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INTRODUCCIÓN 



 

1. Importancia de la investigación en cáncer y en el fenotipo MDR. 

2. Características del fenotipo MDR. 

2.1. Bombas de extusión de fármacos. MDR-1. 

3. Apoptosis en las células con fenotipo MDR. 

3.1.Caspasas. 

3.2.Familia Bcl-2. 

4. Señalización intracelular en el fenotipo MDR. 

5. Señalización extracelular en el fenotipo MDR. 

6. Sensibilidad colateral en el fenotipo MDR. 

 

1. Importancia de la investigación en cáncer y en el fenotipo MDR. 

No cabe duda de que el cáncer es una de las principales enfermedades que 

preocupan a la sociedad en la actualidad. Según datos del Ministerio de Sanidad 

(Informe nacional de salud 2010), durante el año 2007 murieron 151.426 personas por 

esta causa en España, representando la segunda causa de muerte en el país después de 

las enfermedades cardiocirculatorias. En el conjunto de la Unión Europea se da incluso 

una mayor tasa de mortalidad asociada al cáncer que en España, representando 172,7 

muertes por cada 100.000 habitantes en el año 2007 en la Unión Europea y 157,1 

muertes por cada 100.000 habitantes en España en el mismo año (Informe Eurostat 

2010). A pesar de que la tasa de muertes debidas al cáncer ha disminuido en España y 

los demás países europeos desde el año 1990 (Cabanes A. et al. 2010), decreciendo un 

8% entre los años 2000 y 2007 en el total de la Unión Europea y en España (Informe 

Eurostat 2010), sigue siendo imprescindible mejorar los tratamientos y la detección 

precoz, para lo que es necesario dedicar un gran esfuerzo de investigación tanto en los 

proyectos ya existentes como en los nuevos proyectos que aporten una nueva 

perspectiva. 

Una de las mayores barreras en el tratamiento de tumores es  la aparición de los 

fenotipos de resistencia a múltiples fármacos (fenotipo MDR, multidrug resistance). 

Esta resistencia al tratamiento se origina tras una exposición continuada a un fármaco 

concreto, confiriendo a las células MDR la capacidad de sobrevivir en presencia de un 
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amplio espectro de fármacos muchas veces no relacionados con el que ha originado la 

resistencia; esto es debido, principalmente, a la aparición de bombas de extrusión de 

fármacos en las células cancerosas MDR, que son capaces de expulsar del interior 

celular la mayoría de fármacos antineoplásicos. Entre las bombas de extrusión de 

fármacos, la más importante es MDR-1 (también llamada P-gp, Glicoproteína P o 

ABCB1), aunque también se pueden expresar otras como MRP (proteína asociada a 

resistencia a múltiples fármacos), LRP (proteína de resistencia en pulmón), BCRP 

(proteína de resistencia en cáncer de mama), etc. 

Se ha estudiado la aparición del fenotipo MDR frente a una gran variedad de 

fármacos antineoplásicos como doxorubicina, daunomicina, etopósido o vinblastina 

entre otros (Sikic BI et al., 1997; van der Kolk DM et al., 2003), observándose que las 

células tratadas con los mismos se hacían resistentes a otros tratamientos cuando 

expresaban una o varias de las bombas de extrusión de fármacos anteriormente citadas.  

No hay estudios poblacionales que midan la frecuencia de aparición del fenotipo 

MDR, aunque sí hay estudios que describen la frecuencia de aparición de bombas de 

extrusión de fármacos en algunos tipos de cáncer; por ejemplo, en pacientes de mieloma 

múltiple que han sido tratados con vincristina y doxorrubicina (VAD) la aparición de 

MDR-1 se da en el 45% de los casos, aumentando el porcentaje hasta el 100% de los 

casos conforme se aumenta la dosis (Grogam TM. et al. 1993); también se ha descrito 

que aumenta la frecuencia de aparición de MDR-1 en células de leucemia aguda 

mieloide según aumenta la edad del paciente (Willman C, 1997). 

Las investigaciones sobre la aparición y características del fenotipo MDR en 

tumores se empezaron a realizar a finales del siglo XX y, desde entonces, se han 

multiplicado hasta nuestros días, poniendo de manifiesto la importancia de continuar la 

investigación en este campo. También hay un número considerable de empresas 

farmacéuticas que han desarrollado programas de investigación del fenotipo MDR 

desde la última década del siglo XX hasta ahora (Nature America Inc., 2000).  
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2. Características del fenotipo MDR. 

La principal característica del fenotipo MDR en células cancerosas es la aparición 

de bombas de extrusión, que expulsan los fármacos del interior celular impidiendo que 

adquieran niveles citotóxicos para dicha célula. Además, son proteínas que utilizan ATP 

como fuente de energía, lo que provoca que la célula tenga que dedicar buena parte de 

su gasto energético a esta función en detrimento de otras; por ejemplo, una característica 

observada en células con fenotipo MDR es una disminución de la proliferación celular 

in vitro (Martín-Orozco E. et al.,2005). Además, la aparición del fenotipo MDR puede 

conllevar modificaciones en la expresión de proteínas que controlan una gran variedad 

de procesos celulares, entre las que se encuentran: 

-Proteínas implicadas en procesos de apoptosis: Proteínas de la familia Bcl-2 

(Ugurel S et al., 1992),  IAPs (Proteínas inhibidoras de apoptosis) (Notarbartolo M et 

al., 2002). 

- Proteínas implicadas en la señalización intracelular tales como las que participan 

en las rutas de señalización de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPKs) 

y la ruta de la fostadilinositol trifosfato quinasa (PI3K)/Serina-treonina quinasa (Akt) 

(Sui H et al., 2012). 

- Proteínas implicadas en la señalización extracelular. (Frank MH et al., 2001; 

Pawlik A et al., 2005). 

- Proteínas inducibles ante una respuesta de estrés, tales como HSP-27 (proteína de 

choque térmico 27) y HSP-70 (McCollum AK et al., 2008). 

- Proteínas reguladoras de la replicación/reparación de ADN, como topoisomerasa II 

(Lugmani YA, 2005). 

- Moléculas de adhesión celular e implicadas en el mantenimiento de la estructura 

del citoesqueleto, como las integrinas (Kenneth H et al., 2011). 

Se han descrito tres formas de resistencia en células tumorales: intrínseca, 

constitutiva y transitoria (Scotto K.W. et al. 2001), tal como se muestra en la figura 1.1. 

La forma intrínseca hace referencia a una población de células que presenta propiedades 

de resistencia a fármacos de forma inherente, así el tumor está compuesto 

predominantemente por células con fenotipo MDR y la población permanece con las 

mismas características después del tratamiento. La forma constitutiva se refiere a una 

población celular constituida mayoritariamente por células sensibles a fármacos y una 
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pequeña parte de la población compuesta por células que han adquirido resistencia a 

quimioterapia. Mediante mutaciones desencadenadas como consecuencia del 

tratamiento antineoplásico, las células sensibles mueren y las resistentes sobreviven 

regenerando el tumor, constituido en su totalidad por células resistentes. La forma 

transitoria hace referencia a una población en la que la mayoría de células son sensibles 

a quimioterapia y una pequeña parte de la población es capaz de sobreexpresar el gen 

MDR-1 convirtiéndose, transitoriamente (cuando se exponen al tratamiento), en células 

resistentes. Al final del tratamiento estas células son capaces de regenerar el tumor, 

compuesto ahora por células que sobreexpresarán la proteína MDR-1, cuando se 

sometan a tratamientos posteriores.  

 

 

 

2.1. Bombas de extusión de fármacos. MDR-1. 

Las principales bombas de extrusión de fármacos que pueden aparecer en células 

cancerosas con fenotipo MDR son MDR-1, la familia MRP (proteínas asociadas a 

resistencia a múltiples fármacos), BCRP (proteína asociada a resistencia en cáncer de 

mama) y LRP (proteína asociada a resistencia en pulmón), siendo MDR-1 la principal 

Figura 1.1. Formas de resistencia a qumioterapia en células tumorales. Descripción de las formas en que una 

población de células alcanza la resistencia a qumioterapia. Las células están indicadas mediante formas geométricas 

coloreadas y las flechas negras indican el tiempo durante el que se administra el tratamiento (Scotto K.W.et al. 

2001). 
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de ellas y la más estudiada. La proteína MDR-1, glicoproteína P o ATP Binding cassette 

B 1 (Abcb1), es una bomba de extrusión de fármacos que se expresa en la mayoría de 

las células cancerosas con fenotipo MDR y, de forma constitutiva, se expresa en células 

de la barrera hematoencefálica, en hígado, riñón y placenta (Scotto KW et al., 2001). La 

familia de proteínas MRP se expresa de forma ubicua en el organismo, BCRP se 

descubrió en células de cáncer mama con fenotipo MDR y LRP se descubrió en células 

de cáncer de pulmón también con fenotipo MDR. 

MDR-1 es una glicoproteína transmembranal que tiene un peso molecular de 

170kDa. En humanos, la isoforma de P-gp capaz de transportar fármacos está codificada 

por el gen ABCB1 (MDR-1) mientras que en ratones hay dos isoformas codificadas por 

los genes Abcb1a y Abcb1b que comparten un 80 % de homología con la forma humana 

ABCB1 y 92% homología entre sí. Aunque ambas isoformas son altamente similares, 

existen diferencias en su afinidad por distintos tipos de fármacos: por ejemplo, Abcb1b 

confiere alta resistencia in vitro a colchicina mientras que Abcb1a confiere baja 

resistencia a dicha molécula. Por el contrario, Abcb1a es más efectiva promoviendo 

resistencia a vinblastina que la isoforma Abcb1b. Respecto a su estructura, MDR-1 

(Mason BL et al., 20012) consta de un extremo N-terminal de 10-15 kDa susceptible de 

glicosilación, la mitad N-terminal incluye 6 dominios transmembrana seguidos de un 

dominio citoplasmático de unión a ATP; la mitad carboxilo-terminal de la proteína 

también contiene 6 dominios transmembrana y un sitio citoplasmático de unión a ATP, 

esta mitad tiene un 65% de homología con la mitad N-terminal de la proteína (figura 

1.2).  

Se han descubierto distintos inhibidores farmacológicos de la proteína MDR-1, 

entre los que encuentran agentes bloqueantes de canales de calcio como verapamilo 

(VRP) y nicarpidina, medicamentos cardiovasculares (amiodarona, quinidina), 

medicamentos para la malaria (quinina, quinacrina), antibióticos (eritromicina, 

cefoperazona), ciclosporinas como la ciclosporina A, fenotiazinas como la flupenacina y 

hormonas (tamoxifeno, progesterona) (Covelli A et al., 1999). Algunos de estos 

inhibidores se han incluido en el tratamiento de cánceres con fenotipo MDR en 

combinación con la quimioterapia de uso protocolario. El hecho de que sea una proteína 

que se expresa en órganos encargados de la detoxificación fisiológica, siendo actor 

principal de este proceso, provoca que tenga que disminuirse la dosis de quimioterapia 
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en el paciente, puesto que, al inhibir también MDR-1 en las células detoxificantes, 

aumenta colateralmente la toxicidad del fármaco quimioterápico. Así, la utilización de 

estos inhibidores farmacológicos de MDR-1 lleva asociado un mayor control e impacto 

del tratamiento quimioterapeútico, por lo que se hace imprescindible la búsqueda de 

nuevos compuestos y de nuevas estrategias que puedan eliminar las células cancerosas 

con fenotipo MDR disminuyendo, al mismo tiempo, el impacto del tratamiento en el 

paciente; por ejemplo, buscando estrategias para actuar sobre MDR-1 sin afectar su 

funcionalidad extrusora. 

Diversos estudios han descrito resultados que sugieren que la proteína P-gp 

muestra una actividad anti-apoptótica que, más allá de conferir resistencia a múltiples 

fármacos, también confiere resistencia a una gran variedad de estímulos apoptóticos 

dependientes de caspasas, incluyendo entre estos estímulos al factor de necrosis tumoral 

alfa (TNFα), ligando de Fas (FasL), deprivación de nutrientes y exposición a radiación 

ultravioleta (Johnstone R.W. et al. 1999). 

 

 

 

Figura 1.2. Esquema de la estructura de MDR-1/glicoproteína P. Esquema indicando las dos subunidades de P-

gp con los dominios intramembrana e intracelular de ambas., el sitio de unión a ATP y el sitio de unión al sustrato 

(Aller SG et al., 2009). 
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3. Apoptosis en células con fenotipo MDR. 

Tal como se ha descrito en el punto anterior, la glicoproteína P puede bloquear la 

apoptosis dependiente de caspasas, pero la implicación de esta proteína en el proceso de 

muerte celular va más allá de este hecho y en el fenotipo MDR también se pueden ver 

alteradas proteínas controladoras de apoptosis. 

El proceso de apoptosis puede ocurrir por vías dependientes o independientes de 

caspasas y, dentro del primer tipo, existen dos vías generales, la vía intrínseca y la 

extrínseca. Además de las caspasas, en los procesos de apoptosis están implicadas otras 

proteínas importantes, entre las que se encuentran las proteínas de la familia Bcl-2, 

proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) y citocromo c. 

3.1 Caspasas. 

Las caspasas son un grupo de enzimas cisteín-proteasas, caracterizadas por 

presentar un residuo de cisteína que media en la ruptura de otras enzimas. Es una 

familia compuesta por 14 proteínas, de la que se han descrito 11 miembros en humanos. 

Las caspasas pueden tener una función reguladora de la inflamación o de la apoptosis, 

pudiendo clasificarse atendiendo a este criterio; así podemos considerar caspasa 1 como 

ejemplo de caspasa reguladora de la inflamación, puesto que es capaz de transformar la 

pro-interleucina 1β en su forma activa interleucina 1β, y podemos considerar las 

caspasas 3, 8, 9 y 7, como proteínas reguladoras de apoptosis. 

Las caspasas reguladoras de apoptosis se clasifican en iniciadoras o efectoras 

según el lugar que ocupen en la cascada de señalización que regulan. Las caspasas 

iniciadoras (como caspasas 8 y 9) son las que actúan procesando las formas inactivas de 

las caspasas efectoras (como caspasa 3), que procesarán otros sustratos proteicos que 

mediarán en las distintas rutas de apoptosis. 

La actividad de las enzimas caspasas reguladoras de apoptosis está controlada 

por varias proteínas de forma directa, entre las que destacan las proteínas inhibidoras de 

apoptosis (IAPs). Las IAPs son poco conocidas, aunque los datos experimentales 

sugieren que pueden actuar directamente inhibiendo la actividad de las caspasas 

efectoras 3 y 7 y también puede actuar inhibiendo la actividad de caspasas iniciadoras 

como caspasa 9. Dentro de las IAPs se conocen 7 proteínas en humanos (Smolewski P. 
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et al. 2011), llamadas  c-IAP (IAP celular), c-IAP-2, XIAP (IAP de unión al cromosoma 

X), BRUCE, livina, Ts-IAP (IAP específica de testículos), survivina, y NAIP (IAP 

neuronal). 

3.2 Familia Bcl-2. 

La familia de proteínas Bcl-2 (proteína de linfoma de células B 2) está 

constituida por una gran variedad de miembros que participan en la regulación (positiva 

y negativa) del proceso de apoptosis. Esta familia de proteínas se caracteriza por la 

presencia de cuatro regiones denominadas dominios de homología Bcl-2 (BH), que se 

nombran BH1-4 y se pueden clasificar en 3 subfamilias distintas atendiendo a los 

dominios que presenten: 

- Subfamilia Bcl-2 (anti-apoptótica): Contiene los dominios BH1-4. Está 

constituída por las proteínas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1 y BCL-B. 

- Subfamilia Bax (pro-apoptótica): Contiene los dominios BH1-3. Está constituída 

por las proteínas Bax, Bak y Bok. 

- Subfamilia BH3 (pro-apoptótica): Contienen solo el dominio BH-3. Está 

constituída por las proteínas Bad, Bid, Bik, Blk, Bim, PUMA, NOXA, BMF y 

HRK. 

Las proteínas anti-apoptóticas de la subfamilia Bcl-2 presentan todos los 

dominios de homología de la familia y ejercen su acción anti-apoptótica, 

principalmente, mediante la unión a las proteínas Bak/Bax impidiendo su función pro-

apoptótica, también mantienen la integridad mitocondrial. 

Las proteínas pro-apoptóticas de la subfamilia Bax se encuentran normalmente 

en la membrana mitocondrial, y actúan uniéndose entre ellas para formar un poro en la 

membrana que libera citocromo c, iniciando así una cascada de inducción de apoptosis.  

Generalmente se considera el balance entre proteínas anti- y pro-apoptóticas 

como el principal mecanismo de regulación de apoptosis por parte de estas moléculas; 

así, si la cantidad de proteínas anti-apoptóticas es mayor, la célula sobrevivirá, en 

cambio, si la cantidad de proteínas pro-apoptóticas es mayor, la célula morirá. 
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Se han descrito diversos estudios sobre el papel de las proteínas anti-apoptóticas 

en la aparición de fenotipos MDR. Respecto a Bcl-2, se ha descrito en estudios de 

melanoma resistente a quimioterapia que las células con un ratio Bax/Bcl-2 bajo no sos 

susceptibles de sufrir apoptosis por la vía de FasL (Ugurel S et al., 1992). También se 

ha descrito  que Bcl-2 puede ser responsable de la neutralización de señales de apoptosis 

mediadas por el receptor TRAIL (Chawla-Sarkar M. et al., 2004). Además, se ha 

encontrado una relación entre la sobreexpresión de varios miembros de la familia Bcl-2 

y la aparición de resistencia a quimioterapia en varios cánceres hematológicos 

(Bugginsa et al., 2010); al igual que se han observado grandes diferencias en el perfil de 

expresión de Bcl-2 en células cancerosas tras la adquisición del fenotipo MDR 

(Campone M et al., 2001; Simstein R et al., 2003). Por otro lado, Mcl-1 también se ha 

descrito recientemente como una proteína anti-apoptótica involucrada en el fenotipo 

MDR (Campbel KJ et al., 2010; Aliabadi HM, 2013). 

3.3 Vías intrínseca y extrínseca de inducción de apoptosis. 

Clásicamente se han considerados dos rutas principales de inducción de 

apoptosis: las vías extrínseca e intrínseca que se muestran en la figura 1.3. La vía 

extrínseca comienza con una señal extracelular desencadenada por la interacción de un 

ligando con su receptor de membrana correspondiente (como el Receptor de Fas o el de 

TNF [factor de necrosis tumoral]). Este receptor provoca la activación de caspasa 8 

mediante fragmentación, y el fragmento activo de caspasa 8 es capaz de activar caspasa 

3, actuando ésta última como caspasa efectora. La vía intrínseca o mitocondrial 

comienza con un daño o señal intracelular que es reconocido por la célula y se transmite 

una señal que cambia el balance de proteínas de la familia Bcl-2, provocando que 

dominen las proteínas pro-apoptóticas sobre las anti-apoptóticas, esto provoca que Bax 

y Bak puedan unirse para formar un poro en la membrana mitocondrial, liberándose una 

gran cantidad de citocromo c al citoplasma; citocromo c se une a la proteína Apaf-1 y a 

caspasa 9, formando un complejo llamado Apoptosoma que, mediante la activación de 

caspasa 9, es capaz de activar caspasa 3, y este es el punto en el que convergen las dos 

rutas de inducción de apoptosis. Además, caspasa 8 es capaz de activar la proteína Bid, 

inclinando la balanza de proteínas de la familia Bcl-2 hacia el lado de las proteínas pro-

apoptóticas, induciendo así la vía intrínseca de apoptosis y aumentando la activación de 

caspasa 3 al estar actuando las dos rutas de inducción de apoptosis sobre dicha proteína. 
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4 Señalización intracelular y fenotipo MDR. 

Las rutas de transducción de señales están controladas por la unión de moléculas 

señalizadoras a receptores de la membrana celular, causando la activación de proteínas 

citoplasmáticas que, en último lugar, activarán factores de transcripción. Se han 

descubierto varias rutas de señalización y factores de transcripción que influyen en la 

respuesta mediada por P-gp, incluyendo las rutas mediadas por Ras, la ruta de la 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/serina-treonina quinasa (Akt), proteína quinasa C 

(PKC),  proteína p53, y otras (Sui H. et al. 2012).  

La ruta de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK), o ruta 

mediada por Ras, transmite señales desde el exterior celular al interior a través de una 

cascada de fosforilación/desfosforilación (figura 1.4). El estímulo es reconocido por un 

receptor en la membrana y transmite la señal al interior celular a través de proteínas 

acopladas a la parte intracelular del propio receptor, estas molécula transmiten la señal a 

Figura 1.3. Esquema de las rutas intrínseca y extrínseca de inducción de apoptosis. Papel de algunas de 

las proteínas que participan en ambas rutas: familia Bcl-2, caspasas 8, 9, 3 y 7, proteína inhibidora de 

apoptosis XIAP y citocromo c, entre otras (Lamkanfi M et al., 2010). 
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través de una cascada de proteínas que acabará en una activación/desactivación de 

factores de transcripción y que determinará la respuesta de la células a través de la 

expresión/inhibición de genes específicos. Dentro de las proteínas MAPKs se 

reconocen, al menos, 3 familias de proteínas que controlan tres vías que se nombran 

según la proteína MAPK central de cada ruta: 

- Ruta de ERK (Quinasa reguladora de señales extracelulares). 

- Ruta de JNK/SAPK (Quinasa del extremo NH-2 terminal de c-jun/Proteína 

quinasa activada por estrés). 

- Ruta de p38 (proteína de 38kDa). 

La ruta de PI3K/Akt también es una ruta de transmisión de señales 

extracelulares hacia el interior celular, estando implicada en señales de supervivencia 

celular/apoptosis, tal como se puede observar en la figura 1.5. Concretamente, la 

proteína Akt ejerce su función fosforilando la proteína Bad (de la familia Bcl-2) y 

caspasa 9, entre otras, inactivándolas y promoviendo de esta forma la supervivencia 

celular (Machín RP et al. 2006). Además, Akt activa el factor de transcripción NFκB, 

promoviendo la transcripción de genes codificantes de proteínas anti-apoptóticas; 

Figura 1.4. Esquema de ruta de MAPKs. En la parte de la izquierda se indica el funcionamiento general de las 

rutas de MAPKs, en la parte de la derecha detalle de las rutas de Erk1/2, p38, JNK y Erk5.  
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adicionalmente actúa sobre el factor de transcripción CREB que activa la transcripción 

de proteínas anti-apoptóticas como Mcl-1 (Machín RP et al., 2006). 

 

Cambios en las rutas de señalización a través de proteínas MAPKs están 

estrechamente relacionados con la alteración de las rutas de inducción de apoptosis y 

con la expresión de la proteína P-gp. De acuerdo con esta afirmación, se ha observado 

que tanto JNK como ERK pueden regular la expresión de P-gp (Bark H. et al. 2010; 

Katayama K. et al. 2007). Por otro lado, se ha demostrado que, ante una señal de estrés, 

la activación de las proteínas JNK y p38 provoca la inhibición de ERK y la consecuente 

activación de la ruta intrínseca de inducción de apoptosis (Junttila MR et al., 2008).  

5. Señalización extracelular en el fenotipo MDR. 

Las citocinas son proteínas que regulan la función de las células que las 

producen (células T, monocitos/macrófagos, células natural killers (NK), células B, 

eosinófilos, mastocitos, basófilos y otras células del organismo) y de las células 

Figura 1.5. Esquema de ruta de PI3P/Akt. Esquema representativo de la ruta de señalización intracelular de 

PI3P/Akt donde se indican las principales interacciones de Akt sobre otras proteínas. El esquema utiliza como 

ejemplo la señal iniciada a través del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Machín RP et al., 

2006). 
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adyacentes. Son las encargadas de la comunicación extracelular y se producen 

principalmente en las células del sistema inmune. Atendiendo a su función, se pueden 

dividir según distintos criterios, entre los cuáles se encuentra su papel en los procesos 

inflamatorios, lo que permite clasificarlas en pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. 

Entre las citocinas antiinflamatorias se encuentran IL-2, IL-4, IL-10 y entre las 

pro-inflamatorias se encuentran IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α e interferones (IFNs). 

Se conoce muy poco acerca de cómo pueden influir las señales mediadas por 

citocinas en el fenotipo MDR, aunque sí se han identificado algunos de los procesos 

inflamatorios, citocinas y factores de crecimiento que pueden influir en la regulación de 

la expresión del gen MDR-1 (Okamura N et al., 2004). Adicionalmente, se ha 

demostrado la importancia de las bombas de extrusión de fármacos en la respuesta 

inflamatoria puesto que estos canales de membrana pueden expulsar del interior celular 

mediadores lipídicos de la inflamación como son las prostaglandinas y leucotrienos y 

nucleótidos cíclicos (AMPc  y GMPc) (van de Ven R et al., 2009). Respecto a las 

citocinas, durante la última década, algunos estudios han postulado que las bombas 

extrusoras de fármacos, como P-gp, podrían funcionar como transportadores de 

citocinas como TNF-α, ILs (IL-2, IL-4, IL-12) e IFN-γ, y la inhibición de P-gp podría 

reducir la secreción de un gran número de estas proteínas (Drach J et al., 1996; Raghu G 

et al., 1996; Frank MH et al., 2001; Pawlik A et al., 2005), aunque es necesario realizar 

un mayor  número de estudios para confirmar o desmentir esta posible función de P-gp. 

 

6.Sensibilidad colateral en el fenotipo MDR. 

El término sensibilidad colateral (CS) hace referencia a un proceso mediante el 

cual unas células, que han adquirido un fenotipo de resistencia a múltiples fármacos, se 

transforman en hipersensibles a otros tratamientos o estímulos (figura 1.6), pudiendo 

considerarse dicho proceso como “el talón de Aquiles” en el desarrollo del fenotipo 

MDR (Pluchino et al., 2012). Por tanto, una estrategia importante para el tratamiento de 

los tumores con fenotipo MDR, más allá de los agentes bloqueantes de bombas de 

extrusión de fármacos, es la identificación y utilización de agentes y/o estímulos 

capaces de eliminar las células con fenotipo MDR (sensibilidad colateral). 
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La primera observación de sensibilidad colateral en células eucariotas con 

fenotipo MDR se describió en 1976 (Bech-Hansen NT et al., 1976) en células de ovario 

de hámster chino (CHO). Desde entonces, cada vez son más los estudios que describen 

la existencia de fármacos capaces de eliminar células tumorales con fenotipo MDR, de 

manera que se está considerando la utilización de dichos fármacos en las nuevas 

estrategias quimioterapéuticas desarrolladas para eliminar tumores quimiorresistentes 

(Pluchino KM., et al., 2012).  

En cuanto a los mecanismos responsables de dicho proceso, hasta el momento se 

han descrito, al menos, 4 hipótesis que podrían explicar el proceso de sensibilidad 

colateral en células con fenotipo MDR (Pluchino KM et al., 2012):  

Figura 1.6. Representación esquemática del proceso de sensibilidad colateral. (a) Curva dosis-respuesta 

representativa de una línea celular parental (línea central sólida). Desarrollo de resistencia a fármacos 

conferida por la expresión de transportadores ABC como P-gp, que resulta en una pérdida de sensibilidad 

al tratamiento farmacológico (línea punteada de la derecha).  Un pequeño número de agentes han 

demostrado ser capaces de eliminar las células MDR  en un grado mayor que la línea parental de la que 

proceden (línea punteada de la izquierda), proceso denominado Sensibilidad colateral. (b) Determinación 

del grado de sensibilidad colateral y resistencia.  (Hall MD et al., 2009). 
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1. Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a través de una 

sobreutilización de las reservas energéticas de ATP. 

2. Incremento de la sensibilidad a alteraciones del balance energético. 

3. Extrusión de sustratos endógenos importantes para la supervivencia celular. 

4. Alteración de la membrana citoplasmática. 

La hipótesis más reciente se basa en la observación de que algunos agentes 

químicos inductores de sensibilidad colateral son sustratos de la bomba de extrusión de 

fármacos P-gp, estimulando su actividad ATPasa para ser expulsados de la célula. Este 

proceso se repite cíclicamente aumentando el gasto energético de P-gp (figura 1.7), lo 

cual conlleva a un aumento de la generación de radicales de oxígeno (ROS) y/o una 

pérdida de la protección frente al estrés oxidativo por la disminución de glutatión, 

alcanzándose unos niveles de producción de ROS capaces de desencadenar el proceso 

de apoptosis. (Hall MD et al., 2009; Laberge RM et al., 2009). 

La segunda hipótesis hace referencia a agentes que alteran el balance energético 

de la célula, pero que no actúan aumentando la actividad ATPasa de las bombas de 

extrusión de fármacos. Estos agentes pueden perturbar rutas metabólicas como la de la 

glicolisis o la fosforilación oxidativa y afectar preferentemente a las células con 

fenotipo MDR (Bentley J et al., 1996).  

 

La tercera hipótesis se basa en el hecho de que MRP1 es capaz de extruir 

moléculas o metabolitos esenciales para la célula, como glutatión (Deeley RG y Cole 

SP, 2006).   

Por último, la cuarta hipótesis se refiere a agentes que son capaces de alterar la 

membrana celular, modificando su composición y su viscosidad, como los detergentes 

iónicos que pueden revertir, en cierto grado, el fenotipo MDR (Cano-Gauchi DF et al., 

1991). Esta hipótesis se basa en la observación de que la expresión de P-gp puede 

alterar la composición de la membrana citoplasmática y el tráfico de vesículas hacia el 

interior celular (Ferte J, 2000).  
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 El proceso de sensibilidad colateral debe investigarse en mayor profundidad para 

poder confirmar estas hipótesis y explorar otras nuevas que permitan desarrollar terapias 

nuevas y más efectivas en el tratamiento de los tumores con resistencia a quimioterapia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Esquema del ciclo inútil de P-gp provocado por inhibidores farmacológicos de esta 

proteína. Algunos inhibidores de P-gp provocan la sobreutilización de ATP induciendo un aumento de 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) y desencadenando un proceso de sensibilidad colateral. (Hall 

MD et al., 2009). 

16 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



 

Hipótesis: Puesto que existe una conexión entre dos de los mecanismos principales de 

adquisición de fenotipo MDR en células tumorales: expresión de P-gp y alteración de 

las rutas de inducción de apoptosis, es posible encontrar estímulos inductores de 

sensibilidad colateral en células quimiorresistentes, que permitan profundizar en la 

comunicación entre ambos mecanismos y que sirvan de base para nuevos tratamientos 

anti-neoplásicos complementarios a los ya existentes. 

 

Objetivos 

 

 Los objetivos planteados en esta tesis doctoral fueron los siguientes: 

 

1. Encontrar un estímulo capaz de inducir un proceso de sensibilidad colateral en 

un modelo de células leucémicas murinas con fenotipo MDR. 

2. Determinar el mecanismo de muerte celular inducido por el proceso de 

sensibilidad colateral. 

3. Analizar la contribución  de diversas moléculas como P-gp y proteínas de la 

familia Bcl-2 al fenotipo MDR y al proceso de sensibilidad colateral.  

