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1. RESUMEN 

Los carcinomas son los cánceres más comunes, se desarrollan por la transformación de 

células epiteliales en mesenquimales. La principal causa de muerte en los pacientes con 

cáncer se debe a las metástasis. Esta tiene lugar cuando el tumor primario alcanza lugares 

distantes en el organismo y origina tumores secundarios. En la evolución del tumor 

interviene el programa de transición epitelio-mesénquima (EMT) en el que las células 

epiteliales pierden características fenotípicas, como las uniones entre células y con la 

matriz extracelular y la polaridad celular, y adquieren otras nuevas, como el aumento de la 

proliferación, la movilidad y la invasión celular. Los tumores son tejidos complejos, 

especialmente en el cáncer de colon debido a su elevada heterogeneidad, y se encuentran 

influenciados por el microambiente tumoral en el que se desarrollan. Hakai es una proteína 

incrementada en cáncer de colon y está implicada en el programa EMT porque reduce la 

adhesión celular y aumenta la invasividad y participa en la regulación de la migración 

celular. Las proteínas HMGB (High Mobility Group Box) son proteínas de cromatina no 

histónicas que actúan sobre el ADN y que se encuentran sobreexpresadas en muchos tipos 

de cáncer. HMGB1 y HMGB2 se han asociado con los principales signos del cáncer como 

la progresión tumoral y la formación de metástasis. En un estudio proteómico se demostró 

que las proteínas HMGB se encuentran incrementadas al sobreexpresar Hakai y existen 

evidencias que relacionan estas proteínas con la resistencia a fármacos. El objetivo general 

es determinar la posible implicación de las proteínas HMGB y Hakai sobre la progresión 

tumoral en cáncer de colon. 

Palabras clave: cáncer, cáncer colorrectal, Hakai, proteínas HMGB, HMGB1, HMGB2. 

2. ABSTRACT 

Carcinomas are the most common cancer; they are developed by the transformation of 

epithelial cells into mesenchymal. The main cause of death in cancer patients is due to 

metastasis. This occurs when primary tumor reaches distant places in the organism and 

causes secondary tumors. The epithelial-mesenchymal transition program (EMT) 

intervenes in the evolution of the tumor, in which epithelial cells lose phenotypic 

characteristics, such as the connections between cells with the extracellular matrix and cell 

polarity, and acquire new ones, such as increased proliferation, mobility and cell invasion. 

Tumors are complex tissues, especially in colon cancer due to their high heterogeneity, and 

are influenced by the tumoral microenvironment in which they develop. Hakai is a protein 
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that is increased in colon cancer and is involved in the EMT program because it reduces 

cell adhesion and increases invasiveness and participates in the regulation of cell 

migration. HMGB proteins (High Mobility Group Box) are non-histonic chromatin 

proteins that act on DNA and they are overexpressed in many types of cancer. HMGB1 

and HMGB2 have been associated with the main signs of cancer such as tumor progression 

and metastasis formation. In a proteomic study, HMGB proteins were shown to be 

increased by overexpressing Hakai, and there is evidence linking these proteins to drug 

resistance. The general objective is to determine the possible involvement of the HMGB 

and Hakai proteins on tumor progression in colon cancer. 

Key words: cancer, colorectal cancer, Hakai, HMGB proteins, HMGB1, HMGB2. 

3. INTRODUCCIÓN 

3.1.Cáncer   

Los carcinomas son los tipos de cáncer más comunes, se desarrollan por la transformación 

de células epiteliales en mesenquimales. Es decir, experimentan una transformación hacia 

células tumorales. Aproximadamente el 90% de las muertes relacionadas con el cáncer se 

deben a la metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000; Berman, 2004; Castosa et al., 2018). 

En Hanahan y Weinberg (2000), se propuso un modelo para definir las seis propiedades 

que adquiere un tumor durante su desarrollo. Estos son: capacidad replicativa ilimitada, 

capacidad de desarrollar vasos sanguíneos (angiogénesis), evasión de la muerte celular 

programada (apoptosis), autosuficiencia en las señales de crecimiento, insensibilidad a los 

inhibidores del crecimiento e invasión y metástasis de los tejidos. La evidencia creciente 

sugiere que la inflamación es la séptima característica (Vakkila y Lotze, 2004; Mantovani 

et al., 2008; Mantovani, 2009). La propiedad más destacable es la proliferación ilimitada 

por eludir los mecanismos homeostáticos existentes, que establecen un determinado 

número de ciclos y, posteriormente, la muerte celular (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Estas propiedades permiten una fácil compresión de cómo evolucionan los carcinomas, 

desde la invasión celular hasta la metástasis, proceso denominado “cascada de invasión-

metástasis” (Fidler, 2003; Talmadge y Fidler, 2010). Se produce una invasión local en zona 

epitelial (tumor); se consideran malignos cuando son capaces de romper la membrana 

basal, invadir el estroma y metastatizar. Este se denomina el tumor original o primario 

(Lopez-Otin y Matrisian, 2007). Para el desarrollo de este, se origina una red de vasos 
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linfáticos (linfangiogénesis) y sanguíneos (angiogénesis), lo que permite la diseminación 

de las células tumorales al entrar en ambos sistemas circulatorios (Pezzella et al., 2015). Se 

podría producir una extravasación de estas células cancerosas e instaurarse en otra 

localización, formando pequeños nódulos celulares (micrometástasis) (Hanahan y 

Weinberg, 2011). Estas micrometástasis pueden crecer y desarrollar macrometástasis, lo 

que se traduce en la colonización del tejido y formación de un tumor secundario (van Zijl 

et al., 2011). La probabilidad de completar toda la evolución es muy baja, siendo el paso 

menos eficiente la colonización (Reymond et al., 2013). Una vez se desarrolla la 

colonización, las células metastásicas pueden diseminarse desde ese tumor secundario a 

nuevas localizaciones o retornar al tumor primario (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Los tumores son tejidos complejos, compuestos por diferentes tipos de celulares que 

interaccionan entre sí; se incluyen también las células normales, que forman el estroma del 

tumor. Los tumores no se comprenden únicamente con la descripción de las células 

cancerosas que incluye, sino que hay un microambiente tumoral en el que se desarrolla. La 

constitución y las interacciones de señalización del microambiente tumoral son cruciales 

para los fenotipos del cáncer (Hanahan y Weinberg, 2011) 

De acuerdo con los datos del proyecto GLOBOCAN (2018), el cáncer colorrectal (CCR) es 

el tercer cáncer con mayor incidencia (casi 1,850.000 nuevos casos) y el segundo con 

mayor mortalidad en el mundo, representando más de 880.000 muertes en 2018, siendo el 

54.9% hombres (Bray et al., 2018). La principal causa de mortalidad en pacientes con 

CCR, al igual que en otros tumores sólidos, son las metástasis (Testa et al., 2018). El 

órgano más frecuente de diseminación del cáncer de colon es el hígado (Molinari et al., 

2018) y en el cáncer rectal, los pulmones (Testa et al., 2018).  

El origen del cáncer se puede ser diverso, la mayoría (85%) de los CCR son esporádicos, 

un 20-30% se debe a componentes hereditarios (Dunlop et al., 2012; Whiffin et al., 2014) 

y un pequeño porcentaje (1-2%) son consecuencia de enfermedades inflamatorias 

intestinales (Munkholm, 2003). El CCR presenta una alta heterogeneidad entre pacientes y 

a nivel intratumoral (Grady y Carethers, 2008; Vogelstein et al., 2013; McGranahan y 

Swanton, 2017) y no se limita a la genética, sino que también se manifiesta en los cambios 

epigenéticos y el microambiente tumoral (Blank et al., 2018). Esto supone un problema 

para adoptar un tratamiento farmacológico (Molinari et al., 2018, Testa et al., 2018).  
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Una característica importante es la inestabilidad genómica que puede surgir, al menos, por 

tres mecanismos. El más común se debe a la inestabilidad cromosómica, cambios 

importantes en número y estructura (Poulogiannis et al., 2010). Otro mecanismo es 

consecuencia de la hipermutación de las islas CpG (presentes normalmente en algunas 

regiones promotoras) por metilación, lo que provoca la inactivación transcripcional de 

genes supresores de tumores (Ogino y Goel, 2008, Testa et al., 2018).Y, por último, la 

inestabilidad de microsatélites (microARN o ARNmi) como consecuencia de la reparación 

defectuosa y falta de coincidencia de ADN (Arends, 2013). Los microARN son pequeñas 

moléculas de ARN monocatenario no codificante, de 21-25 nucleótidos, que regulan de 

forma negativa la expresión génica a nivel postranscripcional. Se dirigen a las regiones 3’-

UTR, no traducidas, del ARN mensajero (ARNm) de forma que inducen su degradación o 

represión de traducción (Bartel, 2004). La expresión anormal de microARN tiene un papel 

crítico en el inicio y progresión de varios tipos de cáncer (Calin y Croce, 2006). La 

evidencia acumulada ha demostrado su importancia en la resistencia a múltiples fármacos 

de varios tipos de cáncer (Chen, 2005; Zhu et al., 2011; Sun et al., 2012).  

