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RESUMEN 

Los inhibidores de tirosina quinasas (ITK) son fármacos que bloquean la actividad de 

quinasas implicadas en la proliferación y señalización celular, con aplicaciones clínicas en 

oncología. Estudios recientes han descrito su papel inmunomodulador y antiviral.  

El obje<vo de este trabajo fue evaluar y comparar el efecto inmunomodulador de los 

ITK ima<nib y dasa<nib en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humanas 

mediante análisis proteómico y fosfoproteómico. Se buscó iden<ficar proteínas, 

fosfoproteínas y rutas diferencialmente reguladas por ambos fármacos, con el fin de estudiar 

sus mecanismos de acción y su implicación en la modulación de procesos inmunitarios y 

virales. 

Las PBMCs de once donantes sanos fueron estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) e 

interleucina-2 (IL-2), y tratadas con imatinib (10 µM) o dasatinib (75 nM) durante 72 h. Tras 

la extracción proteica y digestión enzimática, se analizaron las muestras mediante LC-

MS/MS. Los datos se procesaron en R para el análisis diferencial y funcional, y la base de 

datos STRING para generar redes de interacción proteína-proteína (PPI). 

El análisis del proteoma y fosfoproteoma mostró una clara separación entre las 

condiciones control, imatinib y dasatinib, con perfiles moleculares diferentes. Dasatinib 

reguló un número significativamente mayor de proteínas y fosfoproteínas con respecto a las 

condiciones control, afectando rutas relacionadas con la biogénesis ribosomal, el 

procesamiento de ARN, la remodelación de la cromatina y la adhesión celular. Imatinib, en 

cambio, moduló principalmente proteínas implicadas en funciones nucleares y estructurales. 

Las redes PPI reflejaron una mayor conectividad y diversidad funcional en las muestras 

tratadas con dasatinib. 

Estos resultados indican que dasatinib ejerce un efecto inmunomodulador off-target 

más amplio que imatinib, que es más específico de su diana terapéutica, modulando 

múltiples rutas de señalización y fosforilación asociadas a la función inmune, el control de la 

proliferación celular y la dinámica nuclear, reforzando su papel como regulador de la 

respuesta inmune y posible candidato para futuras aplicaciones terapéuticas en infecciones 

virales persistentes. 

Palabras clave: proteómica, fosfoproteómica, tirosina quinasas, imatinib, dasatinib, 

señalización celular, inmunomodulación. 
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1. Introducción 

1.1.  Propiedades principales de las 0rosina quinasas 

La comunicación celular es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis, la 

coordinación de funciones fisiológicas y la respuesta a estímulos externos. A través de una 

compleja red de señales químicas, las células pueden adaptarse a su entorno, diferenciarse, 

proliferar o inducir la muerte celular. 

Uno de los principales mecanismos de comunicación intracelular es la transducción de 

señales a través de la activación de receptores celulares especializados (Ebrahimi et al., 

2023). Este proceso implica la participación de proteínas tirosina quinasas, que catalizan la 

fosforilación de residuos de tirosina en proteínas diana. Estas quinasas se clasifican en 

tirosina quinasas receptoras (RTK) y no receptoras o citoplasmáticas (NRTK) (Paul & 

Mukhopadhyay, 2004). Los RTK son receptores transmembrana que poseen un dominio 

citoplasmático con actividad tirosina quinasa y se expresan en tejidos del organismo. Por otro 

lado, las NTKR carecen de dominio transmembrana y actúan asociadas a otros receptores o 

proteínas adaptadoras. Tanto los RTK como NTKR, desempeñan un papel importante en 

numerosos procesos biológicos como proliferación, diferenciación, metabolismo, 

regeneración, supervivencia y vías de muerte celular, y su desregulación se asocia con 

diversas patologías, incluyendo el cáncer (Wintheiser & Silberstein, 2025). 

El proceso de transducción de señales consiste en una red de vías de unión, activación 

y señalización. Los ligandos específicos, formados por moléculas de señal extracelular, se 

unen al dominio extracelular del RTK. Esto implica la unión de monómeros en dímeros u 

oligómeros activos, la activación de dominios quinasa y la fosforilación de residuos de 

tirosina que permiten que el bucle de activación del dominio catalítico adopte una 

conformación que facilita la unión de ATP. El sitio de unión a ATP funciona a su vez como 

punto de unión de proteínas de señalización citoplasmáticas que contienen dominios de 

homología Src-2 (SH2) y de unión a la proteína tirosina (PTB). Estas reclutan moléculas 

efectoras que resultan en el ensamblaje de complejos de señalización, y la subsiguiente 

activación de múltiples cascadas de señalización que definen respuestas biológicas (Figura 

1) (Paul & Mukhopadhyay, 2004). 

La actividad de las tirosinas quinasas está fuertemente regulada. Sin embargo, su 

participación en los diferentes procesos biológicos puede sufrir alteraciones, desregulando 
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dichos procesos por mutaciones, sobreexpresión o estimulación, generando procesos 

patológicos. Esto ha derivado en el desarrollo de fármacos basados en la inhibición de 

tirosinas quinasas que bloquean la actividad de RTK o NRTK (Hartmann et al., 2009). 

 

 
Figura 1. Mecanismo de activación y señalización intracelular de los RTK. Unión de los ligandos a los receptores transmembrana 

que deriva en la unión de ATP y fosforilación de residuos. Reclutamiento de substratos que activan proteínas que participan 

a su vez en la activando la cascada de señalización. Imagen tomada de (Tomuleasa et al., 2024). 

1.2. Inhibidores de 0rosina quinasa 

Las quinasas participan en una amplia red de transducción de señales cruciales para la 

regulación de procesos biológicos como división, proliferación y metabolismo celular. La 

desregulación de estas vías deriva en patologías, por lo que se consideran dianas potenciales 

para el desarrollo de fármacos (Norman et al., 2012). Los inhibidores de tirosina quinasa (ITK) 

son un grupo de fármacos que alteran las vías de transducción de señales donde están 

implicadas proteínas tirosina quinasas, mediante su inhibición a través de diversos 

mecanismos. Actualmente, hay varios ITK aprobados por diferentes agencias reguladoras, 

con diversas aplicaciones terapéuticas (P. Wu et al., 2015). 

1.2.1. Mecanismo de acción 

Los ITK pueden ser reversibles o irreversibles, formando enlaces covalentes que 

bloquean el sitio de unión al ATP. Los ITK se clasifican en cuatro subtipos dependiendo del 
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punto de unión y de la secuencia inicial de aminoácidos del bucle que controla el acceso al 

sitio de activación (motivo DFG) (Thomson et al., 2025): 

• Inhibidores de tipo I: unión competitiva al sitio de ATP de quinasas transmembrana 

activas y a residuos de aspartato en el motivo DFG, con orientación hacia el sitio 

catalítico de la proteína quinasa. 

• Inhibidores de tipo II: el motivo DFG se encuentra rotado hacia afuera, 

sobresaliendo del sitio de unión de ATP. Las quinasas se unen a dicho sitio de unión. 

• Inhibidores de tipo III: la unión se produce en regiones alostéricas adyacentes al sitio 

de unión del ATP. 

• Inhibidores de tipo IV: unión a sitios alostéricos alejados de la región de unión del 

ATP. 

• Inhibidores de tipo V: aquellos que presentan múltiples modos de unión. 

 

Figura 2. Inhibición diferencial y selectiva de distintos tipos de quinasas por los principales ITK utilizados en clínica. El tamaño 

y la intensidad de los nodos representan el grado de inhibición de las quinasas sobre las dianas. Imagen tomada de (Lee 

et al., 2021). 
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1.2.2. Ima<nib y Dasa<nib 

Imatinib (Glivec®, Novartis) es una molécula pequeña, perteneciente al grupo de 

fármacos antineoplásicos, que inhibe la actividad de la tirosina quinasa BCR-ABL 

(conformación inactiva) y a otros RTKs como c-kit, mediante una inhibición de tipo II (se une 

al sitio de ATP y el bolsillo adyacente). Es un ITK de primera generación que se desarrolló 

siguiendo una estrategia tradicional de cribado de compuestos químicos. Actúa sobre la 

tirosina-quinasa aberrante BCR-ABL, característica de la leucemia mieloide crónica (LMC), 

uniéndose a la conformación estructural inactiva mediante una inhibición selectiva de tipo II 

(Lee et al., 2021). Inhibe selectivamente los procesos celulares de proliferación y apoptosis 

celulares en líneas BCR-ABL positivo. Además, inhibe procesos celulares mediados por la 

participación y activación de estos receptores. Este fármaco demostró en un estudio una 

mejora en la supervivencia libre de progresión y la supervivencia global en pacientes con 

LMC, asociado a una mejor respuesta en comparación con el grupo control. Imatinib 

presenta efectos off-target moderados e inhibe otras proteínas o RTK como c-kit o el 

receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). 

