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Resumen 

La cavernomatosis es una enfermedad rara vascular caracterizada por la presencia de 

malformaciones cavernosas, predominantemente en el sistema nervioso central, que causan 

diferentes síntomas como microhemorragias recurrentes, epilepsia o déficits neurológicos 

focales.  Hay dos formas principales de cavernomatosis: una forma esporádica 

(aproximadamente el 80% de los casos) y una familiar, con herencia autosómica dominante 

(20% restante). Ambas se asocian con variaciones en los genes CCM1, CCM2 y CCM3, pero, 

recientemente, se han identificado nuevas mutaciones en los genes PIK3CA y MAP3K3 que 

se asocian con formas más agresivas de cavernomatosis. Estas mutaciones causan defectos 

en procesos clave como la angiogénesis, migración o proliferación, así como en diferentes 

vías de señalización, principalmente la vía RhoA-ROCK, encargada de formar fibras de estrés. 

Este trabajo se enfoca en la caracterización molecular y funcional de células derivadas de una 

lesión de cavernomatosis espontánea (CAV2), comparándolas con células endoteliales 

normales (HUVECs). Se llevó un análisis genético que reveló tres mutaciones somáticas, dos 

en CCM2 y una en PIK3CA. Los efectos de estas mutaciones se vieron reflejados en los 

ensayos funcionales de migración y angiogénesis y en los ensayos de viabilidad celular 

realizados, dónde las células CAV2 presentaban diferencias en comparación con las células 

control (menor capacidad angiogénica y migratoria y mayor proliferación, respectivamente). A 

nivel molecular, tras un análisis mediante RT-qPCR, se evidenció una clara pérdida de la 

identidad endotelial y una avanzada activación del proceso de transición endotelio-

mesénquima. Esta pérdida de identidad se confirmó a nivel proteico con la pérdida total de 

VE-cadherina y parcial de N-Cadherina. Además, mediante inmunofluorescencia, se observó 

una disfunción del citoesqueleto de actina y en las uniones intercelulares. Estos resultados 

sugieren que las mutaciones encontradas son capades de desencadenar la aparición y 

desarrollo de lesiones, y que la disfunción resultante en las células CAV2 replica los hallazgos 

observados en cavernomas familiares. Este estudio proporciona una base para futuras 

investigaciones, ya que el conocimiento y la investigación de esta enfermedad aún es limitado.  

Palabras clave: enfermedad rara, cavernomatosis espontánea, malformaciones vasculares, 

CCM2, PIK3CA, disfunción endotelial, transición endotelio-mesénquima. 
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Abreviaturas 

CAV2: células de cavernoma obtenidas de la lesión. 

CCM: malformaciones cavernosas.   

CSC: complejo de señalización CCM.  

EBM: Endothelial Basic Medium. 

EGM: Endothelial Growth Medium 

ERs: enfermedades raras.  

FBS: suero fetal bovino. 

GOF: ganancia de función. 

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution. 

HUVECs: células endoteliales humanas derivadas de la vena umbilical. 

KLF2: Krupple-like factor 2. 

KLF4: Krupple-like factor 4. 

MAP3K3: quinasa 3 activada por mitógenos. 

MLC: cadena ligera de miosina. 

PFA: paraformaldehído.  

PIK3CA: fosfatidilinositol-3-quinasa 

ROCK: quinasa asociada a Rho. 

SNC: sistema nervioso central. 

TM: temperatura de melting 

VE-cadherina: cadherina endotelial vascular. 

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular. 
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1. Introducción 

Paradójicamente, las enfermedades raras (ERs) son comunes. Aunque individualmente 

estas enfermedades puedan considerarse como raras, colectivamente no lo son. Se estima 

que, aproximadamente el 8% de la población padece una de las 6000 a 8000 ERs conocidas, 

y que alrededor de 36 millones de europeos están afectados por una o lo estarán.1,2 

Aproximadamente el 80 % de las enfermedades raras tienen un origen genético y suelen 

resultar de la disfunción de un gen o proteína específica, aunque en algunos casos están 

asociadas a alteraciones en múltiples genes o a la interacción de varios factores.2,3 Estas 

enfermedades, que suelen ser complejas y crónicas, normalmente tienen su origen en la 

infancia (en torno al 50% de ERs afectan a niños) y la mayoría (85%) están asociadas con 

una discapacidad significativa, deterioro de la calidad de vida y una muerte prematura. 1,3 

Las ERs se definen principalmente por su baja prevalencia en la población.4 Sin 

embargo, la definición varía entre distintas zonas del mundo. En América del Norte, una ER 

se define como una condición que afecta a menos de 200.000 personas, mientras que, en la 

Unión Europea, el criterio para que una enfermedad sea considerada rara se basa en que la 

afectación sea menos de 1 de cada 2.000 personas.4,5 A pesar de estas diferencias, todas las 

ERs raras comparten desafíos clínicos similares, principalmente relativos al diagnóstico, que 

suele ser tardío y/o incorrecto.5 No obstante, en los últimos años, las nuevas técnicas y 

tecnologías de secuenciación y de medicina de precisión han mejorado mucho la clasificación 

y el diagnóstico de las ERs.4 Este tipo de enfermedades suponen una enorme carga para las 

familias, la sociedad y los sistemas de salud, lo que ha atraído enormes esfuerzos por parte 

de investigadores y médicos en todo el mundo. Sin embargo, la investigación tanto en el 

diagnóstico como en el tratamiento no es proporcional con el nivel de esfuerzo, lo que se 

atribuye principalmente al alto costo de la investigación, la rareza de las enfermedades y la 

patogenia poco clara que presentan.1,6 Además, la investigación de nuevos tratamientos se 

ve condicionada por las dificultades asociadas al diseño y ejecución de los ensayos clínicos, 

limitados en gran medida por la escasa información disponible sobre la progresión de la 

enfermedad, la heterogeneidad de los síntomas y el reducido número de pacientes.3 Esto 

deriva en el impedimento de la obtención de nuevos tratamientos y terapias (solo un 5% de 

las ERs disponen de una terapia efectiva).6 

La cavernomatosis es una ER caracterizada por la presencia de malformaciones 

vasculares cerebrales, malformaciones cavernosas (CCM, “Cerebral Cavernous 

Malformations”) o cavernomas (Figura 1). Estas lesiones vasculares están compuestas por 

vasos sanguíneos frágiles, anormalmente agrupados y formados solamente por células 
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endoteliales.7,8 Histológicamente, carecen de capas musculares, de tejido elástico y de todos 

los elementos necesarios para la formación de vasos sanguíneos maduros. A pesar de su 

localización, no suelen contener tejido neural en su interior.8,9 Los capilares característicos de 

la lesión están incluidos en una densa matriz de colágeno, y se caracterizan por presentar 

una pared vascular heterogénea debido a la presencia de uniones célula-célula defectuosas.9  

 

Figura 1. Resonancia magnética de una lesión CCM (indicada con una flecha blanca) en el lóbulo 
temporal izquierdo. Vista axial.10 

Estas malformaciones en los vasos predisponen a sufrir microhemorragias 

recurrentes, lo que conduce a inflamación, gliosis perilesional y depósitos de hemosiderina.11 

Aunque se ha observado algún caso de CCM en retina,9 la mayoría de los casos se 

encuentran en el sistema nervioso central (SNC), constituyendo el segundo tipo más común 

de lesiones vasculares en esta zona (entre el 5 y el 15% de todas las malformaciones 

vasculares).8,12 Estudios poblacionales han calculado que la incidencia de la CCM varía entre 

0,15 y 0,65 por cada 100.000 personas por año. Por otro lado, la prevalencia de la enfermedad 

se ha estimado entre 0,2 y 0,9%, según estudios de autopsias y análisis mediante resonancia 

magnética. Sin embargo, la prevalencia clínica real de la enfermedad es mucho más baja, ya 

que hasta un 50% de las personas con CCMs son asintomáticas y debido al pequeño tamaño 

de las lesiones, es frecuente que estas se puedan pasar por alto al analizarlas mediante 

distintas técnicas de imagen.7,8,9 No existen diferencias significativas entre sexos en cuanto a 

la manifestación de la enfermedad y, generalmente, los pacientes son diagnosticados entre la 

segunda y cuarta década de su vida, aunque también se ha descrito casos de cavernomatosis 

en la infancia.8,13 

Existen dos tipos principales de cavernomatosis, una forma esporádica (alrededor del 

80% de los casos) y una forma familiar, con una herencia autosómica dominante (20% 
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restante).12,14 La forma esporádica se caracteriza por presentar lesiones únicas y sin 

mutaciones germinales en los genes responsables de la enfermedad. En cambio, la forma 

familiar se asocia con múltiples lesiones cavernomatosas, que pueden aumentar en número 

y tamaño con el tiempo, y presenta manifestaciones clínicas variables entre los distintos 

miembros de una misma familia.9,13,14 Ambas formas de la enfermedad pueden producir 

manifestaciones neurológicas similares, sin embargo, dado que el riesgo de presentar 

síntomas está relacionado con el número de lesiones, los pacientes con la forma familiar son 

más vulnerables a la presencia de éstos. Además, también se han descrito lesiones 

extraneurales en retina, hígado o piel, entre otros.8,9 Las CCMs pueden causar diferentes 

síntomas, los principales incluyen cefaleas recurrentes, epilepsia o déficits neurológicos 

focales.12,14 Además, esta condición provoca un deterioro de la barrera hematoencefálica, 

predisponiendo al paciente a episodios de trombosis y hemorragia cerebral, que aumentan el 

riesgo de ictus, convulsiones y déficits motores y sensoriales.9,15 El riesgo anual por paciente 

de padecer episodios de epilepsia se estima entre 1,5-2,4%,8 mientras que el riesgo anual de 

hemorragia varía entre 0,08% y 3,1%, siendo mayor en los casos de cavernomatosis familiar. 