También hay evidencia de que factores exógenos, como el estilo de vida o el medio 

ambiente, y el microbioma contribuyen a la patogénesis, las células no neoplásicas y a una 

mayor heterogeneidad (Bramsen et al., 2017; Ogino et al., 2018). Respecto al microbioma, 

su riqueza y composición se cree que tiene un papel importante en la formación del CCR 

en función de dónde se localice el tumor primario. Existen diferencias moleculares y 

fenotípicas dependiendo de la localización tumoral, según se encuentren en el lado 

izquierdo (tumor distal) o derecho (tumor proximal); presentan diferentes perfiles de 

expresión génica y de mutación (Stintzing et al., 2017). Algunos estudios proponen que se 

consideren como entidades diferentes debido a estas diferencias (Testa et al., 2018). 

Los tumores con inestabilidad cromosómica surgen como consecuencia de una 

combinación de activación oncogénica e inactivación del gen supresor tumoral. Esto va 

acompañado de cambios en las características del tumor en el carcinoma, denominado 

secuencia de carcinoma (Fearon y Vogelstein, 1990). Un evento temprano en esta ruta, por 

ejemplo, es la hiperactivación de la ruta de señalización de Wnt, que tiene un papel crucial 

en el mantenimiento, proliferación y diferenciación de las células madres intestinales 

(Testa et al., 2018). Las anomalías de la vía Wnt caracterizan a la mayoría de los cánceres 

colorrectales esporádicos (Frayling y Arends, 2013). Se estima que alrededor del 10-20% 
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de los carcinomas pueden desarrollarse a través de una secuencia diferente de cambios 

morfológicos, conocida como la vía “dentada” (Müller et al., 2016). 

3.2.Transición Epitelio-Mesénquima  

En las primeras etapas de la progresión tumoral y la metástasis de carcinoma, las células 

tumorales activan un programa esencial para llevar a cabo la transición de epitelial a 

mesénquimal (TEM o EMT), se observa frecuentemente en carcinoma humano (Nieto, 

2013). Los datos sugieren su participación en las primeras etapas de la tumorigénesis al 

actuar sobre la migración y, también, está involucrado en la progresión maligna del cáncer 

de colon humano (Figueroa et al., 2009a). La EMT es un proceso muy controlado, tiene 

lugar durante la embriogénesis, la curación y la reparación de tejidos; estos constituyen los 

procesos EMT fisiológicos. Sin embargo, puede ocurrir durante afecciones patológicas, 

como la fibrosis orgánica y progresión tumoral (Castosa et al., 2018). 

Las células epiteliales están polarizadas y conectadas entre sí a través de adhesiones entre 

las  células, formando láminas de células estructuradas que restringen su movimiento en el 

epitelio. También están unidas al sustrato de la matriz extracelular, lo que es esencial para 

su diferenciación y polarización (Harris y Tepass, 2010). La EMT en cáncer se caracteriza 

por interrumpir estos contactos, la pérdida de la polaridad y, además, tiene lugar una 

reorganización del citoesqueleto (Nieto, 2013; Aparicio et al., 2015; Ye y Weinberg, 

2015). Dicha interrupción se asocia con la transición de adenoma a carcinoma, debido a la 

pérdida de la proteína de membrana, E-cadherina (E-cad), que es esencial para su 

formación. Por otro lado, en esta transición se adquieren nuevas características propias del 

fenotipo mesenquimal como el aumento de la proliferación, la movilidad y la invasión 

celular (Birchmeier y Behrens, 1994, Pérez-Moreno et al., 2003; Cavallaro y Christofori, 

2004; Gumbiner, 2005; Chaffer y Weinberg, 2011). 

Por tanto, la pérdida funcional de E-cad en las uniones adherentes, pudiendo ser parcial o 

completa (Birchmeier y Behrens, 1994; Hanahan y Weinberg, 2000), es un sello molecular 

crítico de la EMT. Es un supresor tumoral y se considera un predictor clínico de mal 

pronóstico en muchos tipos de cáncer (Umbas et al., 1994; Tsanou et al., 2008; Li et al., 

2016). En paralelo, también se adquieren marcadores mesenquimales, como la N-cadherina 

(N-cad). Es un marcador mesenquimal que se regula positivamente durante la EMT, 

considerándose también un sello distintivo de la EMT en cáncer (Hazan et al., 2004). La 

adquisición del fenotipo móvil invasivo es crucial en el desarrollo de tumores malignos y 
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la formación de metástasis, concretamente en el desprendimiento de las células tumorales 

del tumor primario y la migración (Hanahan y Weinberg, 2000).  

El programa EMT se puede activar de forma transitoria o estable y, a su vez, en diferentes 

grados durante el curso de la invasión y la metástasis (Hanahan y Weinberg, 2011). El 

programa es inducido por la acción de diferentes señales en el microambiente tumoral, por 

lo que existe la posibilidad de reversibilidad. En ausencia de esta exposición continua, una 

vez se producen las micrometástasis, las células pueden someterse al programa inverso, la 

transición mesénquima-epitelio (TME o MET) (Hugo et al., 2007). 

3.3.Hakai 

En Fujita et al. (2002), se descubrió la proteína E3 ubiquitina-ligasa Hakai. Se trata de una 

proteína formada por 106-206 aminoácidos y presenta 3 dominios: dominio RING, una 

secuencia corta de reconocimiento pTyr y un dominio rico en prolina. El domino RING es 

el único similar, estructuralmente, a los dominios RING de otras proteínas. Posee un 

dominio Zn-Finger (ZnF) atípico dentro de la región pTyr, con un nuevo pliegue 

estructural cuya formación requiere de residuos de aminoácidos de 2 monómeros de Hakai 

entrelazados, antiparalelos. La dimerización de Hakai, a través del dominio ZnF atípico y 

el dominio RING, genera un nuevo dominio de unión a pTyr, el dominio HYB (Mukherjee 

et al., 2012). Tiene forma de bolsa altamente cargada lo que lo convierte un objetivo 

farmacológico muy adecuado. Es frecuente la asociación de E3 ubiquitina-ligasas 

disfuncionales con enfermedades; por lo que, también es un objetivo para terapias dirigidas 

(Burger et al., 2006; Lohr et al., 2010). El dominio HYB es necesario para la actividad E3 

ubiquitina-ligasa, que actúa sobre la progresión (Castosa et al., 2018; Martínez-Iglesias et 

al., 2020).  

Hakai primero fue descrita como una E3 ubiquitina-ligasa de tipo RING-finger para el 

complejo de E-cad (Fujita, et al., 2002). Hakai se une al dominio citoplasmático de E-cad; 

el dominio HYB de Hakai interactúa con E-cad fosforilada en tirosina por la quinasa Src. 

Se induce así la ubiquitinación y degradación y, por tanto, la alteración de los contactos 

celulares (Vleminckx, et al., 1991; Fujita et al., 2002; Palacios et al., 2005; Shen et al., 

2007; Bonazzi et al., 2008; Mukherjee et al., 2012; Cooper et al., 2015). Esta interrupción 

introduciría al programa EMT (Perez-Moreno et al., 2003; Wheelock y Johnson, 2003). La 

ubiquitinación señaliza, frecuentemente, para la degradación de proteínas en el sistema de 

la ruta del lisosoma o del proteosoma (Hunter, 2007). Esta actividad es la mejor 
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caracterizada de las interacciones conocidas de Hakai (Fujita et al., 2002). Se demostró que 

E-cad está regulada negativamente a nivel post-traduccional en las fases iniciales, mientras 

que la pérdida de E-cad a través de la represión transcripcional es un evento tardío durante 

la EMT (Janda et al., 2006). Por lo tanto, Hakai es el primer regulador post-traduccional 

descrito para la estabilidad de E-cad (Fujita et al., 2002).  

Recientemente se ha observado que Hakai también podría actuar como E3 ubiquitina-

ligasa para Anexina A2 (Díaz-Díaz et al., 2020), fosforilada por Src (Stebbins et al., 

1997). Anexina A2 está implicada, entre otras funciones, en la formación de los 

citoesqueletos de membrana y en los contactos celulares (Hayes y Moss, 2009). Está 

relacionada con el proceso tumoral porque tiene un papel importante en la proliferación 

tumoral, invasión y metástasis; considerándose un factor de mal pronóstico (Zhang et al., 

2009a; Wang y Lin, 2014; Han et al., 2017). Existen datos controvertidos sobre el papel 

de Anexina A2 en cáncer, ya que en algunos tumores se observa que su expresión 

disminuye en cáncer mientras que en otros se sobreexpresa, incluido el cáncer colorrectal 

(Duncan et al., 2008; Yang et al., 2013). 