Tras la aprobación de imatinib para el tratamiento de LMC, se desarrollaron 

resistencias debido a mutaciones, lo que derivó en el desarrollo de ITK de segunda 

generación como dasatinib y nilotinib, ambos más potentes frente a BCR-ABL (Cortes et al., 

2016). 

Dasatinib (Sprycel®, BMS) bloquea la conformación activa y abierta de BCR-ABL 

(inhibición de tipo I), pero presenta múltiples efectos off-target, interfiriendo con  la tirosina 

quinasa de receptor del gen KIT, quinasas de la familia SRC y otras proteínas (Fauziya et al., 

2023). Es un inhibidor potente que se une tanto a la conformación activa como inactiva de 

la enzima BCR-ABL por lo que también se usa frente a LMC. Dasatinib tiene un espectro diana 

mayor que el imatinib (Lee et al., 2021) y es capaz de superar las barreras de resistencia a 

imatinib por sobreexpresión, mutaciones y activación de vías de señalización alternativas y 

actuar como inmunomodulador e inmunosupresor (Rivera-Torres & San José, 2019). El 

ensayo clínico de fase IIb DASCERN demostró una mayor respuesta molecular en pacientes 

con LCM tratados con dasatinib 12 meses en comparación con imatinib (Cortes et al., 2024). 
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1.3. Aplicaciones clínicas de los ITK 

1.3.1. Terapia dirigida en cáncer 

Se han identificado cambios y mutaciones en genes implicados en vías de transducción 

de señales que, a su vez, participan en procesos biológicos, como son los cambios en los RTK. 

Un aumento en la señalización de estas vías deriva en una proliferación celular incontrolada, 

activación oncogénica, angiogénesis y resistencia terapéutica (Ebrahimi et al., 2023). 

Actualmente, los ITK se emplean como tratamientos clínicos para la LMC, leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) y otras enfermedades oncohematológicas por su capacidad para 

inhibir la actividad desregulada de BCR-ABL, que genera una proliferación 

celular.descontrolada principalmente en células mieloides y blastos linfoides (Rodríguez-

Mora et al., 2019). 

La proteína aberrante BCR-ABL deriva de una translocación entre el gen ABL1 en el 

cromosoma 9 y con el gen BCR en el cromosoma 22 originando el cromosoma Filadelfia (Ph). 

Esta oncoproteína con actividad de tirosina quinasa, promueve vías de señalización 

oncogénicas que impulsan la proliferación descontrolada y la resistencia a procesos 

apoptóticos. LMC y LLA Ph+ son dianas para el uso de ITK (Figura 3) (Shammas et al., 2025). 

 

Figura 3. (A) Organización estructural de la proteína ABL1 y sus isoformas 1a y 1b. (B) Organización estructural de la proteína 
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de fusión BCR-ABL1 resultante de la translocación de los genes correspondientes a los cromosomas 9 y 22. 

(C) Translocación de los cromosomas 9 y 22 y formación del cromosoma Filadelfia (Ph). Imagen tomada de(Shammas et al., 

2025). 

Los cuatro ITKs principales empleados como terapia para el tratamiento inicial de la 

LMC son: imatinib, dasatinib, nilotinib y osutinib. Asciminib es el primer ITK aprobado que 

actúa como inhibidor alostérico sobre una diana específica, uniéndose al bolsillo miristoilo 

de ABL1, en lugar del sitio de unión del ATP, limitando los efectos off-target (Irgit et al., 2025). 

1.3.2. Inmunoterapia y papel de los ITK en la inmunomodulación 

La inmunoterapia ha demostrado potenciar la respuesta inmunitaria frente a las 

células tumorales en el abordaje del cáncer. Se ha identificado que los ITK también ejercen 

efectos directos sobre células del sistema inmunitario (Blake et al., 2008; Rivera-Torres & 

San José, 2019) como linfocitos T, células NK, monocitos y otras subpoblaciones inmunes, 

afectando procesos como la activación, migración, citotoxicidad y producción de citoquinas 

(Blake et al., 2008; Schade et al., 2008). Este efecto inmunomodulador es relevante en el caso 

del dasatinib, que actúa sobre otras quinasas como SCR, Lck, Fyn y Zap70, claves en la 

señalización del receptor de células T (TCR) y de células NK (Rodríguez-AgusVn et al., 2023; 

Schade et al., 2008). 

Dasatinib puede tener un efecto dual: inmunosupresor en ciertos contextos, al 

bloquear la activación de linfocitos T, e inmunoestimulador en otros, promoviendo la 

expansión de subpoblaciones citotóxicas como NK y T𝛾 (Blake et al., 2008; Mustjoki et al., 

2009). 

Es por esto, que se ha dirigido la atención al uso de ITK en combinación con otras 

estrategias inmunoterapéuticas para modelar respuestas inmunes en infecciones virales 

persistente, enfermedades autoinmunes y procesos de senescencia (Rivera-Torres & San 

José, 2019; Rodríguez-AgusVn et al., 2023). 

1.4. Nuevas aplicaciones terapéuticas 

Se han descrito casos de personas con el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo 

1 (VIH-1) (PCV) que han desarrollado LMC y que han seguido un tratamiento simultáneo de 

terapia antirretroviral (TAR) e ITK (Vigón et al., 2021). Por ello, se ha propuesto el uso de ITK 

para el tratamiento de PCV con el obje<vo de mejorar el perfil inflamatorio y actuar contra 
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la persistencia viral (Coiras et al., 2017). 

1.4.1. Persistencia del VIH 

El ciclo de infección y replicación del VIH-1 tiene varias fases. Los viriones expresan en 

su superficie glicoproteínas gp120 y gp41 que se unen al receptor CD4 de los linfocitos T 

CD4+, y a correceptores CCR5 o CXCR4. Esta interacción desencadena un cambio 

conformacional que permite la fusión de la envoltura viral con la membrana de la célula 

diana, favoreciendo la entrada de la cápside viral hasta el interior del núcleo. El ARN viral se 

retrotranscribe a ADN por la transcriptasa inversa viral y, posteriormente, el ADN viral se 

integra en el genoma celular mediante la integrasa. Una vez integrado, el provirus puede 

permanecer en estado latente o iniciar la expresión génica, dando lugar a nuevas copias de 

ARN viral, que serán traducidas a proteínas virales que se ensamblan junto con el ARN 

genómico para formar nuevos viriones (Figura 4) (Alcamí & Coiras, 2011). 

 
Figura 4. Ciclo viral de infección del virus del VIH. El virus se une a la superficie celular mediante la interacción de la 

glicoproteína gp120 con el receptor CD4 y los correceptores CCR5 o CXCR4, permitiendo la fusión de la envoltura viral con la 

membrana plasmática. Tras la entrada, el ARN del virus se retrotranscribe en ADNc gracias a la transcriptasa inversa, y el 

complejo resultante se transporta al núcleo. La integrasa viral incorpora el ADN proviral al genoma de la célula huésped, 

estableciendo una fase de latencia o expresión activa. Posteriormente, el ADN proviral se transcribe y traduce para generar 

nuevos componentes virales, que se ensamblan en la membrana plasmática y se liberan por gemación. Las partículas 

inmaduras sufren un proceso de maduración mediado por la proteasa viral, originando viriones funcionales capaces de 

iniciar nuevas infecciones. Imagen tomada de (Alcamí & Coiras, 2011). 
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La infección por VIH se caracteriza por una activación persistente del sistema 

inmunitario desencadena un estado de agotamiento inmune, caracterizado por disfunción 

de células efectoras, expresión de marcadores inhibidores y una respuesta antiviral ineficaz 

(Trautmann et al., 2006). 

El mantenimiento del reservorio viral se realiza mediante mecanismos de proliferación 

homeostática mediados por IL-2 e IL- 7, mientras que la activación de receptores de células 

T (TCR) promueve la replicación activa del VIH mediante la transcripción del provirus 

integrado (Chomont et al., 2009; Coiras et al., 2016). Algunas de las quinasas implicadas en 

esta activación (Lck, Fyn, Zap70) son dianas de los ITK, por lo que su inhibición podría afectar 

al reservorio viral. El TAR es la principal estrategia para el tratamiento de la infección por VIH. 

Actúa suprimiendo la replicación, reduciendo la carga viral y deteniendo la progresión de la 

enfermedad. A pesar de ello, el TAR no actúa sobre las células del reservorio, por lo que su 

interrupción provoca invariablemente un repunte viral. Por ello, la búsqueda de nuevas 

estrategias contra la persistencia del reservorio del VIH-1 continúa, con el fin de encontrar 

una futura cura funcional. 