4. Estudiar la influencia de la señalización intracelular a través de las rutas de 

MAPKs y PI3P/Akt en el proceso de sensibilidad colateral observado en células 

murinas con fenotipo MDR. 

5. Determinar el perfil de citocinas que se produce en el modelo de células 

leucémicas murinas (parentales y con fenotipo MDR) en condiciones 

fisiológicas y en condiciones de estrés. 

6. Obtener líneas leucémicas humanas con fenotipo MDR que nos permita 

disponer de un modelo celular humano similar a nuestro modelo murino. 

7. Determinar si los resultados obtenidos en el modelo de células leucémicas 

murinas se puede extrapolar total o parcialmente al modelo de células 

leucémicas humanas con fenotipo MDR.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 



 

1. Células y cultivos celulares.  

1.1. Células.  

1.2. Cultivos celulares. 

1.3. Preparación de daunomicina (DNM). 

2. Viabilidad y ciclo celular. 

2.1. Determinación de viabilidad celular mediante citometría de flujo. 

2.2. Técnica de MTT. 

3. Inhibición de rutas de señalización intracelular y rutas de apoptosis. 

3.1 Inhibición de rutas de MAPKs y ruta de PI3/Akt. 

3.2. Inhibición de rutas de apoptosis dependientes de caspasas. 

4. Detección de proteínas. Electro-inmunotransferencia (Western-blot). 

4.1. Lisis celular con extractos celulares totales.  

4.2. Cuantificación de proteína. Ensayo de Bradford. 

4.3. Fraccionamiento de proteínas 

4.4. Transferencia y revelado. 

4.5. Cuantificación y densitometría. 

4.6. Anticuerpos utilizados. 

5. Medida de la actividad caspasa 3. 

6. Funcionalidad de Pg-p. Medida de la actividad extrusora de fármacos. 

7. Silenciamiento de proteínas. 

8. Determinación de citocinas. 

9. Obtención de sublíneas celulares humanas resistentes a daunomicina. 

10. Análisis estadístico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19 



 

1. Células y cultivos celulares. 

1.1. Células. 

 Se utilizaron dos modelos celulares distintos: de ratón y humano. En primer 

lugar, se emplearon células de leucemia linfocítica murina de tipo pre-B denominada 

L1210 y su sublínea con resistencia a múltiples fármacos L1210R (Castro-Galache MD 

et al., 2003), además se utilizó una sublínea celular obtenida a partir de células de la 

línea parental L1210, transfectadas con un plásmido que contenía el gen Mdr-1a, 

codificante de la proteína P-gp murina (MDR-1, Abcb1a). Dicha sublínea se denomina 

CBMC-6 y fue proporcionada por los Drs. J.A. Ferragut y M. Saceda (Centro de 

Biología Molecular de Elche, Alicante).  

 En cuanto al modelo celular humano, se utilizó la línea celular IM-9 (ATCC 

[American type cellular collection, Estados Unidos], que es una línea linfoblástica de 

tipo B proveniente de un paciente con mieloma múltiple, transformada con el virus de 

Epstein-Barr EBV, CCL-159) (Brüning A et al., 2010). A partir de dicha línea parental, 

se desarrollaron sublíneas con fenotipos resistentes mediante exposición continuada a 

dosis crecientes del fármaco anti-neoplásico daunomicina (DNM). Las sublíneas  

resistentes  desarrolladas fueron denominadas IM-9R0.5, IM-9R1.3 y IM-9R1.5 atendiendo 

a sus valores de IC50 en presencia de daunomicina. 

1.2. Cultivos celulares. 

 Los cultivos celulares se realizaron en frascos tratados para tal fin (Sarstedt, 

Alemania) de 25 o 100 ml, con medio de cultivo RPMI 1640 + GlutaMax (Gibco-

Invitrogen, Estados Unidos) (el GlutaMax es una forma estable de glutamina) 

suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% v/v (Gibco-Invitrogen, Estados 

Unidos) y una mezcla preparada de antibióticos Penicilina / Estreptomicina (P/S) al 1% 

v/v alcanzando una concentración final en el medio de cultivo de 100 U/ml de penicilina 

y 0,1 mg/ml de Estreptomicina (Gibco-Invitrogen, Estados Unidos). Los cultivos 

celulares se mantuvieron en un incubador a una temperatura de 37ºC con una atmósfera 

húmeda y un 5% de CO2. 

 Para realizar la mayoría de los ensayos, las células se pusieron en cultivo a una 

concentración de 3x10
5
 células/mL durante 24 horas antes de realizar los experimentos 
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y al inicio del mismo. Esto permitía que dichas células se encontraran en fase de 

crecimiento exponencial en el momento del ensayo y que los resultados obtenidos 

fueran reproducibles. Dependiendo del número de células necesario para el 

experimento, se utilizaron  placas de 6 o de 24 pocillos estériles y tratadas para cultivo 

celular (Sarstedt, Alemania). Para realizar la técnica de nucleofección, se utilizaron los 

cultivos celulares a una concentración de 1x10
6
 células/ml. Siempre que se lavaron las 

células se utilizó como tampón PBS 1X (Tampón fosfato salino) estéril (PAA, Estados 

Unidos), centrifugando a una fuerza de 270 g. 

1.3. Preparación de daunomicina (DNM). 

El fármaco DNM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) se preparó a partir de la 

disolución de 10 mg de dicho compuesto en agua desionizada filtrada a través de una 

membrana de 0,22 µm de diámetro de poro. A partir de esta disolución se prepararon 

varias diluciones en metanol a concentraciones menores a 10 µM, para evitar la 

formación de agregados moleculares (Chaires JB et al., 1982). La concentración real de 

cada una de las disoluciones se calculó mediante medidas espectrofotométricas a una 

longitud de onda de 480 nm. Conociendo éstas y, teniendo en cuenta que el coeficiente 

de extinción molar para la DNM en metanol es de 11.500 M
-1

, se determinó la 

concentración de la disolución inicial de DNM. A partir de esta disolución inicial se 

prepararon las distintas diluciones de trabajo que se guardaron a -20ºC (Barcelo F et al., 

1986). 

 

2. Viabilidad y ciclo celular. 

 2.1. Determinación de viabilidad celular mediante citometría de flujo. 

 En cuanto a los estudios de viabilidad celular mediante citometría de flujo se 

utilizaron un citómetro FacSort y un citómetro FacScalibur (Beckton Dickinson, 

Estados Unidos). Se realizaron diferentes tinciones celulares, dependiendo del 

parámetro que se quisiera medir: 

- Para medir la muerte celular, se realizó una tinción con ioduro de propidio (IP) (50 

µg/ml), disuelto 1/20 en Annexin V Bindig Buffer 1X (BD Pharmigen, Estados 
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Unidos), con lo que se consiguió una concentración final de 2,5 μg/ml de ioduro 

de propidio.  

- Para medir apoptosis temprana, se realizó una tinción con ioduro de propidio (2,5 

µg/ml) y anexina V-FITC (anexina V conjugada con isocianato de fluoresceína) 

(1/20), diluídos ambos en Annexin V Binding Buffer 1X (BD Pharmingen, 

Estados Unidos). 

- Para diferenciar las fases del ciclo celular, las células se fijaron en una solución de 

etanol al 75%, se fijaron durante una hora a -20ºC, se resuspendieron en 0,5 ml de 

tampón PBS suplementado con detergente Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos) al 0,5% y ribonucleasa A al 0,05% (Serva Electrophoresis, Alemania). 

Posteriormente, las células se tiñeron con IP y se midió el contenido de ADN 

(ácido desoxirribonucleico) mediante citometría de flujo. Las células no viables 

(con un tamaño anormal) se excluyeron del análisis. 

El IP es una molécula fluorescente con una masa de 668,4 Da que se usa para teñir 

las células debido a su capacidad para unirse al ADN , cuando se une a los ácidos 

nucleicos su fluorescencia de excitación máxima es de 535 nm y el máximo de emisión 

es de 617 nm. La membrana celular es impermeable para el IP y normalmente no 

difunde hacia el interior celular, excepto cuando la estabilidad de la membrana celular 

se ve comprometida por un proceso de muerte celular; en este caso, el IP penetra dentro 

de la célula y se une al ADN, una vez unido al ADN aumenta la intensidad de su 

fluorescencia 20-30 veces. Por estos motivos es una de las tinciones más utilizadas para 

identificar células en apoptosis o necrosis en una población celular (Cerezo D et al., 

2012). 

La anexina V es un miembro de la familia de proteínas intracelulares anexinas, 

que se unen a fosfatidilserina (PS). Dicha molécula (PS) se encuentra normalmente en la 

cara intracelular de la membrana en células sanas, pero durante la apoptosis temprana se 

pierde la asimetría de la membrana celular y PS se transloca hacia la membrana externa. 

La anexina V marcada con el fluorocromo FITC (que emite en una longitud de onda de 

495-521 nm) se utiliza para identificar células en estadíos de apoptosis temprana 

mediante citometría de flujo; además, en combinación con IP se utiliza para medir, en 

una población celular, la proporción de células que se encuentran vivas (negativo para 
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ambas tinciones), las células que están en apoptosis temprana (positivas para anexina y 

negativas para IP) y las células que están en apoptosis tardía o necrosis (positivas solo 

para IP).  

 También se realizaron fotografías de los cultivos celulares de las células murinas 

y humanas, tanto a 37ºC como a 4ºC. Estas fotografías se realizaron con microscopio 

invertido Nikon eclipse TE-200U (Japón) usando un objetivo de aumento 20X.  

2.2. Técnica de MTT. 

Para realizar ensayos de viabilidad frente al tratamiento con DNM también se 

utilizó el compuesto 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) (Alfa Aesar, Alemania). Estos son ensayos colorímetricos que se basan en la 

reducción del reactivo de MTT (soluble y de color amarillo) por enzimas metabólicas 

intracelulares, convirtiéndolo en su Formazán (insoluble y de color lila). Esta oxidación 

ocurre en la célula mediante enzimas oxidorreductasas dependientes de NAD(P)-H, 

permitiendo medir la actividad metabólica de las células (Berridge MV et al., 2005). Al 

ser un ensayo colorimétrico, se puede cuantificar la actividad reductora de los cultivos 

celulares midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 550nm, a la que se sitúa el 

máximo de absorbancia del formazán. Teniendo en cuenta que la actividad reductora de 

las células es indicador de su supervivencia, se puede considerar el resultado obtenido 

como indicativo y proporcional a la supervivencia celular, lo que ha convertido a este 

método en uno de los más utilizados para ensayos de citotoxicidad (Mosmann T, 1983).  

El compuesto de MTT se diluyó en PBS 1X a una concentración de 2 mg/ml. 

Las células se incubaron en placas de 48 pocillos a una concentración de 3x10
5
 

células/mL en presencia de distintas concentraciones del fármaco DNM durante 

distintos tiempos. Transcurridos los mismos, se procedió a transferir alícuotas de 100 

µL (30.000 células) a cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos.  El efecto de 

cada dosis de DNM se estudió por triplicado. A cada pocillo se le añadió una cantidad 

de 20 µL (0,04 mg de compuesto de MTT)  de la solución de MTT (2 mg/ml) y se agitó, 

dejando incubar durante 2 horas a 37ºC y en oscuridad. Al finalizar el periodo de 

incubación, se realizó la lisis celular añadiendo a cada pocillo 100 µL de una solución 

de lisis celular (Isopropanol [Panreac, España], HCl 0,04 M [Merck, Alemania] y 
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detergente NP-40 0.1% [Sigma, Estados Unidos]). Finalmente, se midió la absorbancia 

a 550 nm con un sistema lector de placas Asys Jupiter (Austria).  

La citotoxicidad se determinó comparando los valores de IC50 obtenidos para 

cada línea celular, siendo estos valores los obtenidos al calcular la concentración del 

fármaco que provocaba la muerte del 50% de la población celular comparada con el 

control sin tratamiento farmacológico. 

Para los ensayos de viabilidad celular post-silenciamiento de proteínas (ver 

apartado 7 de Material y métodos), se realizó también la técnica de MTT. Para estos 

ensayos, las células se sometieron al protocolo anteriormente expuesto 48 horas después 

de realizar el silenciamiento. Para cada silenciamiento se consideró el 100% de 

viabilidad celular como la absorbancia obtenida en los pocillos sin tratamiento 

farmacológico; así, esta técnica eliminó la distorsión producida por las diferencias en 

muerte celular que provocó cada silenciamiento. 

 

3. Inhibición de rutas de señalización intracelular. 

 3.1 Inhibición de rutas de MAPKs y ruta de PI3/Akt.  

Para inhibir estas rutas celulares se usaron los siguientes inhibidores:  

 

 

Ruta 

intracelular 

Nombre del 

inhibidor 

Efecto 

inhidor 

Conc. Casa 

comercial 

Nº 

catal. 

Referencia  

Bibliográfica 

Ruta de 

JNK 
Inh JNK II 

SP600125 

Homólogo a 

JNK1,2,3 
50 μM 

Callbio-

chem 
420119 

Sui H et al., 

2011. 

Ruta de 

ERK PD 98059 
Inhibe 

MEK1/2 
50 μM 

Sigma-

Aldrich 
P215 

Hung CC y 

Liou HH, 

2011. 

Ruta de p38 

SB 203580 

Impide la 

unión de 

ATP 

50 μM 
Sigma-

Aldrich 
S8307 

Wartenberg M 

et al., 2005. 

Ruta de Akt LY 294002 

hydrochloride 

Inhibidor de 

PI3K 
50 μM 

Sigma-

Aldrich 
L9908 

Ding S et al., 

2001. 

Tabla 3.I. Inhibidores de rutas de señalización intracelular. 
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 Los inhibidores se prepararon a las concentraciones previamente descritas en 

diversos artículos (disolviéndolos en DMSO (dimetilsulfóxido)) y se añadieron al 

cultivo celular 1 hora antes de exponer las células al tratamiento con frío. Este era el 

tiempo necesario para que el inhibidor pudiera difundir hacia el interior celular y 

realizar su acción. En la figura 3.1 se señala el punto de cada ruta de señalización de 

MAPKs en el que actúa cada inhibidor. 

 El inhibidor de la ruta de JNK (SP600125) actúa mediante inhibición 

competitiva con JNK por el sitio de unión de ATP, impidiendo así la fosforilación de 

los sustratos de JNK como la proteína c-Jun.  

 El inhibidor de la ruta de ERK (PD98059) actúa uniéndose  a las formas 

inactivas de las proteínas MEK1/2, impidiendo su fosforilación por la proteína MEKK 

(Crews C.M. et al., 1992). Las proteínas MEK1/2 se encuentran aguas arriba de ERK en 

la ruta de señalización intracelular, por lo que este inhibidor provoca una inactivación 

de dichas proteínas al impedir su fosforilación. 

Figura 3.1. Esquema de la inhibición de las rutas de MAPKs. En la parte de la izquierda se indica el 

funcionamiento general de las rutas de MAPKs, en la parte de la derechaa detalle de las rutas de Erk1/2, 

p38, JNK y Erk5.  En rojo aparecen los inhibidores utilizados y el punto donde actúan sobre la ruta de 

señalización que inhiben. PD 98059 que actúa sobre MEK1/2, SB203580 que actúa sobre p38 y SP600125 

que actúa sobre JNK 1,2,3. 

25 



 

 El inhibidor de la ruta de p38 (SB203580) es una molécula que actúa impidiendo  

la unión de ATP a su sitio de unión en p38, este hecho impide que pueda fosforilar a la 

proteína MAPKAPK-2 y por tanto, inhibe la ruta aguas abajo de p38 evitando la 

consecuente fosforilación de los sustratos de dicha MAPK, como la proteína HSP27 

(Cuenda A. et al., 1995, Kumar S. et al., 1999). 

 El inhibidor de la ruta de PI3P/Akt (LY294002) actúa sobre la enzima PI3K que 

se encuentra aguas arriba de Akt en esta ruta (figura 3.2). Esta inhibición evita que se 

fosforile la proteína Akt, impidiendo así su activación (Vlahos C., 1994). 

 En todos los ensayos, los controles se trataron con un volumen de DMSO 1% 

v/v, equivalente al añadido en las muestras con inhibidores, puesto que DMSO fue el 

disolvente utilizado para resuspenderlos.  

 

 

 

 

 

Figura 3.2. Esquema de la ruta de PI3K/Akt. Representación del punto de inhibición de esta ruta con el 

inhibidor LY294002 que actúa sobre PI3K. 
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 3.2. Inhibición de rutas de apoptosis dependientes de caspasas. 

 Para estudiar si existía implicación de las caspasas en el proceso de apoptosis 

desencadenado por el estrés hipotérmico, se realizaron ensayos inhibiendo caspasa 3, 

caspasa 8 y caspasa 9. Los inhibidores utilizados fueron los siguientes: 

 

Inhibidor Nombre del 

inhibidor 

Efecto 

inhibidor 

Conc. Casa 

comercial 

Referencia 

Inhibidor de 

serín-

proteasas 

AEBSF 
Serín 

proteasas 
25 μM Calbiochem 

Wartenberg M et 

al., 2005. 

Inhibidor de 

Caspasa 3 

Z-DEVD-

fmk 
Caspasa 3 10 μM Calbiochem 

Gollapud  S y 

Gupta S, 2001.  

Inhibidor de 

Caspasa 8 
Z-IETD-fmk Caspasa 8 10 μM Calbiochem 

Zhang JY et al., 

2007 

Inhibidor de 

Caspasa 9 

Z-LEHD-

fmk 

Caspasa 9, 

Caspasas 4,5 
10 μM Calbiochem 

Mantovani I et 

al., 2006. 

 

 Los inhibidores se prepararon a las concentraciones previamente descritas en 

diversos artículos (disolviéndolos en DMSO) y se añadieron al cultivo celular 1 hora 

antes de exponer las células al tratamiento con frío. Este es el tiempo necesario para que 

el inhibidor pueda difundir hacia el interior celular y realizar su acción. En la figura 3.3 

se indica la molécula sobre la que actúa cada inhibidor utilizado en las vías intrínseca y 

extrínseca de inducción de apoptosis. 

 Los inhibidores de caspasa 3 y caspasa 8 son altamente específicos para dichas 

caspasas; en cambio, el inhibidor de caspasa 9 puede actuar en cierta medida sobre las 

caspasas 4 y 5. El compuesto AEBSF (4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride) se 

utilizó como un inhibidor específico de enzimas serín proteasas para estudiar también la 

posible implicación de estas enzimas sobre el proceso de apoptosis estudiado. En todos 

los ensayos, los controles se trataron con DMSO 1% v/v, puesto que todos los 

inhibidores utilizados fueron resuspendidos en una disolución de dicha molécula. 

Tabla 3.II. Inhibidores de rutas de inducción de apoptosis. 

27 



 

 

 

 

 

4. Detección de proteínas. Electro-inmunotransferencia (Western-blot). 

4.1. Lisis celular con extractos celulares totales.  

 Para realizar la lisis, las células se lavaron dos veces  con tampón PBS 1X estéril 

(PAA, Estados Unidos) y se centrifugaron a 270 g. A continuación se eliminó 

completamente el sobrenadante y las células se transfirieron a un tubo eppendorf de 1 

ml, añadiéndose a cada muestra 80 µL de tampón de lisis 1X, compuesto de: 

 - Agua bidestilada. 

 - Tampón de lisis 10X (Cell Signaling, Estados Unidos). 

 - PMSF (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a una concentración de 1 μM. 

 Las células se incubaron con tampón de lisis durante 5 minutos a 4ºC, y 

posteriormente se centrifugaron a 4ºC durante 10 minutos a 15.000 g. Finalmente, se 

recogió el sobrenadante que contenía la fracción proteica. La concentración de proteína 

se midió posteriormente mediante el ensayo de Bradford. 

Figura 3.3. Esquema de la inhibición de caspasas y su influencia sobre las rutas de señalización de apoptosis 

intrínseca y extrínseca. En rojo aparecen los inhibidores de caspasas: Z-DEVD-fmk que actúa sobre caspasa 3  

bloqueando las dos rutas; Z-IETD-fmk que actúa sobre caspsasa 8 inhibiendo la vía extrínseca y Z-LEHD-fmk que 

actúa sobre caspasa 9 bloqueando la ruta intrínseca. 
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4.2. Cuantificación de proteínas. Ensayo de Bradford. 

 La cuantificación de proteína se realizó mediante el Método de Bradford 

(Bradford M.M., 1976). Este método se basa en el desplazamiento del máximo de 

absorbancia del colorante Azul de Coomasie Brillante o Reactivo de Bradford (Sigma-

aldrich, Estados Unidos) desde 450 nm a 595 nm cuando forma complejos con 

proteínas. Como patrón de proteína se utilizó Albúmina de suero bovino (BSA) en una 

concentración de 2 mg/mL (Thermo Scientific-Pierce, Francia), con la que se elaboró 

una recta patrón representando la concentración de proteína frente a la absorbancia a 

595 nm. Mediante la medida espectrofotométrica a 595nm y su posterior interpolación 

en la recta patrón, se determinó la concentración proteica de cada muestra. 

4.3. Fraccionamiento de proteínas 

 Los extractos celulares se prepararon en alícuotas que contenían 15 µg de 

proteína total, y se les añadió un tampón de desnaturalización de proteínas (Tris-HCl 

62,5 mM, glicerol 5%, SDS (Dodecilsulfato sódico) 2%, azul de bromofenol 0,005% y 

β-mecaptoetanol al 5% como agente reductor [todos los reactivos son de Sigma-aldrich, 

Estados Unidos]) y agua bidestilada hasta completar un volumen de 20 µL. 

Posteriormente se calentaron estas alícuotas a 95ºC durante 5 minutos en un bloque 

térmico (Grant-Boekel scientific, Reino Unido) para favorecer la desnaturalización de 

las proteínas; de esta forma se obtuvieron alícuotas de cada muestra con las proteínas 

desnaturalizadas. 

 Se prepararon geles de SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico), que constaron de un gel concentrador o stacking y un gel de 

separación o running. 

 El gel running es un gel de poliacrilamida al 10% ó 12%, dependiendo del 

tamaño de proteínas que se quieran observar. Para las proteínas de peso molecular  

pequeño (entre 10 y 30 kDa) se realizaron geles al 12% y para las de alto peso 

molecular (de 50 a 200 kDa) al 10%. Estos geles estaban compuestos por dH2O, tampón 

Tris 1M con pH 8.8, mezcla de Acrilamida-bisacrilamida al 30% y detergente SDS 

0,1% p/v, como agentes polimerizantes, PSA (Persulfato amónico) 0,1% p/v y TEMED 

(N,N,N’,N’ Tetrametiletilendiamina) 0,08% v/v  (Todos los reactivos son de Sigma-
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aldrich, Estados Unidos; excepto la mezcla de acrilamida-bisacrilamida de Amershan, 

Estados Unidos). 

 El gel stacking consiste en una mezcla de H2O, tampón Tris- 1M con pH 6.8, 

mezcla de Acrilamida-bisacrilamida al 4% y detergente SDS 0,1% p/v, como agentes 

polimerizantes, PSA 0,1% p/v y TEMED 0,08% v/v y en él se realizan los pocillos para 

colocar las muestras. El número de pocillos utilizado fue de 10 o 15 dependiendo del 

número de muestras que se quisieran analizar en cada gel. . 

 La cantidad de proteína que se añadió a cada pocillo fue de 15 µg, excepto en 

algunos casos en los que la concentración de proteína obtenida fue muy baja, por lo que 

se utilizaron 10 µg. Como marcadores de peso molecular se utilizó la mezcla comercial 

denominada “Precision Plus Protein Standards, Dual Color” (Bio-RAD, Estados 

Unidos). 

 La electroforesis se realizó mediante el método descrito por Laemmli (1970) 

utilizando un equipo de electroforesis Miniprotean (Bio-RAD, Estados Unidos), usando 

un tampón de electroforesis o running buffer con la siguiente composición: Tris 20 mM, 

glicina 0,2 M, SDS 0,1% p/v y  ajustado a un pH de 8,7. La corriente eléctrica a la que 

se sometió el equipo fue de 70 V para concentrar las proteínas en el stacking gel, y de 

120 V para separar las proteínas en el running gel. 

4.4. Transferencia y revelado. 

 La detección de proteínas se realizó mediante electroinmunotransferencia, con el 

método descrito por Towbin (Towbin H. et al., 1979), y utilizando anticuerpos 

monoclonales o policlonales específicos para cada proteína que se quería observar. 

 Al finalizar la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de 

nitrocelolusa (Inmobilon, Estados Unidos), mediante transferencia electroforética, 

consistiendo esta en enfrentar el gel que contiene las proteínas con la membrana de 

nitrocelulosa, y establecer un sándwich en el que en el centro queda el conjunto gel-

membrana, rodeado de 3 capas de papel de filtro a ambos lados y 1 capa final de 

esponja. El sándwich de transferencia se colocó en un soporte Miniprotean (Bio-RAD, 

Estados Unidos) y se sometió a una corriente eléctrica de 90 V durante 1 hora y 30 

minutos que atravesaba el gel y transfería las proteínas a la membrana de nitrocelulosa, 

quedando éstas atrapadas en dicha membrana. 

30 



 

 Finalmente, las membranas que contenían las proteínas se retiraron y se 

colocaron en cubetas donde se les añadió una solución de bloqueo compuesta de tampón 

fosfato PBS con detergente Tween-20 (Sigma-aldrich, Estados Unidos) al 0,05% y 

leche desnatada (Central Lechera Asturiana, España) al 0,5% p/v o BSA (Sigma-aldrich, 

Estados Unidos) al 0,2% p/v a temperatura ambiente y en agitación continua. Dicho 

bloqueo se realizó para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos a la superficie de 

las membranas. 

 A continuación, las membranas se bañaron con un tampón PBS suplementado 

con Tween-20 y leche desnatada o BSA, idéntico a la solución de bloqueo, al que se le 

añadió el anticuerpo que reconocía la proteína que se deseaba estudiar, incubándose 

durante toda la noche en agitación continua y a una temperatura de 4ºC. Al día siguiente 

se realizaron 3 lavados con PBS suplementado con Tween-20 al 0,05% de una duración 

de 10 minutos cada uno, después se incubó durante 1 hora con la solución de bloqueo 

suplementada con el anticuerpo secundario (Santa Cruz Biotechnology, Estados 

Unidos) marcado con peroxidasa y, finalmente, se realizaron 5 lavados de 10 minutos 

con PBS-Tween; todos los lavados del segundo día se realizaron en agitación continua y 

a temperatura ambiente. 

 Posteriormente, las membranas se incubaron durante 1 minuto a temperatura 

ambiente, con la mezcla de reactivos A y B del kit de detección de western-blot 

ECLplus (Amersham, Estados Unidos; Thermo-Pierce, Estados Unidos) en una 

proporción 1:40. La mezcla de estos reactivos constituye un sustrato de peroxidasa del 

anticuerpo secundario, y se genera un producto quimioluminiscente. Para detectar la 

señal luminosa, se superpusieron sobre las membranas, películas de detección de 

quimioluminiscencia (Amersham, Estados Unidos) en oscuridad a distintos tiempos 

(desde pocos segundos hasta 1 hora), quedando impresionada en las películas la señal 

luminiscente de los anticuerpos. Estas películas se revelaron y fijaron en oscuridad 

bañándolas en líquido revelador (Ilford, Suiza) diluido en agua en una proporción 1:7 

hasta que se observara la imagen deseada en la película y, posteriormente, bañándolas 

durante 2-5 minutos en líquido fijador (Ilford, Suiza) diluido en agua en una proporción 

1:7. 

  Finalmente se realizaron 5 lavados con PBS-Tween de una duración de 15 

minutos, antes de incubar las membranas con el siguiente anticuerpo. En los casos en 
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que fue necesario, se hicieron lavados de stripping antes de incubar con el siguiente 

anticuerpo. El tampón de stripping consistió en una solución ácida (NaCl 0,56 M; Tris 

40 mM y beta-mercaptoetanol 0,1 M; pH=2,3) que favorece la ruptura de la unión 

antígeno anticuerpo, de manera que, aplicando el tampón de stripping tras el proceso de 

revelado, la misma membrana se pueda incubar durante varias veces sucesivas con 

anticuerpos que contengan distintas especificidades antigénicas. El procedimiento de 

stripping consiste en un lavado de 5 minutos con agua bidestilada, 3 lavados de 30 

minutos con tampón de stripping, y 5 lavados de 10 minutos con PBS-Tween. Todos los 

lavados se realizaron a temperatura ambiente y en agitación continua. 

4.5. Cuantificación y densitometría. 

 La cuantificación de las señales quimioluminiscentes de las películas de 

western-blot, proporcionales a la cantidad de proteína de la muestra, se densitometraron 

con los programas Scion Image (Scion Inc., Estados Unidos) e Image J (National 

Institute of Health, Estados Unidos). Estos programas informáticos realizan un análisis 

de cada calle del gel de western-blot indicando la intensidad de señal en cada banda 

proteica, además permiten acotar la zona de la proteína a medir y calcular el área de la 

zona acotada mediante integración matemática.  

 La cantidad de todas las proteínas estudiadas se corrigió dividiendo por la 

cantidad de una proteína que servía de control de carga y que corregía posibles errores 

debido a variaciones en el proceso de pipeteo de las muestras. Para p-ERK se usó como 

control de carga ERKt, para p-JNK se usó JNKt, para p-p38 se usó p38t, para las demás 

proteínas se usó como control de carga la proteína GAPDH. 

Para la mayoría de los experimentos de células murinas se utilizó, como 

referencia para normalizar todos los resultados, la cantidad de proteína detectada en la 

muestra control de la línea celular L1210. En los ensayos de inhibición de rutas 

intracelulares, la referencia para la normalización fue la cantidad de proteína detectada 

en la muestra control (37ºC) de cada tipo celular. En los western-blot realizados para  

determinar los niveles de expresión de la proteína MDR-1, la muestra de referencia fue 

el control de la línea celular L1210R. Para los experimentos con células humanas, la 

referencia de normalización fue el valor de proteína para la línea celular parental (IM-

9); a excepción de la proteína MDR-1, para la que se utilizó como valor de 

normalización el obtenido en la línea celular IM-9R1.3. Cada una de las muestras de 
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referencia utilizada para normalizar los resultados está indicada en las figuras 

correspondientes. 

4.6. Anticuerpos utilizados. 

 Para estudiar la expresión y/o activación de proteínas intracelulares mediante 

western-blot se utilizaron los anticuerpos que se describen en la siguiente tabla: 

Ruta/Proceso 

intracelular 

Proteína Dilución Proce-

dencia 

Casa 

comercial 

Nº 

catálogo 

Referencia 

Bibliográfica 

Señalización 

por rutas de 

MAPKs 

p-SAPK / p-JNK 

(Thr 183/Tyr 185) 
1:1000 rabbit 

Cell 

signaling 
9251S 

Shukla A et 

al., 2001. 

SAPK / JNK  1:1000 rabbit 
Cell 

signaling 
9252 

Lee EG et al., 

2000. 

p-p38 

(Thr180/Tyr182) 
1:1000 rabbit 

Cell 

signaling 
9211S 

Patrucco E et 

al., 2004. 

p38 1:1000 rabbit 
Cell 

signaling 
9212 

Rossi A et 

al., 2000. 

p-ERK 1/2 (Thr 

202/Tyr 204 – Thr 

185/Tyr 187)-R 

1:1000-

1:2000 
rabbit Santa Cruz 

sc-16982-

R 

Xu H et al., 

2001. 