Los datos sugieren que Hakai está implicado en el control de varios procesos celulares 

importantes cruciales en la progresión del tumor (Rodríguez-Rigueiro et al., 2011a). Hakai 

se incrementa en el colon humano y adenocarcinoma gástrico, en comparación con el 

tejido epitelial adyacente (Figueroa et al., 2009a; Rodríguez-Rigueiro et al., 2011b; Abella 

et al., 2012). En cáncer de colon, la expresión de Hakai aumenta gradualmente a medida 

que evoluciona el tumor (Castosa et al., 2018), de forma que reduce la adhesión celular e 

incrementa la invasividad (Rodríguez-Rigueiro et al., 2011a). Hakai, también denominado 

CBLL1 (gen  Cbl proto-oncogene like 1) (Frame et al., 2002), exhibe un potencial 

oncogénico (Figueroa et al., 2009a) y se podría utilizar como (bio)marcador potencial 

durante la progresión del cáncer de colon, aunque son necesarios más estudios que lo 

confirmen (Castosa et al., 2018). Además de esta regulación en la adhesión celular, Hakai 

participa en la regulación de la migración celular y la embriogénesis (Figueroa et al., 

2009a; Kaido et al., 2009; Gong et al., 2010). 

Se presenta de forma ubicua en los tejidos (Fujita et al., 2002). Muchas E3 ubiquitina-

ligasas tienen múltiples sustratos para ubiquitinación (Maniatis, 1999; Shenoy et al., 2001; 

Mantovani y Banks, 2003; Li et al., 2004); esto se podría traducir en la posibilidad de 

coordinar e interconectar procesos celulares que son, aparentemente, diferentes (Figueroa 
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et al., 2009a). Entre ellos se encuentra la cortactina, que participa en la reorganización del 

citoesqueleto de actina, y DOK1, que se une a un inhibidor del oncogén Ras (Mukherjee et 

al., 2012). Se localiza en núcleo y citoplasma, lo que indica posibles roles funcionales en 

múltiples ubicaciones celulares. Es por ello que, además de las funciones dependientes de 

ubiquitina, se ha propuesto la posible involucración en varios procesos celulares con 

acción independiente (Figueroa et al., 2009a; Figueroa et al., 2009b; Gong, et al., 2010;  

Aparicio, et al., 2012; Díaz-Díaz, et al., 2017; Díaz-Díaz, et al., 2020). De hecho, Hakai 

controla la proliferación de una manera dependiente de E-cad e independiente (Abella et 

al., 2012; Horiuchi et al., 2013). 

3.4.Proteínas HMGB  

La familia de proteínas del grupo de alta movilidad (HMGB) está formada por HMGB1, 

HMGB2, HMGB3 y HMGB4. El miembro más abundante y extendido es HMGB1 (Stros, 

2010). HMGB2 y HMGB3 se expresan ampliamente en embriones, su patrón de expresión 

en el adultos es más restringido (Müller et al., 2001). Son proteínas de cromatina no 

histónicas, de bajo peso molecular y solubles en ácido. Son proteínas ubicuas en las células 

eucariotas y se unen de forma específica al ADN, induciendo curvas de ADN de gran 

ángulo, mejorando la flexibilidad del ADN y, probablemente, facilitando numerosas 

interacciones biológicas (Thomas y Travers, 2001; Hock et al., 2007; Zhang et al., 2009b; 

Wang et al., 2012; Lotze y Tracey, 2005). Es decir, las proteínas HMGB desenrollan el 

ADN (Javaherian et al., 1979), facilitan su transcripción (Singh y Dixon, 1990) y se unen 

al ADN superenrollado (Sheflin et al., 1993). También se cree que juegan un papel 

importante en la estructura y función de la proteína (Bustin et al., 1990).  

Participan en otras funciones extranucleares y como alarmas extracelulares (Barreiro-

Alonso et al., 2016), esto explica que se localicen en el núcleo, el citoplasma y que se 

secreten al medio extracelular tras la secreción activa de las células inmunes o la liberación 

pasiva de células necróticas (Tang et al., 2010). Además, están altamente conservadas en 

organismos eucariotas (Bustin et al., 1990). Las proteínas HMGB son de crucial 

importancia en la regulación de muchos genes que responden al estrógeno al mejorar la 

unión de los receptores y la transcripción (Joshi et al., 2011). Estas interacciones activan o 

reprimen la transcripción en función de sus factores asociados; de manera que las proteínas 

HMGB tienen diferentes funciones en la regulación transcripcional dependiendo del tipo 

celular o tejido (Cámara-Quílez et al., 2020). Las proteínas HMGB se sobreexpresan en 
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muchos tipos de cáncer (Barreiro-Alonso et al., 2016) y participan en la biología de las 

células madre y la reprogramación celular (Abraham et al., 2013; Li et al., 2014; Zhao et 

al., 2017).  

HMGB1 y HMGB2, además de ser las proteínas más abundantes de la familia, están 

estrechamente relacionadas evolutivamente (Bustin et al., 1990), comparten más del 80% 

de homología de secuencia (Barreiro-Alonso et al., 2016). Contienen 2 dominios de unión 

al DNA conocidos como “cajas” (HMG-Box), que consiste en dominios básicos de, 

aproximadamente, 80 aminoácidos (Bianchi et al., 1992). Su sobreexpresión se ha 

asociado a los principales signos de cáncer, como progresión tumoral, formación de 

metástasis y un mal pronóstico (Lange y Vasquez, 2009). Se supone dicha sobreexpresión 

provoca el aumento de la inestabilidad genómica y el transporte hacia el citoplasma. 

Permitiendo evitar la apoptosis y aumentar la autofagia y colaborando con la supervivencia 

y la capacidad proliferativa de las células malignas. Por tanto, las proteínas HMGB son 

importantes dianas en la búsqueda de terapias contra el cáncer y tratamientos regenerativos 

(Cámara-Quílez et al., 2020). 

3.4.1. HMGB1 

La proteína HMGB1 primero fue denominada “anfoterina” debido a que tiene una carga 

bipolar única. Su gen codifica para una única proteína de 214 aminoácidos y tiene un peso 

molecular de 25kDa, aproximadamente. Consta de 2 dominios box homólogos (A y B), 

bastante rígidos y básicos en forma de L, una cola C-terminal que contiene 30 residuos de 

glutámico y aspártico (Glu/Asp) repetidos y la región de unión, de unos 20 aminoácidos 

(Merenmies et al., 1991; Thomas y Travers, 2001; Kang et al., 2014; Barreiro-Alonso et 

al., 2016). Es una proteína esencial para la vida (Calogero et al., 1999). 

Las funciones de esta proteína son diversas dependiendo de la ubicación, los sustratos de 

unión molecular y los estados redox de la propia proteína (Andersson et al., 2014; Kang et 

al., 2014; Tang et al., 2016); concretamente, los estados redox de 3 residuos de cisteínas 

dentro de la proteína (posiciones 23, 45 y 106) (Venerau et al., 2012; Yang et al., 2012). 

HMGB1 se modifica post-traduccionalmente y puede hacerlo por acetilación, 

fosforilación, glucosilación, metilación y oxidación (Lotze y Tracey, 2005; Müller et al., 

2001; Alexandrova y Beltchev, 1987). Las dos primeras inducen la translocación del 

núcleo al citoplasma, aumentando la secreción de HMGB1 de los macrófagos y las células 

del cáncer de colon (Scaffidi et al., 2002; Bonaldi et al., 2003; Kang et al., 2009).  
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HMGB1 es una molécula de señalización extracelular durante la inflamación, la 

diferenciación celular, la migración celular y la metástasis tumoral (Lotze y Tracey, 

2005; Müller et al., 2001; Dong, et al., 2007; Ellerman et al., 2007). HMGB1 es un factor 

promotor de tumores liberado de las células cancerosas, se considera la posibilidad de que 

induzca vías de inmunosupresión (Zhang et al., 2018). Su sobreexpresión se asocia con 

todas las características centrales del cáncer; es un componente importante del 

microambiente tumoral desordenado (Tang et al., 2010). Se sabe que la sobreexpresión se 

asocia con un peor pronóstico en pacientes con cáncer (Wu et al., 2013) y se ha descrito 

como un nuevo marcador pronóstico y posible objetivo terapéutico en una variedad de 

cánceres humanos (He et al., 2000; Nagatani et al.,  2001; Balasubramani et al., 2006; 

Pardo et al., 2006; Maeda et al., 2007; Wu et al., 2008; Liu et al., 2010; Yao et al., 2010). 

Hay estudios que muestran que el silenciamiento de HMGB1 es una estrategia terapéutica 

bien confirmada y prometedora; la problemática está en controlar los efectos negativos ya 

que HMGB2 no puede sustituir el déficit (Cámara-Quílez et al., 2020). 

