación de amplicones, en formato FASTQ, fueron analizados 

empleando dos softwares gratuitos, la herramienta Cas-Analyzer de CRISPR RGEN y el software 

CRISPResso2. Ambos programas son didácticos y de fácil uso. Ambos programas en primer lugar 

anillan las secuencias introducidas en el formato FASTQ con una secuencia de referencia que se le 

ha de proporcionar al programa (ha de ser la secuencia correspondiente al fragmento esperable en 

caso de no haber mutaciones). Así, introduciendo la secuencia del crRNA que se empleó para 

generar la RNP de cada experimento, los programas alinean los amplicones buscando deleciones, 

inserciones y sustituciones próximas a la región predicha de corte. En este trabajo por defecto, 

predeterminados por los programas, se analizan las modificaciones a 70 o 100 nucleótidos a cada 

lado del sitio de corte.  
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WHOLE-ORGAN IMAGING 

En el presente trabajo, se han realizado imágenes 3D de fragmentos uterinos enteros que habían 

sido modificados genéticamente in situ mediante la electroporación in vivo de la RNP CRISPR/Cas9. 

 ACLARADO TISULAR CUBIC (CUBIC CLEARING) 

Para ello, como las muestras uterinas analizadas provienen de ratones mT/mG electroporados con 

loxP-RNP con y sin la Pten-RNP. De manera natural (sin necesidad de realizar ninguna 

inmunofluorescencia del órgano completo), los tejidos expresan en todas sus células la proteína 

tdTomate membranaria, a excepción de aquellas donde se haya producido la actividad nucleasa de 

la loxP-RNP donde las células expresaran la EGFP membranaria. Al ser proteínas fluorescentes 

naturales (no fluorocromos sintéticos) para conservar su conformación natural y por tanto su 

fluorescencia se ha de realizar un aclarado tisular en condiciones acuosas. Esto, es porque las 

proteínas fluorescentes necesitan de la presencia de H2O para su correcta preservación estructural. 

Por ello, para este trabajo se ha realizado el clareamiento uterino basándose en el protocolo 

descrito previamente por Dr. Tainaka donde se usan reactivos hidrófilos (Tainaka et al., 2018). 

En primer lugar, se fijan los tejidos ligeramente en paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS (pH 7-7.4) 

durante 2-3 horas (más tiempo dependiendo del tamaño del tejido a analizar) a 4ºC, para conservar 

la estructura del tejido sin perder la fluorescencia. Una vez fijado, se realizan un lavado de los tejidos 

de 30 minutos con PBS. Estos tejidos son posteriormente embebidos en la solución de aclarado 

tisular CUBIC-L (Clear, Unobstructed Body Imaging Cocktails-deLipidation) formado por 10 wt% de 

N-Butyldiethanolamine (Tokyo Chemical Industry), 10 wt% de Tritón X-100 y 80 wt% H2O MilliQ. 

Esta mezcla producirá la delipidación y decoloración tisular. Se deja en agitación durante 7 días a 

37ºC, en este tiempo, a los 3-4 días de procesamiento se ha de sustituir el medio por CUBIC-L fresco. 

Trascurrido el tiempo de aclarado tisular se lavan los tejidos con PBS (3 lavados de 30 minutos cada 

uno). Tras el lavado de PBS el tejido se rehidrata y pierde claridad (color blanquecino), aun así, como 

se puede ver en la figura 35, el tejido queda incoloro y traslucido. Durante todo el proceso, es 

importante preservar las muestras de la luz al máximo, para conservar la fluorescencia al máximo. 
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Figura 35. Fotografía macroscópica de las secciones uterinas murinas antes y después del aclarado tisular. 
Se comparan úteros tras ser fijados con PFA al 4% durante 2 horas (izquierda), con úteros aclarados durante 
7 días con CUBIC-L y lavados durante una hora y media en PBS (derecha). El orden de colocación de los tejidos 
en un fragmento uterino cerrado y otro abierto longitudinalmente. Se puede ver que, aunque el útero en 
condiciones normales ya sea un tejido algo traslucido, una vez procesados estos tejidos pierden coloración y 
son más traslúcidos (sobre todo en aquellos tejidos abiertos).   

Una vez lavados los tejidos, estos son introducidos en una solución al 0,8% de agarosa con baja 

temperatura de gelificación (A9045, Sigma) en H2O MilliQ. Como se ilustra en la figura 36, se usa 

como molde para orientar el tejido en la posición adecuada para la visualización tridimensional una 

jeringuilla de 5 mL sin embolo (previamente cerrado con Parafilm el agujero donde iría la aguja). 

Así introduciendo el útero, con intervalos de frio y posicionamiento del tejido, se consigue encarar 

en la posición adecuada el tejido.  

 

Figura 36. Esquema del protocolo de la preparación del tejido uterino para la visualización de la 
fluorescencia en todo el tejido. Se detalla el aclarado del tejido con CUBIC-L, seguido del encaramiento del 
tejido en un bloque de agarosa al 0,8%, y de la incubación con CUBIC-R para el igualado de los índices 
refractivos entre el tejido y la agarosa. 

 

El siguiente paso consiste en igualar el índice refractivo (RI, Refractive index) entre la muestra y la 

agarosa que la embebe. Para ello, una vez solidificada la agarosa, se incluye el cilindro en una 

solución denominada CUBIC-R (Clear, Unobstructed Body Imaging Cocktails-RI-matching) al 50% en 

H2O MilliQ durante 3-4 horas a temperatura ambiente y en agitación suave. Ésta solución CUBIC 

está compuesta por 45 wt% de antipyrine (Tokyo Chemical Industry), 30 wt% de N-

methylnicotinamide (Tokyo Chemical Industry), 0.5 wt% de N-Butyldiethanolamine y 24.5 wt% de 

H2O MilliQ. Pasadas las 3-4 horas de incubación se sustituye la solución por CUBIC-R al 100% y se 

deja procesando durante 2-3 días a temperatura ambiente y en agitación suave. 
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Una vez trascurrido el tiempo de incubación, cuando los RI están igualados, se puede proceder a la 

visualización tridimensional de todo el tejido utilizando un ultramicroscopio de fluorescencia en 

lámina de luz (light-sheet microscopy) 

LIGHT-SHEET MICROSCOPY 

Para la visualización mesoscópica de los úteros electroporados con la RNP CRISPR/Cas9 se empleó 

la ultramicroscopia de fluorescencia en lámina de luz (light-sheet microscopy) basada en 

microscopia de dos fotones (two-photon microscopy), donde la muestra es excitada desde dos 

puntos opuestos enfrentados. Tal y como se muestra en la figura 37, el bloque de agarosa donde 

se encuentra retenido el tejido, se coloca en una cubeta de cristal de cuarzo y se sumerge en el 

mismo CUBIC-R que se usó para igualar los índices de refracción entre la agarosa y el tejido. Es 

importante que se exactamente el mismo ya que si se sustituye por uno nuevo el índice de 

refracción volverá a variar entre la agarosa, el tejido y el CUBIC-R, haciendo que la visualización no 

sea del todo óptima. 

El bloque de agarosa se coloca sobre un mecanismo imantado con ayuda de unos pines de 

entomólogo, el cual está compuesto por dos imanes multipolares, a uno a cada lado de la cubeta 

de cuarzo. Este mecanismo magnético permite la rotación de la muestra de manera remota con el 

fin de poder encararla de la mejor manera posible. 

La obtención de imágenes se realizó con aumentos de 7,2x (Figura 104) y 4,8x (Figura 112), con un 

tamaño de píxel respectivo XY = 0,902 y 0,677 µm, y con pasos Z de 2,5 µm. La anchura de la hoja 

de luz se ajustó para que fuera de 4,5 a 5 µm para la resolución axial. La fluorescencia de tdTomato 

se excitó con un láser de 561 nm, y se recogió con un filtro de paso de banda BP609/54, y la 

fluorescencia de GFP se indujo con una línea de 488 nm, recogida con un BP525/50 (filtros 

Semrock). 
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Figura 37. Principio de la ultramicroscopia de fluorescencia en lámina de luz. Donde se aprecia que el bloque 
de agarosa donde se encuentra retenido el fragmento uterino es excitado mediante microscopia de dos 
fotones (two-photon microscopy). El bloque de agarosa se encuentra en una cubeta de cristal de cuarzo y 
embebido en el mismo CUBIC-R que se usó para igualar los índices de refracción entre la agarosa y el tejido. 
Imagen basada en (Dodt et al., 2007). 

 

Las imágenes crudas se procesaron en primer lugar con la macro de código abierto MosaicExplorerJ  

que se ejecuta en Fiji para el ensamblaje de grandes mosaicos. El procesamiento de imágenes se 

realizó igualmente con Fiji. La segmentación de las lesiones GFP+ se realizó con una macro 

personalizada de ImageJ que, en resumen, permite i) generar regiones de interés (ROIs) utilizando 

una combinación de la herramienta Magic Wand y Lasso cada 10 planos, ii) interpolar entre esas 

ROIs, y iii) guardar las máscaras en formato tiff de 16bit para su posterior visualización. La 

visualización tridimensional se realizó con el visor gratuito Imaris Viewer (Bitplane, Oxford 

Instrument), incluyendo la representación de la superficie en el modo "Normal Shading". Imaris 9.1 

(Bitplane, Oxford Instrument) se utilizó únicamente para generar superficies suavizadas de las 

marcas de las lesiones y los vídeos suplementarios. 
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“No importa con la lentitud con la que 

avances siempre y cuando no te detengas” 

Confucio 
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1. ESTABLECIMIENTO DE MODELOS ANIMALES PARA EL 

ESTUDIO DEL PAPEL DE PTEN Y/O P53 EN EL 

DESARROLLO TUMORAL DEL ENDOMETRIO 

ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO MURINO PARA EL ESTUDIO DE NEOPLASIAS 

ENDOMETRIALES DE ORIGEN EPITELIAL INDUCIDAS POR LA PÉRDIDA DE PTEN Y/O P53 

GENERACIÓN DEL MODELO MURINO CON ABLACIÓN DE PTEN Y P53 EN LAS CÉLULAS EPITELIALES 

El carcinoma endometrial humano, un tipo tumoral de origen epitelial, de una manera histológica 

se divide en dos grupos: tipo I y tipo II. Los carcinomas endometrioides (o de tipo I) son los más 

frecuentes y representan el 85% de los canceres de endometrio, los carcinomas no endometrioides 

(o de tipo II) son menos frecuentes (entre un 15 y un 20% de los CE) pero son tumores mucho más 

agresivos (Bokhman, 1983; Matias-Guiu and Davidson, 2014). La mutación por excelencia en el 

primer grupo es PTEN (Mutter et al., 2000), mientras que en el segundo lo son las mutaciones en 

P53 (H Tashiro et al., 1997; Sherman et al., 1995). El carcinoma endometrioide endometrial se 

divide en tres grados arquitectónicos, en el de peor pronóstico, el de grado 3, coexisten mutaciones 

tanto de PTEN como de p53 (Lax et al., 2000). 

Así, el primer objetivo de este trabajo fue obtener un modelo inducible que nos permitiera estudiar 

el papel de PTEN y P53 en el proceso tumoral de las células epiteliales del endometrio. Nos 

interesaba un modelo inducible, para poder así controlar el momento de la ablación génica de 

ambos genes.  El laboratorio disponía del ratón knock-out de Pten inducible por tamoxifeno 

(Cre:ERT; PTENf/f) (Mirantes et al., 2013a) que expresa de forma constitutiva una proteína de fusión 

(Cre:ERT) entre la recombinasa Cre y el receptor  de estrógenos, modificado para que responda al 

tamoxifeno pero no a los estrógenos endógenos del animal. (Explicado con mayor claridad en el 

apartado de Materiales y métodos). De esta manera se generó un modelo murino Cre:ERT; PTENf/f; 

P53f/f a partir de este ratón inducible y otro modelo que presentaba las secuencias loxP insertadas 

en los intrones 1 y 10 del gen Trp53 (P53floxed/floxed, P53f/f) (Jonkers et al., 2001; Marino et al., 2000). 

Por lo tanto, cuando se estimula el sistema Cre con tamoxifeno, se producirá la ausencia total de la 

proteína PTEN y/o la proteína p53 en las células epiteliales del endometrio. Como se puede ver en 

la figura 38, se siguió un protocolo de tres cruces, utilizando como fundadores los ratones con 

genotipos Cre:ERT+/-; PTENf/f y P53f/f. De esta manera obtuvimos ratones con el genotipo deseado 

Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f, ratones donde con perdida bialélica de Pten pero monoalélica de Trp53 

(Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+), sus controles Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ donde solo se altera la expresión 

de Pten, y Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f que se usaron como control sin alteraciones. Para conseguir 

ratones con el mismo fondo genético (background) que perdieran solamente la expresión del gen 
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Trp53 se realizaron cruces entre las F1 hasta dar con la colonia Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f y su control 

Cre:ERT-/-; PTEN+/+;  P53f/f. 

 

 

Figura 38: Estrategia de cría para la generación de modelos murinos Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f (double knock-
out, dKo), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (Pten knock-out, PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f (Trp53 knock-out, 
p53KO).   

 

LA INYECCIÓN DE TAMOXIFENO INDUCE LA PÉRDIDA DE PTEN Y P53 EN LOS RATONES CRE:ERT+/-; 

PTENF/F; P53F/F 

Tras establecer las colonias y obtener animales con los genotipos de interés, el siguiente paso fue 

comprobar la pérdida de expresión en el endometrio de los genes de interés en nuestro modelo al 

inducir la ablación genética mediada por tamoxifeno.  

 

Figura 39. Diseño experimental para el análisis de los animales de la colonia Cre PTEN p53. De manera 
resumida, los ratones de todos los genotipos reciben una única dosis de Tamoxifeno vía intraperitoneal entre 
las 5-7 semanas de vida. Los animales son sacrificados tras una monitorización exhaustiva hasta que requieren 
de eutanasia post-tratamiento.  

 

Así, tras seguir el modelo experimental que se muestra en la figura 39, a las 6 semanas tras la 

administración de la monodosis de tamoxifeno (0,5mg/raton), mediante una prueba 

inmnuohistoquímica se observa una bajada en la expresión de la proteína PTEN en los animales 

Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f con respecto a los animales que no presentan 

alteraciones en este gen (Figura 40).  No conseguimos ningún anticuerpo para la detección 

inmunohistoquímica de p53 murino. 
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Figura 40. La inyección de tamoxifeno induce la pérdida de PTEN y de p53 de forma eficiente en un patrón 
mosaico. Imágenes representativas de la inmnuohistoquímica de PTEN de endometrios Cre:ERT-/-; PTENf/f; 
P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f 6 semanas después del 
tratamiento con Tamoxifeno, obtenidas a 10x..   

 
 

LA PÉRDIDA DE PTEN EN EL EPITELIO ENDOMETRIAL EN EL MODELO CRE:ERT
 PROVOCA EL DESARROLLO 

DE HIPERPLASIAS Y ADENOCARCINOMAS IN SITU DE MANERA EFICIENTE Y RÁPIDA 

INDEPENDIENTEMENTE DE P53. 

En primer lugar, evaluamos las consecuencias de la pérdida de Pten y p53 en el endometrio. Para 

ello se administró tamoxifeno a hembras de 5 semanas de edad y se estableció tres franjas 

temporales en las cuales fueron sacrificadas: 1-2 semanas, 3-4 semanas y 5-6 semanas post-

inyección. En todos los casos se llevó a cabo un estudio patológico mediante tinción de 

hematoxilina/eosina (H&E). Como se puede observar en la figura 41, en las primeras dos semanas 

tras la activación del sistema, no se detectó ningún tipo de anomalía histológica ni morfológica. No 

obstante, estas anomalías se hicieron presentes con el transcurso de las semanas. En el segundo 

periodo temporal, a partir de la tercera semana, un 30% de los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, 

Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f desarrollaron hiperplasias complejas, mientras 

que alrededor de un 50-55% de los ratones presentaban hiperplasia con atipia compleja y 

adenocarcinomas endometriales in situ, también denominados EIN (del inglés, endometrial 

intraepithelial neoplasia). Finalmente, a partir de la 5 semana, casi la totalidad de los ratones que 

había sufrido la ablación de Pten presentaban adenocarcinomas de bajo grado en el endometrio de 

una manera independiente a la pérdida o no de la expresión de p53. Así, las diferencias histológicas 

observadas entre los genotipos experimentales que presentaban alteraciones en la expresión de 

Pten no fueron estadísticamente significativas en ninguno de los grupos de estudio. Si bien se 

intentó extender el estudio más tiempo, no fue posible, ya que la totalidad de los animales que 

presentaban ablación de Pten o Pten y p53 requirieron eutanasia a las 8 y 6 semanas tras la 

administración de tamoxifeno respectivamente. Entre los signos de la enfermedad predominan 

dificultades respiratorias severas, letargo y anorexia.  
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Figura 41. La pérdida monoalélica y bialélica de p53 en los tumores epiteliales endometriales deficientes 
de PTEN no incrementan ni acelera la progresión tumoral en el modelo Cre:ERT+/- . (A) Imágenes 
ejemplificativas de la tinción con hematoxilina-eosina de las distintas lesiones encontradas en los úteros de 
los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53f/f a las distintas semanas tras la administración con tamoxifeno. Imágenes a 20x. Barras de 100µm (B) 
Cuantificación de las lesiones diagnosticadas en los úteros de los ratones a cada franja temporal tras la 
administración de tamoxifeno. No se observan diferencias estadísticas según el análisis de Xi2. NIE; Neoplasia 
Intraepitelial Endometrial. 

 

Además, mediante la tinción con Ki-67, se demostró que las lesiones presentes en el endometrio 

de los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f 

presentaban el mismo nivel de expresión del marcador de proliferación  a las 6 semanas tras la 

ablación génica, y que por tanto , a este periodo temporal, la ausencia de p53 no ejercía ningún 

efecto en la proliferación de estos tumores. 
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Figura 41. La falta de p53 no induce un efecto pro-proliferativo en los tumores endometriales deficientes 
de PTEN a las 6 semanas de deleción génica. (A) Imágenes representativas de la tinción con Ki-67 de los 
tumores endometriales de ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53f/f (20x). (B) Cuantificación de la tinción de Ki-67. Los datos provienen de n=6 animales por cada grupo y 
los valores se expresan como la media ± s.e.m. No se observan diferencias según el análisis t-test. 

 

LA PÉRDIDA DE P53 EN EL MODELO CRE:ERT
 EN EL EPITELIO ENDOMETRIAL DE ENDOMETRIO NORMALES 

Y ATRÓFICOS NO PROVOCA ALTERACIONES HISTOLÓGICAS ENDOMETRIALES PATOLÓGICAS  

Sorprendentemente, y contrariamente a lo esperado, los ratones knock-out para p53, la principal 

mutación en los CE de tipo II (H Tashiro et al., 1997), no presentaron ninguna alteración patológica 

en ninguno de los tramos temporales marcados (figura 41). En este caso, se prolongó el estudio 

hasta transcurridas 70 semanas tras la inyección intraperitoneal del tamoxifeno. Dado que el CE de 

tipo II se da en mujeres postmenopáusicas (Talwar et al., 2021), como se muestra en la figura 42, 

se quiso mimetizar el endometrio atrófico mediante la extirpación de los dos ovarios en las ratonas 

antes o después de la administración del tamoxifeno (0,5mg/ratón). En ninguno de los casos, tras 

un estudio histopatológico de los endometrios de 6 ratonas de cada grupo, se observó desarrollo 

de ninguna patología endometrial, más allá de una cierta atrofia endometrial debida a la 

ovariectomía independientemente de la alteración o no de la expresión de p53. 
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Figura 42. La pérdida exclusiva de p53 en el epitelio endometrial no genera lesiones endometriales. (A) 
Diseño experimental para el análisis de la ablación de p53 en endometrios atróficos y no atróficos. (B) Imagen  
macroscópica representativa de los endometrios de las ratonas no ovariectomizadas (No OV+TAM) y 
ovariectomizados pre (OV+TAM) y post tamoxifeno (TAM+OV) independientemente del genotipo (C) 
Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E) de los endometrios de ratonas Cre:ERT-

/-; PTENf/f; P53f/f , Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f tras 70 semanas de la administración de tamoxifeno (TAM) 
habiendo sido extirpados (OV) o no (No OV) sus ovarios de manera quirúrgica antes (OV+TAM) o después 
(TAM+OV) de la inyección del fármaco. Imágenes a 4x y 10x. (n=6/grupo) 
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LOS ANIMALES QUE PRESENTAN ABLACIÓN DE P53 Y PTEN PRESENTAN UNA PEOR PROGNOSIS QUE EN 

LOS QUE SOLO SE ALTERA LA EXPRESIÓN DE PTEN. 

El siguiente paso en nuestro estudio fue la evaluación de la supervivencia de los distintos genotipos 

tras la activación del sistema recombinasa. Para ello, se administró tamoxifeno a hembras de 5-7 

semanas de edad y se estableció un seguimiento diario del estado de los animales. A pesar de que 

se ha demostrado que el fondo genético de los ratones afecta al desarrollo de los tumores inducidos 

por la pérdida de Pten (Freeman et al., 2006), al igual que en el modelo de la colonia Cre:ERT+/-; 

PTENf/f descrito en (Mirantes et al., 2013a), el grueso de los animales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, que 

solo presentan ablación en Pten, requieren eutanasia entre las 6 y las 8 semanas después de la 

administración de tamoxifeno. Así mismo, en el caso de los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f y 

Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ tras la monitorización exhaustiva de su estado de salud, se observó que 

requerían eutanasia aparentemente antes que el resto de grupos estudiados (Figura 43). Utilizando 

el test de Log-rank (Mantel-Cox) para analizar la supervivencia solo aparece significancia entre el 

grupo Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y no con respecto al grupo Cre:ERT+/-; 

PTENf/f; P53f/f (aunque exista la misma tendencia) puesto que uno de los ratones que se presentará 

más adelante sobrevivió hasta la semana 10 tras la ablación de Pten y p53 (si se eliminaba este 

ratón la diferencia entre estos grupos sí que era significativa). Por otro lado, los ratones Cre:ERT+/-; 

PTEN+/+; P53f/f y Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f no requirieron eutanasia en ningún momento y fueron 

sacrificados al cabo de 15 semanas tras la determinación de conclusión del experimento (Figura 

43). 

 

Figura 43.  Los animales que presentan ablación de p53 y Pten presentan una peor prognosis que en los 
que solo se altera la expresión de Pten. Representación gráfica Kaplan-Meier mostrando la supervivencia de 
los animales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ 

(PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO).  Solo entre el grupo f/+ y PTENKO 
existe una p-value<0.01. Estadística realizada con el test de Log-rank (Mantel-Cox). 
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LA INYECCIÓN DE TAMOXIFENO INDUCE RECOMBINACIÓN EN DIVERSOS TEJIDOS EPITELIALES Y NO 

EPITELIALES. 

Como se explica en la introducción, el modelo murino Cre:ERT presenta actividad recombinasa tras 

la administración de tamoxifeno fuera del epitelio endometrial, como por ejemplo las células 

foliculares de la tiroides (Mirantes et al., 2013a). Así, al igual que en la colonia  Cre:ERT+/-; PTENf/f de 

este estudio, en nuestro caso, tal y como se observa en la figura 44, a las 5-6 semanas tras la 

activación del sistema recombinasa, el 100% de los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ desarrollaron 

tiromegalia e hiperplasias foliculares nodulares en la tiroides, al igual que lo hicieron los ratones de 

los grupos Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f. En ninguno de los casos se observó 

carcinomas con invasión de la cápsula, aunque si se percibió un aumento significativo en el peso de 

las tiroides en aquellos casos donde además de la expresión de Pten, se modificaba la expresión de 

p53.  

No obstante, es importante destacar que el efecto de la ausencia exclusiva de p53 en las tiroides 

en los animales que conservaban la expresión de Pten no desencadenaron ningún tipo de patología 

tiroidea, ya en el grupo Cre:ERT+/-; PTEN+/+; P53f/f no se detectaron diferencias macroscópicas ni 

histológicas en comparación con el grupo sin alteraciones. 

 

Figura 44. La pérdida monoalélica y bialélica de p53 incrementa el peso de la tiroides, pero no agrava la 
patología debida a la pérdida de Pten. (A) Imagen macroscópica de la comparación del tamaño entre tiroides 
de los animales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ 

(PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO) a las 5-6 semanas tras la 
administración de tamoxifeno. (B) Cuantificación de la evaluación de las lesiones diagnosticadas entre los 5 
genotipos experimentales. No se observan diferencias estadísticas según el análisis de Xi2. En cada columna 
se indica el número de ratones usados en dicho grupo (C) Cuantificación del peso de la tiroides a las 5-6 
semanas de la inyección con tamoxifeno, indicando un aumento significativo debido a la alteración de la 
expresión de p53 en ratones knock-out para Pten. En cada columna se indica el número de ratones usados en 
dicho grupo (**p-value<0,01 obtenido mediante Xi2). (D) Imágenes representativas de la tinción con 
hematoxilina-eosina (H-E) de las tiroides de los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  
P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53f/f(dKO) a las 5-6 semanas tras la ablación génica (4x y 10x). 
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Por otro lado, como se describe anteriormente, la inyección de tamoxifeno el modelo murino 

Cre:ERT mT/mGf/f revelo la actividad recombinasa de forma ubicua en numerosos tejidos (Mirantes 

et al., 2013a). Así, además del endometrio y la tiroides, la activación del sistema de recombinación 

se da en células epiteliales en otros tejidos como pulmón, colon, hígado y riñón, pero no en células 

estromales de los mismos, ni en órganos linfoides como lo son la medula ósea, el bazo y ganglios. 