ERK 2 (C-14)  
1:1000-

1:2000 
rabbit Santa Cruz sc-154 

Domina AM 

et al., 2000. 

Expresión de 

Pg-p 
MDR-1 (D-11) 1:1000 mouse Santa Cruz sc-55510 

Cerezo D. et 

al., 2012 

Rutas de 

inducción de 

apoptosis 

Caspase-9 1:1000 rabbit Santa Cruz sc-8355 
Kavitha K et 

al. 2012. 

Caspase-3 (H-

277) 

1:500 -

1:1000 
rabbit Santa Cruz sc-7148 

Baumgart A 

et al., 2010. 

Proteínas de 

la familia  

Bcl-2 

Bcl-xL 

1:15000 

– 

1:25000 

rabbit 
BD 

Pharmingen 
556361 

Alexander-

Miller MA et 

al., 1998.  

Bcl-2 1:6000 rabbit 
BD 

Pharmingen 
554279 

Groesdonk 

HV et al., 

2007. 

Bax 1:5000 rabbit 
BD 

Pharmingen 
554106 

Stout BA et 

al., 2007. 
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Mcl-1 1:5000 mouse 
BD 

Pharmingen 
559027 

Doi K et al., 

2012. 

Controles de 

carga 

GAPDH 
1:10000-

1:20000 
rabbit 

Sigma-

aldrich 
9545 

Hobbs RP et 

al., 2011. 

Actina 
1:1000 – 

1:5000 
rabbit 

Sigma-

aldrich 
A2066 

Ginguené C 

et al., 2010. 

Anticuerpos 

secundarios 

2º goat anti-rabbit 

IgG-HRP 

1:5000-

1:30000 
goat Santa Cruz sc-2054 

Lamacchia C 

et al., 2012. 

2º goat anti-

mouse IgG-HRP 

1:5000 – 

1:20000 
goat Santa Cruz 

sc-2055 

 

Grabinski N 

et al., 2011. 

 

 

5. Medida de actividad caspasa 3. 

La actividad Caspasa 3 se midió mediante el ensayo colorimétrico CaspACE 

assay system (Promega, Estados Unidos). Este kit proporciona reactivos para cuantificar 

la actividad enzimática caspasa 3, e incluye un substrato colorimétrico y un inhibidor de 

las rutas de caspasas que inactiva caspasa 3 (Z-VAD-FMK). El sustrato colorimétrico 

(Ac-DEVD-pNA) se marca con el cromóforo p-nitroanilino (pNA), que es liberado del 

sustrato mediante la actividad enzimática caspasa 3; el pNA libre produce un color 

amarillo que puede ser medido por un espectrofotómetro a una longitud de onda de 405 

nm. La absorbancia obtenida a dicha longitud de onda es proporcional a la actividad 

caspasa 3 que presenta la muestra. 

Las células se incubaron a 4ºC durante distintos tiempos (desde 0 hasta 8 horas), 

posteriormente se realizó un lisado de las células mediante ciclos de congelación-

descongelación (se utilizó este sistema de lisis para no alterar la actividad enzimática 

caspasa 3) y se obtuvieron extractos celulares, en los que se midió la concentración de 

proteína mediante el método de Bradford (ver punto 4.2 de Material y Métodos) para 

corregir posibles desviaciones en la concentración celular y/o en la concentración de 

proteínas.  

Primero se realizó una curva patrón con concentraciones conocidas del 

compuesto pNA, midiendo su absorbancia a 405 nm; esta curva patrón se utilizó para 

extrapolar la absorbancia obtenida en las muestras experimentales. Se añadió el reactivo 

Ac-DEVD-pNA a los extractos celulares y se dejó incubar durante 4 horas agitando 

Tabla 3.III. Anticuerpos utilizados para western-blot. 
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regularmente. Se incluyeron pocillos en los que, además, se añadió el inhibidor de rutas 

de caspasas Z-VAD-FMK para asegurar que la coloración de la reacción era específica 

y, por tanto, se debía solamente a la actividad caspasa 3. Después de la incubación, se 

midió la absorbancia en un lector de placas Asys Jupiter (Asys, Austria) y se extrapoló 

el resultado de cada muestra en la curva patrón, obteniéndose así la concentración del 

compuesto pNA en cada muestra. 

 

6. Funcionalidad de P-gp. Medida de la actividad extrusora de fármacos. 

La funcionalidad de P-gp y otras bombas de extrusión de fármacos no se puede 

estudiar de forma directa, por lo que se tiene que estudiar de forma indirecta midiendo 

la acumulación celular de moléculas fluorescentes que, además, sean sustratos de la 

bomba. Tres moléculas que cumplen estas características y que por tanto se utilizan para 

estudiar la actividad extrusora de P-gp son DNM, rhodamina 123 y JC1 (Legrand O. et 

al., 2001; Altenberg GA et al., 1994). En este trabajo se utilizó la tinción con rhodamina 

123 para estudiar la funcionalidad de P-gp, puesto que permitía una mejor 

discriminación entre células parentales (no expresan P-gp) y células con fenotipo MDR 

(expresan P-gp). 

Para determinar los niveles de acumulación de rhodamina 123 en los distintos 

tipos celulares estudiados se procedió a la incubación de las células con dicho 

compuesto (rho, concentración final de 0,5 µM), agitando cada 15 minutos 

aproximadamente, durante 1 hora a 37ºC. A continuación las células fueron sometidas a 

estrés hipotérmico durante distintos tiempos y, posteriormente, se recogieron las células 

y se analizó la intensidad de fluorescencia mediante citometría de flujo. En este caso, la 

acumulación se relaciona directamente con la fluorescencia de color verde que emiten 

las células, que se midió con los citómetros FAC-Sort y FAC-Scalibur (Becton-

Dickinson, Estados Unidos). 
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7. Silenciamiento de proteínas. 

El silenciamiento de ARN consiste en la utilización de ARNs silenciadores o 

siARN (short/small interfering ARNs), que se unen de forma específica a los ARN 

mensajeros (ARNm) que codifican para la proteína que se pretende silenciar, 

impidiendo su traducción. Por lo tanto, la célula deja de expresar la proteína diana. En la 

figura 3.4 se puede observar un esquema de cómo funcionan los oligonucleótidos 

silenciadores de ARN en el interior celular. 

 

Los siARN utilizados fueron los que se presentan en la siguiente tabla:  

Nombre del 

silenciador 

Proteína 

silenciada 

Conc. 

silenc.(μM) 

Conc. en la 

muestra(μM) 

Casa 

comerc. 

Referencia 

siARN (Abcb1b) Pg-p 1a/ Abcb1a 100 4 Ambion Sin ref. 

siARN (Abcb1b) Pg-p 1b/ Abcb1b 100 4 Ambion Sin ref. 

Figura 3.4. Dibujo representativo del proceso de silenciamiento de ARNm. Los siARN se introducen 

en el interior celular, en el citoplasma, y se unen al ARNm específico sobre el que actúan, 

promoviendo su corte y degradación. www.flagellum.wordpress.com/2009 
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siARN (Bcl-xL) Bcl-xL 100 2 Ambion Sin ref. 

siARN(Bcl-2) Bcl-2 100 4 Ambion Sin ref. 

siARN(Bax) Bax 100 4 Ambion Sin ref. 

siARN-NC Ninguna proteína 100 4 Ambion Sin ref. 

 

Los siARN se prepararon disolviéndolos en agua libre de enzimas ARNasas a 

una concentración de 100 μM y se almacenaron en pequeñas alícuotas (10-20 μL) a -

20ºC. No se encontraron referencias bibliográficas que hubieran utilizado estos 

silenciadores de ARN, pero si fueron validados por la casa comercial. 

Para realizar dicha técnica, las células se pusieron previamente en cultivo 

durante varios días y, 24 horas antes de la realización de la técnica, se cultivaron a una 

concentración de 3x10
5
 células por mililitro para conseguir que se encontraran en fase 

de crecimiento exponencial en el momento de realizar la electroporación. Para cada 

muestra se utilizaron 1x10
6
 células, a las que se les realizó un lavado con PBS 1X 

estéril. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en 100 µl de una 

mezcla de tampón de nucleofección (Ambion, y Bio-Rad, Estados Unidos) y de medio 

de cultivo incompleto  en una proporción 1:1. A continuación se cogió un volumen de 2 

o 4 μl de cada disolución de siARNs (ver tabla adjunta) y se añadió a la mezcla formada 

por el pellet celular (1x10
6
 células) y los 100 μl de tampón de electroporación (50 μl) y 

medio incompleto (50 μl). La mezcla se introdujo en una cubeta de electroporación 

(Sigma-aldrich, Estados Unidos), que se colocó en un nucleofector AMAXA (Lonza, 

Alemania) para ser sometida al pulso eléctrico previamente seleccionado. La aplicación 

de pulsos eléctricos controlados en las células tiene por objeto crear pequeños poros en 

sus membranas, permitiendo así la entrada de los oligonucleótidos de siARN al interior 

de la célula.  

Las muestras consistieron en:  

1- Un control negativo (Sin tratamiento) en el que las células no fueron sometidas 

a electroporación. 

Tabla 3.IV. Silenciadores de ARNm utilizados. 
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2- Un control negativo en el que las células fueron sometidas a todo el proceso de 

silenciamiento pero sin añadir oligonucleótido siARN (Mock). 

3- Un control negativo de silenciamiento de proteína (siARN Control negativo) en 

el que las células fueron incubadas con un siARN que no silencia ninguna 

proteína conocida. 

4- Muestras a las que se añadieron oligonucleótidos siARNs específicos de las 

siguientes proteínas: P-gp1a, P-gp1b (siAbcb1a, siAbcb1b) y proteínas de la 

familia Bcl-2 (Bcl-xL, Bcl-2 y Bax).  

Las muestras Mock se utilizaron como control de los cambios (muerte celular, 

etc.) ocurridos en las células como consecuencia del proceso de nucleofección. Todos 

los resultados obtenidos con la técnica de silenciamiento fueron referidos a los 

obtenidos con las muestras tratadas con el oligonucleótido  siARN control.  

Tras la nucleofección, las células se mantuvieron en cultivo durante 48 horas, 

tiempo suficiente para que recuperaran la integridad de la membrana y el crecimiento 

celular. Éste fue el punto de partida (tiempo=0) para realizar los distintos experimentos 

basados en el silenciamiento de proteínas, como obtención de extractos celulares y 

western-blot, tratamiento de las células con estrés hipotérmico, ensayos de MTT y de 

acumulación de rhodamina, etc.  

 

8. Determinación de citocinas. 

El análisis de producción de citocinas se realizó con el kit Mouse Th1/Th2 

10plex FlowCytomix Multiplex (eBioscience, Estados Unidos), que consiste en un 

sistema de detección analítica basado en la utilización de pequeñas esferas para 

citómetro que permite la detección de las citocinas de ratón GM-CSF, IFNγ, IL-1α, IL-

2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 y TNFα mediante citometría de flujo. 

Los ensayos basados en utilización de esferas para citometría de flujo utilizan 

bolas de un polímero resistente de dos tamaños distintos. Cada grupo de bolas, 

específicas de una citocina concreta, lleva asociado una cantidad concreta de fluoróforos 

que emiten en FL3. Además, tiene en su superficie anticuerpos monoclonales que 

reconocen una única citocina, de manera que las citocinas se pueden dividir en dos 
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grupos distintos atendiendo al tamaño de las bolas que las reconocen y, dentro de cada 

tamaño en cinco tipos distintos atendiendo a la intensidad de fluorescencia en FL3 

asociada a cada bola concreta y, por tanto, a cada tipo de citocina. El kit también 

incluye anticuerpos específicos para cada citocina conjugados con biotina, 

streptavidina-ficoeritrina (Streptavidin-PE) que permiten, atendiendo a la intensidad de 

fluorescencia observada en FL2, cuantificar la cantidad de citocina en la muestra. 

Adicionalmente el kit dispone de citocinas preparadas para realizar la curva patrón. En 

la figura 3.5 se puede observar un esquema que muestra cómo funcionan los ensayos de 

citometría basados en bolas de captura. 

El citómetro permite analizar los datos de la siguiente forma: el tamaño de las 

esferas y la intensidad de fluorescencia en FL3 permite diferenciar las distintas 

citocinas, y la fluorescencia en FL2 indicará la cantidad de citocina presente en la 

muestra. Todos los datos de fluorescencia se extrapolan en la recta patrón de la citocina 

correspondiente, obteniéndose la concentración de cada una de las citocinas presentes 

en la muestra. 

Mediante este sistema se realizó la determinación de citocinas, intracelulares y 

secretadas al medio de cultivo en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6, en 

condiciones de cultivo fisiológicas (37ºC), de estrés hipotérmico (4ºC) y durante el 

tratamiento con DNM. Los niveles de citocinas se expresan en función de la cantidad de 

proteína presente en cada una de las muestras analizadas y/o del número de células 

utilizado. 
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9. Obtención de sublíneas celulares humanas resistentes a daunomicina.  

Con objeto de disponer en el laboratorio de un modelo celular humano 

equivalente al de ratón y poder comprobar si los procesos observados en las células 

murinas son válidos para el modelo humano, se utilizaron células leucémicas humanas 

IM-9.  

Para la obtención de células con fenotipo MDR, la línea parental IM-9 (de 

fenotipo sensible al tratamiento con daunomicina), se cultivó en presencia de 

concentraciones crecientes del fármaco (daunomicina) que oscilaron entre 0,1 y 4,0 μM. 

Tras 5 semanas de cultivo a dichas dosis, se seleccionaron las células que resistían la 

máxima concentración del fármaco. Dichas células resistentes se volvieron a exponer a 

la misma concentración de daunomicina a la que habían sido capaces de proliferar y a 

concentraciones crecientes a partir de dicha concentración de partida, para así ir 

incrementando paulatinamente el nivel de resistencia al fármaco. 

Las exposiciones a daunomicina consistieron en ciclos de exposición al fármaco 

y descanso de 5 semanas, seguidas de 2-3 semanas sin tratamiento para la recuperación 

de las células seleccionadas. Partiendo de células sensibles al fármaco, se exponían 

durante 1 semana a dosis de daunomicina, seguidas de 1 semana de recuperación sin 

fármaco, los cultivos supervivientes volvieron a pasar por el mismo proceso de 

tratamiento-descanso 2 veces más, dejando las últimas células supervivientes con una 

Figura 3.5. Esquema del funcionamiento del inmunoanálisis basado en esferas/bolas de captura por 

citometría de flujo.  
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recuperación de semanas. A partir de aquí, se volvía a repetir el mismo ciclo, pero 

teniendo como concentración basal del fármaco la concentración máxima del paso 

anterior, y realizando concentraciones superiores para aumentar el grado de resistencia 

de los cultivos con el mismo patrón de exposiciones que la vez anterior. Estos ciclos se 

repitieron durante un periodo de 2 años hasta conseguir los fenotipos resistentes 

establecidos. En la figura 3.6 se puede ver un esquema representativo del 

funcionamiento de los ciclos realizados de exposición a daunomicina. 

Después de seleccionar los fenotipos resistentes, los cultivos se sometían a pulsos 

de 2 días de exposición al fármaco para comprobar su resistencia y eliminar posibles 

células que no fueran resistentes o que hubieran revertido el fenotipo resistente. 

 

10. Análisis estadístico y representación de datos. 

El test estadístico utilizado fue el de la t de Student para comparar los datos 

obtenidos en cada tipo celular. El programa utilizado para realizar este test fue SPSS 

15.0 (IBM, Estados Unidos) considerándose los siguientes niveles de significación 

estadística: P<0,05; P<0,01 y P<0,001.  

Las gráficas muestran, en todos los casos, la media de los ensayos realizados ± 

error típico de la media. El programa utilizado para realizar las representaciones 

Figura 3.6. Esquema de los ciclos de tratamiento con DNM en la línea celular IM9 para obtener fenotipos 

resistentes. Representación del proceso de obtención de líneas celulares resistentes a tratamiento con el fármaco 

DNM. En azul se indican las células sensibles al fármaco y en rojo el aumento progresivo del grado de resistencia. 
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gráficas fue Microsoft Excell del paquete informático Microsoft Office 2010 

(Microsoft, Estados Unidos). 

Los datos de citometría fueron analizados con el Software CellQuest (Becton-

Dickinson, Estados Unidos) y las figuras de los análisis citométricos fueron realizadas 

con el programa de representación de citometría CellQuest. El análisis de citrometría de 

los ensayos de producción de citocinas se realizó con el Software de FlowCytomics 

(eBioscience, Estados Unidos).  
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1. Características de las sublíneas celulares murinas resistentes a fármacos.  

El primer paso en la realización de este trabajo fue comprobar la respuesta de las 

líneas celulares murinas utilizadas frente al tratamiento con un fármaco antineoplásico y 

comprobar la expresión de la proteína MDR-1 (Abcb1, glicoproteína P o P-gp). 

1.1 Respuesta de células leucémicas murinas a estrés por daunomicina. 

Ensayo de MTT. 

Con objeto de comprobar la resistencia/sensibilidad de nuestro modelo de líneas 

celulares leucémicas a un tratamiento farmacológico con DNM, se realizaron 

incubaciones de las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 con DNM a distintas 

concentraciones durante un tiempo de 24 horas y se observó la supervivencia celular a 

través de la técnica de MTT. A partir de estos resultados se calculó la IC50 de los tres 

tipos celulares estudiados. 

En la figura 4.1 se puede observar el resultado de estos ensayos, en los que las 

líneas celulares fueron incubadas con dosis crecientes de DNM durante un tiempo de 24 

horas. Así, las dosis que se eligieron para la línea celular L1210 oscilaron entre 0,2 μM 

y 1,5 µM; para la línea celular L1210R estuvieron comprendidas entre 2,5 µM y 25,0 

μM; y para la línea celular CBMC-6 se utilizaron concentraciones comprendidas entre 

1,0 µM y 15,0 μM. Como se puede observar en dicha figura, las células L1210 mueren 

con dosis bajas del fármaco, sobreviviendo sólo la mitad de la población entre las dosis 

de 0,6 µM y 0,8 µM y sobreviviendo menos del 20% de la población con la dosis  de 

1,5 µM; en las células L1210R, en cambio, sobrevivió más de la mitad de la población 

con la dosis de 15 µM y con la dosis de 25 µM sobrevivió más del 20% de la población 

celular; las células CBMC-6 mostraron un comportamiento intermedio, sobreviviendo 

más de la mitad de la población con la dosis de 5 µM y aproximadamente el 20% de la 

población con la dosis de 12,5 µM. 
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Para establecer una comparación directa entre los grados de resistencia de cada 

uno de los tres tipos celulares estudiados, se calculó la IC50 (dosis del fármaco que 

produce la muerte de la mitad de la población celular) y el grado de resistencia (índice 

que resulta de dividir el valor de IC50 de una línea celular resistente por el valor de IC50 

de la línea parental sensible) de las líneas celulares con fenotipo MDR (L1210R y 

CBMC-6) comparado con la línea celular sensible a quimioterapia (L1210). En la tabla 

4.I y figura 4.2 se muestra que, ante una exposición al fármaco de 24 horas, la IC50 fue 

de 0,79±0,11 μM para la línea celular L1210, 18,25±1,12 μM para la línea celular 

L1210R y 7,85±1,06 μM para la línea celular CBMC-6. En cuanto al índice de 

resistencia (IR) de las líneas celulares, se muestra en la tabla 4.I que las células L1210R 

presentan un valor de 23,1 y las células CBMC-6  de 9,9. 

 

Figura 4.1. Supervivencia de las líneas celulares leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6, cultivadas con distintas dosis 

de Daunomicina. Representación gráfica del porcentaje de muerte celular medido con la técnica de MTT después de 

un tratamiento de 24 horas con distintas dosis de daunomicina (DNM). Las barras de error representan ± error típico 

de la media. N=5. 
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1.2. Expresión de glicoproteína P (P-gp, MDR-1, Abcb1).  

Se realizó un análisis de la expresión de la proteína P-gp en cada uno de los tipos 

celulares (figura 4.3) mediante la técnica de western-blot. Como ya se ha descrito 

previamente (Castro-Galache MD et al., 2003), los resultados mostraron que las células 

sensibles L1210 no expresan dicha proteína, mientras que las células resistentes 

L1210R y las células transfectadas, CBMC-6, expresan niveles detectables de P-gp 

aunque con distinta intensidad. Así, el análisis de los resultados mediante densitometría 

de las bandas obtenidas en el western-blot, mostró que la expresión de la proteína P-gp 

era, aproximadamente, 2,5 veces mayor en la sublínea celular L1210R respecto a las 

sublínea celular CBMC-6 cuando ambos tipos celulares se encontraban en condiciones 

fisiologicas de cultivo (37ºC). 

Figura 4.2. Valores de IC
50

  de las 

líneas celulares leucémicas L1210, 

L1210R y CBMC-6 cultivadas en 

presencia de Daunomicina. 

Representación gráfica de los valores 

de IC
50

 de cada tipo celular estudiado 

después de un tratamiento de 24 

horas con daunomicina (DNM). Las 

barras de error representan ± error 

típico de la media. Los asteriscos 

representan diferencias 

estadísticamente significativas de *** 

P<0,001.  N=5.  

Tabla 4.I. Valores de IC
50

 e IR (índice de resistencia) obtenidos para las líneas celulares leucémicas murinas 

incubadas con DNM. Las líneas celulares (L1210, L1210R y CBMC-6) fueron incubadas en presencia de dosis 

crecientes de DNM y se determinaron los valores de la IC
50

 e IR para cada una de ellas. IC
50

 es la dosis de DNM que 

provoca la muerte de la mitad de la población en un tratamiento de 24 horas, el IR es un índice que se calcula 

diviendo la IC
50

 de la línea celular resistente entre la IC
50

 de la línea celular sensible (si es mayor de 3 se puede 

considerar a esa línea celular como resistente). N=5. 

47 



 

 

2.  Sensibilidad colateral de células con fenotipo MDR a bajas temperaturas.  

Nos propusimos encontrar algún estímulo inductor de estrés capaz de 

desencadenar muerte celular de forma preferente en las líneas celulares con fenotipo 

MDR y no en la línea parental (sensible a fármacos). Para ello, sometimos las líneas 

celulares leucémicas a distintos estímulos inductores de estrés como irradiación gamma, 

privación de SBF, estrés hipotérmico, etc. De entre los distintos estímulos de estrés 

utilizados, encontramos que la incubación a una temperatura de 4ºC provocaba la 

muerte celular en las líneas celulares con fenotipo MDR, pero no en la línea parental. 

Así, la observación microscópica de las células L1210, L1210R y CBMC-6 mostraba de 

forma patente la diferente viabilidad de dichas células cuando se cultivaron a una 

temperatura de 4ºC durante 24 horas. La figura 4.4 (imagen procedente de la Tesina de 

Miriam Lencina Guardiola, Universidad de Murcia, 2011) muestra las imágenes de 

cultivos de las líneas leucémicas de ratón cultivadas  a 37ºC y a 4ºC. Como se puede 

observar en dichas imágenes, tras la incubación de las líneas celulares a 4ºC durante 24 

horas, la viabilidad de la línea celular L1210 apenas se ve afectada, observándose que la 

inmensa mayoría de las células del cultivo aparecen refringentes a la luz y con la 

membrana celular intacta; sin embargo, los cultivos de las líneas celulares con fenotipo 

MDR (L1210R y CBMC-6) muestran que la inmensa mayoría de las células han sufrido 

un proceso de muerte celular, siendo este efecto más evidente en el cultivo de células 

L1210R (en el que no se observa ninguna célula viable) que en el de las células CBMC-

6 (donde es posible observar un pequeño número de células viables). Estas 

Figura 4.3. Expresión basal de la proteína MDR-1 en líneas celulares leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6.  

(A) Western blot representativo en el que se muestran los niveles de expresión de las proteínas MDR-1 y GAPDH 

(control de carga), la normalización del densitometrado se realizó respecto al valor obtenido para las células 

L1210R. (B) Niveles de expresión de la proteína MDR-1 relativa a la expresión de GAPDH expresados en unidades 

arbitrarias (A.U.). Las barras de error representan ± error típico de la media. N=7. 
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observaciones permitieron plantear que, mientras la línea parental (L1210, sensible a 

daunomicina) mantiene su viabilidad a una temperatura de 4ºC, las líneas celulares con 

fenotipo MDR son más susceptibles que la parental y sufren un proceso de muerte 

celular cuando se cultivan a baja temperatura (4ºC) durante 24 horas. 

Con el fin de cuantificar la muerte celular producida en los tres tipos celulares 

por exposición a bajas temperaturas, se realizaron cultivos de células L1210, L1210R y 

CBMC-6 y se incubaron durante 24 horas a 4ºC. Seguidamente, se tomaron muestras de 

los cultivos a distintos tiempos, analizándose los niveles de muerte celular mediante 

tinción con ioduro de propidio y posterior análisis mediante citometría de flujo. En la 

figura 4.5 se representa la evolución de la muerte celular en frío de los tres tipos 

celulares a los tiempos de 0 h, 4 h, 8 h, 12 h y 24 h, pudiendo observarse que los tres 

cultivos parten de una situación inicial similar. En las células L1210 los niveles de 

muerte celular se mantienen constantes a lo largo de todo el período de exposición al 

frío, mostrándose un ligero aumento únicamente a las 24 horas de incubación a 4ºC 

(P<0,05). En las células L1210R, se observa un incremento en la muerte celular a las 8 

horas de exposición al frío, llegando a alcanzar entre 80 y 90% de muerte celular tras 24 

horas de cultivo bajo estrés hipotérmico. El aumento de la muerte celular era 

estadísticamente significativo a tiempos de 8 h, 12 h y 24 h con un valor de P<0,001. En 

Figura 4.4. Cambios microscópicos producidos por estrés hipotérmico. Observación con microscópio óptico de la 

integridad celular de las líneas leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 después de 24 horas en cultivo a 37ºC y a 4ºC. 

Nótese la pérdida de integridad celular de los tipos celulares L1210R y CBMC-6 después de 24 horas de cultivo en 

condiciones de estrés hipotérmico. Tesina de Miriam Lencina Guardiola; Cerezo D. et al., 2012. 
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las células CBMC-6, el aumento de la muerte celular comienza a las 12 h, alcanzándose 

valores de entre 55 y 65% tras 24 h de exposición al frío, dicho  aumento fue 

estadísticamente significativo  (P<0,05 y P<0,001 respectivamente). 

   

3.  Caracterización de la ruta de muerte celular inducida por exposición a 

bajas temperaturas en células con fenotipo MDR. 

3.1. Determinación del tipo de muerte celular: apoptosis. 

Con objeto de confirmar los resultados de muerte celular anteriores y determinar 

si el mecanismo de dicha muerte podría consistir en un proceso de apoptosis, se analizó 

el ciclo celular de las líneas celulares incubadas en condiciones de estrés hipotérmico 

(4ºC). Para ello, las células (L1210, L1210R y CBMC-6) fueron cultivadas en frío a 

distintos tiempos (entre 0 y 48 horas), después se tiñeron con ioduro de propidio y se 

analizaron mediante citometría de flujo (tal como se describe en la sección 2.1 de 

Materiales y métodos). Los resultados (figura 4.6) muestran que, tras 12 horas de 

incubación a 4ºC, las células L1210R y CBMC-6 sufren una parada del ciclo celular en 

G1, así como una disminución de dicho pico, coincidente con la aparición de un hombro 

en el contenido de ADN menor que G1 (pico subG1, señalado con flechas),  

característico de un proceso de apoptosis tardío. Conforme avanzó la exposición al frío, 

aumentó el porcentaje de células en proceso de apoptosis, incrementándose el 

Figura 4.5. Muerte celular en 

líneas leucémicas cultivadas a 

distintos tiempos en condiciones 

de estrés hipotérmico. Las líneas 

celulares L1210, L1210R y CBMC-6  

fueron cultivadas a 4ºC durante 24 

h y se analizaron los porcentajes 

de muerte celular a distintos 

tiempos de exposición a bajas 

temperaturas mediante tinción 

con Ioduro de propidio y posterior 

análisis por citometría de flujo. Las 

barras de error representan ± 

error típico de la media. N=5. 

(Tesina de Miriam Lencina 

Guardiola, 2011. Cerezo D. et al., 

2012). 
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porcentaje de células contenidas en el pico subG1 desde un 4,6% basal en las células 

L1210R, hasta un 17,4% en el tiempo 24 horas y un 35,3% a las 48 horas, 

paralelamente a la disminución y desaparición del pico G1. Una evolución similar 

presentaron las células CBMC-6, en las que el porcentaje de células en el pico subG1 se 

incrementó desde el 5,2%, hasta el 22,1% a las 24 horas y hasta el 30,7% a las 48 horas. 

Por otra parte, las células L1210 tendieron a acumularse en el pico que representa la 

fase G1-S, y no presentaron un hombro significativo en subG1  después de la 

incubación a bajas temperaturas (5,4% después de 24 horas y 9,2% después de 48 

horas). 

Figura 4.6. Análisis del ciclo celular en las líneas leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 durante el proceso de estrés 

hipotérmico. Representación gráfica del ciclo celular a distintos tiempos (12, 24 y 48 h) de exposición a estrés 

hipotérmico (cultivo a 4ºC de temperatura). G1: células en fase G1 del ciclo celular, G2: células en fase G2 del ciclo 

celular. Las flechas señalan el porcentaje de células contenidas en el pico sub-G1, que representa niveles de apoptosis 

celular. Cerezo D. et al., 2012. 

51 



 

 Estos datos indican que la progresión de células a través de la fase G1 del ciclo 

celular debe preceder a la apoptosis inducida por la exposición a bajas temperaturas de 

las células con fenotipo MDR y de las transfectadas con P-gp.  

 Adicionalmente,  para confirmar que la apoptosis era el mecanismo de muerte 

celular inducido por frío en células leucémicas con fenotipo MDR, se realizaron varios 

ensayos de tinción con anexina V-FITC. Estos experimentos permitían cuantificar el 

proceso de apoptosis temprana, puesto que anexina V es una proteína que se une 

específicamente a fosfatidilserina cuando ésta se encuentra expuesta en la membrana 

celular, suceso que ocurre  al inicio del proceso de apoptosis. En la figura 4.7 se 

representa el resultado de esta tinción en las tres líneas celulares estudiadas tanto en un 

cultivo mantenido a una temperatura de 37ºC como después de una exposición a estrés 

hipotérmico (4ºC) durante 24 horas. 

En la figura 4.7A se puede observar un gráfico representativo del análisis por 

citometría de una tinción doble de ioduro de propidio y anexina V antes y después de 

someter las células a estrés por frío. Estos gráficos se dividen en cuatro cuadrantes: 

Inferior izquierdo (LL) que comprende las células que no han entrado en proceso de 

apoptosis, Inferior derecho (LR) que comprende las células que están en un proceso de 

apoptosis temprana, Superior izquierdo (UL) y Superior derecho (UR) que comprenden 

las células en proceso de apoptosis tardía o de necrosis, habiendo pasado las células 

comprendidas en el cuadrante UR por un proceso de apoptosis temprana anteriormente. 

