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Las  células  tumorales  presentan  alteraciones  metabólicas.  Una  de  las 

diferencias  con  las  células no  transformadas es que  los  tumores usan más 

glucosa  incluso  en  condiciones de normoxia,  lo que  se utiliza  actualmente 

para visualizar  tumores mediante  la  técnica de PET. En  los últimos años  se 

están desarrollando terapias basadas en estas   particularidades metabólicas 

de  las  células  tumorales,  que  las  hacen más  sensibles  a  la  inhibición  del 

metabolismo glicolítico.  

En  esta  tesis  estudiamos  la muerte  producida  por  la  falta  de  glucosa  en 

sarcomas y otros tipos tumorales.  La privación de glucosa induce apoptosis o 

necrosis dependiendo de  la  línea  celular. Mostramos  cómo  la privación de 

glucosa  induce  actividad  caspasa  en  células  deficientes  de  Bax  y  Bak, 

mientras que en las líneas de rabdomiosarcoma induce necrosis. Además  la 

caspasa iniciadora 8 está implicada en la muerte por ausencia de glucosa en 

estas células deficientes en Bax/Bak y también en células humanas HeLa. 

Investigamos  el  uso  de  2‐deoxiglucosa  como  inductor  de  muerte  celular 

frente a líneas de rabdomiosarcoma alveolar y embrional. La 2‐deoxiglucosa 

promueve muerte celular en  líneas de  rabdomiosarcoma alveolar. También 

induce  diferenciación  acompañada  por  una  bajada  de  PAX3/FOXO1a,  una 

proteína  surgida  de  la  translocación  cromosómica  en  las  células  de 

rabdomiosarcoma  alveolar  y  crítica  en  el  desarrollo  oncogénico  de  las 

mismas.  Caracterizamos  la  muerte  celular  apoptótica  inducida  por  2‐

deoxiglucosa en líneas de sarcoma, in vitro. Estudiamos las moléculas de las 

rutas  de  apoptosis  que  determinan  la  sensibilidad  de  estas  células  a  la  2‐

deoxiglucosa, con especial interés en las proteínas de la familia del oncogén 

Bcl‐2.  La  muerte  celular  inducida  por  el  tratamiento  está  asociada  a  la 

activación  de Bax  y Bak. Observamos  que  la  sobre‐expresión  de  proteínas 

anti‐apoptóticas  de  la  familia  Bcl‐2  como  Bcl‐xL  y  de  Mcl‐1  previene  la 

apoptosis,  indicando que  la muerte sucede a través de  la ruta mitocondrial. 

Enseñamos  que  la  bajada  de Mcl‐1  y  la  subida  de Noxa  son  críticos  en  la 
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muerte por 2‐DG. Además,  la 2‐DG promueve estrés  reticular acompañado 

de  la  inducción  de  ATF4  y  chaperonas.  Al  bajar  los  niveles  de  ATF4, 

protegemos  a  las  células de  la muerte  inducida por 2‐DG  y prevenimos  la 

pérdida de Mcl‐1. Incubamos células en presencia de manosa, que revierte el 

estrés  inducido por  la 2‐DG y previnimos  la muerte sin subir  los niveles de 

ATP. Así, el estrés energético causado por la 2‐DG no es la principal causa de 

muerte  celular.  También  la  2‐DG  promueve  la  fosforilación  de  eIF2α,  un 

inductor de ATF4, y  la  inactivación de mTOR.   Nuestros resultados sugieren 

que el uso de inhibidores glicolíticos como la 2‐DG pueden ser efectivos en el 

tratamiento  de  los  rabdomiosarcoma  alveolares  y que Noxa podría  ser un 

marcador pronóstico de la eficiencia de estas drogas.  

Por otro lado, caracterizamos las respuestas a la falta de glucosa y 2‐DG, en 

particular  la  respuesta  autofágica  que  puede  determinar  que  las  células 

mueran  o  no  en  respuesta  a  la  falta  de  nutrientes.  Observamos  que  las 

células están sensibilizadas al tratamiento con 2‐DG tras el uso de cloroquina. 

Sin embargo, la presencia de cloroquina no afecta a la privación de glucosa. 

Intentamos clarificar si la falta de glucosa está induciendo macroautofagia. El 

flujo de LC3 por western blot nos  indica que no hay más macroautofagia ni 

en  células  DKO  ni  en  las  Rh4  en  ausencia  de  glucosa.  Por  microscopía 

confocal y analizando células HeLa y Rh4, tampoco vemos mayores acúmulos 

de GFP‐LC3 tras la retirada de glucosa comparando con tratamientos clásicos 

de inducción de autofagía como la retirada de aminoácidos o con rapamicina.  

Estos  datos  sugieren  que  la  combinación  de  2‐DG  con  inhibidores  de  la 

autofagia podría ser útil en el tratamiento contra rabdomiosarcomas y que la 

falta de glucosa no induce autofagia. 
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3‐MA: 3‐Metiladenina 

ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

AMP: Adenosina monofosfato 

AMPK: (del inglés, 5' AMP‐activated protein kinase) 

ARN: Ácido Ribonucleico. 

ARNm: Ácido Ribonucleico mensajero. 

ATF4, ATF6:  Factor  de  transcripción  activador  4  o  6  (del  inglés, Activating 

Transcription Factor 4 or 6) 

Atg: Genes relacionados con autofagia (del inglés, Autophagy related genes) 

ATP: Adenosín trifosfato 

Bak: (del inglés, Bcl‐2 homologous antagonist/killer) 

Bax: (del inglés, Bcl‐2–associated X protein) 

Bcl‐2: (del inglés, B‐cell lymphoma 2) 

Bcl‐xL: (del inglés, B‐cell lymphoma‐extra large) 

BH: Dominio de homología a Bcl‐2 (del inglés, Bcl‐2 homology 

domain) 

BH3‐only (proteínas): Proteínas con dominio (3) de homología a Bcl‐2 

BIM: (del inglés, Bcl‐2 interacting mediator of cell death) 

Bmf: (del inglés, Bcl2 modifying factor) 

BrEt: Bromuro de etidio 

CARD: Dominios de reclutamiento y activación de caspasas (del 

inglés, Caspase activation and recruitment domain) 

cIAP: (del inglés, Cellular inhibitor of apoptosis protein) 

CHOP: (del inglés, CCAAT/‐enhancer‐binding protein homologous protein) 

CHX: Cicloheximida  

CMA: Autofagia mediada  por  chaperonas  (del  inglés,  Chaperone mediated 

autophagy) 

DAP1: (del inglés, Death‐associated protein 1) 

DAPI: Diaminofenilindol, (del inglés, 4',6‐diamidino‐2‐phenylindole) 
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DD: Dominio de muerte (del inglés, Death domain) 

DED: Dominio efector de muerte (del inglés, Death effector 

domain) 

2‐DG: 2‐deoxiglucosa 

DISC: Complejo inductor de muerte (del inglés, Death‐inducing 

signaling complex) 

DKO: Doble Knock out. Hace referencia a las células deficientes 

en Bax y Bak. 

DMEM: (del inglés, Dubelco’s modified Eagle’s medium) 

DMSO: Dimetilsulfóxido. 

EBSS: (del inglés, Earle’s Balanced Salt Solution) 

ECL: Reactivo quimioluminiscente (del inglés, Enhanced 

chemiluminiscence) 

EDTA: Etinildiaminotetraacetato. 

eIF: Factor de iniciación eucariota (del inglés, Eukaryotic Initiation Factor) 

EM: Microscopía electrónica (del inglés, Electron microscopy) 

ERAD:  Degradación  de  proteínas  asociada  al  retículo  endoplasmático  (del 

inglés, Endoplasmic‐reticulum‐associated protein degradation) 

FACS: Citometría de flujo (del inglés, Fluorescence activated cell 

sorting) 

FADD: (del inglés, Fas Associated Death Domain) 

FBS: Suero bovino fetal (del inglés, Foetal bovine serum) 

FIP200: (del  inglés, Focal adhesion kinase [FAK] family  interacting protein of 

200 kD) 

GADD34: (del inglés, Growth Arrest and DNA Damage‐Inducible Protein) 

GFP: Proteína fluorescente verde (del inglés, Green fluorescent protein) 

GLUT: Transportadores de glucosa 

Grp 58, 78, 94: Proteína regulada por glucosa, 58, 79 o 94 (del inglés, Glucose 

regulate protein) 
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HBSS: (del inglés, Hank's buffered salt solution) 

HRP: Peroxidasa de rábano (del inglés, Horseradish peroxidase) 

HSP‐70,  ‐90:  Proteínas  de  shock  térmico‐70  y  90.  (del  inglés,  Heat  shock 

protein) 

ICQ: Inmunohistoquímica 

IP: Inmunoprecipitación 

IRE‐1: Proteína reclutadora de inositol (del inglés, Inositol‐requiring protein 1) 

JNK: Quinasa c‐ Jun (del inglés, c‐ Jun N‐terminal Kinases) 

Kda: KiloDalton 

LDH: Lactato deshidrogenasa 

NF‐κB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células 

B  activadas    (del  inglés,  Nuclear  factor  kappa‐light‐chain‐enhancer  of 

activated B cells) 

Mcl‐1: (del inglés, Induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl‐

1) 

MEFs: Fibroblastos embrionarios de ratón (del inglés, Murine 

embryonic fibroblasts) 

MOMP: Permeabilización de la membrana mitocondrial externa 

(del inglés, mitochondrial outer membrane permeabilization). 

MPT:  Transición  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  mitocondrial,  (del 

inglés, Mitochondrial membrane permeability transition) 

mTOR: (del inglés, Mammalian target of rapamycin) 

mRNA: ARN mensajero 

NK: (del inglés, Natural killer) 

P70S6K: Proteína ribosomal S6 quinasa 

PBS: Solución salina fosfato (del inglés, Phosphate‐buffered 

saline) 

PCR:  Reacción  en  cadena  de  la  polimerasa  (del  inglés,  Polymerase  Chain 

Reaction) 
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PMAIP1:    o  Noxa,  (del  inglés,  Phorbol‐12‐myristate‐13‐acetate‐induced 

protein 1) 

PE: Fosfatidiletanolamina (del inglés, Phosphatidilethanolamine) 

PET:  Tomografía  por  emisión  de  positrones  (del  inglés,  Positron  Emission 

Tomography) 

PERK: (del inglés,  protein kinase RNA‐like endoplasmic reticulum kinase) 

PI: Yoduro de propidio (del inglés, Propidium iodide) 

PI3K: Fosfoinositol 3‐quinasa (del inglés, Phospoinositide 3‐Kinase) 

PS: Fosfatidilserina (del inglés, Phosphatidilserine) 

PUMA:  (del inglés, p53 upregulated modulator of apoptosis) 

RE: Retículo endoplásmico o endoplasmático 

RIDD: (del inglés, Rapid Ire1‐Dependent Decay pathway) 

RIPK1: (del inglés, Receptor‐interacting protein kinases‐1) 

RNA: ARN (del inglés, Ribonucleic acid) 

Rnase: Ribonucleasa 

ROS: Especies reactivas de oxígeno (del inglés, Reactive Oxygen 

Species) 

RT‐PCR: Transcripción reversa de ARN y amplificación de ADN 

por Reacción en Cadena de la Polimerasa (del inglés, Reverse 

transcriptasepolymerase chain reaction) 

SDS: Dodecil sulfato sódico (del inglés, Sodium dodecyl sulfate) 

SEM:  Error estándar de la media 

shRNA: (del inglés, Short hairpin RNA) 

siRNA: ARN de interferencia (del inglés, Small interfering RNA) 

SV40: (del inglés, Simian vacuolating virus 40) 

TAE: Tris acetato EDTA. 

TBS: Solución salina de Tris (del inglés, Tris‐buffered saline) 

TE: Tris EDTA 
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TEMED:  Tetrametiletileno  diamina  (del  inglés,  N‐N‐N’‐N’‐

Tetramethylethylene diamine) 

TNFα: Factor de necrosis  tumoral alpha,  (del  inglés, Tumor Necrosis Factor 

alpha) 

TRAIL: (del inglés, TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) 

TRADD: (del inglés, TNFR‐associated death domain) 

TRIS: (del inglés, Trishydroxymethylaminomethane) 

ULK1: (del inglés, unc‐51‐like kinase 1 (C. elegans) 

UPR:  Respuesta  a  proteínas  mal  plegadas  (del  inglés,  Unfolded  protein 

response) 

WB: Técnica de Western blot 

WT: Fenotipo silvestre (del inglés Wild Type) 

XBP1: (del inglés, X‐box binding protein‐1) 

XIAP: (del inglés, X‐linked inhibitor of apoptosis protein) 

z‐VAD‐fmk: (del inglés, Z‐Val‐Ala‐Ala‐Asp(OMe)‐fluoromethyl ketone) 
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1.1   ¿Qué entendemos como muerte celular? 

Diversas clasificaciones han sucedido desde las primeras descripciones en los 

años 60, sobre los mecanismos de la muerte celular programada. Durante los 

años 2005 hasta 2009, el comité de nomenclatura en muerte celular unificó 

los criterios de muerte. Uno de los avances relevantes,  ha sido el invalidar la 

necrosis  como  una  forma  de  muerte  meramente  accidental.  Y  definen 

muerte  cuando  una  célula  ha  perdido  la  integridad  de  la  membrana 

plasmática, su núcleo está fragmentado o bien  los cuerpos apoptóticos han 

sido fagocitados. Con esta definición una célula senescente, que ha perdido 

su  viabilidad  y  su  capacidad  de  multiplicarse,  lo  que  llamamos  como 

clonogénicidad, es considerada viva  (Galluzzi, Vitale et al. 2011). 

Nosotros clasificaremos muerte en necrosis y apoptosis. E incluimos muerte 

por  autofagia,  como  esa muerte  definida  como  una  de  las  dos  anteriores 

acompañada de vacuolización del citoplasma.  

1.1.1 Muerte celular programada: apoptosis y necrosis 

La muerte celular programada  (PCD), o regulada por un programa genético 

es esencial para mantener la homeostasis de los tejidos. Puede ocurrir como 

consecuencia de una  lesión  grave  y patológica en  forma de necrosis, o de 

una  forma  controlada,  a  través  de  la  activación  de  una  serie  de  eventos 

bioquímicos  ordenados.  La  forma  de  muerte  celular  programada  más 

conocida es la apoptosis. En la apoptosis, tales cambios, se suceden de forma 

“silenciosa”.  Lo  que  quiere  decir,  que  se  mantiene  la  integridad  de  la 

membrana plasmática, evitando la inflamación. Se induce a un encogimiento 

de  las  células,  fragmentación  nuclear  e  hidrólisis  del  ADN,  condensación 

citoplasmática, llevando a  la separación y formación de pequeñas porciones 

rodeadas  de membrana  o  cuerpos  apoptóticos,  que  son  inmediatamente 

fagocitados.  Todo  este  proceso  apoptótico  se  sucede  en  diferentes  fases: 

Una primera  fase de  iniciación, dónde  se dan  lugar diversos estímulos que 
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tras traspasar un umbral determinado se continua el proceso de apoptosis. 

Una segunda, de inducción. En esta fase se induce la activación de caspasas. 

El proceso apoptótico  continuará  si el estímulo es  capaz de  inducir por un 

lado la liberación de citocromo c, formación del apoptosoma y activación de 

caspasa‐9 o por otro  la activación de receptores de muerte que promueven 

la  actividad  caspasa.  La  tercera  fase  es  de  ejecución  dónde  se  da  lugar  la 

fragmentación del ADN,  la proteólisis de  substratos,  formación de  cuerpos 

apoptóticos  y  la externalización de  fosfatidilserina de  la membrana  celular 

que es  señal para  fagocitosis. Y por último el  reconocimiento  y  fagocitosis 

por macrófagos. Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre en la apoptosis, 

en situación de daño traumático e incontrolado como ocurre en la necrosis, 

existe  una  incapacidad  de mantener  íntegra  la membrana  plasmática  y  el 

escape de todos los elementos citoplasmáticos lleva a cabo una inflamación. 

Encontramos  diferentes  casos  en  los  que  la  PCD  es  fundamental.  Cómo 

hemos comentado al principio, la muerte celular programada es  importante 

para  mantener  la  homeostasis.  Es  crucial  para  el  mantenimiento  de  un 

número  determinado  de  células  y  establecer  un  equilibrio  entre muerte  y 

división.  En  defensa  a  patógenos,  bajo  una  célula  infectada  por  virus  o 

bacterias,  se  disparan  procesos  apoptóticos  induciendo  al  suicidio  celular. 

Además,  es muy  importante  en  el  desarrollo  de  órganos  y  sistemas.  Por 

ejemplo,  en  el  desarrollo  de  las  conexiones  sinápticas  entre  neuronas; 

También en el  remodelado durante  la  fase embrionaria  como ocurre en  la 

eliminación de las zonas interdigitales.  

1.1.2 Caspasas 

Las  caspasas  son  las  grandes  ejecutoras  del  proceso  apoptótico  y  como 

indica el acrónimo en inglés (cysteine aspartyl‐specific proteases)(Thornberry 

1997),  son  cisteín proteasas que  cortan diferentes  substratos. Permanecen 

en el citosol de la célula como zimógenos o procaspasas inactivas hasta que 
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un  estímulo,  digamos  pro‐muerte,  las  activa.  Los  zimógenos  inactivos 

contienen un prodominio seguido de dos subunidades, una larga (p20) y otra 

pequeña (p10) (Fig 1). Estos zimógenos pueden ser cortados dando lugar a la 

forma  activa,  produciéndose  la  oligomeración  y  el  corte.  Las  caspasas 

activadas, activan a la vez a otras, dando lugar a una cascada que finaliza en 

la muerte.  Pero  el  proceso  en  absoluto  es  lineal,  e  implica  activaciones  e 

inhibiciones. 

Durante  las  primeras  fases  de  la  apoptosis,  las  caspasas  llevan  a  cabo  el 

desmantelamiento  de  las  estructuras  celulares  a  través  del  corte  de 

substratos y en  conjunto estos eventos proteolíticos producen  los cambios 

fenotípicos de la célula.  

Figura 1. Esquema de las caspasas humanas.  

A) Relación filogénetica de caspasas humanas, según el alineamiento de secuencias 
de  aminoácidos  en  su  región  catalítica.  B)  Estructura  proteica.  Las  procaspasas 
presentan  un  prodominio  unido  a  su  región  catalítica  (CASc)  compuesta  por  la 
subunidad  grande  y  pequeña.  Las  Caspasas‐3,  ‐6,  ‐7  and  ‐14  contienen  un 
prodominio  corto  (amarillo)  mientras  que  las  demás  lo  tienen  más  largo  que 
contienen  los  dominios  CARD  (azul)  o  DED  (lila).  C)  Especificidad  de  substrato, 
secuencias que reconoce cada caspasa. D) Papel fisiológico, las caspasas se dividen 
en inflamatorias, iniciadoras y efectoras. A diferencia de la caspasa 14, que tiene un 
papel clave en la diferenciación (Sakamaki and Satou 2009)

 

 

Por ejemplo, el corte de diferentes componentes del citoesqueleto, como la 

actina,  y  proteínas  asociadas  a  ésta,  como  la  miosina,  contribuyen  al 

redondeo, a  la retracción de  la célula y al  típico “blebbling” o globulización 

de  la  membrana.  También  el  corte  de  laminina  debilita  la  membrana  y 



Introducción 

22 
 

posibilita  la    fragmentación  nuclear.  Otra  característica  de  la  apoptosis 

temprana, es la pérdida de contacto de las células con la matriz extracelular, 

por lo que las caspasas también atacan las adhesiones con la matriz y  células 

vecinas. Otra  característica de  la apoptosis, es  la destrucción de orgánulos 

como el Golgi, el retículo o la mitocondria. Después, las caspasas se dirigen a 

proteínas que  están  implicadas  en  funciones de mantenimiento  esenciales 

dentro de la célula. Por ejemplo proteínas con función en la transcripción (NF

B/p65  entre  otros)  y  traducción  como  factores  de  la  iniciación  de  la 

traducción  eIF2,  eIF3  y  eIF4  y  proteínas  ribosomales  como  p70S6K, 

inhibiendo  la transcripción y  la traducción. Con el corte de estos substratos 

las caspasas aseguran la muerte de la célula (Taylor, Cullen et al. 2008). 

1.1.3  Tipos de caspasas 

Existen 11  caspasas  en humanos. Pero no  todas  están  relacionadas  con  la 

apoptosis. Este es el caso de  la caspasa‐1, 4 y 5 que  juegan un papel en  la 

inflamación  e  inmunidad  (Schmitz, Owyang  et  al.  2005).  Por  otro  lado,  la 

caspasa  14  no  está  relacionada  ni  con  apoptosis  ni  inflamación,  sino  en 

diferenciación epidérmica (Denecker, Ovaere et al. 2008). 

Además, también podemos clasificar las caspasas en dos grupos teniendo en 

cuenta el papel en la cascada apoptótica: iniciadoras y efectoras. 

1.1.3.1 Caspasas iniciadoras 

Las  caspasas  iniciadoras,  como  la  caspasa‐8  y  9  en mamíferos,  tienen  un 

dominio N‐terminal, pro‐dominio, responsable de las interacciones entre las 

caspasas iniciadoras y las proteínas que cortan. Este dominio en el caso de la 

caspasa‐8,  se  llama DED  (Death Effector Domains) y en  la caspasa‐9, CARD 

(Caspase Recruitment Domain). 

Tras un estímulo, interacciones entre proteínas que tienen el mismo dominio, 

es decir CARD‐CARD o DED‐DED, dan  lugar a  la oligomerización de caspasas 

iniciadoras, su activación y el consecuente corte de moléculas.  
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1.1.3.2 Caspasas efectoras 

Las caspasas efectoras, caspasa‐3 y caspasa‐7 en mamíferos, son necesarias 

para el proceso apoptótico. Se activan a través de  las capasas  iniciadoras. A 

diferencia de las caspasas iniciadoras, las efectoras no tienen un prodominio, 

y su activación es irreversible.  

La activación de caspasas es un proceso bastante similar en vertebrados. Un 

estímulo proveniente de dentro o fuera de  la célula,  lleva a  la formación de 

un  complejo multi‐proteico, podemos  llamarlo  “pro‐muerte” que  recluta  y 

activa  a  las  caspasas  iniciadoras,  con  ayuda  de  moléculas  adaptadoras. 

Después, estas caspasas  iniciadoras activan a  las efectoras  induciendo así  la 

muerte  celular.  Estas  plataformas  de  reclutamiento,  son:  el  DISC  (Death 

Inducing  Signaling  Complex)  para  la  caspasa‐8  y  caspasa  10  (Peter  and 

Krammer 2003), el PIDDosoma para la caspasa‐2 (Tinel and Tschopp 2004) y 

apoptosoma para la caspasa‐9 (Cain, Bratton et al. 2002). 

1.1.4 Apoptosis por la ruta extrínseca o de receptores de muerte 

Mientras  que  la  vía  intrínseca  de  la  apoptosis  es  importante  para  la 

homeostasis y respuesta a estrés, la vía extrínseca juega un papel importante 

en la respuesta inmune y en tumorogénesis.  

La  vía  extrínseca  o  de  receptores  de  muerte  es  activada  a  través  de  la 

inducción de los receptores relacionados con el receptor de TNF. 

El  TNFα  es  una  citoquina  muy  potente  producida  mayoritariamente  por 

macrófagos  y  monocitos  activados,  pero  también  por  otras  células 

importantes del  sistema  inmune  como  linfocitos B  y T,  células NK  (natural 

killer),  neutrófilos  así  como  células  tumorales  (Vassalli  1992).  El  papel 

principal del TNFα es  la regulación de  las células  inmunitarias a través de  la 

activación  de  las  vías  del  factor  nuclear  κB  (NF‐κB)  y  la  quinasa  Jun  N‐

terminal  (JNK),  que  protege  a  las  células  de  la  apoptosis  (Hehlgans  and 

Pfeffer  2005).  Ahora  bien,  el  TNFα,  junto  con  proteínas  relacionadas  con 
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éste, pueden  inducir en situaciones concretas muerte celular y entonces, se 

denominan  ligandos  de muerte.  Estos  ligandos  son  además  del  TNFα,  Fas 

ligando (CD95L) y TRAIL (TNF‐related‐apoptosis‐inducing‐ligand). 

La  mayor  parte  de  estas  moléculas  se  sintetizan  como  proteínas  de 

membrana  y  son  liberadas  en  forma  soluble  tras  proteólisis  específica. 

Algunos ligandos como el TNF, son activos tanto en la forma transmembrana 

como también en la soluble. Y su liberación se produce a través de un corte 

proteolítico realizado por metaloproteasas de matriz (MMP). Los ligandos de 

muerte actúan como citoquinas que regulan la inflamación y otros procesos 

inmunes.  

De hecho la pérdida de la regulación de algunos ligandos de la superfamília, 

como el TNF o FasL,  tiene  consecuencias graves en procesos de  tolerancia 

inmunitaria. Además, las alteraciones en sus vías contribuye al desarrollo de 

enfermedades autoinmunes e  inflamatorias como  la artritis reumatoide o  la 

esclerosis múltiple entre otras (Mackay and Kalled 2002). 

Tras un estímulo concreto, los ligandos de muerte inducen a la oligomeración 

y  cambio  conformacional  de  los  receptores  de  muerte.  Estos  receptores 

contienen  un  dominio  de  muerte  (Death  Domain,  DD)  en  sus  colas 

citoplasmáticas  que  están  relacionados  evolutivamente  con  los  dominios 

CARD  presentes  en  diversas  caspasas,  como  la  caspasa‐9.  La  familia  de 

receptores  de  muerte  incluye,  entre  otros,  a  Fas/CD95,  TNF‐αR  y  dos 

receptores de TRAIL, el DR4 y DR5.  

La  interacción de  los  receptores  con  sus  ligados  induce  a  la  formación del 

DISC a través de una molécula adaptadora que también contiene un Dominio 

de muerte,  DD.  El  DISC  (Death  Receptor  Signaling  Complex)  constituye  la 

plataforma  formada  por  el  receptor  de muerte,  la molécula  adaptadora  y 

caspasa‐8.  

Las  dos  moléculas  adaptadoras  principales  relacionadas  con  la  señal  por 

receptores de muerte  son:  FADD  (Fas Associated Death Domain)  y  TRADD 
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(TNF Receptor Associated Death Domain), siendo la primera la más conocida. 

La proteína  adaptadora  a parte de  tener un dominio de muerte DD en  su 

región C‐terminal con el que se une al  receptor,  también  tiene un dominio 

DED (Death Effector Domain) en su región N‐terminal. Este dominio, que está 

relacionado evolutivamente con  los dominios CARD,  también está presente 

en  caspasa‐8.  Así,  a  través  de  los  dominios DD‐DD,  FADD  se  agrega  a  los 

complejos pro‐muerte  y  la  caspasa‐8  es  reclutada  al  complejo  a  través de 

interacciones DED‐DED (Fig 2).  

Figura 2. Vías de apoptosis extrínseca y mitocondrial.  