1.4.2. Dasa<nib modula la ac<vidad an<viral del factor SAMHD1 contra la replicación del 
VIH-1 

Para que el VIH-1 pueda infectar las células diana es necesario que primero se inac<ve 

SAMHD1, una enzima que restringe la infección por retrovirus como el VIH-1 al degradar los 

nucleó<dos trifosfato (dNTPs) necesarios para la retrotranscripción del ARN viral a ADN. Esto 

sucede cuando SAMHD1 no está fosforilada, por lo que inhibición de su fosforilación puede 

potenciar su efecto an<viral (Rivera-Torres & San José, 2019). La inhibición de SAMHD1 la 

realiza el VIH-1 a través de su enzima accesoria Vpx (Descours et al., 2012). 

Dasatinib inhibe la fosforilación de SAMHD1, factor antiviral innato. SAMHD1 

disminuye los niveles de dNTP en su forma activa/desfosforilada, lo que constituye un factor 

an<viral frente a la infección por VIH-1 (Rivera-Torres & San José, 2019). La fosforilación e 

inac<vación de SAMHD1 es inducida por el VIH-1. Los ITK pueden impedir la fosforilación de 

este factor, conservando así la ac<vidad an<viral (Ambrosioni et al., 2017). La inducción de 

un estado citostá<co que mantenga a SAMHD1 en su estado desfosforilado o ac<vo 

restringiendo la ac<vación de factores de transcripción que par<cipan en la replicación del 

virus puede evitar la replicación y el mantenimiento del reservorio, interfiriendo con las 
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células infectadas en estado latente y su proliferación homeostá<ca (Figura 5) (Bermejo et al., 

2016; Rodríguez-Mora et al., 2019). 

 

Figura 5. Mecanismos en los que intervienen los ITK y sus dianas para impedir la replicación, el mantenimiento y la infección 

del VIH-1. Imagen tomada de (Rodríguez-Mora et al., 2019). 

1.4.3. Reducida ac<vidad an<viral del ima<nib en la infección por VIH-1 

El uso de imatinib como tratamiento para la infección por VIH-1 no ha demostrado su 

actividad antiviral (Bermejo et al., 2018). Un ensayo clínico que analizó la capacidad de 

imatinib para inhibir la replicación del virus en linfocitos T CD4+, demostró que no redujo los 

niveles de p24, proteína estructural del VIH que forma parte de la cápside del virus, a 

concentraciones clínicamente seguras (Bozzi et al., 2024). Además, a diferencia del dasatinib, 

el imatinib no inhibe la fosforilación de SAMHD1 ni ha demostrado un impacto consistente 

en la replicación del VIH-1 (Bermejo et al., 2018). 

1.4.4. Dasa<nib como inmunomodulador y citostá<co 

Se ha postulado el uso de ITK como antivirales al actuar a nivel del ciclo viral como 

inmunosupresores e inmunomoduladores (Rivera-Torres & San José, 2019). El efecto off-

target del dasatinib, que se une a más de 30 quinasas diferentes, correlaciona con su 

intervención en la señalización del TCR, expresión de marcadores de activación, producción 

de citoquinas proinflamatorias y procesos de proliferación (Bantscheff et al., 2007; Rix et al., 

2007). 
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Los linfocitos T se activan por la interacción de su receptor a proteínas NRTK, tras la 

unión de antígenos o ligandos. La quinasa específica de células linfocitarias (LCK) juega un 

papel importante en la activación de los linfocitos T y de quinasas en procesos descendentes, 

iniciando el proceso de transducción de señales del complejo TCR/CD3 tras el 

reconocimiento del antígeno (Kong et al., 2011; Palacios & Weiss, 2004). LCK, 

desfosforilado/inactivo cuando las células T están en reposo, se activa por la fosforilación de 

un residuo de tirosina situado en el dominio quinasa. La activación de LCK induce a su vez la 

fosforilación de SAMHD1 (Coiras et al., 2016) por lo que el uso de inhibidores selectivos de la 

actividad de LCK supone una estrategia inmunosupresora específica para el tratamiento de 

la infección por VIH-1 (Bermejo et al., 2015, 2016). El efecto inhibidor de dasatinib sobre la 

función de los linfocitos T, dada su capacidad para inhibir quinasas como Lck, produce una 

regulación negativa de la activación, proliferación y producción de citoquinas (Blake et al., 

2008). Además, inhibe la fusión del VIH-1 con la célula diana sin afectar a la viabilidad celular 

(Harmon et al., 2010). Finalmente, pacientes tratados con dasatinib han presentado un 

mejor pronóstico debido a que produce una expansión transitoria de linfocitos T CD8+, T𝛾𝛿	

y células NK tras su administración, mejorando la función antiviral (Rivera-Torres & San José, 

2019). 

1.5. Potencial senolí0co del dasa0nib 

La senescencia celular implica la detención del ciclo celular y genera cambios 

fenotípicos que impiden la apoptosis. Las células senescentes son responsables de la 

fragilidad provocada por la infección por VIH-1, además de co-morbilidades relacionadas con 

el envejecimiento. Las células senescentes secretan diferentes citoquinas proinflamatorias y 

productos proapoptóticos y profibróticos, y favorecen una activación inmunitaria crónica 

(Rodríguez-Mora et al., 2019). Se están estudiando estrategias que permitan eliminar las 

células senescentes (compuestos senolíticos) o modificar su fenotipo (compuestos 

senomórficos). Dasatinib inhibe las funciones proinflamatorias de células del sistema inmune 

como neutrófilos, y la activación y proliferación crónica de linfocitos T (Blake et al., 2008; 

Futosi et al., 2012). Por lo tanto, evitaría estos sucesos crónicos derivados de la infección 

vírica y su papel en la senescencia celular. 
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1.6. Proteómica y fosfoproteómica como herramientas de estudio 

La proteómica basada en espectrometría de masas es una herramienta empleada para 

identificar las interacciones entre fármacos y el perfil proteómico, además de las alteraciones 

en la fosforilación de las proteínas (Giansan< et al., 2014). En los últimos años, se ha utilizado 

dirigiendo su enfoque a la búsqueda de dianas efectivas para el tratamiento con ITK. Un 

estudio identificó posibles dianas terapéuticas para imatinib, diferentes a la quinasa BCR-

ABL, en la línea celular A431 mediante el estudio del perfil proteómico y la cuantificación de 

la fosforilación de residuos tirosina inducido por el tratamiento (Giansan< et al., 2014). Otro 

estudio ha identificado el efecto de dasatinib en aproximadamente 1.000 fosfopéptidos y 

vías de señalización MAPK, implicadas en procesos celulares como el splicing del ARN (Pan 

et al., 2009). Además, se realizó un ensayo para estudiar el efecto sobre la fosforilación de 

residuos de tirosina tras el tratamiento e inhibición de células K562 con imatinib, y el análisis 

de motivos proteicos presentes en determinados péptidos (Preisinger et al., 2013). 

La inmunoprecipitación combinada con espectrometría de masas ha permitido 

estudiar el perfil de residuos de tirosina fosforilados en las quinasas BCR-ABL de diferentes 

líneas celulares en individuos con LMC (Goss et al., 2006). Sin embargo, el impacto funcional 

de los ITK se extiende a múltiples rutas de señalización celular en distintos tipos celulares. El 

análisis comparativo del proteoma y fosfoproteoma se convierte en una herramienta clave 

para comprender de forma integral cómo estos fármacos modulan procesos celulares como 

la activación, proliferación o apoptosis. Por lo tanto, la caracterización global de los cambios 

en la expresión proteica y en la fosforilación de residuos de tirosina, permite identificar 

posibles mecanismos de acción y vías alteradas, y mejorar el diseño de terapias dirigidas y 

encontrar nuevas dianas terapéuticas. 
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2. Hipótesis 

El tratamiento de PBMCs con los ITK imatinib y dasatinib induce cambios específicos 

en el perfil de fosforilación de proteínas, que se reflejan en alteraciones en el proteoma y 

fosfoproteoma. Estos cambios están asociados a rutas de señalización funcionalmente 

relevantes que pueden ayudar a la identificación de dianas terapéuticas relacionadas con el 

potencial antiviral, antiinflamatorio y senolítico de los ITK, y que pueden identificarse 

mediante análisis bioinformático y estadístico a nivel de péptido, proteína y categoría 

funcional. Dada la mayor selectividad de imatinib frente a BCR-ABL, se espera que ejerza un 

impacto más limitado sobre la fosforilación global de proteínas, mientras que dasatinib, por 

sus múltiples efectos off-target, debería inducir una desregulación más amplia del proteoma 

y del fosfoproteoma. 

Mediante este estudio se pretende identificar rutas de señalización y posibles dianas 

terapéuticas que expliquen las diferencias funcionales entre ambos inhibidores, así como 

profundizar en la comprensión de sus mecanismos moleculares y valorar su potencial 

aplicación en patologías no oncológicas, como la persistencia viral. 