En esta figura se puede comprobar que en la línea celular L1210, tras 24 horas de 

incubación a 4ºC, el 9% de la población se encuentra en el cuadrante LR y el 7,9% en el 

cuadrante UR; en la línea celular L1210R el 22% de la población se encuentra en el 

cuadrante LR y el 55,2% en el UR; y en la línea celular CBMC-6 el 12,2% de la 

población se encuentra en el cuadrante LR y el 55,2% en el UR. Mostrando así que la 

mayoría de la población en las líneas celulares L1210R y CBMC-6 sufre un proceso de 

apoptosis bajo estrés hipotérmico.  
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 La figura 4.7B muestra cómo aumentó la exposición de fosfatidilserina en la 

membrana celular de las células L1210R cultivadas en frío respecto a las células L1210 

(P<0,01), también se observó un aumento de la exposición de fostatidilserina en las 

células CBMC-6, aunque dicho aumento fue menor que el observado en células 

L1210R. 

Figura 4.7A. Análisis de los niveles de apoptosis temprana y tardía en las tres líneas celulares leucémicas 

sometidas a estrés hipotérmico. Las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 fueron cultivadas a 37ºC y 4ºC 

durante 24 horas. Las células se tiñeron con anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP) y los resultados se analizaron 

mediante citometría de flujo. Cuadro inferior izquierdo (LL): Células vivas. Cuadro inferior derecho (LR): células en 

proceso de apoptosis temprana. Cuadro superior derecho (UR): Células en proceso de apoptosis tardía y/o 

necrosis. En cada cuadro se muestra el porcentaje de la población comprendido en él. N=4. 

Figura.4.7B. Niveles de apoptosis 

temprana en las tres líneas celulares 

leucémicas (L1210, L1210R y CBMC-6) 

cultivadas en condiciones fisiológicas (37 

ºC) o de estrés hipotérmico (4 ºC). 

Representación gráfica de células positivas 

para Anexina V pero no para Ioduro de 

propidio, indicativos de un estadío 

temprano de apoptosis. Las barras de 

error indican ± error típico de la media. 

Los asteriscos representan diferencias 

estadísticamente significativas de ** 

P<0,01. N=4. Cerezo D. et al., 2012. 
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3.2. Implicación de las caspasas en la muerte celular inducida por estrés 

hipotérmico. 

Para determinar si la activación de la apoptosis por bajas temperaturas en las 

líneas celulares L1210R y CBMC-6 era un proceso dependiente o no de caspasas, se 

determinó la actividad caspasa 3. Para ello, se cuantificaron los niveles del fragmento 

activo de caspasa 3 en extractos celulares mediante western-blot y se midió esta 

actividad mediante un ensayo enzimático colorimétrico, también se realizaron estudios 

de inhibición de muerte celular en presencia de inhibidores de caspasas. Se eligió 

caspasa 3 porque es la proteína efectora que representa el punto de convergencia de las 

rutas de apoptosis dependientes de caspasas. 

3.2.1. Determinación de la expresión de caspasa 3 activa mediante 

western-blot. 

La proteína caspasa 3 se puede encontrar en forma de procaspasa 3 (inactiva y 

con un peso molecular de 25 kDa) o en forma de caspasa 3 (activa y con pesos 

moleculares de 17, 15 y 13 kDa). Para diferenciar la cantidad de enzima activa e 

inactiva que hay en cada caso, se ha realizado western-blot de extractos celulares de las 

tres líneas celulares estudiadas a distintos tiempos de incubación en frío, utilizando un 

anticuerpo específico que reconocía ambas formas (activa e inactiva). Diferenciando las 

dos formas según su tamaño molecular, se estableció la activación de caspasa 3 para 

cada caso. 

 En la figura 4.8(A,B) se puede observar un western-blot representativo y un 

gráfico, que representa la media de 3 ensayos, mostrando la evolución de la cantidad de 

caspasa 3 activa durante el tratamiento de estrés por frío en los tres tipos celulares 

estudiados; se observa como el nivel basal de caspasa 3 es elevado en las células que 

expresan P-gp (tanto L1210R como  CBMC-6), mientras que prácticamente no se 

encuentra caspasa 3 activa en las células que no expresan P-gp (L1210). Las células 

CBMC-6 muestran unos niveles intermedios de caspasa 3 activa,  comprendidos entre 

los obtenidos en las células L1210 y L1210R. Cuando se someten a estrés por frío, las 

células L1210R continúan mostrando un nivel elevado de caspasa 3 que prácticamente 

permanece constante durante el tiempo de incubación, las células CBMC-6 muestran un 

nivel intermedio que comienza a aumentar a partir de las 2 horas de exposición al frío y 
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las células L1210 muestran un gran aumento de la cantidad de caspasa 3 a partir de las 4 

horas de exposición a estrés hipotérmico. 

3.2.2. Ensayo colorimétrico para determinar actividad enzimática de 

caspasa 3. 

En la figura 4.8C se puede observar la evolución de la actividad enzimática de 

caspasa 3 en cada tipo celular, cuantificado mediante ensayo colorimétrico. Al igual que 

en el análisis mediante western-blot, se observa un alto nivel de actividad enzimática de 

caspasa 3 en las células con fenotipo MDR, siendo éste mayor en las células L1210R 

que en las células CBMC-6. Cuando todos los tipos celulares se someten a estrés por 

frío, las células L1210R siguen mostrando una alta actividad enzimática de caspasa 3, 

las células CBMC-6 muestran un ligero aumento de esta actividad a partir de 2 horas de 

Figura 4.8. Niveles de caspasa 3 activa en líneas celulares leucémicas incubadas a temperatura fisiológica (37 ºC) o 

en condiciones de estrés hipotérmico (4ºC). A. Western-blot representativo de varios realizados en el que se 

muestra la cantidad del fragmento activo de caspasa 3 (17 kDa) en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 

incubadas en condiciones de estrés hipotérmico (4 ºC). Como control de carga se ha utlizado la proteína GAPDH. B. 

Representación gráfica de los niveles de caspasa 3 activa en células L1210, L1210R y CBMC-6, incubadas a distintos 

tiempos en condiciones de estrés hipotérmico (4ºC). La gráfica representa los niveles del fragmento proteolítico (17 

kDa) generado como consecuencia de la activación de pro-caspasa 3. Dicha determinación se realizó mediante la 

técnica de western-blot. Las barras de error representan ± error típico de la media. N=3. Cerezo D. et al., 2012. 

55 



 

exposición al frío, y las células L1210 sólo muestran un aumento a partir de 6 horas de 

exposición a bajas temperaturas; concordando estos datos, en gran medida, con los 

resultados obtenidos mediante el análisis del fragmento proteolítico de caspasa 3 

cuantificado mediante western-blot. 

 

3.2.3. Utilización de inhibidores farmacológicos específicos de caspasas. 

Para estudiar la contribución de las caspasas a la muerte celular por frío observada en 

las células leucémicas quimiorresistentes de ratón, se realizaron cultivos celulares 

sometidos a temperaturas de 4ºC durante 24 horas y se añadieron inhibidores 

específicos de las caspasas 3, 8 y 9.  

En primer lugar, se estudió la contribución a la muerte celular de caspasa 3, 

puesto que las rutas de apoptosis inducidas por caspasas convergen en esta proteína. En 

la figura 4.9A se muestra el efecto de la inhibición de caspasa 3 sobre la muerte celular 

en frío. Así, se observa cómo la inhibición de caspasa 3 no tiene efecto sobre la muerte 

celular de la línea parental L1210, mientras que disminuye de forma considerable la 

muerte celular tanto en las células L1210R (disminución del 50,85% de la muerte 

celular inducida por frío) como en las células  CBMC-6 (disminución del 48,8% de la 

muerte celular inducida por frío). 

Figura 4.16. Efecto del 

silenciamiento de Pg-p en la 

viabilidad de las líneas 

celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6 tras ser cultivadas con 

dosis de DNM cercanas a la 

IC
50

 de cada tipo celular. Las 

células fueron transfectadas 

con los distintos 

oligonucleótidos (siARNs), 

cultivadas durante 48 h para 

permitir la recuperación de las 

mismas y, seguidamente, 
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En segundo lugar, se estudió la contribución de caspasa 9 y caspasa 8 a este 

proceso de apoptosis, como caspasas representativas de las rutas intrínseca y extrínseca 

de inducción de apoptosis. En la figura 4.9B se observa el efecto de la inhibición de 

caspasa 3, caspasa 8 y caspasa 9 en los tres tipos celulares estudiados sometidos a estrés 

por frío. En las células L1210 se observa que los inhibidores de las distintas caspasas no 

producen una disminución de la muerte celular, más bien producen un aumento de ésta, 

siendo la diferencia significativa en el caso del inhibidor de caspasa 3 (P<0,05), esto 

puede ser debido a que estos inhibidores tienen cierto efecto citotóxico. En cambio, en 

las células L1210R se produce una gran disminución de la muerte celular al utilizar los 

tres inhibidores de caspasas (P<0,05 para los inhibidores de caspasa 8 y caspasa 9, 

P<0,001 para el inhibidor de caspasa 3); disminución que también se observa en las 

células CBMC-6 aunque en menor medida (P<0,05 para los inhibidores de caspasa 8 y 

caspasa 9, P<0,01 para el inhibidor de caspasa 3).  

 

Figura 4.9. Efecto de la inhibición de la actividad Caspasa 3 sobre la muerte celular de las líneas leucémicas 

L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas en condiciones de estrés hipotérmico. (A) Gráficos representativos de la 

muerte celular producida en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas durante 24 h a 37ºC y 4ºC en 

las siguientes condiciones: Sin Inh: Cultivo celular sin inhibidores de caspasa 3, AEBSF: Cultivo con AEBSF (inhibidor 

de serín proteasas), Z-DEVD-FMK Casp3 Inh: Cultivo con inhibidor farmacológico específico de Caspasa 3. Las 

células, cultivadas en las condiciones descritas, fueron teñidas con ioduro de propidio y analizadas por citometría 

de flujo. Los números representan los porcentajes de muerte celular en las distintas condiciones y líneas celulares 

especificados en la figura. Cerezo D. et al., 2012. 
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4.  Papel de glicoproteína P en la sensibilidad colateral al frío en células 

murinas con fenotipo MDR.  

Debido a que el proceso de sensibilidad colateral al frio iba asociado a la 

aparición del fenotipo MDR y, más concretamente a la expresión de P-gp en nuestro 

modelo de células leucémicas murinas, decidimos estudiar más detalladamente el papel 

que dicha glicoproteína desempeñaba en el proceso de muerte celular por estrés 

hipotérmico. 

4.1. Expresión de P-gp en líneas celulares leucémicas sometidas a 

hipotermia. 

 Con objeto de comprobar el efecto de la incubación a 4ºC en los niveles de 

expresión de glicoproteína P en células leucémicas de ratón, los cultivos celulares se 

sometieron a dicha temperatura durante distintos tiempos, desde 0 hasta 24 horas. 

Posteriormente se obtuvieron los extractos proteicos correspondientes a las distintas 

líneas celulares y tiempos de incubación en frío para su posterior análisis mediante la 

Figura 4.9B. Efecto de la inhibición de la actividad caspasa 3, caspasa 9 y caspasa 8 sobre la muerte celular de las 

líneas leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas en condiciones de estrés hipotérmico. Las líneas celulares 

L1210, L1210R y CBMC-6 fueron cultivadas a 37ºC y 4ºC en las siguientes condiciones: 37ºC: Cultivo a 37ºC sin 

inhibidores; 4ºC: Cultivo a 4ºC sin inhibidores; AEBSF: Cultivo a 4ºC en presencia de AEBSF (inhibidor de serín 

proteass), Inh caspasa 3: Cultivo a 4ºC en presencia de un inhibidor específico de caspasa 3, Inh caspasa 8: Cultivo a 

4ºC en presencia de un inhibidor específico de Caspasa-8, Inh Caspasa-9: Cultivo a 4ºC en presencia de un inhibidor 

específico de caspasa 9. Las barras de error representan ± error tipico de la media. Los asteriscos representan 

difererencias estadísticamente significativas de *P<0,05; **P<0,01 y ***P<0,001 respecto a los datos obtenidos para 

el control sin inhibidores (4ºC). N=6 para 37ºC, 4ºC, AEBSF (4ºC) e Inh caspasa 3 (4ºC), N=3 para Inh caspasa 9 (4ºC) e 

Inh caspasa 8 (4ºC). Cerezo D. et al., 2012. 
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técnica de western-blot (figura 4.10). Los resultados mostraron un aumento en los 

niveles de expresión de P-gp tanto en los extractos proteicos procedentes de células 

L1210R como en los correspondientes a las células CBMC-6. Mientras que en la línea 

celular L1210R el frío induce un aumento de expresión de P-gp de hasta 4 veces el nivel 

basal de dicha proteína (células cultivadas a 37ºC); en el caso de la línea celular CBMC-

6 el aumento llega hasta 20 veces sobre el nivel de expresión basal de proteína (P<0,01 

para L1210R a 24 horas y P<0,05 para CBMC-6 a 12 horas).  

 

 

 

Figura 4.10. Expresión de MDR-1 en las dos líneas celulares leucémicas con fenotipo MDR (L1210R y CBMC-6) 

cultivadas en  condiciones de estrés hipotérmico. (A) Western blot representativo de la evolución de los niveles de 

expresión de la proteína MDR-1 en las líneas celulares L1210R y CBMC-6 cultivadas en condiciones de estrés 

hipotérmico a diferentes tiempos (4, 8, 12 y 24 h). Como control de carga se utilizó la proteína ERKt. (B) 

Representación gráfica de la expresión de la proteína MDR-1 relativa al control de carga y expresada en unidades 

arbitrarias (A.U.) La normalización se realizó respecto al nivel de expresión de la muestra a tiempo 0h de la línea 

celular L1210R. Las barras de error representan ± error típico de la media. Los asteriscos representan diferencias 

estadísticamente significativas de *P<0,05 y **P<0,01. N=3. 
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4.2. Funcionalidad de P-gp en líneas celulares leucémicas sometidas a 

hipotermia. Acumulación de rhodamina 123. 

Para determinar la funcionalidad de la bomba de extrusión de fármacos P-gp en 

estas líneas celulares incubadas a 37ºC o a 4ºC, se realizaron ensayos de acumulación de 

rhodamina 123. Este compuesto se acumula en el interior de la célula y es sustrato de la 

proteína P-gp, además emite fluorescencia que puede ser cuantificada mediante 

citometría de flujo; así, cuanto mayor sea la acumulación de este compuesto en el 

interior celular, menor es la funcionalidad de P-gp. 

 En estos ensayos se presenta la dificultad de que la solubilidad en el medio y la 

penetrancia en la célula de rhodamina 123 se ve alterada por la temperatura (Kleinow 

KM et al., 2006) debido a que la fluidez de la membrana celular disminuye al decrecer 

la temperatura, siendo la medida más apropiada para la acumulación de estas sustancias 

el índice de acumulación relativa, que se calcula relativizando la acumulación en una 

línea celular que expresa P-gp a la acumulación en la línea celular que no expresa 

ninguna bomba de extrusión de fármacos. En nuestro caso utilizamos la siguiente 

fórmula: 

 

 En la figura 4.11A se representa la evolución de la acumulación de rhodamina 

123 en los tres tipos celulares estudiados cuando se exponen al estrés por frío a distintos  

tiempos (de 0 a 8 horas). En esta figura se observa que a tiempo 0 horas (incubación a 

temperatura de 37ºC) la acumulación de este compuesto es aproximadamente 6 veces 

mayor en las células sensibles que en las resistentes. En condiciones de hipotermia, las 

células L1210 experimentan una disminución de la acumulación debida a la menor 

penetrancia de rhodamina 123 en las células a baja temperatura, mientras que en las 

células resistentes L1210R y CBMC-6 la acumulación de rhodamina 123 se mantiene 

constante. 

 

Acumulación relativa 100

60 



 

 En la figura 4.11B se muestra la acumulación relativa de rhodamina 123 de los 

tipos celulares L1210R y CBMC-6, mostrando ambos un incremento continuo conforme 

aumenta el tiempo de exposición al frío, alcanzando el máximo de acumulación a las 8 

horas de cultivo a 4ºC. Ambos tipos celulares muestran un pequeño pico de 

acumulación a tiempo 1 h. 

 Con el propósito de confirmar los datos obtenidos con el ensayo anterior, se 

realizaron experimentos en los que las tres líneas celulares fueron incubadas con 

rhodamina 123 durante 1 hora a 37ºC, para permitir que dicha molécula se acumulara en 

el interior de las células en mayor o menor medida, dependiendo de la funcionalidad de 

P-gp. Posteriormente, dichas células se incubaron a 37ºC o a 4ºC durante un período de 

tiempo de 8 horas y, finalmente, se determinó la acumulación de rhodamina 123 en las 

tres líneas celulares mediante citometría de flujo. Como controles se utilizaron células  

incubadas en presencia del inhibidor competitivo de P-gp, verapamilo (VRP). En la 

figura 4.11C se muestran las gráficas de acumulación de rhodamina 123 para cada tipo 

celular a 4ºC o a 37ºC y en presencia o no de verapamilo.  

Figura. 4.11. Acumulación de rhodamina 123 en líneas célulares leucémicas sometidas a estrés hipotérmico. A. 

Representación gráfica de la acumulación de rhodamina 123 (rho) en las lineas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 a 

distintos tiempos de cultivo a 4ºC. B.  Representación gráfica de la acumulación relativa de rhodamina 123 en las líneas 

celulares L1210R y CBMC-6 bajo condiciones de estrés hipotérmico. Las barras de error representan ± error típico de la 

media y N=5 para A y B. 
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 En las células L1210 se puede comprobar que, a 37ºC, se produce la 

acumulación máxima de rhodamina 123, puesto que dichas células no poseen P-gp ni 

ninguna otra proteína que funcione como bomba extrusora de fármacos. En consonancia 

con este hecho, no se encontró ninguna diferencia en los niveles de acumulación de 

rhodamina en las células tratadas con el inhibidor verapamilo con respecto a las no 

tratadas. De la misma forma, al realizar el análisis de las mismas células incubadas a 

4ºC, se observa una menor 

acumulación de rhodamina, resultado 

de la menor penetrancia en las células 

de este compuesto a bajas 

temperaturas, y no se observó 

ninguna diferencia en la acumulación 

de rhodamina entre células tratadas 

con verapamilo y las mismas células 

sin tratar. En cambio, en las líneas 

celulares L1210R y CBMC-6, la 

acumulación mínima de rhodamina se 

obtuvo a 37ºC, observándose un 

aumento de esta acumulación cuando 

se añadió el inhibidor de P-gp 

verapamilo, indicativo de una 

inhibición parcial de la actividad de la 

bomba extrusora de fármacos; sin 

embargo, los mayores niveles de 

acumulación de rhodamina 123 se 

produjeron con la incubación a 4ºC, no observándose, a esta temperatura, ninguna 

diferencia en la acumulación de rhodamina entre células tratadas con verapamilo y las 

células no tratadas. Estos resultados confirman que a 4ºC se inactiva la función 

extrusora de fármacos de glicoproteína P a pesar de que aumenta su expresión (figura 

4.10).  

 

 

Figura 4.11 C. Gráfico representativo de la acumulación de 

rhodamina 123(Rho) en las líneas celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6 en las siguientes condiciones: Rho(37ºC), tinción 

con Rho en cultivo a 37ºC; Rho(4ºC), tinción con Rho en 

cultivo a 4ºC; Rho + VRP (37ºC), tinción con Rho en cultivo 

a 37ºC y en presencia del inhibidor de MDR-1, verapamilo; 

Rho + VRP (4ºC), tinción con Rho en cultivo a 4ºC y en 

presencia del inhibidor verapamilo.  
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4.3. Efecto del silenciamiento de P-gp con oligonucleótidos de ARN sobre 

viabilidad celular y resistencia a múltiples fármacos.  

Con el objetivo de comprobar la implicación de glicoproteína P en los procesos 

de sensibilidad colateral al frío y activación de caspasa 3, se realizaron ensayos de 

silenciamiento de la expresión de P-gp mediante la técnica de nucleofección, utilizando 

oligonucleótidos silenciadores de P-gp 1a (Abcb1a) y de P-gp 1b (Abcb1b). 

 El primer paso realizado fue la puesta a punto de la técnica. El éxito del 

silenciamiento se midió obteniendo extractos celulares de todos los tratamientos 

realizados y comprobando mediante western-blot la expresión de glicoproteína P. Los 

silenciamientos de P-gp (Abcb1a, Abcb1b y Abcb1a+1b) se compararon con el 

silenciamiento obtenido al utilizar un oligonucléotido de ARN que no silencia ninguna 

proteína conocida (siARN control negativo). Se incluyeron como controles células 

sometidas al proceso de nucleofección sin añadir oligonucleótido (Mock) y células sin 

ningún tipo de tratamiento (Sin tratamiento) para comprobar el efecto de la técnica 

utilizada sobre la viabilidad celular. En la tabla 4.II se muestra la media de éxito 

obtenido con los silenciamientos de P-gp, observándose un silenciamiento de entre el 30 

y el 42% en las células L1210R, siendo mayor el silenciamiento producido al silenciar 

P-gp1b que al silenciar P-gp1a; 

en las células CBMC-6 se 

consiguió un silenciamiento del 

36% para P-gp1a , mientras que, 

como era de esperar, no se 

obtuvo ningún éxito al intentar 

silenciar Pg-p1b puesto que dicha 

proteína no está presente en estas 

células; en la línea celular L1210 

se realizaron también ensayos de 

silenciamiento de P-gp, aunque 

no se obtuvo ningún resultado 

debido a que estas células no 

expresan dicha proteína (datos no 

mostrados).  

Tabla 4.II. Silenciamiento obtenido con los oligonucleótidos de 

ARN (siARNs) específicos de Abcb1a y Abcb1a en las líneas 

celulares L1210R y CBMC-6. La tabla representa el porcentaje 

medio de silenciamiento obtenido para la proteína Pg-p ± el error 

típico de la media,  en las líneas celulares L1210R y CBMC-6. Se 

consideró el porcentaje de silenciamiento como  la disminución de 

la expresión de dicha proteína observada mediante western-blot 

respesto de la expresión de la proteína observada al utilizar un 

siRNA Control negativo N= 7 para los silenciamientos de Abcb1a y 

n=5 para los silenciamientos Abcb1b y Abcb1a+1b.  
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4.3.1. Efecto del silenciamiento de P-gp sobre la supervivencia celular y 

los niveles de caspasa 3. 

En la figura 4.12 se muestra la influencia del silenciamiento de P-gp sobre la 

viabilidad celular a 37ºC, pudiendo comprobarse que en las células L1210 el 

silenciamiento de esta proteína no tiene ningún efecto; en las células L1210R la técnica 

de nucleofección provocó un aumento de la muerte celular basal y aunque se observó 

una disminución de la muerte celular al silenciar P-gp1a y P-gp1b, dicha disminución 

no fue significativa; en las células CBMC-6 tampoco se observaron cambios 

significativos en la viabilidad celular tras el silenciamiento de P-gp1a y/o P-gp1b. 

En la figura 4.13 se muestra el efecto del silenciamiento de P-gp sobre la 

viabilidad celular en condiciones de estrés hipotérmico (4ºC). En las células L1210 no 

se observa efecto alguno debido a que dichas células no expresan esta proteína, en las 

células L1210R se aprecia un ligero aumento de la muerte celular con todos los 

silenciamientos de P-gp aunque dicho aumento no fue significativo en ningún caso; y en 

las células CBMC-6 tampoco se aprecian diferencias significativas de la viabilidad 

celular tras el silenciamiento de P-gp. La ausencia de diferencias estadísticamente 

significativas, probablemente sea debido a la baja tasa de silenciamiento de P-gp 

obtenido con estas condiciones y, en el caso de las células L1210R debido además a la 

Figura 4.12 .Muerte celular obtenida al silenciar Pg-p en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 

37ºC. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs) y cultivadas durante 48 h a 37ºC. 

El porcentaje de muerte celular fue determinado mediante tinción con ioduro de propidio y posterior análisis por 

citometría de flujo. El control negativo se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni 

transfectadas con ningún siARN. Los oligonucleótidos silenciadores utilizados fueron los siguientes: siARN Abcb1a, 

siARN Abcb1b, y un silenciador inespecífico (no silencia ningún ARNm conocido) indicado como siARN Control. Las 

barras de error representan ± error típico de la media. N= 5. 
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alta proporción de muerte celular basal obtenida como consecuencia del proceso de 

electroporación (nucleofección) y a la debida a las condiciones de estrés hipotérmico. 

Con el objetivo de estudiar la influencia de P-gp sobre la actividad caspasa 3, se 

midió, mediante western-blot, la cantidad de fragmento activo de esta enzima presente 

en los extractos celulares después del silenciamiento de P-gp. 

En la figura 4.14 se representa la media de la actividad caspasa 3 de todos los 

experimentos realizados, y un western-blot representativo del resultado. En las células 

L1210 no se observan grandes diferencias en la expresión del fragmento activo de 

caspasa 3 con ningún silenciamiento. En la línea celular L1210R se observa una 

disminución de la actividad caspasa 3 al silenciar la proteína P-gp1b y no se observa 

ningún aumento al silenciar P-gp1a. Finalmente en las células CBMC-6 se observa una 

disminución del fragmento activo de caspasa 3 al silenciar la proteína P-gp1a y no al 

silenciar P-gp1b, lo cual es concordante con el hecho de que estas células sólo expresan 

P-gp1a y no expresan P-gp1b. En ninguno de los casos se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas. 

Figura 4.13 .Muerte celular obtenida al silenciar P-gp en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 

4ºC. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siRNAs), cultivadas durante 48 h para 

permitir la recuperación de las células y, seguidamente, cultivadas a 4ºC durante 24h. El porcentaje de muerte 

celular fue determinado mediante tinción con ioduro de propidio y posterior análisis por citometría de flujo. El 

control negativo se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún 

siRNA. Los oligonucleótidos silenciadores utilizados fueron los siguientes: siRNA Abcb1a, siRNA Abcb1b, y un 

silenciador inespecífico (no silencia ningún ARNm conocido) indicado como siARN Control. Las barras de error 

representan ± error típico de la media. N= 5. 
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4.3.2. Efecto del silenciamiento de P-gp sobre la resistencia a fármacos. 

Otro parámetro que se estudió tras el silenciamiento de P-gp fue la resistencia al 

estrés producido por un tratamiento con el fármaco DNM. Para ello, tras el 

silenciamiento, los cultivos celulares se incubaron en presencia de dos dosis distintas de 

DNM (0,45 µM y 1,0 µM) y se midió la muerte celular mediante tinción con IP y 

posterior análisis por citometría de flujo. 

En la figura 4.15 se puede observar los datos de viabilidad obtenidos tras la 

incubación con DNM de cultivos celulares tratados con oligonucleótidos específicos de 

P-gp1a. No se obtuvieron diferencias significativas en la viabilidad celular de los tres 

tipos celulares, aunque a una dosis de DNM de 1,0 μM se aprecia una tendencia a 

incrementarse la muerte celular en las líneas L1210R y CBMC-6 cuando se silencia P-

gp1a.  

Figura 4.14 .Efecto del silenciamiento de P-gp sobre los niveles de caspasa 3 activa en las líneas celulares L1210, 

L1210R y CBMC-6. (A)Western-blots representativos de la expresión de caspasa 3 activa después del 

silenciamiento de la proteína Pg-p en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6. Las bandas correspondientes a 

cada tipo celular proceden de la misma membrana y el mismo revelado. (B)Representación gráfica de los niveles 

de expresión de caspasa 3 activa utilizando distintos silenciaciores de ARNm (siARN específico de Abcb1a, siARN 

específico de Abcb1b y siARN control) en los tipos celulares L1210, L1210R y CBMC-6. El control negativo se 

refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. La 

normalización de los densitometrados va referida al nivel obtenido para la muestra Mock de cada tipo celular. Las 

barras de error representan ± error típico de la media. N= 7 para  los tratamientos Mock, SiRNA (Abcb1a) y siRNA 

Control; N=4 para tratamientos siRNA (Abcb1b) y siRNA (Abcb1a+1b) 
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Similares resultados se obtuvieron al tratar los cultivos celulares con dosis de 

daunomicina próximas a la IC50 de cada tipo celular durante 24 horas. En este caso la 

muerte celular se determinó mediante la técnica de MTT (figura 4.16).  

Figura 4.15 Efecto del silenciamiento de P-gp 1a (Abcb1a) en la viabilidad de las líneas celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6 tratadas con DNM. Representación gráfica del porcentaje de muerte celular tras tratamiento con dosis de 

DNM de 0.45 µM y 1.0 µM. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs), cultivadas 

durante 48 h para permitir la recuperación de las mismas y, seguidamente, cultivadas en presencia de DNM. El 

porcentaje de muerte celular se determinó mediante tinción con ioduro de propidio y posterior análisis por 

citometría de flujo. El control negativo se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni 

transfectadas con ningún siARN. Las barras de error representan ± error típico de la media. N= 5. 

Figura 4.16 .Efecto del 

silenciamiento de Pg-p en la 

viabilidad de las líneas 

celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6 tras ser cultivadas 

con dosis de DNM cercanas 

a la IC
50

 de cada tipo 

celular. Las células fueron 

transfectadas con los 

distintos oligonucleótidos 

(siARNs), cultivadas durante 

48 h para permitir la 

recuperación de las mismas 

y, seguidamente, tratadas 

con DNM. El porcentaje de 

muerte celular se determinó 

mediante la técnica de MTT. 

El control negativo se 

refiere a las células que no 

han sido sometidas a 

electroporación ni 

transfectadas con ningún 

siARN. Las barras de error 

representan ± error típico 

de la media. N= 5. 
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5. Contribución de las proteínas de la familia Bcl-2 a la supervivencia de las 

líneas celulares leucémicas sensibles y resistentes a fármacos. 

Para comprobar la contribución de las proteínas de la familia Bcl-2 al fenotipo 

MDR en nuestro modelo murino y su implicación en el proceso de sensibilidad 

colateral, estudiamos la expresión de algunas proteínas de esta familia en las líneas 

celulares murinas así como su implicación en los procesos de sensibilidad colateral y 

resistencia a fármacos antineoplásicos. Parte de los resultados de los apartados 5.1 y 5.2 

se incluyeron en la tesis de licenciatura titulada “ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE 

MIEMBROS DE LA FAMILIA DE PROTEÍNAS BCL-2 EN LÍNEAS CELULARES LEUCÉMICAS 

MURINAS. CONTRIBUCIÓN A LA SUPERVIVENCIA CELULAR” de Dª Miriam Lencina 

Guardiola (2011). En las gráficas presentadas (figuras 4.17 y 4.18) se incluye un mayor 

número de experimentos a los presentados en dicha tesina, que, en el caso de la figura 

4.18, han permitido obtener resultados con una alta significación estadística. 