En  la  extrínseca,  los  ligandos  de muerte  TNF,  TRAIL  o  Fas  Ligando  activan  a  los 
receptores  de  muerte  en  la  membrana.  En  la  parte  citoplasmática,  la  proteína 
adaptadora FADD, interacciona con el receptor a través de los dominios DD. A su vez 
FADD  recluta  a  caspasa‐8,    a  través  del  domino  DED.  Caspasa‐8  entonces  puede 
activar  directamente  a  las  caspasas  efectoras,  caspasa‐3  y  caspasa‐7  o  inducir  el 
corte  de  Bid  que  activa  a  Bax  y  Bak  en  la  mitocondria.  En  la  vía  mitocondrial, 
proteínas “BH3‐only”, como Noxa, Puma, Bim etc, activan a Bax y Bak  induciendo a 
la  permeabilización  de  la  membrana  mitocondrial  y  activación  de  citocromo  c 
(esferas en verde). El citocromo c  lleva a  la oligomerización de Apaf‐1 y caspasa‐9 
formando el apoptosoma. Una vez activada la caspasa 9 es capaz de cortar y activar 
a su vez a las caspasas efectoras (Muñoz‐Pinedo C, 2009)  
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Una vez que la caspasa‐8 está activa, y se ha superado el umbral de señal, o 

bien corta y activa a  la caspasa‐3,  induciendo apoptosis o corta  la proteína 

“BH3‐only” Bid, lo que conlleva una acumulación de tBid, desencadenándose 

apoptosis por la vía mitocondrial. Dependiendo si la célula activa una u otra 

vía, se diferencia en apoptosis extrínseca de tipo I y II, respectivamente. 

Existen otras proteínas asociadas al DISC, como FLIP o IAPS. 

cFLIP es una proteína homóloga a la caspasa‐8, con una mutación en su lugar 

catalítico, por lo que no tienen actividad caspasa. Compite con FADD y actúa 

inhibiendo a  la  caspasa‐8.  FLIP actúa  como un  inhibidor de  la apoptosis,  y 

también es esencial para la activación de NF‐kB en células inmunes.  

Las proteínas IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) fueron identificadas por 

primera vez en baculovirus basados en  su habilidad por  suprimir apoptosis 

en células de  insectos  (Bump, Hackett et al. 1995). El principal papel de  las 

IAPs  también reside en  inmunidad y activación de NF‐kappaB. De hecho,  la 

pérdida de estas proteínas en mamíferos, no induce a activación de caspasas 

y muerte  celular  generalmente.  En mamíferos,  IAPs  incluyen  XIAP,  cIAP‐1, 

cIAP‐2 y  Survivina entre otros. Y de las ocho proteínas IAPs en humanos, solo 

una,  XIAP,  se  considera  un  inhibidor  directo  de  caspasas.  cIAP  1  y  2  son 

evolutivamente  similares  a  XIAP  e  inhiben  apoptosis  sin  inhibir  actividad 

caspasa. Son reclutadas al DISC a través de interacciones con receptores TNF. 

1.1.5 Apoptosis mitocondrial o ruta intrínseca 

El eje principal de  la apoptosis mitocondrial es, como  su nombre  indica,  la 

mitocondria.  Las  mitocondrias  son  orgánulos  que  proveen  energía  y 

metabolitos  a  la  célula,  pero  también  participan  en  la  apoptosis  ya  que 

contienen proteínas que activan caspasas cuando su membrana externa se 

permeabiliza.  Los  estímulos  para  activar  esta  vía  no  necesariamente 

provienen del interior de la célula. La privación de nutrientes, de factores de 

crecimiento o el daño al ADN pueden activarla.  
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La  permeabilización  de  la  membrana  mitocondrial  externa  (MOMP)  está 

principalmente  controlada  por  las  proteínas  Bcl‐2  que  discutiremos  más 

adelante. Una vez que MOMP ocurre, el citocromo c se libera al citoplasma y 

se une a Apaf‐1  (Apoptosis Protease‐Activating Factor‐1). La unión de siete 

moléculas de Apaf‐1,  formará un  complejo  citosólico,  similar  al DISC  en  la 

ruta extrínseca,  llamado  apoptosoma que  reclutará  y  activará  a  caspasa‐9. 

Caspasa‐9 una vez activa, permitirá a la vez, el procesamiento de las caspasas 

efectoras  caspasa‐3, 6  y 7, dando  lugar a  la  cascada de procesos  celulares 

que de forma irreversible induciran a muerte celular.  

La polimerización de Bax y Bak, dos miembros de la familia de Bcl‐2, induce a 

la  formación  del  poro  por  el  que  se  liberaran  proteínas  del  espacio 

intermembranal de  la mitocondria, como el citocromo c. Este proceso está 

inhibido por las proteínas Bcl‐2 antiapoptóticas (Bcl‐2, Bcl‐xL o Mcl‐1). 

1.2   Proteínas Bcl‐2 

En  vertebrados,  la muerte  celular  se  controla  por  un  grupo  de  proteínas 

llamadas  Bcl‐2.  Las  proteínas  de  la  familia  Bcl‐2  son  importantes  en  la 

regulación  de  la  muerte  por  la  vía  intrínseca,  ya  que  controlan    la 

permeabilización de la membrana mitocondrial y la salida de citocromo c.  La 

familia Bcl‐2 comprende tres grupos clasificados según la homología en los 4 

dominios helice‐α BH1‐BH4 de Bcl‐2  (Fig3).  La primera  familia  contiene  los 

cuatro dominios BH1‐BH4 y está compuesta por miembros anti‐apoptóticos 

como Mcl‐1, Bcl‐2, Bcl‐xL, Bcl‐B entre otros. Muchas proteínas de esta familia 

como Mcl‐1 o Bcl‐2 estan sobre‐expresadas en muchos tumores y protegen a 

las  células  tumorales  de  la  apoptosis.  El  segundo  grupo  de  proteínas 

contienen  los dominios entre BH1, BH2 y BH3. Bax y Bak  forman parte de 

este  grupo.  Son  responsables  de  formar  el  poro  en  la  membrana 

mitocondrial, y  la permeabilización de  la membrana externa mitocondrial y 

cómo hemos dicho antes,  la proteínas anti‐apoptóticas Bcl‐2, Bcl‐xL y Mcl‐1 
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inhiben la formación de ese poro, inhibiendo la liberación de citocromo c. El 

tercer grupo de proteínas pro‐apoptóticas tienen un dominio corto BH3 y la 

interacción de estos dominios es necesaria y suficiente para su actividad pro‐

muerte (Cory and Adams 2002).  

Figura 3. Familia de proteínas Bcl‐2.  

Se indican las regiones α‐hélice (BH1‐4) más conservadas entre los miembros (Cory 
and Adams 2002). 

 

 

1.2.1  Dinámicas de grupo 

En los nuevos enfoques a la terapia del cáncer, las proteínas de la familia Bcl‐

2 son cruciales para  inducir muerte. Por ello, en este capítulo explicaremos 

algunos  ejemplos  de  como  las  proteínas  Bcl‐2  regulan  diversos  aspectos 

claves en la supervivencia de la célula. 

1.2.1.1 La escasez de nutrientes regula a las proteínas Bcl‐2 

Diversos estudios indican que la muerte inducida por privación de nutrientes, 

especialmente la glucosa, es mediada por la vía mitocondrial. Un ejemplo lo 

encontramos en células hematopoéticas FL5.12, en las que una bajada de los 

niveles de glucosa induce a translocación de Bax, una caída en el potencial de 
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la membrana mitocondrial y  liberación de citocromo c (Vander Heiden, Plas 

et al. 2001). 

Sin  embargo,  a  pesar  de  que  las  células  frecuentemente  mueren  por 

apoptosis mitocondrial cuando son privadas de nutrientes, muchos tumores 

adquieren  resistencia  a  esta  vía  tras  la  sobre‐expresión  de  proteínas  anti‐

apoptóticas  como Bcl‐xL, Bcl‐2 y Mcl‐1, mutaciones en  las proteínas  “BH3‐

only”pro‐apoptóticas o en Bax y Bak. Por ejemplo, E. White y colaboradores 

estudiaron  en  células  de  riñón  con  Akt  sobre‐expresada,  que  algunos 

estímulos apoptóticos (como la privación de glucosa en situación de hipoxia) 

podían  inducir  necrosis,  en  condiciones  de  ausencia  de  Bax  y  Bak. 

Demostraron además, que  las células deficientes en Bax y Bak, resisten a  la 

muerte  tras  periodos  largos  de  privación  de  nutrientes  (o  más  bien  de 

interleuquinas) a través de la activación de autofagia que ayudaría en el uso 

de  fuentes  de  energía  alternativas  y  a mitigar  el  estrés metabólico  (Lum, 

Bauer et al. 2005) (Degenhardt, Mathew et al. 2006). 

Otra manera en que la sobre‐captación de glucosa incide en la apoptosis es a 

través de la regulación de Puma, previniendo su inducción en condiciones de 

escasez de factores de crecimiento (Zhao, Coloff et al. 2008). 

Entre  las  proteínas  Bcl‐2,  también  Mcl‐1  puede  desempeñar  un  papel 

importante  en  las  respuestas  de  muerte  celular  a  los  cambios  en  el 

metabolismo  de  la  glucosa.  Existen  estudios  donde  demuestran  que  en 

condiciones donde  la presencia de glucosa es  la adecuada,  la activación de 

Akt y la sobre‐regulación de la glicólisis, previene la pérdida de expresión de 

Mcl‐1.  En  este  caso  la  supervivencia  también  está  relacionada  con  la 

inhibición de Bim (Coloff, Macintyre et al. 2011). Además, la sobre‐expresión 

de transportadores de glucosa y una hexoquinasa es suficiente para prevenir 

la muerte bloqueando  la pérdida de Mcl‐1 a  través de  la  inhibición de GSK 

(Glycogen synthase kinase 3) una quinasa que lleva a la degradación de Mcl‐1 

cuando está activa (Zhao, Altman et al. 2007; Bhaskar, Nogueira et al. 2009).  
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Por  el  contrario,  se  ha  descrito  que  la  privación  de  glucosa  y  la  2‐

deoxiglucosa bajan los niveles de Mcl‐1. En un reciente estudio realizado en 

diversas  células  tumorales  (HeLa  y  Jurkat  entre  otras),  la  inhibición  de  la 

glicólisis  inducida por 2‐deoxiglucosa, sensibiliza a  la apoptosis  inducida por  

receptores  de muerte.  La  activación  de  AMPK,  resulta  en  la  inhibición  de 

mTOR y el bloqueo de la traducción de Mcl‐1 (Pradelli, Beneteau et al. 2009). 

De  hecho,  el  sinergismo  de  inhibidores  del  metabolismo  glicolítico  y 

receptores de muerte se ha podido observar en otros sistemas. Por ejemplo 

en células de melanoma,  la 2‐deoxiglucosa  sensibiliza a  la muerte  inducida 

por  los receptores de TRAIL acompañado con  la reducción en  los niveles de 

Mcl‐1 y Bcl‐2 (Munoz‐Pinedo, Ruiz‐Ruiz et al. 2003; Qin, Xin et al. 2010). 

Como decíamos con anterioridad,  también se han descrito proteínas “BH3‐

only” relacionadas con la muerte en condiciones de privación de nutrientes. 

Una de ellas es Bad, que se ha visto implicada en la muerte por privación de 

glucosa.  Bad  está  presente  en  el  complejo mitocondrial  que  incluye  a  la 

hexoquinasa  IV que permite  la  fosforilación  de  la  glucosa.  La privación  de 

glucosa induce a la de‐fosforilación de Bad y a la inducción de muerte celular 

dependiente de esta proteína (Danial, Gramm et al. 2003).  

Otra de  las proteínas  importantes es Puma, que  se  induce en  respuesta al 

daño en el DNA y a  la privación de factores de crecimiento (Jabbour, Daunt 

et al. 2010). Recientemente, como decíamos anteriormente, se ha descrito la 

inducción de Puma, tras  la privación de glucosa en células hematopoyéticas 

murinas (Zhao, Coloff et al. 2008). Esta inducción es dependiente de p53. Un 

aumento  del metabolismo  de  la  glucosa  puede  contrarrestar  e  inhibir  la 

actividad de p53 y la sobre‐regulación de Puma. 

Noxa es otra de  las proteínas que puede  inducir apoptosis por privación de 

glucosa y estrés reticular como describiremos más adelante. Se ha visto que 

el  silenciamiento  de  Noxa,  protege  a  linfocitos  T  en  condiciones  de  baja 

glucosa (Alves, Derks et al. 2006). Los autores indican que la acción de Noxa 
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es a través de  la  inhibición de Mcl‐1, ya que al silenciar Mcl‐1  las células se 

vuelven más  sensibles  a  la  privación  de  glucosa.  Lo  que  sugiere  que  los 

niveles  de  Mcl‐1/Noxa  pueden  ser  relevantes  para  la  apoptosis  en 

situaciones de escasez de glucosa.  

1.2.1.2  Relación  entre  las  proteínas  Bcl‐2  y  la  regulación  de  las 

señales del retículo endoplasmático 

La familia de proteínas Bcl‐2 es capaz de impactar en las señales y  funciones 

del retículo endoplasmático a través de la regulación directa de los niveles de 

calcio (Ca2+) en su interior.  

El calcio en el retículo está regulado tanto a nivel de entrada, a través de  la 

bomba ATPasa localizada en la membrana, como en la salida via el receptor 

inositol‐1,4,5‐trifosfato  (IP3R). Bcl‐2 y Bcl‐xL  localizadas en el  retículo están 

implicadas en  la  inhibición directa de  la  función del  receptor  IP3R. De esta 

manera,  se  reducen  las  oscilaciones  en  los  niveles  de  Ca2+ citosólico  que 

podrían llevar a estímulos proapoptóticos  (Rong, Bultynck et al. 2009). 

Existen  estudios  que  también  sugieren  el  impacto  directo  en  la  señal 

mediada  por  calcio  en  el  retículo  de  las  proteínas  Bak  y  Bak.  Éstas, 

promueven  el  almacenamiento  de  calcio  posiblemente  inactivando  las 

funciones  inhibitorias de Bcl‐2 y Bcl‐xL en el receptor de  inositol  (Scorrano, 

Oakes et al. 2003; Oakes, Scorrano et al. 2005).  

Por otro lado, existe otro nivel complejo de regulación de la homeostasis de 

calcio  por  parte  de  las  proteínas Bcl‐2  y  es  a  través  de  la  inducción  de  la 

respuesta a proteínas mal plegadas (UPR, por sus siglas en inglés).   

En  todas  las  células,  las proteínas deben estar plegadas  y ensambladas de 

forma correcta y en algunos casos glicosiladas, para su incorporación a la vía 

secretora.  Este  plegamiento  se  realiza  en  el  retículo  endoplásmatico  y 

depende  de  diferentes  proteínas  localizadas  en  el mismo  compartimento, 

como  son  chaperonas,  enzimas  de  glicosilación,  disulfuro  isomerasas.  A 
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veces,  el  proceso  falla  dando  lugar  irreversiblemente  a  proteínas  mal 

plegadas. La célula, es capaz entonces de dar soluciones al problema de dos 

formas.  Bien,  induciendo  a  la  degradación  de  proteínas  (vía  ERAD)  o  bien 

activando la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR).  

A  través  de  la  vía  ERAD,  la  célula  transloca  las  proteínas  defectuosas  al 

citoplasma, e induce la degradación proteosomal vía ubiquitinación.  

Los  inhibidores  de  la  respuesta  ERAD,  por  ejemplo  como  el  inhibidor  del 

proteosoma bortezomib y otros, son capaces de activar Noxa a través de  la 

activación  de  los  factores  de  transcripción  ATF4  y  ATF3  que  explicaremos 

más adelante (Fritsch, Schneider et al. 2007; Gomez‐Bougie, Wuillme‐Toumi 

et al. 2007; Wang, Mora‐Jensen et al. 2009) 

La UPR en  cambio es más  compleja.  Implica una  situación de estrés, en  la 

que  se  induce  la  expresión de  genes  como  respuesta  a un  aumento  en  la 

síntesis de chaperonas del retículo y de otras proteínas que intervienen en el 

plegamiento, para promover la recuperación y devolver la homeostasis.  

1.2.1.3 Elementos clave de  la  respuesta mediada por proteínas mal 

plegadas (UPR)  

Existen tres ramas que operan en paralelo en la UPR: IRE‐1, PERK y ATF6. 

La activación de estos  sensores  tras el estrés  reticular produce  factores de 

transcripción  (XBP1,  ATF4,  ATF6  (N)  respectivamente)  que  activan  genes 

dirigidos  a  incrementar  la  capacidad  de  plegamiento  de  proteínas  en  el 

retículo.  Además  IRE1  (via  RIDD)  y  PERK  (via  fosforilación  de  eIF2‐alfa) 

también  disminuyen  la  traducción  de  proteínas  que  entran  en  el  retículo. 

Todas  estas  respuestas  trabajan  retroalimentándose  para mitigar  el  estrés 

reticular.  Si  las  células  no  consiguen  reestablecer  la  homeostasis,  y  se 

prolonga el estrés, se inducirá apoptosis. 
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Figura 4. Vías de UPR 

(A‐C)    Las  tres  vías  de  transducción  de  señal  (ATF6,  PERK  y  IRE1)  detectan  las 
condiciones  de  plegamiento  de  proteínas  en  el  lumen  del  RE  y  transmiten  la 
información a través de la producción de reguladores de la transcripción que entran 
en  el  núcleo  para  transcribir  genes  diana  de  la  UPR.  Cada  vía  utiliza  diferentes 
mecanismos de  transducción de  la  señal: ATF6  regulado por proteólisis, PERK por 
control de  la  traducción e  IRE1 a  través de plegamiento de mRNA. Además de  las 
respuestas  a  nivel  transcripcional  que  sirven  para  incrementar  la  capacidad  de 
plegamiento  de  proteínas  en  el  retículo  endoplasmático,  PERK  e  IRE1  reducen  el 
estrés reduciendo la carga de proteínas a plegar en el retículo bajando su traducción. 
(Walter and Ron 2011) 

 

 

 

ATF6  es  una  proteína  transmembrana  que  actúa  como  factor  de 

transcripción. Tras  la acumulación de proteínas mal plegadas en el retículo, 

se  internaliza  en  vesículas  de  transporte,  dirigiéndose  hacía  el  aparato  de 

Golgi. Allí, dos proteasas S1P y S2P, se encargan de cortar el dominio luminal 

y  el  anclaje  transmembrana,  liberando  el  fragmento  N‐terminal  citosólico 

ATF6(N). ATF6(N) se dirige al núcleo para activar genes de  la UPR. Entre  los 

diferentes  genes  diana  de  ATF6,  encontramos  a  GRP‐78  y  GRP‐94, 
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chaperonas  de  la  familia HSP70  y HSP90  respectivamente.  Se  conoce más 

bien poco acerca de cómo ATF6 responde al estrés del retículo. Por un lado, 

Bip/GRP 78 puede contribuir a su activación. También, el dominio luminal de 

ATF6  contiene  enlaces  disulfuro  que  pueden  actuar  como  sensores  redox, 

monitoreando  el  medio  ambiente  del  retículo  (Schindler  and  Schekman 

2009). 

Recientemente se ha estudiado, la implicación de ATF6 como mediador de la 

apoptosis.  En  células  de  leucemia mieloide  y  tras  la  activación  del  estrés 

reticular con inductores clásicos se induce una bajada de los niveles de Mcl‐1, 

y no de Bcl‐xL (Morishima, Nakanishi et al. 2011). 

La segunda vía de la respuesta a proteínas mal plegadas es a través de PERK, 

una  quinasa  transmembrana  del  retículo.  Cuando  se  activa  tras  el  estrés 

reticular, PERK oligomeriza y se fosforila a sí misma y al factor de iniciciación 

de  la  traducción  eIF2α,  induciendo  la  inactivación  de  la  traducción  y  la 

inhibición de la transcripción del mRNA de eIF2. De esta forma, PERK alivia el 

estrés, ayudando a reducir el flujo de entrada de más proteínas en el retículo. 

Pero  cuando  los  niveles  de  eIF2  son  limitantes,  también  se  induce  la 

transcripción de ARNs mensajeros concretos, incluido el de ATF4. ATF4, es un 

factor de transcripción que activa a varios genes relacionados con el estrés, 

como por ejemplo CHOP y GADD34, y genes relacionados con  la apoptosis. 

CHOP es a la vez un factor de transcripción que controla genes relacionados 

con la muerte apoptótica. Por otro lado, GADD34 es capaz de de‐fosforilar a 

eIF2α.  Se ha demostrado que  la  inhibición de GADD34, protege del estrés 

reticular  prolongando  bajos  niveles  de  fosforilación  de  eIF2α  (Tsaytler, 

Harding et al. 2011). De esta manera,  la vía de PERK puede actuar  con un 

efecto protector del estrés reticular o si  la señal persiste, como un  inductor 

de la muerte celular.  

Existen diversos estudios explicando el posible papel de las proteínas BH3 en 

la modulación de  la muerte  celular bajo  condiciones de  estrés  irreversible 
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(Rodriguez, Rojas‐Rivera et al. 2010), aunque los mecanismos no han sido del 

todo  indentificados.  La  transcripción  de  algunas  proteínas  BH3,  aumentan 

tras el estrés del retículo, como por ejemplo Noxa y Puma (Reimertz, Kogel et 

al. 2003). Algunos trabajos sugieren que CHOP regula  la expresión de Puma 

(Cazanave,  Elmi  et  al.  2010).  Otros  estudios  revelan  que  Noxa  puede 

inducirse a través de ATF4,  independientemente de CHOP o  la expresión de 

IRE1  (Armstrong,  Flockhart  et  al.  2010).  En  fibroblastos  de  ratón,  el 

silenciamiento de Puma y Noxa protege  ligeramente de  la muerte  inducida 

por  estrés  reticular,  indicando  de  que  existen  otras  BH3  implicadas  en  la 

respuesta  (Li,  Lee et  al. 2006). Por ejemplo, en  células mieloide,  y  tras un 

estrés reticular, Puma y Noxa se ven aumentados, pero la subida de Mcl‐1 es 

crítica para la supervivencia de las células (Jiang, Lucas et al. 2008). También 

Bim es otra de  las proteínas reguladas transcripcionalmente en  la apoptosis 

mediada  por  estrés  reticular,  a  través  del  factor  de  transcripción  CHOP 

(Puthalakath,  O'Reilly  et  al.  2007).  Y  también  BMF  se  regula  por  estrés 

reticular (Zagorodna, Martin et al. 2012) 

IRE1  es  la  tercera  vía  de  la  respuesta  a  proteínas  mal  plegadas.  Es  una 

proteína  serina‐treonina  quinasa  transmembrana,  que  a  la  vez  tiene  una 

función endoribonucleasa. Tras una señal activadora, IRE1 es capaz de cortar 

el ARN mensajero de un factor de transcripción específico, XBP1, dando lugar 

a su forma activa de traducción. 

XBP1  está  relacionado  con  la  regulación  de  síntesis  de  lípidos  y  la 

transcripción de proteínas encargadas de mitigar el estrés del retículo, como 

las chaperonas.  

Pero,  tras  un  estrés  crónico  en  el  retículo,  tal  y  como  explicamos 

anteriormente  con  PERK  o  ATF6,    existe  una  regulación  de  IRE1  con  las 

proteínas BH3, relacionadas con   apoptosis. Por ejemplo, se ha estudiado  la 

unión directa de Bax y Bak a  IRE1 pudiendo tener un papel tanto en  la fase 

de recuperación o bien como iniciadores de la permeabilización mitocondrial 
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tras un estrés reticular  (Hetz, Bernasconi et al. 2006). De hecho,  las células 

Bax/Bak deficientes, DKO, tienen bajos niveles de fosforilación de  IRE1 y de 

diversas señales  inducidas por ésta, como  la activación de  JNK y XBP1 bajo 

situaciones de estrés. Por otro lado, recientemente se ha descrito el papel de 

Bim y Puma en la regulación sostenida de IRE1. En un primer momento, tras 

un estrés del retículo medio, BIM y PUMA actuarían como activadores de la 

respuesta  adaptativa, manteniendo  y  aumentando  la  activación  de  IRE1  y 

modulando  su  actividad  ribonucleasa.  Cuando  el  estrés  es  crónico,  Bim  y 

Puma actuarían activando apoptosis mitocondrial (Rodriguez, Zamorano et al. 

2012).  

Todos  estos  hallazgos  sugieren  un  nuevo  papel  para  los  miembros  pro‐

apoptóticos de la familia Bcl‐2 en la señalización de UPR.  

1.3   Autofagia  

La  autofagia  es  un  proceso  dinámico  y  podríamos  decir  de  “canibalismo” 

propio.  Las  células  engloban  parte  de  su  citoplasma  asegurando  la 

eliminación  de  proteínas  disfuncionales  y  orgánulos  alterados  que  son 

degradados en lisosomas. La autofagia no sólo se activa en respuesta al daño 

celular,  de  hecho,  uno  de  sus  estímulos  más  fuertes  es  la  privación  de 

nutrientes.  Cuando  los  nutrientes  son  escasos,  la  autofagia  permite  a  las 

células la reutilización de sus propios componentes (Singh and Cuervo 2011). 

Existen  diversos  mecanismos  por  los  que  la  carga  es  entregada  a  los 

lisosomas. Por un lado, la carga puede ser internalizada en vesículas de doble 

membrana llamadas autofagosomas, que adquieren las hidrolasas necesarias 

para  la  degradación  con  la  unión  de  endosomas  tardíos  o  lisosomas.  Esta 

forma  de  autofagia,  se  llama macroautofagia  y  es  la más  conocida.  Pero 

presenta  variantes,  según  el  dónde  y  el  cómo  es  secuestrada  la  carga: 

macroautofagia,  si  es  en  volumen,  en  el  citosol  con  parte  del  contenido 

presente en  este  lugar o bien  si  la  carga es  recogida  selectivamente en  el 
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caso  de  mitofagia  (mitocondrias),  ribofagia  (ribosomas),  lipofagia 

(lípidos)...(Kadandale  and  Kiger  2010).  También  existe  el  proceso  de 

microautofagia. En este  caso pequeñas  cantidades de  carga  se  internalizan 

directamente  en  vesículas  de  una  sola membrana  que  se  originan  por  la 

invaginación de la membrana lisosomal y rapidamente son degradadas en el 

lumen.  Por  otro  lado,  encontramos  la  autofagia  mediada  por  chaperona 

(CMA).  En  este  tipo,  las  proteínas  son  reconocidas  por  un  complejo  de 

chaperonas en el citosol y entregadas una por una en la membrana lisosomal 

donde son  internalizadas mediante un complejo de translocación (Arias and 

Cuervo 2010). 

1.3.1 Proceso de macroautofagia 

Figura 5. Diferentes vías de autofagia en células de mamíferos.  