En caso de haber tenido lugar una hemorragia previa, el riesgo de resangrado podría 

aumentar hasta 4,5-22,9% por año.16,17 Estos signos y síntomas clínicos están determinados 

en su mayor parte por la localización, número y tamaño de las lesiones. Dado que el tamaño 

y el número de lesiones puede variar con el tiempo, es posible que aparezcan nuevos 

síntomas en cualquier etapa de la vida del paciente.8,9,16 

El análisis genético de las CCMs se centra predominantemente en la forma hereditaria. 

Sin embargo, hasta la fecha, ambas formas de la enfermedad (familiar y espontánea) se 

asocian con mutaciones de pérdida de función de tres genes diferentes: CCM1 (KRIT1), 

CCM2 (MGC4607/Malcaverina) y CCM3 (PDCD10) (ver Tabla I).8,9,12 CCM1 se encuentra en 

el brazo largo del cromosoma 7 (7q21-q22), CCM2 en el brazo corto del cromosoma 7 (7p13) 

y CCM3 en el cromosoma 3 (3q26.1).13 Estos genes codifican los componentes de un 

complejo heterotrimérico de señalización llamado Complejo CCM (CSC).15,18 El CSC está 

involucrado en el mantenimiento de la integridad de las uniones entre células endoteliales, en 

procesos de angiogénesis y vasculogénesis y en diferentes rutas de señalización. Además, 

este complejo también está relacionado con proteínas como Rap1 y HEG1, implicadas en la 

regulación de la estructura endotelial, y cadherina endotelial vascular (VE-cadherina) y β-

catenina, relacionadas con las uniones intercelulares. No obstante, las funciones de estos 

genes aún están bajo investigación.8,13,15 En la actualidad, se han registrado más de 350 

mutaciones diferentes en estos genes. La mayoría suelen introducir un codón de terminación 

prematura de la proteína a través de mutaciones de tipo nonesense, splice-site o de 
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frameshift.14,19 En la península Ibérica se ha encontrado cierta prevalencia de una deleción de 

14 pares de bases en el gen CCM2, más concretamente en el exón 5.13 Dentro de la forma 

familiar de la enfermedad, las mutaciones en CCM1 y en CCM2 representan el 53-65% y el 

20%, respectivamente, de todos los casos. La afectación en estos genes se caracteriza por 

presentar manifestaciones clínicas menos graves en comparación con las mutaciones en los 

genes restantes implicados.14,15 En pacientes con mutaciones en CCM2 se detectan 

comúnmente un número menor de lesiones en comparación con lesiones derivadas de 

mutaciones en CCM1.9 En el caso de las mutaciones en CCM3, que suponen un 10-16%, 

están relacionadas con un fenotipo de la enfermedad más específico y grave. Los pacientes 

que presentan mutaciones en este gen tienen una mayor carga de lesiones, un riesgo más 

alto de hemorragia cerebral y un inicio más temprano de los síntomas. Además, también se 

asocia con lesiones cutáneas, escoliosis, malformaciones en la médula espinal o discapacidad 

cognitiva.11,14 Casi el 80% de los pacientes de cavernomatosis en la forma familiar presentan 

una mutación germinal heterocigota en uno de estos tres genes.14 Por otro lado, se han 

realizado estudios genéticos para analizar el papel de los genes CCM1-3 en los casos de 

CCMs esporádicas, donde se detectó una tasa de mutación patogénica baja. Se ha planteado 

la hipótesis de que este tipo de lesiones también surgen a partir de mutaciones somáticas en 

la vasculatura del SNC, pero el trasfondo genético aún es incierto.20 

La hipótesis más aceptada para explicar la patogénesis de esta enfermedad vascular 

es el mecanismo de Knudson de “double hit”. Según esta teoría, la pérdida de un alelo debido 

a una mutación germinal en todas las células, que constituiría el first hit, está seguida por una 

mutación somática, solo en algunas células, en el otro alelo (second hit).9 Al ocurrir esta 

segunda mutación en el alelo normal se pierde la heterocigosidad, y es en este momento 

cuando surgen las lesiones características de la cavernomatosis.19 Por lo tanto, en el sitio de 

la lesión, las mutaciones afectan a ambos alelos, lo que resulta en la falta, física o funcional, 

de la proteína codificada por el gen mutado.15 Diferentes experimentos indican que, ratones 

knockout para los genes de CCM mueren durante la embriogénesis debido a defectos 

vasculares, mientras que los ratones que portaban un solo alelo mutado rara vez 

desarrollaban malformaciones cavernosas.9 No obstante, estudios recientes identifican un 

nuevo mecanismo digenético de “triple hit”, que implica la adquisición de tres mutaciones 

genéticas distintas que culminan en la pérdida de función de los genes CCM y la ganancia de 

función (GOF) de un tercer gen, ya que recientemente se han identificado dos nuevas 

mutaciones asociadas al desarrollo de cavernomas. Estas mutaciones son en la quinasa 3 

activada por mitógenos (MAP3K3) y en la fosfatidilinositol-3-quinasa (PIK3CA) (Tabla I). Cabe 
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destacar que cualquiera de estas dos mutaciones por si solas no son capaces de inducir 

CCMs en el cerebro de ratones adultos.8,21,22 

Tabla I. Genes implicados en la patogénesis de la cavernomatosis y sus características.  

Gen Cromosoma Proteína codificada Función principal 

CCM1 7q21-q22 KRIT1 Uniones endoteliales/ Vía 

RhoA/ROCK 

CCM2 7p13 Malcaverina Andamiaje del CSC 

CCM3 3q26.1 PDCD10 Organización del citoesqueleto 

PIK3CA 3q26.3 p110α Supervivencia, ciclo celular, 

proliferación 

MAP3K3 17q23.3 MEKK3 Desarrollo vascular, 

angiogénesis, apoptosis 

 

La PIK3CA es una quinasa perteneciente a la familia de las fosfatidilinositol quinasas, 

y desempeña funciones claves en la regulación de la proliferación celular, el metabolismo, la 

migración, la supervivencia y las respuestas a diversos tipos de estrés, donde se incluye en 

daño en el ADN (Figura 2).23 El mecanismo de “triple hit” asociado a una mutación GOF en 

PIK3CA se asocia con lesiones cavernomatosas de crecimiento rápido, agresivas y 

clínicamente sintomáticas, además de conferir un mayor riesgo de hemorragias derivadas de 

las mismas.8,18,20 Trabajos recientes han demostrado que las mutaciones en este gen se ven 

enriquecidas si las células presentan la pérdida de los dos alelos de un gen CCM o una 

mutación GOF en el gen de la MAP3K3.22 La MAP3K3 es una quinasa altamente conservada 

que desempeña un papel crucial en el desarrollo vascular embrionario normal.24 Las 

mutaciones en este gen activan diferentes vías de señalización relacionadas con la 

fosforilación en células endoteliales, lo que altera la función vascular normal y la 

angiogénesis.20 Además, la sobreexpresión de MAP3K3 activa la vía de señalización de p38, 

que está asociada con la apoptosis de las células endoteliales.25 Estas mutaciones GOF de 

ambos genes (PIK3CA y MAP3K3) se han identificado en la mayoría (90,1%) de las CCMs 

esporádicas y en las CCMs del tronco encefálico.21,25 En pacientes con CCMs extirpados por 

cirugía, la prevalencia de la mutación de la PIK3CA fue del 39%, mientras que la prevalencia 

de mutaciones en la MAP3K3 es del 37%.8 Por otro lado, en ratones, la sobreexpresión 

simultánea de mutaciones en los dos genes da lugar a un mayor número de lesiones que se 

mantienen más en el tiempo.25 
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Figura 2. Vías de señalización molecular implicadas en la formación de lesiones cavernosas. El 
complejo heterotrimérico CSC inhibe la quinasa MAP3K3 (MEKK3). La pérdida de CCM, junto con las 
señales inflamatorias provenientes del receptor TLR4, sobreactivan la MAP3K3, que conduce a la 
regulación positiva de los factores de transcripción KLF4 y KLF2. Estos factores de transcripción 
actúan sobre la vía de mTOR, a través de la señalización de PIK3, y sobre la vía de señalización 
RhoA/ROCK, ambas implicadas en la patología y en la clínica de la cavernomatosis.19 