3. Obje=vos 

Objetivo principal: evaluar el efecto inmunomodulador de los ITK ima<nib y dasa<nib 

sobre el proteoma y el fosfoproteoma de PBMCs, mediante un análisis compara<vo con la 

condición control a nivel de pép<do, proteína y categoría funcional. 

Objetivos secundarios: 

• Realizar un análisis cuantitativo y estadístico del proteoma y fosfoproteoma de PBMCs 
tratadas con ITKs. 

• Identificar cambios estadísticamente significativos en las condiciones tratadas frente 
al control. 

• Caracterizar el patrón de fosforilación y determinar las principales proteínas y rutas 
afectadas. 

• Determinar las categorías funcionales más alteradas en términos de fosforilación, 
estableciendo relaciones biológicas relevantes. 

• Realizar una interpretación biológica de los resultados mediante herramientas gráficas 
y estadísticas para obtener conclusiones funcionales relevantes. 
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4. Materiales y métodos 

4.1. Selección de muestras 

Once donantes sanos se reclutaron en el Centro de Transfusión de la Comunidad de 

Madrid (CTM). El estudio fue elaborado bajo la aprobación del CTM. 

4.2. Extracción de sangre periférica y tratamiento de las células 

Se obtuvieron muestras de sangre de 10 ml en tubos EDTA y se extrajeron las PBMCs 

mediante una centrifugación a 2100 r.p.m. en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque 

(Pharmacia Corporation, North Peapack, NJ) durante 35 minutos, a temperatura ambiente. 

Las PBMCs se lavaron con tampón fosfato salino (PBS al 1x) y se criopreservaron en nitrógeno 

líquido usando medio de congelación (suero bovino fetal con dimetilsulfóxido al 10%), para 

su posterior análisis. 

4.3. Preparación y extracción de proteínas 

Para cada una de las 11 muestras analizadas se descongelaron 50 millones de PBMCs 

que se cul<varon en las siguientes condiciones: todas las muestras fueron es<muladas 

durante 72 horas con el mitógeno fitohemaglu<na (PHA) y con interleucina-2 (IL-2) para 

inducir la homeostasis de los linfocitos T; tres réplicas biológicas se mantuvieron como 

controles, cuatro réplicas biológicas fueron además tratadas con ima<nib a 10 µM y cuatro 

réplicas biológicas fueron además tratadas con dasa<nib 75 nM. 

La lisis celular para obtener las proteínas totales y fosforiladas se llevó a cabo 

empleando el tampón de extracción: Tris-HCl 50 nM pH 8,5 y SDS 2% (p/v) tras centrifugación 

a 1500 rpm durante 5 minutos. La mezcla se incubó a temperatura ambiente con agitación 

con<nua a baja velocidad durante 15 minutos. A con<nuación, se realizó un breve spin y se 

calentó la muestra 10 min a 97 ℃. Tras la incubación, se centrifugó la muestra a 14.000 rpm 

durante 5 minutos. Se determinó la concentración de proteína total en 1 µL del sobrenadante 

mediante un ensayo Bradford (Bio-Rad), generando una curva patrón de albúmina sérica 

bovina (BSA) en concentraciones de 0 a 2 mg/mL, midiendo cada muestra por triplicado. El 

volumen de cada muestra se ajustó a 200 µg	de proteína total. Tanto el sobrenadante como 

el pellet se almacenaron a -20℃ y se enviaron para su análisis al Servicio de Proteómica del 

Centro Nacional de Inves<gaciones Cardiovasculares (CNIC) en Madrid. 
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4.4. Preparación de pép0dos para LC-MS/MS: reducción, diges0ón y 
purificación 

Las muestras de proteínas totales se descongelaron y se trataron con di<otreitol (DTT) 

10mM y se incubaron 30 minutos a 56℃ con agitación. Tras enfriarse, se añadió 

iodoacetamida 20mM y se incubó en oscuridad 30 minutos. Se añadieron cuatro volúmenes 

de etanol (-20℃), se incubó una hora a -20℃ para precipitar las proteínas y eliminar restos 

de detergente, recuperando el precipitado por centrifugación. El lisado proteico se diluyó 

cuatro veces con bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8) y se realizó la diges<ón con 

endopep<dasa LysC y tripsina en una proporción 1:100 (enzima:proteína en masa) 37℃ 16 

horas. 

4.5. Análisis por LC-MS/MS 

Se marcaron las muestras de pép<dos con reac<vos TMT-10, para que las muestras 

marcadas se separen mediante cromatograza líquida de fase reversa a pH alto y columnas 

con microesferas C18 de 15 cm (cromatograza líquida Easy Nano, Thermo Fisher Scien<fic). 

Tras la mezcla con TMT-10, se dividió el pool de muestras en dos alícuotas: 1) análisis 

global/proteómico y 2) análisis de pép<dos fosforilados. Para este úl<mo, se pasó el extracto 

de pép<dos TMT-marcados por una columna/resina Ti4+ a la cual se unieron los 

fosfopép<dos. Mediante compe<ción con fosfato de amonio pH 7-8 se liberaron los 

fosfopé<dos de la resina. El análisis de pép<dos de la fracción global y de la enriquecida, se 

realizó en un sistema nano-LC acoplado a un espectrómetro de masas de alta resolución (LC-

MS, Thermo Fisher Scien<fic, modelo Orbitrap Fusion Lumos). 

4.6. Análisis estadís0co y representación de los resultados 

Los análisis estadís<cos y la representación gráfica de los resultados del proteoma y 

fosfoproteoma, se realizaron con el so{ware R (v4.4.2). Las figuras de componentes 

principales (PCA) se generaron u<lizando el paquete ggplot2. El análisis de expresión 

diferencial de proteínas y fosfoproteínas entre condiciones se realizó con el paquete limma, 

aplicando una corrección de p-valor y por valor de AvA. Para la visualización de proteínas y 

fosfoproteínas diferencialmente expresadas se u<lizó el paquete pheatmap. El análisis de 

enriquecimiento funcional (Gene Ontology y KEGG) se llevó a cabo con el paquete 

clusterProfiler, empleando un ajuste por p-valor < 0,05 como umbral de significancia. Las 
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redes de interacciones proteína-proteína (PPI) se generaron a par<r de las proteínas 

diferencialmente expresadas mediante la base de datos STRING (v12.0), aplicando un umbral 

de confianza de 0.7 y agrupando las proteínas mediante el algoritmo de clustering Markov. 

Los esquemas de flujos de trabajo experimental y el análisis bioinformá<co se encuentran en 

el Anexo (Figuras suplementarias 1 y 2). 

4.7. Pre-procesamiento de datos para el análisis del fosfoproteoma 

Los datos crudos se procesaron en RStudio 2024.12.0+467 con R 4.4.2 empleando los 

paquetes readxl, dyplr, writexl y limma. Se generó un data.frame en el que cada fila 

corresponde a una proteína o péptido identificado y cuantificado, del fichero Excel original. 

Se filtraron las filas correspondientes a secuencias de péptidos que contenían el carácter “$”, 

para conservar únicamente los péptidos fosforilados. La tabla resultante se exportó en 

formato CSV para los posteriores análisis. Además, se realizó un filtrado por significación 

estadística, aceptando las celdas que presentaban p-valor < 0,05 y sobre este subconjunto, 

se aplicó un segundo filtro para excluir aquellos péptidos cuya media de variación promedio 

estuviera dentro del rango 1,2-1,3, quedando así sólo las señales con cambios de abundancia 

fuera de ese intervalo, más consistentes con efectos biológicos relevantes. 
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5. Resultados 

5.1. Análisis de proteoma 

5.1.1. Análisis de componentes principales (PCA) del proteoma  

El análisis mostró una separación entre las diferentes condiciones experimentales a 

nivel de proteoma. Las réplicas correspondientes a las condiciones de control, imatinib y 

dasatinib del proteoma formaron agrupamientos bien definidos en el espacio (PC1 y PC2), 

con más del 75% de varianza, sugiriendo diferencias en los perfiles proteómicos entre las 

tres condiciones (Figura 1, gráfica izquierda). Al analizar de manera específica entre control 

e imatinib (Figura 1, gráfica arriba a la derecha), se observa igualmente una separación entre 

ambos grupos, estando las réplicas biológicas agrupadas por condición. Asimismo, la 

comparación del proteoma entre control y dasatinib (Figura 1, gráfica abajo a la derecha) 

muestra una separación entre ambas condiciones. Esto refleja el efecto diferencial que 

ejercen los inhibidores de tirosina quinasas sobre la regulación proteica, en este caso 

imatinib y dasatinib sobre el perfil proteómico de las PBMCs.  