La principal vía es la de macroautofagia (A) que está relacionada con el secuestro de 
regiones  del  citoplasma  en  membranas  formadas  de  nuevo  que  acaban 
transformándose en vesículas de doble membrana denominadas autofagosomas. La 
fusión de autofagosomas con lisosomas es necesario para la degradación de la carga. 
La  inducción  de  macroautofagia  lleva  a  la  movilización  del  complejo  de  PI3K  III 
(complejo de  iniciación)    al  lugar de  formación del  autofagosoma.  La  fosforilación 
lipídica de este complejo es necesaria para reclutar en este  lugar  los componentes 
de las cascadas de conjugaciones necesarias para la elongación de la membrana del 
autofagosoma.  El  principal  regulador  negativo  de  este  proceso  es  el  complejo  de 
mTOR  que  responde  a  privación  de  nutrientes,  sobretodo  aminoácidos.  B 
Microautofagia  que media  la  internalización  del  cargo  citoplasmático  a  través  de 
invaginaciones  de  la  membrana  lisosomal.  Las  moléculas  que  participan  en  el 
proceso  en  mamíferos  aún  son  desconocidas.  C,  CMA  o  Autofagia mediada  por 
chaperonas, dónde proteínas citosólicas son selectivamente dirigidas a la membrana 
lisosomal a  través de  chaperonas  citosólicas que ayudan a desplegar  las proteínas 
antes de  llegar al  lumen  lisosomal. La  internalización de  las proteínas   se  realiza a 
través de chaperonas y la proteina de membrana LAMP‐2A esencial en la función de 
recepción y de translocación (Kaushik, Singh et al. 2010). 
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Como  hemos  descrito  al  principio,  en  la macroautofagia,  las membranas 

formadas en el citosol secuestran regiones citoplasmáticas. Las vesículas de 

doble membrana, llamadas autofagosomas se movilizan hacía los lisosomas y 

tras  la  fusión,  los  enzimas  lisosomales  degradan  el  cargo  interior.  Este 

proceso  fue caracterizado por primera vez en mamíferos a nivel del hígado 

(Seglen  and Bohley 1992), pero posteriores estudios, mayoritariamente en 

levaduras, han ayudado a comprender mejor el proceso.  

La  ejecución  y  la  regulación  de  la  macroautofagia  está  regida  por  los  

productos que codifican los genes llamados Atg o “autophagy‐related genes”. 

Las proteínas Atg organizan complejos que median los diferentes pasos de la 

autofagia:  inducción/iniciación,  nucleación,  elongación  de  la  membrana, 

reconocimiento del cargo y fusión con lisosomas.  



Introducción 

39 
 

El complejo esencial en  la  iniciación de  la autofagia  lo forman Beclina‐1 (en 

levaduras Atg6), vps15 y vps34. Su función está modulada por la interacción 

con  otras  proteínas.  Por  ejemplo,  la  interacción  de  Beclina‐1  y  Vps34  se 

refuerza  con UVRAG  un  supresor  de  tumor  que  sobre‐regula  la  autofagia, 

pero  también  es  inhibida  por  Bcl‐2,  un  inhibidor  de  la  autofagia.  La 

interacción  entre  Beclina‐1  y  Bcl‐2  está  bloqueada  por  privación  de 

nutrientes  y  señales de  supervivencia  a  través de  JNK1. Cómo el  complejo 

Beclina1/Vps34  regula  la  autofagia  aún  no  queda  del  todo  claro. 

Probablemente  juega  un  papel  importante  en  la  formación  del 

autofagosoma,  la expansión de  la membrana y  la producción de PtIns3P. La 

movilización  del  complejo  de  iniciación  hacia  la  el  lugar  de  formación  del 

autofagosoma  lleva  lugar  a  la  nucleación  y  generación  de  una membrana 

limitante que  requiere de dos cascadas de conjugación de proteínas. Estos 

sucesos  se  asemejan  a  la  conjugación  de  ubicuitinas  porque  requieren  de 

ligasas que activan a sus substratos y ligandos que enzimáticamente catalizan 

su conjugación.  

Así pués,  como  consecuencia de estos procesos en  cascada  se  forman dos 

complejos  unidos  covalentemente  entre  si:  Atg5‐12,  y  LC3‐

fosfatidiletanolamina (LC3II en su forma lipídica). Estas uniones ocurren en la 

superfície de  la membrana que  se está  formando  y median  su elongación. 

Otras proteínas atgs participan en los últimos pasos de fusión, pero el cómo 

no está del todo definido.  

Como  hemos  comentado,  la  macroautofagia  también  está  regulada 

negativamente.  El  complejo más  conocido  que  inhibe  la  autofagia  es    el 

formado por mTORC1, “mamalian target of rapamycin complex1. El complejo 

está  formado por diversas unidades que  incluyen a Raptor  y a mTOR, una 

serina‐treonina  quinasa  sensible  a  cambios  energéticos  y  de  nutrientes. 

TORC1  interactúa  con  los  efectores  ULK1  y  FIP200  previniendo  la 

macroautofagia.  Cuando  los  nutrientes  decrecen  y  la  actividad  de  TORC1 
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baja,  los  efectores  son  liberados  del  complejo  y  reclutados  en  el  lugar  de 

formación  del  autofagosoma  para  su  nucleación  y  elongación  (Pattingre, 

Espert et al. 2008). 

1.3.2 Activación de autofagia en respuesta a privación de nutrientes 

La relación entre autofagia y el estado nutricional de la célula tuvo sus inicios 

ya en  los años 70 en  células de humanas HeLa, en  las que  la privación de 

suero  y  aminoácidos  del  medio  activaba  la  macroautofagia  (Mitchener, 

Shelburne  et  al.  1976).  En  los  años  80    se  realizaron  también  numerosos 

estudios  sobre  autofagia  y  privación  de  nutrientes,  específicamente  de 

aminoácidos, como un inductor de macroautofagia en el hígado de roedores 

(Surmacz,  Poso  et  al.  1987).  Además  se  demostró  que  los  cambios 

hormonales asociados con la ingesta de nutrientes regulan la actividad de la 

autofagia en el hígado, así el glucagón actuaba como un efecto estimulante 

de la macroautofagia y la insulina con efecto inhibitorio en la vía (Mortimore 

and Mondon 1970). Estudios más  recientes utilizando  ratones  transgénicos 

indicaron que la privación de comida inducía autofagia o más bien aumento 

de LC3‐GFP punteado, en diferentes órganos no únicamente en hígado, sino 

también  en músculo  esquelético  o  corazón  (Mizushima,  Yamamoto  et  al. 

2004).  Sin  embargo,  en  este  mismo  estudio  observaron  que  en  órganos 

como  el  hígado,  la  autofagia  se  mantiene  bastante  activa  incluso  en 

condiciones normales sin privación de nutrientes,  lo que ayudaría a proveer 

de  componentes  esenciales  a  la  célula  incluso  en  esta  situación  y  al 

mantenimiento de una buena “limpieza” celular. 

Como mencionamos en la anterior sección, el complejo mTORC1 es el sensor 

crítico de regulación de macroautofagia. En levadura, la activación de TORC, 

hiperfosforila  a  Atg13  previniendo  su  interacción  con  Atg1.  Este  complejo 

Atg1‐Atg13  es  necesario  para  el  anclaje  de  otras  Atgs  y  consecuente 

formación  del  autofagososoma  (Huang  and  Klionsky  2002).  En mamíferos, 
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mTORC1  fosforila  y  secuestra  al  homologo  de  Atg1, ULK1  en  el  complejo 

formado por Atg13 y FIP200,  inactivándolo  (ver  figura 6). Después, otro de 

los sensores energéticos de la célula, AMPK, durante privación de nutrientes, 

inactiva  a  mTOR  provocando  una  bajada  de  la  fosforilación  en  ULK1  y 

promoviendo su liberación de mTORC1 (Jung, Jun et al. 2009; Kim, Kundu et 

al.  2011).  Además  AMPK  es  capaz  de  fosforilar  a  ULK1  en  otros  residuos 

favoreciendo  la movilización del complejo hacía  la  región de  formación del 

autofagosoma.  

Existen  recientemente  estudios  que  apoyan  la  existencia  de  otros 

mediadores de  la macroautofagia. Por ejemplo DAP1, es un  inhibidor de  la 

macroautofagia, pero el mecanismo aún está por descifrar. En  condiciones 

normales, DAP1 permanece  inactivo  tras  la  fosforilación por mTOR. Tras  la 

privación de nutrientes, mTOR se  inhibe dando  lugar a  la defosforilación de 

DAP1 y su activación.  De esta manera DAP1 contribuye a prevenir un exceso 

de macroautofagia en estas condiciones (Koren, Reem et al. 2010). Por otro 

lado, las células tumorales son capaces de evadir la posible activación crónica 

de mTOR  aumentando  los niveles de  sestrinas, unas proteínas  capaces de 

activar directamente  a AMPK permitiendo  la  activación de macroautofagia 

(Lee, Budanov et al. 2010).  

También  p53  juega  un  papel  importante  regulando  el  metabolismo 

energético de la célula. La activación de p53 tras la privación de nutrientes es 

a  través  de AMPK  e  inhibición  de  la  vía  de Akt. Además  p53  es  capaz  de 

activar  también  a  AMPK  directamente  o  indirectamente  a  través  de  las 

sestrinas. De esta manera se induce a la inhibición de mTOR y activación de 

la  autofagia.  También  conlleva  a  una  disminución  del  crecimiento  y  la 

proliferación  dependiente  de  p53.  Sin  embargo,  p53  citosólico  también 

puede  inhibir  el  proceso  de  autofagia  pero  el  mecanismo  aún  está  por 

determinar (Vousden and Ryan 2009). 
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Figura 6. Regulación nutricional de macroautofagia

En condiciones normales de nutrientes, mTOR  fosforila a ULK1,  lo que conlleva al 
secuestro  del  complejo  ULK1‐Atg13‐FIP200  con  mTOR  formando  el  complejo 
mTORC1  e  impidiendo  la  interacción  con AMPK.  Por  otro  lado, mTOR  fosforila  a 
DAP1  inactivándolo.  Durante  privación  de  nutrientes,  AMPK  fosforila  a  ULK1 
facilitando su disociación de TORC1   y  la asociación con el  lugar de  formación del 
autofagosoma. También,  la bajada de actividad de mTOR  lleva a  la disminución de 
fosforilación  de  DAP1,  activándolo  y  previniendo  una  sobre‐activación  de 
macroautofagia.  También  se  muestra  retroalimentación  positiva  de  autofagia  a 
través  de  AMPK,  sestrinas  y  p53.  Sin  embargo,  también  p53  localizado  en  el 
citoplasma  puede  actuar  como  regulador  negativo  de  la  vía    (Singh  and  Cuervo 
2011). 
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1.4  Metabolismo  de  la  glucosa  como  una  terapia  anti‐

tumoral 

Sabemos  que  las  células  cancerígenas  tienen  unos  requerimientos 

metabólicos  diferentes  a  las  células  normales.  De  hecho  muchas  células 

tumorales  presentan  lo  que  llamamos  “efecto Warburg”.  Altos  niveles  de 

glicólisis (metabolismo de glucosa a lactato) incluso en presencia de oxígeno, 

lo  que  es  descrito  como  glicolisis  aeróbica.  La  glicólisis  aeróbica  está 

acompañada  por  un  incremento  de  la  captación  de  glucosa  en  muchas 

células  tumorales.  Este  fenómeno  puede  observarse  en  tumores 

comparándolos con téjido normal en pacientes, a través de una tomografía 

de  positrones  utilizando  2‐deoxi‐(18F)‐fluoro‐D‐glucosa,  un  análogo  de  la 

glucosa  (FDG‐PET)(Gambhir  2002).  A  pesar  de  que Warburg  describía  que 

defectos en la mitocondria es lo que incrementaba los niveles de glicólisis en 

las  células  cancerígenas,  estudios  recientes  indican  algo  diferente.  Vander 

Heiden indica que es la activación de protooncogenes como Myc, factores de 

transcripción  como HIF‐1 o mutaciones en  factores  supresores de  tumores 

como p53 sería  lo que ayudaría a  las células tumorales a  incrementar estos 

niveles de glicolisis (Vander Heiden 2011). 

La glicolisis genera poco ATP en comparación con  la  fosforilación oxidativa, 

pero  en  condiciones  de  rápida  velocidad  como  tienen  las  células 

cancerígenas podría ayudar a generar más cantidad de ATP. Sin embargo,  las 

células   tumorales principalmente utilizan    los nutrientes para  la síntesis de 

biomasa, nucleótidos,  lípidos, aminoácidos y NADPH necesario para crecer, 

manteniendo unos niveles de ATP adecuados (Lunt and Vander Heiden 2011). 

Figura 7. Metabolismo de la célula tumoral 

A, Glutamina y glucosa son los dos nutrientes básicos necesarios para producción de 
ATP y precursores biosintéticos en  las células proliferantes y normales, a pesar de 
que  lípidos  o  aminoácidos  puedan  ser  utilizados.  Pero  las  células  cancerígenas 
cambian  el  flujo metabólico  de  la  glucosa  que  es metabolizada  por  fosforilación 
oxidativa  y glicólisis  aeróbica,  generando más proteínas,  lípidos  y  ácidos nucleicos 
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necesarios para crecer y manteniendo los niveles adecuados de ATP. B, No todos los 
tumores  tienen  el  mismo  fenotipo  y  diferentes  células  cancerígenas  presentan 
diferente  utilización  de  nutrientes.  Estas  diferencias  se  pueden  observar  en  una 
imagen de FDG‐PET en tumores que aumentan los niveles de utilización de glucosa o 
un acetato‐PET si son tumores más “adictos a la glutamina” (Vander Heiden 2011). 

 

 
 

Debido a estas adaptaciones metabólicas de la célula cancerígena, focalizarse 

en el metabolismo de las mismas puede ser una nueva vía importante para la 

terapia  contra  el  cáncer.  Diferentes  estudios  han  demostrado  la  relación 

entre alteraciones en el metabolismo del cuerpo y desarrollo del cáncer. Por 

ejemplo, niveles altos circulantes de insulina o del factor de crecimiento IGF, 

está  relacionado  con  cáncer,  por  lo  que  la  obesidad  o  situaciones  de 

resistencia a  la  insulina podrían  inducir cáncer principalmente al activar  las 

vías  de  crecimiento  (Pollak  2008).  De  la misma manera  se  han  estudiado 

alguno  fármacos  anti‐diabéticos  para  el  tratamiento  tumoral,  como  la 
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metformina que empeora el crecimiento de células tumorales deficientes en 

p53  (Buzzai,  Jones  et  al.  2007).  Además,  existen  diversos  candidatos 

potenciales  relacionados  con  el  metabolismo  de  la  glucosa  que  se 

encuentran  sobre‐expresados  en  algunos  canceres  como  GLUT1, 

Hexoquinasa II o fosfoglicerato deshidrogenasa (PHGDH).  

En nuestro modelo nos centramos en el uso de 2‐deoxiglucosa, un análogo 

de  la  glucosa  que  es  fosforilada  en  el  primer  paso  de  la  glicólisis  por  la 

hexoquinasa  II  produciendo  2‐deoxiglucosa‐6‐fosfato  (2‐DG‐6‐P).  Esta  2‐

deoxiglucosa‐6‐fosfato  es  un  inhibidor  competitivo  de  los  enzimas  que 

metabolizan  glucosa‐6‐fosfato,  de  forma  que  no  puede  ser metabolizada, 

inhibiendo así la glicólisis en la célula. Además, afecta a la glicosilación de las 

proteínas,  afectando  a  la N‐glicosilación  e  induciendo una  acumulación de 

proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático promoviendo estrés. 

Sabemos  que  la  2‐DG  induce muerte  tumoral,  arresto  de  ciclo  y  que  sus 

efectos  son mayores  en  condiciones  de  hipoxia.  Además  existen  algunos 

ensayos  clínicos  en  cáncer  de  próstata  y  metástasis  intercraneal  que 

demuestran un moderado éxito de la 2‐DG y aparte de ser poco tóxica para 

los  téjidos  normales,  es  bien  tolerada  en  pacientes  (El  Mjiyad,  Caro‐

Maldonado et al. 2010).  

1.5   Sarcomas 

Los sarcomas constituyen un grupo heterogéneo de tumores con diferentes 

características biológicas e histológicas. Se desarrollan tanto en tejido blando 

como  en  hueso.  Se  pueden  dividir  en  dos  grupos,  aquellos  que  tienen 

alteraciones  genéticas  específicas  o  aquellos  que  no  presentan  un  patrón 

molecular  determinado.  Aproximadamente  un  tercio  de  los  sarcomas 

presentan alteraciones genéticas claramente definidas. Éstas   se diferencian 

molecularmente  en  alteraciones  cromosómicas  o  mutaciones  de  genes 

específicos.  
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Las alteraciones cromosómicas se detectan en un 15‐20% de  los  sarcomas. 

Se desarrollan en un estadio muy temprano del proceso tumoral y son causa 

de  algunos procesos que  llevaran  a  la  aparición del  cáncer. Por otro  lado, 

dentro de las anomalías genéticas que se encuentran en los sarcomas, la más 

común parece ser la inactivación de p53 (Sainz‐Jaspeado, Martin‐Liberal et al. 

2011). 

1.5.1 Rabdomiosarcomas 

Rabdomiosarcoma son un tipo de sarcoma de células de músculo esquelético. 

Representan  el  sarcoma  de  tejido  blando  más  común  en  niños, 

constituyendo un 4‐5% de  los tumores pediátricos. Teniendo en cuenta sus 

características  histológicas,  existen  dos  subtipos,  rabdomiosarcoma 

alveolares y embrionales. Los embrionales son mucho más predominantes y 

tienen un mejor pronóstico. Se desarrollan en zonas del cuello, la cabeza o el 

tracto genitourinário. Los alveolares ocurren tanto en niños como en adultos 

y  se  localizan  en  las  extremidades,  lo  que  conlleva  una  peor  prognosis.  El 

pronóstico  de  supervivencia  de  los  rabdomiosarcoma  alveolares  que  se 

tratan es  a  cinco  años.  Los  rabdomiosarcoma  alveolares están  asociados  a 

una translocación en el cromosoma 2 y 13, y menos frecuente en el 1 y el 13. 

Cada  translocación  conlleva  la  codificación de  las proteínas PAX3/FOXO1  y 

PAX7/FOXO1, respectivamente. 

Ambos tipos presentan marcadores de diferenciación miogénica como MyoD, 

miogenina o actina, pero no  tienen marcadores  tardíos de diferenciación y 

las células no forman miotúbulos  (De Giovanni, Landuzzi et al. 2009). 

1.5.2 Tratamiento 

El primer caso de rabdomiosarcoma fue descrito por Webner en 1854 y era 

el de un paciente de 21 años de edad con un tumor de la lengua. Durante los 

primeros años, la cirugía fue el único tratamiento disponible, y la extirpación 

radical  fue  la  norma.  Las  tasas  de  supervivencia  eran  bajas  en  general, 
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excepto  en  aquellos  casos  donde  la  extirpación  total  era  posible.  El 

tratamiento con  radioterapia  tras una cirugía  incompleta se  inició en 1950, 

demostrando una mejoría en  los tumores de cabeza y cuello. Y en  los años 

60,  se  comenzó  la estrategia multimodal para  tumores  sólidos,  incluyendo 

quimioterapia después de  la extirpación quirúrgica completa y  radioterapia 

postoperatoria (Hayes‐Jordan and Andrassy 2009). La terapia más común se 

desarrolla  con  la  combinación  de  actinomicina‐D  y  ciclofosfamida,  como 

alquilantes  del  DNA.  De  hecho  el  uso  de  quimioterapia  ha  ayudado  a 

aumentar  la  supervivencia,  lo  que  demuestra  la  importancia    de  estudiar 

nuevos fármacos (Dasgupta and Rodeberg 2012; O'Brien, Jacob et al. 2012). 
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II.    Objetivos 
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Objetivo 1: Caracterización  de la muerte celular de diversas líneas tumorales 

por retirada de glucosa.  

 Identificación de  los  tipos  tumorales en que  la privación de glucosa 

induce necrosis y apoptosis  

 Averiguar  la  caspasa  iniciadora  implicada  en  la muerte  celular  por 

privación de glucosa 

 

Objetivo  2:  Estudiar  in  vitro  la  muerte  celular  de  líneas  tumorales  de 

rabdomiosarcoma en condiciones de inhibición del metabolismo glicolítico 

 Estudio  de  la  de  la  forma  de  muerte  celular  inducida  por  2‐

deoxiglucosa. Determinación de las moléculas implicadas. 

 

Objetivo  3:  Estudio  de  la  autofagia  como  determinante  de  la muerte  por 

falta de glucosa.  
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3.1  Metabolismo de la glucosa 

3.1.1 La  privación  de  glucosa  puede  inducir  apoptosis  o  necrosis 

dependiendo de la línea celular 

Puesto  que  los  tumores  presentan  una mayor  dependencia  de  la  glicólisis 

anaerobia que  los tejidos normales para generar energía de metabolitos, se 

decidió caracterizar el efecto de  la privación de glucosa en diferentes  líneas 

celulares. Está descrito que  la  inhibición del metabolismo glicolítico a través 

de  la  2‐deoxiglucosa,  un  análogo  de  la  glucosa,  generalmente mata  a  las 

células  por  apoptosis  y  que  la  privación  de  glucosa  puede  llegar  a  inducir 

muerte celular por necrosis (Suzuki, Kusakai et al. 2003) (Yuneva, Zamboni et 

al. 2007) o  también por apoptosis a  través de  la  ruta mitocondrial  (Vander 

Heiden, Plas et al. 2001).  

Las células cancerosas requieren bloquear la muerte para la oncogénesis y el 

mantenimiento  del  fenotipo maligno  (Green  and  Evan  2002).  Por  lo  que 

muchos  tumores sobre‐expresan proteínas antiapoptóticas como Bcl‐2, Bcl‐

xL  y Mcl‐1 o  inhiben  la  actividad de  proteínas proapoptóticas  como Bax  y 

Bak. 

Bax y Bak son dos moléculas necesarias para la ruta apoptótica mitocondrial. 

Los  fibroblastos  murinos  embrionarios  deficientes  en  las  proteínas  pro‐

apoptóticas  Bax  y  Bak  (DKO)  inmortalizados  con  SV40  son  resistentes  a 

muchos estímulos apoptóticos que  inducen  la vía mitocondrial. Como estas 

células podrían parecerse en términos de sensibilidad a las células tumorales, 

empezamos a estudiar la privación de glucosa en estas células.  

Cuando privamos de glucosa a  las DKO (Fig1A),  las células sufren apoptosis. 

Además el Z‐VAD, un inhibidor de caspasas, protege totalmente a las células 
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de  la  muerte,  tanto  en  el  análisis  de  subG1  como  por  incorporación  de 

yoduro  de  propidio,  indicando  que  mueren  de  forma  dependiente  de 

caspasas. En cambio, en fibroblastos silvestres (MEF WT, Fig 1B), cuando son 

privados  de  glucosa,  el  Q‐VD  protege  de  sub‐G1  pero  no  de  yoduro  de 

propidio. Es algo que no entendemos, las células parecen estar muriendo por 

necrosis,  mueren  de  forma  independiente  de  caspasas,  porque 

probablemente  no  pueden  activar  caspasas  tras  un  estímulo  apoptótico, 

pero obtenemos un perfil  sub‐G1. Lo discutiremos más adelante. Tanto  las 

wt  como  las  DKO  son  líneas  celulares  de  fibroblastos  inmortalizados  con 

SV40 (simian virus 40) que codifica el antígeno TSV40. Este antígeno,  inhibe 

al  gen  supresor  de  tumores  p53,  responsable  de  la  parada  de  ciclo  y 

apoptosis. Podríamos pensar que esto pudiera estar afectando a  las células 

Bax Bak deficientes, y que el que mueran de forma dependiente de caspasas 

tras  privación  de  glucosa  sea  solo  una  característica  propia  de  los 

fibroblastos inmortalizados con SV‐40. 

Por ello quisimos ver la muerte inducida por la privación de glucosa en varias 

líneas celulares. 

Figura 1. La privación de glucosa  induce muerte apoptótica o necrótica según el 

tipo celular. 

A–B,  Los  fibroblastos murinos  deficientes  en  Bax  y  Bak  (DKO,  A)  o  fibroblastos 

murinos silvestres (wt, B) se trataron sin glucosa en presencia de los inhibidores de 

caspasas,  Z‐VAD  (50µM  con  las DKO)  o Q‐VD  (20µM,  en  las  células wt)  y DMSO 

(1:1000) para las muestras control. Las células se recogieron a los tiempos indicados 

para su análisis por sub‐G1 o bien por incorporación de yoduro de propidio (PI). Los 

datos presentan la media de 2 experimentos.  

C, La  línea tumoral humana HeLa fue tratada en ausencia de glucosa en presencia 
de Q‐VD o DMSO. Se recogieron a los tiempos indicados y se fijaron para el análisis 
por citometría. Se representa el porcentaje de células con un tamaño menor que las 
no tratadas. 
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Fig 1 D‐G, Las líneas Rh4, 402‐91 y Rh30 se trataron en ausencia de glucosa durante 
los  tiempos  indicados en presencia o ausencia de Q‐VD  y DMSO en  las muestras 
controles. Las células se recogieron para su análisis por incorporación de yoduro de 
propidio (D,E,G) o bien para su análisis por sub‐G1 (F). D, se muestra la media de 2 
experimentos independientes, E, se muestra la media de 4 experimentos. 
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Cómo observamos en  la  figura 1C, en HeLa   el Q‐VD protege de  la muerte 

inducida  por  la  privación  de  glucosa.  Por  lo  que  mueren  de  manera 

dependiente  de  caspasas,  de  igual  forma  que  lo  hacen  los  fibroblastos 

murinos. Uno de los problemas que observamos con las células HeLa, es que 

no conseguimos detectar sub‐G1 en el análisis por citometría. Es posible que 

no  todas  las  células  que  morfológicamente  están  muertas  sufren 

degradación  del  ADN.  Por  eso,  tuvimos  que  medir  la  muerte  analizando 

aquellas  células  cuyo  tamaño  era  menor  que  las  no  tratadas  y 

asegurándonos de que el Q‐VD era capaz de prevenir el cambio morfológico.  

También privamos de glucosa a las células dede liposarcoma mixoide 402‐91 

(Fig1E),  rabdomiosarcoma  alveolar  Rh4  (Fig1D)  y  Rh30  (Fig1E‐G).  Todas 

mueren  de  forma  independiente  de  caspasas  a  las  24h  y  72h.  El  Q‐VD 

protege  ligeramente de  la privación de glucosa a  las Rh4 y 402‐91 o nada a 

las Rh30. Además, estas últimas  no presentan sub‐G1 (Fig1F). El porqué unas 

células mueren por necrosis o por apoptosis  tras privarlas de  glucosa está 

aún  por  descifrar.  El  estado  metabólico  previo  así  como  el  balance  de 
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proteínas y complejos proapoptóticos y antiapoptóticos, y su localización en 

la célula determinaría su forma de muerte. Una hipótesis podría ser porque 

tras  privarlas  de  glucosa  se  producirían  especies  pro‐oxidantes,  ROS,  pero 

bajos niveles de poder reductor NADPH. Si a la vez tuvieran altos niveles  de 

proteínas  antiapoptóticas,  no  podrían  permeabilizar  la  membrana  y 

acabarían  muriendo  por  necrosis.  Existen  varios  estudios  que  así  lo 

demuestran. Por ejemplo, cuando células de riñón  inmortalizadas mediante 

la expresión constitutiva de Akt, son privadas de glucosa en condiciones de 

hipoxia, mueren por apoptosis. Sin embargo, cuando son deficientes en Bax y 

Bak  mueren  por  necrosis  (Degenhardt,  Mathew  et  al.  2006).  Todo  ello 

sugiere que las células mueren a través de la ruta mitocondrial, pero cuando 

no  pueden  permeabilizar  las mitocondrias,  acaban muriendo  por  necrosis. 