Como se ha mencionado anteriormente, los genes CCM1-3 codifican tres proteínas 

distintas que forman parte del complejo heterotrimérico CSC, en el que cada una de ellas tiene 

un papel diferente.15 KRIT1 es la proteína más grande (84 kDa) y mejor caracterizada de las 

tres. Consta de una secuencia de 736 aminoácidos que no posee actividad catalítica y que 

funciona como proteína adaptadora, participando en interacciones proteína-proteína claves 

en funciones celulares. Se localiza en varios compartimentos subcelulares como el núcleo, 

citoplasma o citoesqueleto.9 La proteína contiene diferentes dominios que la involucran en 

interacciones inter e intramoleculares. Además, participa en procesos celulares como el 

mantenimiento de la arquitectura vascular, control del ciclo celular, organización del 

citoesqueleto o la integridad de la barrera endotelial.8,9,14 Cabe destacar el dominio FERM, 

que interactúa con la proteína Rap1 (Figura 3). Esta asociación relocaliza KRIT1 desde los 

microtúbulos hacia las membranas, haciendo que el complejo Rap1-KRIT participe en la 

estabilidad de las uniones endoteliales célula-célula y se asocie a proteínas de unión, 

incluyendo β-catenina y VE-cadherina.9,14,26,27 
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Figura 3. Representación esquemática de la proteína KRIT1. KRIT1 está compuesta por un dominio 
Nudix, tres sitios NPxY/F, cuatro dominios de repetición de anquirina y un dominio FERM, que contiene 
tres subdominios F1, F2 y F3. Las formas y líneas de color naranja indican los dominios e interacciones 
necesarios para unirse a CCM2 y formar el complejo CSC. Las líneas punteadas indican diferentes 
interacciones intermoleculares.9 

La pérdida de KRIT1 está asociada con defectos cardiovasculares, tubulogénesis 

deficiente y desarrollo anómalo de vasos.9,10,14 El gen CCM2 codifica una proteína de 444 

aminoácidos conocida como Malcaverina (48 kDa), una proteína de andamiaje sin actividad 

catalítica.9,26 La Malcaverina es imprescindible para la organización del complejo CSC, ya que 

gracias a los motivos que presenta (PTB y FAT-H), puede actuar como conector de KRIT1 y 

de PDCD10, que de otro modo no tendrían afinidad entre sí.9,28 Además, también juega un 

papel crucial en la regulación de la adhesión, el remodelado del citoesqueleto, la proliferación 

y migración de las células y el mantenimiento de la integridad vascular.14 Entre otras 

funciones, la Malcaverina se puede unir a la MAPK3K, que regula la transición endotelio-

mesénquima, una característica observada habitualmente en las lesiones cavernomatosas 

(pérdida de la integridad en las uniones célula-célula y un aumento de la migración células y 

actividad proliferativa).9 Por último, la proteína PDCD10, codificada por el gen CCM3, presenta 

212 aminoácidos. Los diferentes dominios que presenta le permiten, aparte de interactuar con 

la Malcaverina, interactuar con otras proteínas de señalización. Entre ellas se encuentran las 

moléculas involucradas en la señalización del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), fundamental para el desarrollo vascular. También participa en procesos de apoptosis 

y en la regulación de la angiogénesis.14,29 En resumen, las proteínas del complejo CSC están 

implicadas en un gran número de funciones celulares, y una disfunción en este complejo 

afecta en gravemente a las uniones intercelulares y a la angiogénesis.9 

El complejo CSC actúa sobre sobre distintas vías de señalización y cascadas 

moleculares.9 Una de las vías principales es la vía RhoA-ROCK (Figura 4), que participa en 

la adherencia celular, la migración y la proliferación mediante el control del ensamblaje del 

citoesqueleto de actina y la contracción celular.15,30 Esta vía está formada por GTPasas de la 

familia Rho (RhoA, Cdc42 y Rac), que pertenecen a la superfamilia de GTPasas Ras. RhoA 
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actúa como proteína de señalización en procesos fisiológicos como la formación de actina o 

la regeneración del tejido neuronal.9,31 RhoA y su efector, la quinasa asociada a Rho (ROCK) 

participan en la remodelación del citoesqueleto de actina y en la integridad de las uniones 

celulares, permitiendo que las células endoteliales migren adecuadamente. Las proteínas del 

complejo CSC son esenciales para inhibir la acumulación de Rho y prevenir la sobreactivación 

de ROCK y con ello el reordenamiento del citoesqueleto y la disfunción de la barrera 

endotelial.8,9,30,32,33 Cuando la vía RhoA-ROCK está activa, ROCK fosforila la cadena ligera de 

miosina (MLC) (Figura 4) y desencadena una cascada de eventos que incluyen la formación 

de fibras de estrés compuestas por filamentos de actina que actúan negativamente sobre las 

uniones intercelulares.8,15,30,33 Concretamente, para una supresión efectiva de esta vía, es 

necesaria, principalmente, una interacción física entre KRIT1 y la Malcaverina.34 CCM1 se 

asocia con proteínas que forman uniones celulares como β-catenina, lo que previene el 

aumento de la actividad de ROCK, mientras que CCM2 inhibe la vía al favorecer la 

degradación de RhoA.15 Por ello, la activación e inactivación de esta vía es esencial para un 

mantenimiento correcto de la arquitectura celular, la adhesión, la migración y la 

permeabilidad.32,33 

 

Figura 4. Complejo CSC implicado en la señalización de Rho GTPasa. Las tres proteínas CCM regulan 
negativamente RhoA-ROCK bloqueando la fosforilación de la MLC y previniendo la formación excesiva 
de fibras de estrés y la disfunción de la barrera endotelial, lo cual contribuye a los vasos dismórficos 
que caracterizan las lesiones CCM.9  

Además del papel de las GTPasas Rho en la patología de la cavernomatosis, la vía de 

señalización de MAP3K3 también tiene gran importancia, ya que está implicada en la 

migración y proliferación celular, y es necesaria para el desarrollo adecuado de los vasos 

sanguíneos.9 Una deficiencia en el complejo CSC resulta en una hiperestimulación de la 
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quinasa, lo que provoca la activación de los efectores Kruppel-like factor 2 y 4 (KLF2 y KLF4), 

factores de transcripción que se sobreexpresan en procesos inflamatorios y hemorragias.8,9 

Además, la activación de KLF2 y KLF4 también se asocia a la activación de la vía 

RhoA/ROCK.32 La señalización defectuosa de esta vía lleva a una angiogénesis anormal.9 Por 

último. También se han encontrado otras cascadas de señalización que juegan un papel 

importante al generar defectos vasculares y contribuir a la patogénesis de las CCM. Una de 

ella es la vía de Notch, que está relacionada con un adecuado desarrollo vascular. KRIT1 y 

PDCD10 participan directamente en esta vía de señalización, y la eliminación de ambas 

proteínas resulta en la alteración de los vasos, posibles defectos en la homeostasis endotelial 

y en una transición endotelio-mesénquima.9,35,36 

Los tratamientos para la cavernomatosis varían significativamente en función de la 

accesibilidad de la lesión, los síntomas o las mutaciones asociadas a la enfermedad. El 

manejo de la enfermedad puede ir desde la terapia con fármacos antiepilépticos hasta la 

extirpación quirúrgica de las lesiones accesibles y sintomáticas.10,18 En el caso de las lesiones 

agresivas pero inaccesibles quirúrgicamente, la radiocirugía estereotáctica es una 

alternativa.16 En cuanto a los tratamientos farmacológicos, actualmente existen varias rutas 

de investigación. Una de las principales vías de estudio es el uso de la quinasa ROCK como 

diana terapéutica. La inhibición de ROCK, que se ha evaluado con compuestos como fasudil, 

estatinas e inhibidores selectivos, ha sido efectiva en varios estudios preclínicos.26,32.34 Otra 

diana terapéutica es la vía PIK3CA-AKT-mTOR. La rapamicina es un compuesto que inhibe 

esta ruta, y ha mostrado resultados prometedores en diferentes estudios preclínicos en casos 

de CCM con mutaciones en la PIK3CA.8,12 La rapamicina (estimulante de la autofagia) se ha 

combinado, en nuevas terapias, con nanopartículas de platino (antioxidantes) para eliminar 

los efectos pleiotrópicos de las mutaciones en los genes CCM como el estrés oxidativo, la 

inflamación o la autofagia defectuosa.8 Actualmente, no existe un tratamiento probado para 

prevenir nuevas lesiones, ya que el panorama mutacional y el papel de la diversidad genómica 

e histopatológica de las CCM aún no se comprende completamente.12,37 

A pesar de los avances en el diagnóstico por imagen y la identificación de mutaciones 

genéticas asociadas a la enfermedad, los procesos celulares implicados en la formación y 

progresión de los cavernomas no están completamente esclarecidos. Por ello, investigar en 

profundidad sobre ello, no solo contribuye al desarrollo de estrategias terapéuticas más 

eficaces, sino también a aportar conocimiento sobre los mecanismos moleculares de la 

cavernomatosis, la biología endotelial y la estabilidad vascular. 
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2. Objetivos 

La hipótesis principal de este trabajo es que la cavernomatosis espontánea, al igual que 

la familiar, afecta directamente a la expresión de los genes CCM involucrados en la 

funcionalidad del endotelio y responsables de las manifestaciones patológicas.  