 

Figura 1. Análisis de componentes principales (PCA) del proteoma. Izquierda: PCA global que muestra la separación entre 

control (rojo), imatinib (azul) y dasatinib (verde). Derecha superior: comparación de control vs imatinib. Derecha inferior: 

comparación de control vs dasatinib. 
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5.1.2. Análisis de expresión diferencial del proteoma 

El análisis de expresión diferencial del proteoma muestra que tanto imatinib como 

dasatinib inducen alteraciones significativas en la regulación y expresión de proteínas 

respecto al control. En el volcano plot correspondiente a imatinib (Figura 2A, izquierda), se 

identifican varias proteínas diferencialmente reguladas, con un conjunto de proteínas 

sobreexpresadas mostradas en color rojo y otras con una marcada disminución de su 

abundancia relativa (color azul). El tratamiento con dasatinib (Figura 2B, derecha) también 

muestra varias proteínas diferencialmente expresadas en comparación con el control.  

 

Figura 2. Análisis de volcano plot en el proteoma. Volcano plots de imatinib vs control (izquierda) y dasatinib vs control 

(derecha). Los puntos rojos indican proteínas sobreexpresadas, las azules proteínas infrarreguladas y las grises proteínas no 

significativas.  

La representación de las proteínas diferencialmente expresadas entre ima<nib frente 

a control y dasa<nib frente a control permi<ó observar diferencias evidentes en el patrón de 

fosforilación afectado por cada uno de los ITK. La gráfica correspondiente a las 50 proteínas 

mejor clasificadas al comparar ima<nib vs. control frente a dasa<nib vs. control (Figura 3A), 

dis<ngue claramente dos bloques de regulación. Se observa que la mayoría de las proteínas 

siguen la misma tendencia de regulación en ambos inhibidores, aunque con dis<nta 

magnitud: aquellas aumentadas en ima<nib también presentan incremento con dasa<nib y 

lo mismo con las proteínas disminuidas. Además, el análisis muestra un pequeño grupo de 

proteínas cuya desregulación es específica del tratamiento con ima<nib, no siendo 

desreguladas por dasa<nib. Sin embargo, el tratamiento con dasa<nib desregula un grupo 

mayor de proteínas que no son desreguladas por ima<nib (Figura 3B). Finalmente, el análisis 
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de las 50 proteínas comunes desreguladas por ambos inhibidores muestra que los cambios 

se producen en la misma dirección, ya sea aumento o disminución en la abundancia proteica, 

aunque con dis<nta intensidad (Figura 3C). 

 

Figura 3. Análisis de heatmap de las 50 proteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento con imaanib vs. control 

frente a dasaanib vs. control. Se muestran las proteínas clasificadas por cada inhibidor de manera independiente (gráfica 

izquierda-A y centro-B) y el conjunto de proteínas comunes entre ambos (gráfica derecha-C). Las intensidades de color 

reflejan los niveles relaavos de abundancia proteica. Gráfica con imágenes separadas, con mejor enfoque y resolución en 

Anexos. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

Estos resultados confirman que los inhibidores ima<nib y dasa<nib generan efectos 

diferenciales sobre el proteoma de las PBMCs, con cambios específicos en proteínas clave y 

perfiles que permiten dis<nguir claramente ambos tratamientos. 

5.1.3. Gene Ontology (GO) y análisis de enriquecimiento KEGG de las proteínas 
diferenciales  

El análisis de procesos biológicos (BP) muestra que ima<nib y dasa<nib desregulan 

específicamente rutas relacionadas con la biogénesis y el metabolismo de los ribosomas, así 

como con la traducción y el procesamiento de ARN (Figura 4). Sin embargo, hay diferencias 

en la magnitud y diversidad de los cambios: ima<nib incide en el ensamblaje de orgánulos 

no membranosos y de gránulos de estrés (Figura 4A), mientras que dasa<nib <ene un efecto 

más amplio, incluyendo procesos de organización de complejos proteína-RNA y maduración 

de subunidades ribosomales (Figura 4B). Esto indica que, aunque ambos inhibidores 

impactan en la maquinaria de síntesis proteica, dasa<nib ejerce un efecto más extendido 

sobre procesos asociados a la biogénesis y dinámica del ribosoma. 



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Olivia de la Calle Jiménez  

Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal 
Curso:2024-2025 

 

 22 

 

Figura 4. Análisis de enriquecimiento en términos de procesos biológicos (GO-BP) para las proteínas diferencialmente 

expresadas tras tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x representa el número de proteínas 

asociadas a cada término, mientras que el color de las barras indica el valor de p-ajustado (p.adjust). Se comparan los datos 

relaavos a imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

En el nivel de funciones moleculares (MF), ambos ITK también se asocian con 

ac<vidades vinculadas a la estructura ribosomal y la unión a ARN/proteínas, pero con perfiles 

diferenciales. El tratamiento con ima<nib produjo enriquecimiento en proteínas ribosomales 

y la unión a cadherinas, además de ac<vidades relacionadas con el inicio de la traducción y 

factores de unión a ADN/ARN (Figura 5A), mientras que dasa<nib causó más desregulación 

de ac<vidad de hidrólisis de ATP, regulación de la traducción y ac<vidad helicasa, sugiriendo 

una mayor influencia en la regulación energé<ca y dinámica de procesos de traducción y 

remodelación de ácidos nucleicos (Figura 5B). En conjunto, esto refleja que ima<nib afecta 

principalmente funciones estructurales y de interacción, mientras que dasa<nib impacta en 

funciones reguladoras y enzimá<cas. 
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Figura 5. Gráficos de barras del análisis de enriquecimiento en términos de funciones moleculares (GO-MF) para las proteínas 

diferencialmente expresadas tras tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x muestra el recuento 

de proteínas y la escala de color corresponde al valor de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) 

y dasaanib vs. control (B). 

El análisis de componentes celulares (CC) resalta que ambos inhibidores actúan en el 

ribosoma y sus subunidades, principales estructuras alteradas. En ima<nib, además de 

ribosomas, se iden<fica un enriquecimiento en el espliceosoma y en componentes de 

uniones focales y gránulos citoplasmá<cos, efectos sobre ensamblajes de ARN y estructuras 

celulares específicas (Figura 6A). Dasa<nib, en cambio, induce un enriquecimiento más 

marcado y diversificado en compar<mentos ribosomales y luminales, junto con la adhesión 

focal y el espliceosoma (Figura 6B). 
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Figura 6. Análisis de enriquecimiento en términos de componentes celulares (GO-CC) para las proteínas diferencialmente 

expresadas tras tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x indica el número de proteínas 

asociadas a cada término, y la intensidad de color refleja el valor de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. 

control (A) y dasaanib vs. control (B). 

El análisis de vías KEGG muestra que, en el caso de ima<nib, se inducen cambios en 

proteínas relacionadas con espliceosoma, replicación del ADN y reparación por escisión de 

bases, lo que sugiere un efecto sobre procesos de reparación de ADN y procesamiento de 

ARN (Figura 7A). Dasa<nib produce una desregulación mucho más amplia de vías 

enriquecidas, incluyendo, además de las anteriores, rutas de ac<vación plaquetaria, uniones 

gap, reparación de errores de apareamiento de bases y vías cardiovasculares (miocardiopaVa 

dilatada e hipertrófica) (Figura 7B). 
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Figura 7. Análisis de enriquecimiento de rutas KEGG para las proteínas diferencialmente expresadas tras tratamiento con 

imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x representa el número de proteínas implicadas en cada ruta, y el color 

de las barras indica el valor de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

5.1.4. Análisis de interacciones proteína-proteína.  

Dasa<nib desregula la mayoría de las proteínas exclusivas (71,8%, 792), frente a un 

4,62% (51) por ima<nib (Figura 8). Un 23,6% de las proteínas (260) eran desreguladas por 

ambos ITK. 

 
Figura 8. Diagrama de Venn que muestra las proteínas diferencialmente expresadas tras tratamiento con imaanib y 

dasaanib. Se representan las fracciones exclusivas de cada inhibidor y el conjunto de proteínas comunes a ambos. Se 

comparan los datos relaavos a imaanib vs. control y dasaanib vs. control. 
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El análisis de interacciones proteína-proteína (PPI) mediante STRING reveló diferencias 

notables en la organización de las redes proteícas entre los tratamientos con ima<nib y 

dasa<nib, así como en el conjunto de proteínas comunes. En la primera red, con proteínas 

exclusivas reguladas por Ima<nib (Figura 9A), la red muestra un número moderado de 

interacciones, con un clúster central compacto y varios nodos periféricos menos conectados. 

En la red global exclusiva de proteínas reguladas únicamente por dasa<nib (Figura 9B), la red 

es mucho más densa y compleja, con múl<ples clústeres interconectados y una alta 

conec<vidad global. La red formada por las proteínas compar<das entre ambos tratamientos 

(Figura 9C) conserva un clúster central robusto, con conexiones relevantes en procesos de 

regulación de ARN, metabolismo y señalización. 