Sin embargo tal y como hemos observado, las células DKO mueren de forma 

dependiente de  caspasa  al privarlas de  glucosa. Por ello quisimos estudiar 

más a fondo el mecanismo de muerte. 

3.1.2 La  privación  de  glucosa  induce  actividad  caspasa  en  los 

fibroblastos Bax Bak deficientes 

En  el  capítulo  anterior  habíamos  observado  que,  tras  el  tratamiento  sin 

glucosa, el Z‐VAD  inhibía  la muerte en  las células DKO. Pudimos observar  la 

protección, tanto por  la disminución de células observadas en sub‐G1 como 

por  la  reducción  en  la  proporción  de  células  positivas  para  yoduro  de 

propidio. Quisimos determinar actividad caspasa en estas células y utilizamos 

la técnica de DEVDasa. Tal y como explicamos en el apartado de Materiales y 

métodos, utilizamos un  substrato de caspasas, el DEVD, que al  ser cortado 

por éstas, emite  fluorescencia. Se puede observar en  figura 2, que  las DKO 
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tienen  actividad  caspasa  tras  tratarlas  sin  glucosa.  La máxima  actividad  se 

presenta a  las 48 horas, coincidiendo con el  tiempo en el que observamos 

mayor pico sub‐G1.  

Quisimos  analizar  la  actividad  caspasa  también  por  western  blot.  Las 

caspasas,  con actividad proteasa  tienen afinidad por diferentes  substratos, 

como por ejemplo PARP. Al tratar las células DKO sin glucosa, observamos el 

corte de estos substratos y que el Z‐VAD es capaz de retrasar o de inhibir en 

su totalidad el corte. Además observamos la degradación de la procaspasa‐3 

tras la privación de glucosa y que el Z‐VAD es capaz de retrasar el corte.  

Figura  2.  La  privación  de  glucosa  induce  actividad  caspasa  en  las  células 
deficientes en bax bak .  

A, Las células DKO  fueron tratadas sin glucosa en presencia o ausencia de Q‐VD a 
los  tiempos  indicados.  Los  lisados  celulares  fueron  incubados  con el  substrato de 
caspasas AC‐DEVD‐amc  (Pharmigen) siguiendo  las  instrucciones del fabricante. Los 
resultados  muestran  la  media  y  SEM  de  3  experimentos.  Los  valores  de 
fluorescencia, corresponden a unidades arbitrarias y se dividen por  los valores de 
fluorescencia de las muestras no tratadas. 
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Fig2 B, DKO fueron tratadas hasta 96 horas sin glucosa, en presencia o ausencia de 
Z‐VAD. Una muestra  fue  tratada  con  TNF 1ng/ml  y CHX 5µM durante 24h,  como 
control  positivo  de  apoptosis,  en  ausencia  o  presencia  de  Z‐VAD.  Los  lisados 
celulares de células DKO se prepararon como se describe en Materiales y métodos y 
se realizó un western blot para las proteínas indicadas. 

 

3.1.3 La  caspasa  iniciadora  de  la  apoptosis  en  DKO,  inducida  por 

privación de glucosa es la caspasa‐8 

Antecedentes  en  el  grupo  demostraron  que  la  vía mitocondrial  no  estaba 

implicada  en  la  muerte  por  privación  de  glucosa  en  las  DKO  (Caro‐

Maldonado, Tait et al. 2010)  y que  la  caspasa‐9 no estaba  implicada en  la 

apoptosis. También, se demostró que células DKO  transfectadas con CrmA, 

una proteína del  virus de  la  viruela bovina que  inhibe  selectivamente  a  la 

caspasa‐8 y 1, estaban protegidas tras  la retirada de glucosa. Puesto que  la 

caspasa‐1  posee  un  papel más  focalizado  en  respuesta  inmunológica,  nos 

centramos  en  determinar  si  era  la  caspasa‐8,  la  caspasa  iniciadora  por  la 

respuesta inducida tras la privación de glucosa. 
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Para  ello  transfectamos  las  células DKO  con oligonucleótidos  siRNA  contra 

caspasa‐8 y un control en paralelo. La disminución en los niveles de caspasa‐

8  protegió  de  la  privación  de  glucosa,  confirmando  que  esta  caspasa  está 

relacionada con la muerte apoptótica inducida por la privación de glucosa en 

las células (fig 3). 

Además, en  el grupo se realizaron líneas estables con shRNA para caspasa‐8 

y éstas  también estaban protegidas  tanto de TNF  como de  la privación de 

glucosa (Caro‐Maldonado, A). 

Fig  3.  El  silenciamiento  temporal  de  los  niveles  de  caspasa  8  en  células  DKO, 

protege de la muerte inducida por privación de glucosa.  

A‐B,  Células  DKO  fueron  transfectadas  con  un  oligonucleótido  control  o  siRNA 
contra caspasa‐8. Después de 48horas de  la transfección, se recogió proteína para 
el western  blot  (A)  o  se  trataron  en  ausencia  de  glucosa  durante  72  horas más. 
Después se recogieron para su análisis por sub‐G1 (B). La figura muestra la media y 
SEM  de  3  experimentos  independientes.  Adaptado(Caro‐Maldonado,  Tait  et  al. 
2010). 

 

 

Aún  así  quisimos  estar  seguros  de  que  los  resultados  observados  en  los 

fibroblastos murinos  deficientes  en  Bax  y  Bak  no  eran  una  característica 

específica de estas células. 
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Para ello  transfectamos células humanas HeLa con el siRNA para caspasa‐8 

humana (Fig 4A y B). Después de 72 horas tras la transfección, tratamos a las 

células con medio sin glucosa y analizamos  la muerte celular. Las HeLa que 

han sido transfectadas con el siRNA para caspasa‐8 estaban protegidas tanto 

del tratamiento de TNF como de la privación de glucosa. 

Fig 4. La bajada de los niveles de caspasa‐8 en células HeLa protege de la muerte 

apoptótica inducida después de la privación de glucosa.  

A,  Células  HeLa  fueron  transfectadas  con  el  siRNA  control  o  contra  caspasa  8 
durante 72 horas. Después se privaron de glucosa en presencia o ausencia de Q‐VD 
y se analizaron por citometría a  los tiempos  indicados. Una muestra como control 
positivo fue tratada durante 24horas con TNF 10ng/ml y CHX 5µM (B) 

C, Se muestra el western blot con la cinética de silenciamiento del siRNA de caspasa 
8, comparado con el control en estas células. Adaptado (Caro‐Maldonado, Tait et al. 
2010) 
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Todos estos  resultados  indicaban que  la muerte apoptótica  inducida por  la 

privación  de  glucosa  en  las DKO  y  en  las HeLa  se  produce  a  través  de  la 

caspasa‐8, como caspasa iniciadora. 

3.2 La  2‐deoxiglucosa  como  inhibidor  del  metabolismo 

glicolítico 

3.2.1 Las células de rabdomiosarcoma alveolares son sensibles a la 2‐

deoxiglucosa 

Nuestros  resultados mostraban  que  la  inhibición  de  la  glicolisis  puede  ser 

eficaz  frente  a  células  tumorales  muy  resistentes  a  otros  tratamientos. 

Puesto que no es posible privar de glucosa a un paciente, quisimos analizar el 

efecto  de  la  2‐DG,  como  inhibidor  de  la  glicólisis,  en  células  de 

rabdomiosarcoma  in  vitro.  Estos  tumores  están  poco  estudiados  y  la 

quimioterapia no es del todo eficiente. Por ello es importante estudiar otras 

terapias más eficaces.  

Existen diferentes  trabajos que estudian  los efectos  inhibitorios de  la 2‐DG 

en células cancerígenas. Por ejemplo, sabemos que disminuye el crecimiento 
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celular,  inhibiendo  la proliferación celular, para el ciclo celular o promueve 

muerte celular (Zhang, Deslandes et al. 2006). 

Hemos observado anteriormente (Fig 1D, F, G) que la privación de glucosa en 

células de  rabdomiosarcoma  induce necrosis. Así que quisimos estudiar  los 

efectos  de  la  2‐DG  en  líneas  celulares  de  rabdomiosarcoma  alveolar  y 

embrional. 

En  la figura 5, se observan diferentes  líneas de rabdomiosarcoma alveolar y 

embrional que han sido tratadas con 2‐DG a diferentes dosis entre 2mM y 20 

mM.  

Figura 5.  Las células de rabdomiosarcoma alveolar son sensibles a la 2‐DG.  

Células Rh4  (A), Rh30  (B), Rh41  (C), RD  (D) y A204  (E)  fueron  tratadas a  las dosis 

indicadas con 2‐DG en presencia de 20 µM de Q‐VD o DMSO. Después de 72h de 

tratamiento, se fijaron y se analizó sub‐G1 por citometría. El control se sembró a la 

mitad de células  para evitar el sobre‐crecimiento en placa. UNT: no tratadas 
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La  droga  inhibe  el  crecimiento  en  todas  las  líneas  de  rabdomiosarcoma 

alveolar, siendo Rh4 la línea que más respuesta presenta al tratamiento. 

Observamos muerte incluso cuando tenemos grandes cantidades de glucosa 

en el medio (25 mM), indicando que las Rh4 son las más sensibles a la 2‐DG. 

Si comparamos  las cinéticas de muerte de  las 4  líneas de rabdomiosarcoma 

alveolar, Rh4, Rh30 y Rh41, en todas ellas, observamos que tenemos muerte 

a  partir  de  5  mM  de  2‐DG.  Estas  células  sufren  apoptosis  después  del 

tratamiento con 2‐DG, puesto que el ADN se degrada y las células presentan 

sub‐G1 tras el análisis en el citómetro. Igualmente, en presencia de Q‐VD, las 
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células  están  protegidas  de  la  2‐DG.  Indicando  que  mueren  de  manera 

dependiente de caspasas.  

En  la  figura  6,  se  muestran  imágenes  de  células  de  rabdomiosarcoma 

alveolar,  Rh30,  tratadas  con  2‐DG  e  incorporación  de  yoduro  de  propidio. 

Claramente  se observa que  el Q‐VD protege de  la muerte  inducida por  2‐

deoxiglucosa, aunque la protección es más obvia en las Rh4 y Rh41. 

Figura 6.  Las células de rabdomiosarcoma alveolar son sensibles a la 2‐DG (Línea 
Rh30). Las células fueron tratadas con 10mM de 2‐DG en presencia de 20 µM de Q‐
VD o DMSO. Después de 72h de tratamiento, se realizó un marcaje con yoduro de 
propidio (PI) 0,5 μg/ml para determinar la muerte celular. Se tomaron imágenes al 
microscopio  de  fluorescencia  con  un  objetivo  de  20X.  Las  células  control  fueron 
sembradas a la mitad para evitar el sobre‐crecimiento en placa.   
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En comparación con los rabdomiosarcoma alveolares, los embrionales tienen 

un  mejor  pronóstico  de  cara  al  tratamiento  en  pacientes.  Nosotros 

observamos  que  las  líneas  celulares  de  RD  y  A‐204  son  mucho  más 

resistentes  que  las  células  alveolares  de  rabdomiosarcoma.  Tal  y  como  se 

observa en  la  figura 5D, únicamente  la  línea  celular RD presenta muerte a 

altas dosis de 2‐DG, 20 mM de 2‐DG, casi equimolar con las dosis de glucosa 

que hay en el medio. Pero el Q‐VD no es capaz de revertir esta muerte.  

Curiosamente,  la  línea  A‐204  es  prácticamente  resistente  a  las  dosis 

utilizadas de 2‐DG, tal y como se observa en la figura de análisis de la muerte 

celular en el citómetro (fig 5E) o tras el marcaje con yoduro de propidio (fig 

7). Sin embargo, el tratamiento a altas dosis  inhibió  la proliferación. En este 

caso,  quisimos  saber  si  la  parada  del  crecimiento  celular  era  irreversible.  

Para ello, después de 72 horas del  tratamiento con 2‐DG,  le cambiamos el 

medio a las células y las cultivamos en ausencia de la droga.  

Figura  7.  Las  células  de  rabdomiosarcoma  embrional  son  resistentes  a  la  2‐DG 

(Línea A204).  

Las células fueron tratadas con 20mM de 2‐DG. Después de 72h de tratamiento, se 
realizó  un marcaje  con  yoduro  de  propidio  (PI)  a  0,5  µg/ml  para  determinar  la 
muerte  celular.  Se  tomaron  imágenes  al  microscopio  de  fluorescencia  con  un 
objetivo de 20X.  
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En  la figura 8, se observa que  la parada de  la proliferación es reversible, ya 

que  las  células  empezaron  a  crecer  inmediatamente  después  de  sacar  la 

droga.  Estos  resultados  indicarían  la  resistencia  al  tratamiento  con  2‐

deoxiglucosa en las células A‐204. 

Figura 8.  La 2‐DG no impide que las células A‐204 continúen proliferando.  

24 horas después de sembrar  las células A‐204, uno de  los pocillos fue teñido con 
cristal violeta (C, control) y el resto creció en ausencia (C72) o presencia de 20 mM 
de 2‐DG durante 72h. Las células fueron lavadas e incubadas con medio fresco a los 
tiempos  indicados. Las células adheridas  fueron  teñidas con cristal violeta al 0.2% 
con  2%  de  etanol  durante  20  minutos  y  solubilizadas  en  un  10%  de  SDS.  La 
absorbancia fue medida a 595nM. 
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3.2.2 El factor inducible de hipoxia (HIF‐1) no es el responsable de la 

resistencia a la 2‐DG en células de rabdomiosarcoma embrional 

El  oxígeno  es  necesario  para  la  producción  de  ATP  por OXPHOS,  pero  en 

condiciones  de  hipoxia,  las  células  suelen  hacer  más  glicólisis  para 

sintetizarlo. Esta dependencia en  la glicólisis  las hace más  sensibles a  la 2‐

deoxiglucosa. Generalmente, la manera de responder a condiciones bajas de 

oxígeno es  sobre‐expresando el  factor HIF, que a  su  vez aumenta enzimas 

glicolíticos  y  transportadores  de  glucosa  (Johnson  and  Perkins  2012).  Así 

pues, cabe la posibilidad en nuestro sistema que los niveles de expresión de 

HIF1‐α sean diferentes en las células embrionales que en las alveolares y que 

ésto regule la captación y  toxicidad de la 2‐DG. 

Por este motivo, para comprobarlo, analizamos la expresión de los niveles de 

HIF en  las 5  líneas de rabdomiosarcoma estudiadas. Como se observa en  la 

figura 9A, no pudimos detectar esta proteína en células sin tratar en ninguna 

de  las  líneas  celulares.  A  pesar  de  ello,  para  descartar  que  HIF  fuera 

responsable del fenotipo diferente en alveolares y embrionales, silenciamos 

la proteína HIF mediante dos  secuencias de  siRNA de HIF  tanto en  células 

Rh4 de  (fig 9B y C), como en células A204  (fig 9B y D). Los resultados de  la 

figura  9C  indican  que  el  silenciamiento  de  HIF  en  las  Rh4  sensibiliza 

ligeramente a  la muerte  inducida por 2‐DG a  las 48 horas. Mientras que en 

las  A204,  tal  y  como  se  observa  en  las  imágenes,  no  hay  diferencias  con 

ninguna de las secuencias del siRNA de HIF probadas. 
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Figura 9.  La expresión de HIF‐1α expression no explica la sensibilidad diferente a 

la 2‐DG entre células alveolares y embrionales.  

A,  Las  líneas  celulares  indicadas  fueron  analizadas  para  la  expresión  de  HIF‐1α. 
Utilizamos células A204 como control positivo tratadas con   CoCl2 200µM durante 
4horas.  

B, A204 y Rh4 fueron tratadas con CoCl2 200µM durante 4horas o con 10mM de 2‐
DG a  los  tiempos  indicados y  recogidas para el análisis de  la expresión de   HIF‐1α 
por western blot.  

 

 

 

C, Las células Rh4 fueron transfectadas con el control o el siRNA de HIF‐1α. Después 
de 72h, fueron tratadas con 2‐DG 10mM a los tiempos indicados y recogidas para el 
análisis de subG1. El test t‐student test pareado  indica que el   siRNA contra HIF‐1α 
produce  una  pequeña  sensibilización  significativa  a  la  2‐DG  a  48h  (p=0.049,  n=4 
experimentos) 

D, Las A204 no son sensibles a la 2‐DG tras el pretratamiento con siRNAs contra HIF‐
1α.  Los  mismos  resultados  se  obtuvieron  en  el  análisis  para  subG1  de  células 
tratadas con siRNA tras 48h y 72h.  
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3.2.3 La  2‐deoxiglucosa  induce  diferenciación  en  las  células  de 

rabdomiosarcoma alveolar Rh4 y Rh30. 

Puesto que  las células diferenciadas dejan de   proliferar, uno de  los puntos 

clave  en  la  terapia  es  promover  la  diferenciación  de  las  células  de 

rabdomiosarcoma. Después del  tratamiento  con 2‐DG, observamos que  las 

células  Rh4  y  Rh30  de  rabdomiosarcoma  alveolar,  presentaban  fusiones 

entre  ellas,  características  de  la  formación  de  miotubos  y  diferenciación 
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terminal (fig 10A). El western blot indicaba que la 2‐DG induce una bajada de 

la proteína de fusión PAX3/FOXO1α que mantiene el estado desdiferenciado 

en estas  células  (Kikuchi, Tsuchiya et al. 2008). El efecto  fue bastante más 

pronunciado  cuando  las  células  se  cultivaron  con medio  de  diferenciación 

(sin suero, DM)(fig10B). Además, no fue inhibido por el Q‐VD, indicando que 

el proceso de diferenciación no es consecuencia de la actividad caspasa. 

Fig 10. La 2‐DG promueve diferenciación en células de rabdomiosarcoma alveolar.  

A, Un total de 4x105 de células Rh4 o 1.8X105 células de Rh30 fueron sembradas en 
placas de 6 pocillos  tratadas con 10mM de 2‐DG en presencia de 20µM Q‐VD con 
medio completo (RPMI + 10%FBS) o medio de diferenciación (DM, RPMI sin suero) 
durante 48h. Se muestran imágenes de microscopio de contraste de fase. Las flechas 
señalan células fusionadas con una morfología típica de microtúbulo.  
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Fig 10 B,  Los western blots muestran unos niveles  reducidos de PAX3/FOXO1α en 
RH4  y Rh30 en presencia de 2‐DG durante 72 o 55h  respectivamente.  Los  lisados 
celulares  se  hicieron  con  RIPA  para  el  análisis  de  expresión  con  el  anticuerpo  de 

FOXO‐1.  

 

3.2.4 La 2‐dg induce muerte celular apoptótica en las Rh4 

Como  hemos  comentado  en  el  capítulo  anterior,  la  inhibición  del 

metabolismo  de  la  glucosa  puede  inducir  muerte  celular  necrótica  o 

apoptótica, dependiendo del tipo celular (Caro‐Maldonado A, Munoz‐Pinedo 

C, 2011).  

Habíamos  observado  en  la  figura  5  que  la  2‐DG  induce  apoptosis  en  las 

células de  rabdomiosarcoma alveolar ya que el  inhibidor de caspasas Q‐VD 

inhibía  tanto  la  producción  del  pico  hipodiploide  sub‐G1,  como  las  células 

que  eran  positivas  para  yoduro  de  propidio.  Para  poder  demostrar  que 

efectivamente se produce apoptosis, quisimos verificar  la actividad caspasa 

por western blot.  

Las  caspasas,  al  ser  proteasas,  cuando  están  activas  cortan  diferentes  

proteínas  substrato  y  tanto  la  consecuencia  de  las  primeras,  como  de  las 

segundas  puede  ser  analizada  por  “western  blot”.  Nosotros  no  pudimos 

detectar el fragmento cortado de la caspasa‐3 tras el tratamiento. Pero la 2‐

DG promueve el corte del substrato de caspasas PARP y el Q‐VD es capaz de 

inhibir el corte  (fig 11A). Además,  la 2‐DG  induce actividad caspasa medida 
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por  el  corte  del  substrato  peptídico  que  emite  fluorescencia.  Pudimos 

observar que  la máxima actividad de  caspasa  se produce a  las 48 horas, y 

que el Q‐VD es capaz de revertir esta actividad (fig 11B). 

Fig 11. La 2‐DG promueve apoptosis en las células Rh4.  

Las Rh4 fueron cultivadas a los tiempos indicados con 10mM de 2‐DG en presencia o 
ausencia de Q‐VD o DMSO.  

A,  Los  lisados  celulares  fueron preparados  con  tampón de  lisis  y  las proteínas  se 
resolvieron por western blot.  

B, Los lisados fueron incubados con el substrato AC‐DEVD‐amc (Pharmingen) según 
las instrucciones del fabricante. Se muestra la media y SEM de 3 experimentos. Los 
valores de fluorescencia (unidades arbitrarias) fueron  normalizados por los valores 
de fluorescencia de las células no tratadas.

 

También estudiamos la morfología nuclear en las células Rh4. Transfectamos 

las células con un plásmido que expresa histona‐2B unida a GFP y tras tratar 

con  2‐deoxiglucosa  las  observamos  en  el microscopio  de  epifluorescencia. 

Utilizamos  etopósido  como  un  inductor  de  apoptosis  en  estas  células. 

Pudimos  observar  que  la  2‐DG  induce  una  clásica  condensación  y 

fragmentación cromatínica (fig 12). 
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Fig 12. La 2‐DG induce condensación clásica de la cromatina en Rh4.  

Las Rh4 fueron transfectadas con 2µg de un plásmido que contiene histona‐2B GFP 
fluorescente con  lipofectamina durante 24h. Después fueron cultivadas con medio 
normal,  10mM  de  2‐DG  o  10µM  de  etopósido  durante  48horas.  Se  muestran  
imágenes con microscopio de fluorescencia a 40 aumentos. 

 

 

3.2.5 La  apoptosis  inducida  por  la  2‐DG  en  las  Rh4  se  produce  a 

través de la ruta mitocondrial 

Existen varios estudios que  indican que  la muerte  inducida por privación de 

nutrientes, y principalmente la privación de glucosa, induce apoptosis por la 

vía  mitocondrial  en  diferentes  tipos  celulares.  Por  ejemplo,  en  células 

hematopoyéticas  linfoide  FL5.12,  los  bajos  niveles  de  glucosa  inducen  la 

translocación  de  Bax  a  la  mitocondria  con  la  consecuente  liberación  de 

citocromo  c.  Otro  ejemplo  sería  que  la  sobreexpresión  de  genes 

antiapoptóticos como Bcl‐2 protegen de  la muerte apoptótica por privación 

de glucosa a células de cáncer de mama MCF7    (Lee, Galoforo et al. 1997), 

(Vander Heiden MG, Plas DR et al, 2001). Pero tal y como observamos en el 
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capítulo 1,  la privación de glucosa induce apoptosis a través de la caspasa‐8 

y  no  requiere  que  la  vía  mitocondrial  esté  funcionando  en  fibroblastos 

murinos deficientes en Bax y Bak.  

La caspasa‐8 está  también  implicada en  la muerte por privación de glucosa 

en  células HeLa.  Puesto que  estas  células pueden morir  a  través de  la  vía 

mitocondrial,  podría  ser  que  la  caspasa‐8  estuviera mediando  la muerte, 

induciendo el corte directo de caspasa‐3 o bien el corte de  la proteína BH3‐

only, Bid, que puede activar a  su vez a  las proapoptóticas Bax  y Bak en  la 

mitocondria. La caspasa‐8 también está implicada en la muerte de las células 

deficientes  en  Bax  y  Bak.  Por  ello,  quisimos  saber  si  las  células  de 

rabdomiosarcoma morían de forma dependiente de la caspasa‐8 y en primer 

lugar determinamos si expresaban la caspasa‐8. Tal y como se ve en la figura 

13,  las  células  de  rabdomiosarcoma  alveolar  estudiadas,  y  sobretodo  Rh4, 

que  es  la  más  sensible  a  la  2‐DG,  no  presentan  niveles  detectables  de  

caspasa‐8.  

 

Fig 13. Las células de rabdomiosarcoma expresan bajos niveles de caspasa‐8.  

Los  extractos  de  lisados  de  células  embrionales  (embr.)  o  alveolares  fueron 
analizados  para  la  expresión  de  caspasa–8  por  western  blot.  HeLa  fue  utilizada 
como control positivo de expresión de caspasa‐8. 
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A pesar de no detectar expresión de caspasa‐8 en las Rh4 sin tratar, quisimos 

descartar totalmente la implicación de la ruta extrínseca de la apoptosis en la 

muerte  por  2‐DG  y  tratamos  las  células  Rh4  durante  20  horas  con  los 

ligandos de muerte FasL y TNF para asegurarnos de que no había activación, 

utilizando como control positivo la estaurosporina. Como vemos en la figura 

14, no observamos muerte a diferentes dosis utilizadas. 

Fig 14. Las células Rh4 no mueren a través de la ruta extrínseca. 

Las  células  fueron  preincubadas  durante  30 minutos  con  5µM  de  cicloheximida 
(CHX) en presencia del ligados de Fas y TNF a las concentraciones indicadas durante 
48  horas.  Se  trató  una muestra  con  estaurosporina  (STS)  1µM  como  control  de 
apoptosis. Después, se recogieron las células y se analizó la muerte por citometría. 

 

 Además,  quisimos  analizar  la  ruta  mitocondrial  detectando  las  formas 

activas de Bax y Bak en  la mitocondria utilizando  inmunofluorescencia. Para 

ello  tratamos  las  células  Rh4  durante  48  horas  con  2‐DG,  en  presencia  o 

ausencia  de  Q‐VD  (Fig  15).  Utilizamos  anticuerpos  de  Bax  y  Bak  que 

únicamente detectan  la forma activa de estas proteínas. Como observamos 

en la figura 15, la 2‐DG promueve la activación de Bax y Bak incluso cuando 
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las células son tratadas con Q‐VD. El Q‐VD, únicamente es capaz de inhibir la 

condensación de cromatina,  indicando que  la activación de Bax y Bak no es 

una consecuencia de la actividad caspasa. 

Fig 15. La 2‐DG activa a Bax y Bak en las células Rh4
  
Detección de Bax y Bak activo y condensación de  la cromatina. Las células   fueron 
no  tratadas  (panel  izquierdo) o  tratadas con 2‐DG  (panel derecho) en presencia o 
ausencia  de  Q‐VD  durante  48  horas.  DAPI,  40,6‐diamidino‐2‐fenilindol;  DMSO, 
dimetil sulfoxido. Las imágenes fueron tomadas en el microscopio de fluorescencia 
a 40X de aumentos. 
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3.2.5.1 La  sobre‐expresión de Bcl‐xL  y Mcl‐1  en Rh4 protege  a  las 

Rh4 de la 2‐DG 

Con  el  fin  de  seguir  demostrando  que  la  vía  intrínseca mitocondrial  es  la 

responsable, nos centramos en el papel de  las proteínas antiapoptóticas de 

la familia de Bcl‐2: Bcl‐xL y Mcl‐1. Estas proteínas poseen dominios BH3 que 

les permiten unirse a otras proteínas Bcl‐2, como por ejemplo a Bax y Bak, 

impidiendo  su  activación  y  polimerización  en  la  membrana  mitocondrial 

externa.  