El presente trabajo constituye un estudio de caracterización molecular y funcional de 

células provenientes de una lesión CCM procedente de un paciente con cavernomatosis 

espontánea. El objetivo general del estudio es la caracterización de las células de la lesión 

cavernomatosa y ver si siguen un patrón similar a las lesiones de cavernomatosis múltiple 

familiar.  

Para ello, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1. Establecimiento y mantenimiento de cultivos primarios de células de la lesión 

cavernomatosa para evaluar su viabilidad y comportamiento.  

2. Análisis genético de las células derivadas de la lesión cavernomatosa con el fin de 

identificar las variaciones presentes.   

3. Estudios funcionales de migración y de angiogénesis. 

4. Estudio de expresión de marcadores de identidad endotelial, de desdiferenciación y 

de distintas funciones celulares (inflamación, proliferación y estrés oxidativo).  

5. Evaluación de la expresión de proteínas endoteliales en las células de la lesión.  

3. Material y métodos 

3.1 Cultivo primario y mantenimiento de las células 

La muestra de cavernoma obtenida de la cirugía del paciente se lavó varias veces con 

PBS y se disgregó el tejido mecánicamente, con ayuda de pinzas estériles, y enzimáticamente 

con colagenasa I hasta una concentración de 1mg/mL en HBSS (Hank’s Balanced Salt 

Solution) (Gibco). Posteriormente, los fragmentos se disgregaron completamente mediante 

pipeteo suave y se digirieron durante 15 minutos con tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) a 37 ºC.  

Las células de cavernoma obtenidas de la lesión (CAV2) se cultivaron en medio 

EBM/EGM-2 (Endothelial Growth Medium) (PromoCell). Este medio se preparó a partir de 

medio EBM (Endothelial Basic Medium), que fue suplementado con suero fetal bovino (FBS) 

(Gibco) al 20%, antibiótico-antimitótico (Gibco), glutámico al 1% (Gibco), Mycozap (Lonza) y 

suplementos para el enriquecimiento del medio. Las células se incubaron a 37 ºC, en 

humedad y al 5% de CO2. El medio se cambió 24 horas después de la siembra y, 

posteriormente, cada dos días.  
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Es importante destacar que este tipo de células necesitan crecer sobre un soporte que 

imite las condiciones fisiológicas del endotelio, por ello, antes de la siembra y en todos los 

experimentos realizados, las placas fueron tapizadas con colágeno tipo I (50 mg/mL). Una vez 

tapizadas las placas, y previo a la siembra, se retiró el colágeno y se lavaron utilizando HBSS.  

Este tipo celular crece en adherencia, por ello, cuando se alcanza la confluencia o para 

los ensayos que lo requerían, las células se despegaron de las placas empleando tripsina al 

0,05% (Gibco). Una vez despegadas, se inactivó la tripsina con un exceso de HBSS y se 

centrifugaron las células 5 minutos a 1200 rpm. El pellet resultante se resuspendió en 1 mL 

de medio EGM y se contaron las células empleando el contador automático TC20 Automated 

Cell Counter de Biorad. 

En los diferentes ensayos del trabajo, se emplearon células endoteliales humanas 

derivadas de la vena umbilical (HUVECs) como células control de vasculatura normal, que se 

cultivaron y se mantuvieron en las mismas condiciones que las células CAV2.  

3.2 Análisis genético mediante secuenciación masiva 

Para poder analizar las variaciones y mutaciones que presentaban las células CAV2 

se realizó un análisis genético mediante secuenciación masiva dirigido a exoma clínico. Este 

análisis fue llevado a cabo por un centro de diagnóstico genético externo (SecuGen). Para 

ello, se extrajo el ADN de la muestra fresca de la lesión y se secuenció empleando un 

secuenciador masivo de última generación Illumina con una alta profundidad de lectura. Las 

secuencias obtenidas se alinearon frente al genoma de referencia GRCh37/hg19 y, 

posteriormente, se analizaron para la identificación de las variantes genéticas incluidas en 

regiones exónicas o regiones de splicing (al menos 5 pares de bases al borde del intrón/exón).  

3.3 Ensayos de viabilidad 
Para los ensayos de viabilidad se sembraron las células CAV2 y HUVECs en placas 

de 96 pocillos (P-96), por triplicado, y a dos densidades diferentes, 3000 y 5000 células por 

pocillo. Se analizó la viabilidad a las 48 y a las 72 horas. Las placas se mantuvieron en el 

incubador a 37ºC, en humedad y al 5% de CO2 hasta el momento de medir.  

La viabilidad se determinó siguiendo el protocolo del ensayo “Luminescent Cell Viability 

Assay” (Promega), que emplea el reactivo Cell Titer-Glo (buffer de lisis, luciferasa 

recombinante Ultra-Glo, luciferina y Mg2+). Este reactivo se añadió en una concentración final 

1:1 al medio de los pocillos, se agitó suavemente facilitando la lisis celular y se incubó a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. Seguidamente, se midió la luminiscencia de los 

pocillos utilizando el sistema de multidetección Glomax (Promega). 
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3.4 Tubulogénesis 

Para el ensayo de tubulogénesis se emplearon dos tipos celulares (HUVECs y CAV2) 

y sembraron dos densidades celulares distintas, 60.000 y 80.000 células por pocillo, en una 

placa de 24 pocillos (P-24), que se había tapizado previamente con Matrigel (Gibco). Se 

realizaron triplicados de ambas densidades.  

Para preparar el Matrigel se preparó una disolución 1:1 con medio RPMI base (Gibco) 

y se resuspendió suavemente. Esta preparación se cogió con una jeringuilla lentamente para 

evitar que se formen burbujas y se añadieron 200 µL por pocillo. La placa se incubó a 37 ºC 

durante 30 minutos para que el Matrigel polimerizase. Es importante trabajar en hielo durante 

la preparación para evitar que el Matrigel se polimerice antes de tiempo. Las células se 

sembraron cuidadosamente en los pocillos tapizados y se incubaron también a 37 ºC. Se 

realizaron fotos a distintos tiempos para contabilizar el número de tubos cerrados formados.   

3.5 Ensayo de migración Wound healing 

Para estudiar la actividad de migración de las células de la lesión se empleó una P-24, 

previamente tapizada con colágeno, donde se sembraron células CAV2 (70.000 

células/pocillo) y las células HUVECs como células control (80.000 células/pocillo). Una vez 

hecha la herida, se cambió el medio de los pocillos y se dejó incubando la placa a 37 ºC. Se 

hicieron fotos al inicio y pasadas 5 horas. 

3.6 RT-qPCR 
La extracción del ARN se llevó a cabo empleando el kit NucleoSpin® RNA (Macherey-

Nagel). La RT-PCR se preparó siguiendo el protocolo del kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) y añadiendo 1 µg del ARN extraído previamente. Tanto 

la cantidad de ARN y de cDNA obtenido se midió mediante NanoDrop.  

La PCR cuantitativa se llevó a cabo mediante el kit FastStart Essential DNA Green 

Master (Roche), que emplea Sybr Green como fluoróforo. Como gen housekeeping para 

relativizar la expresión de cada gen se empleó el gen 18S, cuyo cDNA se diluyó 1:75 debido 

a la abundancia de su RNA comparada con el resto de especies de RNA. También fue 

necesario diluir el cDNA de la actina, por la misma razón, con una dilución 1:2. En las placas 

de qPCR se añadieron 2 µL de cDNA y se realizaron triplicados para cada gen. El 

termociclador empleado para la qPCR fue un IQ5 de la marca Biorad y la expresión de cada 

gen se analizó por el método ΔΔCt normalizando con el gen housekeeping. Los genes que se 

analizaron y sus primers se indican en la Tabla II. 
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Tabla II. Genes analizados por PCR cuantitativa junto con la secuencia de los primers y sus 

temperaturas de melting (TM). 

3.7 Western-Blot 

En primer lugar, se llevó a cabo la extracción de proteínas partiendo de los pellets 

congelados de aproximadamente un millón de células de CAV2 y de HUVECs. Para ello se 

resuspendieron estos pellets en un buffer de lisis TNE (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 0,1 

nM y 0,5% Triton X100) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche) y 

con un inhibidor del proteasoma, lactacistina (Sigma-Aldrich). El lisado obtenido se centrifugó 

durante 5 minutos a máxima velocidad y se recogió el sobrenadante celular, eliminando restos 

celulares. Para medir la cantidad de proteína extraída se realizó un ensayo de Bradford 

empleando azul de Coomasie (Promega) siguiendo el protocolo indicado por la casa 

comercial. Se midió la absorbancia a 600 nm mediante el sistema de multidetección Glomax.  