5.1 Niveles de expresión de proteínas de la familia Bcl-2 en líneas 

celulares leucémicas de ratón sensibles y resistentes a fármacos. 

Para estudiar la posible contribución de algunas de las proteínas de la familia 

Bcl-2 a la viabilidad celular y resistencia a múltiples fármacos de las líneas celulares 

L1210R y CBMC-6, se realizó western-blot de extractos de las líneas celulares 

resistentes a fármacos y de la línea parental, todas ellas cultivadas a una temperatura de 

37ºC. Se analizaron los niveles de expresión de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-xL y 

Bcl-2 y de la proteína pro-apoptótica Bax.  

 Respecto a los niveles de expresión de las proteínas anti-apoptóticas (figura 

4.17) y, tomando como referencia la expresión de dicha proteína en la línea celular 

L1210, se observó que la expresión de Bcl-xL en la línea celular L1210R disminuía 

hasta un valor cercano al 20% (P<0,01) respecto a la expresión de dicha proteína en la 

línea parental; en la línea celular CBMC-6 la expresión de dicha proteína permanecía 

prácticamente igual a la de la línea celular L1210. Al estudiar la expresión de la proteína 

Bcl-2, se observó que los niveles de expresión de dicha proteína  en la línea celular 

L1210R eran muy elevados, siendo dicha expresión aproximadamente 20 veces mayor 

en células L1210R que en las líneas celulares L1210 y CBMC-6 (P<0,01), ambas con 

niveles de expresión similares de dicha proteína. En cuanto a la proteína anti-apoptótica 
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Bax (figura 4.17), se observó que la expresión de esta proteína en la línea celular 

L1210R era similar a la de las líneas celulares L1210 y CBMC-6. 

5.2 Contribución de los miembros de la familia de proteínas Bcl-2 a la 

supervivencia celular en condiciones fisiológicas y de estrés. 

La contribución de la familia de proteínas Bcl-2 a la muerte celular se estudió 

mediante el silenciamiento de ARNm específico de las proteínas Bcl-xL, Bcl-2 y Bax. 

El primer paso fue analizar la expresión de estas tres proteínas realizando western-blot 

de los extractos celulares obtenidos después del silenciamiento de las mismas. En la 

tabla 4.III se puede observar el porcentaje de silenciamiento obtenido en cada tipo 

celular para cada una de las 

proteínas de la familia Bcl-2 

estudiadas. Respecto a la 

expresión de la proteína Bcl-

xL se obtuvo un 

silenciamiento medio del 

50% en las tres líneas 

celulares estudiadas. El 

silenciamiento de la proteína 

Bcl-2 fue superior al 50% en 

las tres líneas celulares 

estudiadas. En cuanto al 

silenciamiento obtenido para 

Tabla 4. III. Porcentajes de silenciamiento obtenidos en las líneas 

celulares leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 tras electroporación con 

los oligonucleótidos de ARN específicos de las proteínas Bcl-xL, Bcl-2 y 

Bax. La tabla representa el porcentaje medio de silenciamiento obtenido 

± el error típico de la media. Se consideró el porcentaje de 

silenciamiento como  la disminución de la expresión de dicha proteína 

observada mediante western-blot respesto de la expresión de la 

proteína observada al utilizar un siRNA Control negativo. N=10.  

Figura 4.17 .Expresión basal de proteínas anti-apoptóticas Bcl-xL y Bcl-2 y de la proteína pro-apoptótica Bax en las 

líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6. Los valores de expresión de las proteínas están calculados respecto al 

control de carga (GAPDH) y representados en unidades arbitrarias (A.U.), las barras de error representan ± error 

típico de la media. Los asteriscos representan diferencias estadísticamente significativas de **P<0,01.  N= 10. Estos 

resultados se basan en los previamente publicados (Tesina de licenciatura de Doña Miriam Lencina Guardiola) 

aunque se han completado con nuevos experimentos. 
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la proteína anti-apoptótica Bax, los porcentajes fueron de aproximadamente un 55% en 

las líneas celulares L1210 y CBMC-6, y de un 78% en la línea celular L1210R. 

Después de realizar los silenciamientos de proteínas de la familia Bcl-2, se 

realizaron ensayos para estudiar la influencia de estas proteínas en la supervivencia 

celular. Para ello, se analizó la muerte celular que se producía en dichos cultivos a una 

temperatura de 37ºC (figura 4.18A). 

 Se comprobó que en las líneas celulares L1210 y CBMC-6 el silenciamiento de 

la proteína Bcl-xL produjo un aumento significativo de la muerte celular (P<0,001 para 

ambos casos), mientras que en la línea celular L1210R el silenciamiento de esta proteína 

no tuvo ningún efecto. El silenciamiento de la proteína Bcl-2 no tuvo efecto 

Figura 4.18  .Efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 en la viabilidad de las líneas celulares 

leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas en condiciones fisiológicas (37ºC) y de estrés por frío (4ºC). Las 

células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siRNAs), cultivadas durante 48 h para permitir la 

recuperación de las mismas y, seguidamente, cultivadas a 37ºC (A) o a 4ºC (B) durante 24h. Los porcentajes de 

muerte celular fueron determinados mediante tinción con ioduro de propidio y posterior análisis por citometría de 

flujo. El control negativo se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con 

ningún siARN. Las barras de error representan ± error típico de la media. Los asteriscos representan: *P<0,05; 

**P<0,01 y ***P<0,001.N=10. Estos resultados se basan en los previamente publicados (Tesina de licenciatura de 

Doña Miriam Lencina Guardiola) aunque se han completado con nuevos experimentos que han mejorado la 

significación estadística. 
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significativo para ninguno de los tres tipos celulares estudiados. En cuanto al 

silenciamiento de Bax, tampoco produjo ningún efecto sobre la supervivencia celular en 

ninguna de las tres líneas celulares estudiadas. 

Para estudiar el papel que desempeñan las proteínas Bcl-xL, Bcl-2 y Bax en la 

respuesta a estrés hipotérmico, después del silenciamiento de estas proteínas, las líneas 

celulares se incubaron a una temperatura de 4ºC durante un periodo de 24 horas y se 

midió la muerte celular en cada caso mediante tinción con IP y posterior análisis 

mediante citometría de flujo. 

En la figura 4.18B se observa el resultado de estos experimentos, donde se 

muestra que en la línea celular L1210 el silenciamiento de Bcl-xL produjo un aumento 

de la muerte celular (P<0,001) que coincidía, aproximadamente, con el incremento de 

muerte celular a 37ºC; en esta misma línea celular, el silenciamiento de las proteínas 

Bcl-2 y Bax no produjo ningún efecto sobre la muerte celular bajo estrés hipotérmico. 

En la línea celular L1210R, no se produjo ningún efecto con los silenciamientos de estas 

proteínas, aunque sí se observó que la técnica de nucleofección provoca un estrés en 

esta línea celular que aumenta su muerte en condiciones de estrés hipotérmico (P<0,05). 

En la línea celular CBMC-6 se produjo un aumento significativo de la muerte celular al 

silenciar la proteína Bcl-xL (P<0,01), y no se encontró efecto alguno al silenciar las 

proteínas Bcl-2 o Bax. 

Para comprobar el efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 en 

la viabilidad celular en condiciones de estrés por tratamiento farmacológico, se 

realizaron dos tipos de ensayo: uno de ellos consistía en el tratamiento con DNM a 

tiempos cortos en el que se medía la muerte celular mediante tinción con IP y análisis 

por citometría de flujo, y otro consistía en la utilización de la técnica de MTT usando 

dosis de DNM cercanas a la IC50 de cada tipo celular. Por último, se comprobó si el 

silenciamiento de estas proteínas afectaba a la expresión de la bomba de extrusión de 

fármacos (western-blot) o a su funcionalidad (tinción con rhodamina).  

 En la figura 4.18C-D se puede observar la influencia de los silenciamientos de 

proteína sobre la viabilidad celular en condiciones de estrés por tratamiento 

farmacológico, utilizando dos dosis distintas de DNM (0,4 μM y 1,0 μM) y analizando 

los resultados mediante citometría de flujo. En las células L1210 se observa un aumento 
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de la muerte celular al silenciar Bcl-xL, Bcl-2 y Bax, con la dosis de 0,4 µM de 

daunomicina, aunque dicho aumento no es significativo en ninguno de los casos citados; 

con la dosis 1,0 µM de daunomicina no se observan diferencias debido a que esta dosis 

provoca la muerte de la mayor parte de la población celular. En la línea celular L1210R 

no se observan variaciones significativas de la muerte celular con la dosis de 0,4 µM y 

de 1,0 µM de DNM en ninguno de los silenciamientos realizados. Por último, en la línea 

celular CBMC-6 se observa un gran aumento de la muerte celular con la dosis 0,4 µM 

de daunomicina cuando se silencia Bcl-xL; dicho aumento alcanza la significación 

estadística (P<0,05) a una dosis de daunomicina de 1,0 µM; en cuanto al silenciamiento 

de las proteínas Bcl-2 y Bax, no tiene ningún efecto sobre la muerte celular en presencia 

de las dosis de 0,4 µM y 1,0 µM de DNM. 

 En la figura 4.19 se puede observar la muerte celular provocada por el 

silenciamiento de las proteínas de la familia Bcl-2 al someter a las células a un 

Figura 4.18C-D. Efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 en la viabilidad de las líneas celulares 

leucémicas L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas en presencia de DNM. Las células fueron transfectadas con los 

distintos oligonucleótidos (siARNs), cultivadas durante 48 h para permitir la recuperación de las mismas y, 

seguidamente, cultivadas en presencia de dos dosis distintas de DNM (0,4 M y 1,0 M). El porcentaje de muerte 

celular se determinó mediante tinción con ioduro de propidio y posterior análisis por citometría de flujo. El control 

negativo se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. Las 

barras de error representan ± error típico de la media. Los asteriscos representan: *P<0,05.N=5. 
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tratamiento con daunomicina a dosis cercanas a la IC50 de cada tipo celular y posterior 

utilización de la técnica de MTT; esta técnica permite medir la muerte celular 

eliminando la interferencia que provoca la muerte celular debida al silenciamiento de 

proteínas, puesto que 

considera el 100% de 

supervivencia la 

absorbancia obtenida en 

el cultivo sin tratamiento 

con DNM (ver 

Materiales y Métodos). 

En las líneas celulares 

L1210 y CBMC-6 no se 

observan diferencias 

significativas en ningún 

silenciamiento. Sin 

embargo, en las células 

L1210R se observa un 

aumento de la muerte 

celular en presencia de 

DNM (dosis 20 M) al 

silenciar Bcl-2 (P<0,05) 

y una disminución de la 

muerte celular al 

silenciar Bcl-xL 

(P<0,05), estas 

diferencias se siguen observando en el tratamiento con la dosis de 25µM aunque en este 

caso, no son estadísticamente significativas. Estos ensayos ponen de manifiesto la 

importancia de la proteína Bcl-2 en la resistencia a daunomicina de las células L1210R.  

Para comprobar si el aumento de muerte celular era debido al hecho de que las 

proteínas de la familia Bcl-2 afectaran a la funcionalidad y/o expresión de P-gp, se 

realizaron ensayos de tinción con rhodamina después de los silenciamientos de estas 

proteínas y se midió la acumulación de la misma mediante citometría de flujo. 

Adicionalmente se estudió la expresión de P-gp de los citados extractos celulares,  

Figura 4.19 (A). Efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 en 

la viabilidad de las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 tras ser 

cultivadas con dosis de DNM cercanas a la IC
50

 de cada tipo celular. Las 

células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs), 

cultivadas durante 48 h para permitir la recuperación de las mismas y, 

seguidamente, tratadas con DNM. El porcentaje de muerte celular se 

determinó mediante la técnica de MTT. El control negativo se refiere a las 

células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con 

ningún siARN. Las barras de error representan ± error típico de la media. N= 4. 
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mediante western-blot. En la figura 4.19B se pueden observar los resultados de la 

acumulación de rhodamina 123 tras el silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2. 

En las líneas celulares L1210 y L1210R no se observaron diferencias significativas en la 

acumulación de rhodamina 123 con ningún silenciamiento de proteínas de la familia 

Bcl-2. En la línea celular CBMC-6 se encontró un aumento considerable (aunque sin 

diferencias estadísticamente significativas) de la acumulación de rhodamina 123 al 

silenciar Bcl-xL. Así se pudo comprobar que el silenciamiento de las proteínas de la 

familia Bcl-2 no afecta significativamente la funcionalidad de P-gp, aunque deberían 

realizarse más experimentos para determinar la relación entre la funcionalidad de la 

bomba de extrusión de fármacos y Bcl-xL en la línea celular CBMC-6. 

En la figura 4.19C se muestran los resultados de expresión de la proteína P-gp, 

analizada mediante western-blot, tras silenciamiento de las proteínas de la familia Bcl-2. 

No se muestran los resultados para la línea celular L1210 porque estas células no 

expresan la proteína P-gp y, por tanto, no se observó ninguna expresión de esta proteína 

al realizar los análisis mediante western-blot. En las líneas celulares L1210R y CBMC-6 

Figura 4.19 (B). Efecto del 

silenciamiento de Bcl-xL, Bcl-2 y 

Bax sobre la acumulación de 

rhodamina 123 en las líneas 

celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6. Las células fueron 

transfectadas con los distintos 

oligonucleótidos (siARNs), 

cultivadas durante 48 h para 

permitir la recuperación de las 

mismas y, seguidamente, 

cultivadas a 37ºC en presencia 

de rhodamina. Los niveles de 

acumulación de rho se 

determinaron mediante análisis 

por citometría de flujo. El 

control negativo se refiere a las 

células que no han sido 

sometidas a electroporación ni 

transfectadas con ningún siARN. 

El nivel de acumulación de 

rhodamina se normalizó 

respecto al nivel de la muestra 

control negativo de cada tipo 

celular dándole el valor 1 a ésta. 

Las barras de error representan 

± error típico de la media. N=6 
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no se observaron diferencias significativas respecto a la expresión de P-gp tras los 

silenciamientos de las proteínas de la familia Bcl-2, indicando que dichas proteínas no 

influyen de manera significativa en la expresión de la bomba de extrusión de fármacos.  

5.3 Efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 sobre los 

niveles de caspasa 3 activa. 

Para intentar comprobar la posible relación entre las proteínas de la familia Bcl-

2 y la activación de caspasa 3 se midió la cantidad del fragmento activo de caspasa 3 

después del silenciamiento de Bcl-xL, Bcl-2 y Bax en las tres líneas celulares murinas. 

En la figura 4.20A-B se pueden observar western-blots representativos de la 

expresión de los fragmentos proteolíticos de caspasa 3 después de silenciar las proteínas 

de la familia Bcl-2, así como la representación gráfica de la media de todos los ensayos 

realizados. Se muestra que en ningún caso se producen diferencias estadísticamente 

significativas, destacando solo un pequeño aumento de caspasa 3 activa al silenciar Bcl-

2 y disminución al silenciar Bcl-xL en las células L1210, en las células L1210R sólo 

destaca un aumento de caspasa 3 al silenciar Bcl-xL y en la línea celular CBMC-6 sólo 

es destacable una disminución de caspasa 3 al silenciar Bcl-xL. 

Figura 4.19 (C) Efecto del silenciamiento de Bcl-xL, Bcl-2 y Bax sobre la expresión de Pg-p en las líneas celulares 

L1210R y CBMC-6. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs), cultivadas durante 48 

h para permitir la recuperación de las mismas y, seguidamente, se procedió a la extracción proteica y análisis por 

western-blot, utilizando un anticuerpo específico para la detección de P-gp. El control negativo se refiere a las células 

que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. La normalización de los niveles de 

expresión de P-gp se realizó tomando como referencia el valor de la muestra Mock en cada tipo celular. Las barras de 

error representan ± error típico de la media. N=9. 
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5.4 Efecto del silenciamiento de P-gp sobre los niveles de proteínas de la 

familia Bcl-2. 

 Finalmente, para comprobar si la expresión de P-gp podía afectar de alguna 

forma a la expresión de proteínas de la familia Bcl-2, se realizaron análisis de extractos 

celulares mediante western-blot en las tres líneas celulares murinas, y se analizó la 

expresión de las proteínas Bcl-xL y Bcl-2 y Bax tras el silenciamiento de P-gp. 

En la figura 4.21A se observa que en las células L1210 el silenciamiento de P-

gp no tiene ningún efecto sobre la expresión de las proteínas anti-apoptóticas de la 

familia Bcl-2, puesto que los niveles de expresión de estas proteínas al silenciar P-gp no 

son significativamente diferentes a los niveles obtenidos en los controles negativos. Sin 

embargo, en las células L1210R hay que destacar un aumento en la expresión de la 

proteína Bcl-2 al silenciar P-gp1b; aunque la alta variabilidad obtenida en los controles 

Figura 4.20. Efecto del silenciamiento de proteínas de la familia Bcl-2 sobre los niveles de caspasa 3 activa en las 

líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6. (A)Western-blots representativos de la expresión de caspasa 3 activa 

después del silenciamiento de proteínas Bcl-2 en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6. (B)Representación 

gráfica de los niveles de expresión de caspasa 3 activa utilizando distintos silenciaciores de ARNm de proteínas Bcl-

2 en los tipos celulares L1210, L1210R y CBMC-6. El control negativo se refiere a las células que no han sido 

sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. Los valores de expresión del densitometrado sen 

han normalizado respecto a los valores de la muestra Mock para cada tipo celular. Las barras de error representan 

± error típico de la media. Los asteriscos representan: *P<0,05; **P<0,01 y ***P<0,001.N=5. 
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negativos hace necesario realizar más experimentos para determinar si dicha diferencia 

podría ser estadísticamente significativa. 

 En la figura 4.21B se observa que el silenciamiento de P-gp no tiene ningún 

efecto sobre la expresión de la proteína anti-apoptótica Bax en ninguno de los tres tipos 

celulares estudiados. 

 

 

 

 

 

Figura 4.21 (A). Efecto del silenciamiento de P-gp 1a (Abcb1a) sobre la expresión de las proteínas antiapoptóticas 

Bcl-xL y Bcl-2. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs), cultivadas durante 48 h 

para permitir la recuperación de las mismas y, seguidamente, se procedió a la extracción proteica y análisis por 

western-blot, utilizando anticuerpos específicos para la detección de las proteínas Bcl-xL y Bcl-2. El control negativo 

se refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. Las barras de 

error representan ± error típico de la media. N= 5. 
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6.  Señalización intracelular. Contribución de la familia de MAPK a la muerte 

celular inducida por frío en células con fenotipo MDR.  

Las rutas de señalización intracelular de MAPKs y de PI3K/Akt son las 

principales rutas que transmiten señales de estrés y supervivencia/muerte celular, por lo 

tanto dicidimos estudiar su implicación en el proceso de sensibilidad colateral 

observado  en las células con fenotipo MDR de nuestro modelo celular murino. 

 

6.1.Cinética de activación de proteínas MAPK en células leucémicas 

sensibles y resistentes a fármacos cultivadas a 4ºC. 

La cinética de activación de las proteínas MAPKs se estudió midiendo el nivel de 

fosforilación de estas proteínas en las tres líneas celulares en condiciones de estrés 

hipotérmico y a distintos tiempos (desde 0 hasta 8 horas de incubación a 4ºC). 

En la figura 4.22 se puede observar la evolución de la fosforilación de ERK 

dependiendo del tiempo de exposición al frío. Se comprobó que, en condiciones 

fisiológicas de cultivo, la fosforilación de la proteína ERK es similar en los tres tipos 

Figura 4.21 (B) Efecto del silenciamiento de Pg-p 1a (Abcb1a) sobre la expresión de la proteína pro-apoptótica 

Bax. Las células fueron transfectadas con los distintos oligonucleótidos (siARNs), cultivadas durante 48 h para 

permitir la recuperación de las mismas y, seguidamente, se procedió a la extracción proteica y análisis por 

western-blot utilizando un anticuerpo específico para la detección de la proteína Bax. El control negativo se 

refiere a las células que no han sido sometidas a electroporación ni transfectadas con ningún siARN. . Las barras 

de error representan ± error típico de la media. N= 5. 
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celulares estudiados. En las células L1210 la fosforilación de ERK se mantiene muy 

estable durante todo el tiempo de exposición al frío. En las células L1210R la activación 

de la proteína ERK disminuye a los 30 minutos del cultivo en frío (P<0,01), 

manteniéndose estable hasta el tiempo de 4 horas de exposición al frío, a partir del cual 

vuelve a disminuir, permaneciendo aún más bajo en los tiempos 6 y 8 horas (P<0,05) y 

siendo significativamente menor al nivel de fosforilación de la línea celular L1210 al 

tiempo 8 horas (P<0,01). En las células CBMC-6 se produce un pequeño aumento de la 

activación de esta ruta a los 30 minutos de cultivo en frío, volviendo al nivel inicial tras 

1 hora de exposición al frío, y manteniendo un perfil similar al encontrado en las células 

L1210 pero con un nivel de fosforilación ligeramente inferior a esta línea celular.  

Figura 4.22. Evolución de la activación de ERK (fosforilación) en las líneas celulares leucémicas (L1210, L1210R y 

CBMC-6) en respuesta a estrés hipotérmico. (A) Western-blots representativos de los niveles de ERK fosforilado a 

distintos tiempos de exposición a 4ºC, en cada una de las líneas celulares leucémicas, y (B) Representación gráfica 

de los niveles de fosforilación de ERK en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 incubadas a distintos tiempos 

de exposición al frío. Como control de carga se utilizaron los niveles de expresión de proteína ERK total (ERKt). La 

normalización del densitometrado se ha realizado tomando como referencia la expresión obtenida para la muetra 

de tiempo 0 h de la línea celular L1210. Las barras de error representan ± error tipico de la media. Los asteriscos 

representan diferencias estadísticamente significativas  respecto al nivel de fosforilación basal (0h) de cada tipo 

celular de * P<0,05; **P<0,01 y *** P<0,001. Las letras representan diferencias estadísticamente significativas  

respecto al nivel de fosforilación de JNK de la línea celular L1210 (a) o respecto a la línea celular L1210R (b) de a/b 

P<0,05; aa/bb P<0,01 y aaa/bbb P<0,001. N=3. 
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JNK es una de las principales proteínas perteneciente a la familia de MAPKs, 

además, esta ruta de señalización intracelular tiene una especial importancia debido a su 

influencia sobre la expresión de glicoproteína P (Sui H. et al, 2012). En la figura 4.23 

se puede observar la evolución de la fosforilación de esta proteína en los tres tipos 

celulares estudiados en condiciones fisiológicas (0 horas) y bajo condiciones de estrés 

hipotérmico a distintos tiempos, desde 30 minutos hasta 8 horas. Lo primero que se 

puede destacar son las diferencias basales de fosforilación de esta proteína entre las tres 

líneas celulares (a 37ºC), observándose que la activación de esta ruta intracelular es 

prácticamente nula en las células L1210R comparado con la activación en las líneas 

celulares L1210 y CBMC-6 (P<0,001 comparado con L1210 y P<0,01 comparado con 

CBMC-6).  

En las células L1210 se produce una respuesta al estrés por frío mediante un 

aumento mantenido de la fosforilación de la proteína JNK hasta el tiempo de 2 horas, 

donde la activación de esta ruta supone más del triple de la activación inicial (con 

Figura 4.23. Evolución de la activación de JNK (fosforilación) en las líneas celulares leucémicas (L1210, L1210R 

y CBMC-6) en respuesta a estrés hipotérmico. (A) Western-blots representativos mostrando los niveles de JNK 

fosforilado a distintos tiempos de exposición a 4ºC, en cada una de las líneas celulares leucémicas,  y (B) 

Representación gráfica de los niveles de fosforilación de JNK en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 

incubadas a distintos tiempos de exposición al frío. Como control de carga se utilizaron los niveles de expresión 

de proteína JNK total (JNKt). La normalización del densitometrado se ha realizado tomando como referencia la 

expresión obtenida para la muetra de tiempo 0 h de la línea celular L1210. Las barras de error representan ± 

error tipico de la media. Los asteriscos respresentan diferencias estadísticamente significativas  respecto al nivel 

de fosforilación basal (0h) de cada tipo celular de * P<0,05; **P<0,01 y *** P<0,001. Las letras representan 

diferencias estadísticamente significativas  respecto al nivel de fosforilación de JNK de la línea celular L1210 (a) 

o respecto a la línea celular L1210R (b) de a/b P<0,05; aa/bb P<0,01 y aaa/bbb P<0,001.  N=3.  
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diferencias significativas a tiempos 30 minutos, 1 y 2 horas); a partir de aquí, se produce 

una pequeña disminución de la activación hasta las 4 (donde alcanza el doble de la 

activación inicial) y aumenta un poco a las 6 y 8 horas, tiempos en los que el nivel de 

activación se encuentra entre el doble y triple de la inicial (P<0,01 para el tiempo de 8 

horas).  En las células L1210R, la fosforilación de esta proteína es muy baja en 

condiciones basales, disminuyendo aún más en las primeras horas de cultivo en frío y 

produciéndose un pequeño aumento de la fosforilación a las 4 horas, seguido de una 

bajada a las 6 horas y finalmente un mayor aumento a las 8 horas bajo condiciones de 

estrés por frío (P<0,05); en ningún momento llega a alcanzar los niveles de activación 

de esta ruta que se producen en las células L1210 (P<0,05 y P<0,01 dependiendo del 

tiempo). Respecto a las células CBMC-6, el nivel basal de fosforilación se encuentra 

próximo al de las células L1210 pero, a diferencia de éstas, se mantiene estable en los 

primeros momentos y la activación de esta ruta de señalización disminuye a partir de 1 

hora de exposición al frío; continuando esta disminución de fosforilación hasta las 4 

horas, tiempo al que se produce un pequeño aumento en la activación que se prolonga 

hasta las 6 horas y finaliza con una disminución de la misma a las 8 horas de cultivo en 

frio. Los niveles de fosforilación son significativamente diferentes en el tiempo 8 horas 

respecto a la respuesta que se produce en la línea celular L1210 (P<0,05) y dejan de 

existir diferencias en estos tiempos de exposición al frío si comparamos con los 

resultados de la línea celular L1210R. 

  En la figura 4.24 se puede observar la evolución de la fosforilación de p38 en 

los tres tipos celulares estudiados a medida que transcurre el tiempo de exposición al 

frío. Puede comprobarse que, inicialmente, la fosforilación de la proteína p38 es similar 

en todos los tipos celulares. En cuanto a la evolución en condiciones de estrés 

hipotérmico, en las células L1210 hay una disminución de la fosforilación de p38 a los 

30 minutos de incubación a 4ºC, que se recupera al tiempo de 1 hora, manteniéndose 

más o menos estable a partir de este momento; en las células L1210R la fosforilación de 

p38 es similar a la de la línea celular L1210, presentando una disminución inicial más 

prolongada en el tiempo y acercándose al nivel de fosforilación de las L1210 a partir del 

tiempo 2 horas, manteniéndose en este nivel hasta el final deltiempo de incubación; en 

la línea celular CBMC-6 el perfil y nivel de fosforilación de p38 es muy parecido al 

observado en la línea celular L1210, produciéndose un aumento de dicho nivel a partir 
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del tiempo 6 horas, aunque la variabilidad encontrada en estos puntos concretos al 

realizar los análisis de western-blot fue muy alta.  

 

6.2. Efecto de los inhibidores de MAPK y PI3K/Akt sobre la sensibilidad 

colateral al frío de células leucémicas con fenotipo MDR. 

Con objeto de analizar las rutas de señalización intracelular implicadas en el 

proceso de sensibilidad colateral al frío así como las conexiones existentes entre ellas en 

cada una de las tres líneas celulares leucémicas de ratón, se realizaron experimentos 

preliminares que, en la mayoría de los casos, suponen el punto de partida para la 

realización de nuevos ensayos que confirmen de forma categórica los resultados 

iniciales mostrados en esta Tesis. 

 

Figura 4.24. Evolución de la activación de p38 (fosforilación) en las líneas celulares leucémicas (L1210, L1210R 

y CBMC-6) en respuesta a estrés hipotérmico. (A) Western-blots representativos de los niveles de p38 

fosforilado a distintos tiempos de exposición a 4ºC, en cada una de las líneas celulares leucémicas y (B) 

Representación gráfica de los niveles de fosforilación de p38 en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 

incubadas a distintos tiempos de exposición al frío. Como control de carga se utilizan los niveles de expresión de 

proteína p38 total (p38t). La normalización del densitometrado se ha realizado tomando como referencia la 

expresión obtenida para la muetra de tiempo 0 h de la línea celular L1210. Las barras de error representan ± 

error tipico de la media. N=3. 
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6.2.1. Viabilidad en condiciones de estrés por frío. 

Para comprobar la influencia de las rutas de MAPKs y la ruta de PI3K/Akt sobre 

el proceso de apoptosis bajo condiciones de estrés por frío, se realizaron cultivos 

celulares exponiéndolos a una temperatura de 4ºC o 37ºC durante 24 horas y en 

presencia de inhibidores de estas rutas celulares. En la figura 4.25 se puede observar el 

resultado de estos ensayos. 

 Los inhibidores utilizados fueron SB203580 como inhibidor de la ruta de p38, 

PD98059 como inhibidor de la ruta de ERK, SP600125 como inhibidor de la ruta de 

JNK y LY294002 como inhibidor de la ruta de PI3K/Akt (ver Materiales y Métodos 

para recordar mecanismos de actuación de inhibidores).  Además, se utilizó la 

combinación de inhibidores PD98059 y SP600125 para inhibir conjuntamente las rutas 

de ERK y JNK, puesto que en los primeros ensayos dichos inhibidores tuvieron un 

efecto más claro sobre la supervivencia celular en frío. 

 En la línea celular L1210 cultivada a 37ºC, la inhibición de las rutas de JNK, de 

PI3K/Akt y la inhibición conjunta de las rutas JNK/ERK, aumentó la muerte celular 

(P<0,01, P<0,05 y P<0,01 respectivamente), mostrando así que estas rutas son 

importantes para la supervivencia celular en condiciones fisiológicas. Sin embargo, la 

inhibición de dichas rutas de señalización no tuvo ningún efecto sobre la muerte celular 

de las células L1210 en condiciones de estrés por frío. 