Primero estudiamos la implicación de Bcl‐xL en la muerte tras el tratamiento 

con la 2‐deoxiglucosa. Para ello, las células Rh4 fueron transfectadas con un 

plásmido portando Bcl‐xL. Después de seleccionarlas con el antibiótico para 

generar  estables,  las  células  fueron  tratadas  con  2‐DG  o  bien  con 

estaurosporina,  como  inductor  de  apoptosis.  Tal  y  como  se  observa  en  la 

figura  16,  las  células  que  sobre‐expresan  Bcl‐xL  están  protegidas  de  la 

muerte  inducida  tanto  por  2‐DG  como  por  estaurosporina,  indicando  la 

implicación de la ruta mitocondrial en la muerte por 2‐DG. 

Fig 16. Las células que sobre‐expresan establemente Bcl‐xL están protegidas de la 
muerte inducida por 2‐DG.  

Células procedentes de  la  línea parental  y Rh4 que expresan establemente Bcl‐xL 
fueron  analizadas  por  western  blot  (A)  o  cultivadas  con  2‐DG  a  10mM  (B)  o 
estaurosporina 300nM (C) y recogidas a los tiempos indicados para el análisis de la 
muerte por sub‐G1. Los resultados muestran una media y SEM de 5 experimentos. 
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Además,  quisimos  asegurarnos  de  la  implicación  de  Bcl‐xL  y Mcl‐1  en  la 

muerte por 2‐DG. Las células Rh4  (Fig 17 A‐C),  fueron transfectadas con un 

plásmido que expresa GFP fluorescente y con dos concentraciones diferentes 

del  vector  que  codifica  para  Mcl‐1  y  Bcl‐xL.  Como  control  negativo 

transfectamos con el vector vacío hasta igualar la concentración final de ADN 

total  en  las  diferentes  condiciones.  El  análisis  de  Sub‐G1  de  células  GFP 

positivas, reveló que  la sobre‐expresión de Bcl‐xL y de Mcl‐1 protegía de  la 

muerte inducida por la 2‐DG.  

Fig 17. Las células que sobre‐expresan Mcl‐1 y Bcl‐xL están protegidas de la muerte 

inducida por 2‐DG.  

A‐B  , Rh4 fueron transfectadas con 2.5 mg del vector que codifica para  la proteína 
de membrana GFP o con el vector vacio (‐), 2.5mg (bajo) o 7.5 mg (alto) del vector 
que  codifica para Mcl‐1  (A) o Bcl‐xL  (B). El  vector  vacío  corresponde a 10 mg del 
total de ADN. Después de 2 horas,  las  células  se  tripsinizaron  y  se  sembraron de 
nuevo. Quince horas más  tarde, se puso medio  fresco y se dejaron sin  tratar o se 
trataron con 10 mM de 2‐DG durante 48 horas. Se muestra el análisis de sub‐G1 de 
las células GFP positivas que corresponden a un 10‐15%. 
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C,  Se muestra  el western  blot  de  la  sobre‐expresión  de Mcl‐1  tras  24  horas  de 
transfección. 

 

 

3.2.5.2 La  reducción  de  los  niveles  de  Mcl‐1  y  Bcl‐xL  en  Rh4 

sensibiliza a la muerte por 2‐DG 

Con el fin de seguir corroborando  la ruta mitocondrial y    los resultados que 

teníamos  sobre  el  papel  de  las  proteínas  Bcl‐xL  y  Mcl‐1  en  la  muerte 

mitocondrial  inducida  por  2‐DG,  silenciamos  dichas  proteínas  mediante 

siRNA. En  la misma  tónica de  lo que encontramos en  los experimentos de 

sobre‐expresión,  la bajada de  la expresión de dichas proteínas  sensibiliza a 

las células Rh4 al tratamiento con 2‐DG. 
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Fig  18.  La  reducción  de  los  niveles  de  Mcl‐1  y  Bcl‐xL  en  Rh4  sensibiliza  al 

tratamiento por 2‐DG.  

Las células Rh4 fueron transfectadas con ARN de  interferencia (siRNA) contra Bcl‐xL 
(B) o Mcl‐1 (A) durante 8 y 6 horas respectivamente (tiempos 0 en la figura), tratadas 
después con 2‐DG a los tiempos indicados y recogidas para su análisis por sub‐G1. La 
expresión de  las proteínas después de  tratar  con 2‐DG  se muestra en  los western 
blots C y D, mostrando un  silenciamiento óptimo de ambas. * muestra diferencias 
significativas respecto al control de (P < 0.05). 

E, Para corroborar  los  resultados sobre Mcl‐1,  las células Rh4  fueron  tratadas  igual 
que en la figura 18A , pero con una secuencia diferente de siRNA para Mcl‐1.  
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Para  seguir  abordando  el  papel  de  la  ruta mitocondrial,  quisimos  inhibir 

selectivamente  las  proteínas  Bcl‐xL  y  Bcl‐2  al  mismo  tiempo.  Para  ello, 

utilizamos el compuesto ABT‐737, que mimetiza a las proteínas “BH3 only” e 

inhibe a las proteínas antiapoptóticas Bcl‐2 y Bcl‐xL. 

La presencia de ABT‐737 durante el tratamiento con  la 2‐DG en células Rh4 

sensibilizó  un  poco  a  las  muerte,  aunque  no  de  una  forma  claramente 

sinérgica.  Por  ello  es  necesario  estudiar  el  papel  de  otros  antiapoptóticas 

como Mcl‐1, que no pueden ser inhibidos por el ABT‐737. 

Fig 20. La combinación de 2‐DG y ABT‐737 no sinergiza con la muerte inducida por 

2‐deoxiglucosa sola.  

Rh4 fueron cultivadas durante  los tiempos  indicados con 10mM de 2‐DG, ABT‐737 
(1 y 10 µM) o ambos compuestos al mismo tiempo y recogidas para análisis sub‐G1. 
El gráfico muestra media y SEM de 5 experimentos.
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3.2.5.3 La 2‐DG promueve la bajada de la expresión de Mcl‐1  

Existen  diversos  estudios  donde  se  demuestra  que  la  inhibición  del 

metabolismo de la glucosa, ya sea a través de la privación de glucosa o por el 

tratamiento  con  2‐DG,  promueve  la  bajada  de  los  niveles  de  la  proteína 

antiapoptótica Mcl‐1.  Por  ejemplo,  en  células  de  linfoma  la  expresión  de 

dicha proteína  es  esencial para  la  supervivencia de  las  células  (Wensveen, 

Alves et al. 2011). Además, la bajada de los niveles de Mcl‐1 en condiciones 

de privación de nutrientes induce apoptosis en linfocitos  (Opferman, Letai et 

al. 2003).  

En nuestro modelo,  como observamos en  la  figura 21 de western blot, en 

células  Rh4,  el  tratamiento  con  2‐DG  redujo  los  niveles  de Mcl‐1,  además 

esta bajada no se previno con Q‐VD. También, Bcl‐2 o Bcl‐xL incrementaban 

tras el tratamiento. 

Por  otro  lado,  queríamos  asegurarnos  de  los  niveles  absolutos  de  las 

proteínas Bax y Bax tras el tratamiento. En el panel, los niveles de expresión 

de éstas no cambian significativamente.  
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Fig 21. La 2‐DG induce una bajada de los niveles de Mcl‐1 en las células Rh4.  

Rh4  fueron  cultivadas  durante  los  tiempos  indicados  con  10mM  de  2‐DG  en 
presencia o  ausencia de Q‐VD  a una  concentración de 20µM  y  recogidas para  el 
análisis de las proteínas indicadas mediante western blot. 

 

 

3.2.5.4 La muerte inducida por 2‐DG se produce a través de Noxa 

Por otro lado, nos centramos en saber cuál es la “BH3‐only” responsable de 

la muerte inducida por 2‐DG. Para ello, tratamos las células Rh4 a diferentes 

tiempos con la 2‐DG y observamos por “western blot“ que el tratamiento no 

induce Puma. Sin embargo, los niveles de Bim y Noxa se veían incrementados 

(Fig 22A). 
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Fig 22 C‐D (página 87) 

C, Las células transfectadas con los siRNA de Bim, Noxa o la combinación de ambas, 
fueron analizadas por sub‐G1 tras el tratamiento con 2‐DG. ** P <0.01 (n=4). 

D, Las células Rh4 fueron tratadas  igual que en  la figura B, pero con una secuencia 
diferente de ARN de interferencia para Noxa.  

 

Para  analizar  la  posible  implicación  de  estas  proteínas,  las  silenciamos  de 

forma transitoria mediante ARN de interferencia. Tal y como observamos en 

la  figura  22C,  el  silenciamiento  de Noxa,  pero  no  el  de  Bim,  confiere  una 

resistencia  significativa  a  la muerte  inducida  por  el  tratamiento  de  2‐DG. 

Cuando realizamos el silenciamiento de la expresión de ambas proteínas a la 

vez, no encontramos una mayor protección a  la muerte comparándola   con 

el silenciamiento de Noxa únicamente. Estos datos sugieren que es Noxa, y 

no Bim,  la principal “BH3‐only” mediadora en  la muerte  inducida por 2‐DG. 

Para confirmar del  resultado, utilizamos una segunda secuencia de ARN de 

interferencia para silenciar Noxa, (Fig 22D) y volvimos a observar protección 

a la muerte inducida por 2‐DG en las Rh4. 

Noxa está constitutivamente unido a Mcl‐1 en muchos tipos celulares (Alves, 

Derks  et  al.  2006)    y  también  se  ha  descrito  estar  unido  a  Bcl‐xL  (Zhang, 

Lopez et al. 2011). Además estas proteínas antiapoptóticas  son capaces de 

secuestrar a Bax y Bak, inhibiendo su activación. Por otro lado, las proteínas 

proapoptóticas  como  Noxa,  son  capaces  de  liberar  a  Bax/Bak  en  la 

mitocondria  promoviendo  la  liberación  de  citocromo  c.  Por  ello,  quisimos 

estudiar las interacciones entre estas proteínas por inmunoprecipitación tras 

el tratamiento con 2‐DG (Fig 23). 

Observamos que Mcl‐1 está constitutivamente unida a Bim y Noxa,  sin ver 

grandes diferencias tras el tratamiento con 2‐DG (Fig 23A y B). Por otro lado, 
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observamos  interacciones entre Mcl‐1 y Bak  (Fig 23C) e  interacciones   muy 

débiles entre Bak y Bcl‐xL (Fig 23D). No detectamos  interacciones entre Bcl‐

xL y Noxa o Bim (Fig 23E). Intentamos co‐inmunoprecipitar, sin éxito, Bcl‐2 y 

Bax con Bak o con Bcl‐xL/Mcl‐1, respectivamente. 

Fig 23. Interacciones entre miembros de la familia Bcl‐2. 

A‐D,  Las  células  Rh4  fueron  tratadas  con  2‐DG  10mM  durante  48  horas.  Y  la 

inmunoprecipitación (IP) y el “western blot” con los anticuerpos indicados se realizó 

según Materiales y Métodos. *, bandas  inespecíficas.  Input, corresponde a un 5% 

del inmunoprecipitado de proteína. IgG, inmunoglobulina G 
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Se ha descrito que Noxa es una diana transcripcional de p53. Sin embargo las 

Rh4  son  deficientes  en  p53  (Oda,  Ohki  et  al.  2000).  Otros  estudios  han 

demostrado  que  Noxa  puede  estar  sobreexpresada  por  daño  en  el  ADN, 

estrés reticular o inhibición del proteosoma de una forma independiente de 

p53 (Fernandez, Verhaegen et al. 2005), (Qin, Stennett et al. 2004). Algunos 

estudios recientes muestran que Noxa se une preferiblemente a Mcl‐1, pero 

no  a  Bcl‐xL  o  Bcl‐2  (Chen, Willis  et  al.  2005)  y  que  neutraliza  la  actividad 

antiapoptótica  de Mcl‐1,  promoviendo  su  degradación  (Willis,  Chen  et  al. 

2005). 

Nuestros resultados parecen  indicar que el balance de Noxa/Mcl‐1 es clave 

en  la muerte  celular  inducida por  inhibición del metabolismo. Además,  los 

niveles de estas dos proteínas y la actividad se han demostrado ser regulados 

por múltiples mecanismos transcripcionales y postranscripcionales (Pradelli, 

Beneteau et al. 2010) . 
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Por ello, quisimos estudiar  la  regulación  transcripcional  (Fig 24) de Mcl‐1 y 

Noxa. Tratamos  las células con 2‐DG a 10mM y recogimos ARN a diferentes 

tiempos, para hacer RT‐PCR. Como se observa en la figura 24A, pudimos ver 

que los niveles de ARN mensajero de Mcl‐1 y Noxa no varían demasiado tras 

el tratamiento con 2‐DG. 

Quisimos  analizar  la  estabilidad  de  estas  proteínas  para  ver  si  variaba  

durante  el  tratamiento  y  vimos  que  al  bloquear  la  síntesis  proteica  con 

cicloheximida, un inhibidor general de la traducción, la estabilidad de Mcl‐1 y 

Noxa se aumentaba cuando  las células  fueron  tratadas con 2‐DG  (Fig 24B). 

Ésto podría indicar una posible regulación traduccional de las proteínas, pero 

no explica cómo bajan los niveles de Mcl‐1. 

Puesto que Mcl‐1 es muy sensible a  la  inhibición de  la traducción, nosotros 

quisimos analizar dos de las vías que permiten la inhibición de la traducción.  

Por un  lado  la  fosforilación de  la  serina 51 del Factor de  iniciación 2‐alpha 

(eIF2α)  (Fig  24C).  EIF2α  es  una  subunidad  del  complejo  proteico  de  eIF2 

esencial para el reclutamiento del ARN de transferencia a  la subunidad 40S 

ribosomal e  iniciar así  la  traducción del ARN mensajero. La  fosforilación de 

únicamente una  fracción de eIF2α   es  suficiente para dificultar el  inicio de 

traducción. Y por otro  lado,  la  inhibición de mTOR que  impide  la traducción 

inhibiendo  a 4EBP1  e  eIF‐4E, de  forma que no  reconocen  la estructura de 

mRNA (Fig 24D)(Mills, Hippo et al. 2008); (Iglesias‐Serret, Pique et al. 2003). 

Tratamos  las  células  a  diferentes  tiempos  con  2‐DG  (fig  24C‐D)  y  tras  el 

análisis por western blot pudimos observar  tanto  la  fosforilación de  eIF2α 

como  la  inactivación de mTOR, a través de  la defosforilación de una de sus 

proteínas diana indirecta, S6. Además, analizamos los niveles de Mcl‐1 tras el 
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siRNA  de  Noxa,  y  pudimos  ver  que  Noxa  contribuye modestamente  a  la 

bajada de Mcl‐1.  

Concluimos  que  los  niveles  de  Noxa  y  Mcl‐1  se  regulan  post‐

transcripcionalmente,  probablemente  Noxa  podría  estar  regulando  los 

niveles de Mcl‐1 y que Mcl‐1 se regula mediante inhibición de su traducción. 

 

Fig 24. Los niveles de Noxa y Mcl‐1 se regulan postranscripcionalmente. 

A,  Las  células Rh4  fueron  tratadas  con 10mM de 2‐DG  y  recogidas  a  los  tiempos 
indicados  para  hacer  la  RT‐PCR.  Los  resultados  indican  3  experimentos 
independientes.  

B, Las Rh4 fueron cultivadas con medio normal (control) durante 24 horas o tratadas 
durante  72horas  con  2‐DG  en  presencia  o  ausencia  de  Q‐VD  para  prevenir  la 
degradación  que  pueda  ser mediada  por  caspasas.  Después  se  trataron  con  100 
mg/mL de cicloheximida  (CHX) para  inhibir  la  traducción de proteínas, durante  los 
tiempos  indicados  y  recogidas  para  “western  blot”.  Los  resultados muestran  un 
experimento representativo de 2 independientes. 

C,  Rh4  se  trataron  a  los  tiempos  indicados  con  10mM  de  2‐DG,  se  enseñan  los 
“western blot” de eIF2α (P‐eIF2) y S6 (P‐S6)  

D, Rh4 se transfectaron con siRNA de Noxa, tratadas igual que en C y recogidas para 
“western  blot”.  Los  niveles  de Mcl‐1  comparado  con  tubulina  se  analizaron  por 
densitometría.   
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3.2.5.5 El  estrés  reticular,  pero  no  la  pérdida  de  ATP,  es  el 

responsable de la regulación de Noxa y Mcl‐1 

La privación de glucosa y la 2‐deoxiglucosa dificultan la generación de ATP, la 

síntesis de macromoléculas, así como  las modificaciones de proteínas como 

la  acetilación  y  la  glicosilación.  En  algunos  tipos  celulares,  la  2‐DG 

desencadena la muerte celular, no por la inhibición de la glicólisis y causando 

estrés  energético,  sino  a  través de  la  interferencia  con  los procesos de N‐

glicosilación,  impactando  en  las  respuesta  de  proteínas mal  plegadas  y  el 

estrés del retículo endoplasmático (Kurtoglu, Gao et al. 2007).  

Quisimos determinar  la principal causa de muerte celular  inducida por  la 2‐

DG en nuestro  sistema. Para ello utilizamos el azúcar manosa.  Se asemeja 

estructuralmente a  la 2‐DG de tal manera que  la competencia entre ambas 

moléculas  implica alteraciones en  la síntesis de oligosacáridos y del proceso 

de  N‐glicosilación;  y  en  algunas  líneas  celulares  la  manosa  es  capaz  de 

rescatar  a  las  células  de  la  toxicidad  inducida  por  la  2‐DG,  restaurando  la 
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glicosilación  (Datema  and  Schwarz  1978).  Además,  en  lo  que  al  estrés 

reticular se refiere la manosa es crítica en el transporte de proteínas dentro y 

fuera del retículo (Vembar and Brodsky 2008).  

Primero  incubamos  las  células  con 2‐DG  y manosa  a diferentes  tiempos,  y 

observamos que la manosa previene completamente la muerte inducida por 

la 2‐deoxiglucosa en  las células Rh4  (Fig 25A). Puesto que  la 2‐deoxiglucosa 

inhibe  la glicólisis, y  la manosa revierte  la muerte, podríamos pensar que  la 

muerte  está  provocada  por  un  empeoramiento  en  la  glicosilación  de  las 

proteínas en el retículo, con el consecuente estrés reticular.  

Quisimos analizar  la  inducción de diferentes marcadores de estrés  reticular 

como  por  ejemplo  ATF4/CREB2,  GRP58  y  las  chaperonas  del  retículo 

GRP94/endoplasmina y GRP78/BiP (Fig. 25B). Estas dos últimas se unen a las 

proteínas  mal  plegadas  a  través  del  dominio  de  unión  a  péptidos  y 

promueven  el  adecuado  plegamiento,  previniendo  la  agregación  de 

proteínas. Además, muchas de ellas,  tienen  la capacidad de unirse al calcio 

manteniendo la homeostasis del retículo. Tal y como se observa en la figura 

de  “western  blot”  Fig  25B,  el  tratamiento  de  2‐deoxiglucosa,  provoca  la 

acumulación de  las proteínas marcadoras de estrés reticular GRP58, GRP94, 

GRP 78 y ATF4. Además,  la manosa no solamente previene  la  inducción de 

estas  proteínas,  sino  que  también  impide  la  acumulación  de  Noxa  y  la 

pérdida  de  Mcl‐1.  A  su  vez,  reduce  un  poco  la  inducción  de  Bim.  Estos 

resultados  indicarían  que  el  complejo  Noxa/Mcl‐1  está  relacionado  en  la 

apoptosis inducida por estrés reticular.  
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Además existen diversos estudios que lo demuestran con otras drogas, como 

el  bortezomib,  en  concreto  la  activación  del  factor  eIF2α  permite  la 

inducción  de  ATF4  y  ATF3,  miembros  de  la  familia  de  CREB.  Se  ha 

demostrado  la  unión  de  estos  complejos  al  promotor  del  gen  de  noxa  (a 

través de CRE  reporter  element),  aumentando  su  expresión  (Wang, Mora‐

Jensen et al. 2009). 

Por otro lado, para verificar que la manosa no está interfiriendo en todos los 

efectos de  la 2‐deoxiglucosa, por ejemplo,  reduciendo su captación o bien, 

aportando metabolitos para oxidación mitocondrial, analizamos  los efectos 

de este azúcar en la bajada de ATP. Para ello medimos los niveles de ATP en 

las  Rh4  tras  el  tratamiento  de  2‐DG  y  la  combinación  con  diferentes 

concentraciones  de  manosa.  Como  se  muestra  en  la  figura  25C,  la  2‐

deoxiglucosa promueve la reducción de los niveles de ATP, y la manosa no es 

capaz de revertirlos. Estos resultados sugieren que la manosa no está siendo 

utilizada para producir energía.  

Para seguir analizando el efecto del estrés reticular, tratamos las células con 

un  inductor  de  estrés  reticular,  la  tunicamicina,  a  la  dosis  que  promueve 

muerte celular con la misma cinética que lo hace la 2‐DG (Fig 25E). Pudimos 

observar  tras  el  análisis  por  western  blot  que  la  tunicamicina  también 

promueve el incremento a tiempos tardíos de los niveles de Noxa y la bajada 

de  los  niveles  de  Mcl‐1,  de  igual  forma  que  lo  hace  la  2‐DG  (Fig  25D). 

Significaría que el estrés reticular podría estar promoviendo  la  inducción de 

Noxa. 

Fig 25 D‐G 

D,  Las  células Rh4  son  tratadas  con 20ng/ml de  tunicamicina y  recogidas para  su 
análisis por “western blot” y sub‐G1. Media de al menos 3 experimentos.  
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Por otro lado, puesto que sabíamos que el factor de transcripción de ATF4 es 

un  inductor  de  la  expresión  de Noxa  en  otros  sistemas,  quisimos  saber  si 

bajando la expresión de ATF4 protegíamos a las células de la muerte celular. 

 E, Rh4 se trataron con 20 ng/ml de tunicamicina en ausencia o presencia de Q‐VD y 
se recogieron para el análisis por sub‐G1. La cinética con tunicamicina es similar a la 
que encontramos con 2‐DG en estas células y el Q‐VD protege de igual  forma. 

 F‐G,  Las  células  se  transfectaron  con  el  siRNA  de  ATF4  o  con  el  siRNA  control 
durante 8 horas, se trataron con 10 mM de 2‐DG durante los tiempos indicados y se 
recogieron para  el  análisis por  sub‐G1  (F) o para western blot  (G).  *P  <  0.05.  La 
subida de  los niveles basales de Mcl‐1  tras  la  transfección del    siRNA de ATF4 es 
reproducible y se enseña un experimento representativo de 3 réplicas (G). 
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Tal y como observamos en la figura 25F y 25G,  la bajada de ATF4 previene la 

muerte celular, y la pérdida parcial de los niveles de Mcl‐1.  

Por otro  lado, y para seguir estudiando el estrés en estas células, quisimos 

determinar  si  la  apoptosis  inducida por  estrés  reticular  era bloqueada por 

pefabloc,  un  inhibidor  general  de  la  actividad  serina  proteasa.  Se  ha 

demostrado que el pefabloc  inhibe  la muerte mediada por estrés  reticular 

(Egger, Schneider et al. 2003). Además, bloquea la degradación de substratos 

que son degradados vía proteosoma.  

Tratamos las células Rh4 con 2‐deoxiglucosa o tunicamicina, combinando con 

pefabloc  a  diferentes  dosis.  En  la  figura  26,  el  pefabloc  no  es  capaz  de 

proteger a las células de la 2‐deoxiglucosa, pero tampoco de la tunicamicina. 

  
Fig 26. El pefabloc no protege del estrés reticular en  las células Rh4  inducido por  
tunicamicina, ni 2‐DG. 

Las  células  Rh4  son  tratadas  con  20ng/ml  de  tunicamicina  o  10mM  de  2‐DG  en 
ausencia o presencia de 0.3mM de pefabloc y recogidas a los tiempos indicados para 
su análisis por yoduro de propidio. La muestra no tratada, corresponde a células que 
han sido cultivadas en medio normal.  
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3.3 Autofagia y Metabolismo 

En los últimos años, uno de los procesos homeostáticos más estudiados es la 

autofagia. La autofagia es un proceso dinámico de “canibalismo” de la propia 

célula. Se activa en respuesta a estrés metabólico, con el fin de reciclar en los 

lisosomas,  proteínas  y  orgánulos  dañados  de  la  célula.  En  un  primer 

momento,  el  papel  de  la  autofagia  es  promover  adaptación  al  estrés  y 

supervivencia en condiciones de privación de nutrientes. Se han observado 

diversos  estudios  en  células humanas que demuestran un  empeoramiento 

en  la supervivencia al estrés cuando son deficientes en genes clave para  la 

autofagia como atg3, atg5, atg7, o beclina‐1 (Mizushima and Komatsu 2011). 

Por  otro  lado,  existen  publicaciones  que  muestran,  que  tras  un  estrés 

metabólico prolongado en las células tumorales, la autofagia permite a éstas 

continuar  vivas  en  un  estado  de  latencia,  en  el  que  pueden  reanudar  la 

proliferación gracias a la restauración continua de nutrientes  (Degenhardt et 

al. 2006). Pero también hay trabajos que consideran la autofagia no como un 

proceso protector sino como una forma de muerte celular en sí (Wang, Singh 

et  al.  2008;  Mathew  and  White  2012).  Además,  un  reciente  estudio 

demuestra  la  inducción  de  autofagia  dependiente  de Noxa  en  células  que 

sobre‐expresan  Ras  en  ausencia  de  oncogenes  transformantes  (Elgendy, 

Sheridan  et  al.  2011).  En  este  contexto,  las  células  que  inducen  Noxa 

promueven  autofagia  y  muerte  celular.  Recordamos  que  la  autofagia 

dependiente de Noxa requiere el desplazamiento de Mcl‐1 de Beclina‐1. 

Por ello quisimos estudiar el papel de la autofagia en nuestro sistema. 
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3.3.1 Las  células Rh4  responden de  forma diferente  al  tratamiento 

con  privación  de  glucosa  o  2‐DG  añadiendo  3‐metiladenina  o 

cloroquina. 

Para abordar el papel de la autofagia en la muerte celular inducida por 

privación de glucosa, utilizamos dos inhibidores clásicos de la autofagia 

como son la 3‐metiladenina y la cloroquina. 

Estudios anteriores habían demostrado que el estrés reticular y la bajada de 

los  niveles  de  ATP  consecuencia  del  tratamiento  con  2‐DG,  inducía  la 

activación de  la  autofagia  (Xi, Kurtoglu et  al. 2010). Además,  la adición de 

manosa,  inhibía el proceso de autofagia pero no  recuperaba  los niveles de 

ATP. 

Así que estudiamos lo que sucedía en nuestro modelo. Tratamos células Rh4 

con 2‐DG, en presencia de cloroquina a diferentes concentraciones, durante 

48 o 72 horas (Fig 27). Lo que observamos es que la presencia de cloroquina 

a  las dosis más altas, sensibilizaba a  la muerte  inducida por 2‐DG sobretodo 

después de 72 horas del  tratamiento. En  cambio,  el efecto de  la 3‐MA en 

combinación  con  la  2‐DG  a  37  horas  es más  bien  aditivo,  puesto  que  es 

bastante tóxica a las dosis más altas.  

 

Fig  27.  La  cloroquina  sensibiliza  a  dosis  altas  a  la muerte  inducida  por  2‐DG, 

mientras que la 3‐MA el efecto es aditivo. 