 

Figura 9. Redes de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteínas 

diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con (A) imatinib, (B) dasatinib y (C) proteínas comunes a 

ambos inhibidores. Los nodos representan proteínas y las aristas corresponden a interacciones predichas o conocidas, 

destacando diferencias en densidad y organización de las redes entre tratamientos. Gráfica con imágenes separadas, con 

mejor enfoque y resolución en Anexos. 

5.2.  Análisis de fosfoproteoma 

5.2.1.  Análisis de componentes principales (PCA) del fosfoproteoma  

Las réplicas de las diferentes condiciones en el análisis del fosfoproteoma están 

agrupadas de manera diferente, con más del 50% de varianza y reflejando que las 

modificaciones en el estado de fosforilación de las proteínas dependen de la condición del 

tratamiento (Figura 2, gráfica izquierda). La comparación y separación de las réplicas entre 

los grupos control e ima<nib (Figura 2, arriba a la derecha), y control vs dasa<nib (Figura 2, 

abajo a la derecha) muestran diferencias claras entre los controles y los tratamientos. 
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Figura 10. Análisis de componentes principales (PCA) del fosfoproteoma. Izquierda: PCA global que muestra la separación 

entre control (rojo), imatinib (azul) y dasatinib (verde). Derecha superior: comparación de control vs imatinib. Derecha 

inferior: comparación de control vs dasatinib. 

5.2.2. Análisis de expresión diferencial del fosfoproteoma 

Ima<nib y dasa<nib inducen cambios específicos en la fosforilación de proteínas 

respecto a los controles. En el volcano plot de ima<nib (Figura 6A, gráfica izquierda) se han 

iden<ficado proteínas con un aumento significa<vo de su nivel de fosforilación, mientras que 

otras muestran una disminución marcada en comparación con el control. El volcano plot 

correspondiente a dasa<nib (Figura 6B, gráfica derecha) muestra un perfil de regulación 

diferencial con un mayor número de proteínas significa<vamente reguladas con respecto a 

los controles. 
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Figura 11. Análisis de volcano plot en el fosfoproteoma. Volcano plots de imatinib vs control (izquierda) y dasatinib vs control 

(derecha). Los puntos rojos indican fosfoproteínas sobreexpresadas, las azules fosfoproteínas infrarreguladas y las grises 

fosfoproteínas no significativa. 

Las 50 fosfoproteínas desreguladas más relevantes en la comparación ima<nib vs. 

control frente a dasa<nib vs. control reflejan una regulación diferente de eventos de 

fosforilación según el inhibidor (Figura 12A). Se dis<nguen perfiles diferenciales bien 

definidos en los que muy pocas fosfoproteínas están exclusivamente desreguladas por 

ima<nib.  Sin embargo, cuando esta comparación es entre dasa<nib vs. control respecto a 

ima<nib vs. control, se observan muchas más proteínas desreguladas solamente con 

dasa<nib (Figura 12B). Por úl<mo, el heatmap correspondiente a las 50 fosfoproteínas 

comunes más reguladas entre ambos inhibidores evidencia un contraste marcado: las 

mismas fosfoproteínas presentan cambios opuestos de fosforilación o en la intensidad de 

regulación en función del tratamiento recibido (Figura 12C).  
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Figura 12. Análisis de heatmap de las 50 fosfoproteínas más diferencialmente reguladas tras tratamiento con imaanib frente 

a dasaanib. Se representan los perfiles individuales para cada inhibidor (gráfica izquierda-A y centro-B) y el grupo de 

fosfoproteínas comunes a ambos tratamientos (gráfica derecha-C). La escala de color indica los niveles relaavos de 

fosforilación. Gráficas con imágenes separadas, con mejor enfoque y resolución en Anexos.  Se comparan los datos relaavos 

a imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

5.2.3. Gene Ontology (GO) y análisis de enriquecimiento KEGG de las fosfoproteínas 
diferenciales 

El análisis de enriquecimiento del fosfoproteoma reveló que ima<nib y dasa<nib 

alteran de manera diferencial procesos celulares clave vinculados a la regulación de la 

señalización y la dinámica nuclear. Ima<nib y dasa<nib afectan de forma destacada rutas 

relacionadas con el ARN splicing y el procesamiento de ARNm. En el caso de ima<nib, están 

enriquecidos procesos asociados al metabolismo del ARN y la regulación de la croma<na, 

incluyendo reparación de doble cadena (Figura 13A). En contraste, dasa<nib afecta a un 

repertorio más amplio, abarcando además transporte nuclear, señalización mediada por 

GTPasas y organización supramolecular (Figura 13B). 

 

Figura 13. Gráficos de barras del análisis de enriquecimiento en procesos biológicos (GO-BP) del fosfoproteoma tras 

tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x indica el número de proteínas asociadas a cada 

término, y la escala de color representa el valor de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) y 

dasaanib vs. control (B). 
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En las funciones moleculares, ima<nib señala un enriquecimiento en ac<vidades 

relacionadas con la unión a histonas y cadherinas, así como en adaptadores proteína-

croma<na y ac<vidades enzimá<cas vinculadas al ADN (Figura 14A). Dasa<nib, por su parte, 

presenta un perfil más diverso con términos de unión a cadherinas, factores de transcripción 

dependientes de ADN, ac<na y ac<vidades de modificación de histonas, además de procesos 

reguladores de GTPasas (Figura 14B). 

 

Figura 14. Gráficos de barras del análisis de enriquecimiento en funciones moleculares (GO-MF) del fosfoproteoma tras 

tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x muestra el recuento de proteínas, y los colores 

corresponden a los valores de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

A nivel de componentes celulares, ima<nib se asoció principalmente a estructuras 

nucleares como sacos nucleares, matriz nuclear, pericroma<na y complejo de empalme, 

además de si<os de daño en el ADN (Figura 15A). Dasa<nib también destacó en sacos 

nucleares y regiones cromosómicas, pero amplió el espectro hacia uniones célula-sustrato, 

adhesiones focales y estructuras relacionadas con el citoesqueleto (Figura 15B). 
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Figura 15. Gráficos de barras del análisis de enriquecimiento en componentes celulares (GO-CC) del fosfoproteoma tras 

tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x representa el número de proteínas asociadas, 

mientras que la escala de color refleja los valores de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a imaanib vs. control (A) y 

dasaanib vs. control (B). 

En el análisis de vías KEGG, ima<nib mostró un número reducido de rutas enriquecidas, 

principalmente vinculadas a infecciones virales (virus del Herpes simple-1, ciclo del VIH-1) y 

al espliceosoma (Figura 16A). Dasa<nib, en cambio, presentó un repertorio más variado que 

incluye rutas de cáncer (leucemias, cáncer de páncreas, pulmón, carcinogénesis viral), 

señalización celular (ErbB, FcγR, quimiocinas) y procesos de remodelación cromaVnica 

(Figura 16B). 
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Figura 16. Gráficos de barras del análisis de enriquecimiento en rutas KEGG a parar de proteínas diferencialmente 

fosforiladas tras tratamiento con imaanib (izquierda-A) y dasaanib (derecha-B). El eje x indica el recuento de proteínas 

implicadas en cada ruta, y el color de las barras corresponde a los valores de p.adjust. Se comparan los datos relaavos a 

imaanib vs. control (A) y dasaanib vs. control (B). 

5.2.4. Análisis de interacciones fosfoproteína-fosfoproteína.  

El diagrama de Venn del fosfoproteoma muestra que dasa<nib desreguló la 

fosforilación de un número mucho mayor de proteínas que no fueron modificadas por 

ima<nib (70,6%, 647), en comparación con las proteínas cuya fosforilación sólo fue alterada 

por ima<nib (7,52%, 69) (Figura 17). Ambas condiciones compar<eron un 21,9% (201) de 

proteínas cuya fosforilación era diferente al control. 
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Figura 17. Diagrama de Venn que representa la distribución de fosfoproteínas diferencialmente reguladas tras tratamiento 

con imaanib y dasaanib. Los números y porcentajes indican las proteínas exclusivas de cada inhibidor y las comparadas. Se 

comparan los datos relaavos a imaanib vs. control y dasaanib vs. control. 