3.4.2. HMGB2 

HMGB2 tiene 2 dominios, uno dominio básico box, con 182 residuos de aminoácidos en el 

extremo NH2 y otro dominio de elevada carga ácida en el extremo COOH-terminal, que 

constituye el 12% restante de la proteína (Bustin et al., 1990; Majumdar et al., 1991; 

Shirakawa y Yoshida, 1992) y contiene 22 residuos Glu/Asp (Barreiro-Alonso et al., 

2016). Como miembro de la familia de proteínas HMGB, HMGB2 actúa sobre el ADN 

pero se conoce mucho menos de la función biológica en comparación con la información 

disponible para HMGB1. HMGB2 también es liberado al espacio extracelular bajo 

diversas condiciones inflamatorias y se une a receptores como el receptor para productos 

finales de glicación avanzada (Yamoah et al., 2008; Pusterla et al., 2009).  

Debido a la elevada homología de HMGB2 con HMGB1, podría tener efectos similares 

respecto al desarrollo del cáncer. La expresión de HMGB2 se ha relacionado con la 

respuesta contra agentes quimioterapéuticos (Varma et al., 2005; Krynetskaia et al., 2009; 

Sharma et al., 2009). Esto sugiere que la sobreexpresión promueve la resistencia a los 

medicamentos en cáncer (An et al., 2015), como ya ocurre en glioblastoma y cáncer 

hepatocelular (Wu et al., 2013; Kwon et al., 2010). En Shin et al. (2013), se demuestra que 

HMGB2 protege a las células del daño del ADN y que su déficit sensibiliza a las células de 

CCR a la radiación. Su expresión tiene importancia pronóstica en carcinoma hepatocelular 
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(Kwon et al., 2010), células escamosas de la piel (Sharma et al., 2008) y cáncer epitelial de 

ovario (Ouellet et al., 2006).  

En un estudio proteómico se identifica la regulación de HMGB2 cuando Hakai se 

sobreexpresa (Díaz-Díaz et al., 2017), esto sugiere que Hakai podría interaccionar con 

HMGB1 y/o HMGB2, por la elevada homología entre ambas proteínas HMGB. Tanto 

Hakai como HMGB1 se encuentran sobreexpresadas en cáncer y presentan un potencial 

inmunosupresor, además de la importancia del control en la expresión génica de HMGB1. 

Dado el papel de Hakai en la tumorigénesis y el papel de las proteínas HMGB en el cáncer, 

este trabajo tiene por objetivo estudiar ambas proteínas y su posible interacción. 

4. OBJETIVOS  

1. Analizar la posible interacción entre Hakai y las proteínas HMGB en líneas epiteliales 

de colon. 

2. Determinar la expresión endógena de Hakai y las proteínas HMGB en diferentes líneas 

de cáncer de colon.  

3. Estudiar la posible influencia de la expresión de HMGB sobre la expresión de Hakai. 

5. MATERIALES Y MÉTODO  

5.1.Líneas celulares  

Las líneas celulares utilizadas en este trabajo proceden de cáncer de colon humano: DLD-1 

(CCL-221), HCT116 (CCL-247), HT-29 (HTB-38), LoVo (CCL-229), SW480 (CCL-228), 

SW620 (CCL-221) y T84 (CCL-248), obtenidas de ATCC (American Type Culture 

Collection). Todas las líneas celulares proceden de tejido de colon y presentan una 

morfología adherente epitelial.  

Estas líneas se pueden dividir por su origen, siendo SW480, HT-29 y HCT116 líneas 

procedentes de tumores primarios y LoVo, SW620 y T84, líneas derivadas de metástasis. 

O por la evolución de la enfermedad, dividiéndose en adenocarcinoma (SW480, DLD-1, 

SW620, LoVo y HT-29) y carcinoma (HCT116 y T84). Estas diferencias se reflejan en la 

clasificación de Dukes, que permite establecer grados en el progreso del tumor. Se sabe 

que SW480 es grado B; SW620, grado C (Leidovitz et al., 1976); y DLD-1, grado C 

(Dexter et al., 1977). Para las líneas HT-29 y HCT116 no se especifican grados, pero se 

situarían entre grado C y D según la progresión del tumor. 
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Las líneas celulares, al proceder de viales congelados, se sometieron a un proceso de 

cuarentena y testado por la posible presencia de Mycoplasma en el interior celular. Se 

realizó mediante PCR en el equipo Primus 96plus de MWG AG BIOTECH; las muestras se 

analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando SYBR® Safe 

DNA gene de InvitrogenTM (Thermo Fisher Scientific), NZYDNA Ladder VII de Nzytech 

y el tampón de carga G7654-5ML de Sigma-Aldrich. Los resultados se revelaron por 

ultravioleta en el equipo Amersham Imager 600  de GE Healthcare. 

5.2.Medios de cultivo  

Se utilizaron 4 medios de cultivo diferentes para el cultivo celular, todos ellos obtenidos de 

Gibco (Thermo Fisher Scientific). Las líneas celulares HCT116 y HT-29 se cultivaron con 

McCoy’s (McCoy’s 5A (Modified) Medium (1X)); DLD-1, SW480 y SW620, con DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium); LoVo, con F-12 (Ham’s F-12 Nutrient Mixture); y 

la línea T84, con DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-

12). Todos se suplementaron con FBS (Suero Bovino Fetal), proporcionado por Gibco; 

siendo al 5% para DMEM/F-12 y al 10% para McCoy’s, DMEM y F-12. También se 

suplementaron al 1% con penicilina/estreptomicina. Las líneas celulares se manipularon en 

condiciones estériles en el interior de una cabina de flujo laminar vertical, concretamente la 

cabina PV-100 de TELSTAR. Se mantuvieron en el interior de un incubador, el equipo con 

el que se trabajó fue MCO-17AI de SANYO; a 37°C, con una humedad relativa de 95% y 

una presión parcial de CO2 del 5%. 

Para la transfección celular se utilizó medio Opti-MEM de Gibco. Es un medio de cultivo 

bajo en nutrientes ideal para utilizar en las transfecciones; muy recomendado para la 

transfección con lipofectamina, se utilizó Lipofectamine® de Invitrogen. 

5.3.Plásmidos  

5.3.1. Plásmido control 

Es un plásmido que tiene la misma cantidad de información que los plásmidos de 

sobreexpresión pero no es funcional. No altera la expresión proteica, actúa como control de 

transfección. Se emplea el plásmido 3.1 PCDNA de Thermo Fisher Scientific, en adelante 

p3.1. Incluye genes de resistencia a ampicilina y geneticina, procariotas y eucariotas 

respectivamente. La concentración del vial utilizado para la amplificación era 926 ng/μL. 
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5.3.2. Plásmido de sobreexpresión de Hakai  

Plásmido que permite la sobreexpresión de la proteína Hakai (pFlag-Hakai), cedido por el 

Dr. Fujita. Posee una etiqueta (tag), la proteína Flag. También presenta gen de resistencia a 

geneticina para eucariotas y ampicilina, para procariotas. La concentración del vial 

utilizado para la amplificación era 2398 ng/μL. 

5.3.3. Plásmido de sobreexpresión de HMGB1 

Se trata de un plásmido que permite la sobreexpresión de la proteína HMGB1 (pHMGB1-

GFP) fue cedido por el grupo de investigación EXPRELA de la Dra. Esperanza Cerdán. 

Posee un marcador fluorescente, GFP (Green Fluorescence Protein). La sobreexpresión se 

desdobla en HMGB1 y HMGB1-GFP, pues el peso molecular es mayor en la última. 

Presenta resistencia a dos antibióticos, kanamicina para procariotas y geneticina para 

eucariotas. El vial utilizado para la amplificación tenía una concentración de 743 ng/μL. 

5.4.Amplificación bacteriana  

5.4.1. Cepa y cultivo bacteriano  

Para la amplificación de los plásmidos es necesario transformar bacterias previamente. Se 

trabajó con una cepa competente de Escherichia coli, One Shot MAX efficiency DH5α-T1R 

competent cells (en adelante, DH5α) de Invitrogen. Se comercializan en viales de 1mL, 

perfectos para cada transformación. 

El medio utilizado para el crecimiento en placa de DH5α transfectada fue LBA (Luria-

Bertani Agar). Y para el crecimiento para la amplificación plasmídica se utilizó LB 

(ausencia de agar), se debe trabajar con medio líquido para realizar el correspondiente 

protocolo de extracción plasmídica. El crecimiento se llevó a cabo a 37°C en estufa en 

condiciones aerobias, el equipo utilizado fue UM 500 de la casa comercial Memmert. Los 

medios se suplementaron con los antibióticos, citados en 5.3, para la selección bacteriana. 