A‐B,  Células  Rh4  fueron  tratadas  en  presencia  o  ausencia  de  2‐DG  (2mM)  con 
diferentes dosis de cloroquina durante 48 y 72 horas y recogidas para su análisis por 
incorporación de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos 

C, Células Rh4 fueron tratadas en presencia o ausencia de 2‐DG con diferentes dosis 
de 3‐metiladenina durante 37 horas y recogidas para su análisis por  incorporación 
de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos. 
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Por otro lado, tratamos las células Rh4 con privación de glucosa a diferentes 

concentraciones de cloroquina y 3‐MA. Como se observa en  la  figura 28, el 

tratamiento  con  cloroquina  parece  no  causar  ningún  efecto  en  la muerte 

inducida  por  privación  de  glucosa.  En  cambio,  con  3‐MA  a  altas  dosis, 

protege, obteniendo lo contrario de lo que observábamos con 2‐DG.  

Fig 28. La cloroquina no tiene ningún efecto en la muerte inducida por privación de 

glucosa, mientras que la 3‐MA protege. 

A,  Células  Rh4  fueron  privadas  de  glucosa  o  no,  tratadas  con  diferentes  dosis  de 
cloroquina  y    recogidas  a  24h  para  su  análisis  por  incorporación  de  yoduro  de 
propidio. En la figura se muestran media y SEM de 4 experimentos. 

B, Rh4 fueron tratadas o no, con privación de glucosa, más las dosis indicadas de 3‐
MA  y  recogidas  a  las  37  horas  para  su  análisis  por  incorporación  de  yoduro  de 
propidio. Media y SEM de 3 experimentos. 

 

3.3.2 La 3‐MA y  la cloroquina producen efectos contradictorios en 

las células DKO y Hela tratadas con privación de glucosa 

Por  otro  lado  quisimos  saber  qué  ocurría  en  otros  tipos  celulares  y 

empezamos  a  estudiar  el  efecto  de  estos  dos  inhibidores,  3‐MA  y 
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cloroquina, en las células DKO y las HeLa a la muerte inducida por privación 

de glucosa. 

Para  ello,  las  células  DKO  y  HeLa  se  trataron  con  privación  de  glucosa  a 

diferentes  concentraciones de 3‐MA. Como podemos observar en  la  figura 

29, la 3‐MA protege a ambas células de la muerte inducida por privación de 

glucosa. Lo mismo que encontrábamos con las células Rh4. 

Figura  29.  La  3‐metiladenina  protege  de  la  privación  de  glucosa  en  células 

deficientes en Bax y Bak y a las células HeLa 

A,  Células DKO  fueron  privadas  de  glucosa  en  presencia  de  3‐metiladenina  a  las 
concentraciones indicadas y analizando la muerte total por incorporación de yoduro 
de propidio a los tiempos indicados. Se enseña la media y desviación estándar de 2 
experimentos.  

B, Células HeLa fueron privadas de glucosa o no, en presencia de 3‐metiladenina a 
diferentes  dosis  y  recogidas  tras  24  horas  de  tratamiento  para  su  análisis  por 
incorporación  de  yoduro  de  propidio.  Se  enseña  la media  y  SEM  de  al menos  3 
experimentos.
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Ahora bien, existen diversos estudios que demuestran el papel confuso de la 

3‐MA como  inhibidor de  la autofagia. La 3‐MA  inhibe también  la PI3K  I que 

activa a su vez a AKT. AKT actúa sobre el complejo TSC1‐TSC2 que permite la 

activación de  mTOR, suprimiendo así la autofagia. Mientras que la PI3K III es 

una  reguladora  positiva  de  la  autofagia.  Dependiendo  del  estímulo  y  del 

tiempo de  tratamiento,  la 3‐MA puede  tener efectos  contradictorios  como 

inhibidor de  la autofagia  (Wu, Tan et al. 2010). Además  tiene efectos en el 

metabolismo  induciendo  una  bajada  de  la  producción  de  lactato  o  de 

glicógeno (CARO, Plomp et al. 1988). Por lo que los resultados obtenidos con 

la 3‐MA deben ser analizados de forma diferente, ya que podemos tener una 

visión artefactual de lo que está sucediendo. 

Por otro lado tratamos las células DKO y las HeLa tras privación de glucosa en 

presencia  de  cloroquina.  Como  se  observa  en  la  figura  30,  la  cloroquina 

sensibiliza  ligeramente  a  la  muerte  inducida  por  retirada  de  glucosa  en 

ambos casos. 

Figura 30. La cloroquina sensibiliza a la privación de glucosa en células deficientes 

en Bax y Bak y en HeLa 

A, Células DKO  fueron privadas de  glucosa o no,  en presencia de  cloroquina  a  la 

concentración  indicada.  Tras  48h  de  tratamiento,  se  recogieron  para  analizar  la 

muerte total por incorporación de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 

experimentos.  

B,  Células HeLa  fueron  privadas  de  glucosa  o  no,  tratadas    a  diferentes  dosis  de 

cloroquina  y  recogidas  tras  24  horas  de  tratamiento  para  su  análisis  por 

incorporación de yoduro de propidio. Media y SEM de al menos 3 experimentos.  
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Así,  el  uso  de  inhibidores  de  la  autofagia,  nos  ofrece  resultados 

contradictorios o no del todo claros, respecto al papel de  la autofagia en  la 

muerte inducida por privación de glucosa en las células Rh4, HeLa y DKO. Por 

ello empezamos a estudiar el papel de la autofagia por otros métodos.  

3.3.3 El  flujo de LC3 se ve aumentado  tras el  tratamiento con 2‐DG 

pero no tras la privación de glucosa 

Uno de los métodos más fiables para detectar autofagia es monitorizando el 

flujo autofágico. La conversión de LC3‐I a LC3‐II puede ser determinada por 

western  blot  con  anticuerpos  anti  LC3.  Este  método  está  basado  en  la 

observación de  la degradación de LC3‐II en autolisosomas. Si  las células son 

tratadas  con  reactivos  que  inhiben  la  acidificación  dentro  del  lisosoma  o 

inhiben  la  fusión  de  autofagosomas  con  lisosomas  como  la  cloroquina  o 

bafilomicina A1, la degradación de LC3‐II se bloquea. Teniendo en cuenta las 

diferencias entre LC3‐II en muestras en presencia o ausencia de  inhibidores 

lisosomales obtenemos una idea de la cantidad de LC3 que es degradada en 

los lisosomas, es decir el flujo autofágico.  



 

  Resultados 

 

106 

 

Sabíamos  por  otros  estudios  que  la  2‐deoxiglucosa  inducia  autofagia  en 

células de cáncer de próstata  (DiPaola, Dvorzhinski et al. 2008). En nuestro 

caso, habíamos observado que en  las células Rh4  la cloroquina sensibilizaba 

a  la muerte  inducida  por  2‐DG  y  protegía  de  la muerte  por  privación  de 

glucosa.  Así,  quisimos  observar  el  flujo  autofágico  por western  blot.  Tal  y 

como  observamos  en  la  figura  31,  la  adición  de  bafilomicina  A1  en  el 

tratamiento  con 2‐DG provoca una acumulación de  LC3‐II, en  comparación 

con el tratamiento con 2‐deoxiglucosa o bafilomicina sola. Esto indica que la 

2‐DG está promoviendo un mayor flujo autofágico. 

Figura 31. Se observa flujo de LC3‐II en células Rh4 tras el tratamiento con 2‐DG.   

Células Rh4 fueron tratadas a los tiempos indicados con 2‐DG 20nM en presencia o 

ausencia de bafilomicina durante las últimas 3 horas, excepto la muestra de 1 hora. 

NT corresponde a  la muestra control sin tratar y B a  la muestra con bafilomicina 3 

horas en medio normal. Después las muestras fueron recogidas para su análisis por 

western blot del anticuerpo LC3. 

 

Pero cuando tratamos las células Rh4 con privación de glucosa y bafilomicina 

A1,  los  resultados  son opuestos  (Fig 32A). No observamos acumulación de 

LC3‐II  en  presencia  de  bafilomicina  y  sin  glucosa  comparando  con 

bafilomicina  sola. Y  lo mismo ocurre en células DKO  (Fig 32B). Además, en 

estas últimas, utilizamos p62 como control, ya que es una proteína diana a 

ser degradada por autofagia. El hecho de que  se acumule en presencia de 

privación de glucosa indicaría que no se está induciendo macroautofagia y es 
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lo que encontramos en la figura 32 A. Con células Rh4 nos fue difícil detectar 

p62. 

Figura 32. Flujo de autofagia en células deficientes de Bax y Bak y Rh4. 

A, Células DKO fueron tratadas con y sin glucosa glucosa en ausencia y presencia de 
20nM de bafilomicina durante las últimas 6 horas. 

B, Células Rh4 fueron tratadas con y sin glucosa en ausencia o presencia de 20nM de 
bafilomicina durante las últimas 3 horas. 

Las células control fueron cultivadas en medio normal (NT) o tratadas con 20nM de 
bafilomicina por 6h (B). Las proteínas indicadas fueron resueltas por western blot.  

 

 

Además hicimos microscopia electrónica en células DKO tratadas sin glucosa 

y no observamos  autofagolisosomas,  lo que  concuerda  con  la hipótesis de 

que la privación de glucosa no aumenta la autofagia en las células.  

 

Figura  33.  No  se  observan  autofagosomas  en  células  DKO  tras  privación  de 

glucosa.   

Las células DKO fueron analizadas por microscopía electrónica como se indica en el 
apartado de Materiales y métodos. Se observan células no tratadas (NT) y privadas 
de  glucosa  durante  48h.  Las  flechas  indican  la  ausencia  de  doble membrana.  El 
panel inferior muestra dos imágenes extraidas de la figura s2 de (Ullman, Fan et al. 
2008).  Son  células DKO  tratadas  con  tunicamicina durante 48 horas en  la que  se 
observan numerosos autofagosomas. 



 

  Resultados 

 

108 

 

 

 



 

  Resultados 

 

109 

 

3.3.4 LC3 punteado no aumenta tras el tratamiento sin glucosa. 

Para  continuar  investigando  la  autofagia  en  condiciones  de  privación  de 

glucosa,  nos  fijamos  en  la  distribución  de  LC3  en  el  citoplasma.  Para  ello 

utilizamos  células  transfectadas  establemente  con  LC3‐GFP  y  las  tratamos 

con  diferentes  tratamientos  en  presencia  o  ausencia  de  bafilomicina.  Así, 

visualizamos  LC3  por microscopía  de  fluorescencia  como  una  distribución 

difusa  en  el  citoplasma  o  en  estructuras  punteadas  que  representan 

autofagosomas.  

Como se observa en la figura 34 en Rh4, LC3 se encuentra mayoritariamente 

en una distribución difusa por toda  la célula en  los diferentes tratamientos. 

Por ello es necesario el uso de bafilomicina que nos ayude a determinar el 

nivel  de  punteado  que  existe  en  las  diversas  condiciones.  Tal  y  como 

observamos  en  la  figura  34,  las  células  Rh4‐LC3  tratadas  sin  glucosa  y 

bafilomicina no presentan más  LC3 punteado  comparándolo  con el  control 

de bafilomicina  con glucosa. Además  si observamos  los  controles positivos 

de  autofagia  como  rapamicina  o  EBSS  con  bafilomicina,  podemos  concluir 

que  LC3  punteado  es mucho mayor  en  estos  casos,  comparándolo  con  la 

privación de glucosa.  

 
Figura  34.  Distribución  de  LC3  en  células  Rh4‐LC3‐GFP  con  diferentes 

tratamientos.  

 
Células Rh4 fueron transfectadas establemente expresando LC3‐GFP con retrovirus. 
Después  fueron  tratadas  durante  6  horas  con  los  tratamientos  de  Glc+,  Glc‐  y 
EBSS+25nM de Hepes en  ausencia o presencia de 20nM de bafilomicina A1 para 
inhibir la fusión del autofagosoma/lisosoma. Las células con rapamicina (rap), 2µM, 
fueron cultivadas durante 24 horas y las últimas 6 horas con bafilomicina.  
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Hicimos  lo mismo  en  células HeLa,  transfectamos  establemente  con  LC3  y 

tratamos con y  sin glucosa, HBSS y  rapamicina en ausencia y presencia del 

inhibidor  bafilomicina.  Claramente  en  la  figura  35  observamos  que  LC3 

punteado  es mucho mayor  en  los  tratamientos de HBSS  y  rapamicina  con 

bafilomicina comparando con el tratamiento sin glucosa y bafilomicina. Esto 

sugiere que  la privación de glucosa no parece aumentar  la macroautofagia 

en las células.   

Figura  35.  Distribución  de  LC3  en  células  HeLa‐LC3‐GFP  con  diferentes 

tratamientos.  

Células  HeLa  fueron  transfectadas  establemente  expresando  LC3‐GFP  con 
retrovirus. Después  fueron  tratadas durante 6 horas en  los  tratamientos de Glc+, 
Glc‐ y HBSS+25nM de Hepes en ausencia o presencia de 20nM de bafilomicina A1 
para  inhibir  la fusión del autofagosoma/lisosoma. Las células con rapamicina (rap), 
2µM, fueron cultivadas durante 24 horas y las últimas 6 horas con bafilomicina. 
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4.1   Líneas celulares 

 Líneas celulares de rabdomiosarcoma alveolar 

Rh4  y  Rh30:  Originarias  del  laboratorio  de  Peter  Houghton,  2008. 

Rh41:  Provienen  de  Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und 

Zellkulturen, 2008. 

 Líneas celulares de rabdomiosarcoma embrionarias 

RD:  Obtenidas  de  la  HPACC  Europea,  2009. 

A204: Provienen  de  Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und 

Zellkulturen, 2008. 

 Línea de liposarcoma mixoide 

402‐91: Originarias del laboratorio de Óscar Martínez, 2011 

 Líneas celulares de fibroblastos murinos embrionales, MEFs 

Estos  fibroblastos proceden de  ratones  silvestres  (WT) o deficientes en  los 

genes  Bax  y  Bak  (DKO).  Ambas  líneas  celulares  provienen  de  la  misma 

inmortalización mediante SV‐40 (Wei, Zong et al. 2001). 

 Línea celular de cáncer cérvico‐uterino 

HeLa: Originarias de  la ATCC  (American Type Culture Collection), obtenidas 

del laboratorio de Douglas R Green, 2006. 

4.2   Cultivo de Células y Tratamientos 

Todas  las  líneas  celulares  crecieron en medio DMEM  (Dulbecco´s modified 

Eagles´s  medium,  Gibco)  con  alta  concentración  de  glucosa  (25mM), 

enriquecido  con  2mM  de  glutamina  (Invitrogen),  penicilina  (200mg/ml, 

Invitrogen),  estreptomicina  (100mg/ml)  y  un  10%  de  suero  bovino  fetal 

inactivado (Invitrogen). Se mantuvieron a 37ºC en placas de petri para cultivo 

celular (BD), en una humedad atmosférica del 5% de CO2. Las líneas celulares 
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se expanden, se congelan durante  las dos primeras semanas de pases y  las 

alícuotas se utilizan en cultivo como máximo durante dos meses después de 

su descongelación.  

Para  los  tratamientos,  las  células  de  sarcoma  se  plaquean  a  una 

concentración  de  200,000  células/ml  y  son  tratadas  con medio  fresco  24 

horas después, correspondiendo a un 70% de confluencia (600,00 células/ml). 

Para células de fibroblastos murinos y HeLa se plaquean a una concentración 

de    150,000  células/ml  y  son  tratadas  24  horas  después  al  alcanzar  una 

concentración de  500,000 células/ml. 

Q‐VD‐OPH  (SM  Biochemicals  LLC,  CA)  se  utiliza  a  20μM  y  se  añade  en  el 

mismo momento  que  añadimos  el  tratamiento.  Las mismas  cantidades  de 

DMSO son utilizados para el control.  

4.2.1 Tratamiento de retirada de Glucosa 

Se  utiliza  el medio  de  cultivo  DMEM  sin  glucosa  ni  piruvato  (11966‐025, 

Invitrogen), con 2mM de glutamina añadida como máximo una semana antes 

del tratamiento. Las células se lavan con el medio de cultivo sin glucosa, y se 

tratan con este medio DMEM enriquecido con un 10% de suero bovino fetal 

inactivado y dializado.  

 Diálisis de suero 

Primero, la membrana de diálisis se lava tres veces con agua miliQ caliente y 

en agitación. Después se rellena la membrana con FBS normal, y se sumerge 

en un volumen de PBS 10 veces más que el de  la tripa. Se  lava durante una 

hora en agitación. Después se cambia el PBS y se deja en agitación durante 

otra hora. La tercera vez, se vuelve a cambiar el PBS y se deja toda la noche 

en agitación a 4ºC. Después,  se  recoge el  suero y  se  filtra  con un  filtro de 

0,22 µm. 
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4.3   Western blot 

4.3.1 Preparación de extractos proteicos totales para análisis 

Después del tratamiento,  las células fueron tripsinizadas,  lavadas con PBS y 

centrifugadas a 500g  (factor  centrífugo). El pellet es  lisado  con  tampón de 

lisis con cóctel completo de anti‐proteasas en frío y es congelado a   –20ºC. 

Para el análisis de fosfoproteínas y HIF‐1α, las células son lisadas en tampón 

RIPA con ortovanadato (1mM) y 2‐glicerolfosfato (30mM). 

Posteriormente,  se  descongelaron  en  hielo,  se  sonicaron  con  el  fin  de 

degradar  el  ADN  y  se  determinó  la  concentración  de  proteína  por  BCA 

(Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

 Tampones de lisis  

Tampón de Lisis 4X 

12,5 ml 4x Tris‐HCl/SDS, pH 6,8 (6.,5 g Tris base en 40 ml agua 

miliQ, ajustar pH, añadir 0,4 g de SDS, completar hasta 100 ml 

agua miliQ) 

2 g SDS (final 8%) 

Agua Mili Q  1L  hasta 25ml 

Tampón de Lisis RIPA, Thermo Scientific 

25mM Tris HCl pH 7.6 

150mM NaCl 

1% NP‐40, 1% Deoxicolato sódico, 0.1% SDS 
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4.3.2 Electroforesis de proteínas   

Se mezclaron  cantidades  iguales  de  proteína  (40‐50μg  /40μl)  con  tampón 

Laemmli  para  electroforesis,  y  se  cargaron  entre  30‐40μg de proteína.  Las 

muestras fueron hervidas durante 5‐10 minutos a 95ºC.  

La  separación de proteínas  se  realizó  en  función  de  su peso molecular  en 

geles  de  poliacrilamida  con mini  cubetas  para  electroforesis  de  proteínas 

(Mini‐protean, Bio‐Rad).  

Después de la electroforesis, la proteína fue transferida a una membrana de 

PVDF  (Millipore)  siguiendo  la  técnica  de  transferencia  semiseca  con  el 

sistema Trans‐Blot SD (Bio‐Rad), a 200 mA por membrana durante una hora 

o bien con transferencia húmeda a 60V durante dos horas. 

La transferencia se verificó tiñendo la membrana mediante el colorante rojo 

de Ponceau S. El tampón de transferencia, con un 20% de metanol en ambos 

casos, se hizo según la receta de Bio‐Rad. 

Tampón Laemmli 5X 

4 ml de Tris HCl 1.5M pH 6.8 

10 ml Glicerol 

5 ml β‐mercaptoetanol 

2g SDS 

1% Bromofenol azul 

 

4.3.3 Detección de proteínas en la membrana transferida 

La membrana fue bloqueada con 5% de leche desnatada en polvo en TBS/0,1% 

Tween durante 1 hora a Tª ambiente. 
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Después se incuba con el anticuerpo primario diluido en solución de bloqueo 

durante 1‐2 horas a Tª ambiente o toda la noche a 4ºC en agitación suave. A 

continuación se realizan 3 lavados de 5 minutos con TBS/ 0,1% Tween. 

Posteriormente,  la  membrana  es  incubada  con  el  anticuerpo  secundario 

(1/5000) conjudado con peroxidasa de rábano (HRP) y preparado en solución 

de bloqueo, durante 1 hora a Tª ambiente en agitación suave. Se realizan 3 

lavados de 10 minutos con TBS/ 0.1% Tween. 

Se  revela  mediante  quimioluminiscencia  con  el  reactivo  ECL  (Pierce).  La 

mezcla del ECL era fresca para cada revelado. 

a.‐ Anticuerpos Primarios 

Proteína  Especie/Purificación  Casa comercial  Técnica 

utilizada 

Actina  Monoclonal ratón  ICN clone C4  WB 

ATF4/CREB2  Policlonal conejo  Santa Cruz, sc‐200  WB 

Bax  Policlonal de conejo  Santa Cruz, SC‐493  WB 

Bax‐activo  Monoclonal ratón  BD Pharmingen, 6A7, 

556467 

ICQ 

Bak  Policlonal conejo  Upstate, clone NT  WB,IP 

Bak‐activo  Monoclonal ratón  Calbiochem /Merck 

Ab‐1/ TC100 

ICQ 

Bcl‐2  Monoclonal conejo  Becton, 550847  WB,IP 

Bcl‐xL  Monoclonal conejo  Cell Signaling, 2764  WB, IP 

Bim  Policlonal conejo  BD, Pharmingen, 

559685 

WB,IP 

Caspasa‐8  Monoclonal ratón  MBL, 5F7  WB 
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eIF2‐α  Policlonal conejo  Santa Cruz, sc‐11386  WB 

fosfo‐eIF2‐α  Monoclonal conejo  Cell signaling, 3597  WB 

FOXO1a  Monoclonal conejo  Cell Signaling, 2880  WB 

GRP58  Policlonal conejo  Acris antibodies, 

SP5391 

WB 

GRP78  Policlonal cabra  Santa Cruz, sc‐1050  WB 

GRP 94  Policlonal cabra  Santa Cruz, sc‐1794  WB 

HIF‐1α  Policlonal cabra  RD, aF1935  WB 

Mcl‐1  Policlonal conejo  Santa Cruz, sc‐819  WB,IP 

Noxa  Monoclonal ratón  Calbiochem, OP180  WB,IP 

Puma  Policlonal conejo  Abcam, ab9643  WB 

fosfo‐S6  Policlonal conejo  Cell Signalling, 2211  WB 

S6  Policlonal conejo  Upstate, 05‐781R  WB 

alfa‐tubulina  Monoclonal ratón  Abcam, ab28439  WB 

PARP  Policlonal conejo  Cell Signaling, 9542  WB 

 

b.‐ Anticuerpos secundarios 

Anticuerpo  Casa comercial  Técnica utilizada 

Anti‐ratón/HRP  Sigma  WB 

Anti‐conejo/HRP  Sigma  WB 

Anti‐ratón IgG‐FITC  Sigma  ICQ 
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4.4   Inmunocitoquímica 

Después del  tratamiento,  tanto  las  células  en  suspensión  como  las  células 

adheridas a  la placa, fueron recogidas por tripsinización, se  lavaron con PBS  

y  fijadas en suspensión con un 4% de paraformaldehido en PBS durante 20 

minutos  a  Tª  ambiente.  Después,  se  lavaron  tres  veces  con  solución  de 

bloqueo (PBS + 0.1% BSA + 0.1% Triton X‐100), descartando el sobrenadante 

después de centrifugar a 400g durante 6 minutos. Posteriormente, las células 

se bloquean en 500μl de solución bloqueante, durante 1 hora en agitación y 

a  temperatura  ambiente.  Se  centrifugan  a  400gs  durante  6 minutos  y  se 

descarta el sobrenadante. 

Después  se  incubaron  a  4ºC  durante  toda  la  noche  con  el  anticuerpo 

primario preparado en 200μl de solución de bloqueo.  

Al día  siguiente,  las  células  se  lavaron  tres  veces  con  solución de bloqueo 

(centrifugando  y  descartando  el  sobrenadante  de  igual  forma  que  la  vez 

anterior)  y    fueron  incubadas  durante  1  hora  a  temperatura  ambiente  en 

agitación, con un  IgG‐FITC de ratón (Sigma) como anticuerpo secundario en 

200μl de  solución bloqueo. Por último,  se  realizan  tres  lavados más  con  la 

solución de bloqueo. 

Las  células  se  montaron  en  los  portaobjetos  con  medio  de  montaje 

Vectashield  con  DAPI  (Vector  laboratories).  Las  imagenes  de 

inmunofluorescencia  se  visualizan  en  un microscopio Olympus  BX‐60  y  las 

imágenes  de  contraste  de  fase  fueron  tomadas  con  un  Olympus  (Center 

Valley, PA, EE.UU.), microscopio invertido IX70 con un objetivo de 20x y una 

cámara Olympus C‐5060. 
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4.5   Inmunoprecipitación 

4.5.1 Preparación de la muestra 

Después  del  tratamiento,  las  células  adheridas  en  la  placa  fueron 

tripsinizadas y lavadas con PBS junto con las células en suspensión. Después 

fueron  lisadas  con  500μl  de  solución  CHAPS  de  inmunoprecipitación    con 

inhibidor  de  proteasas  (Complete  protein  inhibitors,  Roche)  durante  30 

minutos en hielo. Después se centrifugan 15 minutos a 15000 g y se recoge 

el  sobrenadante  para  cuantificar  la  concentración  de  proteína.  Una 

concentración 1/10 fue guardada para el control (input). 

4.5.2 Acoplamiento de las bolas magnéticas al anticuerpo 

Por otro  lado, se  lavan 30 μl de proteína G en bolas magnéticas  (Millipore) 

con  solución de  inmunoprecipitación  sin CHAPS por  tres veces. Después  se 

incuban con 1ml de solución CHAPS con 2μg de anticuerpo durante 4 horas a 

4ºC y en agitación. 

4.5.3 Inmunoprecipitación 

 Las bolas se lavan una vez con tampón de lavado.  

Se incubó un extracto total de 500 μg por condición con la solución de bolas 

y  los 2  μg de anticuerpo, hasta  llegar a un volumen  final de 1ml a 4°C   en 

agitación.  

Al día siguiente,  las bolas se  lavaron por  tres veces con solución de  lavado 

descartando el sobrenadante y después se  incubaron con 45 μl de  tampón 

de inmunoprecipitación que contiene un 2% SDS (400 μl tampón de lavado + 

100 μl SDS 10%) y 15 μl de tampón de carga Laemmli, durante 10 minutos a 

95°C. Las proteínas eluídas se cargaron en un gel de electroforesis de SDS‐

poliacrilamida. 
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 Anticuerpos utilizados para inmunoprecipitación (2μg/condición) 

Proteína  Origen  Concentración  μl /2μg  Casa 

comercial 

Mcl‐1  Conejo  0.2 μg/μl  10  Santa Cruz, 

sc‐819 

Bak  Conejo  1 μg/μl  2  Upstate, 

clone NT 

Bcl‐xL  Conejo  1 μg/μl  2  Cell Signaling, 

2764 

Bcl‐2  Conejo  0.2 μg/μl  10  Becton, 

550847 

Noxa  Ratón  1 μg/μl  2  Calbiochem, 

OP180 

Bim  Conejo  0.5 μg/μl  4  BD, 

Pharmingen, 

559685 

 Tampones utilizados para inmunoprecipitación 

Tampón CHAPS  Tampón de lavado 

2% CHAPS  20 mM Tris/HCl (pH 7.4) 

20 mM Tris/HCl (pH 7.4)  137 mM NaCl 

137 mM NaCl  2 mM EDTA 

2 mM EDTA  10% glicerol 

10% glicerol 



Materiales y métodos 

124 
 

 

4.6   Medición de los niveles de ATP 

Las células se sembraron a dos concentraciones diferentes al 80% y al 60% en 

placas  de  pocillos  de  96.  Tratamos  y  se  realizó  la  medida  siguiendo  el 

protocolo de ATP1lite de Perkin Elmer. 