El análisis PPI mostró diferencias claras en la conec<vidad y organización de las redes 

fosfoproteicas entre los tratamientos. La red asociada a ima<nib presentó un número 

moderado de interacciones, con un clúster central de proteínas asociadas a remodelación de 

croma<na, factores de transcripción y regulación de ARN y nodos periféricos menos 

conectados, indica<vos de un efecto más focalizado (Figura 18A). En cambio, la red de 

proteínas fosforiladas desreguladas por dasa<nib, es más extensa y densamente 

interconectada, con múl<ples módulos funcionales relacionados con procesos nucleares, 

regulación transcripcional y vías de señalización, sugiriendo un impacto más amplio en la 

dinámica fosfoproteica (Figura 18B). Las proteínas fosforiladas desreguladas por ambos 

tratamientos forman una red central densa con nodos clave relacionados con procesamiento 

de ARN y organización nuclear (Figura 18C).  
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Figura 18. Redes de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las fosfoproteínas 

diferencialmente reguladas tras tratamiento con (A) imatinib, (B) dasatinib y (C) proteínas comunes a ambos inhibidores. 

Los nodos representan fosfoproteínas y las aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas. Gráfica 

con imágenes separadas, con mejor enfoque y resolución en Anexos. 
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6. Discusión 

En este estudio, el análisis integrado de proteómica y fosfoproteómica de PBMCs 

tratadas con los ITK ima<nib y dasa<nib reveló que estos fármacos alteran procesos celulares 

similares, aunque con dis<nta intensidad y amplitud de la modulación de las redes celulares 

que desregulan, relacionadas principalmente con el ciclo de replicación y procesos 

postranscripcionales del VIH-1.  

 El análisis de componentes principales (PCA) mostró una clara separación entre las tres 

condiciones experimentales (control, ima<nib y dasa<nib), confirmando la consistencia de 

las réplicas biológicas y evidenciando la existencia de firmas moleculares diferenciadas para 

cada tratamiento. Este patrón es coherente con la dis<nta selec<vidad de ambos inhibidores: 

ima<nib actúa sobre un conjunto limitado de quinasas, mientras que dasa<nib presenta un 

espectro más amplio, caracterís<ca que le confiere una acción mul<quinasa. Resultados 

similares se han descrito en estudios proteómicos de individuos con VIH en supresión viral, 

donde el PCA permite dis<nguir los perfiles moleculares incluso bajo tratamiento 

an<retroviral (Vadaq et al., 2023). Los volcano plots revelaron que dasa<nib desreguló 

significa<vamente un mayor número de fosfoproteínas que ima<nib, en concordancia con un 

estudio previo en cáncer de pulmón (Li et al., 2010). Otro estudio mostró su amplio espectro 

en comparación con ima<nib y nilo<nib (Rix et al., 2007). En el contexto del VIH-1, esa mayor 

amplitud de acción es relevante porque el virus u<liza múl<ples factores fosforilados del 

hospedador en su ciclo, desde la entrada hasta la integración (Rodríguez-Mora et al., 2024). 

En los heatmaps, los perfiles proteómicos y fosfoproteómicos mostraronque muchas 

proteínas eran desreguladas de manera similar por ambos inhibidores, aunque con mayor 

intensidad en el caso de dasa<nib. Estas proteínas compar<das par<cipan en procesos 

celulares esenciales, como el splicing y la biogénesis ribosomal, que resultan crí<cos tanto 

para la célula como para el ciclo de replicación del VIH-1. Además, se observaron 

subconjuntos de proteínas desreguladas de forma exclusiva por cada fármaco: ima<nib 

afecta rutas más restringidas, mientras que dasa<nib amplía su acción hacia procesos como 

la adhesión, el citoesqueleto y la remodelación de croma<na. Este patrón concuerda con 

estudios recientes que muestran cómo el VIH-1 aprovecha componentes nucleares como 

CPSF6 y los speckles de splicing nucleares para facilitar la entrada al núcleo y la integración 

del ADN viral (Jang et al., 2024).  
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El análisis de enriquecimiento funcional GO-BP mostró que ambos fármacos afectan 

procesos nucleares relacionados con el splicing de ARN y biogénesis ribosomal, mientras que 

dasa<nib ejerce efectos adicionales sobre el transporte nuclear y la organización de la 

croma<na. Esto se relaciona con el ciclo del VIH-1, ya que el virus depende de un 

procesamiento complejo de su ARN mediante splicing y del transporte nuclear eficiente de 

sus transcritos (J. Wu et al., 2024). En este contexto, ima<nib promovió principalmente 

funciones de unión a ADN/ARN y ac<vidades dependientes de ATP, mientras que dasa<nib 

amplió el espectrohacia reguladores de GTPasas y remodeladores de croma<na. Estos 

efectos en cascada podrían reflejar tanto la inhibición directa de quinasas diana como la 

ac<vación indirecta de rutas compensatorias, un fenómeno bien descrito en inhibidores 

mul<quinasa.. En el contexto del VIH-1, estos cambios resultan par<cularmente relevantes 

ya que el virus u<liza CPSF6 y señales de localización nuclear para dirigir el complejo 

preintegrado hacia regiones de croma<na accesible, de modo que alterar remodeladores de 

croma<na podría modificar la eficiencia de la integración (Rohlfes et al., 2025). Aunque 

ima<nib también afecta la fosforilación de proteínas relevantes para el VIH-1, su espectro de 

acción más limitado podría no ser suficiente para bloquear de forma robusta los mecanismos 

nucleares que el virus emplea para la infección (Bozzi et al., 2024). Además, ima<nib influye 

sobre estructuras nucleares como speckles de splicing y matriz nuclear, mientras que 

dasa<nib afecta, además, a adhesiones focales y citoesqueleto. Estudios previos han 

demostrado que dasa<nib modula la adhesión y migración mediante la inhibición de 

moléculas de adhesión focal, además de alterar la reorganización del citoesqueleto e inhibir 

el agrupamiento de linfocitos T alrededor de monocitos (Chang & Wang, 2013; Dasgupta 

et al., 2017; Schade et al., 2008). Por otro lado, el VIH-1 u<liza los speckles de splicing para la 

integración y transcripción, por lo que las alteraciones observadas podrían modificar la 

eficiencia del ciclo viral (Francis et al., 2020; Jang et al., 2024).  

El análisis KEGG mostró que ima<nib se enfoca en el espliceosoma y vías de reparación 

de ADN, mientras que dasa<nib desregula, además, rutas adicionales de adhesión, 

señalización de quimiocinas y ac<vación plaquetaria. Estas rutas son relevantes para VIH-1, 

ya que la señalización de quimiocinas como CXCR4/CXCL12 regula la entrada viral y la 

remodelación cromaVnica condiciona el establecimiento de la infección (Majsterek et al., 

2006; McCaig et al., 2012; Peng et al., 2016). 
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Los resultados también muestran un predominio de proteínas desreguladas de forma 

exclusiva por dasa<nib, frente a un número mucho menor en el caso de ima<nib. Estos 

resultados reflejan la diferencia en el espectro de acción de ambos inhibidores, posiblemente 

relacionado con los mayores efectos off-target del dasa<nib. En el contexto del VIH-1, muchas 

de las proteínas exclusivas de dasa<nib podrían no ser esenciales para el ciclo viral, pero la 

alteración del conjunto compar<do, en el que se incluyen procesos de splicing de ARN y 

biogénesis ribosomal, y el espliceosoma en la regulación del ARN, sí podría impactar 

directamente en etapas crí<cas de la transcripción y el procesamiento del ARN viral (Jang 

et al., 2024; J. Wu et al., 2024).  

Por úl<mo, el análisis de redes de interacciones proteína-proteína (PPI) mostró que 

ima<nib <ende a generar redes más compactas, centradas en procesos nucleares 

relacionados con el splicing y la organización de la croma<na. En contraste, dasa<nib 

construye redes más extensas y diversificadas, donde además de nodos nucleares aparecen 

módulos adicionales asociados a la adhesión celular, tráfico intracelular y señalización. Este 

patrón de expansión ha sido descrito en perfiles fosfoproteómicos obtenidos con inhibidores 

de amplio espectro (Pan et al., 2009). En el contexto del VIH-1, los nodos comunes 

iden<ficados en ambas condiciones corresponden a proteínas esenciales del splicing, 

necesarias para producir los dis<ntos <pos de ARN viral, mientras que los nodos adicionales 

observados con dasa<nib representan procesos celulares secundarios como adhesión, tráfico 

o señalización que, aunque no son imprescindibles para el virus, su alteración podría influir 

en su capacidad de replicarse o mantenerse en el hospedador (Dasgupta et al., 2017; 

Klammer et al., 2012). 
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7. Conclusiones 

El análisis compara<vo del proteoma y fosfoproteoma de PBMCs tratadas con 

inhibidores de <rosina quinasas (ima<nib y dasa<nib) revela que ambos fármacos inducen 

modificaciones diferenciadas en los perfiles proteómicos. Estas diferencias reflejan 

mecanismos inmunomoduladores dis<ntos, con dasa<nib mostrando un efecto más amplio 

y mul<funcional, y ima<nib actuando de forma más selec<va.  