De igual manera que en este estudio, como se presenta en las figuras 44-46, la deleción de Pten, 

salvo en la tiroides y colon, en otros órganos no generó neoplasias o alteraciones histopatológicas 

de otro tipo en ninguno de ellos a las 5-6 semanas tras la administración de tamoxifeno. En cambio, 

los modelos Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f, donde además de la modificación 

de la expresión de Pten se alteraba la expresión del supresor tumoral Trp53 presentaron 

alteraciones histopatológicas en el resto de tejidos, posibles causantes del motivo del adelanto de 

requerimiento de la eutanasia (Figura 43). Así, como se muestra en la figura 45 estos dos grupos 

desencadenaron a nivel de hígado hepatomegalias y displasias en los hepatocitos, con hipertrofia 

celular (aumento celular), pleomorfismos nucleares y células multinucleadas, adenomas 

colorrectales (presencia de pólipos en el colon) e hiperplasia en la médula de la glándula suprarrenal 

(no mostrado en la imagen). 
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Figura 45. La pérdida monoalélica y bialélica de p53 induce lesiones en el hígado y colon en ratones knock-
out para Pten (A) Comparación del tamaño entre los hígados de los animales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ 

(PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO) a las 5-6 semanas tras la 
administración de tamoxifeno. (B) Cuantificación de la evaluación de las lesiones diagnosticadas entre los 5 
genotipos experimentales. (****p-value<0,0001 obtenido mediante Xi2). En cada columna se indica el 
número de ratones usados en dicho grupo. (C) Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-
eosina (H-E) de los hígados de los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). Imágenes 
a 4x y a 10x. (D) Imágenes macroscópicas de los cólones de ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; 
PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53f/f(dKO). Las flechas señalan las zonas donde se observan lesiones en los ratones PTENKO, f/+ y dKO. (E) 
Cuantificación del número de ratones que presentan lesiones en el colon de cada grupo (****p-value<0,0001 
obtenido mediante Xi2). En cada columna se indica el número de ratones usados en dicho grupo. (F) Imágenes 
representativas de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E) de colon de los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f 
(WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). Imágenes a 4x y a 10x. 

 

 

Además, posiblemente debido al cambio del fondo genético de nuestro modelo, contrariamente a 

lo que ocurría en el modelo original, en los dos grupos donde se modula la expresión de Pten y p53, 

la expresión de ambos genes se veía alterada también en el tejido hematopoyético, 

desencadenando entorno al 70% esplenomegalia y linfomas primario de alto grado en el bazo. Lo 

que conlleva a linfomas clonales de células hematopoyéticas infiltrantes en los riñones, hígados, 

pulmones en muchos de los casos estudiados (Figura 46). 
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Figura 46. La pérdida monoalélica y bialélica de p53 induce lesiones en el tejido hematopoyético en ratones 
knock-out para Pten (A) Imagen macroscópica de la comparación de tamaño de los bazos de los animales 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO) a las 5-6 
semanas tras la administración de tamoxifeno. (B) Cuantificación de la evaluación de las lesiones 
diagnosticadas entre los 5 genotipos experimentales. (****p-value<0,0001 obtenido mediante Xi2). En cada 
columna se indica el número de ratones usados en dicho grupo. (C) Imágenes representativas de la tinción 
con hematoxilina-eosina (H-E) de los bazos de los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  
P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53f/f(dKO). Imágenes a 4x y a 10x. (D) Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E) 
de los animales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f que presentan infiltraciones de las células 
hematopoyéticas en riñón (izquierda), pulmón (medio) e hígado (derecha). Imágenes a 4x y a 10x. 
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LA PÉRDIDA DE PTEN Y P53 EN EL EPITELIO ENDOMETRIAL EN EL MODELO CRE:ERT
 GENERÓ UN CASO 

DE CARCINOMA ENDOMETRIAL ENDOMETRIOIDE DE ALTO GRADO INVASIVO. 

Con todo, como se muestra en la figura 43 uno de los ratones estudiados del grupo Cre:ERT+/-; 

PTENf/f; P53f/f presento en grado menor las patologías alienas al endometrio presentadas en el 

apartado anterior. Por consiguiente, este ratón superó en varias semanas la esperanza de vida de 

sus compañeros de grupo. A pesar de ser un solo caso, y no ser significativo a nivel estadístico, su 

significancia a nivel histológico sí que lo es, puesto que, al realizarse un análisis patológico del 

endometrio de este animal, se vio que presentaba una arquitectura más agresiva, 

correspondiéndose a un CEE de grado 3, caracterizada por una atipia nuclear, nucléolos marcados 

y una elevada actividad mitótica. En este sentido, tal y como se observa en la figura 47A, se 

identificaron mediante el estudio patológico empleando tinciones de H&E una serie de zonas donde 

las células epiteliales tumorales parecían estar invadiendo los vasos sanguíneos, hecho que tiene 

sentido debido a la mayor agresividad de los CEE de grado 3 con respecto a los de menor grado. 

Además, para asegurarnos de la procedencia de estas células y de su localización dentro del vaso 

sanguíneo, mediante una tinción con un marcador nuclear de las células endoteliales conocido 

como ERG (del inglés, ETS-related gene) y con una tinción del receptor de estrógenos (ER, del inglés 

estrogen receptor) que marca las células epiteliales endometriales, se demostró que este ratón 

presentaba una lesión angioinvasiva en el endometrio (Figura 47B), fenómeno de la progresión 

tumoral que no se encontró en ningún otro  ratón estudiado. 
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Figura 47. La falta de Pten y p53 induce la angioinvasión del carcinoma endometrial de alto grado. (A) 
Imágenes representativas de la tinción de H-E del ratón Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f que presento un grado mayor 
de complejidad de adenocarcinoma endometrial con focos de invasión endotelial (señaladas con flechas 
blancas) (Imágenes a 4x, amplificaciones a 10x y 20x). (B) El estudio inmunohistoquímico con ERG y ER 
corroboró que las células se encontraban dentro de vasos sanguíneos y eran parte del componente epitelial 
del endometrio (20x).  

 

LA DELECIÓN IN VITRO DE PTEN Y/O P53 EN CULTIVOS TRIDIMENSIONALES DE LAS CÉLULAS EPITELIALES 

ENDOMETRIALES MUESTRA UN FENOTIPO MÁS AGRESIVO EN LAS CÉLULAS DEFICIENTES PARA 

PTEN Y P53  

Después de demostrar in vivo que si pudiéramos prescindir  del resto de patologías no uterinas, los 

ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f, podían llegar a desarrollar un nivel de progresión tumoral mayor 

que los Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, se quiso comprobar si podíamos observar este fenotipo más 

agresivo en cultivos tridimensionales generados a partir de células epiteliales de ratones Cre:ERT-/-; 

PTENf/f; P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f. 
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En primer lugar, para comprobar nuestra hipótesis, estudiamos el efecto de la pérdida de expresión 

de Pten y/o p53 en el tamaño glandular de cultivos tridimensionales generados a partir de células 

epiteliales de ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ 

y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f. Así, mediante la medición del perímetro glandular de los cultivos 

generados a partir de los 4 genotipos, como se muestra en la figura 48 se concluyó que la perdida 

de p53 en las glándulas deficientes también para PTEN desencadenaba un aumento en la medida 

glandular con respecto a aquellas en las que solo se producía la deleción en el segundo gen. 

 

Figura 48.  La falta de Pten y p53 induce un aumento en el tamaño glandular y en el número de células que 
incorporan BrdU en los cultivos tridimensionales. (A) Imágenes representativas de contraste de fase de 
cultivos 3D de células epiteliales endometriales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  
P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). Barras: 100µm.  (B) 
Medidas de los perímetros glandulares en µm de los 4 genotipos. Los datos provienen de n=3 experimentos 
independientes. Las barras de error representan la media ±  s.e.m. ****p<0.0001, según el test de 
comparación múltiple Bonferroni (C) Imágenes representativas de la inmunofluorescencia de BrdU en 
cultivos tridimensionales de células epiteliales de los 4 genotipos (12 horas de incorporación de BrdU) Barras: 
50µm.  (D)Cuantificación del número de células positivas para la inmunofluorescencia de BrdU por glándula. 
Los datos provienen de tres experimentos independientes y los valores se expresan como la media ±  s.e.m. 
p*<0.05, análisis one-way ANOVA, seguido de un test de comparación múltiple Tukey. 

 

A raíz de este descubrimiento, se analizó más en detalle las glándulas obtenidas en cada genotipo 

y se vio que un 23% de las glándulas de la condición Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f presentaban un 

fenotipo más invasivo que el resto de condiciones. Así pues, en mayor medida algunas glándulas 

donde se delecionaba  Pten y p53 presentaban glándulas con invadopodios, como se puede ver en 

la figura 49 donde se muestran algunas de estas glándulas con células con protuberancias asociadas 

con la degradación de la matriz extracelular en la invasividad del cáncer y la metástasis (Augoff et 

al., 2020). 
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Figura 49.  La falta de Pten y p53 induce la formación de invadopodios en los cultivos tridimensionales de 
células epiteliales endometriales. (A) Imágenes representativas de contraste de fase de cultivos 3D de células 
epiteliales endometriales knock-out para Pten (izquierda) y knock-out para Pten y p53 (derecha) donde se 
marcan con flechas negras los invadopodios que surgen de las mismas. Abajo, aumento de las glándulas 
donde se puede apreciar una protuberancia invadiendo la matriz extracelular (Matrigel) en la condición doble 
knock-out. Barras: 100µm. (B) Cuantificación del número de glándulas que presentan invadopodios en los 
cultivos 3D de células epiteliales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; 
PTENf/f; P53+/+ (PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). Los datos provienen de n=3 experimentos 
independientes donde se contaron alrededor de 100 glándulas por genotipo. ****p<0.0001, según el test 
exacto de Fisher con estándares corregidos.  (C) Imágenes representativas de contraste de fase de cultivos 
3D de células epiteliales endometriales knock-out para Pten y p53 donde se aprecian varios casos de 
invadopodios. Barras: 100µm. (D) Imágenes representativas de la tinción de inmunofluorescencia contra 
faloidina (rojo) de cultivos 3D PTENKO y dKO. Los núcleos se marcaron con Hoecht (azul). Barras de 50µm. 

 

Para demostrar que estas protuberancias encontradas en los cultivos tridimensionales KO para Pten 

y p53 eran realmente invadopodios, se llevó a cabo la tinción contra vimentina y citoqueratina de 

estos cultivos comparándolos con otros PTENKO. Como se observa en la figura 50, a pesar de no 

observarse una disminución llamativa de la citoqueratina entre genotipos, notablemente los 

cultivos 3D generados con células dKO presentaban mayor marcaje de Vimentina, destacando en 

mayor medida en aquellas zonas donde aparecían los invadopodios.  



 

 

157 RESULTADOS 

 

Figura 50.  La falta de p53 en cultivos tridimensionales deficientes de PTEN induce la formación de 
invadopodios que expresan un marcaje positivo para vimentina. (A) Imágenes representativas de la 
inmunofluorescencia contra vimentina (verde), citoqueratina (rojo) de cultivos 3D de células epiteliales 
endometriales provenientes de ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). 
Los núcleos se marcaron con Hoechst (azul).  Barras de 25µm. 

 

Para desentrañar las diferencias a nivel transcriptómico entre los cultivos 3D de células epiteliales 

PTENKO y dKO, realizamos 3 experimentos independientes y extrajimos RNA total de estos cultivos 

una vez éstos estaban bien establecidos. Este RNA fue mandado a secuenciar al Centro de 



 

 

158 RESULTADOS 

Regulación Genómica (CRG) de Barcelona. Una vez obtenidos los valores de expresión de cada 

muestra, se introdujeron los datos en la aplicación GSEA, que nos permite realizar un análisis global 

y preciso a gran escala de los datos recogidos en este tipo de experimentos. De este análisis 

bioinformático obtuvimos un interesante número de “hallmarks” que se correlacionaban de 

manera significativa con las dos condiciones introducidas. De manera llamativa, como se muestra 

en la figura 51, el primero de los marcadores que presentaba una mayor expresión en la condición 

dKO fue Epithelial-Mesenchimal-Transition (EMT). Para comprobar el resultado del RNA-seq, 

mediante la técnica de RT-qPCR, analizamos algunos de los marcadores típicos de EMT como son la 

vimentina, la MMP2, Snai1 y Zeb1 en cultivos tridimensionales WT, PTENKO, P53KO y dKO, de los 

que concluimos que la pérdida de p53 era la que de manera significativa hacía que se expresaran 

marcadores mesenquimales en un background tumoral deficiente de Pten. 

 

Figura 51.  El análisis transcriptómico de los cultivos tridimensionales PTENKO y dKO revela un aumento en 
la expresión génica de genes relacionados con EMT en los ratones knock-out para ambos genes. (A) El 
análisis transcriptomico fue realizado mediante la introducción de los datos del RNASeq en la aplicación Gene 
Set Enrichment Analysis (GSEA) obtenidos mediante la secuenciación de ARN de tres experimentos 
independientes de muestras de cultivos 3D de células epiteliales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO) y 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). (B) Análisis por RT-qPCR de la expresión de mRNA de la vimentina, 
metaloproteinasas de la matriz extracelular 2 (MMP2), Snai1 y ZEB1 en cultivos 3D de células epiteliales de 
endometrio de ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53+/+ (PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO). Los valores se obtienen a partir de una n=2 de un pull de 
células de 3 ratones por n (preparación de mRNA independiente) y las diferencias estadísticas entre la 
condición PTENKO y dKO se representan como ±s.e.m. **p<0.001, ***p<0.0001, según el análisis t-test. 
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ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO MURINO IN VIVO PARA EL ESTUDIO DE 

NEOPLASIAS INDUCIDAS POR LA PÉRDIDA DE PTEN Y/O P53 DE MANERA ESPECÍFICA EN EL 

ENDOMETRIO. 

Una vez analizado el método clásico de inyección intraperitoneal para realizar la administración del 

tamoxifeno, y alentados por la aparición de un caso donde la pérdida de Pten y p53 conducía a un 

fenotipo agresivo. Se procedió a realizar diferentes estrategias para inducir la ablación de los genes 

de interés de manera específica en las células epiteliales del endometrio, las más significativas de 

las estrategias empleadas se encuentran recogidas en los siguientes apartados. 

 LA INOCULACIÓN INTRAVAGINAL DE TAMOXIFENO INDUCE UNA BAJA PENETRANCIA EN LA ACTIVACIÓN 

DEL SISTEMA RECOMBINASA EN LAS CÉLULAS EPITELIALES ENDOMETRIALES QUE CONDUCEN A 

LESIONES ENDOMETRIALES 

De este modo, primeramente, se procedió con el cambio de táctica de suministración del 

tamoxifeno. En este sentido, se administraron 0.1 mg de tamoxifeno por animal diluidos en aceite 

de maíz o en alcohol puro. En todos los casos se siguió la estrategia experimental mostrada en la 

figura 52 para estudiar la ablación génica tras administrar el tamoxifeno vía inoculación vaginal. 

 

Figura 52. Diseño experimental para el análisis de los animales de la colonia Cre PTEN p53. (A) De manera 
resumida, los ratones de todos los genotipos reciben una única dosis de Tamoxifeno vía intravaginal entre las 
5-7 semanas de vida. Los animales son sacrificados tras una monitorización exhaustiva hasta que requieren 
de eutanasia post-tratamiento. (B) Imagen reprentativa de la inoculación del tamoxifeno vía vaginal. 

 

Seis semanas después, una parte de los ratones fue sacrificada para comprobar el estado 

histopatológico de los tejidos de dichos animales. Este método de administración del tamoxifeno, 

reducía notablemente el grado de las lesiones patológicas en los animales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ 

y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f a nivel de todos los órganos. Como ejemplo, en la figura 53, se puede 
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apreciar la disminución tanto de tamaño como de gravedad de la lesión en la tiroides de los ratones 

donde la administración de tamoxifeno se había realizado de manera intravaginal con respecto a 

los tratados de manera intraperitoneal. 

 

 

Figura 53. La administración de tamoxifeno por inoculación intravaginal reduce la incidencia de 
malignidades en los tejidos, como es el caso de la tiroides. Imágenes representativas de la tinción con 
hematoxilina-eosina (H-E) de la tiroides de los ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+, 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f con ambos métodos de administración de tamoxifeno. 
Imágenes a 4x. 

 

Después se realizó una evaluación histopatológica endometrial. En ella, se observó que la 

penetrancia del fenotipo tumoral a través de esta vía se reducía significativamente, ya que como 

se muestra la figura 54, solo un grupo reducido de ratones en los tres grupos donde se delecionaba 

Pten y de manera independiente de la ablación de p53, presentaban lesiones en el endometrio de 

una manera más tardía que en la estrategia de inyección intraperitoneal, ya que estas solo se 

comprendían de hiperplasias simples. Además, no todos los endometrios presentaban lesiones. 

Si bien se trató de extender el estudio en el resto de animales, para tratar de dar tiempo al 

transcurso del avance tumoral en aquellos animales donde se hubiera producido la ablación génica, 

no se vieron cambios remarcables en el fenotipo del tumor al dejar envejecer los ratones de todos 

los grupos hasta las 17 semanas post inyección, ya que apenas unos ratones presentaban neoplasias 

intraepiteliales endometriales (Figura 54). De este modo, concluimos que, en nuestro modelo, la 

actividad de la Cre no era del todo efectiva al administrar el tamoxifeno vía vaginal. 
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Figura 54. La administración de tamoxifeno por inoculación intravaginal reduce la penetrancia de la 
ablación génica en el endometrio de ratones Cre:ERT y la aparición de las lesiones. (A) Cuantificación de la 
evaluación de las lesiones endometriales diagnosticadas entre los animales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f (WT), 
Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f(P53KO) , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO), Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/+(f/+) y 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f(dKO) al inocular el tamoxifeno vía vaginal (sumatorio de los grupos del tamoxifeno 
diluido en etanol (EtOH) y en aceite de maíz). No se observan diferencias significativas según el análisis de 
Xi2. (B) Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina de los endometrios dKO tratados con 
tamoxifeno (TAM) diluido en EtOH y aceite de maíz donde se aprecian las hiperplasias endometriales 
(señaladas con flechas amarillas) a las 6 semanas del tratamiento (4x y 10x). (C) Cuantificación de la 
evaluación de las lesiones endometriales diagnosticadas entre los 5 genotipos a las 12 semanas de la 
inoculación del TAM (sumatorio de los grupos del tamoxifeno diluido en etanol (EtOH) y en aceite de maíz). 
No se observan diferencias significativas según el análisis de Xi2. (D) Imágenes representativas de la tinción 
contra PTEN de los tumores endometriales de ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f  a las 12 semanas de la 
inoculación del TAM donde se aprecia la presencia de  neoplasias intraepiteliales endometriales (EIN, del 
inglés endometrial intraepithelial neoplasias)(20x). 

 

Por otra parte, al analizar histológicamente los pulmones de los animales dKO a las 12 semanas de 

la inoculación del tamoxifeno, mediante un análisis inmunohistoquímico del factor de transcripción 

1 de tiroides (TTF1, del inglés thyroid transcription factor-1), un marcador común de los tumores 

de pulmón, se vio que este método de administración del tamoxifeno resulto efectivo en la 

generación de neoplasias pulmonares deficientes para Pten y p53 (Figura 55), ya que aunque la 

actividad Cre presentaba recombinación en el epitelio bronqueolar en el modelo original (Mirantes 

et al., 2013a) debido al resto de patologías que sufren tras la inyección del tamoxifeno, era 

imposible alcanzar el tiempo necesario para el surgimiento de nódulos tumorales en el pulmón. 
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Este tipo de lesiones no se estudiaron en mayor profundidad puesto que no estaban relacionadas 

con el tema principal que acomete esta tesis. 

 

Figura 55. La administración de tamoxifeno por inoculación intravaginal permite la generación de lesiones 
tumorales en los pulmones deficientes de Pten y p53. (A) Imágenes macroscópicas de dos de los casos donde 
los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f presentaban lesiones tumorales al pulmón. (B) Imágenes representativas 
de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E), E-Cadherina, PTEN y TTF1 de una de las lesiones al pulmón de los 
ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f (4x y 20X). 

 

GENERACIÓN DE UN MODELO MURINO CON DELECIÓN ESPECÍFICA EN EL ENDOMETRIO MEDIANTE EL 

USO DE UN MODELO HÍBRIDO DE EXPLANTES EX VIVO-IN VIVO CON FRAGMENTOS DE ÚTEROS 

Estudios previos a nuestro trabajo han demostrado la poca viabilidad del uso de explantes ex vivo 

de endometrios (Schäfer et al., 2011; Stavreus-Evers et al., 2003). Aun así, estos modelos han sido 

utilizado para la valoración farmacológica en tumores endometriales (Dolcet et al., 2006; Sales et 

al., 2010, 2007). 

Por este motivo, el siguiente objetivo del trabajo fue generar un modelo in vivo en que se 

implantaran de manera subcutánea explantes de endometrios sanos y tumorales en ratones 

inmunodeprimidos para así conseguir la deleción especifica en el tejido de interés. Así a partir de 

ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f , Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+   sin y con administración previa de 

tamoxifeno se procedió a la extracción de los correspondientes endometrios con y sin 

modificaciones génicas respectivamente (Figura 29). Una vez seccionados y trasplantados de 

manera no ortotópica en ratonas inmunodeprimidas SCID (Severe Combined Immune Deficient) 

(Figura 56A), a la semana de la intervención, se procedió a la administración intraperitoneal de 

tamoxifeno en aquellos animales donde se habían introducido explantes procedentes de ratones 

donde no se había inducido aun la ablación génica (Figura 29). Tal y como se muestra en la figura 

56B, en los ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+   tras 2-3 semanas de la administración intraperitoneal 
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de tamoxifeno (a la semana del xenotrasplante del fragmento del endometrio), se inducia de 

manera correcta la perdida de Pten de manera mosaica en las células epiteliales del endometrio, 

llegándose a detectar hiperplasias leves en algunos de los endometrios analizados. Asimismo, es 

importante remarcar que con el transcurso de las semanas, de manera independiente del genotipo 

y de la estrategia de administración del tamoxifeno, tal y como como se puede  apreciar en la figuras 

56C y 56D,  entre la semana 8 y la 12 de la operación, los explantes endometriales injertados 

comenzaron a degenerar, y  aunque tras el análisis histológico de los mismos aun presentaban 

núcleos tumorales, el grueso de las células tumorales así como de las normales acabaron por 

degradarse y desaparecer. 

En conjunto, estos resultados permiten concluir que este modelo hibrido ex vivo-in vivo con 

explantes no permite el estudio a largo plazo de la progresión tumoral para el cual había sido 

generado. 
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Figura 56. Modelo híbrido ex vivo-in vivo para la deleción génica específica en el endometrio. (A) Imagen 
de uno de las ratonas inmunodeprimidas SCID donde se puede apreciar un explantes endometrial a cada 
flanco del ratón de manera subcutánea (señalados con flechas blancas) (B) Imágenes representativas de la 
tinción con hematoxilina-eosina (H-E) y PTEN de los explantes Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f, Cre:ERT+/-; PTENf/f; 
P53+/+  entre las dos y las tres semanas tras la ablación de Pten en los ratones SCID. Imágenes a 4x y 20x. (C) 
Imágenes macroscópicas representativas de los explantes endometriales donde se puede apreciar la 
vascularización de los explantes y la degradación de los mismos a la semana 8-12 tras la operación (D) 
Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E) de los explantes endometriales a las 3, 
8 y 12 semanas de la operación donde se puede apreciar la degradación tisular de los mismos con el trascurso 
del tiempo tras la operación. Imágenes a 4x y ampliaciones a 10x. 

 

GENERACIÓN DEL MODELO MURINO CON DELECIÓN ESPECÍFICA EN EL ENDOMETRIO MEDIANTE EL USO 

DE LA PROTEÍNA DE FUSIÓN TAT-CRE 

Algunos trabajos en la literatura describen el péptido de penetración celular TAT (del inglés, Trans-

Activator of Transcription) como un buen modelo para facilitar la introducción de la recombinasa 

Cre en modelos in vivo para la edición génica (Jo et al., 2001; Kang et al., 2018; Ozguldez et al., 

2020; Sgolastra et al., 2018; Xu et al., 2008), aunque no existen modelos que empleen esta proteína 

de fusión para la generación y estudio de la carcinogénesis. Por ello, de manera paralela a los 

experimentos explicados con anterioridad, con el mismo objetivo de obtener un modelo in vivo en 

el cual la actividad recombinasa solo se diera en el tejido endometrial, decidimos emplear la 

proteína quimérica recombinante TAT-Cre para editar de manera específica las células epiteliales 

endometriales. 

La TAT-Cre recombinante induce de manera correcta la edición génica in vivo e in vitro 

Así, primeramente, se quiso investigar si el uso de la TAT-Cre era útil para el estudio a posteriori en 

nuestro modelo de cáncer. Con esta finalidad, se probó in vitro e in vivo la efectividad de la proteína 

TAT-Cre comercial (Millipore) en fibroblastos obtenidos a partir de orejas de ratones mT/mGf/f y en 

endometrios de estos mismos ratones, mediante la administración intravaginal de esta. Como se 

muestra en la figura 57, tras la administración de la recombinasa, en ambos casos se consiguió 

obtener células donde se había producido la recombinación y por tanto expresaban la proteína 

verde GFP. 
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Figura 57. La proteína recombinante comercial TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vitro e in vivo. 