5.4.2. Transformación bacteriana 

Se trabajó en condiciones de esterilidad bajo la llama del mechero Bunsen. A cada vial de 

DH5α se le añadió el plásmido de interés (p3.1, pFlag-Hakai y pHMGB1-GFP), 1μL. Se 

dejó 30 minutos a 4°C para la integración y se llevó al termobloque, Thermoleader dry 

block heat bath de UniEquip, a 42°C durante 30 segundos. Posteriormente, se dejó a 4°C 

durante 2 minutos, y se añadió 250μL de medio LB y se dejó durante 1 hora en el 
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termobloque de agitación, Thermomixer confort de Eppendorf, a 300rpm, a 37°C. 

Finalmente, se realizó la siembra en placa, cada una con el antibiótico de resistencia 

correspondiente. Se incubó a 37°C en estufa, durante 24h aproximadamente. Las colonias 

obtenidas son las que han integrado el plásmido. 

5.4.3. Extracción plasmídica 

De las colonias transfectadas obtenidas, se seleccionó la de mayor tamaño. Se incubó en 

medio LB overnight (~16h) a 37°C en agitación, la estufa utilizada fue el incubador con 

agitador orbital de Lan Technics. De esta colonia se obtuvo los clones para la 

amplificación, todos ellos idénticos. 

Para la extracción plasmídica se utilizó el QIAprep® Spin Miniprep Kit de QIAGEN, es un 

kit que permite la obtención de DNA plasmídico altamente purificado en poco tiempo. Tras 

la incubación overnight, se centrifugó para eliminar el medio de cultivo a 4500rpm durante 

10 minutos a temperatura ambiente, para precipitar las bacterias. Se eliminó el 

sobrenadante y se siguieron los pasos indicados en el protocolo incluido en el kit. El 

producto final fue una elución que contenía una determinada cantidad de material 

plasmídico. Este se cuantificó en el espectrofotómetro NanodropTM 2000 proporcionado 

por Thermo Fisher Scientific. 

5.5.Transfección celular  

De las líneas utilizadas en el presente trabajo, según especifica la casa comercial ATCC, 

las más óptimas para realizar transfecciones son: HCT116, HT-29 y SW620. Se seleccionó 

la línea celular HCT116 por su rápido crecimiento, lo que permite realizar mayor número 

de pruebas en un menor tiempo. 

5.5.1. Transfección para la sobreexpresión proteica  

Se sembraron 250.000 células para cada condición establecida y la transfección se llevó a 

cabo cuando estuvieron al 60-80% de confluencia. Se utilizó el medio Opti-MEM; primero 

se incubó la lipofectamina (1:2) y los plásmidos, por separado durante 5 minutos, y luego 

se mezclaron (resuspendiendo lentamente) y se incubaron 20 minutos.  

Por otro lado, las células se lavaron con solución salina isotónica para retirar el medio de 

cultivo, se les añadió medio Opti-MEM y la mezcla de transfección. La incubación en este 

caso fue de 5 horas. Finalmente, se retiró el medio de transfección y se añadió DMEM. 
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Tras 72h de cultivo se recogieron las células. Este mismo proceso se siguió en los 

diferentes ensayos realizados. 

5.5.1.1.Ensayo de regulación proteica  

Se utilizaron los plásmidos pFlag-Hakai y pHMGB1-GFP de forma simultánea para 

estudiar la posible regulación entre las proteínas. Se estableció una cantidad total de 2μg de 

plásmido en condición, considerando como control 2μg de p3.1. Se establecieron 5 puntos 

de transfección: igual cantidad de los plásmidos, mayor cantidad de uno que de otro (para 

ambos) y un punto para la sobreexpresión de un único plásmido, en ambos. 

5.5.1.2.Ensayo de cinética de sobreexpresión  

Se utilizaron los plásmidos pFlag-Hakai y pHMGB1-GFP de forma independiente con el 

objetivo de analizar el efecto de cada sobreexpresión proteica por separado y los efectos 

producidos en los niveles endógenos. Se estableció la cinética considerando 0-3μg de 

plásmido y evitar un exceso de toxicidad, propia de la lipofectamina. El control se generó 

con p3.1 y también que se utilizó hasta completar los 3μg en cada punto considerado. 

5.6.Extracción y cuantificación de proteínas  

Las células en cultivo, una vez se encuentran con una confluencia del 80-90% se 

recogieron para obtener los lisados proteicos. Se lavaron con PBS (1X) de la casa 

comercial MP, se levantaron de la placa (scraping) y se recogieron en un eppendorf. Se 

centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente y se eliminó el 

sobrenadante. A las células se les añadió un volumen de tampón de lisis  al 1% de TX-100 

(20mM Tris-HCl  pH 7.5, 150mM NaCl, 1% de TritonX-100) suplementado con un mix de 

inhibidores de proteasas. Este se componía por: PI cocktail (HaltTM Protease Inhibidor 

Cocktails) (1:100) y PMSF (fluoruro de fenilmetilsufonilo) (1:100), ambos de Thermo 

Fisher Scientific. Se incubó durante 30 minutos y se centrifugó durante 10 minutos a 

12000 rpm, todo a 4°C. El sobrenadante resultante es el que contiene los lisados proteicos. 

La cuantificación proteica para la preparación de las muestras se realizó utilizando el 

método colorimétrico BCA (ácido binciconínico) utilizando el kit comercial Pierce BCA 

Protein Assay de Thermo Fisher Scientific. Se realiza una recta patrón a partir de 

concentraciones conocidas de BSA (Bovine Serum Albumin), de 0 a 12 µg; esto permite 

conocer la concentración de las muestras analizadas. Estas se cuantificaron con 2µL de 
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muestra en 200µL de Working Solution (solución resultante de los reactivos A y B; 50:1), 

realizando 2 réplicas. Este kit requiere una incubación de 30 minutos a 37°C. La 

absorbancia se midió a 570nm en el espectrofotómetro NanoQuant Infinite M200 PRO de 

TECAN y se procesó en el software Tecan i-control. 

5.7.Inmunoprecipitación  

Se fundamenta en precipitar una proteína en cuestión, Hakai, y las proteínas con la que esta 

interacciona. La co-inmunoprecipitación se visualiza al utilizar el anticuerpo específico 

para la otra proteína de interés, HMGB1. Se trabajó con la línea HCT116 al ser la línea 

celular que tenía la técnica puesta a punto.  

Por un lado, se preparó la matriz de inmunoprecipitación con PBS suplementado al 0,1% 

con Tween 20, de Sigma-Aldrich, (PBS-T). Se añadieron las beads magnéticas para 

anticuerpos de conejo, DynabeadsTM Protein A de Invitrogen, y los anticuerpos purificados 

de Ig G y Hakai (Rabbit anti-Hakai Affinity Purified y Rabbit anti-IgG Affinity Purified, 

ambos de la casa comercial Bethyl). Las beads deben ser lavadas previamente a su uso con 

PBS-T al 0,1%. La adición se realiza en el orden descrito y en las cantidades reflejadas en 

Tabla 1. Una vez preparada la matriz, se incuba en rotación a 30 rpm durante 2 horas a 

4°C; consiguiendo la unión específica entre beads y anticuerpos. Transcurrido este tiempo, 

se retiró la matriz realizando 3 lavados con PBS-T para eliminar el excedente, 

resuspendiendo las beads en cada lavado. Es necesario trabajar con una cámara magnética 

que evite la pérdida las beads durante estos lavados, se utilizó PureProteomeTM Magnetic 

Stand de 8 posiciones de la casa comercial Merk de Millipore. 

Reactivos Ig G IP: Hakai 
PBS-T al 0,1% 500 μL 500 μL 

Dynabeads Protein A  10,4 μL 10,4 μL 

Anticuerpo purificado (IgG/Hakai) 2,5 μg 2,5 μg 

Tabla 1. Composición de la matriz de inmunoprecipitación para una p100. Los valores reflejados son 

para una p100 por cada punto de la IP. La cantidad de PBS-T es constante pero las beads y los anticuerpos se 

adecúan al número de placas utilizadas en cada caso. 

Por otro lado, hay que obtener los lisados proteicos cuyo proceso se describe en apartado 

5.6. Las células se incubaron en placas de 100mm (en adelante p100), proporcionadas por 

BD Biosciences, utilizando dos placas p100 para cada punto (Ig G y IP). El objetivo es 

conseguir lisado proteico suficiente como para obtener resultados. Además, hay otras 
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particularidades con respecto al protocolo descrito en 5.6 porque el proceso debe realizarse 

a 4°C y, para obtener los lisados, siempre se añade 1mL de tampón de lisis con el mix de 

inhibidores. En este caso el mix de proteasas contenía, además, N-etilmaleimida (1:200), de 

Sigma-Aldrich, para inhibir la desubiquitinización de las proteínas.  

Una vez obtenidos y transcurridas las 2 horas de incubación, se añadieron los lisados para 

que generar la unión entre las proteínas y los anticuerpos purificados. Se incubaron durante 

30 minutos en rotación a 4°C. Se reservan 80μL de cada punto como input, es decir, como 

control; los lisados restantes se añaden, en igual cantidad (~900μL), a las beads unidas a 

los anticuerpos. 