 En las células L1210R cultivadas a 37ºC, la inhibición de las rutas de JNK (con 

SP600125), PI3K/Akt (con LY294002) así como la inhibición conjunta de las rutas de 

JNK y ERK (con PD98059+SP600125) produjo un aumento significativo de la muerte 

con respecto a las mismas células no tratadas con inhibidores (P<0,001, P<0,01 y 

P<0,001 respectivamente). Dicho efecto fue cualitativamente igual al observado en la 

línea parental L1210, aunque cuantitativamente el aumento de muerte celular fue mayor 

en las células L1210R que en la línea celular L1210. Cuando se utilizaron los 

inhibidores en células L1210R cultivadas en condiciones de estrés por frío, tanto la 

inhibición de las rutas de ERK, JNK, PI3K/Akt como la inhibición conjunta de rutas 

ERK y JNK produjo una reversión de la muerte celular inducida por frío, que fue 

estadísticamente significativa (P<0,001 en todos los casos excepto para la inhibición de 

la ruta de PI3K/Akt en la que fue P<0,05).  
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 En la línea celular CBMC-6 cultivada a 37ºC, la inhibición de la ruta de JNK 

con SP600125 y la inhibición conjunta de las rutas de ERK y JNK, utilizando la 

combinación de inhibidores PD98059+SP600125, produjo un aumento significativo de 

la muerte celular (P<0,001) similar al observado en las otras dos líneas celulares; sin 

embargo, a diferencia de lo que ocurría en las líneas celulares L1210 y L1210R, no se 

observó un aumento significativo de la muerte celular con la inhibición de la ruta de 

PI3K/Akt. Cuando se realizaron los cultivos de la línea celular CBMC-6 a una 

temperatura de 4ºC, la inhibición de las rutas celulares de ERK, JNK, así como la 

inhibición conjunta de éstas produjo una reversión significativa de la muerte celular 

inducida por frío (P<0,01); sin embargo, no se observó ningún cambio significativo 

cuando se inhibió la ruta de PI3K/Akt con el inhibidor LY294002. 

En resumen, se puede observar que en las tres líneas celulares la ruta de JNK es 

fundamental para su supervivencia en condiciones fisiológicas, mientras que la ruta de  

PI3K/Akt es importante para la supervivencia de la línea celular L1210R pero no para 

Figura 4.25. Efecto de inhibidores de MAPK y Akt/PKB en la viabilidad de las líneas leucémicas de ratón (L1210, 

L1210R y CBMC-6) incubadas a 37ºC y a 4ºC durante 24 h. (A-C) Representación gráfica de la muerte celular 

observada en las tres líneas leucémicas incubadas a 37ºC. (D-F) Representación gráfica de la muerte celular observada 

en las tres líneas leucémicas incubadas a 4ºC. Los inhibidores farmacológicos utilizados han sido los siguientes: 

SB203580: Inhibidor de la ruta de p38, PD98059: Inhibidor de la ruta de ERK, SP600125: Inhibidor de la ruta de JNK, 

LY294002: Inhibidor de la ruta de PI3P/Akt,  PD+SP: Inhibidores de las rutas de ERK y JNK. Como control hemos 

utilizado cultivos celulares a los que se ha añadido Dimetil-sulfóxido (DMSO), que es la solución utilizada para 

resuspender los distintos inhibidores. Las barras de error representan ± error tipico de la media. Los asteriscos 

representan los distintos niveles de significación estadística; * P<0,05; ** P<0,01. N=10-12. 
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las otras dos líneas celulares (sólo se observa un ligero aumento en la muerte de células 

L1210). En cuanto a la implicación de dichas rutas en la sensibilidad colateral al frío de 

las líneas celulares L1210R y CBMC-6, la inhibición de las rutas de ERK y JNK 

revierte dicha muerte celular, siendo este efecto mayor cuando se inhiben al mismo 

tiempo ambas rutas. En las células CBMC-6, cuando se inhibe la ruta de PI3K/Akt, se 

observa un comportamiento intermedio en comparación con los resultados observados 

en los tipos celulares L1210 y L1210R. Así, en condiciones fisiológicas el inhibidor de 

PI3K/Akt no tiene ningún efecto en la viabilidad de dichas células y en condiciones de 

estrés por frío, dicho inhibidor no revierte la muerte celular (comportamiento similar al 

observado en células L1210). La inhibición de la ruta de p38 no tiene ningún efecto 

sobre la supervivencia de las tres líneas celulares estudiadas. 

6.2.2. Expresión de P-gp. 

Para comprobar el efecto que puede ejercer la señalización a través de las rutas 

de MAPKs y PI3K/Akt sobre la expresión de P-gp, se midió la expresión de dicha 

proteína mediante western-blot. Para ello las tres líneas celulares leucémicas fueron 

cultivadas a 37ºC o a 4ºC durante 24 horas en presencia de inhibidores de MAPK o de 

PI3K/Akt para, seguidamente, obtener extractos celulares en los que analizar la 

expresión de dicha proteína.  

En la figura 4.26 se puede observar cómo se produce un aumento de la 

expresión de P-gp en la línea celular L1210R al inhibir la ruta de p38 utilizando el 

inhibidor SB203580, sin observarse cambios al utilizar los demás inhibidores, excepto 

una pequeña disminución al inhibir la ruta de PI3K/Akt con el inhibidor LY294002. Sin 

embargo, ninguna de las diferencias observadas en este tipo celular tuvo significación 

estadística. En cuanto a los resultados en la línea células CBMC-6, no se observó 

ningún cambio significativo de la expresión de P-gp al inhibir las rutas de señalización, 

aunque la inhibición de PI3K/Akt (LY294002) produjo un aumento de la expresión de 

P-gp cercano a la significación estadística.  
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6.3. Redes de comunicación intracelular entre MAPKs en condiciones de 

estrés por frío. 

 Para comprobar si en nuestro modelo celular las redes de comunicación entre las 

moléculas señalizadoras estudiadas se mantenía en las sublíneas celulares resistentes a 

fármacos o, por el contrario, sufría alteraciones con respecto a la línea parental, se 

realizaron cultivos de las tres líneas celulares en condiciones fisiológicas (37ºC sin 

inhibidores) y en condiciones de estrés por frío durante 24 horas sin inhibición y en 

presencia de los siguientes inhibidores: SB203580 (ruta de p38), PD98059 (ruta de 

ERK), SP600125 (ruta de JNK), LY294002 (ruta de PI3K/Akt) y la combinación de 

Figura 4.26. Efecto de los inhibidores farmacológicos de MAPK y de PI3K/Akt en los niveles de expresión de 

MDR-1 en células L1210R y CBMC-6 cultivadas en condiciones de estrés hipotérmico. (A) Representación 

gráfica de la expresión de MDR-1 en los tipos celulares L1210R y CBMC-6 cultivados a 37ºC y a 4ºC durante 24 h 

y utilizando los siguientes inhibidores de rutas celulares: SB203580 (SB): Inhibidor de la ruta de p38, PD98059 

(PD): Inhibidor de la ruta de ERK, SP600125 (SP): Inhibidor de la ruta de JNK, LY294002 (LY): Inhibidor de la ruta 

de PI3P/Akt,  PD+SP: Inhibidores de las rutas de ERK y JNK. La normalización de la expresión de las proteínas se 

realizó tomando como referencia el valor obtenido para la muestra a 37ºC de la línea celular L1210R. Las barras 

de error representan ± error tipico de la media. Los asteriscos representan * P< 0,05. N=4. (B) Western-blots 

representativos de la expresión de MDR-1 en células L1210R y CBMC-6 tratadas con inhibidores farmacológicos 

y cultivadas a 4ºC. 
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PD98059 + SP600125 y se analizó, mediante western-blot, el efecto de los mismos 

sobre la fosforilación de MAPKs.  

En la figura 4.27 se puede observar los niveles de fosforilación de la proteína 

ERK en las tres líneas celulares leucémicas cultivadas a 37ºC, a 4ºC con y sin 

inhibidores de las rutas de señalización intracelular de MAPK y de PI3K/Akt. 

 Al estudiar la fosforilación de ERK, en las células L1210 se observó una 

disminución de la misma en condiciones de estrés por frío, aumentando dicha 

fosforilación al inhibir las rutas de p38, JNK y PI3K/Akt, y disminuyendo al inhibir la 

ruta de ERK, como era esperable dado que dicho inhibidor PD98059 actúa aguas arriba 

en la ruta de señalización de dicha proteína. En cuanto a la inhibición conjunta de las 

rutas de JNK y ERK, se obtuvieron resultados muy variables. 

En las células L1210R, la fosforilación de ERK disminuyó al exponer las células 

a estrés hipotérmico. Respecto a los niveles de p-ERK a 4ºC, se observó un aumento, 

aunque no significativo, cuando se utilizó el inhibidor de la ruta de p38 y aún mayor al 

inhibir la ruta de JNK; sin embargo, al inhibir las rutas de ERK y de forma conjunta las 

rutas de ERK y JNK se produjo una disminución de la fosforilación de ERK similar en 

ambos casos. Finalmente, la inhibición de la ruta de PI3K/Akt generó resultados muy 

variables. 

En la línea celular CBMC-6, la fosforilación de ERK disminuyó cuando las 

células se expusieron a una temperatura de 4ºC. Respecto a los niveles de p-ERK a 4ºC, 

se observó un aumento de p-ERK al inhibir las rutas de  p38, de JNK y de PI3K/Akt, 

aunque dichos aumentos no alcanzaron en ningún caso la significación estadística. 

Finalmente, se observó una disminución de p-ERK, con valores cercanos a la 

significación estadística, al inhibir la ruta de ERK y en la inhibición conjunta de las 

rutas de JNK y ERK. 

En resumen, el patrón de fosforilación de ERK es muy similar en las tres líneas 

celulares (L1210, L1210R y CBMC-6) incubadas a 4ºC y en presencia de los distintos 

inhibidores. 
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En la figura 4.28 se pueden observar los niveles de fosforilación de JNK en las 

líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas durante 24 hrs a 37ºC o a 4ºC en 

presencia o no de inhibidores de MAPKs y de PI3K/Akt.  

En las células L1210, la incubación durante 24 h en frío induce un aumento de la 

fosforilación de JNK, como ya se había observado a tiempos cortos (de 30 minutos a 8 

h) en los experimentos representados en la figura 4.23. Al estudiar el efecto de los 

inhibidores sobre la activación de JNK, se vio que la inhibición de la ruta de p38 no 

afecta a la fosforilación de JNK y la inhibición de la ruta de JNK provoca un aumento 

de la fosforilación de esta proteína; en cambio sí se observó una disminución de la 

fosforilación de JNK al inhibir las rutas de ERK y PI3K/Akt y también en la inhibición 

conjunta de las rutas de JNK y ERK. Ninguno de estos cambios fue estadísticamente 

significativo. Según se ha explicado en la sección Material y Métodos, un aumento de la 

fosforilación de JNK al utilizar el inhibidor SP600125 es esperable, puesto que la 

inhibición se produce aguas abajo de esta proteína y ello puede producir un efecto de 

acumulación de JNK fosforilada aunque el resto de la ruta de señalización esté inhibida. 

Figura 4.27 .Efecto de los inhibidores farmacológicos en la activación (fosforilación) de ERK en céLulas L1210, 

L1210R y CBMC-6 sometidas a estrés hipotérmico. (A) Representación gráfica de la activación (fosforilación) de la 

proteína ERK1/2 ( 44/42 kDa) en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 37ºC , y a 4ºC durante 24 h 

con los siguientes inhibidores de rutas celulares: SB203580 (SB): Inhibidor de la ruta de p38, PD98059 (PD): Inhibidor 

de la ruta de ERK, SP600125 (SP): Inhibidor de la ruta de JNK, LY294002 (LY): Inhibidor de la ruta de PI3P/Akt,  

PD+SP: Inhibidores de las rutas de ERK y JNK. La normalización se realizó tomando como referencia el nivel de 

fosforilación de ERK en las células L1210 a 37ºC. Las barras de error representan ± error tipico de la media. Los 

asteriscos representan * P< 0,05 y **P< 0,01. N=4. (B) Western-blots representativos de la activación de ERK en 

células L1210, L1210R y CBMC-6  tratadas con inhibidores farmacológicos e incubadas a 4 ºC. 
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En cuanto a las células L1210R, la incubación en frío durante 24 h no produjo 

cambios significativos en la fosforilación de JNK, ni con la utilización de la mayoría de 

inhibidores, aunque sí se observa una tendencia al aumento de la fosforilación de esta 

proteína al inhibir las rutas de p38 y ERK. 

En las células CBMC-6, la fosforilación de JNK aumenta al someterse las 

células a estrés hipotérmico. Respecto a los niveles de MAPK en células cultivadas a 

4ºC sin inhibidores se observa un aumento de la fosforilación de JNK al inhibir las rutas 

de p38 y JNK, manteniéndose estable el nivel de fosforilación al inhibir las rutas de 

ERK, PI3K/Akt y cuando se utilizan conjuntamente los inhibidores de las rutas de JNK 

y ERK. 

En resumen, el patrón de fosforilación de JNK es muy similar en las líneas 

celulares L1210 y CBMC-6 incubadas a 4ºC y en presencia de los distintos inhibidores, 

sin embargo, además de los bajos niveles de fosforilación de JNK en la línea celular 

L1210R, los niveles de fosforilación de JNK en dichas células, cultivadas a 4ºC en 

Figura 4.28.Efecto de los inhibidores farmacológicos en la activación (fosforilación) de JNK, céLulas L1210, L1210R 

y CBMC-6 sometidas a estrés hipotérmico. (A) Representación gráfica de la activación (fosforilación) de la proteína 

JNK1/2/3 (46, 54, 57 kDa) en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 37ºC , y a 4ºC durante 24 h 

con los siguientes inhibidores de rutas celulares: SB203580 (SB): Inhibidor de la ruta de p38, PD98059 (PD): 

Inhibidor de la ruta de ERK, SP600125 (SP): Inhibidor de la ruta de JNK, LY294002 (LY): Inhibidor de la ruta de 

PI3K/Akt,  PD+SP: Inhibidores de las rutas de ERK y JNK. La normalización de las muestras se realizó tomando como 

referencia el valor de fosforilación de la muestra a 37ºC de la línea celular L1210. Las barras de error representan ± 

error tipico de la media. Los asteriscos representan * P< 0,05 y **P< 0,01. N=4. (B) Western-blots representativos de 

la activación de JNK en células L1210, L1210R y CBMC-6 tratadas con inhibidores farmacológicos e incubadas a 4 ºC. 
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presencia de los distintos inhibidores sigue un patrón distinto al observado en las otras 

dos líneas celulares. 

En la figura 4.29 se observan los niveles de fosforilación de la proteína p38 en 

las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 37ºC y a 4ºC en presencia o 

ausencia de los inhibidores de las rutas de señalización intracelulares.  

En la línea celular L1210, se observó una disminución de los niveles de p-p38 al 

someter las células a estrés hipotérmico y se mantuvo en un nivel similar a éste al 

inhibir las rutas de ERK y PI3K/Akt. En cambio, en la inhibición de la propia ruta p38 

se produjo un aumento de la fosforilación de ésta proteína, siendo mayor, y cercano a la 

significación estadística, al inhibir la ruta de JNK. Finalmente sí hubo un aumento 

significativo (P<0,05) en la inhibición conjunta de las rutas de ERK y JNK. 

En la línea celular L1210R, la fosforilación de p38 sí presentó un patrón distinto 

al de las células L1210, observándose una disminución de la fosforilación de esta 

proteína al inhibir las rutas de p38, ERK y la inhibición conjunta de las rutas de JNK y 

ERK. Se observó una ligera disminución de fosforilación de p38 al inhibir la ruta de 

PI3K/Akt y no se produjo ningún efecto al inhibir solamente la ruta de JNK.  

Figura 4.29. Efecto de los inhibidores farmacológicos en la activación (fosforilación) de p38 en céLulas L1210, 

L1210R y CBMC-6 sometidas a estrés hipotérmico. (A) Representación gráfica de la activación (fosforilación) de la 

proteína p38(38kDa) en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 cultivadas a 37ºC , y a 4ºC durante 24 h con los 

siguientes inhibidores de rutas celulares: SB203580 (SB): Inhibidor de la ruta de p38, PD98059 (PD): Inhibidor de la 

ruta de ERK, SP600125 (SP): Inhibidor de la ruta de JNK, LY294002 (LY): Inhibidor de la ruta de PI3K/Akt,  PD+SP: 

Inhibidores de las rutas de ERK y JNK. Las barras de error representan ± error tipico de la media. Los asteriscos 

representan * P< 0,05 y **P< 0,01. N=4. (B) Western-blots representativos de la activación de p38 en células L1210, 

L1210R y CBMC-6 tratadas con inhibidores farmacológicos e incubadas a 4 ºC.  
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En cuanto a la fosforilación de la proteína p38 en la línea celular CBMC-6, se 

pudo observar un pequeño aumento cuando las células se sometieron a estrés 

hipotérmico. En cuanto a la utilización de inhibidores no se observaron cambios, 

excepto una disminución al usar el inhibidor de ERK y una pequeña disminución al 

inhibir la ruta de JNK y la de PI3K/Akt, sin diferencias estadísticamente significativas 

en ninguno de los casos. 

En resumen, el patrón de fosforilación de p38 es distinto en las tres líneas 

celulares murinas (L1210, L1210R y CBMC-6) incubadas a 4ºC y en presencia de los 

distintos inhibidores.  

 

7.  Producción de Citocinas. Papel de las citocinas en respuesta a estrés celular. 

Se ha descrito que glicoproteína P, entre otras funciones, podría actuar como 

bomba extrusora de citocinas, contribuyendo así, mediante otro mecanismo distinto a 

los descritos anteriormente, al balance de supervivencia/muerte celular de las líneas 

celulares que la expresan a través del control en la secreción de dichas moléculas. Por 

este motivo, decidimos explorar posibles cambios en el perfil de citocinas intracelulares 

y presentes en el sobrenadante de cultivo de las líneas celulares leucémicas tanto en 

condiciones fisiológicas como de estrés celular (exposición al frío o al fármaco anti-

neoplásico daunomicina).  

7.1. Determinación de citocinas intracelulares. 

En la figura 4.30A se representa el resultado del ensayo de determinación de 

citocinas intracelulares. Se analizaron los niveles de 10 citocinas distintas, especificadas 

en la figura, en células cultivadas a 37ºC, cultivadas a 4ºC durante 24 horas o cultivadas 

en presencia de DNM (1,5 M) durante 24 horas. Seguidamente, se compararon los 

perfiles de producción de citocinas obtenidos en cada uno de los tres tipos celulares y en 

las distintas condiciones de cultivo especificadas anteriormente.  

Así, se pudo observar como el perfil de citocinas intracelulares es similar para las 

tres líneas celulares cultivadas en condiciones fisiológicas, destacando la presencia de 

IL-1, IL-5, IFN- y TNF-. Cuando dichas líneas celulares se someten a incubación a 
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4ºC durante 24 horas, aunque los perfiles de citocinas se mantienen similares a los 

observados en condiciones fisiológicas, hay que destacar algunas diferencias. Así, por 

ejemplo, con el frío se produce un aumento general de los niveles de las citocinas 

citadas, destacando el aumento de IL-1 en células L1210 y CBMC-6, el aumento de 

IL-5 en los tres tipos celulares, de TNF- en células L1210 y CBMC-6 y el aumento de 

GM-CSF en células L1210 y L1210R. En cuanto a las células cultivadas en presencia de 

DNM, hay que destacar el aumento de IL-1 en células L1210, el aumento de IFN- en 

los tres tipos celulares y la drástica disminución de los niveles de TNF- en células 

L1210 (destacados en la figura 4.30B), mientras que dichos niveles permanecieron 

similares a los detectados en condiciones basales para los otros dos tipos celulares.  

Figura 4.30 A. Producción de citocinas en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 ante estímulos de estrés. 

Representación gráfica del perfil de citocinas intracelulares al cultivar las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 en 

condiciones de cultivo fisiológicas (37ºC), de estrés hipotérmico (4ºC) y de tratamiento con DNM a una concentración 

1,5 µM (DNM 1,5µM) durante 24 horas; medidas por citometría de flujo (10.000 eventos).  N=1. Las flechas señalan el 

cambio más destacado en la producción de citocinas. 
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En resumen, estos resultados indican que las citocinas que marcan la diferencia 

entre células sensibles y resistentes a fármacos varían con las distintas condiciones de 

estrés celular, siendo necesario destacar el drástico descenso de los niveles de TNF-α en 

células parentales cultivadas en presencia de DNM, mientras que dichos niveles se 

mantuvieron constantes en los otros dos tipos celulares. Será necesario realizar nuevos 

experimentos con objeto de determinar el papel de cada una de dichas citocinas en la 

supervivencia/muerte celular en condiciones de estrés por exposición a DNM.  

7.2.Determinación de citocinas en sobrenadante de cultivo 

En cuanto a los perfiles de citocinas observados en los sobrenadantes de los 

cultivos celulares (figura 4.31A), solo se detectaron niveles apreciables de citocinas en 

las células incubadas a 4ºC. Así, se observaron niveles similares de IL-2, IL-5,  IFN- y 

GM-CSF en los tres tipos celulares estudiados. Hay que destacar la presencia de IL-1 

exclusivamente en los sobrenadantes de cultivos de células L1210R y CBMC-6 

incubadas a 4ºC (destacado en la figura 4.31B), mientras que no se detectaron niveles 

apreciables de dicha citocina en las células parentales cultivadas en esas mismas 

condiciones. Igual que en el caso anterior, es necesario realizar nuevos experimentos 

con objeto de determinar el papel de cada citocina en la supervivencia/muerte celular en 

condiciones de estrés por exposición a bajas temperaturas. 

Figura 4.30B. Producción de 

TNFα en los tipos celulares 

L1210, L1210R y CBMC-6 ante 

estímulos de estrés. Análisis por 

citometría de flujo de la 

concentración de citocinas en los 

extractos proteicos de las líneas 

celulares L1210, L1210R y CBMC-

6 en condiciones de cultivo 

fisiológico (37ºC), de estrés 

hipotérmico (4ºC) y de 

tratamiento con DNM (1,5µM) 

durante 24 horas; medidas por 

citometría de flujo (10.000 

eventos).  N=1. 

Las flechas señalan un cambio 

destacado de producción de 

citocinas frente a tratamiento 

con DNM. 
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Figura 4.31A. Secreción de citocinas en las líneas celulares L1210, L1210R y CBMC-6 ante estímulos de estrés. 

Representación gráfica de la concentración de citocinas en el medio de cultivo de las líneas celulares L1210, 

L1210R y CBMC-6 en condiciones de cultivo fisiológicas (37ºC), de estrés hipotérmico (4ºC) y de tratamiento con 

DNM (1,5µM) durante 24 horas; medidas por citometría de flujo (10.000 eventos).  N=1. Las flechas señalan un 

cambio destacado en secreción de citocinas al sobrenadante de cultivo. 
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Figura 4.31B. Secreción de IL-

1α en los tipos celulares 

L1210, L1210R y CBMC-6 

ante estímulos de estrés. 

Análisis de citometría de flujo 

de la concentración de 

citocinas en los  

sobrenadantes procendentes 

de los cultivos de las líneas 

celulares L1210, L1210R y 

CBMC-6 en condiciones de 

cultivo fisiológico (37ºC), de 

estrés hipotérmico (4ºC) y de 

tratamiento con DNM 

(1,5µM) durante 24 horas; 

medidas por citometría de 

flujo (10.000 eventos).  N=1. 

Las flechas señalan un 

cambio destacado en la 

secreción de citocinas en 

respuesta a estrés 

hipotérmico. 

8. Obtención de líneas leucémicas humanas resistentes a daunomicina.  

Con objeto de determinar si el proceso de sensibilidad colateral al frío era 

exclusivo del modelo celular murino de resistencia a fármacos o, por el contrario se 

trataba de un proceso más general, asociado a la adquisición de fenotipo MDR y más 

concretamente a la expresión de P-gp, presente en distintas especies, nos planteamos el 

establecimiento de un modelo celular humano constituído por células leucémicas 

parentales y por la sublínea derivada con fenotipo MDR. Para ello, partimos de una 

línea celular linfoblástica humana de tipo B denominada IM-9. El establecimiento de 

líneas celulares leucémicas resistentes al fármaco anti-neoplásico daunomicina se 

realizó, igual que en células L1210R del modelo celular murino, mediante exposición 

continuada y creciente de las células parentales (IM-9), al fármaco anti-neoplásico 

DNM. Después de 2 años y medio de tratamientos sucesivos basados en ciclos de 

exposición al fármaco DNM, con aumento progresivo de la dosis, se consiguieron 

desarrollar líneas celulares leucémicas humanas con fenotipo MDR. Así, se obtuvieron 

las sublíneas celulares resistentes a daunomicina, denominadas IM-9R0.5, IM-9R1.3 e 

IM-9R1.5, nombrados de esta forma en la que el número después de la letra R representa 

el valor de la IC50 de cada línea celular en presencia de DNM (µM).  
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8.1. Características morfológicas 

La principal característica morfológica que suele aparecer asociada al fenotipo 

MDR es una mayor agregación celular debido a la sobreexpresión de proteínas 

responsables de las uniones intercelulares y de las uniones entre las células y la matriz 

extracelular. En la figura 4.32 se pueden observar fotos de los cultivos de las células 

IM-9, IM-9R1.3 y IM-9R1.5 en condiciones fisiológicas. En dicha figura se puede 

comprobar cómo las células con fenotipo MDR tienden a agregarse (señalizado con 

flechas blancas), probablemente debido a la sobreexpresión de moléculas de adhesión 

celular, mientras que en el cultivo de las células parentales no se observan agregados 

celulares.  

8.2. Respuesta al estrés por tratamiento farmacológico 

Con el objetivo de determinar la IC50 y el índice de resistencia (IR) de cada 

sublínea celular, se realizaron cultivos de cada una de ellas (incluido el fenotipo 

silvestre o wild type) en presencia de distintas dosis de DNM durante un periodo de 48 

horas. La supervivencia celular se midió mediante la técnica de MTT.  

En la figura 4.33A se presenta el porcentaje de supervivencia celular obtenido 

tras el tratamiento de los cultivos celulares con distintas dosis de DNM. Para cada línea 

celular se consideró como el 100% de supervivencia celular la obtenida en los cultivos 

sin DNM (controles). En dichos ensayos se utilizaron dosis crecientes del fármaco hasta 

Figura 4.32 .Viabilidad de células leucémicas humana incubadas a 37ºC y en condiciones de estrés hipotérmico 

a 4ºC. Fotografía de la observación a través de microscopía de la integridad celular de los tipos celulares IM-9, IM-

9R1.3 e IM-9R1.5 incubadas a  37º y 4ºC durante 24 horas. Las  flechas indican la aparición de agregados celulares 

características de las células con fenotipo MDR. 
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llegar a un máximo de 4,0 µM. En las células IM-9 se puede observar una rápida 

disminución de la supervivencia celular, llegando al 15% con la dosis 0,4 µM y 

permaneciendo por debajo del 10% de supervivencia a partir de la dosis 0,6 µM; en las 

células IM-9R0.5 se observa una mayor supervivencia tras el tratamiento con DNM, con 

una disminución de la viabilidad celular más lenta que en las células IM-9, llegando al 

15% con la dosis 0,6 µM y permaneciendo por debajo del 10% de forma estable a partir 

de la dosis 1,0 µM. Las células IM-9R1.3 presentaron aún una mayor resistencia al 

tratamiento con DNM, con una disminución de la supervivencia celular más lenta que 

en las células IM-9, alcanzando un 20% de supervivencia celular con la dosis de 4,0 µM 

y presentando diferencias significativas respecto a los resultados obtenidos con las 

células IM-9, desde la dosis 1,0 µM hasta la dosis 2,5 µM (P<0,05). Las células IM-

9R1.5 presentaron una evolución similar a las células IM-9R1.3, con un mayor porcentaje 

de supervivencia celular en algunas dosis, las diferencias respecto a las células IM-9 

fueron estadísticamente significativas desde la dosis 0,6 µM hasta la dosis 2,5 µM 

(P<0,05) y la significación estadística aumentó en la dosis 4,0 µM (P<0,01).  

Figura 4.33A. Porcentajes de viabilidad de líneas celulares leucémicas murinas en presencia de DNM. La línea 

celular parental (IM-9) y las sublíneas resistentes (IM-9R
0.5

, IM-9R
1.3

 y IM-9R
1.5

) fueron incubadas durante 48 

horas en presencia de dosis crecientes de DNM. Los niveles de muerte celular se determinaron mediante la 

utilización de la técnica de MTT. Los puntos representan la media ± error típico. Los asteriscos representan Los 

niveles de significación estadística respecto al control sin DNM;* P<0,05; ** P<0,01. N=4.  
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En la figura 4.33B se representa el dato de IC50 para cada fenotipo celular 

obtenido a partir de los ensayos de MTT descritos en el párrafo anterior. Se puede 

comprobar cómo la IC50 de las células IM-9R0.5 es ligeramente superior a la IC50 de las 

células IM-9 y, en las células IM-9R1.3 e IM-9R1.5 es significativamente superior 

(P<0,01 para IM-9R1.3 y P<0,05 para IM-9R1.5).  

En la tabla 4.IV se representa el dato de IC50 de cada sublínea celular así como 

el índice de resistencia (IR). El IR representa las veces que es más resistente un fenotipo 

celular frente a un tratamiento respecto al fenotipo wild type y se calcula dividiendo el 

valor de IC50 de la línea celular resistente entre el valor de IC50 de la línea parental de 

la que procede. Según la definición de Zhang et al. (2010), una línea celular se puede 

considerar como resistente cuando su IR es superior a 3, es decir, la resistencia a un 

fármaco es 3 veces mayor que la resistencia de la línea celular parental. Así se puede 

observar en esta tabla que los fenotipos celulares IM-9R1.3 y IM-9R1.5 se pueden 

considerar como sublíneas resistentes establecidas, mientras que el fenotipo IM-9R0.5 no 

se puede considerar como resistente atendiendo a este criterio de clasificación.  

 

 

Figura 4.33B .Valores de IC50 obtenidos para las líneas celulares leucémicas humanas incubadas con DNM. Las 

líneas celulares (IM-9, IM-9R0.5, IM-9R1.3 y IM-9R1.5) fueron incubadas en presencia de dosis crecientes de 

DNM y se determinaron los valores de la IC50 para cada una de ellas. Los histogramas representan la media ±  

error tipico. Los asteriscos representan los niveles de significación estadística respecto al valor de IC50 obtenido 

en la línea parental;* P<0,05; ** P<0,01. N=4. 
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8.3. Expresión y actividad de P-gp. 

 Con objeto de determinar si uno de los mecanismos de resistencia a fármacos de 

las nuevas líneas celulares obtenidas era la expresión de una bomba de extrusión de 

fármacos, como P-gp, nos planteamos el estudio de la expresión de dicha proteína en la 

línea parental IM-9 y en las sublíneas resistentes. Para ello se obtuvieron los extractos 

celulares de cada una de las líneas a estudiar y se realizaron análisis mediante western-

blot para determinar la expresión de la proteína P-gp (MDR-1). La media de expresión 

de P-gp en los extractos celulares (células IM-9, IM-9R1.3 e IM-9 R1.5) se representa en 

la gráfica de la figura 4.34A-B, en la que se puede observar que la expresión de esta 

proteína es aproximadamente 10 veces mayor en las células IM-9R1.3 y 

aproximadamente 12 veces mayor en las células IM-9R1.5 respecto a la expresión 

observada en las células IM-9; esta diferencia fue significativa (P<0,001) para las 

células IM-9R1.3 y estuvo cercana a la significación estadística para las células IM-9R1.5. 