(A) Esquema de la estructura de la TAT-Cre recombinasa comercial. Donde se muestra la etiqueta de 
polihistidina (H6) en el dominio N-terminal, el péptido de translocación derivado del HIV_TAT (TAT), 
la secuencia de localización nuclear (NLS, del inglés nuclear localization sequence) y la proteína Cre. (B) 
Imágenes representativas de fibroblastos extraídos de orejas de ratón mT/mGf/f a los 2 días de ser tratados o 
no con TAT-Cre comercial. Donde se observa la actividad recombinasa (células verdes, GFP) o no (células 
rojas, tdTomato) (10x) (C) Imágenes representativas de un endometrio a los 5 días tras la administración 
intravaginal con TAT-Cre comercial donde se aprecia un elevado número de células positivas para GFP en el 
interior del útero de la ratona.  

 

A continuación, valorando los resultados obtenidos con la TAT-Cre comercial, nos incitaron a 

diseñar y generar un plásmido que expresará el péptido de penetración celular TAT seguido de la 

recombinasa Cre, para producir de manera casera la recombinasa. Seguidamente, explicación y 

figuras en mayor detalle en el apartado de Materiales y Métodos, con este plásmido se 

transformaron bacterias competentes BL21(DE3) a las cuales se indujo la sobrexpresión de la 

proteína recombinante TAT-Cre. Tras purificar esta proteína quimérica, se testo in vitro e in vivo 

mediante el sistema doble reportero mT/mG.  

Para ello, en primer lugar, se realizó in vitro una prueba de la actividad recombinasa de nuestra 

proteína quimérica recombinante. Así, se utilizó el plásmido pCA-mT/mG (Addgene #26123), un 

plásmido que presenta la secuencia tdTomato flanqueada por secuencias loxP, seguido del gene de 
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la EGFP. Se resolvió el producto de la recombinación en un gel de agarosa y se vio que nuestra 

proteína presentaba al igual que la TAT-Cre comercial actividad recombinasa puesto que en las 

condiciones donde se añadieron tanto el plásmido como la proteína, se liberaba un fragmento 

correspondiente a la secuencia génica que está entre los dos sitios loxP. 

 

Figura 58. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vitro. (A) Esquema 
del ensayo in vitro para el análisis de la actividad recombinasa de la TAT-Cre mediante el empleo del plásmido 
pCA-mTmG. (B) Imagen del gel de agarosa donde se puede observar la correcta actividad de la TAT-Cre 
comercial y casera. 

 

Por otro lado, después de demostrar in vitro que la TAT-Cre presentaba actividad recombinasa, se 

inoculo la recombinasa TAT-Cre casera vía intrauterina en ratonas mT/mGf/f, como se muestra en 

la figura 59, a los 7 días de la administración proteica, una gran cantidad de células endometriales 

presentaban color verde, indicador de la presencia de la actividad recombinasa dentro de la célula. 
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Figura 59. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vivo. (A) Arriba, 
composición de imágenes a 4X de endometrios mT/mGf/f tras la administración intravaginal de vehículo (a) o 
de 1µg de TAT-Cre casera (b) tras 7 días de la inoculación. A la izquierda imágenes obtenidas de la 
fluorescencia roja (tdTomato) a la derecha imágenes obtenidas de la fluorescencia verde (GFP). Barra a 2mm. 
Abajo-izquierda, ampliaciones a 20x de la imagen b (zonas ampliadas marcadas por recuadros amarillos) 
donde se aprecian el marcaje membranoso en las células endometriales que presentan actividad 
recombinasa. Barra a 200µm. Abajo-derecha, ampliación a 40x de las imágenes c y d. Barra 100µm. (B) 
Imágenes representativas de cortes histológicos de los endometrios mT/mGf/f a los 7 días de inocular la TAT-
Cre casera donde se aprecia la existencia de células epiteliales endometriales que presentan fluorescencia 
verde.  Barra a 50µm. 

 

A raíz de los resultados obtenidos con la TAT-Cre casera, y viendo que su uso iba a ser de gran 

importancia para el laboratorio, se decido generar esta proteína a gran escala. Debido al coste de 
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material y la necesidad de instrumentos con los que no contábamos, este proceso de generación a 

gran escala fue transferido a un laboratorio alieno especializado en la producción de proteínas 

recombinantes. Así fue como obtuvimos TAT-Cre casera a una concentración de 17.6mg/mL.  

Para comenzar, evaluamos de nuevo la actividad recombinasa de esta proteína recombinante 

utilizando de nuevo el modelo doble reportero mT/mG. Así, en primer lugar, se estableció un cultivo 

de fibroblastos, obtenidos a partir de orejas y cola de ratón mT/mGf/f. Cuando obtuvimos un 

número adecuado de células, se trataron a con dosis crecientes de la TAT-Cre con el fin de encontrar 

una concentración óptima para el uso de la proteína recombinante in vitro. Así, tal y como se 

observa en la figura 60, a los 4 días tras la inducción in vitro de la actividad recombinasa, se observó 

que existía una correlación positiva entre el número de células que presentaban fluorescencia 

verde y las dosis crecientes de la TAT-Cre administrada. No obstante, la dosis más elevada provoco 

una alta tasa de mortalidad celular donde las células morían antes siquiera de expresar la GFP, bien 

debido a la toxicidad del vehículo donde la TAT-Cre se encuentra diluida, o bien a la propia 

concentración de TAT-Cre. Fue entonces cuando se determinó que la mejor dosis para inducir la 

ablación génica en este tipo de cultivos era la de 176µg/mL donde cerca del 70% de las células eran 

verdes, indicador de que habían adquirido la actividad recombinasa. 

Seguidamente, como comprobación adicional, se quiso testar la TAT-Cre casera en otros modelos 

celulares con los que de manera rutinaria se trabaja en el laboratorio como es el caso de los cultivos 

primarios murinos de células epiteliales de endometrio. Para ello se establecieron cultivos en 

monocapa y tridimensionales de células epiteliales endometriales provenientes de ratones 

mT/mGf/f.  

En el caso de los cultivos en monocapa, a las 24h del establecimiento del cultivo se procedió al 

tratamiento en dosis crecientes de la TAT-Cre casera. Los resultados obtenidos en este cultivo 

primario no distaban de los adquiridos en los cultivos de fibroblastos, ya que de igual manera se 

observó un paralelismo entre la dosis y el número de células verdes. De igual manera, en un primer 

lugar, la dosis de 176 µg/mL fue la elegida para este tipo de cultivos, ya que se vio que presentaba 

mejor eficiencia de actividad recombinasa sin mostrar signos de toxicidad. De igual manera a los 

ocurrido con los fibroblastos, como se muestra en la figura 61, la condición donde las células que 

fueron tratadas con la mayor dosis de TAT-Cre, a pesar de que esta vez sí que presentaban un alto 

grado de actividad recombinasa, igualmente, un alto porcentaje de estas células manifestaron un 

fenotipo senescente y una menor tasa de proliferación debido a la toxicidad del tratamiento. 
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Figura 60. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vitro en fibroblastos 
mT/mGf/f. (A) Imágenes representativas de fibroblastos extraídos de orejas de ratón mT/mGf/f a los 4 días de 
ser tratados o no (Ø) con TAT-Cre casera en dosis crecientes de 17,6µg/mL (D1), 35.2µg/mL (D2), 88µg/mL 
(D3), 176µg/mL (D4) y 352µg/mL (D5) Donde se observa la actividad recombinasa (células verdes, GFP) o no 
(células rojas, tdTomato) (20x). (B) Cuantificación de las células que presentaban fluorescencia verde o roja a 
los 4 días de la inducción de la recombinación génica a dosis crecientes (Ø, D1, D2, D3 y D4) de TAT-Cre casera. 
Los datos provienen de n=3 experimentos independientes. *p<0.5 ****p<0.0001, mediante un análisis one-
way ANOVA, seguido de un según el test de comparación múltiple de Bonferroni. 
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Figura 61. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vitro en cultivos 
primarios bidimensionales de células epiteliales de endometrio mT/mGf/f. (A) Imágenes representativas de 
cultivos 2D de células epiteliales endometriales de ratón mT/mGf/f a los 4 días de ser tratados o no (Ø) con 
TAT-Cre casera en dosis crecientes de 17,6µg/mL (D1), 35.2µg/mL (D2), 88µg/mL (D3), 176µg/mL (D4) y 
352µg/mL (D5) donde se observa la actividad recombinasa (células verdes, GFP) o no (células rojas, tdTomato) 
(20x). (B) Cuantificación de las células que presentaban fluorescencia verde o roja a los 4 días de la inducción 
de la recombinación génica a dosis crecientes (Ø, D1, D2, D3, D4 y D5) de TAT-Cre casera. Los datos provienen 
de n=3 experimentos independientes. *p<0.5 ****p<0.0001, mediante un análisis one-way ANOVA, seguido 
de un según el test de comparación múltiple de Bonferroni. 

En cambio, este problema de la viabilidad de las células a concentraciones altas de TAT-Cre, fue 

resuelto de manera satisfactoria al cambiar el medio a las 24h tras añadir la proteína recombinante. 

Como se muestra en la figura 62, a los 4 días tras la inducción de la actividad recombinasa en las 

células, estas, a una dosis de 352µg/mL, presentaba un alto grado de recombinación celular y, aun 

así, no mostraban una apariencia senescente ni problemas observables en relación a la 

proliferación. Por este motivo, a partir de este momento, siguiendo este protocolo, fue esta la dosis 

que se determinó como óptima para el uso en cultivos primarios de células epiteliales de 

endometrio. 
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Figura 62. El cambio de medio a las 24h de añadir la proteína recombinante casera TAT-Cre es necesario 
para mejorar la viabilidad de los cultivos primarios bidimensionales de células epiteliales de endometrio. 
(A) Imágenes representativas de cultivos 2D de células epiteliales endometriales de ratón mT/mGf/f a los 4 
días de ser tratados o no (Ø) con TAT-Cre casera en dosis de 88µg/mL (D2) y 352µg/mL (D5), realizando 
lavados con PBS1X y un cambio de medio a las 24h de inducir el cambio génico en las células. Se observa la 
actividad recombinasa (células verdes, GFP) o no (células rojas, tdTomato) Imágenes a 10x. Barras de 100µm. 
(B) Cuantificación de las células que presentaban fluorescencia verde o roja a los 4 días de la inducción de la 
recombinación génica a dosis crecientes (Ø, D2, D5) de TAT-Cre casera. Los datos provienen de n=3 
experimentos independientes. ****p<0.0001, mediante un análisis one-way ANOVA, seguido de un según el 
test de comparación múltiple de Bonferroni. 

Por otro lado, en el caso de los cultivos tridimensionales con células epiteliales endometriales de 

ratón mT/mGf/f, una vez estos adquirieron el tamaño adecuado, fueron tratados de igual manera 

que el resto de cultivos explicados con anterioridad.  Asimismo, a los 4 días de ser tratados, tal y 

como se muestra en la figura 63, se vio que también había una relación dosis/células verdes. 

Sorprendentemente, este modelo preciso de una mayor concentración de proteína quimérica para 

superar el 70% de células donde se había inducido la recombinación. Por consiguiente, se 

determinó que en este tipo cultivos, la dosis de 352µg/mL era la adecuada para la inducción de la 

deleción génica.  

Si bien se trató de aumentar la concentración de proteína administrada para alcanzar un porcentaje 

mayor de células con actividad recombinasa, esto no fue posible, ya que al probar varias dosis 

superiores a 352µg/mL, se vio una reducción en el número de células verdes por glándula (Imágenes 

no mostradas), y además estas presentaron un fenotipo apoptótico (figura 63C).   
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Figura 63. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vitro en cultivos 
primarios tridimensionales de células epiteliales de endometrio mT/mGf/f. (A) Imágenes representativas de 
cultivos 3D de células epiteliales endometriales de ratón mT/mGf/f a los 4 días de ser tratados o no (Ø) con 
TAT-Cre casera en dosis crecientes de 17,6µg/mL (D1), 35.2µg/mL (D2), 88µg/mL (D3), 176µg/mL (D4) y 
352µg/mL (D5) Donde se observa la actividad recombinasa (células verdes, GFP) o no (células rojas, 
tdTomato). Barras: 25µm. (B) Cuantificación de las células que presentaban fluorescencia verde o roja a los 4 
días de la inducción de la recombinación génica a dosis crecientes (Ø, D1, D2, D3, D4 y D5) de TAT-Cre casera. 
Los datos provienen de n=3 experimentos independientes. *p<0.5 ****p<0.0001, mediante un análisis one-
way ANOVA, seguido de un según el test de comparación múltiple de Bonferroni. (C) Imágenes 
representativas de contraste de fase de cultivos 3D de células epiteliales endometriales mT/mGf/f tratadas 
con 352µg/mL y 440µg/mL de TAT-Cre casera, donde se pueden ver las glándulas con fenotipo apoptótico en 
la condición de mayor concentración. Barras: 100µm. 

La TAT-Cre induce la ablación génica en epitelio y estroma endometrial in vivo 

Dado que la concentración de esta TAT-Cre era diferente a la que obtuvimos a pequeña escala, se 

quiso volver a comprobar que presentaba actividad in vivo.  

Por una parte, se volvió a introducir 10µL por rama uterina, vía intrauterina (i.u.), de la proteína 

recombinante a 8,8µg/µL en ratonas mT/mGf/f. Se sacrificio estas ratonas transcurridos 4 meses 

desde la operación. Gracias a una evaluación microscópica de los endometrios se vio que estos 

conservaban a los 4 meses zonas positivas para la fluorescencia verde, que a simple vista parecían 

seguir un patrón epitelial.  

Con el fin de analizar más en detalle estos ratones, se realizó un estudio inmunohistoquímico de los 

endometrios a los 4 meses de inducirse la ablación génica. De esta manera, se apreció que algo que 
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pasaba inadvertido la analizar microscópicamente la fluorescencia de los animales se hacía evidente 

al teñir con GFP cortes histológicos de estos ratones. Esto era que la penetrancia de la proteína 

dentro del endometrio era tal que no solo las células epiteliales endometriales sufrían la ablación 

génica, sino que está, también se daba en las células del estroma endometrial y en las células 

musculares del miometrio próximas a la región donde se realizaba la inyección intrauterina.  

La administración de la TAT-Cre no hico que la expresión de la GFP fuera generalizada en todo el 

tejido, sino que generó tejidos mosaico, en los cuales, había una mezcla de células epiteliales (en 

su mayoría), estromales y musculares que habían adquirido en el momento de la administración 

intrauterina la actividad recombinasa, con otras que no habían sufrido ningún tipo de ablación 

génica. Este mosaicismo fue observado en todos los animales sacrificados a los 4 meses de la 

operación. 

 

Figura 64. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vivo en 

endometrios de ratonas mT/mGf/f. (A) Esquema de la administración intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera 

por rama uterina en los ratones mT/mGf/f. (B) Derecha, composición de imágenes obtenidas de la 

fluorescencia roja (tdTomato) y verde (GFP) a 4X de endometrios mT/mGf/f tras la administración intravaginal 
de 88µg de TAT-Cre casera tras 4 meses de la inoculación. Barra a 2mm. Izquierda, ampliaciones a 20x de las 
zonas ampliadas marcadas por recuadros amarillos donde se aprecian el marcaje membranoso en las células 
endometriales que presentan actividad recombinasa. (C) Imágenes representativas de la tinción contra GFP 
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de los cortes histológicos de los endometrios mT/mGf/f a los 4 meses de inyectar la TAT-Cre casera, donde se 
aprecia la existencia de células epiteliales endometriales (izquierda), células estromales endometriales y 
células miometriales (derecha) que presentan marcaje positivo contra GFP.  Imágenes a 10X. 

 

 La TAT-Cre induce la ablación de Pten y p53 tanto in vitro como in vivo 

El siguiente paso en nuestro estudio, fue comprobar si este sistema de deleción específica en el 

endometrio tenía validez para la deleción de nuestros genes de interés: Pten y p53. Par ello, de 

igual manera que en las ratonas mT/mG f/f, se realizaron cultivos en monocapa de células epiteliales 

de endometrio de ratones que presentaban floxeados ambos, únicamente uno, o ninguno de los 

dos genes. Como se puede comprobar en la figura 65, en los casos donde algunos de los genes 

estaban flanqueados por secuencia loxP, al analizar la expresión proteica de las células epiteliales 

una vez administradas con TAT-Cre, el nivel de proteína del gen o genes floxeados se veía reducido. 

No fue así en las células que no presentaban ninguna secuencia génica bajo la influencia de la 

actividad recombinasa. 

 

Figura 65. Las células epiteliales endometriales con genes flanqueados por secuencias loxP ven reducida la 
expresión proteica de dichos genes. Evaluación de la expresión de PTEN y p53 a partir de lisados de cultivos 
de células epiteliales endometriales de ratones (A) Pten+/+; p53+/+, (B) Ptenf/f; p53+/+, (C) Pten+/+; p53f/f, (D) 
Ptenf/f; p53f/f a las 72 horas de ser tratadas o no con 352µg/mL de TAT-Cre (incubación de 24h). Como control 
de carga se emplea la β-actina. 

Por otro lado, se administró TAT-Cre a hembras Ptenf/f las cuales fueron sacrificadas a la 1 y a las 3 

semanas post-inyección. En todos los casos se realizó un estudio histopatológico de los 

endometrios empleando tinciones inmunohistoquímicas contra PTEN. Los animales analizados en 

el primer periodo temporal, mostraron un patrón mosaico de glándulas normales donde algunas 

de ellas a pesar de haber perdido la expresión de PTEN, no se detectaba ningún tipo de anomalía 

histológica ni morfológica (Figura 66A).   
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Durante la segunda etapa, el mosaicismo observado a la semana de la inyección se conservó en 

todos los animales. De este modo, las glándulas deficientes de PTEN convivían con glándulas que 

mantenían la expresión de este gen. Además, el 100% de los animales mostraron indicios de 

patologías endometriales, con hiperplasias epiteliales y adenocarcinomas endometriales in situ 

constituidos por células epiteliales carentes de PTEN. Aún más, al igual que ocurría en el ratón 

mT/mGf/f, estos animales presentaron zonas donde se observaba una disminución de los niveles de 

PTEN en el estroma endometrial (Figura 66B).  

Todos estos resultados obtenidos, nos llevaron a concluir que este modelo de deleción génica 

especifica de tejido, mediante el uso de la proteína recombinante TAT-Cre, podría ser útil para el 

estudio de la progresión tumoral debida a la ablación de los genes de interés, en nuestro caso, Pten 

y/o p53. 

 

Figura 66. La proteína recombinante casera TAT-Cre presenta actividad recombinasa in vivo en 
endometrios de ratonas Ptenf/f.  (A) Imagen representativa de la tinción contra PTEN de los cortes 
histológicos de los endometrios Ptenf/f a la semana de inyectar la TAT-Cre casera donde se puede apreciar 
glándulas donde se ha inducido la pérdida de expresión de PTEN. (10x) (B) Imágenes representativas de la 
tinción contra PTEN de los cortes histológicos de los endometrios Ptenf/f; p53+/+ a las 3 semanas de inyectar 
la TAT-Cre casera donde se puede apreciar alguna lesión patológica de células epiteliales endometriales 
deficientes para PTEN y regiones de estroma epitelial carentes de expresión de PTEN (señaladas con flechas 
negras) (20x). 

 

  La pérdida de p53 potencia la carcinogénesis en el útero de las células deficientes de 

PTEN en el modelo TAT-Cre 

Una vez analizada la eficiencia de la TAT-Cre para inducir la actividad recombinasa en las células 

epiteliales endometriales, procedimos con la administración de la proteína de fusión en cuatro 

grupos de ratones: Pten+/+; p53+/+ (sin modificaciones génicas, Ø o wildtype), Pten+/+; p53f/f (p53KO), 

Ptenf/f; p53+/+ (PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO). El fin de este estudio era poder sobrepasar la vida 

media de los ratones Cre:ERT inducidos por tamoxifeno y así poder estudiar en mayor detalle 

ratones que presentaran únicamente patologías en el útero y no en el resto de tejidos. 

Así, cuatro meses tras la inducción de la actividad recombinasa en los úteros de las ratonas de los 

4 grupos, se identificaron a simple vista que la totalidad de los ratones pertenecientes al grupo 

donde se había producido la deleción génica de Pten y p53 presentaba abultamiento abdominal y, 
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al observarlos con mayor detenimiento, entorno al 80% de las ratonas mostraron sangrado vaginal, 

dos de las sintomatologías comunes de las patologías tumorales en los úteros (La Sociedad 

Americana Contra El Cancer ). 

 

 

 

Figura 67. La administración intrauterina de la TAT-Cre desencadena sintomatología de tumores uterinos 
en los ratones con pérdida bialélica de Pten y p53. (A) Esquema de la administración intrauterina de 88µg 
de TAT-Cre casera por rama uterina en los ratones Pten+/+; p53+/+ (sin modificaciones génicas, Ø o wildtype), 
Pten+/+; p53f/f (p53KO), Ptenf/f; p53+/+ (PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO) (B) Imágenes ilustrativas representativas 
del sangrado vaginal y abultamiento abdominal en los ratones dKO a los 4 meses tras la inyección intrauterina 
de la TAT-Cre. 

 

Seguidamente, se procedió al disecado de estos animales, donde macroscópicamente se 

identificaron una serie de lesiones fácilmente visibles en la totalidad de los úteros de las ratonas 

Ptenf/f; p53f/f. 



 

 

177 RESULTADOS 

 



 

 

178 RESULTADOS 

Figura 68. La administración intrauterina de la TAT-Cre induce la aparición de tumores uterinos en los 
ratones con pérdida bialélica de Pten y p53 en comparación con el resto de ratones. (A) Imágenes 
representativas de las vísceras de la región peritoneal en los ratones Pten+/+; p53+/+, Pten+/+; p53f/f, Ptenf/f; 
p53+/+ y Ptenf/f; p53f/f a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina. 
Se puede observar los tumores uterinos en los ratones Ptenf/f; p53f/f. Las flechas remarcan las lesiones 
observadas. (B) Imágenes de la región peritoneal de algunos de los ratones Ptenf/f; p53f/f a los 4 meses tras la 
inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina donde se señalan con flechas las regiones 
tumorales abdominales. (C)  Imágenes macroscópicas de los úteros de ratones Pten+/+; p53+/+, Pten+/+; p53f/f, 
Ptenf/f; p53+/+ y Ptenf/f; p53f/f a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama 
uterina. 

Además, se observó que este nuevo modelo condicional de deleción génica inducible y específica 

de tejido, solo generaba la ablación génica de manera localizada en el útero. Así, en todos los 

ratones que tenían los genes de interés flanqueados por secuencias loxP, ningún ratón presento 

macroscópicamente ningún tipo de alteración en ningún otro tejido. De tal forma, como se muestra 

a modo de ejemplificación en la figura 69, se puede apreciar la disminución del tamaño de la lesión 

en la tiroides en los ratones dKO. 

 

Figura 69. La administración intrauterina de la TAT-Cre reduce la incidencia de malignidades en los tejidos, 
como es el caso de la tiroides. Imagen representativa de la comparación de las tiroides de ratonas Cre:ERT 
Ptenf/f; p53f/f tratadas intraperitonealmente (I.P.) (5 semanas) o no con 0,5mg de tamoxifeno (TAM), y de 
ratonas Ptenf/f; p53f/f  a los 4 meses tras la inyección intrauterina (I.U.) de 88µg de TAT-Cre casera por rama 
uterina. 

A continuación, después de la evaluación macroscópica, se incluyeron en parafina los úteros de los 

ratones para su posterior análisis. Tal como se muestra en la figura 70, el 100% de las ratonas Ptenf/f; 

p53f/f fueron diagnosticados de adenocarcinomas endometriales endometrioides, siendo un 93% 

de alto grado. No obstante, en los ratones Ptenf/f; p53+/+, a pesar de presentar un fenotipo con una 

mayor progresión tumoral del alcanzado al generar la ablación génica con tamoxifeno, la gran 

mayoría de animales de este genotipo, concretamente un 69%, presentaron una histología de 

adenocarcinoma endometrial endometrioide de bajo grado, el 23%, de neoplasia intraepitelial 

endometrial, y un 8%, de hiperplasia simple. Por el contrario, en los casos de los ratones Pten+/+; 

p53+/+ y Pten+/+; p53f/f, trascurridos los 4 meses de la administración con la TAT-Cre ninguno de los 

animales de estos dos grupos presentó una histología patológica en las células epiteliales del 

endometrio.  
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Figura 70.  La pérdida bialélica de p53 incrementa la incidencia y la agresividad de los tumores epiteliales 
inducidos por la pérdida de Pten. (A) Imágenes representativas de la tinción con H-E de endometrio de 
ratones Pten+/+; p53+/+ (Ø), Pten+/+; p53f/f (p53KO), Ptenf/f; p53+/+ (PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO) a los 4 meses 
tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina. Imágenes a 0.5x y a 20X. Barras de 
2mm y 50µm respectivamente. (B) Cuantificación de las lesiones diagnosticadas en el endometrio para cada 
grupo de animales. ****p<0.0001, según el test de Xi2, seguido de un test exacto de Fisher. NIE (Neoplasia 
Intraepitelial Endometrial), CEE-1 (Carcinoma Endometrial Endometrioide de grado 1), CEE-3 (Carcinoma 
Endometrial Endometrioide de grado 3). 