5.8.Western Blot  

5.8.1. Preparación de las muestras  

Es necesario preparar las muestras para realizar esta técnica para que todas estén en 

igualdad de condiciones y sean comparables. Se utilizan los datos obtenidos de la 

cuantificación proteica para que todas tengan la misma concentración. Todas las muestras 

preparadas en el presente trabajo se prepararon a 1µg/µL. Para cada muestra se añadió 

20µg de proteína, el tampón desnaturalizante Laemmli 5X (4% de SDS, 20% de glicerol, 

10% de 2-mercaptoetanol, 0,004% de azul de bromofenol, 0,125M de Tris-HCl) y se 

completó con tampón de lisis. La IP es la excepción, no se realiza la cuantificación previa, 

sino que se añaden 20μL de tampón Laemmli 5X al input; y a los lisados y beads, 40μL. 

Las muestras se hirvieron a 95°C durante 7 minutos en el termobloque. 

5.8.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 

Se realizó en el equipo Mini-Protean III de Bio-Rad. Para la preparación de los geles, se 

emplearon los reactivos indicados en la Tabla 2. Además de las muestras, se cargan 5µL de 

marcador proteico, para localizar las proteínas de interés. Se utilizaron dos: Precision Plus 

ProteinTM Dual Color Standards de Bio-Rad  y Color Protein Standard, Broad Range, de 

New England BioLabs.  

Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards de Bio-Rad presenta 10 bandas: 10, 15, 

20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250. Color Protein Standard, Broad Range, de New England 

BioLabs tiene 12 bandas de precisión: 11, 17, 22, 25, 32, 46, 58, 80, 100, 135, 190 y 245. 
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Reactivos 
Gel separador Gel de 

apilamiento 10% 12% 

H2O 3 mL 2,5 mL 3,2 mL 

1,5M Tris-HCl pH 8,8 2,5 mL 2,5 mL - 

0,5M Tris-HCl pH 6,8 - - 1,25 mL 

Glicerol 50% (Sigma Aldrich) 2 mL 2 mL - 

Acrilamida/bisacrilamida 29:1 (Bio-Rad) 2,5 mL 3 mL 500 µL 

SDS 10% (Sigma Aldrich) 100 µL 100 µL 50 µL 

APS (Persulfato amónico) (Sigma Aldrich) 30 µL 30 µL 50 µL 

TEMED (Tetrametiletilendiamina) (NZYTech) 15 µL 15 µL 5 µL 

Tabla 2. Composición de los geles de acrilamida mini. Las cantidades mostradas se corresponden con 

geles mini de resolución, al 10% y 12%, y apilamiento. 

5.8.3. Transferencia de proteínas a membrana de PVDF  

Las proteínas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) 

con tamaño de poro 0,2µm; concretamente se utilizó Immun-Blot® PVDF Membranes for 

Protein Blotting de Bio-Rad. Para la activación de la membrana se pre-incubó en metanol 

(15 segundos), en agua destilada y, luego, en la solución tampón de transferencia 

(0,025mM Trizma base, 0,192M glicina, 20% de metanol en agua). Para el montaje de la 

transferencia se siguieron las indicaciones proporcionadas por BioRad. La transferencia 

realizó a 0,2A durante una hora, en condiciones de humedad y en hielo. 

5.8.4. Inmunodetección  

Una vez realizada la transferencia, las membranas se bloquearon con una solución de TBS-

T al 1X (10% de Tris-buffered saline 10X, 20% de Tween) con leche en polvo (Skim Milk 

Powder de Sigma-Aldrich) al 5% durante 1 hora en agitación. Tras el bloqueo, se incubó la 

membrana con el anticuerpo primario en la misma solución de bloqueo, overnight a 4°C en 

agitación. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con solución la misma solución de 

bloqueo. Después se incubó durante 1 hora el anticuerpo secundario correspondiente, 

contra la cadena IgG específica del anticuerpo primario, en dilución 1:10.000. Por último, 

se lavaron de nuevo 3 veces durante 5 minutos con TBS-T. Los resultados se obtuvieron 

por quimioluminiscencia en el equipo Amersham Imager 600, con el reactivo LuminataTM 

Crescendo Western HRP Substrate de Millipore. 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-Anexina A2 (Santa Cruz Biotechnology, 

Estados Unidos), anti-E-cadherina (Invitrogen, Estados Unidos), anti-Flag (Sigma Aldrich, 
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Alemania), anti-GAPDH (Invitrogen, Estados Unidos), anti-GFP (Abcam, Reino Unido), 

anti-Hakai (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), anti-HMGB1 (Abcam, Reino 

Unido), anti-HMGB2 (Abcam, Reino Unido), anti-Tubulina (Sigma Aldrich, Alemania), 

anti-Vinculina (Cell Signaling Technology, Países Bajos) y anti-Β actina (Abcam, Reino 

Unido). Todos ellos se utilizaron en dilución 1:1000 a excepción de anti-Flag y Β-actina 

que lo hicieron en diluciones 1:4000 y 1:5000, respectivamente. Los anticuerpos 

secundarios utilizados fueron anti-IgG de conejo y anti-IgG de ratón, ambos conjugados 

con peroxidasa de la casa comercial ECL Detection Reagent de Sigma-Aldrich.  

Los niveles de proteína obtenidos se analizaron con el software ImageJ (Institutos 

Nacionales de Salud, Estados Unidos). Los niveles se normalizaron frente a los niveles de 

proteína de control de carga (GAPDH) y se relativizaron contra el punto de control de la 

técnica. Las gráficas se elaboraron con el software GraphPad Prism 8. 

5.9.Inmunofluorescencia  

Se estudiaron 4 condiciones: células sin transfectar tratadas con lipofectamina, 

transfectadas con p3.1, transfectadas con pHMGB1-GFP y transfectadas con pFlag-Hakai. 

Se sembraron 15.000 células transfectadas para cada condición en la Millicell EZ slide 8-

well glass de Millipore (en adelante, chamber). Las células se dejaron crecer 72 horas, 

desde la transfección, a 37°C en atmósfera de 95% de humedad y 5% de CO2. 

La técnica se realiza sobre la propia chamber, que consiste en un portaobjetos con cámaras 

diferenciadas por un aplique que se retira al final. Se siguió el protocolo estándar para 

inmunofluorescencia, con alguna particularidad como permeabilización con Triton X100 

disuelto en PBS al 0,5% al tratarse de proteínas nucleares. Se utilizaron los anticuerpos 

primarios de Hakai y HMGB1, reflejados en el apartado 5.8.4, son aptos para 

inmunofluorescencia. La incubación se realizó durante 2 horas a temperatura ambiente, 

con diluciones 1:100 para Hakai y 1:500 para HMGB1. El anticuerpo secundario utilizado 

fue Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed Secondary Alexa Fluor 568 de 

Invitrogen, con tinte fluorescente naranja/rojo brillante, cuya excitación ideal es de 568nm. 

Se incubó durante una hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Para visualizar las 

estructuras nucleares se añadió Hoechst (1:5000) disuelto en PBS, se trabajó con Hoechst 

33342 de Thermo Fisher Scientific. La fijación se hizo con el gel de montaje ProLongTM 

Gold Antifade Mountant de Thermo Fisher Scientific. 
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Las muestras se visualizaron en el microscopio de fluorescencia BX61 de Olympus 

(Monitorized reflected Fluorescence System), el módulo de fluorescencia utilizado fue el 

equipo U-RFL-T de Olympus y las imágenes se fotografiaron con la cámara Nikon Eclipse 

TS100 acoplada al microscopio y se procesaron en software de análisis ImageJ. 

6. RESULTADOS  

6.1.Expresión endógena de los niveles proteicos de Hakai y las proteínas HMGB 

en diferentes líneas epiteliales de CCR 

En primer lugar, y para comprender mejor las líneas celulares consideradas en el estudio, 

se procedió con el análisis de los niveles endógenos de las líneas celulares de CCR. Este 

estudio previo permite conocer los niveles basales de Hakai, HMGB1 y HMGB2 y así 

tener antecedentes de expresión para las pruebas sucesivas.  

Primero era necesario establecer el control de carga (o housekeeping) que mejor se ajusta 

al conjunto de líneas celulares, es decir, que la expresión sea igual en todas. Se estudiaron 

las expresiones de Tubulina, Vinculina, β-actina y GAPDH. En Figura 1 se pueden 

observar los resultados obtenidos en Western blot diferentes; la Tubulina y la vinculina son 

los controles de carga en los que mayor modulación se observa entre las líneas celulares. 

Por lo que, entre β-actina y GAPDH, GADPH parece que es el control de carga más 

adecuado en este caso. 

 

 
Figura 1. Niveles de expresión proteica de los controles de carga para las líneas epiteliales de CCR. Las 

líneas incluidas son SW480, DLD-1, SW620, LoVo, HT-29, HCT116 y T-84. Se compara la expresión de 

Tubulina y β-actina (imagen superior) y Vinculina, β-actina y GAPDH (imagen inferior). Se selecciona 

GAPDH como control. 