Gen Primer forward (5’ → 3’) TM 

(ºC) 

Primer reverse (5’ → 3’) TM 

(ºC) 

18S CGCTCCACCAACTAAGAACG 64,6 CTAACACGGGAAACCTCAC 59,6 

PECAM1 AGAAAACCACTGCAGAGTACCAG 64,5 GGCCTCTTTCTTGTCCAGTGT 63,4 

CDH5 GGAGGAGCTCACTGTGGATT 55,7 CTGATGCAGCAAGGACAGC 57,6 

VWF GATGGTGCTTCGGTGGAC 64,4 TGGGTACTTGGCCTCAACC 64,9 

NOS3 GACCCTCACCGCTACAACAT 55,7 CCGGGTATCCAGGTCCAT 57,5 

ENG AGCCACATCGCTCAGACAC 66,9 GCCAATACGACCAAATCC 64,8 

CDH2 CCTCCAGAGTTTACTGCCATGAC 65,8 GTAGGATCTCCGCCACTGATTC 65,9 

MMP3 CACTCACAGACCTGACTCGGTT 65,6 AAGCAGGATCACAGTTGGCTGG 69,6 

FN1 TCCATTACCAAGACACACACACT 63,2 GGGAGAATAAGCTGTACCATCG 63,5 

ACTB GCGGGAAATCGTGCGTGACAAT 73,8 GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTC 64,7 

SERPINE1 TCCAGCACGTGAATTCCTG 64,2 GTCGGAGACATCTGCATCCT 64,4 

CAT CTCCGGAACAACAGCCTTC 64,8 ATAGAATGCCCGCACCTG 63,7 

CCNB2 TGGAAAAGTTGGCTCCAAAG 63,9 CTTCCTTCATGGAGACATCCTC 63,8 

IL6 GAAGGCAGCAGGCAACAC 64,8 CAGGAGCCCAGCTATGAACT 63,2 

PTGS2 TCACGCATCAGTTTTTCAAGA 62,1 TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC 63,6 

SOD2 AACACCTCCCTACGCCAAC 63,9 TCCCTCGTGCTTGGATTG 65,0 

VIM GAGAACTTTGCCGTTGAAGC 63,8 GCTTCCTGTAGGTGGCAATC 63,5 

KLF4 CATCTCAAGGCACACCTGCGAA 71,6 TCGGTCGCATTTTTGGCACTGG 74,7 

Ki-67 GAAAGAGTGGCAACCTGCCTTC 68,1 GCACCAAGTTTTACTACATCTGCC 64,5 

SNAI1 TGCCCTCAAGATGCACATCCGA 74,1 GGGACAGGAGAAGGGCTTCTC 67,4 

ACTA2 CTATGCCTCTGGACGCACAACT 59,3 CAGATCCAGACGCATGATGGCAT 59,6 

FSP-1 CAGAACTAAAGGAGCTGCTGACC 65,2 CTTGGAAGTCCACCTCGTTGTC 67,0 
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Para el Western-Blot se empleó un gel precast de acrilamida en gradiente (4-15%) de 

la marca NZYtech, en el que se cargaron 50 µg de proteína por pocillo de ambos tipos 

celulares. Como marcador de peso molecular se empleó ECL Full-Range Rainbow Molecular 

Weight Marker (12 kDa-225 kDa) (Amersham). Se dejó correr el gel a 150 V hasta que se 

saliese el frente. Una vez terminada la electroforesis, se transfirieron las proteínas del gel a 

una membrana de nitrocelulosa (Amersham). La membrana se bloqueó durante una hora y 

en agitación con leche desnatada al 5% para, posteriormente, incubarla con el anticuerpo 

primario. Se emplearon 3 anticuerpos diferentes: anti- VE-cadherina (dilución: 1:1000, anti-

rabbit), anti- N-cadherina (dilución 1:1000, anti-mouse) y anti-actina (dilución 1:50000, anti-

mouse), este último como control de carga. Una vez pasado el tiempo de incubación, se 

realizaron múltiples lavados con PBS-Tween y se incubó durante una hora con el anticuerpo 

secundario (Dako) correspondiente, diluido 1:2000 en PBS-Tween. Pasado el tiempo de 

incubación, se lavaron de nuevo las membranas, se añadió la solución de revelado 

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) y se visualizó en el 

sistema de imagen ChemiDoc XRS+ (Bio Rad).  

3.8 Microscopía de inmunofluorescencia 

Los ensayos de inmunofluorescencia se diseñaron para visualizar dos proteínas 

específicas, CD31 y actina. Para ello, se sembraron 50.000 células por pocillo (CAV2 y 

HUVECs) en una placa P-24, la cual contenía en el fondo un cubre circular tapizado con 

colágeno. Las células se dejaron incubar a 37ºC durante 24 horas para que se adhiriesen a 

los cubres. Se realizaron triplicados para cada proteína. Pasado este tiempo, se lavaron los 

pocillos con PBS 1X frío y se procedió con la fijación y la incubación de las células con el 

anticuerpo correspondiente. En el caso de la actina, ambos pasos se realizaron 

simultáneamente, ya que la propia solución de fijación contiene también el anticuerpo. Dicha 

solución contiene paraformaldehído (PFA) 3,5%, Tritón 100 0,2% y el anticuerpo conjugado 

Alexa 568-Faloidina en una dilución 1:50 (Invitrogen). Tras añadir la solución se dejaron 

incubando los cubres durante 25 minutos en una cámara húmeda. En el caso de la proteína 

CD31, primero se fijaron las células con PFA 3,5% durante 20 minutos en frío, después se 

bloquearon con PBS 1X/BSA 1% durante 45 minutos y, finalmente, se incubaron con el 

anticuerpo conjugado Alexa 647-CD31 (Invitrogen) en la cámara húmeda durante 40 minutos. 

Una vez terminadas ambas incubaciones, se lavaron los cubres nuevamente con PBS 1X y 

se montaron sobre portaobjetos empleando el medio de montaje Prolong-DAPI (Invitrogen). 

Las muestras se guardaron a -20 ºC hasta que fueron observadas en el microscopio confocal 

SP5 (Leica Microsystems). 
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4. Resultados  

El presente trabajo tiene como objetivo el estudio y la caracterización de las células 

obtenidas de cirugía de una lesión cavernosa espontánea de tronco cerebral. Para ello, se 

llevaron a cabo diferentes ensayos y experimentos, cuyos resultados se muestran a 

continuación.  

4.1 Caracterización morfológica y genética de CAV2 

Para evaluar la morfología y el comportamiento fenotípico de las células CAV2, estas 

fueron cultivadas en medio EBM/EGM-2 a 37ºC y 5% de CO₂, permitiendo su crecimiento y 

expansión para análisis posteriores. Como control, se cultivaron células endoteliales humanas 

derivadas de la vena umbilical (HUVECs), las cuales permitieron comparar las características 

de las células derivadas de la lesión con un modelo de células endoteliales con fenotipo 

normal. Este tipo de células en cultivo tienden a crecer y migrar hasta cubrir uniformemente 

la superficie de la placa, formando una monocapa continua que reproduce su fisiología 

endotelial. En la Figura 5 se muestran los cultivos de ambos tipos celulares. 

Figura 5. Imágenes representativas en contraste de fase de cultivos primarios confluentes (monocapa) 
de células control HUVECs (izquierda) y células de la lesión CAV2 (derecha). Se indican con flechas 
blancas las células CAV2 que presentan una morfología más alargada. Escala de 0-50 µm. 

Se puede observar que, en general, presentan una morfología similar. No obstante, en 

el cultivo de células CAV2, se aprecia la presencia ocasional de células con una morfología 

más alargada y un tamaño distinto, lo que podría reflejar cierta heterogeneidad fenotípica 

dentro de la población celular. 

Tras visualizar los cultivos y analizar la forma de crecimiento de ambos, se realizó un 

análisis mediante secuenciación masiva con el objetivo de identificar posibles variantes 

genéticas asociadas a CAV2. Este análisis (ver Tabla III), permitió la detección de mutaciones 

puntuales, inserciones, delecciones y otras alteraciones estructurales, contribuyendo así a 

una mejor comprensión de la biología molecular de la lesión.  
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Tabla III. Análisis genético molecular de secuenciación masiva mediante exoma clínico de una muestra 
de ADN proveniente de células endoteliales de cavernoma esporádico.  

Gen Exón Variante Frecuencia genotipo 
alterado 

CCM2 Exón 2 c.67A>T, p.Lys23* 4,69% 

CCM2 Exón 6 c.702del, p.Phe234Leufs*58 2,70% 

PIK3CA Exón 21 c.3140A>G, p. His1047Arg 4,25% 

Como se indica en la Tabla III, se encontraron 3 mutaciones distintas en dos genes 

diferentes. Dos de ellas se encuentran en el gen CCM2, en los exones 2 y 6. La variante del 

exón 2 consiste en una transversión de una adenina a una timina dentro del codón 23 (posición 

67 del nucleótido), lo que genera un codón de parada prematuro, truncando así la proteína. 