• El tratamiento con dasa<nib mostró un impacto más amplio y heterogéneo sobre las 

proteínas y fosfoproteínas, afectando a una red más extensa de quinasas mientras que 

ima<nib ejerció efecto sobre un conjunto más restringido, como inhibidor selec<vo.  

• Ambos inhibidores alteran procesos nucleares y ribosomales esenciales, pero con 

dis<nta magnitud. Dasa<nib regula de forma más intensa rutas de biogénesis ribosomal, 

procesamiento y transporte de ARN, así como adhesión celular y remodelación de la 

croma<na. Ima<nib, en cambio, se centra en funciones estructurales y de interacción 

proteína-ADN.  

• A nivel fosfoproteómico, ambos tratamientos impactan de forma significa<va en rutas 

de splicing de ARN, procesamiento postranscripcional y señalización nuclear. Sin 

embargo, dasa<nib induce una reorganización más compleja del mapa de 

fosforilaciones, modulando de manera diferencial proteínas relacionadas con GTPasas, 

remodeladores de croma<na y adhesiones focales.  

En conjunto, estos resultados muestran que dasa<nib presenta un perfil 

inmunomodulador más amplio y complejo que ima<nib, induciendo una reprogramación 

proteómica y fosfoproteómica más extensa, que abarca tanto vías de señalización 

intracelular como procesos nucleares y citoesquelé<cos. Este mayor espectro de acción 

refuerza el potencial del dasa<nib, no sólo como agente an<neoplásico, sino también como 

modulador de la respuesta inmune y posible candidato en estrategias complementarias 

frente a la persistencia del VIH y otros procesos inflamatorios crónicos o de senescencia 

celular, donde la fosforilación de los componentes de las dis<ntas rutas de ac<vación 

desempeña un papel esencial. 
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Anexo 

Resolución positiva del Comité de Evaluación de Investigación 

Este trabajo se ha realizado con muestras de personas sanas, donadas al Centro de 

Transfusión de Madrid. La solicitud se realizó el 03 de diciembre de 2022 y el Comité de 

Evaluación de Investigación del Centro de Transfusión aprobó dicha solicitud el 18 de enero 

de 2023, con código de centro 28510 y servicio 00009, en dicha petición. 

Flujo de trabajo experimental 

 
Figura suplementaria 1. Flujo de trabajo experimental para el procesamiento de las muestras y extracción de proteínas y 
fosfoproteínas. Extracción de sangre periférica y tratamiento de las células. Se obtuvieron muestras de sangre y se extrajeron 
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). La lisis celular se llevó a cabo empleando el tampón de extracción: 
Tris-HCl 50 nM pH 8,5 y SDS 2% (p/v). Se llevó a cabo la digestión con endopeptidasa LysC y posteriormente con tripsina en 
una proporción 1:100 (enzima:proteína en masa) a 37℃ durante 16 horas. Se marcaron las muestras de péptidos con 
reactivos TMT-10, permitiendo que las muestras marcadas se separasen mediante cromatografía líquida de fase reversa a 
pH alto y columnas con microesferas C18 de 15 cm (cromatografía líquida Easy Nano, Thermo Fisher Scientific). Tras la 
mezcla con TMT-10, se divide el pool de muestras en dos alícuotas: análisis global/proteómico y análisis de péptidos 
fosforilados. Para este último, se pasa el extracto de péptidos TMT-marcados por una columna/resina Ti4+ a la cual 
quedarán unidos los fosfopéptidos. Se usó fosfato de amonio ajustado a pH 7-8 como agente competitivo para liberar los 
fosfopétidos de la resina. El análisis de los péptidos, tanto la fracción global como la enriquecida, se realizó en un sistema 
nano-LC acoplado a un espectrómetro de masas de alta resolución (LC-MS, Thermo Fisher Scientific, modelo Orbitrap Fusion 
Lumos). Por último, se analizó estadísticamente y se representaron los resultados. 
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Flujo de trabajo para el análisis bioinformático 

 

Figura suplementaria 2. Filtro por p-valor < 0,05 de los archivos Excel para la obtención de las proteínas y fosfoproteínas 

estadísticamente significativas. Generación de un PCA a partir de ese archivo filtrado por el p-valor, con las columnas 

correspondientes a cada réplica, de cada una de las condiciones. Por otro lado, se genera un volcano plot ajustando por p-

valor y AvA, con las columnas correspondientes al valor AvA de los dos tratamientos, además de generar tablas con las 

proteínas más significativas de las condiciones imatinib y dasatinib. A partir de dichas tablas, se generan los diferentes 

heatmaps, análisis diferenciales (Gene Ontology: procesos biológicos, funciones moleculares, componentes celulares, y 

análisis KEGG), diagrama de Venn con que recoge las proteínas y fosfoproteínas afectadas únicamente por dasatinib, 

aquellas afectadas por imatinib, y las comunes. Además, se introducen las tablas en la base de datos STRING, para obtener 

las interacciones proteína-proteína y fosfoproteína-fosfoproteína. 

Códigos empleados para el análisis con R 

El código usado en el presente trabajo se encuentra disponible a través del siguiente 

enlace: https://github.com/Oliviadelacalle/TFM_Olivia_de_la_Calle  

El repositorio consta de los siguientes archivos: 

• Scripts: los scripts ejecutados para la generación de las gráficas utilizadas en el 

desarrollo del proyecto. 

• Proteoma: archivos csv y tsv junto con las gráficas generadas que se muestran en el 

apartado de resultados. 

• Fosfoproteoma: archivos csv y tsv junto con las gráficas generadas que se muestran 

en el apartado de resultados.  

https://github.com/Oliviadelacalle/TFM_Olivia_de_la_Calle
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Figuras del análisis de proteoma 

 

Figura suplementaria 3. Análisis de heatmap de las 50 proteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento con 
imatinib frente a dasatinib. Se muestran las proteínas clasificadas por imatinib de manera independiente. Las intensidades 
de color reflejan los niveles relativos de abundancia proteica. Gráfica con imágenes separadas, con mejor enfoque y 
resolución en Anexos. 
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Figura suplementaria 4. Análisis de heatmap de las 50 proteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento con 
dasatinib frente a imatinib. Se muestran las proteínas clasificadas por dasatinib de manera independiente. Las intensidades 
de color reflejan los niveles relativos de abundancia proteica.  
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Figura suplementaria 5. Análisis de heatmap de las 50 proteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento con 
imatinib y dasatinib. Se muestra el conjunto de proteínas comunes entre ambos. Las intensidades de color reflejan los niveles 
relativos de abundancia proteica.  
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Figura suplementaria 6. Red de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteínas 
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con imatinib. Los nodos representan proteínas y las aristas 
corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en densidad y organización de las redes entre 
tratamientos.  
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Figura suplementaria 7. Red de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteínas 
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con dasatinib. Los nodos representan proteínas y las aristas 
corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en densidad y organización de las redes entre 
tratamientos.  
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Figura suplementaria 8. Red de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteínas 
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con imatinb y dasatinib (comunes en ambas condiciones). Los 
nodos representan proteínas y las aristas corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en 
densidad y organización de las redes entre tratamientos.  
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Figuras del análisis de fosfoproteoma 

 

Figura suplementaria 9. Análisis de heatmap de las 50 fosfoproteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento 
con imatinib frente a dasatinib. Se muestran las fosfoproteínas clasificadas por imatinib de manera independiente. La escala 
de color indica los niveles relativos de fosforilación.  
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Figura suplementaria 10. Análisis de heatmap de las 50 fosfoproteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento 
con dasatinib frente a imatinib. Se muestran las fosfoproteínas clasificadas por dasatinib de manera independiente. La 
escala de color indica los niveles relativos de fosforilación. 

 



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Olivia de la Calle Jiménez  

Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal 
Curso:2024-2025 

 

 60 

 

 

Figura suplementaria 11. Análisis de heatmap de las 50 fosfoproteínas más diferencialmente expresadas tras tratamiento 
con imatinib y dasatinib. Se muestra el conjunto de fosfoproteínas comunes entre ambos. La escala de color indica los niveles 
relativos de fosforilación. 

 



Máster Universitario en Bioinformática 
Autor: Olivia de la Calle Jiménez  

Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal 
Curso:2024-2025 

 

 61 

 

Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las 
fosfoproteínas diferencialmente reguladas tras tratamiento con imatinib. Los nodos representan fosfoproteínas y las aristas 
corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas.  
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Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las 
fosfoproteínas diferencialmente reguladas tras tratamiento con dasatinib. Los nodos representan fosfoproteínas y las 
aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas. 
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Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteína-proteína (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las 
fosfoproteínas comunes diferencialmente reguladas tras tratamiento con ambos inhibidores. Los nodos representan 
fosfoproteínas y las aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas.  

 

 