Las proteínas incluidas en este análisis de niveles endógenos son E-cadherina, Hakai, 

Anexina A2, HMGB1 y HMGB2. E-cadherina permite analizar más a fondo la línea 

celular y establecer relaciones con el programa EMT. Anexina A2 se incluye por sus 

implicaciones en el avance de la enfermedad y una mejor caracterización de las líneas. 
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Al trabajar con 7 líneas celulares representativas de la progresión del tumor, y con el 

precedente de heterogeneidad del cáncer de colon, es de esperar la expresión diferencial de 

las proteínas. Las diferencias entre las líneas celulares se han descrito anteriormente y son 

el criterio para establecer el orden en el que se disponen al realizar los Western blot. En 

Rodríguez-Quiroga (2017), también se utilizaron las líneas SW480, DLD-1, SW620, HT-

29 y T84, lo que ayudó a establecer el orden. En Figura 2 se reflejan los resultados 

obtenidos por Western blot y estos se procesan en ImageJ y se representan mediante 

gráficos de barras (Figura 3) para facilitar la comparación entre líneas y proteínas. 

 
Figura 2. Niveles de expresión de las proteínas E-cadherina, Hakai, Anexina A2, HMGB1 y HMGB2 

en líneas celulares de CCR. Se trata de las hibridaciones de Western blot para las proteínas. Las líneas son 

SW480, DLD-1, SW620, LoVo, HT-29, HCT116 y T-84. Se incluye el control de carga, GAPDH. 

Destaca la línea DLD-1 en la expresión de E-cad (Figura 3-A), muy por encima del resto 

de líneas. Las líneas con mayor expresión de Hakai (Figura 3-B) son SW480, DLD-1 y 

SW620 y las que presentan una menor expresión son HT-29 y HCT116, teniendo un valor 

similar. HT-29 y HCT116, por otro lado, son las líneas con mayor expresión de Anexina 

A2, mientras que SW620 y LoVo, las de menor (Figura 3-C). Respecto a la expresión de 

HMGB1 y HMGB2, no presentan el mismo patrón de expresión proteica en las líneas 

estudiadas. Se observa que la línea con mayor expresión de HMGB1 (Figura 3-D) es 

SW480; y que tanto en SW620 y LoVo como  HCT116 y HT-29 los niveles de expresión 

son muy similares entre sí. En la expresión de HMGB2 (Figura 3-E), HCT116 y HT-29 

son las líneas que presentan mayores niveles, siendo en el caso de HCT116 similar a la 

expresión de HMGB1. En la línea SW480 los niveles de expresión de HMGB1 y HMGB2 

son opuestos.  

No se observan patrones de expresión inversos entre Hakai y E-cad y Hakai y Anexina A2, 

aunque Hakai actúe como E3 ubiquitina-ligasa para ambas. 
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A B C

 D E 
Figura 3. Valores relativos de las proteínas de interés en las diferentes líneas de CCR; (A) E-cadherina, 

(B) Hakai, (C) Anexina A2, (D) HMGB1, (E) HMGB2. Los niveles proteicos se analizaron con el software 

ImageJ y se encuentran normalizados para el control de carga, GAPDH. Representación gráfica con los datos 

estandarizados se realizó con GraphPad Prism 8. 

6.2.Interacción entre Hakai y HMGB1 en las líneas celulares epiteliales de colon  

Para determinar la posible interacción entre nuestras proteínas de interés, Hakai y HMGB1, 

se realizó una inmunoprecipitación, realizando varias réplicas. En la IP de Hakai (Figura 

4) se pueden ver claramente las bandas correspondientes a la inmunoprecipitación y la co-

inmunoprecipitación. Por tanto, se puede determinar que sí existe interacción entre las 

proteínas aunque no se puede determinar la forma en que tiene lugar dicha interacción.  

 
Figura 4. Inmunoprecipitación de Hakai y co-inmunoprecipitación de HMGB1, en la línea celular 

HCT116. Se hibrida con Hakai y HMGB1. Las bandas del input verifican la carga igual para IgG e IP. 
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Demostrada esta interacción, se realizó un ensayo preliminar para estudiar la regulación de 

las proteínas mediante transfecciones con los plásmidos de sobreexpresión, y comprender 

mejor las implicaciones de la interacción. Los resultados se pueden visualizar en Figura 5.  

Al transfectar de forma conjunta y en igual cantidad los plásmidos pFlag-Hakai y 

pHMGB1-GFP (Figura 5-2), se observa una disminución de la expresión de Hakai que 

puede deberse a la competencia entre los plásmidos por integrarse en la célula. En las 

condiciones 3 y 6 (Figura 5) se muestra que al transfectar con mayor cantidad de 

pHMGB1-GFP la expresión de Hakai se incrementa, más que en condiciones opuestas (4 y 

5). Para comprender la expresión de HMGB1 hay que considerar tanto la banda de 

HMGB1 como la de GFP porque se diferencia entre expresión endógena y exógena, 

respectivamente. Es por ello que se procedió a realizar la cinética de sobreexpresión de 

ambas proteínas para visualizarlo mejor. 

 
Figura 5. Niveles de expresión de Hakai y HMGB1 en la línea celular HCT116 sometida a diferentes 

transfecciones. Se muestran diferentes condiciones de transfección y co-transfección para estudiar la posible 

regulación entre las proteínas Hakai y HMGB1. Se incluye GFP para verificar la transfección de pHMGB1-

GFP y observar el HMGB1 exógeno en las condiciones 2, 3, 4, 6. Cuando se transfecta mayor cantidad de 

pHMGB1-GFP se observa mayor expresión de Hakai. 

De acuerdo con los datos reflejados en Figura 6, en ambas cinéticas se produce un 

aumento en la expresión de Hakai. Los niveles endógenos de HMGB1 se mantienen 

constantes en ambas cinéticas, coincidiendo con los resultados obtenidos en Figura 5. Sin 

embargo, los niveles de HMGB1 son mayores al transfectar la línea celular HCT116 con 

pHMGB1-GFP (Figura 6-B) que al hacerlo con pFlag-Hakai (Figura 6-A), porque hay 

expresión tanto endógena como exógena. 
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A  B   
Figura 6. Niveles de expresión de las proteínas Hakai y HMGB1 en la línea HCT116 transfectada por 

pFlag-Hakai (A) y pHMGB1-GFP (B). En ambas las cinéticas se observa la sobreexpresión de Hakai. Se 

incluyen Flag y GFP para verificar las transformaciones. 

Se realizó de nuevo una inmunoprecipitación de de Hakai en la línea HCT116 transfectada 

con pHMGB1-GFP (Figura 7) para estudiar la interacción de Hakai con los niveles, 

endógenos y exógenos, de HMGB1. Al comparar ambas IPs, control y transfectada, se 

vuelve a demostrar la interacción entre Hakai y HMGB1 endógeno. No se observa banda 

de interacción con HMGB1 exógeno (Figura 7-B) aunque el input se verifica que la 

transfección tiene lugar, pues sí hay hibridación con GFP. 

A B  
Figura 7. Inmunoprecipitación de Hakai y co-inmunoprecipitación de HMGB1 en la línea celular 

HCT116; (A) IP sin transfectar y (B) IP transfectada por pHMGB1-GFP. La IP-A actúa como control, 

mietras que en IP-B muestra los resultados de la transfección e incluye expresión endógena y exógena de 

HMGB1. GFP para verificar la transfección. 

6.3.Influencia de la expresión de HMGB1 sobre la expresión de Hakai  

En las imágenes de inmunofluorescencia (Figura 8 y Figura 9) se puede observar que 

tanto Hakai como HMGB1 se localizan en el núcleo. Al examinar la línea transfectada con 
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pHMGB1-GFP (Figura 9) se puede determinar que esta transfección, tanto en la expresión 

de Hakai como de HMGB1, es efectiva y exitosa por la cantidad de células transfectadas. 

A B  
Figura 8. Efecto de la sobreexpresión de Hakai y HMGB1 en la localización subcelular. (A) Muestra los 

efectos en Hakai y (B) en HMGB1; las líneas fueron transfectadas con los plásmidos p3.1, pHMGB1-GFP y 

pFlag-Hakai. Fotos observadas por el microscopio óptico, objetivo 20x. Escala bar, 50 μm. 

A

B 

Figura 9. Efecto de la sobreexpresión de HMGB1 en la localización subcelular en la línea transfectada 

con pHMGB1-GFP. (A) Muestra el efecto en Hakai y (B) muestra el efecto en HMGB1. Fotos observadas 

por el microscopio óptico, objetivo 20x. Escala bar, 50 μm. 