 

Además, un 64% de los animales Ptenf/f; p53f/f, no solo presentaban un mayor grado de carcinoma 

endometrial, sino que este presentaba invasión miometrial. En algunos de los casos, estos 

endometrios incluso presentaban necrosis tumoral, una de las características distintivas de los 

tumores agresivos en cáncer de endometrio (Bredholt et al., 2015). A la figura 71, se muestran H-E 

de algunos de los CEE de grado 3 en las regiones donde las células epiteliales se encuentran 

invadiendo el miometrio. 
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Figura 71.  La pérdida de Pten y p53 en las células endometriales desencadena en lesiones tumorales que 
presentan un fenotipo de invasión miometrial. (A) Ejemplificación de la tinción con H-E de endometrios 
diagnosticados de invasión miometrial en los ratones Ptenf/f; p53f/f tras 4 meses de la administración 
intrauterina de la TAT-Cre. Imágenes a 2x y amplificación a 20x, barras de 500µm y 50µm respectivamente. 
La flecha negra señala la zona necrótica en uno de los casos. (B) Cuantificación de los endometrios que fueron 
diagnosticados de invasión miometrial en ratonas Pten+/+; p53+/+ (Ø), Pten+/+; p53f/f (p53KO), Ptenf/f; p53+/+ 

(PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO) a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por 
rama uterina. ****p<0.0001, mediante un test exacto de Fisher. CEE, Carcinoma endometrial endometrioide; 
i.m., invasión miometrial.  

 

Para corroborar que estas células que invadían el miometrio eran epiteliales, gracias a la 

inmunohistoquímica contra PTEN y citoqueratina 8 (KRT8 o CK8), una queratina presente en el 

endometrio sano y tumoral (Kabukcuoglu et al., 2010; Wonodirekso et al., 1993), se comprobó que 

estas células que traspasaban los límites del miometrio, eran epiteliales. 
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Figura 72.  Las células endometriales que presentan un fenotipo de invasión miometrial son epiteliales. 
Imágenes representativas de la tinción inmunohistoquímica (IHC) contra hematoxilina-eosina (H-E), PTEN y 
citoqueratina 8 (CK8) de los cortes histológicos de los endometrios Ptenf/f; p53+/+ a los 4 meses tras la 
inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina, en las regiones del tejido donde se 
observó componente celular invadiendo el miometrio uterino a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 
88µg de TAT-Cre casera por rama uterina. Imágenes a 5x y a 20x. Barras de 200µm y 50µm respectivamente. 

Aunque los tejidos fueron analizados mediante técnicas histológicas de inmunodetección para 

CD31 y D2-40, marcadores de células endoteliales de vasos sanguíneos y linfáticos, no fuimos 

capaces de detectar ninguna célula tumoral en proceso de invasión linfovascular. (Imágenes de 

inmunohistoquímica no mostradas) 

  El modelo TAT-Cre permite la generación de sarcomas uterinos deficientes para PTEN y 

p53. 

Como se ha comentado con anterioridad, la TAT-Cre introducida de manera intrauterina no inducia 

la actividad recombinasa de manera específica en las células epiteliales del endometrio, sino que 

también desencadenaba la modificación génica en el resto de componentes tisulares del útero, 

tanto en el miometrio como en el estroma endometrial (Figura 66).  

Por este motivo, al analizar las protuberancias observadas macroscópicamente en los animales 

Ptenf/f; p53f/f en la figura 68C, al examinar histológicamente estos bultos, se determinó que estos 

animales, además de los adenocarcinomas de alto grado, presentaban lesiones uterinas derivadas 

de componentes no epiteliales, es decir, sarcomas uterinos. Estos tumores, tal y como se puede 

observar en las imágenes de la figura 73, seguían un patrón celular heterogéneo. 
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Figura 73.  La deleción de Pten y p53 en células estromales y miometriales desencadenan la aparición de 
sarcomas uterinos. (A) Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina de algunas de las 
protuberancias uterinas de los ratones Ptenf/f; p53+/+ a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de 
TAT-Cre casera por rama uterina. Imágenes a 4x. Barra de 200µm. (B) Cuantificación del número de ratones 
que presentaron lesiones tumorales de tipo sarcoma uterino en ratonas Pten+/+; p53+/+ (Ø), Pten+/+; p53f/f 
(p53KO), Ptenf/f; p53+/+ (PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO) a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg 
de TAT-Cre casera por rama uterina. ****p<0.0001, mediante un test exacto de Fisher. 

 

Tanto es así, que como se muestra en las figuras 74 y 75, al realizar un análisis inmunohistoquímico 

de estos tejidos se evidenció que estos tumores estaban conformados por una variada mezcla de 

diversos tipos de sarcomas, lo que complico su diagnóstico final, puesto que resulto imposible la 

determinación de un único tipo de sarcoma uterino (leiomiosarcoma uterino, sarcoma de estroma 
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endometrial,…) De esta forma, estos tumores presentaron zonas con diversos grados de positividad 

en el marcaje así como regiones negativas para los distintos marcadores que se estudiaron: -actina 

de musculo liso, h-caldesmon, calretinina, CD10 y desmina.  

 

Figura 74.  Los sarcomas uterinos desarrollados por la deleción de Pten y p53 en células estromales y 
miometriales presentan un patrón heterogéneo para marcadores diferenciales entre los sarcomas. (A)  

Imágenes representativas de la tinción contra SMA (-actina de musculo liso, del inglés Smooth muscle -
actin) en los sarcomas uterinos de los ratones Ptenf/f; p53+/+  a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 
88µg de TAT-Cre casera por rama uterina, Imágenes a 4x y 20x. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 
(B) Imágenes representativas de la tinción contra h-CD (h-caldesmon) en los sarcomas uterinos de los ratones 
Ptenf/f; p53+/+ a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina, 
Imágenes a 4x y 20x. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 
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Figura 75.  Los sarcomas uterinos desarrollados por la deleción de Pten y p53 en células estromales y 
miometriales presentan un patrón heterogéneo para marcadores diferenciales entre los sarcomas. (A)  
Imágenes representativas de la tinción contra calretinina (CRT) en los sarcomas uterinos de los ratones Ptenf/f; 
p53+/+ a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina, Imágenes a 4x 
y 20x. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. (B) Imágenes representativas de la tinción contra CD10 
en los sarcomas uterinos de los ratones Ptenf/f; p53+/+ a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de 
TAT-Cre casera por rama uterina, Imágenes a 4x y 20x. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. (C) 
Imágenes representativas de la tinción contra desmina en los sarcomas uterinos de los ratones Ptenf/f; p53+/+ 

a los 4 meses tras la inyección intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina, Imágenes a 4x y 20x. 
Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 

 

 

Vale la pena destacar que, en algunas zonas de estos denominados sarcomas uterinos, se podían 

encontrar zonas que presentaban marcaje positivo para CK8 (epiteliales). Esto podía deberse a que 

en alguno de estos denominados sarcomas algunas de sus regiones sarcomatosas fueran parte del 

componente sarcomatoso de carcinosarcomas derivados de las células epiteliales de 

adenocarcinomas de alto grado. 
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Figura 76.  Las protuberancias tumorales uterinas presentaban regiones positivas para citoqueratina 8, un 
marcaje epitelial. Imagen representativa de la tinción inmunohistoquímica contra citoqueratina 8 (CK8). 
Imagen a 5x. Barra de 200µm.   

 

Entonces, nuestros resultados sugieren que este nuevo modelo generado a partir de la inducción 

de la deleción génica de manera condicional a través de la TAT-Cre administrada de manera 

intrauterina permite a la larga el estudio de sarcomas uterinos. 

  La administración de la proteína TAT-Cre de manera intravaginal conduce a la 

generación de carcinosarcomas uterinos deficientes para PTEN y p53. 

Con el objetivo de eliminar la variante donde se produce la deleción génica en las células musculares 

del miometrio, se suministró la proteína TAT-Cre de manera intravaginal. Para ello, de nuevo se 

introdujo en ratones Pten+/+; p53+/+, Pten+/+; p53f/f, Ptenf/f; p53+/+, y Ptenf/f; p53f/f 88 µg de TAT-Cre 

casera por rama uterina mediante esta nueva vía de administración. 

Así, tal y como se muestra en la figura 77, una vez transcurridos 3 semanas desde el día de la 

administración de la TAT-Cre, mediante un análisis inmunohistoquímico de uno de los ratones 

Ptenf/f; p53+/+, se evidenció que la pérdida de PTEN, en este modelo solo se daba siguiendo un 

patrón de mosaico, en el estroma y en las células epiteliales del endometrio.  

De forma análoga a lo ocurrido tras la inyección intrauterina, transcurridos 4 meses desde el día de 

la inducción de la ablación génica se procedió al sacrificio de los animales de los distintos grupos 

génicos. El análisis macroscópico de los úteros de estos roedores revelo que ninguno de los 

animales que habían sufrido deleción en ambos genes presentó abultamientos uterinos tan 

significativos como lo hacían cuando la proteína recombinante era introducida mediante la otra vía 

de administración. No obstante, como se muestra en la figura 78, ciertas zonas de los úteros dKO 

presentaron ensanchamientos llamativos a lo largo de sus ramas uterinas.  
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Figura 77. La administración intravaginal de la TAT-Cre desencadena la recombinación génica en estroma y 
epitelio endometrial. (A) Esquema de la administración intrauterina de 88µg de TAT-Cre casera por rama 
uterina en los ratones Pten+/+; p53+/+ (sin modificaciones génicas, Ø o wildtype), Pten+/+; p53f/f (p53KO), Ptenf/f; 
p53+/+ (PTENKO), y Ptenf/f; p53f/f (dKO). (B) Imágenes representativas de la tinción contra PTEN y citoqueratina 
8 (CK8) de los cortes histológicos de los endometrios Ptenf/f; p53+/+ a las 3 semanas de administrar 
intravaginalmente la TAT-Cre casera donde se puede células epiteliales endometriales deficientes para PTEN 
(positivas para CK8) y regiones de estroma epitelial carentes de expresión de PTEN (negativas para CK8). 
Imágenes a 10x. Barra de 100µm. 
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Figura 78. La pérdida de PTEN y p53 inducida por la administración intravaginal de la TAT-Cre desencadena 
la aparición de carcinomas endometriales de alto grado y carcinosarcomas. (A) Imágenes macroscópicas 
representativas de los úteros de ratones Pten+/+; p53+/+ (Ø), Pten+/+; p53f/f (p53KO), Ptenf/f; p53+/+ (PTENKO), y 
Ptenf/f; p53f/f (dKO) a los 4 meses tras la administración intravaginal de 88µg de TAT-Cre casera por rama 
uterina. Ampliación del uteo perteneciente a uno de los ratones dKo, donde se señalan con flechas blancas 
abultamientos uterinos observados de manera macroscópica. Barras de 1cm. (B) Imágenes representativas 
de la tinción con hematoxilina-eosina de los endometrios de ratones Ø (normal), P53KO (normal), PTENKO 
(NIE), dKO (carcinoma de alto grado). Imágenes a 20x. Barra de 100µm. (C) Cuantificación de las lesiones 
diagnosticadas en el endometrio para cada grupo de animales. ****p<0.0001, según el test de Xi2, seguido 
de un test exacto de Fisher. NIE (Neoplasia Intraepitelial Endometrial), CEE-1 (Carcinoma Endometrial 
Endometrioide de grado 1/de bajo grado), CEE-3 (Carcinoma Endometrial Endometrioide de grado 3/de alto 
grado), CSE (Carcinosarcoma Endometrial). 

El análisis histológico de estos úteros reveló la presencia de lesiones endometriales en todos los 

ratones de los grupos Ptenf/f; p53+/+ y Ptenf/f; p53f/f. De nuevo, ninguno de los animales 

pertenecientes a los grupos control ni P53KO mostro ningún signo de patología tumoral. En relación 

a las lesiones encontradas en los animales del grupo PTENKO, estas fueron diagnosticadas en su 

mayoría como neoplasias intraepiteliales endometriales y como carcinomas endometriales de bajo 

grado, donde las zonas tumorales aun presentaban un patrón cribiforme marcado. Por otro lado, 

los ratones Ptenf/f; p53f/f un 66% de los ratones presentaron regiones tumorales donde este patrón 

epitelial cribiforme había reducido hasta casi desparecer (tumor sólido), de ahí que el componte 
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tumoral fuera finalmente diagnosticado como carcinoma endometrial endometrioide de alto 

grado. Sorprendentemente, un 50% de estos animales, no solo presentaban regiones tumorales 

epiteliales, sino que además presentaron zonas un componente mixto de células mesenquimales 

tumorales y células epiteliales tumorales. Este hecho, hizo que algunos de los casos fuesen 

finalmente diagnosticados como carcinosarcoma endometrial. 

En la figura 79, se muestra uno de estos casos de carcinosarcomas endometriales donde se puede 

apreciar el patrón bifásico del tumor endometrial. Al analizar en mayor detalle el componente 

sarcomatoide de estos tumores se pudo observar que presentaban una elevada tasa mitótica 

(alguna de ellas mitosis explosivas), así como un marcado pleomorfismo nuclear.   

 

Figura 79. Los carcinosarcomas generados a partir de células endometriales deficientes para PTEN y p53 
presentan una alta tasa mitótica y una marcada pleomorfía nuclear. Imágenes representativas de la tinción 
con hematoxilina-eosina de uno de los carcinosarcomas generados a los 4 meses a partir de la deleción génica 
inducida por la administración intravaginal en ratones Ptenf/f; p53f/f (dKO) de 88µg de TAT-Cre casera por 
rama uterina. Imágenes a 4x, 10x y 20x. Barra de 200µm ,100µm y 100µm, respectivamente. Se señalan con 
flechas negras algunas de las mitosis encontradas en el componente sarcomatoide del carcinosarcoma 
endometrial. 

 

Tras observar los efectos de la actividad recombinasa en los úteros de los animales, se procedió al 

análisis patológico del resto de tejidos, de esta forma, se observó que 3 de los 9 ratones Ptenf/f; 

p53f/f a los que se les había administrado la TAT-Cre de manera intravaginal presentaban 

microlesiones de apariencia epitelial. Como se muestra en la figura 80, la determinación del tipo 

celular estos focos metastásicos fue determinado mediante inmunohistoquímica contra 

citoqueratina 8, de esta forma se confirmó que estas células eran de origen epitelial. 
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Posteriormente, con el fin de definir si el origen de estos nódulos pulmonares era el endometrio, 

se realizó una serie de tinciones contra ER y PAX8. La literatura existente, describe que en las 

metástasis endometriales el marcador del receptor de estrógenos puede perderse a pesar de que 

los tumores primarios sean positivos (nuclear) para este marcador (Bartosch et al., 2015). La 

inmunohistoquímica contra este receptor mostró un patrón heterogéneo, pero con presencia 

principal en las membranas plasmáticas. No obstante, estas lesiones presentaban un claro marcaje 

nuclear para PAX8, lo que finalmente nos hizo sugerir que estas micrometástasis pulmonares eran 

de origen endometrial (Tong et al., 2011).  
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Figura 80. La pérdida de PTEN y p53 inducida por la administración intravaginal de la TAT-Cre desencadena 
la aparición de micrometástasis pulmonar. (A) Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-
eosina de tres regiones pulmonares donde se pueden apreciar las micrometástasis generadas a los 4 meses 
a partir de la deleción génica inducida por la administración intravaginal en ratones Ptenf/f; p53f/f (dKO) de 
88µg de TAT-Cre casera por rama uterina. Imágenes a 4x y 20x. Barra de 200µm y 100µm, respectivamente. 
(B) Imágenes representativas de la tinción contra PTEN, citoqueratina 8 (CK8), receptor alfa de estrógenos 

(ER) y la proteína 8 de la caja emparejada (PAX8, del inglés Paired Box 8 protein) de las micrometástasis 
pulmonares generadas a los 4 meses a partir de la deleción génica inducida por la administración intravaginal 
en ratones Ptenf/f; p53f/f (dKO) de 88µg de TAT-Cre casera por rama uterina. Imágenes a 20x. Barras de 
100µm. 

 

En conjunto, estos resultados permiten concluir que la pérdida bialélica de p53 en tumores 

deficientes para Pten potencia el desarrollo de carcinomas endometrioides endometriales de 

mayor grado, y que el modelo inducible TAT-Cre administrado de manera intravaginal permite 

generar un nuevo modelo de carcinosarcomas endometriales, así como un modelo de metástasis 

endometriales.  

GENERACIÓN DE UN MODELO MURINO CON DELECIÓN ESPECÍFICA EN EL ENDOMETRIO MEDIANTE EL 

USO DE UN MODELO HÍBRIDO EX VIVO-IN VIVO CON CÉLULAS AISLADAS DE ENDOMETRIO 

A pesar de los resultados obtenidos con los explantes ex vivo-in vivo con fragmentos de endometrio, 

los resultados obtenidos en el ratón Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f que presento angioinvasión de las 

células epiteliales endometriales y en los ratones PTENf/f; P53f/f tratados con la TAT-Cre que 

desarrollaron carcinomas endometriales de alto grado y carcinosarcomas, nos incitaron a continuar 

probando los modelos híbridos ex vivo-in vivo de xenógrafos mediante la introducción de manera 

subcutánea de co-cultivos de células estromales y miometriales wild-type con células 

endometriales epiteliales que presentaran o no alteraciones en la expresión de Pten y/o p53. De 

esta manera, con este nuevo objetivo, se pretendía demostrar que el componente sarcomatoso de 

los carcinosarcomas encontrados los ratones PTENf/f; P53f/f en nuestro modelo TAT-Cre, se 

originaban a partir de la transdiferenciación epitelio-mesénquima de las células epiteliales de los 

carcinomas epiteliales endometriales, teoría actualmente aceptada en la mayoría de los casos, y no 

a partir del estroma que había sufrido también mutaciones en ambos genes.   

Para comenzar, siguiendo el esquema que se presenta en la figura 81 (explicado en mayor detalle 

en el apartado Materiales y Métodos), se extrajo por un lado, células estromales y miometriales de 

ratones C57BLACK/6J y por otro células epiteliales endometriales de ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; 

P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f, Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f a las cuales se 

les indujo in vivo la ablación génica mediante la administración con tamoxifeno. Así, una vez 

transcurridas 24h desde la ablación génica, se establecieron los cultivos bidimensionales de los 

diferentes tipos celulares uterinos de ratón. El día siguiente, como se muestra en la figura 81, se 
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procedió a la inyección subcutánea de los 4 tipos de células endometriales junto con células 

estromales y miometriales wild-type.  

 

Figura 81. Diseño experimental del modelo híbrido ex vivo-in vivo de xenógrafos de células uterinas con 
deleción específica en las células epiteliales endometriales. (A) Esquema resumen para la extracción y 
realización de cultivos de células estromales y miometriales de ratones C57BLACK/6J. (B) Esquema resumen 
para la extracción y realización de cultivos de células epiteliales endometriales Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f, 
Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f, Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f y la deleción génica in vivo en 
las mismas con tamoxifeno (TAM). (C) Esquema resumen para la inyección subcutánea de las distintas 
combinaciones celulares en ratonas inmunodeprimidas SCID y el sacrificio de las mismas a las 10 semanas 
tras la implantación celular. 

 

La deleción in vivo de los genes de interés nos permitió desencadenar la deleción génica 

únicamente en las células epiteliales del endometrio (Mirantes et al., 2013a). Aun así, para 

corroborar la actividad recombinasa en las células epiteliales se realizó un Western blot de lisados 

de una fracción de las células endometrial que fueron inyectadas, lo que permitió ver, como se 

muestra en la figura 82, que se había producido la correcta ablación génica en las mismas. 
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Figura 82. Las células epiteliales endometriales a partir de las cuales se realizaron xenógrafos de células 
uterinas habían sufrido la correcta ablación génica. Evaluación de la expresión de PTEN y p53 a partir de 
lisados de parte de las células epiteliales utilizadas para la generación de xenógrafos de células uterinas 
murinas. Como control de carga se emplea la GAPDH. 

 

Así, tras la inyección de manera subcutánea a la espalda de los ratones SCID, se monitorizo el 

crecimiento tumoral semanalmente (Figura 83A), hasta que los xenógrafos en el grupo Cre:ERT+/-; 

PTENf/f; P53f/f alcanzaron un tamaño superior a 1 cm3 habiendo transcurrido 10 semanas desde la 

inyección.  

Como se puede ver en la figura 83, todos los tumores establecidos con las diversas combinaciones 

de células uterinas, se implantaron de manera correcta y en todos ellos se produjo angiogénesis 

hacia los tumores celulares. Además, los tumores con células epiteliales endometriales deficientes 

de PTEN y p53 presentaban un mayor crecimiento tumoral y un volumen significativamente mayor 

en comparación con el resto de xenógrafos donde se habían empleado células epiteliales del resto 

de genotipos.  
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Figura 83. Imágenes de los modelos híbrido ex vivo-in vivo de xenógrafos de células uterinas con deleción 
específica en las células epiteliales endometriales de células uterinas. (A) Gráfica de crecimiento tumoral en 
el tiempo de las distintas condiciones de los xenógrafos. ***p-value<0.001 y ****p-value<0.0001, mediante 
un análisis two-way ANOVA, seguido de un test de comparación múltiple Tukey. (B) Imagen representativa 
de los ratones SCIDs tras 10 semanas de la inyección subcutánea de células epiteliales endometriales de 
ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f, Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f 
con células estromales y miometriales en uno o dos flancos (tumores señalados mediante flechas negras). 
Abajo, ampliaciones de algunos de los tumores donde se puede ver la angiogénesis hacia los xenógrafos en 
los cuatro genotipos con respecto al flanco donde no se había implantado nada (imagen de la izquierda). (C) 
Comparación representativa de los tumores obtenidos con las 4 combinaciones de células epiteliales 
endometriales con células estromales y miometriales. Estos datos provienen del sumatorio de dos 
experimentos independientes con un total de n=9 animales por condición y entre 14 y 18 flancos por 
condición. 

 

Después del análisis macroscópico, los tumores se incluyeron en parafina para su posterior 

evaluación histopatológica. Así se vio que estos presentaban una arquitectura que mimetizaba en 

cierta manera la morfología de los endometrios normales o tumorales despendiendo del genotipo 

de las células epiteliales de las cuales partía el tumor. Tal y como se observa en la figura 84, los 

xenógrafos no ortotópicos originados a partir de células epiteliales de ratonas Cre:ERT-/-; PTENf/f; 

P53f/f, Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f presentaron un patrón glandular sano, que al estar localizados de 

manera extrauterina, mimetizan lo que ocurre en un tipo de patología ginecológica conocida como 

endometriosis (Burney and Giudice, 2012).  
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Figura 84. Los xenógrafos no ortotópicos generados a partir de células epiteliales endometriales wild-type 
y deficientes para p53 desencadenan glándulas endometriales no tumorales. Imágenes representativas de 
la tinción con hematoxilina-eosina (H-E), citoqueratina 8 (CK8) y PTEN de los xenógrafos no ortotopicos tras 
10 semanas de la inyección subcutánea de células epiteliales endometriales de ratones Cre:ERT-/-; PTENf/f; 
P53f/f  (Izquierda), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f (derecha). Imágenes a 4 y 20x. Barras de 100 µm. 

 

Por otro lado, como se observa en la figura 85, todos los xenógrafos generados a partir de células 

epiteliales con ablación de Pten, a las 10 semanas fueron diagnosticados como adenocarcinomas 

endometriales de bajo grado, con un patrón glandular cribiforme y fusionado, con un cierto grado 

de complejidad celular, donde además se podían encontrar también glándulas hiperplásicas 

complejas similares a las que se observan en los endometrios de los ratones que presentan deleción 

de Pten en sus células epiteliales mediante la inducción in vivo con tamoxifeno. Además, algunos 

de estos xenógrafos, presentaban zonas con diferenciación escamosa de estas células epiteliales.  
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Figura 85. Los xenógrafos no ortotópicos generados a partir de células epiteliales endometriales deficientes 
para PTEN desencadenan adenocarcinomas endometriales de bajo grado. (A) Imágenes representativas de 
la tinción con hematoxilina-eosina (H-E), la tinción inmunohistoquímica (IHC) contra citoqueratina 8 (CK8) y 
PTEN de los xenógrafos subcutáneos generados a partir de células epiteliales endometrial knock-out para 
Pten. Imágenes a 4x y a 20x. Barras de 200 µm y 100 µm, respectivamente. (B) Ejemplificación de las regiones 
de los xenógrafos donde las células epiteliales endometriales han sufrido diferenciación escamosa. Imágenes 
a 4x y a 20x. Barras de 200 µm y 100 µm, respectivamente. 

 

Para cerciorarnos que estas glándulas tumorales y no tumorales encontradas dentro de los 

xenógrafos eran de origen endometrial, se realizó una inmunohistoquímica contra el marcador por 

excelencia de las células epiteliales de endometrio, el receptor de estrógenos alfa.  Así pudimos 

comprobar que efectivamente estas glándulas eran de origen endometrial. 
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Figura 86. Las glándulas epiteliales de los xenógrafos Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f  (Izquierda), Cre:ERT+/-; 

PTEN+/+;  P53f/f (medio) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (derecha)  presentan marcaje positivo para ER. 

Imágenes respresentativas de la tinción contra receptor de estrógenos alfa (ER) de los xenógrafos no 
ortotopicos  tras 10 semanas de la inyección subcutánea de células epiteliales endometriales de ratones 
Cre:ERT-/-; PTENf/f; P53f/f  (izquierda), Cre:ERT+/-; PTEN+/+;  P53f/f (medio) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (derecha). 
Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 

 

No obstante, todos los tumores generados a partir de células Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f fueron 

diagnosticados como carcinosarcomas de origen no seroso, ya que en todos, se observaron zonas 

donde estas células epiteliales se habían sufrido el proceso morfogenético de transición epitelio-

mesénquima, donde el componente carcinomatosos (epitelial) estaba formado por una mezcla de 

adenocarcinoma endometrioide de alto grado (sólido) y adenocarcinomas endometrioides de bajo 

grado (con patrón cribiforme). 
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Figura 87. Los xenógrafos no ortotópicos generados a partir de células epiteliales endometriales deficientes 
para PTEN y p53 desencadenan adenocarcinomas endometriales. (A)  Imágenes representativas de tinción con 
hemtoxilina-eosina (H-E) de las regiones de los xenógrafos subcutáneos generados a partir de células epiteliales 
endometrial knock-out para Pten y p53 donde se amplían zonas donde se observan los carcinomas 
endometrioides de bajo grado con patrón cribiforme. (4x y 20x). (B) Imágenes representativas de la tinción contra 
PTEN, CK8 y p53 de los xenógrafos subcutáneos generados a partir de células epiteliales endometrial knock-out 
para Pten y p53. (4x y 20x). 