4.7   Medidas de detección de muerte celular 

El citómetro utilizado es un Becton Dickinson (FACScalibur)   en  los servicios 

cientifico‐técnicos  de  la  Universidad  de  Barcelona,  Campus  de  Bellvitge  y 

FACS Gallios de Beckman Coulter de los servicios del IDIBELL. 

4.7.1 Análisis del ciclo celular mediante sub‐G1 

Hay  ciertas  características  de  las  células  apoptóticas  que  pueden  ser 

identificadas y utilizadas para  la detección de células apoptóticas dentro de 

una población de células sanas. Técnicamente, lo más fácil de detectar es la 

pérdida de ADN de las células permeabilizadas debido a la fragmentación del 

ADN. 

Cuando  las  células  se permeabilizan,  con etanol al 70%,  los  fragmentos de 

ADN  salen  de  la  célula.  El  resultado  es  una  población  de  células  con  un 

contenido  de  ADN  reducido.  Después,  si  las  células  se  tiñen  con  un 

intercalante de ADN  como el  yoduro de propidio, en el perfil de ADN que 

representa el  citómetro  (células en G1,  fase S y G2/M)  se observa que  las 

células apoptóticas se representan en una población que se ve a la izquierda 

del pico de G0/G1. 

Para el análisis de sub‐G1,  tanto  las células en suspensión como  las células 

adheridas a  la placa,  fueron recogidas por  tripsinización,  lavando antes con 

PBS + EDTA 0.5M. Posteriormente, se centrifugan a 450 g durante 7 minutos, 

se  lavan  con  PBS  una  vez  y  se  resuspenden  en  100μl  de  PBS,  añadiendo 
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etanol al 70%  (900 μl, echándolo gota a gota, vorteando cuidadosamente). 

Después, se incuban durante 1‐10 días a ‐20ºC.  

Para  los  experimentos  de  transfección  transitoria  con  proteínas 

fluorescentes, previo al lavado, la fijación se realizó en paraformaldehido al 4% 

disuelto en PBS, durante 15 minutos a temperatura ambiente.  

Posterior  a  la  fijación,  las  células  fueron  lavadas  dos  veces  en  PBS, 

centrifugando a 550 rcfs durante 7 minutos, y se resuspendieron en PBS con 

40μg/ml de yoduro de propido y 100μg/ml de RNAsa A durante 30 minutos a 

37ºC antes de analizarlas en el  FACS. 

4.7.2 Análisis de células vivas y muertas por incorporación de Yoduro 

de propidio 

Tras  el  tratamiento,  tanto  las  células  en  suspensión  como  las  células 

adheridas  a  la  placa  se  recogen,  se  centrifugan  a  450  g,  7 minutos  y  se 

resuspenden en PBS. 

Cinco minutos antes de analizarlas en el citómetro se les añade 0.5 μg/ml de 

yoduro de propidio en un volumen de 300 μl de PBS.  El yoduro de propidio, 

un intercalante de ADN, es internalizado únicamente en las células muertas, 

por lo que todas las células positivas para yoduro estarán muertas. Con este 

método se mide muerte total. 

4.7.3  Análisis por tamaño celular 

No todas las líneas celulares producen corte de ADN a pesar de sufrir muerte 

apoptótica, por lo que no es posible medir la muerte a través del pico sub‐G1. 

En  estos  casos  se  puede  obtener  un  porcentaje  de  células  muertas  en 

función  del  tamaño,  es  decir  FSC  (foward  scatter  o  dispersión  frontal)  y 

complejidad celular (side scatter o dispersión lateral). 
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4.7.4 Actividad caspasa 

La  caspasa‐3  es  un miembro  de  la  familia  de  las  caspasas  que  juega  un 

importante papel como mediador de la muerte celular programada. Después 

de su activación, la caspasa‐3 corta una gran variedad de proteínas celulares, 

causando  cambios morfológicos  y  funcionales  en  las  células  que  llevan  a 

cabo la apoptosis. 

El  ensayo de  la Caspasa‐3 permite una  cuantificación  rápida  y eficaz de  la 

actividad de  ésta  enzima. Para  ello  se utiliza un  substrato no  fluorescente 

para la enzima, que produce un producto fluorescente si está activa.  

Ac‐DEVD‐AMC  es  un  sutrato  sintético  tetrapéptido  fluorogénico  para 

caspasa‐3 y contiene la secuencia de aminoácidos del lugar de escisión para 

PARP en Asp‐216. PARP comprende una  familia de proteínas  implicadas en 

diferentes procesos celulares, principalmente en la reparación del ADN. 

El  sustrato  tetrapéptido  se  puede  utilizar  para  identificar  y  cuantificar  la 

actividad de la caspasa‐3 en las células apoptóticas. Cuando la caspasa corta 

el  tetrapéptido  entre  D  y  AMC,  libera  el  fluoróforo  AMC  que  se  puede 

cuantificar en el espectrofluorómetro. 

Tras  el  tratamiento,  las  células  fueron  tripsinizadas,  lavadas  en  PBS  y 

centrifugadas  a  4500  rpm  10  minutos  a  4ºC.  Después  se  lisaron  con  el 

tampón de  lisis (ver tabla),  incubando 10 minutos en hielo. Se centrifugan a 
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13000 rpms otros 10 minutos a 4ºC y el sobrenadante se alicuota y se guarda 

a ‐80 ºC. 20 μg de proteína se mezclan en un volumen de 150 μl de tampón 

de reacción más el substrato (AC‐DEVD‐amc) a una concentración final de 20 

μM. 

Tras incubar dos horas a 37ºC en oscuridad, se miden en el fluorímetro. AMC 

se excita a una longitud de onda de 300 nm, y emite en el rango de 430‐460 

nm. 

Se define una unidad  de  actividad Caspasa  3  como  la  cantidad  de  enzima 

necesaria  para  producir  un  incremento  de  1  unidad  arbitraria  en  el 

fluorímetro después de 2 horas de  incubación con  la mezcla de reacción. El 

resultado se expresa en unidades de actividad caspasa‐3 por μg de proteína. 

 Tampones utilizados para la técnica de medición de Actividad caspasa‐

3 

Tampón de lisis  Tampón de reacción 

5 mM Tris‐HCl pH 8 

20 mM EDTA 

0’5 % TRITÓN‐ x 100 

Agua Mili Q 

Hepes 1 M pH 7’5 

Glicerol 87 % 

DTT 1M 

Agua Mili Q 

 

4.8  Transfecciones de ADN y ARN, plásmidos y generación 

de líneas celulares 

4.8.1 Transfecciones transitorias 

a.‐Transfecciones transitorias de ADN exógeno 

Para transfectar las diversas líneas célulares, las células al 50% de confluencia, 

fueron  lavadas con DMEM sin suero ni antibiótico e  incubadas 6 horas con 
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una mezcla de 2μl/ml de Lipofectamina 2000 y plásmido  (cantidad variable 

dependiendo del plásmido) en medio DMEM  sin antibiótico y  sin  suero. La 

mezcla se  incuba durante veinte minutos a temperatura ambiente antes de 

añadirla  a  las  células.  La mezcla  de  transfección  se  incuba  con  las  células 

durante 6‐7 horas a 37ºC y 5% CO2. Después  se  llevan a  cabo  los ensayos 

correspondientes. 

b.‐Transfecciones transitorias de ARN de interferencia 

Estos  ARNs  de  interferencia  o  siRNAs,  consisten  en  moléculas  de  ARN 

bicatenario perfectamente  complementarias de  aproximadamente 20 o 21 

nucleótidos  (nt)  con  2  nucleótidos  desemparejados  en  cada  extremo  3'; 

Basándonos  en  la  secuencia  complementaria  de  un  gen  en  particular,  son 

transfectados con la finalidad de reducir significativamente su expresión. 

Sembramos las células en placas de 6 o 10 cm de diámetro, dependiendo de 

la cantidad de células  transfectadas que necesitemos. La confluencia de  las 

células  dependerá  de  la  línea  celular.  Si  son  de  rabdomiosarcoma  se 

siembran  a  un  30%  de  confluencia  para  transfectarlas  a  un  50%,  ya  que 

crecen  más  lento.  Si  son  HeLa  o  fibroblastos  embrionarios  de  ratón,  se 

siembran al 10% de confluencia para transfectarlas al 50%. 

Diferenciamos  las  transfecciones  según  el  reactivo  que  utilicemos  para 

transfectar, ya sea mediante Lipofectamina o con Dharmafect 1.  

 Transfecciones con Lipofectamina 2000 (Invitrogen): 

Las  células  sembradas  en  placas  de  6  cm,  se  lavan  con medio DMEM  sin 

suero  y  sin  antibióticos. Mientras,  en  un  eppendorf  se mezclan  durante  5 

minutos  a  temperatura  ambiente,  150  μl  de  DMEM  con  3  μl  de 

Lipofectamina (1μl/0.5ml). En otro eppendorf, se mezclan 150 μl DMEM  con 

100 nmol/L del oligo. Después se juntan ambas mezclas durante 20 minutos 

y se añade a las células que tendrán 1200 μl de DMEM con 10% de FBS. A las 
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6 horas de incubación, se cambia el medio por medio completo, con suero y 

antibióticos.  

 Transfecciones con DharmaFECT 1 (Dharmacon) : 

Después de lavar las células con DMEM sin antibiótico y sin suero, las células 

son incubadas con DMEM sin antibióticos durante 8 horas (6 horas para Mcl‐

1)  con  el  ARN  de  interferencia  a  una  concentración  de  100  nmol/L 

premezclado  con  DharmaFECT  1  (Dharmacon)  a  una  concentración  de 

1.5μl/0.5ml. 

 siRNAs utilizados para el estudio de silenciamiento de proteínas 

Proteína a silenciar  Secuencia de ARN de interferencia 

Bim   5'‐GCACCCAUGAGUUGUGACA‐3´ 

Noxa 

Noxa (2) 

5′‐GGUGCACGUUUCAUCAAUU‐3′ 

5'‐GCTACTCAACTCAGGAGATTT‐3′ 

Mcl‐1 

Mcl‐1 (2) 

5'‐AUAACACCAGUACGGACGGG’‐3′ 

5'‐UCAAAAGAAACGCGGUAAU‐3′ 

Bcl‐xL  5’‐ACAAGGAGAUGCAGGUAUUUU‐3′ 

HIF‐1alpha  5′‐GCCACTTCGAAGTAGTGCT‐3′  

5′‐CCTATATCCCAATGGATGATG‐3′ 

ATF4  5'‐GCCUAGGUCUCUUAGAUGA‐3′ 

pBlue  (oligonucleótido  irrelevante 

como control) 

5‐GUAAGACACGACUUAUCGC‐3 

pBlue‐FITC  La  misma  secuencia  unida  a  un 

fluorocrómo para medir  la eficiencia de 

transfección 
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4.8.2  Transfecciones estables 

a.‐Por selección con antibiótico 

Tras 24h de una tranfección transitoria, las células se tratan con el antibiótico 

de  selección  específico  del  plásmido.  De  esta  manera  se  selecciona  la 

población de células positivas que contienen el plásmido de interés.  

Las  células  transfectadas  siguiendo  este  método  fueron  las  Rh4‐Bcl‐xL 

seleccionadas con puromicina.  

b.‐Por infección retroviral 

Para  infectar  las  células,  primero  es  necesario  producir  partículas  víricas. 

Para  ello  se  transfectaba,  de  forma  transitoria,  la  línea  celular 

empaquetadora  de  virus  293T  con  el  plásmido  de  interés  que  lleva  un 

promotor retroviral, más dos plásmidos necesarios para empaquetar Hit 60 

(plásmido  de  expresión  MoMuLV‐gagpol)  y  pCG  (VSV‐G  expresión  de  la 

cápside). A  las 24h y 48h  se  recogían  los  sobrenadantes que  contienen  las 

partículas  infectivas y se filtraban con un filtro de 0,45 μm. El sobrenadante 

se puede alicuotar y congelar a ‐80ºC.  

El  protocolo  de  infección  para  una  placa  de  10  cm  con  un  50‐60%  de 

confluencia se realizaba mezclando 5 ml de medio DMEM con 10% v/v FBS, 

con 1ml de sobrenadante infeccioso y 8 μg/ml de polybrene (Hexadimethrine 

bromide, Sigma). A  las 4 o 6 horas  se  retiraba el medio y  se  substituía por 

medio normal. También se puede dejar  la  incubación con polybrene toda  la 

noche. A  la mañana siguiente se  les cambia por medio fresco, y se vuelve a 

incubar con el sobrenadante que recogimos a las 48 horas de la transfección. 

Para seleccionar las células infectadas con el plásmido de interés, después de 

48  horas  de  la  infección,  se  realiza mediante  un  antibiótico  de  selección 

(zeocina  1µg/ml, invitrogen) durante 48 horas. 
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Las células transfectadas de esta manera fueron HeLa‐LC3 y Rh4‐LC3. 

4.9  Transformación  de  bacterias  y  Purificación  de  ADN 

plasmídico  

La  transformación de células competentes se  realizaba por choque  térmico 

para  introducir  el  ADN  plasmídico  en  células  procariotas.  El  protocolo 

consiste  en mezclar  el ADN,  unos  10ng  de  plásmido,  con  50  μl  de  células 

competentes  incubándolo durante  30 minutos  en hielo. A  continuación  se 

realizaba  un  choque  térmico  a  42  ºC  durante  30  segundos  y  se  enfriaba 

inmediatamente en hielo durante 2 minutos. Después se añadía 450 μl de LB  

sin antibiótico y se dejaba a 37ºC durante 1 hora a 250 rpm. A continuación 

se  sembraba una décima parte de un ml de  cultivo en placas de LB con el 

antibiótico determinado  para  seleccionar.  El  crecimiento bacteriano  en  las 

placas se realizaba en una estufa de 37ºC toda la noche. 

Los antibióticos se preparaban según indicaciones de la casa comercial: 

‐Ampilicina,  (Sigma)  fue  preparada  a  un  stock  de  100 mg/ml  (1000X)  en 

ddH2O, o 50 mg/ml stock (500x) 

‐Kanamicina  (Sigma)  fue  preparada  a  un  stock  de  50  mg/ml  (1000X)  en 

ddH2O. 

Al  día  siguiente,  se  pica  una  colonia  y  se  introduce  en  2ml  de  LB  con  el 

antibiótico apropiado. Se deja en agitación a 37ºC durante 6horas o toda  la 

noche, hasta llegar al crecimiento exponencial de las bacterias.  Se reservaba 

una alícuota de bacterias transformadas a una concentración final de 20% de 

glicerol y se almacenaba a ‐80ºC. 

Con el fin de conseguir más material, se realizaba un cultivo de 100ml de LB 

con el antibiótico determinado. Se inoculaban 100 μl del cultivo anterior y se 

crecían a 37ºC durante toda la noche a 250 rpm. Al día siguiente se realizaba 
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la  extracción  de  ADN  con  PureLink™  HiPure  Plasmid  DNA  Purification  Kit 

(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 Cepas bacterianas utilizadas en el proceso de transformación. 

Bacterias competentes  Casa comercial 

HB101 competentes  Promega 

JM‐109  Promega 

 

 Construcciones utilizadas 

Construcción  Línea 

utilizada 

Técnica   Selección  Proteína 

pBABE‐Bcl‐xL de  

Dr. J. 

Goldstein 

Rh4  Transfección 

estable con 

selección 

antibiótico 

Puromicina 

0.5μg/ml 

Bcl‐xL 

LZRS‐IRES‐GFP LC3  HeLa 

Rh4 

Transfección 

estable con 

retrovirus 

Zeocina  

1μg/ml 

LC3‐GFP 

pcDNA‐ Bcl‐xL de 

Dr. J‐E. 

Ricci (Inserm, 

Niza) 

Rh4  Transfección 

transitoria 

  Bcl‐xL 

pcDNA‐Mcl1 de 

Prof. Seamus 

Martin (TCD, 

Irlanda), 

Rh4  Transfección 

transitoria 

  Mcl1 

Histona 2B‐GFP de 

Dr.R Agami de 

(TheNetherlands 

Cancer Institute, 

Amsterdam) 

Rh4  Transfección 

transitoria 

  Histona 2B‐

GFP 
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4.10   RT‐PCR   

 Cebadores utilizados para amplificar los productos de PCR 

ADN  Secuencia  

α‐actina  Sentido 5’‐CGGGACCTGACTGACTACCTC‐3´ 

Antisentido 5`‐ CTTCATTGTGCTGGGTGC‐3´ 

Noxa 

 

Sentido 5’ CTCGACAAAAGCGTGGTCTC‐3´ 

Antisentido 5`‐CAACTGGAGCACCTCGGAC‐3´ 

Mcl‐1 

 

Sentido 5’ GAGGAGGACGAGTTGTACCGG‐3´ 

Antisentido 5`‐ CAGACCTGCCCATTGGCTT‐3´ 

4.10.1  Retrotranscripción de ARN 

La retrotranscripción es el proceso por el cuál se sintetiza una cadena simple 

de  ADN  complementario  (cDNA)  a  partir  de  una  cadena  simple  de  ARN 

utilizando una transcriptasa inversa. Se retrotranscribieron 3 μg de ARN total 

utilizando  la  transcriptasa  reversa  SuperScript  II  Reverse  Transcriptase 

(Invitrogen).  El  ARN  total  se  extrajo  mediante  el  Nucleospin  RNA  II  Kit 

(MACHEREY‐NAGEL)   

 

  Condiciones generales de retrotranscripción:  

Paso    Temperatura  Tiempo  Nº de Ciclos 

Desnaturalización 

de ARN   

65ºC  5 minutos    1 

Síntesis cDNA             50ºC     60 minutos  1 

Inactivación de la 

transcriptasa    

85ºC  5 minutos  1 
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El cDNA resultante de la reacción se utilizó como molde para las PCRs.  

Para cada conjunto de cebadores, el número de ciclos se ajustó de modo que 

los  extremos  de  la  reacción  cayeron  dentro  de  la  fase  exponencial  de 

amplificación  del  producto,  proporcionando  así  una  estimación 

semicuantitativa de la abundancia de ARNm relativa. 

4.10.2  Amplificación por PCR de los genes de interés 

La  Polymerase  Chain  Reaction  es  una  técnica  desarrollada  por  K.Mullis  en 

1984,  que  permite  amplificar ADN  a  partir  de  pocas  copias  y  aumentar  la 

cantidad varios órdenes de magnitud. Se produce a través de una polimerasa 

termoestable  y  cebadores  específicos  que  limitan  la  extensión  de 

amplificación.  

Las  reacciones  se  realizaron  en  un  volumen  final  de  50  μl  y  las 

concentraciones  finales  de  los  componentes  de  la  mezcla  de  reacción 

dependían de la polimerasa utilizada.  

  Concentraciones generales de la reacción con Pfu ADN polimerasa 

(Promega) 

cDNA < 250 ng 

0,2 μM de cada uno de los cebadores 

0,4 mM dNTP 

Agua libre de nucleasas hasta 50 μl 
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  Condiciones generales de amplificación de los genes   

Paso  Temperatura  Tiempo  Nº de Ciclos 

Desnaturalización 

inicial 

94ºC  2 minutos  1 

Desnaturalización  94ºC  15 segundos  25‐35 

Hibridación  XºC(1)  30 segundos 

Extensión  72ºC  1 minuto 

Extensión Final     72ºC  7 minutos  1 

Mantenimiento    4ºC  ∞  1 

 

XºC(1) La temperatura de hibridación varia según la secuencia de cebadores 

que  se  utiliza,  la  temperatura  de  hibridación  se  aproxima  a  través  de  la 

fórmula:  Ta(ºC)=( 4ºC x (G+C))+ (2ºC x (A+T)) 

Los productos de PCR se corrieron en 50 ml de gel de agarosa al 1%, disuelto 

en solución TAE al 1X, con 5μl BrEt 1mg/ml.  

Tampón TAE 50X 

242 g Tris Base 

100 ml EDTA 0,5 M pH 8 

57,1 ml Ácido Acético Glaciar 

(Panreac) 

Agua Mili Q  1L 
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4.11   Microscopía electrónica 

Se sembraron las células al 10% para tratar al 60% aproximadamente. Tras el 

tratamiento  se  recogieron  las  células  en  suspensión,  se  fijaron  con 

glutaraldehido al 5% en un tampón 0.1M pH 7.4 a 4ºC durante 10 minutos y 

después  2  horas  con  glutaraldehido  al  2.5%.  Después  de  la  fijación  las 

muestras  se  pusieron  en  un  tampón  con  un  1%  de  tetraóxido  de Osmio, 

deshidratadas en gradiente de etil alcohol y embebidas en resina Spurr. 

 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

V.   Discusión 
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5.1 La  privación  de  glucosa  induce  apoptosis  o  necrosis 

dependiendo de la línea celular 

Se ha descrito que la privación de glucosa puede inducir necrosis o apoptosis 

dependiendo  de  la  línea  celular.  La  apoptosis  es  una muerte  controlada  y 

necesita  de  actividad  caspasa.  Cuando  las  células mueren  por  apoptosis, 

éstas son fagocitadas evitando la extravasación del contenido citoplasmático. 

Sin embargo, durante la necrosis, la rotura de la membrana plasmática de la 

célula  induce a  inflamación. Durante muchos años se creyó que  la necrosis 

consistía  en  un  proceso  totalmente  pasivo.  Recientemente  han  surgido 

estudios que evidencian lo contrario. Sabemos que la necrosis no puede ser 

bloqueada por inhibidores de caspasas. Pero existe la necroptosis, una forma 

de muerte necrótica  independiente de  caspasas y dependiente de RIPK1/3 

(Christofferson and Yuan 2010). Así las nuevas clasificaciones (Galluzzi, Vitale 

et al. 2011) consideran también a la necrosis como un proceso controlado en 

algunos casos.   Como decíamos en  la  introducción, muchas células mueren 

por apoptosis mitocondrial tras ser privadas de nutrientes. Pero los tumores 

han  ido  adquiriendo  diferentes mecanismos  de  adaptación  a  través  de  la 

sobre‐expresión de proteínas  anti‐apoptóticas o mutaciones  en Bax  y Bak. 

Por ello pensamos en empezar a estudiar  la privación de glucosa en células 

DKO. 

Como hemos visto en  los resultados,  la privación de glucosa  induce muerte 

dependiente de caspasas en estas células y estan protegidas totalmente en 

presencia de Q‐VD. Mientras que en fibroblastos silvestres (WT), el Q‐VD es 

incapaz  de  proteger  totalmente  la  producción  de  sub‐G1.  ¿Por  qué?  Los 

cardiomiocitos adultos humanos, durante el desarrollo bajan  los niveles de 

algunas proteínas  apoptóticas  como Bax o Apaf‐1  lo que  les hace  ser más 

resistentes a apoptosis (Bahi, Zhang et al. 2006). Los cardiomiocitos que son 

expuestos  a  isquemia mueren  de  una  forma  necrótica,  independiente  de 
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caspasas  pero  con  permeabilización  mitocondrial  y  liberación  de 

endonucleasa  G  responsable  de  la  degradación  del  ADN.  Otra  forma  de 

muerte  independiente de caspasas pero con permeabilización mitocondrial 

es  lo que ocurre  tras  isquémia  en  célula neuronales. Una de  las proteínas 

liberadas  a  través  de  los  poros mitocondriales  es  AIF  (apoptosis  inducing 

factor).  La  muerte  inducida  por  AIF  en  neuronas  es  un  proceso 

independiente  de  caspasas  y  podría  servir  como  una  muerte  alternativa 

después  de  la  caída  de  energía. De  hecho  la  bajada  de  ATP  promueve  la 

liberación de AIF, que se transloca al núcleo y causa fragmentación del ADN y 

condensación de cromatina periférica (Broughton, Reutens et al. 2009), algo 

diferente  a  la  condensación  global  de  cromatina  que  observamos  tras 

actividad caspasa.  

Entonces, podría ser en nuestro caso, que algunas células wt de fibroblastos 

murinos, promovieran liberación de endonucleasa G tras la permeabilización 

mitocondrial  o  AIF.  Éstas  serían  responsables  del  perfil  subG1  que 

observamos, pero sin actividad caspasa.  

Además de estudiar la muerte en células de fibroblastos murinos deficientes 

o no en Bax y Bak, también nos interesó la muerte tras privación de glucosa 

en  otros  tipos  celulares.  Sorprende  ver  como  cada  línea  actúa  de manera 

distinta.  Mientras  que  las  HeLa  mueren  por  apoptosis,  las  células  de 

rabdomiosarcoma Rh4 y Rh30 mueren de forma independiente de caspasas. 

No  sabemos qué es  lo que hace  inducir apoptosis o necrosis en  las células 

tras la privación de glucosa y habría que estudiar cada situación en concreto 

para  descifrarlo.  Pero  es  probable  que  los  niveles  de  ROS,  el  balance  de 

antioxidantes, y  la bajada de ATP  sean determinantes para que una  célula 

vaya  hacía  un  proceso  u  el  otro.  Se  conoce  que  las  especies  reactivas  de 

oxígeno,  ROS  que  frecuentemente  se  producen  tras  la  privación  de 

nutrientes,  son  causa  de  necrosis  (Ahmad,  Aykin‐Burns  et  al.  2005; 

Broughton,  Reutens  et  al.  2009).  De  hecho  es  lo  que  ocurre  en  algunas 
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situaciones de isquemia. Además la falta de nutrientes también induce a una 

bajada en  los niveles de NADPH como poder  reductor. Por ello, el balance 

entre  NAD+/NADH+H  y  la  producción masiva  de  ROS  tras  la  privación  de 

nutrientes podría determinar que una  célula  se dirigiéra hacía  apoptosis o 

hacía necrosis.  

También  la bajada de ATP puede hacer que una célula muera por necrosis 

tras  un  estímulo  propiamente  apoptótico.  Digamos  que  la  apoptosis  se 

describe  como  una  forma  de  muerte  más  activa,  dependiente  de  ATP, 

mientras  la  necrosis  es  más  pasiva.  La  muerte  por  apoptosis  o  necrosis 

dependería del ATP disponible en la célula tras la privación de nutrientes. Un 

ejemplo lo tenemos en un estudio con células Jurkat (Leist, Single et al. 1997; 

Ferrari, Stepczynska et al. 1998), dónde al privarlas de glucosa y bloquear la 

respiración,  las  células  morían  por  necrosis  tras  el  tratamiento  con 

inductores apoptóticos como  la estaurosporina. Pero posiblemente en este 

caso tan extremo, el ATP no sea el único componente y la concentración de 

ROS sea realmente alta lo que haría promover el cambio de apoptosis hacía 

necrosis.   También podría ser que  la muerte que observamos fuese un tipo 

de necrosis,  independiente de caspasas, por autofagia, pero  lo discutiremos 

más adelante (Elgendy, Sheridan et al. 2011). 