Adicionalmente, se ha detectado otra variante del gen CCM2, una delección en la posición 

702 que provoca un cambio de aminoácido de fenilalanina (Phe) a leucina (Leu). Este cambio 

deriva en una rotura del marco de lectura, generando un codón de parada prematuro 58 

aminoácidos aguas abajo del lugar de la mutación. Además, se detectó también la presencia 

de una variante en el gen PIK3CA, la cual consiste en una transición de una adenina a una 

timina dentro del exón 21, en el codón 1047, y que provoca un cambio del aminoácido histidina 

(His) a arginina (Arg). Las variaciones genéticas encontradas presentan frecuencias bajas 

(entre el 2 y 4%), lo cual podría explicarse por el hecho de que se trata de un cavernoma 

esporádico. Al corresponder a mutaciones somáticas y no germinales, es posible encontrar 

solo una proporción reducida de las células analizadas que presente dichas alteraciones.  

4.2 Evaluación de la viabilidad celular mediante un ensayo de luminiscencia 
Para confirmar si la mutación encontrada en el gen PIK3CA, que da lugar a una enzima 

constitutivamente activa, de las células CAV2, tiene efecto, se diseñó un ensayo de 

proliferación de las células de la lesión con las células control. En dicho ensayo de 

proliferación (o viabilidad), se evaluaron dos densidades celulares diferentes (3000 y 5000 

células/pocillo) y dos tiempos de incubación distintos (48 y 72 horas). Para la evaluación de 

este parámetro se realizó un ensayo de luminiscencia basado en la cuantificación de ATP 

liberado tras la lisis celular, lo cual permitió estimar el número de células viables en cultivo.  

La Figura 6 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad realizados. 

Como se muestra, el número de células observado mediante microscopía óptica fue mayor 

en las células CAV2 en comparación con las células HUVECs control, tanto en la condición 

de baja como de alta densidad celular. Esta tendencia se refleja en los histogramas de la 

derecha cuantificando la viabilidad a través del ensayo de luminiscencia, donde se observan 

valores ligeramente superiores en las células derivadas del cavernoma. Sin embargo, dichas 

diferencias no llegan a ser estadísticamente significativas en ninguna de las condiciones 

analizadas. Puesto que en el análisis genético del cavernoma se encontró un porcentaje de 
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células que expresaban una mutación patogénica en PIK3CA, el aumento en la división celular 

podría relacionarse con esta mutación. 

Figura 6. Imágenes representativas mediante visualización en contraste de fase de células control 

(HUVECs) y células de la lesión (CAV2) en las dos densidades estudiadas (3.000 y 5.000 
células/pocillo) tras el tiempo de incubación indicado (48 o 72 horas). Escala de 0-50 µm. A la derecha 
se muestran las gráficas de viabilidad celular obtenidas tras las medidas de luminiscencia realizadas. 
En gris claro se representan las células control y en gris oscuro las células del cavernoma.  

4.3 Evaluación funcional del endotelio mediante ensayos de tubulogénesis 

y migración  
Con el objetivo de analizar los posibles cambios en el comportamiento y en las 

características endoteliales asociados a las mutaciones causantes de la cavernomatosis, se 

realizaron dos ensayos de funcionalidad endotelial: un ensayo de formación de tubos 

(tubulogénesis) y un ensayo de migración celular, también conocido como ensayo de herida 

o wound healing.  
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4.3.1 Análisis de la capacidad angiogénica de CAV2 

Para analizar si las variaciones encontradas en las células CAV2 afectaban a la 

capacidad funcional endotelial, se llevó a cabo un ensayo de formación de tubos, que permitió 

evaluar la capacidad angiogénica de células en cultivo. El ensayo se realizó sobre Matrigel, 

que se asemeja a la matriz extracelular, lo que facilitó el estudio de las diferencias en la 

capacidad de organización en estructuras similares a capilares entre las células control y las 

células derivadas de la lesión. Los resultados representativos del ensayo de tubulogénesis se 

muestran en la Figura 7.  

Figura 7. Imágenes representativas mediante visualización en contraste de fase de las células tras 2 y 
4 horas de incubación. Se muestran las dos densidades celulares estudiadas. Escala de 0-50 µm. A la 
derecha se muestra la cuantificación de la formación de tubos, HUVECs (gris claro) y CAV2 (gris 
oscuro). Para la obtención de los resultados se contaron los tubos completamente cerrados en 5 
campos diferentes, para cada tiempo, densidad y tipo celular. Test t de Student: **: p < 0.01; *** p < 
0.001; **** p < 0.0001. 

Tras dos horas de incubación, las células control comienzan a alinearse en 

formaciones geométricas cerradas de aspecto tubular, rodeadas de células, generando una 
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red de túbulos con paredes compuestas por una sola fila de células. Tras 4 horas de 

incubación se pueden observar tubos completamente cerrados (indicados con flechas 

blancas). En el caso de CAV2, el proceso de formación parece estar incompleto o retrasado, 

ya que, tras dos horas de incubación, el número de estructuras tubulares completamente 

cerradas es significativamente menor en comparación con las células control. Esta diferencia 

se mantiene tras cuatro horas de incubación, observándose también un número reducido de 

túbulos en las células CAV2. Además, también cabe destacar la diferencia que se observa 

entre densidades celulares, ya que la formación de tubos es claramente menor en la densidad 

más baja (60.000 células/pocillo).  

4.3.2 Análisis de la capacidad de migración de CAV2 

A continuación, se quiso evaluar la capacidad migratoria de las células con el objetivo 

de analizar si las mutaciones encontradas influían en este parámetro. Para ello, se realizó un 

ensayo de herida o wound healing, un ensayo in vitro que permite medir la capacidad 

migratoria celular y la reparación de heridas. En este experimento, una vez sembradas las 

células y realizada la herida, se dejaron incubar durante 5 horas. Transcurrido ese tiempo, se 

comparó la velocidad de cierre de la herida entre las células HUVECs y las CAV2. Se 

muestran a continuación los resultados obtenidos en el ensayo de migración (Figura 8).  

 

Figura 8. Imágenes representativas mediante visualización en contraste de fase correspondientes al 
ensayo de migración wound healing. Se muestra la herida inicial (0h de incubación) y la herida tras el 
tiempo de incubación (5h) para las células control (HUVECs) y las células de la lesión (CAV2). Escala 
de 0-50 µm. 

Tras 5 horas de incubación, los frentes de la herida de las células HUVECs habían 

avanzado un 44%, mientras que en las células de la lesión cavernomatosa el avance fue de 
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un 28% con respecto a la herida inicial. Además, en las células CAV2 se observaron 

irregularidades en la distribución celular, tanto en los frentes de la herida inicial como tras el 

periodo de incubación, fenómeno que no se evidenció en las células control. Estos resultados 

ponen de manifiesto diferencias significativas en la capacidad migratoria entre ambos tipos 

celulares, siendo el cierre de la herida considerablemente más lento en las células CAV2. 

4.4 Análisis de la expresión diferencial de marcadores de identidad 

endotelial, de transición endotelio-mesénquima y de funciones celulares 

(inflamación, proliferación y estrés oxidativo) 

Tras la diferencia observada en la funcionalidad y el comportamiento endotelial entre 

las células control y las células CAV2, se quisieron validar estos cambios mediante un análisis 

de la expresión génica por RT-qPCR de un conjunto de genes y marcadores específicos 

relacionados con la identidad endotelial, la transición endotelio-mesénquima y distintas 

funciones celulares como inflamación, proliferación o estado oxidativo. La expresión génica 

de cada marcador fue analizada por el método ΔΔCt normalizando con el gen 18S, utilizado 

como gen housekeeping. Este estudio permitió profundizar en la caracterizacióm molecular 

de las células CAV2 y respaldar los hallazgos obtenidos en los ensayos funcionales.  

Los primeros genes analizados, que están implicados en la regulación y mantenimiento 

de la identidad endotelial (permeabilidad, uniones intercelulares, adhesión celular, 

angiogénesis, etc.) se muestran en la Figura 9. En el histograma, se observa una clara 

disminución en la expresión de todos los genes en las células de la lesión en comparación 

con las células control. Estas diferencias, estadísticamente significativas, indican una pérdida 

del perfil endotelial en las células CAV2. En la gráfica inferior, donde el color rojo indica una 

mayor expresión y el verde una menor expresión, se confirma visualmente esta reducción en 

la expresión génica.  



Estudio de cavernomatosis espontánea 
Alejandra Cué Avello 

 
21 

 

 

Figura 9. PCR a tiempo real. Expresión diferencial de genes implicados en identidad endotelial entre 
células control HUVECs (gris claro) y células derivadas de la lesión CAV2 (gris oscuro), utilizando el 
gen 18S como housekeeping. Bajo el histograma, se muestra un análisis cualitativo de la magnitud de 

la expresión génica. Test t de Student: **** p < 0.0001.  