 

Al analizar en mayor detalle las inmunohistoquímicas contra citoqueratina 8 (CK8), donde las células 

del componente epitelial del carcinosarcoma quedaban marcadas, se observó que la pérdida de 

PTEN y p53 en las células epiteliales endometriales, al igual que ocurría en los cultivos primarios 

generados a partir de las mismas, inducia, como se comentaba anteriormente, el proceso biológico 

de transición epitelio-mesénquima, y por tanto la formación de invadopodios en un número 

elevado de regiones del tumor, tal y como se puede observar en la figura 88.  
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Figura 88. La pérdida de la expresión de Pten y p53 favorece el proceso de transición epitelio-mesénquima 
de las células epiteliales endometriales desencadenando en la aparición de invadopodios en las mismas. 
Imágenes representativas de la tinción contra citoqueratina 8 (CK8) de xenógrafos subcutáneos generados a 
partir de células epiteliales endometrial knock-out para Pten y p53 donde se amplían algunos de los 
invadopodios presentes en ellos (señalados con flechas negras). Imágenes a 5x y a 40x. Barras de 200 µm y 
20 µm. 

 

 

El análisis histológico del componente epitelioide de alto grado, como se muestra en la figura 89, 

mostro un alto grado de atipia celular, pleomorfismos nucleares y una elevada tasa mitótica. De la 

misma manera, el componente sarcomatoso de estos carcinosarcomas también presentaba una 

alta tasa mitótica, así como una atipia nuclear marcada, característica de tumores agresivos.  
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Figura 89. Los xenógrafos no ortotópicos generados a partir de células epiteliales endometriales deficientes 
para PTEN y p53 desencadenan carcinosarcomas derivados de carcinomas endometriales de alto grado. (A)  
Imágenes representativas de la tinción con hematoxilina-eosina de los xenógrafos subcutáneos generados a 
partir de células epiteliales endometrial knock-out para Pten y p53 donde se amplían zonas donde se observan 
el componente carcinomatoso de alto grado de los carcinosarcomas endometriales. Imágenes a 10x y 
ampliaciones 40x, barras de 100µm y 20µm respectivamente. (B)  Imágenes representativas de la tinción con 
hematoxilina-eosina de los xenógrafos subcutáneos generados a partir de células epiteliales endometrial 
knock-out para Pten y p53 donde se aprecian la estructura bifásica de los carcinosarcomas generados a partir 
de estas células.  

 

Además, como se muestra en la figura 90, algunos de los tumores generados con células dKO 

presentaron diferenciación escamosa, así como regiones tumorales formadas por elementos 

heterólogos cartilaginosos. 
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Figura 90.  Los xenógrafos deficientes para PTEN y p53 presentan regiones con diferenciación escamosa y 
elementos heterologos. Ejemplificación de las regiones de los xenógrafos donde las células epiteliales 
endometriales han sufrido diferenciación escamosa (flechas negras) y las regiones con elementos heterólogos 
(flecha amarilla). Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 

 

Como se muestra en la figura 91, mediante un análisis inmunohistoquímico contra PTEN, se vio que 

estas células sarcomatoides al contrario que las células mesenquimales introducidas eran 

deficientes para PTEN, por lo que solo podían derivar de las células epiteliales a partir de las cuales 

se generaron los tumores.   

 

Figura 91. La pérdida de PTEN se da tanto en el componente sarcomatoide como en el componente 
carcinomatoso de los carcinosarcomas. Imágenes representativas de la tinción contra PTEN de componente 
sarcomatoide (derecha) como en el componente carcinomatoso (izquierda) de los tumores generados a partir 
células epiteliales endometrial knock-out para Pten y p53. Se pueden apreciar el marcaje positivo de las 
células mesenquimales wild-type que se introdujeron mezcladas con las epiteliales al generar los 
subcutáneos. Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 
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A continuación, quisimos corroborar la aparente variabilidad del tamaño de los núcleos neoplásicos 

del componente carcinomatoso en los distintos tumores. Para ello, empleando la plataforma de 

software de acceso libre QuPath, se llevó a cabo el análisis del área nuclear entre los carcinomas 

endometriales generados a partir de células knock-out para Pten y los carcinomas deficientes tanto 

para Pten como para p53. Como se puede observar en la figura 92, los tumores de alto grado (dKO) 

mostraron de manera significativa un aumento en el número de núcleos de mayor tamaño. 

 

Figura 92. Los tumores deficientes para PTEN y p53 presentan un mayor pleomorfismo nuclear que los 
tumores que presentan únicamente alteración en PTEN. (A) Imágenes representativas de la tinción con 
hematoxilina-eosina de los tumores subcutáneos generados a partir de células epiteliales endometriales 
Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO)(Izquierda) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f (dKO)(derecha). Abajo, 
imágenes analizadas con el software QuPath, donde se marcan los núcleos con un gradiente de 
coloración de mayor (210 µm2) a menor (10 µm2) tamaño de área nuclear. Barras de 100µm (B) 

Medidas de las áreas nucleares en µm2 de los tumores endometriales subcutaneos. Los datos provienen del 
contaje de 3 regiones diferentes en tumores independientes empleando el software QuPath. Las barras de 
error representan la media ± s.e.m. **p<0.01, mediante un t-test no apareado seguido de una comparación 
múltiple Bonferroni. (C) Cuantificación del porcentaje de áreas nucleares mayores y menores a 80µm2 en los 
tumores PTENKO y dKO. Las barras de error representan la media ± s.e.m *p<0.05, según el two-way ANOVA 
seguido de una comparación múltiple Sidak. 
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Seguidamente del diagnóstico, para verificar que las células a partir de las cuales se estaba 

realizando el diagnosticando eran de origen endometrial, al igual que se hizo con el resto de 

genotipos, se llevó a cabo una tinción inmunohistoquímica de los tumores dKO con el marcador de 

células epiteliales de endometrio; el receptor de estrógenos (ER). Así, tras el análisis 

inmunohistoquímico, tal y como se muestra en la figura 93, tanto las células de los 

adenocarcinomas PTENKO, como los componentes carcinomatosos de los carcinosarcomas 

generados a partir de células Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f presentaban un marcaje positivo para ER. 

Cabe resaltar que las regiones que fueron diagnosticadas como carcinomas endometriales 

endometrioides de alto grado mostraron un patrón nuclear difuso para el marcaje de ER, síntoma 

de la desdiferenciación que sufren estas células. Así, pudimos concluir que al igual que en el resto 

de grupos, los tumores habían sido generados a partir de las células endometriales inyectadas. 

 

Figura 93. Los carcinomas endometrioides endometriales de alto y bajo grado originados con células 

epiteliales Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f presentan marcaje positivo para ER. Imágenes representativas de la 

tinción contra receptor de estrógenos alfa (ER) de los xenógrafos no ortotopicos  tras 10 semanas de la 
inyección subcutánea de células epiteliales endometriales de ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f . Se puede 
apreciar el marcaje nuclear Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 

En el caso del componente sarcomatoso de los carcinosarcomas diagnosticados, al realizar todos 

los análisis inmunohistoquímico, se observó que a pesar de provenir de células epiteliales habían 

perdido tanto la expresión para ER como de CK8. Adicionalmente, se probó un marcador de 

células epiteliales de endometrio, PAX8, de igual manera, el componente mesenquimal de los 

carcinosarcomas presento un marcaje negativo con respecto al componente carcinomatoso. 
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Figura 94. El componente sarcomatoso de los carcinosarcomas presenta marcaje negativo para CK8, ER y 

PAX8. Imágenes ilustrativas de la tinción contra citoqueratina 8 (CK8), receptor de estrógenos alfa (ER) y la 
proteína 8 de la caja emparejada (PAX8, del inglés Paired Box 8 protein) de regiones bifásicas de los 
carcinosarcomas desarrollados en los xenógrafos no ortotopicos tras 10 semanas de la inyección subcutánea 
de células epiteliales endometriales de ratones Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f . Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 

Seguidamente, en primer lugar se quiso comprar la tasa de proliferación entre los dos tipos de 

adenocarcinoma, de bajo y alto grado, generados mediante células epiteliales Cre:ERT+/-; PTENf/f; 

P53+/+ y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f respectivamente. Así, gracias a una tinción de Ki-67, se determinó 

que la pérdida de p53 en las células epiteliales deficientes para PTEN aumentaba significativamente 

la tasa de proliferación en las células tumorales epiteliales con respecto a aquellas que solo 

presentaban alteraciones en Pten. 
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Figura 95. La falta de p53 induce un efecto pro-proliferativo en los tumores endometriales deficientes de 
PTEN a las 10 semanas de la generación de los xenógrafos. (A) Imágenes representativas de la tinción con 
Ki-67 de los xenógrafos no ortotópicos tras 10 semanas de la inyección subcutánea de células epiteliales 
endometriales de ratones  Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53+/+ (PTENKO) y Cre:ERT+/-; PTENf/f; P53f/f (dKO). Imágenes a 
10x. Barras de 100 µm. (B) Cuantificación de la tinción de Ki-67. Los datos provienen de n=3 xenógrafos por 
cada grupo (dos fotos por tumor) y los valores se expresan como la media ± s.e.m. ****p<p0.0001, según el 
análisis de t-test. 

 

 

En conclusión, los resultados obtenidos hasta el momento dejan entrever que este modelo de 

deleción específica en células epiteliales permite el estudio de la progresión tumoral de los 

carcinosarcomas que provienen de adenocarcinomas de bajo grado con mutaciones en PTEN y que 

tras la alteración de p53 desembocan en adenocarcinomas de alto grado seguidos de 

carcinosarcomas. 
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ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO 

MURINO PARA EL ESTUDIO DE NEOPLASIAS 

ENDOMETRIALES CON MUTACIONES A LA CARTA 

GENERADAS IN VIVO DE MANERA ESPECÍFICA EN EL 

ENDOMETRIO CON EL SISTEMA DE EDICIÓN GÉNICA 

CRISPR/CAS9 
En la última década, la edición mediada por CRISPR/Cas9 de células madre embrionarias u ovocitos 

ha surgido como un método eficiente y técnicamente mejorado para generar modelos de ratones 

genéticamente modificados de línea germinal (RMG o GEMM del inglés Genetically engineered 

mouse models) (Katti et al., 2022). En este contexto, el uso de la herramienta CRISPR/Cas9 para la 

generación de ratones knock-out o knock-in en la línea germinal, la generación de GEMM somáticos 

(SEMM, Somatically Engineered Mouse Models) mediada por CRISPR/Cas9 ha surgido como una 

nueva herramienta en la investigación básica y traslacional para la modelización in vivo del cáncer 

(Lima and Maddalo, 2021).  

Así pues, para estudiar los factores genéticos que influyen en la progresión y las respuestas 

terapéuticas del cáncer de endometrio, desarrollamos un sistema rápido y flexible que introduce 

alteraciones genéticas relevantes para la enfermedad humana directamente en las células 

epiteliales de los ratones utilizando la electroporación de tejidos. Así, nos planteamos el uso del 

sistema de edición génica CRISPR/Cas9 para el desarrollo de un procedimiento para la generación 

de SEMM de CE mediante la entrega in vivo de electroporación de Cas9 RNP en la cavidad uterina. 

En la literatura estos modelos de ratones modificados genéticamente mediante electroporación 

(EPO-GEMM, del inglés electroporation-based genetically engineered mouse models) que 

recapitulan las características de los modelos tradicionales de línea germinal y, a modelar factores 

genéticos vinculados a la enfermedad humana en los diversos tipos de carcinomas endometriales.  

DISEÑO DE UN MÉTODO REPORTERO PARA MONITORIZAR LA EDICIÓN DE CRISPR/CAS9. 

En primer lugar, previamente a la generación de GEMMs somáticos de cáncer de endometrio, 

utilizamos de nuevo la construcción reportera que contiene en tándem junto con secuencias de 

localización membranaria los genes que codifican para la proteína fluorescente tdTomato (mT) 

seguido del que codifica para la GFP (mG), donde, a su vez, la secuencia de mT se encuentra 

flanqueada por secuencias loxP. 
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Tras la recombinación dirigida por la recombinasa Cre, mT se elimina y las células recombinadas 

cambian de fluorescencia roja a verde. Por ello, hemos diseñado un ARNcr dirigido a los sitios loxP. 

Como las secuencias loxP en sí mismo no contienen ninguna secuencia PAM, utilizamos una PAM 

adyacente común en ambos sitios loxP que flanquean a mT. Empleando el algoritmo Cas-OFFinder 

de la herramienta bioinformática CRISPR RNA-guided endonucleases (RGEN) Tools (Bae et al., 2014) 

se comprobó que este ARNcr diseñado contra la secuencia loxP que flanquean a mT no presentaba 

posibles secuencias de corte que no fueran la secuencia diana de interés (off-targets) en el genoma 

de ratón. 

Seguidamente, para comprobar el correcto diseño del ARNcr diseñado contra las secuencias loxP 

(loxP-targeting), realizamos un ensayo in vitro incubando el plásmido pCA-mT/mG con la 

ribonucleoproteína (RNP) loxP-targeting-Cas9 (loxP-RNP) preparada como se describe en la sección 

de métodos. La incubación de la RNP genera una banda de 2.45 Kb que sugiere que el complejo 

ribonucleoproteico fue capaz de cortar y liberar el fragmento de ADN correspondiente al mT 

flanqueado por loxP (Figura 96). Este fragmento no aparece en los casos donde la digestión se 

realizó con la falta de uno de los componentes de la RNP.  

Figura 96.  La RNP dirigida contra la secuencia loxP induce el corte del plásmido pCA-mT/mG de manera 
satisfactoria. (A) Esquema representativo de la digestión mediante el sistema CRISPR del plásmido pCA-
mT/mG. En él se representa la generación de la ribonucleoproteína dirigida contra la secuencia loxP a partir 
de la proteína Cas9 y la previa producción del crRNA:tracrRNA partiendo del ARN CRISPR (ARNcr o crRNA) y 
ARN CRISPR transactivante (ARNtracr o tracrRNA). De igual manera, se plasma la secuencia del crRNA contra 
la secuencia loxP, así como las regiones de interés del plásmido pCA-mT/mG. En morado la secuencia PAM, 
subrayado en morado la secuencia de apareamiento con el crRNA contra el sitio loxP, en azul la secuencia 
loxP, en rojo parte de la secuencia codificante para la proteína fluorescente tdTomato (mT), en verde parte 
de la secuencia codificante para la proteína fluorescente EGFP (mG). pCA; promotor formado por potenciador 
de Citomegalovirus y el promotor de la β-Actina de gallina. pA; señal de poliadenilación de SV40.   (B) Imagen 
del gel de agarosa 1% donde se ha resuelto los productos de las distintas condiciones de la digestión del 
plásmido pCA-mT/mG. Donde se aprecian las bandas correspondientes al plásmido sin digerir en su estado 
superrenrrollado y relajado en las condiciones sin RNP, y las bandas  correspondientes al fragmento liberado 
y al resto del plásmido en la condición problema.  
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Una vez demostrada la correcta focalización de los sitios loxP, probamos la capacidad de la RNP 

dirigida a loxP para inducir la edición de genes en células vivas. Para ello, se transfectaron 

fibroblastos de piel aislados de ratones mT/mG con RNP dirigidas a loxP, y se evaluó la aparición de 

células verdes 48 horas después de la transfección (Figura 97). La RNP dirigida a LoxP causó un 

cambio de rojo a verde en aproximadamente el 10% de los fibroblastos, lo que indica que los 

complejos RNP dirigidos contra loxP fueron capaces de causar la edición del genoma en las células 

de cultivos vivos. 
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Figura 97.  La RNP dirigida contra la secuencia loxP induce la edición génica in vivo en fibroblastos de ratón 
mT/mG. Imágenes representativas de cultivos de fibroblastos de ratón mT/mGf/f a las 48h de ser 
transfectados con ribonucleoproteína contra la secuencia loxP (loxP-RNP).  Se observa la actividad nucleasa 
(células verdes, GFP) o no (células rojas, tdTomato).  Imágenes a 10x. Barras de 100 µm. 

 

LA ELECTROPORACIÓN CRISPR/CAS9 PROVOCA LA EDICIÓN GENÓMICA IN VIVO DE CÉLULAS 

EPITELIALES ENDOMETRIALES DE RATÓN. 

Los resultados anteriores nos alentaron a comprobar la capacidad de la RNP Cas9 dirigida a LoxP in 

vivo. Para ello, aprovechamos el ratón reportero mT/mGf/f (Muzumdar et al., 2007). Se cargaron 5 

µL de mezcla de RNP que contenía 0,5 µL de Cas9 recombinante a 62µM, 1,5 µL de dúplex 20µM 

de crRNA:tracrRNA y 3 µL de Opti-MEM y 1 µL de Fast Green FCF en una jeringa Neuros y se 

inyectaron en un cuerno uterino. Utilizando un electroporador de onda cuadrada BTX ECM™ 830, 

se aplicaron 4 pulsos de 50 mV/cm durante 50 mseg espaciados por 950 mseg de intervalo en el 

cuerno uterino inyectado. Este protocolo se repitió en sentido contrario a la orientación de las 

pinzas y se repitió de nuevo a lo largo de todo el cuerno uterino. Como control se inyectaron y 

electroporaron cuernos uterinos con solo Opti-MEM plus Fast Green, con Opti-MEM plus Fast 

Green y proteína Cas9 o crRNA:tracrRNA (Figura 98).  
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Figura 98.  Estrategia para la administración de los componentes CRISPR/Cas9 en las células epiteliales del 
endometrio mT/mGf/f. Esquema ilustrativo del método empleado para la introducción de la 
ribonucleoproteína contra la secuencia loxP (loxP-RNP) en el lumen uterino (Arriba). En medio, ilustración de 
la electroporación uterina donde aparecen las condiciones de las descargas eléctricas. Abajo, esquema de lo 
ocurrido en las células epiteliales luminares del endometrio, donde se puede apreciar que a los 15 días de la 
administración de la loxP-RNP algunas de las células tdTomato de este tejido cambian de fluorescencia roja a 
verde (GFP). 

Después de 15 días, los cuernos uterinos se diseccionaron, se abrieron longitudinalmente y se 

examinó la presencia de células verdes bajo el microscopio estereoscópico de fluorescencia Nikon 

Eclipse Ts2R. Sólo los cuernos uterinos electroporados con RNP dirigida a loxP mostraron la 

expresión de la proteína verde fluorescente, lo que indica que se logró la edición del genoma en la 

cavidad uterina (Figura 99).  
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Figura 99.  La electroporación de la loxP-RNP in vivo en las células epiteliales endometriales murinas 
desencadena la edición génica de las mismas. Quince días tras la electroporación de la ribonucleoproteína 
en los úteros de ratones mT/mGf/f se analizó la fluorescencia verde de los endometrios, indicadora de la 
actividad nucleasa (verde). Imágenes representativas de la rama uterina donde solo se aprecia edición génica 
en la condición donde se introdujo la loxP-RNP y se realizó la descarga eléctrica (D.e). En el resto de 
condiciones donde faltó alguno de los componentes de la mezcla administrada no se observó ningún signo 
de actividad nucleasa. n=4 ramas por condición. Imágenes a  2x y 10x. Barras de 1mm y 100um, 
respectivamente. 

Para demostrar aún más la edición genómica de los sitios loxP, y conocer la eficiencia de 

transfección in vivo, se electroporaron de nuevo endometrios de ratones mT/mGf/f, a los 2 días de 

la descarga eléctrica se diseccionaron los fragmentos de los cuernos uterinos que mostraban células 

verdes (zonas electroporadas). Mediante un raspado cuidadoso de los endometrios, se extrajeron 

las células epiteliales endometriales de estas regiones uterinas. Una vez aisladas estas células, se 

procedió al aislamiento del ADN genómico de estas células (Figura 100). 
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Figura 100.  Esquema representativo para la obtención de las células epiteliales endometriales 
electroporadas in vivo con los componentes CRISPR/Cas9. 

 

 

Una vez obtenido el ADN genómico, se llevó a cabo una PCR con unos primers que flanqueaban la 

secuencia mT floxeada (explicada en mayor detalle en el apartado Materiales y Métodos). Cabe 

resaltar que en esta PCR se enriquecían el fragmento de PCR donde la secuencia mT había sido 

eliminada, correspondiente a  181bp. Estos productos de PCR se analizaron mediante la tecnología 

de secuenciación masiva (del inglés next-generation sequencing, NGS) conocida como 

secuenciación de amplicones (del inglés amplicon-sequencing) (Figura 101). 
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Figura 101.  Esquema metodológico para la obtención de un producto de PCR que incluya las regiones de 
corte CRISPR en el genoma mT/mG de las células epiteliales endometriales de los úteros electroporados 
con loxP-RNP. En morado la secuencia loxP, subrayado en morado la secuencia de apareamiento con el crRNA 
contra el sitio loxP, en amarillo las secuencias PAM, en rojo parte de la secuencia codificante para la proteína 
fluorescente tdTomato (mT), en verde parte de la secuencia codificante para la proteína fluorescente EGFP 
(mG). Subrayado, en negrita y cursiva, secuencias de anillamiento de los primers de la PCR. pCA; promotor 
formado por potenciador de Citomegalovirus y el promotor de la β-Actina de gallina. pA; señal de 
poliadenilación de SV40. pFWD; primer directo o forward. pREV; primer reverso o reverse. 

 

De esta manera, como se muestra en la figura 102, al analizar con el software Cas-Analyzer (Park et 

al., 2017) y CRISPResso2 (Clement et al., 2019) los resultados de la secuenciación de los productos 

de PCR obtenidos del genoma extraído de 3 ratones mT/mGf/f electroporados de manera 

independiente. Estos resultados mostraron una deleción aproximada de 2.5 kb correspondientes a 

los casos donde se elimina el fragmento floxeado entre las dos secuencias de corte (flecha negra). 

Asimismo, del total de lecturas que alinearon con el fragmento de referencia que se hubiera 

generado al reconstruirse el sitio loxP por recombinación homóloga tras ambos cortes, el 9,08% 

había sufrido deleciones o inserciones. Notablemente, en la posición 87bp de esta secuencia de 

referencia apareció una región con un pico de deleciones significativo, esta localización coincidía 

con la ubicación del corte CRISPR (flecha amarilla). Aun así, en el 90,92% de las secuencias alineadas 
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no presentaban InDel, por lo que en un alto porcentaje de las células editadas tras la edición génica 

se daba la recombinación homóloga entre los dos sitios de corte de manera precisa.  

 

 

Figura 102.  La electroporación de células epiteliales endometriales in vivo con los componentes 
CRISPR/Cas9 producen de manera satisfactoria la edición génica contra las secuencias loxP. (A) Secuencia 
de referencia proporcionada al software Cas-Analyzer para el análisis de la edición CRISPR. El fragmento se 
corresponde a fragmento de PCR generado al unir las dos secuencias por su posición de corte (donde se 
genera un nuevo sitio de corte). En morado la secuencia loxP, subrayado en morado la secuencia de 
apareamiento con el crRNA contra el sitio loxP, en amarillo las secuencias PAM, en verde parte de la secuencia 
codificante para la proteína fluorescente EGFP (mG). Subrayado, en negrita y cursiva, secuencias de 
anillamiento de los primers de la PCR. (B) Gráficas de las posiciones y el tamaño correspondiente a las 
deleciones encontradas al secuenciar los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales 
endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP. Flecha negra marca la deleción de 
los 2.5kb correspondiente a la secuencia escindida entre ambos sitios de corte. Flecha amarilla señala la 
región de 87bp correspondiente al sitio de corte de la loxP-RNP. (C) Tabla con los datos de las medias de las 
secuencias alineadas, las inserciones, las deleciones y las frecuencias de inserciones y deleciones (InDel) al 
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secuenciar los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales endometriales de ratones 
mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP. (D) Visualización de la distribución de los alelos más 
representativos (>0,2%) identificados alrededor del sitio de corte para el crRNA 
GUAUGCUAUACGAAGUUAUU en los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales 
endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP. Los nucleótidos se indican con 
colores únicos (A = verde; C = naranja; G = amarillo; T = púrpura). Las sustituciones se muestran en negrita. 
Los rectángulos rojos destacan las secuencias insertadas. Las líneas horizontales discontinuas indican las 
secuencias eliminadas. La línea vertical discontinua indica el sitio de escisión previsto por la loxP-RNP. 

 

LA ELECTROPORACIÓN IN VIVO DE CRISPR/CAS9 EN EL ÚTERO RESULTA EN LA EDICIÓN 

GENÓMICA DE LAS CÉLULAS EPITELIALES Y NO ESTROMALES EN EL ENDOMETRIO. 

El útero de ratón contiene células endometriales epiteliales y estromales rodeadas por el 

miometrio. Por lo tanto, analizamos qué tipos de células fueron editadas por la RNP electrodirigida 

a loxP.  Para abordar este punto, realizamos inmunohistoquímica con anticuerpos contra 

citoqueratina y GFP en secciones de parafina consecutivas de cuernos uterinos electroporados con 

loxP-RNP a los 15 días tras la descarga eléctrica. En todas las secciones de parafina uterinas 

analizadas de estos EPO-GEMM, la expresión de la GFP membranaria (mGFP o mG) estaba 

restringida a las células que expresaban citoqueratina, indicando que la edición genómica se 

circunscribía a las células epiteliales del endometrio (Figura 103). 