 Con el propósito de confirmar que la bomba extrusora de fármacos, P-gp, no 

solo estaba presente en las nuevas líneas celulares resistentes sino que, además, era 

funcionalmente activa, se determinó la acumulación intracelular de algún compuesto 

fluorescente que fuera sustrato de dicha bomba (Kars MD. et al, 2006), siendo 

rhodamina 123 la molécula más utilizada para conseguir dicho objetivo. En la figura 

4.34C se puede observar los niveles de acumulación rhodamina 123 en los tipos 

celulares IM-9, IM-9R1.3  y IM-9R1.5. Se determinó que la acumulación de rhodamina es, 

Tabla 4.IV. Valores de IC
50

 e IR (índice de resistencia) obtenidos para las líneas celulares leucémicas humanas 

incubadas con DNM. Las líneas celulares (IM9, IM-9R
0.5

, IM-9R
1.3

 y IM-9R
1.5

) fueron incubadas en presencia de dosis 

crecientes de DNM y se determinaron los valores de la IC
50

 e IR para cada una de ellas. IC
50

 es la dosis de DNM que 

provoca la muerte de la mitad de la población, el IR es un índice que se calcula diviendo la IC
50

 de la línea celular 

resistente entre la IC
50

 de la línea celular sensible (si es mayor de 3 se puede considerar que la línea celular es 

resistente al fármaco). N=4. 
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aproximadamente, 16 veces menor en las células resistentes respecto a las células 

parentales IM-9, esta diferencia tuvo una significación estadística de P<0,001 para IM-

9R1.3  y IM-9 R1.5 con respecto a la línea parental. 

 En resumen, se consiguió obtener 3 sublíneas celulares resistentes a 

quimioterapia derivadas de la línea celular IM-9, denominadas IM-9R0.5, IM-9R1.3 y IM-

9R1.5. De estas 3 sublíneas celulares resistentes, las células IM-9R1.3  y IM-9R1.5 

presentan un índice de resistencia suficiente como para considerarlas sublíneas celulares 

Figura 4.34C. Acumulación de 

rhodamina 123 en células 

leucémicas humana. 

Representación gráfica de la 

acumulación de rhodamina 

123 en los tipos celulares IM-9, 

IM-9R
1.3

 y IM-9R
1.5

 medida por 

citometría de flujo. Los 

histogramas representan la 

media de 3 experimentos ±  

error tipico de la media. Los 

asteriscos representan la 

significación estadística; *** 

P<0,001.   N=3. 

Figura 4.34. Expresión basal de MDR-1 en líneas celulares leucémicas humanas. (A) Western-blot 

representativo de la expresión de la proteína MDR-1 en los tipos celulares IM-9, IM-9R
1.3

 y IM-9R
1.5

. (B) 

Histogramas de barras representando los niveles de expresión de MDR-1 en las tres líneas celulares. Los valores 

reflejan la media de 3 experimentos ± error tipico. Los asteriscos representan los niveles de significación 

estadística; *** P<0,001.   N=3.  
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con fenotipo MDR; además se pudo comprobar que, a diferencia de la línea celular 

parental IM-9, estas líneas celulares expresaban la bomba de extrusión de fármacos P-

gp funcional. 

 

9.  Sensibilidad colateral al frío en células leucémicas humanas con fenotipo 

MDR. 

Con el objetivo de observar si el proceso de sensibilidad colateral al frío era 

exclusivo de células leucémicas murinas con fenotipo MDR o, por el contrario, se 

trataba de un mecanismo general presente en células leucémicas de distintas especies y 

que se desencadenaba como consecuencia de la adquisición de resistencia a múltiples 

fármacos, se analizó la viabilidad de la línea parental IM-9 y de las nuevas sublíneas 

resistentes IM-91.3 e IM-91.5  tras cultivarlas durante 24 horas en condiciones de estrés 

hipotérmico. 

La primera observación se realizó mediante microscopía y confirmó que las 

nuevas líneas celulares leucémicas humanas con fenotipo MDR presentaban 

sensibilidad colateral al estrés hipotérmico, al igual que habíamos observado 

previamente en células leucémicas murinas. En la figura 4.35 se muestran los cultivos 

de las líneas celulares IM-9, IM-9R1.3 e IM-9R1.5 incubados a 37ºC y a 4ºC durante 24 

horas, comprobándose que la mayoría de células con fenotipo MDR mueren bajo estrés 

hipotérmico mientras que las células IM-9 permanecen viables en su mayoría. 

En la figura 4.36 se representan los niveles de muerte en las células parentales y 

en las sublíneas IM-9R1.3 e IM-9R1.5. Se observa que, después de 12 y 24 horas de 

cultivo en frío, la muerte celular es significativamente superior en células IM-9R 

respecto a las células parentales IM-9. Además, las diferencias fueron estadísticamente 

significativas (P<0,05) en el cultivo de 24 horas de las células IM-9R1.3 y en los cultivos 

de 12 y 24 horas de las células IM-9R1.5. Para comprobar si, al igual que ocurría en 

células murinas, el mecanismo de muerte celular a bajas temperaturas consistía en un 

proceso de apoptosis, se realizó un ensayo de tinción con anexina V, que marca las 

células que se encuentran en apoptosis temprana, y posterior análisis mediante 

citometría de flujo. En la figura 4.37 se presenta el resultado de este ensayo, donde se 

puede comprobar como aumenta la población de células en proceso de apoptosis 
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Figura 4.36. Viabilidad de células 

leucémicas humanas incubadas a 

37ºC y en condiciones de estrés 

hipotérmico (4ºC).  

Representación gráfica de los 

porcentajes de muerte celular 

total en las líneas celulares IM-9, 

IM-9R
1.3

 e IM-9R
1.5

 incubadas a 

4ºC durante 12 y 24 horas. Los 

puntos representan la media de 3 

experimentos ± error tipico de la 

media. Los asteriscos representan 

los niveles de significación 

estadística; * P<0,05. N=3 

temprana en los fenotipos celulares IM-9R1.3 e IM-9R1.5 después de 24 horas de cultivo 

en frío, mientras que no se produjo ningún cambio en este sentido en las células IM-9. 

  

 

 

Figura 4.35. Viabilidad de células leucémicas humana incubadas a 37ºC y en condiciones de estrés 

hipotérmico a 4ºC. Fotografía de la observación a través de microscopía de la integridad celular de los tipos 

celulares IM-9, IM-9R
1.3

 e IM-9R
1.5

 incubadas a  37º y 4ºC durante 24 horas. 
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Figura 4.37. Apoptosis temprana y tardía/necrosis a 37 ºC y en condiciones de estrés hipotérmico en las células 

IM-9, IM-9R
1.3

 e IM-9R
1.5

.  Las células se tiñeron con anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP) y los resultados se 

analizaron mediante citometría de flujo. Cuadro inferior izquierda: Células vivas. Cuadro inferior derecha: células 

en proceso de apoptosis temprana. Cuadro superior derecha: Células en proceso de apoptosis tardía y/o necrosis. 

En cada cuadro se muestra el porcentaje de la población comprendido en él.  

 

 

10. Expresión de proteínas implicadas en supervivencia/muerte celular en las 

líneas celulares humanas, sensibles y resistentes a fármacos.  

10.1. Expresión de caspasas activas 

En primer lugar se procedió al estudio de los niveles de activación de caspasa 3 

y caspasa 9 en los extractos celulares obtenidos a partir del cultivo de las líneas 

celulares humanas en condiciones fisiológicas mediante western-blot. 

En la figura 4.38A se puede observar el valor medio del nivel de activación de 

caspasa 3 obtenido tras la realización de varios experimentos, comprobándose cómo la 

cantidad de los fragmentos activos de caspasa 3 es mayor en las células IM-9R1.3  

(P<0,001) y en las células IM-9R1.5 que en las células parentales. También se muestra 

en esta figura un western-blot representativo del resultado obtenido.  
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En la figura 4.38B se puede observar el resultado medio del nivel de activación 

de caspasa 9, comprobándose cómo la cantidad de los fragmentos activos de caspasa 9 

es mayor en las células IM-9R1.3 y en las células IM-9R1.5 (P<0,001 en ambos casos) 

comparadas con las células IM-9. También se muestra en esta figura un western-blot 

representativo del resultado obtenido en los experimentos. 

10.2 Expresión de proteínas de la familia Bcl-2.  

Con el objetivo de estudiar la expresión de proteínas de la familia Bcl-2 en las 

líneas celulares, se realizaron análisis mediante western-blot de los extractos proteicos 

de las líneas leucémicas humanas IM-9, IM-9R1.3 e IM-9R1.5. Así, se estudió la 

expresión de las proteínas Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1 y Bax. 

Figura 4.38. Niveles basales de expresión de caspasa 3 y caspasa 9 activas en células leucémicas humanas (IM-9, IM-9R
1.3

 

e IM-9R
1.5

). (A) Western-blot representativo y diagrama de barras de la expresión de los fragmentos proteolíticos activos 

de caspasa 3. (B) Western-blot representativo y diagrama de barras de la expresión de caspasa 9 activa en las líneas 

celulares leucémicas humanas. Los histogramas representan la media de 3 experimentos ± error tipico de la media. La 

normalización de la expresión de ambas proteínas se realizó tomando como referencia el nivel de expresión de la proteína 

en las células IM-9R1.3. Los asteriscos representan los niveles de significación estadística; *** P<0,001. N=3.  
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En la figura 4.39A se representa la media de los resultados obtenidos en el 

estudio de la expresión de la proteína Bcl-xL. Mientras que en la línea parental se 

observó una elevada expresión de dicha proteína en los tipos celulares resistentes a 

quimioterapia, IM-9R1.3 e IM-9R1.5dicha proteína estaba ausente. En ambos casos, la 

diferencia observada, respecto al nivel de expresión obtenido en las células IM-9, fue 

estadísticamente significativa (P<0,001). En la figura 4.39B se representa el resultado 

obtenido para la proteína Bcl-2, encontrándose que la expresión de esta proteína se 

reduce a la mitad con respecto a la expresión que se encontró en las células IM-9, 

siendo esta diferencia estadísticamente significativa (P<0,01 para IM-9R1.3  y P<0,001 

para IM-9R1.5). En la figura 4.39C se representa la media de los resultados obtenidos 

para los niveles de expresión de Mcl-1. En esta figura se puede observar cómo Mcl-1 

está sobreexpresada en las células con fenotipo MDR y prácticamente no se expresa en 

las células sensibles a quimioterapia, siendo las diferencias encontradas, 

estadísticamente significativas (P<0,001 para IM-9R1.3 y P<0,05 para IM-9R1.5). En esta 

figura también se puede observar un western-blot representativo de este resultado.  

Figura 4.39. Niveles de expresión basal de proteínas de la familia Bcl-2 en las líneas celulares leucémicas 

humanas IM-9, IM-9R
1.3

 e IM-9R
1.5

. Western-blot representativos y diagramas de barras mostrando la 

expresión de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-xL (A) y Bcl-2 (B). Los histogramas representan la media de 

3 experimentos ± error tipico de la media. La normalización se realizó respecto al nivel de expresión en las 

células L1210 para Bcl-xL, Bcl-2 y Bax 21 kDa y respecto a las células L1210R R para Mcl-1 y Bax ≈80 kDa. 

Los asteriscos representan la significación estadística; ** P<0,01; *** P<0,001. N=3. 
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Como proteína anti-apoptótica representativa de la familia Bcl-2 se estudió Bax, 

cuyos niveles de expresión se representan en la figura 4.39D. Tras realizar el western-

blot para determinar los niveles de expresión de esta proteína, se observó que, además 

de la banda correspondiente al monómero de la proteína Bax (21 kDa), en nuestros 

ensayos también apareció una banda con peso molecular de, aproximadamente, 80 kDa 

reconocida por el anticuerpo específico para dicha proteína. En la figura se puede 

observar que la expresión de Bax prácticamente desaparece en las células con fenotipo 

MDR (P<0,001 para IM-9R1.3 e IM-9R1.5) si comparamos con el nivel de expresión de 

esta proteína en la línea parental IM-9. En cambio, la expresión de Bax con peso 

molecular de 80kDa fue mayor en las células con fenotipo MDR (P<0,001 para IM-

9R1.3 y P<0,05 para IM-9R1.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.39 .Niveles de expresión basal de proteínas  de la familia Bcl-2 en las líneas celulares leucémicas 

humanas IM-9, IM-9R
1.3

 e IM-9R
1.5

. Western-blot representativos y diagramas de barras mostrando la 

expresión de la proteína anti-apoptótica Mcl-1 (C) y de la proteína pro-apoptótica Bax (D). Los histogramas 

representan la media de 3 experimentos ± error tipico de la media. Los asteriscos representan la significación 

estadística; ** P<0,01; *** P<0,001. N=3. 
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1. Modelo de resistencia a fármacos en células murinas y obtención de líneas 

celulares humanas con fenotipo MDR. 

Partimos de un modelo celular murino para el estudio de la sensibilidad colateral 

en células con fenotipo MDR. Dicho modelo está constituído por la línea parental 

L1210 y dos sublíneas resistentes a fármacos: la sublínea L1210R generada a partir de 

la línea parental por exposición creciente al fármaco anti-neoplásico daunomicina y la 

sublínea CBMC-6, generada por transfección de la línea parental con un plásmido que 

codifica para Abcb1a murina. Mientras que en la sublínea L1210R confluyen distintos 

mecanismos en el proceso de adquisición de resistencia a múltiples fármacos, la línea 

CBMC-6 permite determinar cuáles de los procesos observados en las células L1210R 

son debidos o están relacionados con la expresión de P-gp, tal como recomiendan 

Pluchino KM et al. 2012, aunque hay que tener en cuenta que la expresión de la bomba 

de extrusión de fármacos observada en la línea celular CBMC-6 es menor que en las 

células L1210R. Adicionalmente, era fundamental disponer de un modelo similar 

humano que permitiera determinar si los resultados obtenidos en el modelo murino eran 

específicos de dicho modelo celular o, por el contrario, eran extrapolables a células 

humanas con fenotipo MDR. 

Para estudiar el fenotipo MDR en células de leucemia humanas, se obtuvieron 

líneas celulares resistentes mediante exposición continuada al fármaco daunomicina a 

partir de la línea celular sensible IM-9, que presentaba características similares a la línea 

celular L1210, al tratarse de una línea celular de tipo B, aunque transformada por el 

virus de Epstein-Barr, a partir de células procedentes de una paciente con mieloma 

múltiple. Tal como se ha mostrado en nuestros resultados, las líneas celulares IM-9R1.3 

e IM-9R1.5 presentan un fenotipo MDR y sobreexpresan P-gp, características ambas 

compartidas con el modelo murino. Los índices de resistencia a DNM calculados para 

dichas líneas celulares superan los valores mínimos que determinan que sean 

consideradas propiamente como células con fenotipo MDR, al ser estos índices de 

resistencia superiores a 2,0 (Hall MD et al., 2009) y a 3,0 (Zhang X et al., 2010). 

Además de confirmar la expresión de P-gp en las sublíneas humanas resistentes a DNM, 

se ha confirmado la actividad extrusora de dicha bomba, al observarse expulsión de 

rhodamina 123 (sustrato de P-gp) del interior al exterior celular (Cavalcanti GB Jr et al., 

2004). Por otra parte, también se ha observado una mayor agregación celular en los 
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cultivos de dichas células resistentes, siendo esta una característica que suele producirse 

en las células con fenotipo MDR, debido a la expresión diferencial de integrinas. 

Además, la adhesión celular permite prevenir la muerte celular a través de diversos 

mecanismos (Shain KH y Dalton WS, 2001). 

 

2. Sensibilidad colateral a estrés hipotérmico en líneas celulares con fenotipo 

MDR. 

La sensibilidad colateral (CS) se refiere a un proceso mediante el cual, la 

adquisición del fenotipo MDR en células cancerosas va frecuentemente acompañado 

por alteraciones moleculares que podrían hacer que dichas células fueran más 

susceptibles a otros agentes distintos a los responsables de la inducción de resistencia. 

Estas alteraciones moleculares varían dependiendo de la línea celular y del fármaco 

utilizado en el proceso de quimioterapia de una forma que no es siempre predecible 

(Hall et al., 2009) y representarían un “talón de Aquiles” en las células con fenotipo 

MDR (Pluchino KM et al., 2012). 

Los resultados expuestos demuestran, por primera vez, la existencia de 

sensibilidad colateral frente a un estímulo inductor de estrés como es la hipotermia, en 

células leucémicas murinas con fenotipo MDR que sobreexpresan P-gp (L1210R y 

CBMC-6). Además, y lo que es más importante, hemos encontrado que la sensibilidad 

colateral al frío no es un proceso exclusivo de nuestro modelo celular murino, sino que 

también se produce en  líneas celulares linfoblásticas humanas con fenotipo MDR (IM-

9R1.3 e IM-9R1.5) que sobreexpresan P-gp. Estos datos sugieren que la sensibilidad 

colateral al frío podría ser un proceso general característico de la adquisición de 

fenotipo MDR en distintas especies. Se deberían realizar estudios adicionales para 

determinar si puede afectar a distintos tipos de células (no sólo a células leucémicas de 

tipo B) y para determinar si está únicamente asociada a la expresión de P-gp o también a 

otros mecanismos de adquisición de resistencia. 

La importancia del proceso de sensibilidad colateral a estrés hipotérmico en 

células de leucemia murina y humana con fenotipo MDR no se basa sólo en las nuevas 

posibilidades terapéuticas que ofrece, sino también en su potencial uso como una 

herramienta para estudiar las alteraciones que tienen lugar en las células MDR y 
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entender mejor la complejidad del proceso de resistencia a múltiples fármacos, que, 

finalmente, también contribuirá a encontrar o desarrollar compuestos nuevos que 

mimeticen el efecto del estrés hipotérmico. 

La observación de nuestros resultados apoya los resultados obtenidos por otros 

autores, que han sugerido un papel protagonista para P-gp en el destino celular (Hall 

MD et al., 2009, Ruefli A et al, 2000). En este sentido, demostramos que la transfección 

de la línea parental (L1210) con un plásmido que contiene el gen murino Mdr1a 

(Abcb1a, P-gp1a) es suficiente para inducir hipersensibilidad al frío en estas células 

(CBMC-6), lo que demuestra la importante implicación de P-gp en el proceso de 

sensibilidad colateral. 

Se han propuesto diversas hipótesis que intentan explicar la sensibilidad colateral en 

células con fenotipo MDR que sobreexpresan P-gp (Pluchino KM et al., 2012). Dichas 

hipótesis son: 

1. Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a través de una 

sobreutilización de las reservas energéticas de ATP. 

2. Incremento de la sensibilidad a alteraciones del balance energético. 

3. Extrusión de sustratos endógenos importantes para la supervivencia celular. 

4. Alteración de la membrana citoplasmática. 

 

 En el caso de la muerte celular producida por estrés hipotérmico podrían 

participar diversos mecanismos. Así, la bajada de la temperatura daría lugar a un 

aumento del gasto energético que sería más costoso para las células MDR que para las 

parentales, puesto que las células resistentes tienen un gasto energético basal superior al 

de las células de las que proceden (Hall MD et al., 2009). Dicho gasto energético 

provocaría un aumento del número de radicales libres de oxígenos (ROS) en las células 

quimiorresistentes, por encima de los niveles aceptables para la supervivencia celular, 

que provocaría un daño celular mayor en dichas células. Otra posibilidad es que las 

células MDR tengan una menor cantidad de glutatión que las haría más susceptibles 

ante una situación de estrés celular. Finalmente, podría ocurrir que el cambio de 

viscosidad de la membrana celular que se produce ante un cambio en la temperatura 

(Tait AS et al., 2013) pudiera afectar a la funcionalidad de P-gp. Otra hipótesis distinta 

y complementaria a las expuestas es la que sugieren los resultados presentados en esta 
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tesis, según la cual, P-gp actuaría controlando o interfiriendo con las rutas de inducción 

de apoptosis mediadas por caspasas, por lo que la supervivencia de las células 

resistentes en distintas condiciones, estaría íntimamente relacionada con la 

funcionalidad de la bomba extrusora de fármacos. 

 

 

3. Moléculas implicadas en sensibilidad colateral por hipotermia en células 

con fenotipo MDR. Papel de P-gp. 

 

Tal como se ha descrito en la introducción, las principales vías de inducción de 

apoptosis discurren a través de rutas mediadas por las enzimas denominadas “caspasas”, 

siendo caspasa 3 la enzima donde confluyen las principales vías de inducción de 

apoptosis. Otras proteínas importantes en la regulación de estas rutas son los miembros 

de la familia Bcl-2, tanto los anti-apoptóticos como los pro-apoptóticos. Finalmente, 

existen una serie de proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) que, en última 

instancia, pueden bloquear la activación de las rutas de apoptosis. 

 

3.1.Participación de caspasas en la sensibilidad colateral frente a estrés 

hipotérmico. 

 

Algunas observaciones apoyan la posibilidad de que P-gp promueva la 

supervivencia celular a través de rutas independientes de su función extrusora, 

incluyendo la inhibición de apoptosis dependiente de caspasas (Johnston et al., 1999; 

Ruefli et al., 2000, 2002ab) o la reducción de los niveles de ceramida (Mizutani et al., 

2008). De hecho, se ha descrito que P-gp protege las células MDR de la apoptosis 

inhibiendo caspasa 8 y caspasa 3; así,  se ha publicado que las células que expresan P-

gp son capaces de resistir la muerte celular inducida por exposición a rayos ultravioleta 

(UV) y a señalización a través de receptores de muerte como Fas y TNFR (Johnstone et 

al., 1999; Ruefli et al., 2000, 2000ab; Martín-Orozco E et al., 2005). No obstante, la 

inhibición de apoptosis dependiente de caspasa 3 se ha descrito como dependiente de la 

línea celular y del estímulo apoptótico utilizado; por ejemplo, algunos estímulos, como  

el tratamiento con curcumina o radiación UV, inducen apoptosis dependiente de caspasa 

3 en células MDR HL-60 que sobreexpresan P-gp (Bielak-Zmijewska A et al., 2004; 

Turella P et al., 2006).  
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En nuestro modelo de células leucémicas de ratón (L1210R y CBMC-6), la 

adquisición del fenotipo MDR está asociada con altos niveles de actividad caspasa 3 sin 

que dichos niveles afecten la viabilidad celular. Lo mismo ocurre en nuestro modelo de 

células leucémicas humanas con fenotipo MDR (IM-9R), observándose además en 

dichas líneas celulares una alta expresión del fragmento activo de caspasa 9. En este 

sentido, nuestros resultados también apoyan los obtenidos por otros autores que han 

descrito que las células MDR con sobreexpresión de P-gp presentan una protección 

frente a la muerte celular mediada por caspasa 3 (Johnstone et al., 1999; Ruefli et al., 

2000, 2002ab). Sorprendentemente, a pesar del papel protector de P-gp a temperatura 

fisiológica (37ºC), nuestros resultados muestran la existencia de hipersensibilidad de las 

células MDR murinas (L1210R, CBMC-6) a bajas temperaturas, a través de un 

mecanismo dependiente de caspasa 3 como lo demuestra la reversión de dicha muerte 

celular cuando utilizamos inhibidores de caspasas (figuras 4.9 A y B).  

Estas observaciones sugieren que el papel protector de P-gp es dependiente de la 

temperatura (Wartenberg M et al., 2005; Callaghan R et al., 2008). De hecho, aunque 

nuestros resultados muestran un incremento en  la expresión de P-gp en las células 

MDR murinas incubadas a bajas temperaturas, probablemente como resultado de un 

mecanismo general de respuesta frente al estrés (Seo SB et al., 2010), también se 

observa una pérdida de la funcionalidad de dicha bomba, como lo demuestra el 

incremento sostenido de acumulación de rhodamina 123 en las células murinas que 

expresan P-gp, cuando se incuban a 4ºC, lo cual es indicativo de una pérdida de la 

actividad extrusora de dicha proteína.  

El papel directo de P-gp como controlador de la actividad caspasa 3 no se ha 

podido confirmar definitivamente, puesto que con los ensayos de silenciamiento con 

oligonucleótidos siARN específicos para P-gp se obtuvo un silenciamiento parcial de la 

proteína que no tuvo un efecto significativo sobre la supervivencia celular (células 

L1210R y CBMC-6) (figuras 4.12 y 4.13), ni sobre la actividad caspasa 3 (figura 4.14) 

o la resistencia a daunomicina (figuras 4.15 y 4.16) (aunque en este caso sí que se 

observa un aumento de la sensibilidad con las dosis más altas). La ausencia de 

diferencias significativas en células L1210R podría deberse también a la alta muerte 

celular obtenida en todos los casos tras la electroporación, que podría enmascarar los 

resultados. En este sentido, algunos autores han descrito que en células con fenotipo 

MDR, se producen alteraciones en la composición y propiedades de las membranas 
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celulares que contribuyen al desarrollo de sensibilidad colateral (Callaghan R y Riordan 

JR, 1995). Más allá de esta primera observación, Alemán C et al. (2003) describió que 

estos cambios en las propiedades biofísicas de la membrana celular son independientes 

de la expresión de P-gp, ya que al transfectar una línea celular con un plásmido 

codificante de P-gp no observaron alteraciones en la membrana celular. Nuestros 

resultados con células CBMC-6 apoyan este último estudio. 

 Teniendo en cuenta la diversidad de factores intrínsecos implicados en la 

regulación de rutas de apoptosis en diferentes células tumorales, no podemos excluir la 

posibilidad de que pueda haber otros factores, además de la expresión de P-gp, que 

bloqueen la actividad enzimática de caspasa 3. En este sentido, Campone M et al. 

(2001) han demostrado que células HL-60 que expresaban P-gp son resistentes a la 

apoptosis dependiente de caspasa 3 debido a la presencia de XIAP, que pertenece a la 

familia de las proteínas inhibidoras de apoptosis (IAP), que actúa inhibiendo caspasa 3 

mediante la unión a su prodominio y previniendo así la activación de procaspasa 3. 

Adicionalmente, en la actualidad no se puede descartar que la inducción de la expresión 

de P-gp pueda tener otros efectos sobre rutas celulares metabólicas claves, que podrían 

influir en la sensibilidad celular ante agentes inductores de apoptosis.  

A la vista de estos descubrimientos, se puede especular que, como una 

consecuencia del tratamiento farmacológico, varios clones de células L1210 

evolucionan hacia una alta expresión de P-gp (fenotipo resistente MDR), que actúa no 

sólo expulsando fármacos del interior celular, sino también controlando el incremento 

de la actividad caspasa 3 producido como consecuencia de la exposición al fármaco. 

Bajo estrés hipotérmico, la actividad extrusora de P-gp se inactiva y, como 

consecuencia de ello, dicha proteína deja de ejercer un control sobre la actividad 

caspasa 3 que, de esta manera, es capaz de inducir muerte celular. En consecuencia, una 

estrategia usada por las células MDR para sobrevivir en presencia de un fármaco podría 

ser el control a través de P-gp, de forma directa o indirecta, de los altos niveles de 

moléculas pro-apoptóticas (caspasa 3) inducidos por el tratamiento farmacológico. La 

bomba extrusora, o las proteínas asociadas a ella, actuarían controlando el balance de 

proteínas pro-apoptótica/anti-apoptóticas a temperatura fisiológica, pero no a bajas 

temperaturas. 

Adicionalmente, la sobreexpresión de un mutante de la actividad ATPasa de P-gp ha 

demostrado que aunque las células que expresaban dicha forma mutante de P-gp no 
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podían expulsar fármacos quimioterapeúticos, sí eran capaces de mantener una cierta 

resistencia al proceso de apoptosis. De estos resultados se deduce que P-gp podría 

inhibir apoptosis mediante una actividad dual, que involucraría la extrusión de fármacos 

dependiente de su actividad ATPasa y la inihibición de apoptosis independiente de la 

actividad ATPasa (Tainton KM et al., 2004). Sin embargo, estos descubrimientos han 

sido cuestionados por otros autores que han observado que las células con altos niveles 

de P-gp son, paradójicamente, más sensibles a algunos agentes inductores de apoptosis, 

actuando a través de la ruta mitocondrial (vía intrínseca) o a través de la muerte 

mediada por receptores de la membrana (via extrínseca) (Matarrese P et al., 2001; Cenni 

V et al., 2004). Nuestros resultados  demuestran la existencia de una fuerte asociación 

entre la pérdida de la funcionalidad extrusora de P-gp y la muerte celular a bajas 

temperaturas, aunque se deberían llevar a cabo estudios adicionales para determinar si la 

inducción de muerte celular por hipotermia es dependiente o independiente de ATP. 

Por otro lado, el efecto de los inhibidores de caspasas sobre la muerte celular 

observada en las células L1210R y CBMC-6 sometidas a estrés hipotérmico, es similar 

en todos ellos (figura 4.9B), lo que impide saber la contribución exacta de cada caspasa 

al proceso de apoptosis. Este hecho, junto con la observación de la activación basal de 

caspasa 3 en las células L1210R y CBMC-6, podría indicar que la muerte por estrés 

hipotérmico se debe a una elevada activación de caspasa 3 y que cualquier inhibidor que 

disminuya la activación de dicha molécula (ya sea de forma directa o indirecta a través 

de la inhibición de otras caspasas activadoras de caspasa 3) actuaría revirtiendo la 

muerte celular de manera considerable. 

 

3.2 Participación de  proteínas de la familia Bcl-2 en la resistencia a 

daunomicina y en la sensibilidad colateral a estrés hipotérmico.  

Los resultados expuestos en esta tesis, basados en los previamente presentados 

en la tesina de D. Miriam Lencina Guardiola (2011), demuestran que, en nuestro 

modelo de leucemia murina, la adquisición del fenotipo MDR se asocia no sólo con la 

sobreexpresión de P-gp, sino también con cambios en la expresión de proteínas de la 

familia Bcl-2 (Bcl-xL y Bcl-2) que modifican la contribución individual de estas 

proteínas a la supervivencia de las células. Además, los resultados obtenidos en el 
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modelo de células de leucemia humana con fenotipo MDR apoyan la observación inicial 

realizada en células murinas, poniendo de manifiesto no sólo que se puedan producir 

cambios en la expresión de Bcl-xL y Bcl-2 como consecuencia del desarrollo del 

fenotipo MDR, sino que, además, se pueden producir cambios en la expresión de las 

proteínas Mcl-1 y Bax. 

 En este sentido, se ha publicado que la sobreexpresión de varios miembros anti-

apoptóticos de la familia Bcl-2 en cánceres hematológicos, se asocia con la resistencia a 

fármacos (Bugginsa AGS et al., 2010). Algunos autores como Campone M et al. (2001) 

y Simstein R et al. (2003) han observado diferencias drásticas en el perfil de expresión 

de Bcl-2 después de la adquisición del fenotipo MDR en células cancerosas. En este 

sentido, en las líneas celulares resistentes humanas desarrolladas en nuestro laboratorio 

(IM-9R) hemos observado la desaparición de Bcl-xL, una disminución de Bcl-2 y un 

incremento de Mcl-1 respecto a la expresión de estas proteínas anti-apoptóticas en la 

línea parental sensible IM-9. Respecto a las proteínas anti-apoptóticas, hemos 

observado la ausencia de la proteína anti-apoptótica Bax en las células humanas 

resistentes a fármacos.  