5.2 La caspasa  iniciadora, caspasa‐8, está  implicada en  la 

muerte tras privación de glucosa 

Los estudios que realizamos con el siRNA de caspasa‐8 nos indican que esta 

caspasa está  implicada en  la muerte por privación de glucosa  tanto en  las 

DKO como en las HeLa. A ello se suman otros experimentos realizados en el 

grupo previamente que corroboran  la hipotésis. Se realizaron experimentos 

con  shRNA  y  selección  de  clones  que  expresaban menos  caspasa‐8.  Éstos 

quedaban protegidos totalmente por TNF y bastante tras el tratamiento por 

privación de glucosa. Además se expresó  la proteína viral CrmA, que  inhibe 
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selectivamente  a  las  caspasas‐1  y  8  y  también  estaban  protegidas  de  la 

privación de glucosa. Sin embargo no sabemos qué es lo que activa caspasa‐8. 

Se realizaron diversos experimentos. La sobre‐expresión de FLIP, un inhibidor 

competitivo de la caspasa‐8, no protegía (Caro‐Maldonado, Tait et al. 2010). 

Se silenció RIPK1, sin tener tampoco ningún efecto. Y sobre cIAP1, se observó 

una bajada de los niveles. También se estudió otra plataforma de activación 

de  caspasa‐8,  FADD. Pero a pesar del uso de  varias  secuencias de ARN de 

interferencia, fue difícil bajar en su totalidad los niveles de la proteína. Así, el 

siRNA de FADD no protegía de la privación de glucosa, pero tampoco de TNF. 

De  modo  que  es  necesario  el  estudio  de  otras  posibles  plataformas 

responsables  de  la  activación  de  caspasa‐8  (Caro‐Maldonado,  Tait  et  al. 

2010).  

5.3 La 2‐DG como inhibidor del metabolismo glicolítico en 

rabdomiosarcomas 

5.3.1 Diferentes  respuestas  al  tratamiento  por  2‐DG  entre 

rabdomiosarcomas alveolares y embrionales 

Los  rabdomiosarcomas  constituyen  los  sarcomas  de  tipo  pediátrico  más 

comunes (23%) y un 7% de los tumores pediátricos. Son muy agresivos y una 

quimioterapia efectiva sería necesaria (Stevens 2005). Como decíamos en la 

introducción,  se  dividen  según  sus  características  histológicas  en  dos, 

embrionales  un  60%  con mejor  prognosis  y  alveolares  un  30%  con  peor 

prognosis.  Estos  últimos  tienden  a  desarrollar  metástasis,  lo  que  hace 

disminuir la eficiencia del tratamiento y la supervivencia de los pacientes.  En 

nuestro estudio describimos la eficiencia de la 2‐deoxiglucosa como inhibidor 

del  metabolismo  glicolítico  contra  los  rabdomiosarcomas  alveolares.  Los 

rabdomiosarcomas  alveolares  están  asociados  en  muchos  casos  con  una 

única  translocación  recurrente,  fusionando  los  factores  de  transcripción 
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PAX3 o PAX7 con genes FKHR  (Foxo1). La fusión de PAX‐FKHR característica 

de  los  rabdomiosarcoma  alveolares  se  ha  visto  que  altera  la  expresión  de 

múltiples  enzimas metabólicos  y  de  diferenciación  que  podría  explicar  la 

diferencia  de  sensibilidad  que  observamos  al  compararlos  con  los 

embrionales. Por ejemplo CNR1, el receptor de cannabinoides 1 necesario en 

el desarrollo del  cerebro  y el  tubo neurona. Diferentes genes  relacionados 

con  la  diferenciación  miogénica  como  enolasa  3  o  el  receptor  de  α‐2A 

adrenérgico. Genes  relacionados con  la  señal miogénica de  la  familia TGFβ 

como BMP5. Genes relacionados con el metabolismo como arginosuccinato 

sintetasa  o  la  proteína  O‐manosil  tranferasa  1  (POMT1)  necesaria  para 

transferir residuos de manosa en el retículo y que se encuentra mutada en 

otros  desordenes  musculares.  Todos  estos  genes  se  encuentran  sobre‐

expresados en rabdomiosarcoma alveolares (Lae, Ahn et al. 2007).  

Otra posibilidad que nos podría explicar  la diferencia de sensibilidad a  la 2‐

DG entre alveolares y embrionales  sería p53. p53 está asociado al daño al 

ADN  y  también  a  otros  estreses  de  la  célula  como  cambios metabólicos, 

privación  de  nutrientes,  o  concentraciones  de  oxígeno  reducidas  (Johnson 

and Perkins 2012). Por ejemplo, p53 puede activarse a  través de AMPK en 

respuesta a los niveles de ATP/ADP o por el enzima del ciclo de Krebs, malato 

deshidrogenasa  en  respuesta  a  la  privación  de  glucosa.  p53  promueve  la 

fosforilación  oxidativa  y  decrece  la  glicolisis  de  diferentes  formas.  Por 

ejemplo  promoviendo  a  TIGAR,  (TP53‐induced  glycolysis  and  apoptosis 

regulator), un gen que bloquea el paso de fructosa‐6‐fosfato a fructosa‐2,6‐

bifosfato,  bloqueando  así  la  glicolisis  y  reduciendo  los  niveles  de  ROS 

internos. p53    también  incrementa  la  fosforilación oxidativa a  través de  la 

sobre‐expresión del gen SCO2, o citocromo c oxidasa 2. Y regula otros genes 

del metabolismo de la glucosa como la hexoquinasa II o los transportadores 

de  glucosa GLUT 1, 3  y 4  (Kawauchi, Araki et  al. 2008; Vousden  and Ryan 

2009). Y lo más importante es que en ausencia de p53 las células se mueren 
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al no poder parar el ciclo en el punto de control (“check point”) metabólico 

Las  3  lineas  de  rabdomiosarcoma  alveolar  utilizadas  son mutantes  en  p53 

(Ganjavi, Gee et al. 2005) y ésto concuerda con la idea de que p53 protege a 

las células del estrés metabólico  (Jones, Plas et al. 2005). También, uno de 

los genes sobre‐expresados en rabdomiosarcoma embrional es VRK3 (Vaccia‐

related kinase 3) que  forma parte de una  familia de quinasas que regula  la 

estabilidad de p53 durante  la proliferación  (Vega, Sevilla et al. 2004). Para 

comprobar si el estado de p53 podría explicar  las diferencias, utilizamos  las 

células de rabdomiosarcoma embrional RD que son deficientes en p53. Aún 

así son todavía insensibles al tratamiento a la 2‐DG. Este resultado tiene que 

ser estudiado más a  fondo. Pueden existir propiedades  intrínsecas de cada 

línea de sarcoma, por ejemplo en un estudio realizado recientemente sobre 

las  diferencias  en  expresión  génica  de  alveolares  y  embrionales,  destacan 

que la mitad de los genes sobre‐expresados en líneas de tumores alveolares, 

también  lo  están  en  las  células  RD  y  viceversa,  genes‐sobreexpresados  en 

líneas embrionales no  lo están en RD y eso podría también estar afectando 

también a la sensibilidad de estas células en concreto (Lae, Ahn et al. 2007). 

Sería  interesante  realizar  otros  experimentos  como  la  sobre‐expresión  de 

p53  en  las  células  de  rabdomiosarcoma  alveolar  y  ver  qué  ocurre  tras  el 

tratamiento con 2‐DG.  

Otra de  las proteínas determinantes que podría explicar  la diferencia entre 

alveolares y embrionales es HIF1‐α. HIF no solo actúa como un regulador de 

los cambios de oxígeno, también se activa con alteraciones de los niveles de 

ROS  y  cambios  en  el metabolismo. HIF  también  regula  la  glicolisis,  sobre‐

expresando  algunos  transportadores  de  glucosa  como  GLUT1,  3  y 

hexoquinasa 1 y 2 y enzimas como la lactato deshidrogenasa (Semenza 2010). 

Según  nuestros  resultados, HIF  no  parece  ser  responsable  de  la  diferente 

respuesta  a  2‐DG  en  las  células.  Ninguna  de  las  líneas  observadas,  ni 

alveolares  ni  embrionales  presentaba  niveles  diferentes  de  HIF  sin 
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tratamiento  ni  tras  el  tratamiento  con  2‐DG.  Cuando  hicimos  el 

silenciamiento de HIF en  A204 no observamos nada de muerte. Sin embargo 

sí que observamos una muy pequeña sensibilización a la 2‐DG en células Rh4 

cuando  silenciamos HIF‐1α.  Ésto  concuerda  con  los  resultados  observados 

por  otros  investigadores  donde  HIF‐1  confiere  resistencia  al  tratamiento 

antitumoral (Piret, Mottet et al. 2002; Unruh, Ressel et al. 2003) y protege a 

las células de  la muerte  inducia por 2‐DG en situaciones de hipoxia (Maher, 

Wangpaichitr et al. 2007). En este estudio explican que como HIF incrementa 

los  enzimas  glicolíticos,  y  algunos  son  diana  de  la  2‐DG,  es  necesario más 

cantidades  de  2‐DG  para  inhibir  la  glicolisis  y  eso  es  lo  que  confiere 

resistencia  al  tratamiento.  Sin  embargo  podríamos  haber  esperado  el 

resultado  inverso, puesto que HIF aumenta  los  transportadores de glucosa, 

más 2‐DG sería capaz de entrar en la célula, provocando más muerte.  

Podríamos haber estudiado otras vías que podrían explicar la diferencia que 

observamos,  como NF‐kB.  Por  ejemplo, Mauro  y  sus  colegas  demostraron 

que tras la privación de glucosa en fibroblastos murinos de ratón MEFs, RelA 

la  subunidad  de  NF‐kB  activa  el  promotor  de  p53  incrementando  la 

fosforilación oxidativa y disminuyendo la glicolisis (Mauro, Leow et al. 2011). 

Pero en este caso, sería necesario que p53 fuera funcional y no es el caso de 

las  células  que  hemos  estudiado.  Sin  embargo,  RelA,  también  puede 

promover  la  glicolisis  pero  en  situaciones  de  pérdida  de  p53.  En  estas 

condiciones,  NF‐kB  promueve  la  expresión  de  transportadores  de  glucosa 

GLUT3 en  células  tumorales  resultando en un  incremento del  consumo de 

glucosa y producción de  lactato  (Kawauchi, Araki et al. 2008; Vousden and 

Ryan  2009).  Sería  interesante  estudiar  la  vía  de  NF‐kB,  así  como  los 

transportadores  de  glucosa  para  determinar  diferencias  entre  las  células. 

Pero son objetivos muy amplios para abarcar en mi tesis.  
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5.3.2 Muerte  apoptótica  y  estrés  reticular  en  células  de 

rabdomiosarcoma tras el tratamiento por 2‐DG 

La privación de glucosa y  la 2‐deoxiglucosa promueven muerte de diferente 

manera. En relación a la muerte de los rabdomiosarcoma, cabe destacar una 

idea  bastante  importante.  Las  células  responden  de  forma  diferente  a  la 

privación de glucosa o a  la 2‐DG. Mientras que en  la primera  situación  los 

rabdomiosarcoma Rh4 o Rh30 mueren por necrosis, tras el tratamiento con 

2‐DG la muerte es por apoptosis. La 2‐deoxiglucosa es ampliamente  utilizada 

como  un mimético  de  privación  de  glucosa.  Sin  embargo,  creemos  que  la 

toxicidad  de  la  2‐DG  puede  llevar  a  efectos  que  son  diferentes  a  los 

encontrados por ausencia de glucosa. Sabíamos por otros estudios que la 2‐

DG y  la privación de glucosa no eran  igual (Kang and Hwang 2006). En este 

último,  las  células HeLa  respondían  diferente  a  nivel  de O‐glicosilación  de 

proteínas, que  corresponde a un 2‐3% de  la glucosa de  la  célula. Mientras 

que  la 2‐DG  inhibe  la N‐glicosilación,  incrementa  la O‐glicosilación. También 

la actividad del proteosoma variaba dependiendo si eran tratadas con 2‐DG o 

bajos niveles de glucosa.  

Sin  embargo,  en  general  la  2‐DG  produce  los mismos  efectos  a  nivel  de 

activación  de  AMPK  e  inactivación  de  mTOR.  Nosotros  hemos mirado  la 

actividad de mTOR por western blot tras el tratamiento con 2‐DG en las Rh4 

y  observamos  esa  inactivación. Aunque  sería  interesante  también  ver  qué 

sucede con AMPK y mTOR tras la privación de glucosa.  

La 2‐DG inhibe la glicolisis y la utilización de glucosa para ATP y ácidos grasos, 

pero  puede  ser  metabolizada  en  algunos  casos  por  la  vía  de  pentosas 

fostatos  (Zabos,  Kyner  et  al.  1978).  Pero  el  bloqueo  catalítico  no  puede 

explicar por si solo  la toxicidad de  la 2‐DG. Por ejemplo Ralser y sus colegas 

demostraron  que  cambios  en  la  concentración  de  azúcares‐fosfato  eran 
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iguales tanto en células humanas resistentes a  la 2‐DG como en células que 

no lo eran  (Ralser, Wamelink et al. 2008).  

Nuestros experimentos  indican   que el estrés reticular media  la muerte por 

2‐DG en  los rabdomiosarcoma, por que  la manosa, que revierte  los efectos 

de la 2‐DG en la glicosilación de proteínas, protege de la muerte.  

Cuando exploramos  la vía de PERK, una de  las vías de  la UPR, observamos 

que el tratamiento con 2‐DG provocaba la fosforilación de eIF2α, la inducción 

de ATF4 y un  incremento en chaperonas Grp58, Grp78 y Grp94. Aunque no 

hemos  podido  detectar  PERK.  La  fosforilación  de  eIF2α  puede  provocar  la 

inhibición de la síntesis proteíca, aunque favorece la traducción de ATF4 (ver 

introducción).   Así pués,  la vía de PERK podría estar minimizando el estrés, 

provocando  una  inhibición  transitoria  de  la  síntesis  de  proteínas  y 

reduciendo  la  cantidad  de  proteínas  que  entran  en  el  lumen  del  retículo. 

Además  la  inhibición  de  ATF4  parcialmente  previene  de  la  apoptosis, 

posiblemente al estabilizar los niveles de Mcl‐1. En relación a esto último, no 

sabemos  como  ATF4  regula  los  niveles  de Mcl‐1.  Un  reciente  estudio  en 

células  mieloides  indican  que  la  inhibición  del  proteosoma  promueve  la 

activación  de  ATF4  que  induce  la  transcripción  de Mcl‐1  (Hu,  Dang  et  al. 

2012),  sin embargo en nuestro caso, ATF4  inhibe  la acumulación de Mcl‐1. 

Sería  interesante hacer experimentos  inhibiendo el proteosoma y ver si  los 

niveles de Mcl‐1 se ven alterados.  

Por otro  lado,  y  siguiendo  con  lo  anterior,  el hecho de que  la manosa no 

revierta los niveles de ATP nos indicaría que no está siendo metabolizada. De 

hecho otros estudios  realizados  también  indican que  la citotoxicidad de  las 

células  al  tratamiento  por  2‐DG  viene  dado  por  su  interferencia  en  la  N‐

glicosilación y no únicamente por  la  inhibición de  la glicolisis (Kurtoglu, Gao 

et al. 2007). Siguiendo esta línea, mostramos que la tunicamicina, que como 

la  2‐DG  induce  a  estrés  reticular  inhibiendo  la  N‐glicosilación,  también 

promueve la pérdida de Mcl‐1 y la inducción de Noxa.  
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5.3.3 Proteínas BH3 y muerte por 2‐deoxiglucosa 

A pesar de ser utilizada en ensayos clínicos, el mecanismo apoptótico de la 2‐

DG nunca había sido estudiado.  

Como decíamos en el apartado de  introducción  la privación de  glucosa en 

algunas  células  como  las  hematopoyéticas  es  inhibida  por  Bcl2  y  Bcl‐xL  y 

mediada por Noxa, Puma o Bim (Alves, Derks et al. 2006; Zhao, Coloff et al. 

2008). Además, Strasser y sus colegas indicaron que Bim era esencial para la 

apoptosis  inducida por estrés  reticular en muchos  tipos celulares, como en 

timocitos, o celulares epiteliales de mama y riñón (Puthalakath, O'Reilly et al. 

2007).  Pero  es  posible  que  otras  proteínas  BH3  sean  necesarias  en  este 

proceso.  Por  ejemplo,  Puma  y  no  Bim,  se  sobre‐expresa  en  células  de 

neuroblastoma  tras  el  estrés  reticular  (Steckley,  Karajgikar  et  al.  2007); 

también  se ha demostrado que  la  supresión de Puma protege,  aunque no 

completamente, de la muerte inducida por tapsigargina, en células de cáncer 

de hígado, HCT116 (Reimertz et al, 2003). También, Puma, al igual que Noxa 

son  críticos  mediadores  de  la  muerte  inducida  por  estrés  reticular  en 

fibroblastos murinos de ratón (Li et al 2006).  

Consistentemente  con estos datos, nosotros observamos una  inducción en 

Bim tras el tratamiento con 2‐DG. Pero el ARN de interferencia que evitaba la 

acumulación de Bim, no afectaba a la muerte observada tras el tratamiento. 

En  relación a Puma, nosotros no observamos una  inducción de  la proteína 

tras el tratamiento con 2‐DG. Además parece que la inducción de Puma suele 

ser  dependiente  de  p53  (Zhao,  Coloff  et  al.  2008)  y  nuestras  células  de 

rabdomiosarcoma  alveolar  son  deficientes.  Pero  aún  así,  hubiese  sido 

interesante estudiarla.  

En nuestro estudio,  la 2‐deoxiglucosa  induce estrés  reticular a  través de  la 

activación de Noxa que también es crítico en la muerte celular.  

Tanto la inducción de Noxa como la bajada de Mcl‐1 parece ser consecuencia 

del estrés  reticular ya que  la manosa  revierte ambos eventos y  también  la 
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muerte inducida por 2‐DG. Este dato concuerda con otros donde se ha visto, 

que  Noxa media  también  la muerte  inducida  por  estrés  reticular  (Zhang, 

Lopez et al. 2011). También que el balance entre Noxa y Mcl‐1 es crítico para 

la muerte  y  es  algo  observado  por  otros  en  células  hematopoyéticas  en 

situación de ausencia de glucosa (Alves, Derks et al. 2006).  

Sabemos  que  Noxa  se  activa  en  células  hematopoyéticas  en  respuesta  a 

estrés en el metabolismo de  la glucosa,  influyendo en  la captación y el flujo 

de glucosa  (Lowman, McDonnell et al. 2010; Wensveen, Alves et al. 2011). 

Por ello nos surge aquí una pregunta,   ¿Noxa está matando  interfiriendo en 

el metabolismo o con su función de BH3? Posiblemente ambas. Noxa regula 

la entrada de glucosa en  las células y puede derivarla a  la vía de pentosas 

fosfato. Podría ser que también lo hiciera con la 2‐DG. Sería interesante, por 

ejemplo medir los niveles de ATP tras el siRNA de Noxa. 

Respecto a la regulación, nosotros no pudimos observar cambios en el mRNA 

de Mcl‐1  ni  de  Noxa  tras  el  tratamiento  con  2‐DG,  a  pesar  de  que  otros 

colegas  habían  descrito  la  inducción  del  mRNA  de  Noxa/PMAIP1  en 

respuesta  a  2‐DG  por mecanismos  aún  no  descritos  (Heminger,  Jain  et  al. 

2006). Los resultados tras el tratamiento con cicloheximida, un  inhibidor de 

la traducción, indican que la regulación es post‐transcripcional. La bajada de 

Mcl‐1  podría  ser  debido  a  la  inhibición  de  la  traducción.  Observamos  la 

fosforilación  de  eIF2α,  que  puede  estar  regulando  los  niveles  de  Mcl‐1 

(Fritsch, Schneider et al. 2007). También quisimos estudiar la contribución de 

mTOR en  la bajada de Mcl‐1. En otros estudios, se ha visto que  la privación 

de glucosa activa AMP‐K e inactiva a mTOR (Pradelli, Beneteau et al. 2010), lo 

que  lleva  a  una  bajada  en  los  niveles  de  Mcl‐1.  Nuestros  experimentos 

indican  la  bajada  de  los  niveles  de Mcl‐1  acompañada  de  la  inhibición  de 

mTOR en respuesta a 2‐DG.  

En  relación  a  las  interacciones  entre  proteínas,  según  la  figura  de 

inmunoprecipitaciones,  la  función  anti‐apoptótica  de  Mcl‐1  podría  ser  a 
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través del secuestro de Noxa y Bak. Podría ser que  la bajada de Mcl‐1 y su 

inactivación por Noxa, liberara a Bak. También Bcl‐xL promueve la protección 

cuando  es  sobre‐expresada,  y  además  pudimos  detectar  una  muy  leve 

interacción de Bak con Bcl‐xL. Sin embargo, tras el tratamiento con 2‐DG no 

pudimos ver  la  liberación de Bak de Mcl‐1 o de Bcl‐xL. Es posible que exista 

una pequeña  liberación pero el uso de anticuerpos nos detecte  igualmente 

las interacciones.   

Estos resultados evidencian por primera vez la implicación entre proteínas de 

la familia BH3 en la muerte inducida por 2‐DG. La expresión de Noxa podría 

predecir  la  sensibilidad a  las drogas anti‐glicolíticas. Es posible que  la 2‐DG 

sea más eficiente en combinación con otras drogas y está siendo probada in 

vivo actualmente en el laboratorio. 

5.4  Autofagia y metabolismo 

Quisimos averiguar el papel de la autofagia tras el tratamiento con 2‐DG y la 

privación de glucosa. Observamos que el uso de  inhibidores de  la autofagia 

como  la  cloroquina  sensibilizaban  a  la muerte  inducida  por  2‐DG  y  no  lo 

hacían  tras  privar  de  glucosa  a  las  células  Rh4.  Por  otro  lado  utilizamos 

también  la  3‐metiladenina  y  observamos  resultados  contradictorios.  El 

efecto de  la 3‐MA sobre  la muerte al  tratamiento por 2‐DG en células Rh4 

era  más  bien  aditivo.  Sin  embargo,  la  3‐MA  protegía  de  la  ausencia  de 

glucosa.  Resultados  similares  encontramos  en  células  DKO  y  HeLa.  Cabe 

destacar que la 3‐metiladenina es un inhibidor de la PI3K III, pero también de 

la PI3K I. La 3‐MA suprime la autofagia a través de la inhibición de PI3KIII. Sin 

embargo  la  3‐MA  puede  actuar  sobre  otras  quinasas  y  afectar  otros 

procesos  celulares,  como  el  metabolismo  del  glicógeno  o  la 

acidificación  lisosomal.  Además,  la  3‐MA  puede  suprimir  la  proteolisis 

incluso  en  células  deficientes  en  Atg5,  lo  que  sugiere  que  los  efectos 

sobre  la  degradación  de  proteínas  no  se  quedan  en  su  papel  como 
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inhibidor  de  la  autofagia.  Existen  estudios  donde  demuestran 

el papel dual de  la 3‐MA en  la modulación de  la autofagia  (Wu, Tan et al. 

2010). Aunque es capaz de suprimir la autofagia en condiciones de privación 

de nutrientes, el  tratamiento continuado puede  inducir autofagia. La 3‐MA 

inhibe  también como decíamos a  la PI3K  I,  responsable de  la activación de 

Akt y activación de mTOR, con la consecuente inhibición de la autofagia.  

También la cloroquina podría sensibilizar a causa de afectar a otros procesos 

aparte de  la macroautofagia. Esta droga es un  inhibidor de  la bomba H+/K+ 

ATPasa lisosomal, por lo que podría estar alterando las funciones lisosomales 

de  otros  procesos  de  la  vía  endosómica/lisosomal,  como  la  autofagia 

mediada por chaperonas.  

Puesto  que  teniamos  resultados  contradictorios  con  el  uso  de  los  dos 

inhibidores  de  la  autofagia,  quisimos  ver  si  realmente  existía  flujo 

autofágico  tras  la  privación  de  glucosa.  Sorprendentemente,  pudimos 

observar  que mientras  la  2‐DG  aumentaba  el  flujo  de macroautofagia,  la 

privación de glucosa no.   Para determinar qué está sucediendo deberíamos 

hacer  diferentes  experimentos.  Por  un  lado  podríamos  corroborar  los 

resultados  de  flujo  con  ayuda  de  la  contrucción  RFP‐GFP‐LC3.  Esta 

construcción fusiona la molécula LC3 con RFP y GFP en tándem. La señal del 

GFP se pierde por el ambiente ácido de los lisosomas, mientras que la señal 

RFP  continúa.   Dependiendo de  si el autofagosoma  se  fusiona o no  con el 

lisosoma  se  puede  determinar  el  flujo  de  macroautofagia.  Por  otro  lado 

deberíamos realizar estudios a nivel genético. Es decir bloquear la autofagia 

mediante  silenciamientos  con  siRNA  de  Beclina  o  Atg5/Atg7  y  ver  si 

sensibiliza a la muerte inducida tras el tratamiento con privación de glucosa 

o 2‐DG. 
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Por otro  lado, una hipótesis de  lo que podría estar ocurriendo en nuestras 

células privadas de glucosa es que no hubiera  suficiente ATP para  iniciar o 

bien  continuar  el  proceso  de  macroautofagia.  Podríamos  determinar  los 

niveles de ATP en ambas situaciones, con 2‐DG y privación de glucosa y ver si 

encontramos  diferencias  que  podrían  darnos  una  idea  del  porqué  tras 

privación de glucosa parece no haber macroautofagia en comparación con 2‐

DG. 

En  este  contexto  tendríamos  que  analizar  el 

estado de activación de mTOR, la proteína que actúa como sensor energético 

que  regula  la  macroautofagia.  Así  podríamos  determinar  los  niveles  de 

fosforilación de proteínas diana como P‐S6/P‐S6K y ver si mTOR está activo o 

no. De esta manera podríamos saber si la autofagia ha sido iniciada o no.  

Si bien,  los resultados obtenidos hasta ahora en relación a la sensibilización 

con  inhibidores de  la autofagia a  la muerte  inducida por 2‐DG,  sugieren  la 

posible combinación de 2‐DG con  inhibidores de  la autofagia como  terapia 

anti‐tumoral. 

 
 



 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV. Conclusiones 
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1. La  privación  de  glucosa  induce  apoptosis  en  fibroblastos  murinos 

deficientes en Bax y Bak. 

 

2. La privación de glucosa induce apoptosis dependiente de la caspasa‐8 en 

fibroblastos murinos deficientes  en Bax  y Bak  y  en  células humanas HeLa, 

pero otras líneas tumorales mueren por necrosis. 

 

3. La  2‐DG  induce  apoptosis  por  la  vía  mitocondrial  en  células  de 

rabdomiosarcoma alveolar. 

 

4. La muerte apoptótica inducida en células de rabdomiosarcoma alveolar es 

dependiente de Noxa.  

 

5. La 2‐DG provoca estrés reticular y como consecuencia activa la respuesta 

a proteínas mal plegadas (UPR). 

 
6.  La activación de ATF4 participa en la muerte celular. 

 

7. La  2‐DG  induce  autofagia  protectora  en  células  de  rabdomiosarcoma 

alveolar, mientras que la privación de glucosa no induce flujo autofágico. 
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