 

Figura 103.  La electroporación de CRISPR/Cas9 in vivo de los úteros modifica de manera específica las 
células epiteliales endometriales. Imágenes representativas de la tinción contra GFP y citoqueratina 8 (CK8) 
de los cortes histológicos de los úteros mT/mGf/f a los 15 días de la electroporación con la loxP-RNP, donde 
se aprecia la existencia de células epiteliales endometriales que co-expresan la GFP membranaria (mG) y CK8. 
En ninguno de los tejidos analizados se detectó marcaje mG en otras células que no fueran epiteliales 
endometriales. Imágenes 4x y 10X. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 
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Para demostrar aún más una edición genómica específica del epitelio, realizamos un análisis de 

todo el útero (previa selección de la región electroporada) de la expresión de mGFP utilizando 

microscopía de lámina de luz fluorescente (Light sheet fluorescence microscopy, LSFM). 

Primeramente, realizamos un análisis de imágenes de la expresión de mGFP utilizando LSFM en un 

fragmento uterino ópticamente calrificado de los úteros electroporados con loxP-RNP. 

Nuevamente, las imágenes individuales de la lámina fluorescente, así como la reconstrucción 

tridimensional del tejido uterino de aproximadamente unos 7 mm de longitud revelaron que la 

expresión de mGFP y, por ende, la edición génica estaba restringida a las células que mostraban un 

patrón epitelial de organización glandular y luminar (Figura 104). Las imágenes de Lighsheet 

revelaron una distribución del patrón de mosaico en todo el tejido de células que expresan GFP, y 

confirmaron la deleción esperada de mT en esas células, como se muestra en la figura 104. 
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Figura 104.  La microscopía de lámina de luz fluorescente muestra que la electroporación de CRISPR/Cas9 
in vivo de los úteros modifica de manera específica las células epiteliales endometriales. (A-L) Imágenes 
representativas de los endometrios mT/mGf/f a los 15 días de la electroporación con la loxP-RNP. Imágenes 
obtenidas a partir de capturas del video obtenido con el software Imaris 9.1 tras la transparentación de todo 

el órgano (whole-organ clearing) donde se iban alternando las imágenes obtenidas con el microscopio de 

fluorescencia en lámina en los canales GFP y RFP. (G) muestra la distribución de las células GFP en el 
fragmento endometrial de 7mm de longitud, (H) la superficie del endometrio detectada desde el canal 
tdTomato. (B a F) son secciones succesivas en un plano representativo en una localización XY a dsitintas 
profundidades Z, calculadas desde la superficie del tejido, de 20µm (B), 108µm (C), 232µm (D), 375µm (E), 
450µm (F), donde se puede ver un patrón de mosaico GFP+ en las células epiteliales del endometrio. (F) 
muestra la fluorescencia fusionada adquirida con el canal verde de GFP superpuesto con la adquirida del 
tdTomato mostrado en magenta. (J-K) Muestra la distribución respectiva de las células GFP y tdTomato a lo 
largo del epitelio del endometrio. (L) Muestra el perfil de intensidad complementario (véase la 
correspondencia entre picos y valles, medido en J (verde) y K (magenta), a lo largo de la línea verde y magenta 
discontinua mostrada en J-K. Barras de escala: B-F, J-K , 50µm, G-H, 500µm. G-K  se reconstruyó a partir de 
una imagen vertical en mosaico de 1x5 campos, todas las imágenes se adquirieron con un aumento de 7,2x 
con un grosor de la lámina de luz de aproximadamente 4,5 µm. 

 

GENERACIÓN DE UN EPO-GEMM KNOCK-OUT PARA PTEN MEDIADO POR CRISPR/CAS9 EN 

CÉLULAS EPITELIALES ENDOMETRIALES. 

Los resultados anteriores nos permitieron diseñar un protocolo de edición genómica para alterar la 

expresión de genes relacionados con la carcinogénesis endometrial. Entre todos los genes mutados, 

PTEN es el gen supresor de tumores que muestra la mayor frecuencia de mutación en los 

carcinomas de endometrio (Bell and Ellenson, 2019; Tashiro et al., 1997). El papel de PTEN en la 

carcinogénesis endometrial ha sido ampliamente validado por muchos modelos de ratón knock-out 

condicional de Pten que desarrollan neoplasias endometriales (Maru and Hippo, 2021). El knock-

out condicional de Pten se construyó flanqueando el exón 5 de Pten con dos sitios loxP (Groszer et 

al., 2001). En el grupo se ha estudiado y demostrado previamente que el cruce de este ratón knock-

out condicional con un ratón Cre:ERT inducible por tamoxifeno conduce a la pérdida de expresión 

de PTEN en las células epiteliales del endometrio y posteriormente esta ablación génica 

desencadena la aparición de tumores endometriales (Mirantes et al., 2013a). Por esta razón, como 

se muestra en la figura 105, decidimos diseñar un crRNA dirigido al exón 5 de Pten. En este caso, se 

diseñó paralelamente dos Pten-targeting crRNAs. Al igual que se hizo con el crRNA diseñado contra 

la secuencia loxP, se comprobó mediante el empleo del algoritmo Cas-OFFinder de la herramienta 

bioinformática CRISPR RNA-guided endonucleases (RGEN) Tools  (Bae et al., 2014) estos crRNAs 

diseñados contra el exón 5 de Pten no presentaran posibles secuencias de corte que no fueran la 

secuencia diana de interés (off-targets) en el resto del genoma de ratón. Debido a que este gen 

está altamente conservado entre especies, los ARN guías diseñados no solo valdrían para editar el 

Pten murino, sino que también servirían para la edición génica del gen PTEN humano, aunque en 

este caso ambos crRNA presentan una región off-target en el cromosoma 9 humano 

correspondiente a la secuencia de PTENP1, un pseudogen de PTEN (Dahia et al., 1998). 
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Figura 105. Diseño de los crRNA contra el exón 5 de PTEN/Pten. (A) Esquema representativo del diseño de dos 
crRNA contra el exón 5 de PTEN/Pten y la generación de edición CRISPR en esta secuencia. En él se representa la 
generación de la ribonucleoproteína dirigida contra dos secuencias del exón 5 del gen PTEN/Pten a partir de la 
proteína Cas9 y la previa producción del crRNA:tracrRNA partiendo del ARN CRISPR (ARNcr o crRNA) y ARN 
CRISPR transactivante (ARNtracr o tracrRNA). De igual manera, se plasma la secuencia del crRNA contra 
PTEN/Pten, así como las regiones de interés de exón 5 de PTEN/Pten. En verde la secuencia PAM del crRNA1, en 
rojo la secuencia PAM del crRNA2, en azul subrayado las secuencias de apareamiento con el crRNA1 y 2 contra 
el exón 5 del gen de interés. Se puede apreciar el aparemiento casi total entre el exón 5 del gen murino y humano 
(Pten y PTEN, respectivamente). En negrita y cursiva los 2 nucleótidos divergentes entre las secuencias de ambas 
especies. (B) Tabla donde aparecen las regiones de apareamiento de ambos crRNAs con el resto de genoma 
murino y humano, analizados con CRISPResso2. Donde se aprecia que en el genoma humano ambos crRNAs 
hibridan, además de con la secuencia de interés con el cromosoma 10, con otra secuencia del cromosoma 9 
correspondiente a la secuencia del pseudogen 1 de PTEN. chr; cromosoma, del inglés chromosome. 
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Para comprobar la actividad nucleasa de los dos complejos RNP dirigidos a Pten, como se muestra 

en la figura 106, realizamos un ensayo in vitro en el cual se incubó un fragmento de DNA de 622bp 

que flanqueaba ambas secuencias dianas del exón 5 de Pten con las RNP dirigidas a Pten (Pten-RNP) 

preparadas como se muestran en el apartado Materiales y Métodos. Este fragmento fue obtenido 

mediante una PCR (descrita en el apartado Materiales y Métodos) usando como molde DNA 

genómico de células epiteliales endometriales de ratón no modificado genéticamente (wild-type). 

Así, tras resolver los productos de la digestión en un gel de agarosa, se observó que ambas 

ribonucleoproteínas eran capaces de cortar de manera satisfactoria el fragmento del exón 5 de 

Pten, liberando los fragmentos de 235bp y 387bp, y de 344bp y 278bp correspondientes al corte de 

la actividad nucleasa de la Pten1-RNP y Pten2-RNP respectivamente. En aquellos casos donde 

faltaba uno u ambos de los componentes CRISPR el fragmento de PCR se mantuvo intacto tras el 

periodo de incubación. 

 

Figura 106.  Las RNPs dirigidas contra el exón 5 de Pten presentan actividad nucleasa. (A) Esquema 
representativo de la generación del fragmento de PCR de 622bp que flanquea las dos secuencias dianas del 
exón 5 de Pten (PAM1 y PAM2) a partir de ADN genómico extraído de células epiteliales endometriales de 
ratón wild-type, seguido del esquema de la digestión in vitro con las RNP dirigidas a Pten (Pten1-RNP y Pten2-
RNP) de dicho fragmento, donde se marcan la longitud de las fracciones de ADN resultantes del corte CRISPR. 
pFWD; primer directo o forward. pREV; primer reverso o reverse. (B) Imagen del gel de agarosa 1% donde se 
ha resuelto los productos de las distintas condiciones de la digestión del fragmento de PCR de 622bp del exón 
5 de Pten. Donde se aprecian las bandas correspondientes al fragmento sin digerir en las condiciones donde 
falta uno de los componentes CRISPR, y las bandas correspondientes a los fragmentos liberados en la 
condición problema donde se añadió la Pten1-RNP o la Pten2-RNP. 

 

Una vez demostrada in vitro la actividad nucleasa de las ribonucleoproteínas contra la secuencia 

del gen Pten, se decidió someter a prueba estos complejos ribonucleoproteicos in vivo, para así 

comprobar, como se representa en la figura 107, si eran capaces de generar tumores epiteliales de 
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endometrio. Antes que nada, de manera aleatoria, se decidió examinar con la RNP que tenía como 

diana la región próxima a la segunda secuencia PAM, la Pten2-RNP, de ahora en adelante 

denominada únicamente como Pten-RNP. Esta ribonucleoproteína junto con la que estaba 

compuesta por el crRNA contra el sitio loxP se prepararon como se describe en la sección de 

métodos y se mezclaron en proporción 1:1. De la mezcla resultante, se inyectaron cinco µL de la 

mezcla de RNPs por cada cuerno uterino de ratones reporteros mT/mGf/f. A continuación, se 

procedió a la electroporación de las ramas uterinas siguiendo el mismo protocolo de 

electroporación que se ha descrito en apartados anteriores. 

 

Figura 107.  Estrategia para la administración de los componentes CRISPR/Cas9 en las células epiteliales 
del endometrio mT/mGf/f. Esquema ilustrativo del método empleado para la introducción de la mezcla de 
ribonucleoproteínas contra la secuencia loxP (loxP-RNP) y contra el exón 5 de Pten (Pten-RNP) en el lumen 
uterino (Arriba). En medio, ilustración de la electroporación uterina donde aparecen las condiciones de las 
descargas eléctricas. Abajo, esquema de lo ocurrido en las células epiteliales luminares del endometrio, 
donde se puede apreciar que a los 15 días de la administración de la mezcla ribonucleoproteica algunas de 
las células tdTomato de este tejido cambian de fluorescencia roja a verde (GFP) y que trascurridas varias 
semanas algunas de estas células con marcaje membranario verde y knock-out para Pten generan tumores 
epiteliales endometriales. 

15 días después de la electroporación se sacrificaron parte de los ratones electroporados, se 

diseccionaron los cuernos uterinos y se examinó la presencia de células verdes como indicativo de 

una correcta electroporación. Para comprobar si se consiguió la mutación de Pten, transcurridos 

estos días después de la descarga eléctrica con RNPs Cas9 dirigidas a Pten y loxP, al sacrificar los 

ratones y diseccionar las regiones del endometrio que contenían células que expresaban GFP 

(modelo reportero de la zona electroporada) las regiones uterinas fueron divididas en dos grupos. 
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Por un lado, como se muestra en la figura 100 se extrajo ADN genómico de las células epiteliales. 

Una vez obtenido el ADN genómico, se llevó a cabo una PCR con unos primers que flanqueaban la 

secuencia de corte de la RNP en el exón 5 de Pten (explicada en mayor detalle en el apartado 

Materiales y Métodos). Estos productos de PCR se analizaron mediante la tecnología de NGS 

conocida como secuenciación de amplicones (del inglés amplicon-sequencing). Por otro lado, el 

resto de fragmentos fue incluido en formol para su posterior análisis inmunohistoquimico (Figura 

108). 

 

Figura 108.  Esquema metodológico para el análisis de los endometrios electroporados con loxP-RNP y Pten-
RNP. Representación ilustrativa de la selección de los fragmentos uterinos electroporados a partir de las 
zonas que presentan marcaje GFP positivo, seguido por un lado de la extracción de ADN genómico de las 
células epiteliales endometriales y la posterior obtención de un producto de PCR de 432bp que incluya las 
regiones de corte CRISPR en el genoma de ratón para su análisis mediante la técnica de NGS (Next-generation 
sequencing) de secuenciación de amplicones. Por otro lado, algunas secciones uterinas se incluyeron y 
procesaron para su análisis histológico. pFWD; primer directo o forward. pREV; primer reverso o reverse. 

 

 

El análisis NGS de los amplicones del exón 5 de Pten demostró como se muestra en la figura 109 

que cerca del 8% de las secuencias analizadas presentaba inserciones o deleciones próximas a la 

posición de corte CRISPR generadas por la reparación NHEJ tras el corte de la Pten-RNP. 

Notablemente, gran parte de ellas causan la pérdida del marco de lectura del gen o producen 

sustituciones aminoacídicas. 
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Figura 109.  La electroporación de células epiteliales endometriales in vivo con los componentes 
CRISPR/Cas9 produce de manera satisfactoria la edición génica contra el exón 5 de Pten. (A) Visualización 
de la distribución de los alelos más representativos (>0,2%) identificados alrededor del sitio de corte para el 
crRNA AAUUCACUGUAAAGCUGGAA en los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células 
epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y Pten-RNP. Los 
nucleótidos se indican con colores únicos (A = verde; C = naranja; G = amarillo; T = púrpura). Las sustituciones 
se muestran en negrita. Los rectángulos rojos destacan las secuencias insertadas. Las líneas horizontales 
discontinuas indican las secuencias eliminadas. La línea vertical discontinua indica el sitio de escisión previsto 
por la Pten-RNP. (B) Tabla con los datos de las medias de las secuencias alineadas, las inserciones, las 
deleciones y las frecuencias de inserciones y deleciones (InDel) próximas a la posición de corte de la Pten-
RNP al secuenciar los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales endometriales de 
ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y Pten-RNP. (C-D) Gráficas de las posiciones y el tamaño 
correspondiente a las inserciones (izquierda) y deleciones (derecha) encontradas al secuenciar y analizar los 
productos de PCR que flanquean la región próxima del corte de la Pten-RNP (100bp por cada lado) obtenidos 
de ADN genómico de células epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-
RNP y Pten-RNP. 

El análisis inmunohistoquímico de los tejidos procesados, como se puede observar en la figura 110, 

reveló que a los 15 días de la descarga eléctrica algunas de las células epiteliales del endometrio 

perdían la expresión de PTEN. 

 Además, estas células knock-out para PTEN presentaban marcaje positivo para GFP. Con lo que 

estos resultados nos sugirieron que era posible la modificación simultánea de varias regiones del 

genoma a la vez en una misma célula. 
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Figura 110.  La electroporación de CRISPR/Cas9 in vivo de los úteros con la Pten-RNP modifica de la 
expresión de PTEN en las células epiteliales endometriales. Imágenes representativas de la tinción contra 
PTEN y hematoxilina-eosina (H-E) (CK8) de los cortes histológicos de los úteros mT/mGf/f a los 15 días de la 
electroporación con la Pten-RNP, donde se aprecia la existencia de células epiteliales endometriales con 
distintos grados de positividad para PTEN. Imágenes 4x y 10X. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 

 

Figura 110.  La electroporación de CRISPR/Cas9 in vivo en los úteros permite la generación de 
modificaciones génicas múltiples en una misma célula epitelial endometrial. Imágenes de la tinción contra 
GFP y PTEN de los cortes histológicos de los úteros mT/mGf/f a los 15 días de la electroporación con la Pten-
RNP y la loxP-RNP, donde se aprecia la existencia de células epiteliales endometriales (glandulares) sin 
expresión de PTEN y que expresan GFP en sus membranas. Barras de 25µm. 

Transcurridas 12 semanas desde la descarga eléctrica, se procedió al sacrificio de los ratones que 

habían sido inyectados con RNPs Cas9 dirigidas a Pten y loxP. El análisis inmunohistoquímico en 

estos tejidos de la expresión de citoqueratina, PTEN, p-Akt y GFP resultó en la aparición de lesiones 

endometriales positivas para citoqueratina 8 (lesiones epiteliales) que presentaban además de un 

marcaje positivo para GPF, una pérdida en la expresión de PTEN y como consecuencia de ésta, un 

aumento de la fosforilación de AKT. Estas lesiones fueron diagnositcadas como adenoscarcinomas 

endometriales. Además de estas neoplasias epiteliales PTENKO y positivas para mG, se observaron 

lesiones deficientes para PTEN pero negativas para la GFP. Asimismo, también se detectaron 

regiones epiteliales que presntaban un marcaje membranario en la tinción contra GFP, pero que 

presentaban niveles normales de PTEN (Figura 111). 
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Figura 111.  La co-electroporación in vivo de los componentes CRISPR genera lesiones epiteliales 
endometriales y una población heterogenea de pobalciones epiteliales endometriales. Imágenes 
representativas de la tinción con hematoxilina-eosina (H-E), y la tinción contra PTEN, AKT fosforilada (p-AKT), 
citoqueratina 8 (CK8) y GFP de los cortes histológicos consecutivos de los úteros mT/mGf/f a las 12 semanas 
de la electroporación con la Pten-RNP y la loxP-RNP, donde se aprecia la co-existencia de carcinomas 
endometirales deficientes de PTEN que presetan (flecha negra) o no (asterisco negro) modificación génica en 
la secuencia loxP del mT/mG. Asímismo, también se observan células epiteliales no tumorales, con niveles 
salvaje de PTEN, pero que a su vez presentan (flecha amarilla) o no (asterisco amarillo) marcaje positvo para 
GFP en las membranas. Imágenes a 4x y 20x. Barras de 200µm y 100µm, respectivamente. 

Para demostrar aún más la generación de lesiones endometriales epiteliales, realizamos un análisis 

de todo el útero (previa selección de la región electroporada) de la expresión de mGFP utilizando 

microscopía de lámina de luz fluorescente (Light sheet fluorescence microscopy, LSFM). Para ello 

realizamos un análisis de imágenes de la expresión de mGFP en todo el fragmento uterino de los 
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úteros electroporados con loxP-RNP y Pten-RNP. Nuevamente, las imágenes individuales de la 

lámina fluorescente, así como la reconstrucción tridimensional del tejido uterino revelaron que la 

expresión de mGFP, y por ende, la edición génica estaba restringida a las células que mostraban un 

patrón epitelial de organización glandular y luminar (Figura 112). Asimismo, estas células verdes 

presentaban una organización celular similar la que se da en las neoplasias intraepiteliales 

endometriales que se generan en el modelo condicional inducible por tamoxifeno. En particular, la 

forma de "pera" en 3D de aquellas lesiones  neoplásicas que se originan en la superficie epitelial 

del endometrio, se pueden apreciar en la segmentación de GFP+ y la representación en 3D de la 

figura 112. 
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Figura 112.  La microscopía de lámina de luz fluorescente muestra que la electroporación de CRISPR/Cas9 
in vivo de los úteros con Pten-RNP y loxP-RNP genera lesiones epiteliales endometriales a lo largo de todo 
el tejido. (A-G) Imágenes representativas de los endometrios mT/mGf/f a las 12 semanas de la electroporación 
con la Pten-RNP y la loxP-RNP. (A-B) Imágenes obtenidas a partir de capturas del video obtenido con el 

software Imaris 9.1 tras la transparentación de todo el órgano (whole-organ clearing). Barras de 700 µm. (C-

G) La microscopía de fluorescencia en lámina de luz muestra que la electroporación CRISPR/Cas9 in vivo de 
úteros con Pten-RNP y LoxP-RNP genera lesiones epiteliales endometriales en todo el tejido. (C) 
Representación de la superficie (izquierda, del canal tdTomato) y la correspondiente proyección de máxima 
intensidad (derecha, del canal GFP) en un fragmento de tejido de 3x3mm.  Los recuadros muestran seis 
lesiones segmentadas GFP+ seleccionadas por renderización de superficie, desde dos direcciones opuestas: 
vista frontal (izquierda, superficies amarillas) y vista posterior (derecha, volúmenes con colores diferentes).  
(D) Muestra secciones seleccionadas de lesiones GFP+ (izquierda) y la correspondiente señal tdTomato 
(centro), con la imagen segmentada de las lesiones. (E-G) Muestran un corte ortogonal a través de tres 
lesiones, visualizando únicamente los canales de tdTomato en F, canales tdTomato/GFP superpuestos en E, 
y la representación del volumen de las lesiones verdes en G. (C) y (E-G) muestran claramente las lesiones 
neoplásicas en forma de pera con la punta originada en la superficie del epitelio, en particular, ver las flechas 
en C, E y G. Las flechas magenta y naranja señalan las mismas lesiones a través de las imágenes C, E y G. 
Escalas: C, 400µm, recuadros: izquierda 200µm, derecha 100µm, D-G, 100µm. 

 

 DISEÑO DE NUEVOS DIANAS GÉNICAS CRISPR/CAS9 PARA LA GENERACIÓN DE NUEVOS EPO-

GEMM  

Los resultados anteriores nos animaron a diseñar y probar nuevas RNP esta vez dirigidas a nuevas 

regiones génicas correspondientes a secuencias de genes involucrados en la carcinogénesis 

endometrial. Para comenzar nos centramos en el diseño de crRNA contras las secuencias de dos 

genes que son supresores tumorales altamente mutados en CE: transformation related protein 53 

(Trp53 o p53) y F-box and WD-40 domain protein 7 (Fbxw7). 

Como se muestra en la figura 113, en cuanto a p53, se decidió generar un crRNA contra el exón 7, 

debido a que en CE humanos las mutaciones de TP53 afectan principalmente a este exón (Schultheis 

et al., 2016). Al diseñar la secuencia del crRNA contra Trp53 se buscó una región homóloga para el 

gen humano TP53 para que pudiera usarse también para la edición génica de células humanas. En 

el caso de Fbxw7, se probó de dirigir la RNP contra la secuencia de su tercer exón y al igual que con 

el gen p53, también se buscó una región genómica que fuera homologa entre humano y ratón. 
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Figura 113. Diseño de los crRNA contra el exón 7 de TP53/Trp53 y contra el exón 3 de FBXW7/Fbxw7. (A) 
Esquema representativo del diseño del crRNA contra el exón 7 de TP53/Trp53 y la generación de edición 
CRISPR en esta secuencia. En él se representa la generación de la ribonucleoproteína dirigida contra la 
secuencia del exón 7 del gen TP53/Trp53 a partir de la proteína Cas9 y la previa producción del 
crRNA:tracrRNA partiendo del ARN CRISPR (ARNcr o crRNA) y ARN CRISPR transactivante (ARNtracr o 
tracrRNA). De igual manera, se plasma la secuencia del crRNA contra TP53/Trp53, así como las regiones de 
interés de exón 7 de TP53/Trp53. En rojo la secuencia PAM, en azul subrayado las secuencias de 
apareamiento con el crRNA contra el exón de interés, en azul sin subrayar secuencia correspondiente al exón 
de TP53/Trp53, en negro la secuencia correspondiente al intrón 7 de TP53/Trp53. En negrita y cursiva los 
nucleótidos divergentes entre las secuencias de ambas especies. (B) Lo mismo que en el apartado A pero esta 
vez la secuencia del crRNA va dirigido contra el exón 3 del FBXW7/Fbxw7. 
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Seguidamente, se comprobó si los crRNAs diseñados presentaban regiones de corte en el resto del 

genoma fuera de la secuencia de interés mediante el empleo del algoritmo Cas-OFFinder de la 

herramienta bioinformática CRISPR RNA-guided endonucleases (RGEN) Tools (Bae et al., 2014). 

Únicamente el crRNA contra p53 presentó dos regiones homólogas con el genoma murino, ya que 

el gen p53, presenta un pseudogen en el cromosoma 17 conocido como Trp53-ps (NCBI ). En el 

resto de casos solo se encontró una secuencia de corte tanto en el genoma humano como el de 

ratón (Tabla 21). 

 

crRNA Secuencia diana Especie 

Número de 
dianas 

encontradas 

Cromosoma Posición Dirección 

p53 GGAGTCTTCCAGTGTGATGA 

Humano 1 chr17 7674182 + 

Ratón 2 
chr17 54420413 - 

chr11 69589225 - 

Fbxw7 GTTGTTGGTGTTGCTGAACA 
Humano 1 chr4 152347032 + 

Ratón 1 chr3 84958519 - 

 

Tabla 21: Off-targets de los crRNA para la edición génica de p53 y Fbxw7. Tabla donde aparecen las regiones 
de apareamiento de ambos crRNAs con el resto de genoma murino y humano, analizados con CRISPResso2. 
Donde se aprecia que en el genoma humano ambos crRNAs hibridan únicamente en una región del genoma. 
En cambio, en el genoma murino, el crRNA contra el exón 3 de p53, además de con la secuencia de interés 
con el cromosoma 11, hibrida con otra secuencia en el cromosoma 17 correspondiente a la secuencia del 
pseudogen de Trp53, Trp53-ps. chr; cromosoma, del inglés chromosome. 