Dadas las diferencias encontradas en la morfología y el comportamiento de las células 

CAV2, y la bajada tan significativa de la expresión de los marcadores endoteliales en este tipo 

celular, se analizaron diversos genes implicados en el proceso de transición endotelio-

mesénquima (Figura 10). Como se muestra en el histograma, las células CAV2 presentan un 

aumento significativo en la expresión de múltiples genes de desdiferenciación en comparación 

con el grupo control (FN1, ACTB, ACTA2, FSP-1). Cabe destacar la sobreexpresión de FSP-

1, aproximadamente 60 veces mayor en células CAV2 que en células HUVECs. Estas 

diferencias en la expresión génica sugieren una activación en el proceso de transición 

endotelio-mesénquima. Sin embargo, los genes CDH2, KLF4 y VIM, también marcadores de 

transición, presentan valores de expresión más bajos con respecto al control, lo que podría 

sugerir que no todos los genes implicados en el proceso de transición están regulados del 

mismo modo. En la representación inferior, se pueden ver los resultados simplificados. Se 

visualiza un predominio de colores verdes (menor expresión) en las células HUVECs y de 

rojos (mayor expresión) en las células CAV2, indicando un aumento general en la expresión 

de los genes asociados a la transición endotelio-mesénquima en las células derivadas de la 

lesión.  
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Figura 10. PCR a tiempo real. Expresión diferencial de genes implicados la transición endotelio-
mesénquima entre células control HUVECs (gris claro) y células derivadas de la lesión CAV2 (gris 
oscuro), utilizando el gen 18S como housekeeping. Bajo el histograma, se muestra un análisis 
cualitativo de la magnitud de la expresión génica. Test t de Student: ** p< 0.01 *** p < 0.001; **** p < 

0.0001.  

Por último, se analizó la expresión de diferentes genes involucrados en inflamación, 

proliferación celular y estado de estrés oxidativo (Figura 11). Los genes implicados en 

procesos inflamatorios (SERPINE1, IL6 y PTGS2) disminuyen significativamente en las 

células de la lesión con respecto a las células control. Por otro lado, los genes relacionados 

con la proliferación celular (CCNB2 y Ki-67), muestran un aumento significativo en su 

expresión en las células de cavernoma en comparación con las células control. Este 

incremento concuerda con los resultados observados en los ensayos de viabilidad (Figura 6), 

y podría estar en línea con la mutación en el gen PIK3CA (Tabla III). Para finalizar, en los 

genes CAT y SOD2, relacionados con el estrés oxidativo, no se encuentran diferencias 

significativas entre las células control y las células CAV2, lo cual indica que no hay una 

elevación significativa de este parámetro en las células derivadas de este cavernoma 

esporádico.  
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Figura 11. PCR a tiempo real. Expresión diferencial de genes implicados en inflamación, proliferación 
celular y estado oxidativo entre células control HUVECs (gris claro) y células derivadas de la lesión 
CAV2 (gris oscuro), utilizando el gen 18S como housekeeping. Bajo el histograma, se muestra un 
análisis cualitativo de la magnitud de la expresión génica. Test t de Student: *** p < 0.001; **** p < 

0.0001.  

4.5 Expresión diferencial de proteínas asociadas a la identidad endotelial y 

a la transición endotelio-mesénquima 
Tras los resultados obtenidos en las PCRs cuantitativas para los genes CDH5 (Figura 

9) y CDH2 (Figura 10), se procedió a analizar la expresión proteica de sus correspondientes 

productos, VE-Cadherina y N-Cadherina, respectivamente. El objetivo principal fue evaluar la 

pérdida de la identidad endotelial y el grado de transición endotelio-mesénquima en las células 

CAV2, así como confirmar los cambios observados en los análisis mediante RT-qPCR. Para 

ello, se llevó a cabo un Western-Blot, que permitió detectar y cuantificar las proteínas 

mencionadas. Con este fin, se emplearon anticuerpos específicos contra la VE-Cadherina, N-

Cadherina y contra la actina, empleada como control de carga. Los resultados de este análisis 

se presentan en la Figura 12. 
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Figura 12. Análisis mediante Western-Blot de los niveles de proteína N-Cadherina (izquierda) y VE-
Cadherina (derecha). En ambas gráficas se presentan los valores normalizados con la actina, que se 
empléo como control de carga. Se muestran las proporciones de cuantificación densitométrica. Las 
gráficas incluyen ambos tipos celulares, HUVECs (gris claro) y CAV2 (gris oscuro). Debajo, se muestran 
las bandas de proteína obtenidas tras el revelado las membranas. Test t de Student: *** p < 0.001; **** 
p < 0.0001. 

La expresión de ambas proteínas es significativamente menor en las células de la 

lesión que en las células control. En ambos casos, la señal de cada proteína se normalizó 

utilizando la actina como control de carga, ya que su expresión es relativamente constitutiva 

en los dos tipos celulares empleados. Los resultados obtenidos concuerdan con los 

observados en las PCRs cuantitativas, en las que se detecta en las células del CAV2 una 

expresión moderada del gen CDH2 (N-Cadherina) (Figura 10) y una ausencia de expresión 

del gen CDH5 (VE-Cadherina) (Figura 9). Estos hallazgos se reflejan de forma similar en los 

resultados del análisis por Western-Blot, que sugieren una leve pérdida de la N-Cadherina y 

una pérdida total de la VE-Cadherina.  

4.6 Estudio de la expresión y localización de marcadores celulares en 

HUVECs y CAV2 por microscopía de fluorescencia 
Como se ha mencionado anteriormente, el complejo CSC está implicado en la vía de 

señalización RhoA-ROCK, que está estrechamente relacionada con las fibras de estrés del 

citoesqueleto constituidas por filamentos de actina. Para evaluar la posible diferencia en el 

citoesqueleto de las células control (HUVECs) y las células de la lesión (CAV2), se realizó una 

tinción de F-actina empleando en anticuerpo conjugado Alexa 568-Faloidina. Los resultados 

se observaron por microscopía de fluorescencia usando la técnica confocal (Figura 13). La 

principal diferencia que se puede observar es en la cantidad, la organización y la longitud de 
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las fibras. En las células HUVECS, las fibras presentan una disposición ordenada y se 

extienden a lo largo de toda la célula, con una visualización robusta de las fibras de estrés. 

En contraste, las células CAV2 muestran una menor organización y una longitud reducida de 

los filamentos de actina. Además, se pueden observar acúmulos puntuales de actina en el 

centro de las células (visualizados como pequeños puntos rojos), lo que sugiere una 

redistribución anómala del citoesqueleto.  

Figura 13. Imágenes representativas obtenidas por microscopía confocal con un objetivo de 63X. Se 
observa la distribución celular de la actina (Phalloidina-568, en color rojo) y de CD31 (CD31-647, en 
color rojo) en células control (HUVECs) y en células de la lesión cavernomatosa (CAV2). El color azul 
corresponde al DAPI, que tiñe los núcleos de las células. 

Además de inducir la redistribución del citoesqueleto, también se ha descrito que las 

mutaciones en los genes CCM1-3 afectan negativamente sobre las uniones intercelulares, lo 

que afecta directamente a la integridad del endotelio. Para evaluar esta diferencia entre ambos 

tipos celulares, también se realizó una inmunofluorescencia de CD31, una proteína clave en 

la formación y mantenimiento de estas uniones, empleando el anticuerpo conjugado Alexa 

647-CD31 (Figura 13). Mediante microscopía de fluorescencia, la proteína CD31 se localiza 

en la periferia celular, delimitando las uniones intercelulares. En las células control, se observa 

una señal más intensa (color rojo), lo que indica una mayor expresión o acumulación de la 
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proteína en las membranas. Por otro lado, en las células derivadas de la lesión, la tinción es 

notablemente más tenue, llegándose a observar núcleos sin señal detectable a su alrededor.  