Al estudiar el efecto en Hakai en las diferentes condiciones, su expresión se localiza 

principalmente en el núcleo, aunque también hay expresión a nivel citoplasmático. En el 

caso de HMGB1 la localización también es nuclear en todas las condiciones consideradas, 

considerando los niveles endógenos. En Figura 9 se muestran los efectos de la transfección 

de pHGMB1-GFP en ambas proteínas. En este caso, se pueden mostrar de forma 
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simultánea los niveles endógenos (Figura 9-B) y exógenos de HMGB1 (Figura 9, A y B). 

Mientras que el endógeno se expresa a nivel nuclear, el exógeno parece hacerlo a nivel de 

citoplasma. Por lo tanto, se puede determinar que las proteínas Hakai y HMGB1 se co-

localizan en el núcleo. Aunque en la línea HMGB-GFP se observa que el HMGB1 

exógeno (unido a GFP) se expresa a nivel citoplasmático, no se observa este cambio de 

forma intensa en la línea Flag-Hakai. La expresión endógena de HMGB1 no se ve afectada 

en las líneas con sobreexpresión proteica. 

7. DISCUSIÓN 

Las líneas celulares se encuentran ordenadas atendiendo a la clasificación de Dukes y a la 

evolución en el cáncer de colon, de adenoma a carcinoma; sin diferenciar entre células 

procedentes de metástasis o no. Esto permite comprender la evolución del cáncer de colon. 

En base a los resultados obtenidos en el análisis de los niveles endógenos (Figura 2 y 

Figura 3), se evidencia la heterogeneidad existente en CCR y la diferente expresión 

proteica entre los diferentes tipos celulares, es decir, entre los diferentes estadios de la 

progresión. Además, se evidencia que no hay un único tipo de cáncer de colon, sino que 

este viene determinado por su origen y el microambiente en el que se desarrolla. En Testa 

et al. (2018), se considera que el CCR no es una enfermedad única, sino que un grupo 

heterogéneo de tumores malignos que se originan en el interior del colon, desde un punto 

de vista genómico.  

Las proteínas HMGB1, HMGB2 y GAPDH (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), 

entre otras, forman un complejo proteico nuclear implicado en la respuesta citotóxica al 

ADN modificado por la incorporación de análogos de nucleósidos anticancerígenos 

(Krynetski et al., 2003). Es curioso que habiendo dicha implicación, sea GAPDH el mejor 

control de carga entre los estudiados. Ese housekeeping se ha utilizado para las diferentes 

técnicas, no mostrando regulación en las transfecciones ni en las cinéticas. 

Los resultados también se podrían estudiar atendiendo a las diferencias entre las líneas 

celulares, considerándose como criterios la evolución del tumor (adenocarcinoma y 

carcinoma) y la posible influencia de la metástasis (tumor primario y secundario).  

No se puede determinar, con los datos obtenidos, que la capacidad metastásica pueda 

influir de algún modo determinado en la expresión de las proteínas E-cadherina, Hakai, 

HMGB1 y HMGB2. No se puede establecer un patrón definido bajo este criterio. De 
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hecho, en el caso de las líneas celulares procedentes de tumores primarios se observan 

mayores diferencias en la expresión de proteínas que cuando proceden de tumores 

secundarios. Tampoco se establece ningún patrón de expresión cuando el criterio es la 

evolución del cáncer. Lo que se justifica por la gran heterogeneidad conocida del cáncer de 

colon y evidencia la importancia de encontrar un marcador de biopsia líquida. La biopsia 

de tejido sólido cuando el tumor presenta heterogeneidad puede no ser representativa 

porque no se toma una muestra de todo el tumor, sino una parte. Sin embargo, en las 

biopsias líquidas podría recogerse diferentes tipos celulares o ADN tumorales que se 

encuentren en circulación por el organismo (Molinari et al., 2018). 

Si analizamos el comportamiento de las proteínas sin atender a criterios, HMGB1 y 

HMGB2 no presentan el mismo patrón de expresión de las proteínas estudiadas aunque 

comparten algunas funciones y su homología es elevada. Las líneas SW620, HT-29, 

HCT116 y T84 presentan una expresión similar en ambas proteínas, estas líneas tienen en 

común el pertenecer a fases finales de la progresión del cáncer. De hecho, SW620, HT-29 

y HCT116 son las líneas que presentan un aumento gradual de la expresión de HMGB2 a 

medida que evoluciona el cáncer, lo que se traduce en un aumento de la quimiorresistencia. 

A nivel individual, en la línea SW480 predomina la expresión de HMGB1 frente a la de 

HMGB2, cuyos niveles son los más bajos. Esto podría sugerir que en etapas tempranas del 

cáncer de colon la expresión de HMGB1 es más elevada y predomina sobre HMGB2. A 

medida que evoluciona la enfermedad, estos niveles se van haciendo más cercanos ya que 

en HT-29 y HCT116 los valores de ambas proteínas son muy próximos. 

Respecto al aumento de la quimiorresistencia, HMGB2 y Anexina A2 presentan un patrón 

de expresión parecido ya que aumenta a medida que evoluciona el cáncer. El aumento de 

expresión de Anexina A2 también se relaciona con el aumento de quimiorresistencia (Jung 

et al., 2015; Tong et al., 2015), alta invasividad, favorece el crecimiento del tumor 

(Christensen et al., 2017) y el desarrollo de metástasis (Zhang et al., 2009A; Wang y Lin, 

2014; Christensen et al., 2017; Han et al., 2017). Tanto la expresión elevada como la 

reducida de Anexina A2 se correlacionan con un mal pronóstico en algunos tipos de cáncer 

(Christensen et al., 2017) porque puede actuar como un oncogén o como un supresor 

tumoral, respectivamente (Gou et al., 2008). Por tanto, sería interesante profundizar en la 

posible regulación entre Hakai y Anexina A2, pues parece haber una regulación negativa 

por parte de Hakai (Díaz-Díaz et al., 2017).  



Manuela Isabel Sánchez Serrano 
Análisis de la relación entre Hakai y las proteínas HMGB en las líneas celulares epiteliales de colon 

A nivel individual de cada línea celular se pueden extrapolar algunas conjeturas basadas 

únicamente en la expresión proteica, pero sería necesario analizar más a fondo. Se podría 

determinar que la línea SW480 es la línea más invasiva del conjunto estudiado. Sus niveles 

de E-cadherina son muy inferiores a los de Hakai, lo que denota la degradación por parte 

de Hakai, y los niveles de Hakai y HMGB1 son los más elevados del conjunto, lo que 

apoya dicha invasividad. Por otro lado, en línea DLD-1 tiene lugar el caso opuesto, 

considerándose la menos invasiva y, por tanto, más epitelial teniendo en cuenta los 

elevados niveles de E-cadherina. Aunque los niveles de Hakai también son elevados, E-

cadherina se expresa en mayor medida. Además, los niveles de HMGB1 al ser los más 

reducidos también apoyan la menor invasividad. Esto podría estar justificado porque las 

líneas son de estados diferentes, B (SW480) y C (DLD-1), aunque ambas se describen 

como adenocarcinomas. No obstante, los resultados son demasiado preliminares como para 

poder establecer conclusiones. 

En cuanto a los resultados sobre la interacción de Hakai y las proteínas HMGB, se puede 

determinar que Hakai y HMGB1 sí interaccionan y se co-localizan en el núcleo. No se 

puede determinar cómo se produce esta interacción con los datos obtenidos, sino que 

habría que continuar investigando. Respecto a los resultados de inmunoprecipitación 

obtenidos en la línea celular HCT116 transfectada con pHMGB1-GFP (Figura 7), la 

ausencia de co-inmunoprecipitación de HMGB1 exógeno con Hakai puede deberse a que 

la propia GFP. Esta puede provocar cambios estructurales haciendo que el dominio por el 

que  HMGB1 interacciona con Hakai deje de estar, al tratarse de un tag .  

De acuerdo con todos los resultados obtenidos, todo parece apuntar que HMGB1 regula 

positivamente Hakai; sin embargo, Hakai no parece influir del mismo modo en la 

expresión de HMGB1. Mediante un estudio proteómico ya se demostró que la 

sobreexpresión de Hakai regulaba positivamente la expresión de HMGB2 (Díaz-Díaz et 

al., 2017). 

Finalmente, hay que destacar el interés que presentan estas interacciones proteicas en el 

desarrollo de las posibles dianas terapéuticas para tratar el cáncer de colon.  

8. CONCLUSIÓN  

1. HMGB1 y HMGB2 no presentan el mismo patrón de expresión en la progresión del 

cáncer de colon.  
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2. Hakai y HMGB1 son proteínas que interaccionan entre sí.  

3. La sobreexpresión de HMGB1 incrementa los niveles endógenos de Hakai.  

4. La sobreexpresión de Hakai no regula positivamente los niveles endógenos de HMGB1. 

5. Hakai y HMGB1 son proteínas que se co-localizan en el núcleo celular en condiciones 

normales y en condiciones de sobreexpresión.  
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