 

En primer lugar, una vez obtenidas las RNP con estas dos nuevas dianas de corte para p53 y Fbxw7, 

se realizó un ensayo in vitro siguiendo un protocolo similar al utilizado con los crRNAs anteriores, 

pero esta vez utilizando como diana de la digestión in vitro unos fragmentos de PCR que 

flanquearan el exón 7 de Trp53 y el exón 3 de Fbxw7 respectivamente.  Así, como se muestra en la 

siguiente figura, ambas ribonucleoproteínas mostraron actividad nucleasa in vitro exitosamente.  
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Figura 114.  Las RNPs dirigidas contra el exón 7 de p53 y el exón 3 de Fbxw7 presentan actividad nucleasa. 
(A) Esquema representativo de la generación del fragmento de PCR de 451bp y 427bp que flanquean las dos 
secuencias dianas del exón 7 de p53 y el exón 3 de Fbxw7 respectivamente. Estos fragmentos se generan a 
partir de ADN genómico extraído de células epiteliales endometriales de ratón wild-type, seguido del 
esquema de la digestión in vitro con las RNP dirigidas a p53 (p53-RNP) y a Fbxw7 (Fbxw7-RNP) de dicho 
fragmento, donde se marcan la longitud de las fracciones de ADN resultantes del corte CRISPR. pFWD; primer 
directo o forward. pREV; primer reverso o reverse. (B) Imagen del gel de agarosa 1% donde se ha resuelto los 
productos de las distintas condiciones de la digestión de ambos fragmentos de PCR, donde se aprecian las 
bandas correspondientes al fragmento sin digerir en las condiciones donde falta uno de los componentes 
CRISPR, y las bandas  correspondientes a los fragmentos liberados tras la digestión en la condición problema 
donde se añadió la p53-RNP o la Fbxw7-RNP. 

 

Una vez demostrada in vitro la actividad nucleasa de las ribonucleoproteínas contra la secuencia de 

los genes p53 y Fbxw7, se decidió someter a prueba estos complejos ribonucleoproteicos in vivo, 

para así comprobar si también eran eficientes en la edición génica en células epiteliales 

endometriales. Siguiendo el mismo protocolo de electroporación que con la Pten-RNP, se 

electroporaron un ratón cada una de las mixes ribonucleoproteicas.  
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Trascurridos 5 días de la descarga eléctrica se procedió a la extracción de ADN genómico de las 

células epiteliales endometriales de los úteros electroporados. Nuevamente, como se explica en el 

apartado Materiales y Métodos, se llevó a cabo una PCR que flanqueara el lugar de corte CRISPR, 

por un lado, del exón 7 de p53 y por otro del exón 3 del gen Fbxw7.  

Por un lado, el análisis NGS de los amplicones del exón 7 de p53 demostró como se muestra en la 

figura 115 que cerca del 18.9% de las secuencias analizadas, que anillaron con la secuencia de 

referencia, presentaban inserciones o deleciones próximas a la posición de corte CRISPR generadas 

por la reparación NHEJ tras el corte de la p53-RNP. Notablemente, gran parte de ellas causan la 

pérdida del marco de lectura del gen o producen sustituciones aminoacídicas. 

Por otra parte, el análisis NGS de los amplicones del exón 3 de Fbxw7 demostró como se muestra 

en la figura 116 que cerca del 9.15% de las secuencias analizadas, que anillaron con la secuencia de 

referencia, presentaban inserciones o deleciones próximas a la posición de corte CRISPR generadas 

por la reparación NHEJ tras el corte de la Fbxw7-RNP. Notablemente, gran parte de ellas causan la 

pérdida del marco de lectura del gen o producen sustituciones aminoacídicas. 

El conjunto de los resultados presentados nos sugirió que la técnica de electroporación in vivo de 

los componentes CRISPR en la cavidad uterina nos permitía generar de una manera fácil, flexible, 

rápida, robusta y múltiplexable de SEMM para el estudio del CE. 

 



 

 

234 RESULTADOS 

 

Figura 115.  La electroporación de células epiteliales endometriales in vivo con los componentes 
CRISPR/Cas9 produce de manera satisfactoria la edición génica contra el exón 7 de p53. (A) Visualización 
de la distribución de los alelos más representativos (>0,2%) identificados alrededor del sitio de corte para el 
crRNA GGAGUCUUCCAGUGUGAUGA en los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células 
epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y p53-RNP. Los 
nucleótidos se indican con colores únicos (A = verde; C = naranja; G = amarillo; T = púrpura). Las sustituciones 
se muestran en negrita. Los rectángulos rojos destacan las secuencias insertadas. Las líneas horizontales 
discontinuas indican las secuencias eliminadas. La línea vertical discontinua indica el sitio de escisión previsto 
por la p53-RNP. (B) Tabla con los datos de las medias de las secuencias alineadas, las inserciones, las 
deleciones y las frecuencias de inserciones y deleciones (InDel) próximas a la posición de corte de la Pten-
RNP al secuenciar los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales endometriales de 
ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y p53-RNP. (C-D) Gráficas de las posiciones y el tamaño 
correspondiente a las inserciones (izquierda) y deleciones (derecha) encontradas al secuenciar y analizar los 
productos de PCR que flanquean la región próxima del corte de la p53-RNP (70bp por cada lado) obtenidos 
de ADN genómico de células epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-
RNP y p53-RNP. 
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Figura 117.  La electroporación de células epiteliales endometriales in vivo con los componentes 
CRISPR/Cas9 produce de manera satisfactoria la edición génica contra el exón 3 de Fbxw7. (A) Visualización 
de la distribución de los alelos más representativos (>0,2%) identificados alrededor del sitio de corte para el 
crRNA GUUGUUGGUGUUGCUGAACA en los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células 
epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y Fbxw7-RNP. Los 
nucleótidos se indican con colores únicos (A = verde; C = naranja; G = amarillo; T = púrpura). Las sustituciones 
se muestran en negrita. Los rectángulos rojos destacan las secuencias insertadas. Las líneas horizontales 
discontinuas indican las secuencias eliminadas. La línea vertical discontinua indica el sitio de escisión previsto 
por la Fbxw7-RNP. (B) Tabla con los datos de las medias de las secuencias alineadas, las inserciones las 
deleciones y las frecuencias de inserciones y deleciones (InDel) próximas a la posición de corte de la Pten-
RNP al secuenciar los productos de PCR obtenidos de ADN genómico de células epiteliales endometriales de 
ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo con loxP-RNP y Fbxw7-RNP. (C-D) Gráficas de las posiciones y el 
tamaño correspondiente a las inserciones (izquierda) y deleciones (derecha) encontradas al secuenciar y 
analizar los productos de PCR que flanquean la región próxima del corte de la p53-RNP (70bp por cada lado) 
obtenidos de ADN genómico de células epiteliales endometriales de ratones mT/mGf/f electroporadas in vivo 
con loxP-RNP y Fbxw7-RNP. 
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“En algún lugar, algo increíble 

está esperando ser conocido” 

Carl Sagan 
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La generación de modelos murinos que mimetizaran la biología de los tumores humanos ha sido un 

progreso decisivo en el avance del conocimiento de la biología del cáncer. El uso de esto animales 

modificados genéticamente permite comprender los mecanismos que desencadenan la patología, 

y así mismo, determinar nuevas estrategias terapéuticas y de diagnóstico, o evaluar los engranajes 

moleculares que desencadenan resistencia a las ya existentes. Durante este trabajo, se describe el 

desarrollo y evaluación de nuevos modelos animales para el estudio del cáncer endometrial. 

1. ESTABLECIMIENTO DE MODELOS ANIMALES PARA EL 

ESTUDIO DEL PAPEL DE PTEN Y/O P53 EN EL 

DESARROLLO TUMORAL DEL ENDOMETRIO 

ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO MURINO PARA EL ESTUDIO DE NEOPLASIAS DE 

ORIGEN EPITELIAL INDUCIDAS POR LA PÉRDIDA DE PTEN Y/O P53 

En la primera parte del trabajo, se describe un modelo animal que permite la deleción de Pten y/o 

p53 de forma inducible por tamoxifeno en los tejidos epiteliales, lo que resulta en un rápido 

desarrollo de hiperplasias endometriales y carcinomas intraepiteliales endometriales en los 

animales con deleción génica de Pten y de Pten y p53. 

Por un lado, la inactivación mutacional de PTEN es muy frecuente en el cáncer de endometrio (Getz 

et al., 2013; Merritt and Cramer, 2011; Okuda et al., 2010), y su tasa mutacional va varía entre los 

diferentes subtipos de CE (Bell and Ellenson, 2019). Por otro lado, las alteraciones de TP53 son otras 

de las mutaciones típicas en este tipo de cáncer, ya al igual que PTEN, su frecuencia mutacional 

varía entre los distintos tipos de CE (Getz et al., 2013; Okuda et al., 2010). Así, en el CE existe una 

tendencia de exclusión mutacional entre ambos genes, siendo las de PTEN más comunes en 

mujeres jóvenes con tumores endometriales de bajo grado, y las de TP53 en tumores de alto grado 

endometrioides y serosos (Bell and Ellenson, 2019; Leskela et al., 2019). No obstante, entorno al 

15% de los CE presentan mutaciones en ambos genes (Janiec-Jankowska et al., 2010; Stavropoulos 

et al., 2019). Hasta la fecha son muchos los trabajos donde se ha estudiado modelos murinos 

condicionales que presentaban deleciones bialélicas de manera individual o combinada de Pten o 

Trp53, con otros genes frecuentemente alterados en CE. No obstante, el análisis de la mayoría de 

estos modelos presenta una serie de limitaciones, que hacen que los resultados obtenidos sean 

heterogéneos, e incluso a veces contradictorios. Así, dependiendo del ratón condicional con el que 

se cruce el ratón Ptenf/f para activar la actividad recombinasa Cre, unos modelos desarrollan 

adenocarcinomas endometriales invasivos (Daikoku et al., 2008), adenocarcinomas endometriales 

in situ (Mirantes et al., 2013a) o hiperplasias endometriales (Liang et al., 2018). O, en el caso del 
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ratón Trp55f/f, que, al igual que nos sucede en nuestro modelo, en algún estudio no desarrolla 

ningún tipo de patología (Daikoku et al., 2008) y en cambio otro genera un modelo de carcinomas 

seroso y carcionarcomas endometriales (Wild et al., 2012). De esta manera, en otros estudios, 

cuando uno de estos dos genes floxeados se combinan con otros RMG, con alteraciones genéticas 

en genes como Kras (Tae Hoon Kim et al., 2010b; Kun et al., 2020), Tgfbr1 (Y. Gao et al., 2017), Cdh1 

(Reardon et al., 2012; Stodden et al., 2015), PiK3ca (Reske et al., 2021), Dicer1 (Wang et al., 2020), 

Pot1a (Akbay et al., 2013), Fbxw7 (Cuevas et al., 2019), CycD1 (Dosil et al., 2017), Rb1 (D. J. Fu et 

al., 2020) o Arid1a (Suryo Rahmanto et al., 2020), todos ellos desarrollan o carcinomas de 

endometrio, sarcomas o carcinosarcomas endometriales, todo ello dependiendo de si el gen 

mutado con el que se combina la deleción de Pten o p53 en esta relacionado con uno u otro tipo 

de tumor uterino, además el tiempo de latencia de la enfermedad difiere entre unos y otros 

estudios. Para empezar, es importante remarcar que salvo en los casos donde se emplea la 

activación de la Cre bajo el control de la administración de tamoxifeno (Mirantes et al., 2013a) o de 

tetraciclina (D. J. Fu et al., 2020; Suryo Rahmanto et al., 2020), en el resto de casos, la deleción 

génica es desde su estado fetal. A excepción del Síndrome de Cowden (Farooq et al., 2010; Shai et 

al., 2014) y el de Lynch (Singh and Resnick, 2017), correspondientes al 2-5% de los casos de CE, 

donde los tumores son hereditarios y los pacientes presentan la mutación desde el nacimiento, en 

el cáncer de endometrio, como en la gran mayoría de canceres, las mutaciones surgen 

esporádicamente y de manera progresiva en el transcurso del tiempo (Shai et al., 2014). 

Igualmente, es probable que los cambios observados entre estudios surjan como consecuencia de 

que en ninguno de ellos la deleción génica se da de manera única y específica en las células 

epiteliales endometriales. Así, en alguno de estos estudios, la actividad recombinasa, y por tanto, 

la ablación génica, se da tanto en el componente epitelial como en el mesenquimal uterino 

(Beauparlant et al., 2004; Jamin et al., 2002; Soyal et al., 2005), en otros se da en otros tejidos 

ginecológicos como ovarios y trompas de Falopio (Contreras et al., 2010; Daikoku et al., 2014; Jamin 

et al., 2002; Perets et al., 2013; Shao et al., 2002; Soyal et al., 2005), hecho que puede variar el 

ambiente uterino a la hora de la carcinogénesis, y por último en otros en órganos no genitales, 

como riñón, hígado, tiroides, entre otros, condición que pueden hacer variar significativamente la 

esperanza de vida de los animales, dificultando así el estudio a largo plazo del CE en estos modelos 

trasgénicos. Así, por ejemplo, un estudio comparó el desarrollo tumoral debido a la inactivación 

mutacional de Pten emplando tres tipos distintos de ratones condicionales Cre (Liang et al., 2018). 

En este, se describe como entre los diversos modelos, en aquel donde la deleción es solo en el 

componte mesenquimal no se desarrolla ningún tipo de carcinoma endometrial, por el contrario 

en el que lo hace en el componente epitelial los ratones únicamente desarrollan hiperplasias 

endometriales, y únicamente los ratones que presentan el gen de la Cre bajo el promotor de la 
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progesterona (Pgr-Cre), donde la actividad recombinasa se da en ambos componentes 

endometriales, los tumores desarrollados presentan mayor agresividad que cuando únicamente la 

deleción se da en el compartimento epitelial. No obstante, el carcinoma endometrial, al igual que 

todos los adenocarcinomas, aparecen como resultado de la acumulación de mutaciones en células 

epiteliales, siendo éstas las que forman el tumor. En este sentido, como comentábamos con 

anterioridad, la deleción de Pten en el estroma uterino no induce la formación de tumores (Daikoku 

et al., 2011), pero no se puede menospreciar la influencia del mismo en el proceso neoplásico y en 

el ambiente tumoral (De Nola et al., 2019; Pineda et al., 2015; Pradip et al., 2021; Sahoo et al., 

2018). Actualmente, la influencia del estroma y el microambiente tumoral sobre el desarrollo de la 

patología está ampliamente demostrado y aceptado (Bhowmick et al., 2004). Un ejemplo se 

observa en el cáncer de mama, en el cual la inactivación especifica de PTEN en el estroma acelera 

el proceso tumoral (Trimboli et al., 2009; Wallace et al., 2011). Es probable que la deleción de PTEN 

en las células del estroma endometrial afecte a la progresión tumoral de las células epiteliales.  La 

inactivación del gen de forma específica en el componente epitelial es crucial para poder entender 

los mecanismos autónomos implicados en carcinogénesis. Hasta el momento, la deleción exclusiva 

en células epiteliales endometriales sólo se ha conseguido mediante experimentos de 

recombinación tisular, los cuales se discutirán en apartados posteriores. 

En cuanto al modelo con deleción combinada de Pten y p53, hasta la fecha, solo existe un estudio 

que use un modelo murino para la alteración de la expresión de ambos genes (Daikoku et al., 2008). 

En este modelo se emplea la Pgr-Cre para generar la ablación, por lo que el modelo CAG-Cre:ERT 

PTENf/f P53f/f que presentamos en este trabajo es el primero en presentar la deleción de Pten y p53 

de manera exclusiva en las células epiteliales endometriales dentro del útero y además de una 

manera temporalmente condicional. En este estudio, al igual que el nuestro, el ratón doble KO 

reduce su esperanza de vida con relación al KO para Pten, ya que también presenta deleciones 

génicas en tejidos no uterinos, por lo que ambos únicamente desarrollan el mismo tipo de 

patología, en este caso adenocarcinoma endometrial con invasión de miometrio, en el nuestro 

adenocarcinoma endometrial in situ. 

El modelo CAG-Cre:ERT precisa de la administración de tamoxifeno como inductor de la actividad 

recombinasa. Esta molécula es un análogo estrogénico ampliamente utilizado como terapia 

adyuvante para el tratamiento del cáncer de mama, ya que aminora el riesgo de aparición de 

recidivas y metástasis (Lewis and Jordan, 2005). Sin embargo, a pesar de su elevado índice 

terapéutico, la administración de tamoxifeno incrementa en el doble de probabilidad de desarrollar 

cáncer de endometrio y puede causar hiperplasia en mujeres postmenopáusicas (Emons et al., 

2020; Houssami et al., 2006; Kedar et al., 1994; Vosse et al., 2002). En ratones, la inyección de 

tamoxifeno en animales neonatos sin alteraciones genéticas, provoca la aparición de 



 

 

243 DISCUSIÓN 

adenocarcinoma de endometrio a partir de los 14 meses de edad (Newbold et al., 1997). En nuestro 

caso, uno de los riesgos era que el propio inductor del sistema contribuyera al proceso tumoral. No 

obstante, en (Mirantes et al., 2013a) se descartó esta opción, ya que al administrar el fármaco en 

ratones que no expresaban el gen CAG-Cre:ERT (CAG-Cre:ERT-/-), al analizar histológicamente todos 

los úteros de estos animales en todos los casos, estos mostraron tejidos sanos, análogas a los 

animales no inyectados. Esto puede deberse a que la inducción de la ablación génica de este modelo 

es con una única dosis puntual, y no de forma continuada como se da en el tratamiento de cáncer 

de mama. Otro hecho a tener en cuenta puede ser que los animales se analizaron entre las 5 y las 

10 semanas desde su inducción, lo que contrarresta a los 14 meses del estudio comentado con 

anterioridad. 

En relación al resto de patologías que presentaron los animales CAG-Cre:ERT PTENf/f P53f/f en tejidos 

alienos al útero, daba respuesta a lo observado al usar el animal reportero mT/mG junto con el 

CAG-Cre:ERT+/- en (Mirantes et al., 2013a). En este estudio se vio que la deleción tras una solo 

inyección de tamoxifeno producía la ablación de Pten en diversos tipos celulares epiteliales a lo 

largo de todos los órganos. En cambio, luego se detectaron únicamente carcinomas de endometrio 

e hiperplasias nodulares de tiroides, y no se observó crecimiento neoplásico en otros órganos 

epiteliales como los riñones, pulmones o colon. En el presente trabajo, la deleción de Pten sumada 

a la ablación monoalélica o bialélica de p53 inducida por tamoxifeno desencadena la aparición de 

neoplasias no solo en endometrio y tiroides, sino que también en hígado y colon, y de pulmón en 

la inyección intraperitoneal e intravaginal, respectivamente.  Trabajos previos en el campo han 

demostrado que la inactivación de PTEN y/o p53 en pulmón (Andjelkovic et al., 2011; VanderLaan 

et al., 2017), colón (Armaghany et al., 2012; X. L. Li et al., 2015; Michel et al., 2021; Nakayama and 

Oshima, 2019; Salvatore et al., 2019), hígado (Luo et al., 2021; Peyrou et al., 2010), o tejido 

hematopoyético (Adamson et al., 1995; Mao et al., 2003; Mirantes et al., 2016; Wang et al., 2015), 

provoca el desarrollo de tumores en dichos órganos. Existen varias explicaciones al porque, aunque 

este descrito que la pérdida única de Pten sería suficiente para desarrollar las neoplasias, éstas solo 

se hacen presentes con la deleción de ambos genes. Por un lado, tanto el endometrio como la 

tiroides son tejidos muy sensibles a la inactivación de Pten, hecho que se aprecia en el elevado 

número de casos de pacientes que muestran mutaciones en este gen en patologías de ambos 

órganos. Además, estos órganos son, a priori, sensibles a estrógenos y, por ende, al tamoxifeno 

(Marquardt et al., 2019; Santin and Furlanetto, 2011), por lo que una concentración menor induce 

la carcinogénesis con anterioridad. Asimismo, el resto de órganos, pueden precisar de mayor 

tiempo para la aparición de neoplasias y/o factores adyuvantes del proceso tumoral como 

mutaciones secundarias, lo cual explicaría la aparición más temprana en los fenotipos de los ratones 

doble mutante. En estudios anteriores, utilizando el modelo Cre:ERT+/-, la actividad recombinasa no 
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se daba en el tejido hematopoyético, en nuestro modelo, se observaron esplenomegalias y linfomas 

en los ratones dKO. Esta diferencia entre modelos, puede ser debida a la variación fenotípica 

causada por la alteración del fondo genético entre los animales empleados en cada estudio (Fowler 

et al., 2000; Montagutelli, 2000; Phillips et al., 1999; Tolman et al., 2021). Por ejemplo, se ha 

demostrado que el fondo genético afecta al desarrollo de tumores causados por la pérdida de Pten 

en ratones (Freeman et al., 2006) y de p53 (Donehower et al., 1995). Además, la expresión espacio-

temporal de la Cre también puede variar dependiendo de este factor (Dorà et al., 2014; Hébert and 

McConnell, 2000; Smith, 2011; H. Wang et al., 2010), provocando diferentes patrones de 

recombinación tanto en los ratones que expresan la CRE como los que aportan las secuencia loxP. 

En nuestro caso, la inactivación inducible de Pten y/o p53, se consiguió empleando una cepa 

transgénica de ratones que expresan la Cre:ERT bajo el promotor de la β-actina de pollo (CAG). Así, 

debido a que la β-actina es un gen de expresión ubicua, teóricamente la Cre recombinasa se expresa 

en la mayoría de tejidos sanos en estadios tanto embrionarios como en adultos (Hayashi and 

McMahon, 2002). Es por estos motivos que, bajo el fondo genético de nuestro modelo, por un lado, 

los ratones PTENKO presenten lesiones colorrectales en un periodo temporal al que en el estudio 

original no lo hacían, o que los ratones dKO presenten una reducción en su esperanza de vida pro 

deleciones y lesiones en tejidos que tampoco lo hacían en el modelo original. 

En resumen, en la primera parte del trabajo hemos generado un modelo murino para estudiar los 

mecanismos autónomos de tumorigénesis inducida por la pérdida de Pten y p53 en el útero, hígado, 

pulmón, tiroides, colon y tejido hematopoyético. Además, como se discutirá en apartados 

posteriores, este modelo de deleción epitelial endometrial se utilizará como herramienta para la 

generación de nuevos modelos híbridos ex vivo-in vivo de CE. 

 

ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO MURINO PARA EL ESTUDIO DE NEOPLASIAS 

INDUCIDAS POR LA PÉRDIDA DE PTEN Y/O P53 DE MANERA ESPECÍFICA EN EL ÚTERO. 

Como se mencionó en el apartado anterior, el modelo animal inducible por tamoxifeno, in vivo, 

debido al resto de patologías no ginecológicas, no nos permitió discernir histológicamente entre los 

ratones con ablación única de Pten con aquellos que además perdían también la expresión de p53. 

Por este motivo, en la siguiente parte del trabajo se decidió buscar modelos donde la inhibición 

génica tuviera lugar únicamente en el útero para poder estudiar así el efecto de la pérdida de p53 

en un contexto deficiente de PTEN en el CE.  

El uso de modelos de xenoinjertos derivados de pacientes (PDX, patient-dervied xenograft) para el 

estudio de distintos tipos de canceres, así como para la búsqueda de nuevos fármacos oncológicos 

está altamente descrito en la literatura (Aparicio et al., 2015; Hidalgo et al., 2014; Tentler et al., 
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2012). Los PDX uterinos pueden generarse, de manera ortotópica o subcutánea, mediante la 

inyección de celulares de cáncer humano (Akimoto et al., 2018; Haldorsen et al., 2015), organoides 

(Boretto et al., 2019; Pauli et al., 2017), tumores frescos (Cabrera et al., 2012; Unno et al., 2014), o 

de aspirados uterinos (Casas-Arozamena et al., 2020), generalmente a huéspedes 

inmunocomprometidos, como los ratones con inmunodeficiencia combinada grave (SCID). De esta 

forma, se han realizado dos modelos de PDX, donde el tejido de origen provenía de ratones que 

presentaban deleción condicional de Pten y/o p53 en las células de endometrio. En el primero 

mediante el injerto de explantes uterino, y el segundo mediante la introducción de células 

epiteliales knock-out para los genes de interés. El uso de explantes uterino ha sido descrito para 

evaluar la fisiología normal del endometrio, carcinogénesis, efecto de fármacos, entre otras cosas 

(Fasciani et al., 2003; Marbaix et al., 1995; Pitt et al., 2001; Sharma et al., 2003; Vassilev et al., 

2005). En endometrio estos explantes tumorales están ligados a una pequeña viabilidad, por ello 

son pocos los artículos donde se desarrollan estos cultivos tumorales ex vivo. En ellos se ha podido 

estudiar la respuesta rápida a fármacos, y así evaluar los mecanismos de acción de estos fármacos 

en el tejido tumoral (Dolcet et al., 2006; Sales et al., 2010, 2007), pero no en estudios a largo plazo. 