5. Discusión 

La cavernomatosis es una enfermedad rara vascular causada por mutaciones en los 

genes CCM1-3, los cuales están implicados en diferentes vías de señalización y funciones, 

tales como la proliferación celular, la migración, cicatrización de heridas, angiogénesis o 

permeabilidad celular.15 Por ello, mutaciones que afecten a estos genes derivan en una 

disfunción de estas vías y en la aparición de los síntomas clínicos y patologías ya 

mencionadas. No obstante, recientemente se han identificado nuevas mutaciones asociadas 

a la enfermedad, principalmente en los genes PIK3CA y MAP3K3, las cuales se han 

relacionado con formas más agresivas de cavernomatosis, tanto en casos esporádicos como 

en presentaciones familiares.8,19 

Se llevó a cabo un análisis genético de las células de la lesión de un paciente en un caso 

de cavernomatosis espontánea, mediante secuenciación masiva y análisis de exoma clínico 

que reveló dos mutaciones en el gen CCM2 y en PIK3CA (ver Tabla III). Las variantes 

detectadas a nivel somático en el gen CCM2 podrían suponer una pérdida completa del gen 

en las células con las mutaciones y por tanto justificar el desarrollo de las lesiones 

cavernomatosas. CCM2 se une directamente tanto a CCM3 como a KRIT1; por ello, una 

pérdida de función debida a un truncamiento prematuro podría conllevar la disrupción 

completa del complejo de señalización CCM.38 De hecho, estudios previos han demostrado 

que, debido al efecto estabilizador de CCM2 sobre KRIT1, la pérdida de esta proteína provoca 

también la pérdida de KRIT1, afectando a las diversas vías de señalización en las que está 

implicado. Esta alteración puede dar lugar a muchos de los fenotipos observados en la 

deficiencia de KRIT1, incluso cuando la alteración primaria afecta a CCM2.38,39 

Las consecuencias de las variaciones en el gen CCM2 se reflejan en los distintos ensayos 

llevados a cabo a lo largo de este trabajo. En particular, los ensayos de tubulogénesis (Figura 

7) y de reparación de herida (Figura 8), diseñados para evaluar la funcionalidad endotelial de 

las células CAV2, evidenciaron una disfunción significativa. En este contexto, la pérdida de 

función de CCM2 puede asociarse directamente con la alteración de los procesos de 

angiogénesis y migración.14 Además, las irregularidades observadas en la distribución de las 

células en el ensayo de migración podrían estar relacionadas con una adhesión celular 

deficiente, contribuyendo así a la pérdida de integridad del endotelio (Figura 8).  
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Esta pérdida de identidad endotelial se refleja también en la disminución de la expresión 

de los genes marcadores analizados en las células CAV2 (ENG, CDH5, NOS3, PECAM1 y 

FvW) (Figura 9). Estos genes se expresan predominantemente en células endoteliales, y se 

relacionan con procesos de angiogénesis, adhesión celular o reparación de células 

endoteliales. Adicionalmente, en la Figura 10 se presentan marcadores asociados al proceso 

de transición endotelio-mesénquima, definido como la adquisición de características 

mesenquimales y propiedades similares a células madre por parte de células endoteliales. Se 

han descrito diferentes estudios que relacionan la transición endotelio-mesénquima con el 

desarrollo de malformaciones vasculares.35,40 En este análisis, se observa un aumento en la 

expresión de marcadores típicos de transición, como FN1, ACTB, ACTA2 y FSP-1, lo que 

sugiere una activación de este proceso en las células CAV2. Por otro lado, se detecta una 

disminución de CDH2, KLF4 y VIM, también marcadores de transición, aunque más 

vinculados con las fases iniciales y la regulación temprana del proceso.41 Esta combinación 

de perfiles de expresión podría indicar que las células CAV2 han superado las etapas de 

iniciación de la transición y presentan un fenotipo mesenquimal más avanzado o maduro, 

caracterizado por la pérdida de las características endoteliales. El ensayo de Western-Blot 

(Figura 12) confirma estos hallazgos, ya que se observa una pérdida total de la VE-Cadherina 

y se puede intuir una pérdida parcial de la N-Cadherina, proteínas implicadas en la transición 

endotelio mesénquima y en la identidad endotelial, respectivamente.  

Por otro lado, CCM2 tiene la capacidad de regular los niveles de RhoA, promoviendo su 

degradación al interactuar con Smurf1. Debido a esto, una pérdida en la función de la proteína 

sobreactiva ROCK, conduciendo a un aumento en la formación de fibras de estrés en las 

células endoteliales, generando disfuncionalidad endotelial y el desarrollo de malformaciones 

cavernosas.39,42 Estos efectos se evidencian en los resultados obtenidos mediante 

inmunofluorescencia (Figura 13). Además, se observa una reducción en la señal de CD31, 

una proteína de adhesión celular y transmigración altamente expresada en las uniones 

intercelulares de las células endoteliales.43 

La otra mutación identificada en las células CAV2 afecta al gen PIK3CA, cuya alteración 

se ha asociado con formas más agresivas de la enfermedad. Las variaciones en este gen se 

han relacionado con un incremento en la proliferación de las células que conforman la lesión 

cavernomatosa.44 Esto concuerda con el aumento proliferativo que presentaron las células 

CAV2 en los ensayos de viabilidad en comparación con las células control (Figura 6). 

Adicionalmente, se evaluó la expresión por PCR cuantitativa de dos genes marcadores de 

proliferación celular, CCNB2 (ciclina B2) y Ki-67 (Figura 11), que presentaron una expresión 

significativamente aumentada en las células CAV2. Estos hallazgos sugieren que las 
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variaciones detectadas en el gen PIK3CA inducen una sobreactivación de la vía sobre la que 

actúa, promoviendo así la proliferación celular y contribuyendo al desarrollo y mayor 

agresividad de la malformación vascular espontánea. 

Este estudio sienta las bases para investigaciones futuras dirigidas a analizar y profundizar 

en los mecanismos moleculares de la cavernomatosis espontánea, así como los mecanismos 

involucrados en la alteración del fenotipo endotelial. La caracterización funcional de las células 

CAV2 podría ampliarse mediante tratamientos farmacológicos dirigidos a las vías afectadas. 

Por ejemplo, el uso de rapamicina que actúa sobre la vía mTOR y que a su vez depende de 

la actividad de la PIK3CA, permitiría evaluar el impacto del bloqueo de esta señalización. 

Asimismo, se podrían diseñar ensayos con buparlisib, un inhibidor directo de PIK3CA, para 

estudiar de forma más específica los efectos en la proliferación de esta mutación. Además de 

analizar la proliferación tras el tratamiento, sería relevante evaluar la capacidad angiogénica 

y de migración en presencia de ambos fármacos, lo que permitiría determinar si la inhibición 

de la vía PIK3CA-mTOR puede restaurar parcial o totalmente las funciones endoteliales 

alteradas en las células derivadas de la lesión. Por otro lado, para poder validar los hallazgos 

in vitro en un contexto fisiológico más complejo, se podrían llevar a cabo ensayos con modelos 

tridimensionales (organoides) o animales.  

6. Conclusiones 

La cavernomatosis es una enfermedad rara vascular que afecta principalmente a la 

vasculatura cerebral. El presente trabajo ha permitido caracterizar y evaluar el 

comportamiento de células derivadas de una lesión de un caso de cavernomatosis 

espontánea, con el objetivo de profundizar en los mecanismos implicados en la disfunción 

vascular asociada a la enfermedad. De los resultados obtenidos en el estudio se puede 

concluir que: 

1. Las mutaciones encontradas a nivel somático en los genes CCM2 y PIK3CA son 

capaces de desencadenar el desarrollo de lesiones cavernomatosas. 

2. La variante genética encontrada en PIK3CA (c.3140A>G), al ser constitutivamente 

activa, aumenta la proliferación en las células CAV2. 

3. Los procesos de funcionalidad endotelial de angiogénesis y de migración de las células 

CAV2 están defectuosos por la falta de la proteína CCM2.  

4. En las células CAV2 ha habido una pérdida en la expresión de proteínas endoteliales 

implicadas en procesos de formación de fibras de estrés y de interacción intercelular.  

5. Las células derivadas de la lesión han perdido su identidad endotelial y han sufrido un 

proceso de transición endotelio-mesénquima. 
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6. Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los de la expresión y función 

en células derivadas de cavernomas familiares. Esto nos permitiría decir que la 

naturaleza de las lesiones (cavernomas) es muy semejante, diferenciándose solo en 

si la mutación está en la línea germinal (cavernomatosis familiar), o se produce 

somáticamente (cavernoma esporádico).  
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8. Reflexión personal 

 

Durante mi etapa de desarrollo de las prácticas externas y de realización del Trabajo de 

Fin de Máster, he tenido la oportunidad de profundizar y aprender no solo en el ámbito 

científico-técnico del campo de la biomedicina, sino también en sus implicaciones humanas, 

éticas y sociales. Uno de los aprendizajes más significativos fue comprender que detrás de 

cada muestra, hay un paciente con una enfermedad que, hoy en día, no tiene cura, y que la 

biomedicina y la investigación debe estar al servicio de las personas y debe tener como 

objetivo mejorar la vida de los pacientes, no solo generar resultados. 

En todos estos meses he podido participar en un proyecto de estudio sobre la 

cavernomatosis que, aunque sea una enfermedad poco frecuente, tiene un gran potencial. 

Los avances obtenidos, no solo abren nuevas vías para el tratamiento personalizado, sino 

que también aportan conocimientos que se puede extrapolar a otras patologías vasculares. 

Contribuir en este proyecto ha hecho que gane consciencia del valor social de la investigación, 

sobre todo en el caso de las enfermedades raras, que debido a su baja prevalencia pueden 

estar menos visibilizadas.  

A nivel personal, además de desarrollar competencias técnicas u científicas, también he 

adquirido habilidades de comunicación, trabajo en equipo y resolución de problemas. Este 

periodo de máster, tanto la parte teórica como las prácticas externas, ha sido un gran 

entrenamiento profesional, pero, aún más importante, ha supuesto una experiencia 

transformadora que me ha ayudado a crecer como persona y me ha ayudado y motivado para 

seguir avanzando en el mundo de la investigación. 