Éstos, pueden ser los motivos por los que en nuestro modelo no ortotópico ex vivo-in vivo de 

explantes uterinos estos degenerasen antes de poder estudiar el avance del CE. A pesar de ello, en 

el modelo donde introdujimos de manera subcutánea células epiteliales aisladas de endometrios 

donde se les había inducido con tamoxifeno la ablación génica, conseguimos establecer un nuevo 

modelo para el estudio de la carcinogénesis endometrial. Este tipo de modelo, se asemeja a los PDX 

originados a partir de organoides tumorales derivados de pacientes (PDTO, PDX from patient-

derived tumour organoids), estos modelos humano–ratón han sido utilizado en otros estudios para 

el estudio de diversos tipos de lesiones oncológicas, entre las que se encuentra los 

adenocarcinomas endometriales (Kato et al., 2021; Pauli et al., 2017). En este trabajo, basándose 

en este tipo de modelos, se ha conseguido estudiar la progresión de los adenocarcinomas 

endometriales deficientes para Pten y p53, los cuales desarrollaron carcinosarcomas endometriales 

(CSE). 

Los carcinosarcomas uterinos, son un grupo tumoral ginecológico que hasta hace relativamente un 

periodo corto de tiempo, existía una discrepancia a la hora de su diagnóstico histológico debido a 

su naturaleza bifásica tanto epitelial como mesenquimal (McCluggage 2002; Pezzicoli et al., 2021). 

Estudios moleculares han demostrado que las alteraciones en el componente epitelial y el 

mesenquimal son las mismas, por lo que a día de hoy, a pesar de haber discrepancias en la 

literatura, esta aceptado que casi el total de los carcinosarcomas son carcinomas metaplásicos en 

los cuales el componente sarcomatosos deriva del epitelial como resultado de la 

transdiferenciación epitelio-mesénquima (epitelial-to-mesenchymal transition, EMT) durante la 
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progresión tumoral (Castilla et al., 2011; Chiyoda et al., 2012; Mcconechy et al., 2015; Taylor et al., 

2006; Zhao et al., 2016). Nuestro modelo, refuerza esta hipótesis, puesto que los tumores 

subcutáneos que fueron diagnosticados como CSE, habían sido generados a partir de células 

uterinas donde solo presentaban modificaciones génicas las células endometriales epiteliales. 

Además, el análisis transcriptómico de organoides derivados de estas mismas células epiteliales que 

se usaron para la generación de los tumores subcutáneos, presento un aumento es marcadores 

típicos de EMT en cáncer, como lo son la vimentina, ZEB1, SNAIL o la MMP2 entre otros (Guarino 

et al., 2007; Radisky and Radisky, 2010; Y. Wang et al., 2014; Zhang et al., 2015). 

La mayoría de los carcinosarcomas endometriales pertenecen al subtipo molecular de carcinoma 

endometrial de alto número de copias, caracterizado por la mutación del TP53 y frecuentemente 

acompañado por un gran número de alteraciones del número de copias de los genes, incluyendo la 

amplificación de importantes oncogenes, como el CCNE1 y el c-MYC. Sin embargo, una proporción 

de casos (20%) probablemente representa la progresión de tumores inicialmente pertenecientes al 

subtipo molecular de bajo número de copias de tipo endometrioide (caracterizado por mutaciones 

en genes como PTEN, PI3KCA o ARID1A), tras la adquisición de las mutaciones TP53 (Leskela et al., 

2019). Por lo tanto, nuestro modelo de CSE se correspondería al segundo subtipo de lesión uterina, 

y en este contexto son escasos los modelos de CSE presentes en la literatura (Cuevas et al., 2019), 

por lo que este modelo será útil a la hora de entender la progresión tumoral del CEE a CSE. 

Otro de los modelos presentados dentro de este apartado, requería del uso de la proteína Cre 

fusionada a un péptido de penetración celular. Estos CPP han sido utilizados terapéuticamente en 

investigación preclínica y clínica para el estudio y tratamiento del cáncer (Borrelli et al., 2018; Kondo 

et al., 2021; Maity et al., 2020; Palanikumar et al., 2020; Tripathi et al., 2018). Con este fin, entre 

los péptidos ampliamente utilizados en la literatura, se encuentra el péptido TAT (Cantelmo et al., 

2010; Lee et al., 2011). Este péptido es un fragmento proteico derivado del virus del VIH, que 

presenta de manera autónoma la capacidad de inducir la endocitosis en las células que entran en 

contacto con él (Frankel and Pabo, 1988; Marciniak et al., 1990) entre otros mecanismos de entrada 

celular (Wadia et al., 2004). Su combinación con la proteína recombinasa Cre fue descrita por 

primera vez en (Joshi et al., 2002), donde se observó que su uso in vitro e in vivo permitía prescindir 

del uso del transgen Cre para la delecionar alelos floxeados por secuencias loxP. De manera similar, 

esto se estaba probando en otros laboratorios con otros tipos de CPPs (Jo et al., 2001). Desde 

entonces, el uso de esta proteína de fusión ha sido utilizado desde para la generación de modelos 

animales transgénicos (Kang et al., 2018; Xu et al., 2008), para la deleción génica especifica in situ 

en hígados de ratones (Sonsteng et al., 2014). Esta proteína recombinante también ha sido usada 

con anterioridad para generar modelos in vivo de cáncer, como por ejemplo para la generación de 

tumores de pulmón (Lukas Heukamp; et al., 2007) , o de sarcomas de célula clara (Straessler et al., 
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2013), o en organoides de tumores intestinales (Jardé et al., 2018), pero en ginecología solo se ha 

empleado para la edición genética especifica de placenta (Ozguldez et al., 2020), por lo que nuestro 

modelo es el primero en utilizar esta proteína de fusión para generar un modelo de deleción in situ 

en el útero para el estudio de canceres uterinos. 

El uso de la TAT-Cre en otros modelos se vio que presentaba una alta penetrancia celular (Sonsteng 

et al., 2014), eso por esto que su uso en el útero no solo desencadenaba la deleción génica en las 

células epiteliales, sino que, dependiendo de la manera de administración, también lo hacía en las 

células estromales y miometriales. En la actualidad no son muchos los modelos para el estudio de 

tumores sarcomas uterinos (Hayashi et al., 2011; Hayashi and Faustman, 2002; Kun et al., 2020; 

Politi et al., 2004; Wild et al., 2012; Xing et al., 2009), por lo que este nuevo modelo permitirá el 

estudio de la iniciación y progresión de este tipo de tumores que presentan mutaciones en Pten y 

p53 (Grossmann et al., 2012; Guijarro et al., 2013; Mäkinen et al., 2016; Pan et al., 2021; Schaefer 

et al., 2017). 

El modelo TAT-Cre, además presenta una ventaja a la hora de generar tumores uterinos, tanto de 

origen epitelial como mesenquimal, ya que permite elegir el momento y el tejido donde se da la 

ablación génica, hecho que como se explica en apartados anteriores y posteriores, en muchos de 

los modelos no es posible. Otro factor a tener en cuenta, es que este modelo evita el uso de virus 

portadores de la proteína Cre, como el Adenovirus-Cre (Beauparlant et al., 2004), para la 

generación de modelos murinos oncológicos de endometrio de manera temporal y espacial (Cheng 

et al., 2014; Joshi and Ellenson, 2011; Saito et al., 2011; Tirodkar et al., 2014), mejorando además 

notablemente la penetrancia de este modelo viral, y asimismo reduciendo al peligrosidad y 

citotoxicidad del uso de este modelo (Gagat et al., 2017). 
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ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE UN MODELO 

MURINO PARA EL ESTUDIO DE NEOPLASIAS 

ENDOMETRIALES CON MUTACIONES A LA CARTA 

GENERADAS IN VIVO DE MANERA ESPECÍFICA EN EL 

ENDOMETRIO CON EL SISTEMA DE EDICIÓN GÉNICA 

CRISPR/CAS9 
Hasta la fecha, no existe ningún método para la ingeniería genómica in vivo de las células epiteliales 

del endometrio. Aquí, describimos un método fácil, rápido, flexible, multiplexable y robusto para la 

mimetización de CE utilizando la entrega in vivo de CRISPR/Cas9 por electroporación en el útero del 

ratón. Para validar este método de modelización de CE, nos dirigimos a Pten, el principal gen 

supresor de tumores implicado en el CE.  

En el presente estudio, hemos utilizado la electroporación de las RNPs de Cas9 como método para 

la entrega in vivo de Cas9 y ARNg en la cavidad uterina del ratón. La entrega de complejos de Cas9 

RNP ofrece algunas ventajas sobre el uso de plásmidos que codifican Cas9 y ARNg. En primer lugar, 

la RNP puede editar inmediatamente los genes diana sin necesidad de transcripción o traducción, 

lo que permite una rápida edición genómica tras su entrega intranuclear. En segundo lugar, la 

entrega de los complejos RNP de Cas9 es rápida y transitoria, lo que hace que las tasas de edición 

sean mayores y que se reduzcan los objetivos no deseados (off-targets), la mutagénesis por 

inserción y la toxicidad (Cho et al., 2014; S. Kim et al., 2014; Liang et al., 2015; Lin et al., 2014). El 

uso de estrategias basadas en el ADN para introducir la maquinaria de Cas9 en las células, ya sea 

por transfección transitoria o mediante el uso de virus, aumenta el riesgo de integración genómica 

accidental que conduce a la mutagénesis por inserción (Hanlon et al., 2019; C. L. Xu et al., 2019). En 

tercer lugar, la administración de Cas9 y ARNg basada en el ADN puede conducir a una expresión 

prolongada y descontrolada de Cas9 y ARN guía, lo que aumenta las posibilidades de efectos fuera 

de los objetivos y la interrupción de los genes endógenos (Bloomer et al., 2022; Bykonya et al., 

2022). Por último, la introducción de secuencias de ADN exógenas puede potenciar la respuesta 

inmunitaria del huésped, lo que limita su uso para aplicaciones terapéuticas (Chew et al., 2016; 

Zhang, 2021). A pesar de las ventajas de la RNP Cas9, su administración in vivo sigue siendo un reto. 

La transfección directa de la RNP se ha logrado utilizando una amplia variedad de sistemas de 

entrega, como la microinyección, la transfección basada en lípidos, las nanopartículas, la 

electroporación y un largo etcétera de materiales y técnicas emergentes (Bloomer et al., 2022; 

Bykonya et al., 2022; Fajrial et al., 2020; Zhang, 2021; S. Zhang et al., 2020). Entre los métodos 



 

 

249 DISCUSIÓN 

físicos, la electroporación in vitro ha sido ampliamente utilizada para la transfección de la RNP en 

líneas celulares, cultivos primarios o explantes, pero su uso in vivo (Y. Zhang et al., 2021). Aunque 

la microinyección y la electroporación de RNP en embriones de ratón se han utilizado para generar 

eficientemente ratones knock-out y knock-in (Aida et al., 2015; Hashimoto et al., 2016; Sung et al., 

2014; Wang et al., 2016), su uso para la entrega de RNP y la edición genómica de tejidos adultos 

apenas se ha utilizado. En cambio, la entrega sistémica de RNP mediante nanopartículas se ha 

utilizado recientemente para editar tejidos como el músculo, el cerebro, el hígado y los pulmones 

(Wei et al., 2020). Recientemente, las estrategias basadas en lípidos (Noureddine et al., 2020; Zuris 

et al., 2015) o diferentes tipos de nanopartículas y vesículas, como las nanoláminas (Sun et al., 

2015), las nanopartículas carboladas (Rui et al., 2019), nanopartículas de oro (K. Lee et al., 2017), 

nanoláminas (Zhou et al., 2018), vesículas extracelulares (Gee et al., 2020) o vesículas de tipo VSV 

(Montagna et al., 2018), se ha utilizado de forma eficiente para la modificación del genoma in vivo. 

Sin embargo, nunca se ha logrado la entrega precisa in vivo de RNP en el útero de ratones mediante 

ninguno de los métodos descritos. Este protocolo de electroporación proporciona un método in 

situ específico para la célula y controlable espacio-temporalmente para introducir mutaciones en 

las células epiteliales del endometrio, lo que es de importancia fundamental para el modelado 

preciso de la CE. Al inyectar los complejos RNP en la cavidad luminal uterina, la lámina epitelial 

luminal que cubre el endometrio del ratón queda expuesta a los complejos RNP y, por tanto, se 

facilita su transfección tras la electroporación. Cabe mencionar que los CE surgen del 

compartimento epitelial. A este respecto, son muchos los modelos transgénicos descritos en la 

literatura para el estudio y modelización del CE, y aunque de gran utilidad, a día de hoy no existe 

ningún modelo que permita la generar la deleción especifica únicamente de las células epiteliales 

endometriales y que además esté regulado de manera temporal (Maru and Hippo, 2021).  No solo 

esto, sino que únicamente existe un modelo que permite la deleción espacial específica en las 

células epiteliales endometriales, que presenta el gen de la recombinasa Cre bajo el control del 

promotor Sprr2 y una secuencia bacteriana reguladora de este promotor (Cuevas et al., 2019; Li et 

al., 2020). El resto de modelos, tanto condicionales temporales como espaciales, presentan 

ablaciones génicas en otros compartimento tanto uterinos como en órganos alíenos al sistema 

reproductivo femenino. Así, nuestro modelo de generación de modelos de ratones modificados 

genéticamente in situ en epitelio endometrial mediante electroporación in vivo de las RNP CRISPR, 

es el primero en ser descrito en conseguir la deleción espacial y temporal para la mimetización del 

CE. 

Si bien el sistema CRISPR/Cas9 ha sido utilizado ha sido con anterior trabajos para el estudio y 

caracterización del CE, todos ellos se basan en la entrega de los componentes CRISPR para la 

modificación génica o en líneas celulares de CE, como por ejemplo Ishikawa (Blanchard et al., 2019; 
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Rodriguez et al., 2020; Tang et al., 2021; H. Wang et al., 2019), HEC-1A (Cai et al., 2019; Peng et al., 

2021; Tahara et al., 2016), RUCA-1 (Zierau et al., 2018), ECC1 (Kavlashvili et al., 2016), K562 (C. G. 

Bailey et al., 2018), AN3CA (Tang et al., 2021), ARK1 (Urick et al., 2021), ARK4 (Urick et al., 2021), 

HEC-1B (Tahara et al., 2019; Urick et al., 2021), JHUEM-1 (Urick et al., 2021), HEC-108 (Tahara et 

al., 2019), HEC-50B (Urick and Bell, 2018); en cultivos primarios de células endometriales de ratón 

(Megino-Luque et al., 2022) o en organoides (Chen et al., 2021). En este sentido, no existen modelos 

murinos para el estudio de CE que emplea el sistema CRISPR/Cas9 para la edición génica en el útero. 

Más aún, no solamente es el primer modelo de ratón descrito en utilizar la herramienta 

CRISPR/Cas9, sino que es el primero en emplear la RNP para la edición in situ en para el estudio de 

CE. En general, el sistema CRISPR ha sido utilizado para modelar in vitro (W. Zhang et al., 2020) e in 

vivo (Teng et al., 2021) otros tipos de cáncer ginecológicos (ovario, cérvix, trompas de Falopio), pero 

en ninguno se utilizó el complejo endonucleasa-ARN guía, sino que se empleaban otras estrategias 

de entrega como son por ejemplo los plásmidos. 

En los últimos años, otra de las ventajas observadas del sistema CRISPR/Cas9 es su capacidad de 

hacer ingeniería genómica multiplexable, es decir, que permite la edición simultánea de más de un 

locus a la vez. Desde que en 2013 se demostró por primera vez la capacidad del sistema Cas9 para 

editar múltiples loci en células de mamífero (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013), numerosos 

estudios han demostrado la capacidad de multiplexación del sistema Cas9 (McCarty et al., 2020). 

En este trabajo mediante el uso de mezclas de RNP, hemos logrado la co-dirección de hasta dos loci 

diferentes (se ha logrado hasta tres loci a la vez, experimentos no mostrados en la tesis), lo que 

puede ser una herramienta valiosa para modelar el CE. Como la mayoría de las enfermedades 

malignas, el CE surge de la acumulación de mutaciones conductoras que confieren las 

características del fenotipo de las células cancerosas (Hanahan, 2022). La secuenciación del 

genoma completo ha desvelado o confirmado mutaciones previamente conocidas en el CE (Getz et 

al., 2013; Weinstein et al., 2013). Sin embargo, la validación funcional de las alteraciones 

identificadas como una mutación conductora en sí misma o en combinación con otras alteraciones 

sigue siendo un reto en la investigación del cáncer. El principal enfoque para la validación funcional 

de las alteraciones moleculares descubiertas por la secuenciación del genoma completo del cáncer 

es su recapitulación en modelos animales modificados genéticamente, especialmente en ratones. 

Tradicionalmente, la recapitulación del CE se ha realizado mediante modelos de ratones 

genéticamente embrionarios portadores de mutaciones en los genes candidatos. Dichos enfoques 

proporcionaban información inagotable sobre el papel de las alteraciones de los genes en el 

desarrollo y la progresión de la CE. Sin embargo, uno de los principales cuellos de botella de este 

enfoque es la generación de modelos de ratón portadores de mutaciones específicas del 

endometrio en más de un gen (es decir, knock-outs dobles o triples), lo que requiere la reproducción 
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de dos o más cruces de ratón genéticamente modificadas con ratones portadores de la 

recombinasa Cre específica del tejido. Estos procedimientos pueden llevar incluso años hasta 

alcanzar las combinaciones deseadas de alelos mutantes para estudiar su función en la CE. Nuestra 

ingeniería genómica in vivo mediada por CRISPR/Cas9 en el endometrio del ratón permite co-dirigir 

diferentes loci en un solo día, reduciendo drásticamente el tiempo para conocer la función de los 

genes editados en el CE. Otra ventaja es el control temporal de la edición del genoma. Todavía hay 

una cantidad limitada de ratones que expresan Cre y que permiten la recombinación específica e 

inducible en las células epiteliales del endometrio. Simplemente eligiendo la edad de los ratones 

que serán electroporados con los complejos Cas9 RNP, podemos inducir la edición del genoma en 

diferentes momentos de la vida del ratón.  Dado que la incidencia de los cánceres aumenta 

drásticamente con la edad, esta característica resulta especialmente adecuada para la modelización 

del cáncer. Además del conocimiento de las funciones de los genes en la carcinogénesis, los 

modelos modificados genéticamente proporcionan una plataforma para las pruebas preclínicas de 

los medicamentos contra el cáncer. Así, la alteración de un solo gen o de una combinación de genes 

conductores puede generar nuevos modelos para probar la eficacia de las terapias dirigidas. 

Un arma de doble filo, pero que, en el caso del cáncer, es beneficiosa, ya que a diferencia de la 

activación sistémica de Cre, que afecta uniformemente a todas las células que expresan 

activamente la recombinasa Cre en los tejidos, la electroporación puede crear un patrón de mosaico 

aleatorio de células normales y células que hayan adquirido una, o varias mutaciones dentro de un 

mismo epitelio. Este patrón de mosaico se asemeja más a la carcinogénesis humana, que se 

produce de forma esporádica y de forma localizada. Además, el alto nivel de flexibilidad en la 

elección de objetivos y áreas génicas será útil en el desarrollo de RMG para el EC, que es 

genéticamente muy heterogéneo, y muchos de los entresijos de su progresión tumoral aún son 

desconocidos (Gatius et al., 2018; Mota et al., 2022). Aprovechando esta condición podremos 

discernir entre que genes y que conjunto de alteraciones son los que hacen que el CE progrese. Por 

ejemplo, estudios similares han conseguido recapitular in vivo mediante infecciones víricas de los 

componentes CRISPR, otro tipo tumoral, el glioblastoma, y así identificar nuevos genes en el 

surgimiento y progreso de este tipo tumoral (Chow et al., 2017). En nuestro caso, por ejemplo, 

como se muestra en la figura 118, podremos generar una variedad de modelos de CE que presenten 

una heterogeneidad tumoral la cual podremos utilizar a nuestro favor a la hora de realizar ensayos 

farmacológicos (generación de resistencias a fármacos) o análisis de la progresión tumoral 

(mutaciones que incrementen la capacidad invasiva y metastásica de las células epiteliales). 
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Figura 118. Esquema de posibles estrategias a seguir a partir del modelo murino modificado genéticamente 
in situ en epitelio endometrial mediante electroporación in vivo de las RNP CRISPR para el estudio de la 
carcinogénesis endometrial.  Se pueden observar las estrategias resultantes de electroporar mezclas de RNP 
contra uno, dos o hasta 3 loci, donde surge CE con heterogeneidad intraturmoral. Estos CE servirán por 
ejemplo para realizar pruebas de resistencia a fármacos y estudiar que mutaciones o conjuntos de 
alteraciones desencadenan un aumento o disminución de la carcinogénesis endometrial. Tras unas 
secuenciación y análisis inmunohistológico, o del tumor resultante en el ensayo farmacológico, o de las 
células de las metástasis endometriales resultantes. 

Finalmente, otro punto importante es la actividad informativa que proporciona el ratón 

fluorescente dual mT/mG. Al lograr la co-edición del gen de interés (como el Pten) y los sitios loxP 

del locus mT/mG, las células verdes fluorescentes portadoras de mutaciones en el gen de interés 

pueden ser fácilmente visualizadas y rastreadas mediante técnicas de microscopía fluorescente. 

Entre ellas, la microscopía fluorescente de lámina de luz (LSFM, Light-Sheet Fluorescence 

Microscopy), que es un sistema de imágenes ópticas para la obtención de imágenes volumétricas 

que abarca la biología celular, la embriología y las imágenes in vivo. La LSFM proporciona una alta 

resolución espacial tridimensional, una elevada relación señal/ruido, una rápida tasa de adquisición 

de imágenes y niveles minúsculos de efectos fototóxicos y de fotodaño (Chatterjee et al., 2018). El 

método tradicional para el análisis histopatológico de las muestras implica un proceso tedioso y 

largo de deshidratación, inclusión en parafina, seccionamiento y tinción de las muestras. Tras este 



 

 

253 DISCUSIÓN 

proceso se obtiene un portaobjetos que contiene una sección (o unas cuantas secciones 

correspondientes a diferentes zonas) del tejido y se analiza microscópicamente. Debido a la 

heterogeneidad tumoral, las secciones observadas de una muestra pueden no ser representativas 

de toda la estructura y propiedades morfológicas del tumor y no es posible realizar una evaluación 

volumétrica y tridimensional del crecimiento tumoral. Las imágenes LSMF pueden adaptarse 

fácilmente y sustituir potencialmente los procedimientos histopatológicos convencionales (Poola 

et al., 2019). La técnica LSFM puede convertirse en una herramienta de imagen útil para abordar el 

crecimiento volumétrico tridimensional de los cánceres en modelos animales y biopsias humanas 

en un futuro próximo (Glaser et al., 2017). Las imágenes de LSFM proporcionan una visión 

tridimensional completa de tejidos enteros y son complementarias a los procedimientos 

histopatológicos convencionales, y en el caso de características distribuidas de forma no 

homogénea en el tejido, la LSFM puede llegar a ser esencial para caracterizarlo completamente. En 

este contexto, y como hemos demostrado, las imágenes de LSFM con técnicas de limpieza 

eficientes que preservan los niveles de emisión de las proteínas fluorescentes, pueden convertirse 

en una herramienta de imagen útil para abordar el crecimiento volumétrico tridimensional de los 

cánceres en modelos animales y biopsias humanas en un futuro próximo. Hemos obtenido 

imágenes volumétricas del endometrio de ratones reporteros mT/mG editados con el método de 

electroporación CRISPR/Cas9 in vivo, lo que indica que la LSFM puede ser una técnica de 

microscopía útil para analizar con precisión el crecimiento tumoral en una perspectiva 

tridimensional, permitiendo un modelado preciso y la evaluación de las características morfológicas 

del CE. Creemos que este método puede utilizarse ampliamente para el seguimiento del destino de 

las células editadas no sólo en la cavidad uterina, sino en otros tejidos en los que se pretende 

realizar la edición somática de CRISPR/Cas9. Este método abrirá la puerta a la interrogación de los 

genes conductores (drivers) candidatos en el CE.  

En conclusión, el modelo murino CRISPR/Cas9 presentado en este trabajo, permitirá en un corto 

periodo de tiempo desenmascarar los procesos biológicos y moleculares que tienen lugar en la 

aparición y progresión del CE. 
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“Cada día sabemos más y 

entendemos menos” 

 Albert Einstein  
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 Primera 

La adición del péptido de penetración celular TAT a la Cre recombinasa causa su 

translocación a través de membranas en células vivas. 

 Segunda 

La administración de TAT-Cre in situ en los úteros murinos causa la ablación génica de genes 

flanqueados por sitios loxP en células epiteliales y mesenquimales in vivo e in vitro. 

 Tercera 

La doble deleción de Pten y p53 mediante TAT-Cre en las células mesenquimales uterinas 

provoca la aparción de sarcomas uterinos. 

 Cuarta 

La doble deleción de Pten y p53 mediante TAT-Cre en las células epiteliales uterinas 

desencadenan la aparción de carcinosarcomas endometriales invasivos y metástasicos. 

 Quinta 

La doble deleción de Pten y p53 provoca la transición epitelio-mesenquima en células 

epiteliales endometriales. 

 Sexta 

La electroporación in vivo es un sistema eficiente para la introducción del sistema 

CRISPR/Cas9, formado por la ribonucleoproteína Cas9 conjugada con los RNA híbridos 

tracrRNA:crRNA, en células epiteliales del endometrio.  

 Séptima 

La electroporación del sistema CRISPR/Cas9 permite la edición génica específicamente en 

células epiteliales del útero de una manera rápida, flexible, multiplexable y controlable en 

espacio y timepo. 
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 Octava 

El sistema CRISPR/Cas9 supone un nuevo modelo para el estudio del inicio, progresión y 

heterogeneidad tumoral del cáncer de endometrio. 
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