 

3.2.1. Proteínas anti-apoptóticas Bcl-xL y Bcl-2 

 Teniendo en cuenta, tanto los resultados expuestos en la tesina de Doña Miriam 

Lencina, como los expuestos en esta tesis, hemos observado, en nuestro modelo celular 

murino, que la inducción del fenotipo resistente a fármacos lleva asociados cambios 

importantes en la expresión de proteínas de la familia Bcl-2, de manera que, mientras 

que las células parentales presentan alta expresión de Bcl-xL y muy baja de Bcl-2, en 

las células L1210R se produce una disminución en la expresión de Bcl-xL y un drástico 

aumento en la expresión de Bcl-2. Estos cambios parecen ser independientes de la 

expresión de P-gp, ya que  las células transfectadas con P-gp (CBMC-6) mantienen 

niveles de expresión de dichas proteínas de la familia Bcl-2 prácticamente idénticos a 

los de la línea parental L1210. 

Para comprobar la contribución de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-xL 

a la viabilidad de las células sensibles y resistentes a fármacos en condiciones 
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fisiológicas y de estrés celular (hipotérmico y por tratamiento farmacológico), así como 

su relación con la expresión de P-gp, se realizaron silenciamientos de estas proteínas en 

las líneas celulares murinas y, además, se cuantificó la expresión de estas proteínas al 

silenciar P-gp. Así, en la línea celular parental (L1210) y en la línea transfectada con P-

gp (CBMC-6), la sobreexpresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-xL se correlaciona 

con un papel fundamental para esta proteína en ambas líneas celulares, debido a que el 

silenciamiento con siARNs específicos induce un incremento significativo de la muerte 

celular en condiciones fisiológicas. La disminución de la expresión de Bcl-xL en la 

línea celular L1210R, se correlaciona con la pérdida del papel de esta proteína en la 

supervivencia celular. Las células L1210R, además, experimentan un incremento 

significativo de la expresión de la proteína Bcl-2 aunque, sorprendentemente, el 

silenciamiento de esta proteína no afecta a la viabilidad celular. Sin embargo, esta 

carencia de efecto puede explicarse por diferentes motivos, uno podría ser el efecto de 

la inhibición parcial de la expresión de la proteína Bcl-2 (aproximadamente del 55% en 

las tres líneas celulares) con el siARN, que evitaría observar un efecto significativo en 

la viabilidad de las células. Este porcentaje de silenciamiento es similar al obtenido con 

el siARN específico para Bcl-xL, sin embargo, en este segundo caso el silenciamiento 

parcial de la proteína fue suficiente para inducir una disminución drástica de la 

supervivencia de las células afectadas. Así, parece que el papel de Bcl-2 en la 

supervivencia de las células L1210R es menos evidente que el papel de Bcl-xL en la 

supervivencia de las células L1210 y CBMC-6. Una segunda posibilidad está basada en 

la alta muerte basal observada en las células L1210R tras la técnica de electroporación, 

que podría enmascarar el incremento de muerte celular debido al silenciamiento de Bcl-

2. Sin embargo, también se produce una alta muerte basal en condiciones de estrés 

hipotérmico y, aun así, se puede observar  un aumento significativo de la muerte celular 

en las células en las que se ha silenciado Bcl-xL. Finalmente, una explicación más 

plausible es que la supervivencia de las células MDR podría depender de varias 

proteínas anti-apoptóticas de la familia Bcl-2 (Bcl-xL y Bcl-2) y otras familias (como 

IAPs). Esta estrategia permitiría a las células resistentes permanecer más protegidas 

contra la muerte celular en caso de exposición a fármacos. Sin embargo, se deberían 

realizar experimentos adicionales para discriminar entre las diferentes posibilidades.    

En relación con las observaciones expuestas, otros autores han encontrado 

cambios en la expresión de proteínas anti-apoptóticas de la familia Bcl-2 en distintos 
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modelos celulares y se han relacionado con la adquisición del fenotipo MDR (Kutuk O 

and Letai A, 2008; Kunzei D et al., 2008; Ajabnoor GMA et al., 2012; Tahir SK et al., 

2007). En este sentido, el análisis de 60 líneas celulares tumorales demostró una fuerte 

correlación entre el nivel de expresión de Bcl-2 y la resistencia a agentes 

quimioterápicos (Kang MH y Reynolds P, 2009; Adams JM y Cory S, 2007). Además, 

se ha descrito que las células HL60, sin expresión de P-gp y con expresión de Bcl-2 y 

Bax, cuando se cultivan en presencia de dosis subletales de doxorubicina, se 

transforman en células con fenotipo resistente (dox:HL-60/Dox), expresando en este 

caso P-gp y donde la expresión de Bcl-2 se reemplaza por Bcl-xL, mientras que no se 

observan cambios en la expresión de la proteína Bax (Campone M et al., 2001).  Otros 

estudios comparativos entre células sensibles y resistentes demostraron que las células 

resistentes expresaban un patrón distinto de miembros de la familia Bcl-2 en 

comparación con su línea parental sensible, reforzando la asociación entre expresión de 

bombas de extrusión de fármacos y la expresión de miembros de la familia Bcl-2. 

Además, se ha descrito que, en células MCF-7, los fármacos quimioterapéuticos actúan, 

en parte, regulando la expresión de algunos miembros de la familia Bcl-2. Así, 

paclitaxol y tiotepa inducen un incremento de algunas proteínas pro-apoptóticas y una 

disminución de otras anti-apoptóticas. Resultados similares se han descrito frente a un 

tratamiento con doxorubicina, que induce una dismución de la expresión de Bcl-2 y un 

incremento de la expresión de Bax (Simstein R et al., 2003). Teniendo en cuenta todas 

estas observaciones, es posible sugerir que el incremento de los niveles de expresión de 

Bcl-2 observados en nuestro modelo celular de leucemia murina con fenotipo MDR 

(L1201R) podría ser debido a la selección de clones con sobreexpresión de P-gp y Bcl-2 

al mismo tiempo, puesto que tal combinación favorecería la supervivencia de estas 

células en presencia del fármaco daunomicina. Esta hipótesis explicaría el intercambio 

de la expresión de Bcl-xL a Bcl-2 en las células con fenotipo MDR inducido por 

tratamiento farmacológico. Sin embargo, nuestros resultados con el silenciamiento de 

Bcl-2 no muestran cambios significativos en la muerte celular después del tratamiento 

con daunomicina o en la acumulación de rhodamina, probablemente debidos a diversos 

mecanismos, como el hecho de que la expresión de la bomba de extrusión de fármacos 

P-gp participa en el fenotipo de resistencia y podría enmascarar la contribución 

individual de la proteína Bcl-2 en el fenotipo de resistencia a fármacos. 
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Ya que la expresión diferencial de miembros anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 

en células sensibles y resistentes forma parte de los cambios en las rutas apoptóticas de 

las células MDR y, como hemos observado que Bcl-xL es una proteína clave para la 

viabilidad de las células sensibles y transfectadas con P-gp, decidimos analizar el papel 

individual de Bcl-xL y Bcl-2 en la protección frente a dos tipos de estrés como la 

exposición al fármaco daunomicina y la incubación a 4ºC. Así, el silenciamiento de Bcl-

xL tuvo un efecto drástico sobre la viabilidad de las células L1210 y CBMC-6 en 

condiciones fisiológicas, como ya hemos descrito, aunque, sin embargo, la exposición 

de estas células a ambos tipos de estrés indujo un incremento de la muerte celular 

similar en células silenciadas para Bcl-xL y células control. En las células L1210R 

tampoco hemos encontrado una asociación entre el silenciamiento de proteínas anti-

apoptóticas y la disminución de la viabilidad celular en condiciones de estrés. Estos 

resultados apoyan la idea de que, la viabilidad de las células L1210R en condiciones de 

estrés, podría venir determinada por una interrelación compleja entre los miembros de la 

familia proteica Bcl-2 (así como moléculas anti-apoptóticas de otras familias) que 

pueden promover o prevenir la apoptosis. 

Nuestros resultados sugieren papeles complementarios de las dos proteínas anti-

apoptóticas estudiadas (Bcl-xL y Bcl-2) ya que muestran un perfil diferente de 

expresión y una contribución diferente a la supervivencia de las células resistentes y 

sensibles. En este sentido, los estudios genómicos demuestran la existencia de diferentes 

funciones in vivo entre los miembros de la familia Bcl-2 debidas, probablemente, a su 

expresión relativa en diferentes tipos celulares o tejidos (Youle RJ et al., 2008). Así, 

Bcl-2 es necesaria para la supervivencia de linfocitos maduros, células madre 

melanocíticas y las células del riñón durante el desarrollo, Bcl-w para las células de 

Sertoli en los testículos, y A1 en neutrófilos. Estudios realizados con ratones quimera y 

knockout han demostrado que Bcl-2 es necesaria para la supervivencia de los 

precursores hematopoyéticos y para linfocitos B y T, mientras que Bcl-xL es necesaria 

para la supervivencia de eritrocitos maduros. Además, se ha descrito que las proteínas 

Bcl-2 y Bcl-xL ejercen diferentes papeles relacionados con la inhibición de la muerte 

celular. Así, la sobreexpresión de Bcl-2 en algunos tipos celulares puede inhibir la 

muerte celular por apoptosis y por mecanismos no apoptóticos, participando en la 

parada del ciclo celular en la fase G1, promoviendo la senescencia celular (Kim R, 

2005; Youle RJ y Strasser A, 2008). 
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Se han publicado numerosos estudios sugiriendo la existencia de una asociación 

entre las bombas de extrusión de fármacos (como P-gp), la expresión de los miembros 

de la familia Bcl-2 y las rutas de apoptosis (Fantappiè O et al., 2007; Campone M et al., 

2001). Nuestros resultados con las células transfectadas con P-gp (CBMC-6) muestran 

que no hay una asociación entre la expresión de P-gp y Bcl-2, ya que las células 

parentales transfectadas con P-gp no muestran modificaciones en el perfil de expresión 

de los miembros de la familia Bcl-2 analizados en este estudio. Estos resultados apoyan 

los obtenidos por otros autores (Kim DW et al., 2009) que describen que, tras el 

silenciamiento de algunos genes anti-apoptóticos (Bcl-xL, Bcl-2, XIAP) no se producen 

cambios en la cantidad de ARNm y expresión proteica de la glicoproteína P comparado 

con las células no silenciadas. Adicionalmente, silenciando el gen que codifica para P-

gp no se producen cambios en la expresión de ninguna proteína anti-apoptótica. Estos 

datos y los presentados en esta tesis sugieren que el perfil de proteínas anti-apoptóticas 

y la expresión de P-gp son procesos independientes de resistencia en células leucémicas. 

En cuanto a los resultados obtenidos en las nuevas líneas celulares humanas 

MDR, se encontró que la adquisición del fenotipo MDR conlleva una pérdida de la 

expresión de Bcl-xL (como en el modelo murino) y, además, una disminución de la 

expresión de Bcl-2. En los análisis de western-blot de la proteína Bcl-2 resultó 

interesante la aparición de dos bandas en las células parentales IM-9, siendo la banda 

superior exclusiva de estas células sensibles y apareciendo la banda inferior en las 

células sensibles y resistentes. La banda superior podría corresponder a una forma 

fosforilada de Bcl-2 que desaparece completamente después de la adquisición del 

fenotipo MDR. En relación a este hecho, algunas investigaciones apoyan la hipótesis de 

que la fosforilación de Bcl-2 suprime su actividad anti-apoptótica; sin embargo, otras 

investigaciones argumentan que la fosforilación de Bcl-2 en el residuo serina 70 

promueve su actividad anti-apoptótica. Desafortunadamente, esta discrepancia continua 

actualmente (Kanamaru Y et al., 2012). Otra explicación para las dos bandas 

encontradas de la proteína Bcl-2 se sugiere a partir de los resultados publicados por Del 

Bello B et al. (2001), que observaron que, ante un estímulo de estrés oxidativo en 

células de melanoma con resistencia a fármacos, la proteína Bcl-2 puede romperse a 

través de las actividades de caspasa 3 y caspasa 7 en un fragmento de 23kDa que tendría 

funciones similares a Bax, convirtiéndose así en una proteína pro-apoptótica. Aunque 

para poder dilucidar a qué proceso corresponde realmente esta banda proteica en nuestro 
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modelo celular se deberían realizar más experimentos utilizando un anticuerpo 

específico que reconozca la proteína Bcl-2 fosforilada y/o comprobar si desaparece la 

banda más pequeña al utilizar un inhibidor de las actividades caspasa 3 y 7; aunque 

parece más plausible la hipótesis de la fosforilación de Bcl-2 ya que esta banda superior 

también se encuentra en las células parentales IM-9, en las que no se observan niveles 

apreciables de caspasa 3 activa. 

 

3.2.2. Proteína pro-apoptótica Bax. 

 En nuestro modelo de células murinas, no hemos encontrado diferencias en la 

expresión de la proteína pro-apoptótica Bax entre células sensibles y resistentes. Sin 

embargo, en las células resistentes humanas hemos observado que el monómero de Bax 

desaparece en las células resistentes, pero, en paralelo, aparece una banda de 80-90 kDa 

en dichas células. Esta banda podría corresponder a una forma oligomérica de Bax que 

ha sido previamente descrita por otros autores (Gogada R et al., 2011), indicando la 

importancia de la oligomerización de Bax en la liberación mitocondrial de citocromo c, 

que desencadena la activación de caspasa 9 y caspasa 3. Estos hechos concuerdan con 

los resultados obtenidos en nuestras células resistentes humanas, en las que hemos 

observado altos niveles de las formas activas de caspasas 9 y caspasa 3. 

Hemos estudiado la contribución de la proteína pro-apoptótica Bax a la 

viabilidad celular en el modelo murino en condiciones fisiológicas y de estrés celular 

(exposición al fármaco DNM o a bajas temperaturas). Sin embargo, no hemos 

observado diferencias en la viabilidad celular después del silenciamiento de Bax entre 

las células murinas sensibles o resistentes cultivadas en condiciones fisiológicas o en 

condiciones de estrés. En relación a esto, se ha descrito un papel redundante de las 

proteínas pro-apoptóticas Bax y Bak. Así, se ha observado que ratones en los que la 

expresión de la proteína Bax había sido silenciada, eran propensos a desarrollar tumores 

(Knudson CM et al., 2001) y, sin embargo, en otros estudios, para el desarrollo de 

tumores epiteliales era necesaria la pérdida de las proteínas anti-apoptóticas Bax y Bak 

(Degenhardt K et al., 2002). Además, se ha demostrado que el papel de Bax como 

supresor de tumores podría ser diferente dependiendo del tipo celular. Así, la pérdida de 

Bax incrementaría el desarrollo de tumores cerebrales inducidos por el antígeno SV40-T 
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(Yin C et al., 1997) y el de linfomas inducidos por Myc (Eischen CM et al., 2001), 

mientras que la pérdida de un alelo incrementaría el desarrollo de tumores mamarios 

(Cartron PF et al., 2003). En resumen, como regla general, mientras que la pérdida de 

una única proteína anti-apoptótica (Bax o Bak) tiene un efecto limitado en la inducción 

de apoptosis en muchos tipos celulares, la deficiencia de ambas proteínas causa 

letalidad perinatal en ratones y provoca una alta resistencia a la sobreexpresión de 

proteínas de la subfamilia con un único dominio BH3, así como la inducción de un 

amplio rango de estímulos apoptóticos, desencadenando la ruta intrínseca de muerte 

celular (Labi V et al., 2008).  

 

3.2.3. Proteína anti-apoptótica Mcl-1 

En nuestro modelo de células leucémicas humanas resistentes, se observa una 

sobreexpresión de Mcl-1 en comparación con su línea parental sensible, en la que esta 

proteína no se expresa. De acuerdo con esta observación, se ha publicado la existencia 

de un efecto aditivo en el silenciamiento conjunto de Mcl-1 y P-gp en células que 

sobreexpresan P-gp que demostró un incremento en la dependencia de Mcl-1 para la 

supervivencia celular. También se ha descrito un aumneto del efecto citotóxico de 

doxorubicina tras el silenciamiento de la proteína Mcl-1 (Aliabadi HM et al., 2013). 

Otros autores muestran que la sobreexpresión de Mcl-1 en ratones, los predispone a la 

aparición de linfomas de células B de desarrollo tardío y que la expresión de Mcl-1 está 

asociada con un pronóstico negativo y con la aparición de resistencia en una gran 

variedad de tumores humanos, particularmente en mieloma múltiple, leucemia mieloide 

aguda, leucemia linfoblástica aguda, leucemia linfocítica crónica y melanoma 

(Campbell KJ et al., 2010). Mientras que las proteínas Bcl-2 y Bcl-xL se asocian con 

Bax para inhibir su actividad pro-apoptótica, la existencia de una asociación Bak-Mcl-1 

en células sanas sugiere que Mcl-1 puede neutralizar la actividad pro-apoptótica de Bak 

mediante la formación de un complejo proteico inactivo (Cuconati A et al., 2003). 

Finalmente, se ha demostrado que, la presencia de un estímulo apoptótico como el daño 

en el ADN provocado por la radiación UV o la activación de oncogenes, causa la 

eliminación de Mcl-1 marcándolo para su degradación por el proteasoma, liberando de 

este modo a Bak y promoviendo la apoptosis (Cuconati A et al., 2003; Nijhawan D et 

al., 2003). La restauración completa de Mcl-1 bloquea la respuesta apoptótica frente a 
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un daño en el ADN, demostrando que la eliminación de Mcl-1 es esencial para el 

proceso de muerte celular en esta ruta (Gélinas C y White E, 2005; Gillissen B et al., 

2010). 

En resumen, las células que muestran el fenotipo MDR son más resistentes a 

algunos agentes antineoplásicos comparadas con las células parentales sensibles de las 

que proceden. Este fenómeno puede ligarse a una asociación entre las bombas de 

extrusión de fármacos (como P-gp), el perfil de expresión de las proteínas de la familia 

Bcl-2 y las rutas de inducción de apoptosis. Así, nuestros estudios y los de otros autores 

muestran que las células leucémicas MDR tienen un perfil distinto de expresión de los 

miembros de la familia Bcl-2 comparado con el perfil mostrado por las células 

parentales. Estas diferencias afectan, especialmente, a la sobreexpresión de miembros 

anti-apoptóticos de esta familia (Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1) y, como consecuencia, se 

producen cambios en los requerimientos para la supervivencia en las líneas celulares 

sensibles y resistentes a fármacos. La contribución individual de los miembros anti-

apoptóticos a la supervivencia celular bajo condiciones fisiológicas o bajo estrés y su 

influencia en el control de la ruta de apoptosis dependiente de la mitocondria (vía 

intrínseca) permitirá descubrir dianas moleculares que contribuirán al diseño de terapias 

más efectivas para el tratamiento de leucemias. 

 

4. Rutas de señalización intracelular involucradas en sensibilidad colateral al 

frío en células con fenotipo MDR. 

Adicionalmente, procedimos a la identificación y estudio de moléculas 

señalizadoras que participan en rutas intracelulares implicadas en la supervivencia 

celular y que pudieran resultar alteradas en el proceso de adquisición del fenotipo MDR. 

Así, nos centramos en la ruta de las MAPKs y PI3K/Akt y analizamos la activación de 

algunas de las moléculas que participan en dichas rutas, así como su implicación en la 

supervivencia celular en condiciones fisiológicas y de estrés hipotérmico. 

Respecto a las MAPKs, hemos observado una regulación diferente de la 

activación de JNK y ERK en las células resistentes comparadas con las células sensibles 

en condiciones de estrés hipotérmico. Por el contrario, no hemos observado diferencias 

significativas entre las tres líneas celulares en cuanto a la activación de la proteína p38 
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en condiciones de estrés hipotérmico. Confirmando los resultados anteriores, hemos 

encontrado que estas moléculas (ERK y JNK) juegan un papel importante en la 

supervivencia de las células L1210R y CBMC-6  a bajas temperaturas puesto que el uso 

de inhibidores específicos de dichas moléculas revierte parcialmente el proceso de 

sensibilidad colateral al frío. 

ERK ha sido descrita como la ruta de señalización de MAPKs que se asocia con 

los procesos de crecimiento celular, proliferación y supervivencia (Ballif BA and Blenis 

J, 2001; Rubinfeld H y Seger R, 2005). Estos datos coinciden con lo observado en 

nuestro modelo celular murino, en el que la activación de ERK se mantiene estable en 

condiciones de estrés hipotérmico en las células L1210 y disminuye rápidamente en las 

células L1210R, hecho que se mantiene a tiempos largos de exposición al frío (12 y 

24horas, datos no mostrados) y que precede al inicio del proceso de apoptosis. Por su 

parte, la sublínea CBMC-6 presenta un comportamiento intermedio al de las otras dos 

líneas celulares. Este comportamiento diferencial de la activación de ERK en células 

MDR incubadas a bajas temperaturas apoyaría la hipótesis de que la inducción de 

muerte celular en dichas condiciones podría ser debida a una inactivación parcial de la 

ruta de ERK mediada por caspasas (Widmann C et al., 1998). 

La importancia de ERK1/2 en la muerte celular se demostró utilizando un 

inhibidor de MEK1/2 en cultivos de las tres líneas celulares (L1210, L1210R y CBMC-

6) en condiciones de estrés hipotérmico. En dichas condiciones, se produjo un rescate 

significativo de la muerte celular inducida por el estrés hipotérmico en las dos líneas 

celulares con fenotipo MDR (L1210R 20% y CBMC-6 22%). En este sentido, se ha 

demostrado la participación de la ruta de MEK1/2-ERK1/2 en la inducción de apoptosis 

a través de diferentes compuestos citotóxicos (Calcabrini A et al., 2006). Un hecho 

paradójico, es que nuestros resultados muestran una asociación entre la disminución de 

activación de ERK y la inducción de apoptosis en células con fenotipo MDR y, sin 

embargo, al inhibir esta activación se rescata una gran parte de la población celular del 

proceso de muerte. Una posible explicación puede ser la existencia de rutas 

compensatorias del efecto de ERK sobre la supervivencia celular, que podrían 

estimularse con la utilización de un inhibidor farmacológico. En este sentido, en 

nuestros resultados hemos observado que la inhibición de ERK induce una disminución, 

aunque no significativa de la activación de p38 en las células L1210R y CBMC-6 
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(figura 4.29), lo que podría disminuir la señal de muerte celular mediada por esta ruta. 

Finalmente, también se podría atribuir el desencadenamiento de la muerte celular a la 

existencia de diferencias en el perfil de activación de ERK entre las células sensibles y 

las resistentes bajo condiciones de estrés hipotérmico, que podría ser determinante sobre 

la actividad pro- o anti-apoptótica de esta molécula. En este sentido, diversos 

investigadores han descrito que la duración y la intensidad de la activación de MAPKs 

es determinante para el destino celular, es decir, crecimiento frente a apoptosis (Ebisuya 

M et al., 2005; Yu WP et al., 2001). 

En consonancia con los resultados observados en la activación de la ruta de 

ERK, la ruta de JNK muestra un comportamiento similar a la anterior en varios 

aspectos, observándose un nivel de activación basal significativamente más elevado en 

las células L1210 y CBMC-6 que en las células L1210R. En condiciones de estrés 

hipotérmico se observó un aumento significativo de la fosforilación de JNK (activación) 

en la línea parental, mientras que en las sublíneas resistentes (L1210R y CBMC-6) 

dichos niveles de activación bajaron o se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo 

de incubación a bajas temperaturas. Solamente se observó un aumento en la 

fosforilación de JNK en la línea celular L1210R tras 8 horas de incubación a 4ºC. 

Dichos resultados concuerdan con las observaciones de otros autores que describen a 

JNK como represora de la expresión de la proteína MDR-1 en condiciones fisiológicas 

(Kang CD et al., 2000, Miao ZH y Ding J, 2003; Zhou J et al., 2006). En cambio, se ha 

observado que en condiciones de estrés, como hipoxia, la expresión del gen MDR-1 se 

activa mediante una respuesta mediada por la activación JNK a través del factor de 

transcripción inducible por hipoxia 1 (HIF1) (Liu M et al., 2007; Comerford KM et al., 

2002; Wartenberg M et al., 2003), hecho que es coincidente con nuestras observaciones 

en las células L1210R en las que se produce un aumento de la fosforilación de JNK a 

las 8 horas de exposición a estrés hipotérmico (figura 4.24), que coincide con un 

aumento de la expresión de MDR-1 (figura 4.10), por lo que podemos suponer la 

existencia de un comportamiento dual de la ruta de JNK en nuestras células resistentes 

L1210R. En condiciones basales se mantendría una baja actividad de JNK que sería 

compatible con la expresión de la proteína MDR-1 y, en condiciones de estrés, la 

activación de JNK incrementaría la expresión de dicha proteína. En este último caso, el 

aumento de expresión de MDR-1 podría conllevar un mayor gasto energético para la 

célula, que podría suponer un lastre para su supervivencia.  
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La importancia de la activación de la ruta de JNK sobre la supervivencia celular 

en homeostasis descrita por Juntilla MR et al (2008) se puede observar en nuestro 

modelo celular murino, en el que la inhibición de dicha ruta a 37ºC induce la muerte 

celular en los tres tipos celulares, siendo mayor este aumento en la línea celular 

L1210R. En contraste con estos resultados, la inhibición de la ruta de JNK en 

condiciones de estrés hipotérmico induce una reversión de la muerte celular de 25-30%, 

en las líneas celulares murinas MDR (L1210R y CBMC-6). Este efecto podría deberse 

bien a la actuación de esta ruta de señalización bajo condiciones de estrés sobre la 

expresión/actividad de MDR-1 o bien a través de su actuación sobre las rutas de 

inducción de apoptosis, concretamente disminuyendo los niveles de caspasa 3 activa en 

dichas células. En este sentido, se ha descrito que JNK fosforilada activa la apoptosis 

mediada por caspasas (Juntilla MR et al., 2008), por lo que la inhibición de esta ruta 

disminuiría la señal de apoptosis mediada por estas moléculas. Esta última opción 

parece la más probable en nuestro modelo celular L1210R, puesto que no hemos 

observado cambio alguno en la expresión de MDR-1 al utilizar el inhibidor de la ruta de 

JNK SP600125 (figura 4.22), aunque para confirmar este punto queda pendiente la 

realización de experimentos que determinen el efecto de los inhibidores sobre la 

funcionalidad de MDR-1 y sobre los niveles de caspasa 3 activa.  

Es interesante destacar los resultados obtenidos con la línea celular CBMC-6 en 

lo que respecta al perfil de activación de JNK en condiciones fisiológicas y de estrés 

hipotérmico., Dichos resultados sugieren que la expresión de P-gp, por sí sola no afecta 

al nivel de activación de la ruta de JNK en condiciones basales, en cambio sí afecta a su 

comportamiento bajo condiciones de estrés, provocando que no se active como en la 

línea celular parental L1210 y que siga un comportamiento parecido, en esta situación, 

al de la línea celular con fenotipo MDR (L1210R).  

Teniendo en cuenta todas las observaciones realizadas sobre la activación de la 

ruta de JNK se puede especular que, en las células con fenotipo MDR cultivadas en 

condiciones de estrés hipotérmico, la ruta de JNK y la expresión de MDR-1 están 

interrelacionadas y dicha conexión funciona en ambos sentidos: P-gp actuaría 

disminuyendo la capacidad de activación de JNK y JNK actuaría sobre la actividad anti-

apoptótica de P-gp. 
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 Nuestros resultados muestran que JNK y ERK cooperan en la regulación de la 

viabilidad celular a bajas temperaturas en células murinas con fenotipo MDR (L1210R 

y CBMC6). Este efecto parcialmente aditivo sugiere que ambas moléculas podrían 

actuar sobre rutas de apoptosis en las células MDR. En realidad, ambas quinasas han 

sido descritas como moduladoras de la expresión y/o fosforilación de miembros de la 

familia Bcl-2 (Fan M et al., 2000; Zhou F et al., 2011) implicados en las rutas de 

inducción de apoptosis. Sin embargo, esta hipótesis necesita estudiarse en profundidad. 

En cuanto a la activación de la ruta de p38, no se ha observado un 

comportamiento significativamente diferente en ninguno de los tres tipos celulares 

murinos, tanto en condiciones de cultivo fisiológicas como bajo estrés hipotérmico. 

Además, tampoco se ha observado que la inhibición de esta ruta tenga efecto alguno 

sobre la supervivencia celular. A pesar de ello, el hecho de que varios autores hayan 

observado una estrecha interconexión entre las tres rutas de MAPKs en la regulación de 

la supervivencia celular (Juntilla MR et al., 2008; Widmann C et al., 1998; Suzuki K et 

al., 2001) hace que no se pueda descartar p38 como una molécula importante en nuestro 

modelo celular, pudiendo tener un efecto indirecto en la viabilidad a través de su 

interrelación con las rutas de ERK y JNK en condiciones de estrés hipotérmico, 

interrelación  mediada, bien a través de fosfatasas de ERK1/2 Y MEK1/2 (Li SP et al., 

2003; Westermarck J et al., 2001; Liu Q y Hofmann PA, 2004) o por la activación de 

caspasas que pueden inhibir la señalización a través de ERK actuando sobre Raf-1 y 

MEK1/2 (Widmann C et al., 1998; Suzuki K et al., 2001). 

 Una característica diferencial de la señalización intracelular mediada por 

MAPKs en las células con fenotipo MDR murinas estudiadas, respecto a su línea 

parental sensible a quimioterapia, es la comunicación entre las distintas rutas de 

señalización. Así, nuestros datos preliminares sugieren que los niveles de p-ERK 

tienden a aumentar al inhibir las rutas de p38 y JNK en las células L1210 y CBMC-6, 

mientras que  en las células L1210R, los niveles de activación de ERK sólo aumentan 

cuando se inhibe JNK pero no cuando se inhibe p38. Este efecto podría deberse a la 

capacidad de p38 y JNK para disminuir la activación de ERK mediada por caspasas o 

fosfatasas de MEK1/2 y ERK1/2 (Juntilla JM et al., 2008). Con p38 y JNK también se 

observan diferencias entre los tipos celulares estudiados en lo que respecta a la 

comunicación entre rutas intracelulares, sin embargo los resultados no están tan claros 
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como los de la molécula ERK. En cualquier caso, aunque estos datos son muy 

prometedores, hay que interpretarlos con mucha precaución, dado que se trata de 

resultados preliminares. 

 En cuanto a la ruta señalizadora de PI3K/Akt, su inhibición provocó un aumento 

leve de la muerte celular a 37ºC en las células L1210 y un aumento mucho mayor en las 

células L1210R, poniendo de manifiesto que las células con el fenotipo MDR inducido 

por exposición al fármaco daunomicina son más dependientes de la ruta de PI3K/Akt 

para su supervivencia en condiciones fisiológicas que las otras dos líneas celulares. 

Probablemente, este hecho se basa en que ante la inhibición de esta ruta, el efecto es 

mayor en las células L1210R donde los niveles basales de caspasa 3 activa son elevados 

y donde el balance de proteínas de la familia Bcl-2 está alterado. 

 

5. Producción de citocinas en células con fenotipo MDR. 

Se conoce poco sobre la producción y secreción de citocinas en tumores con 

fenotipo MDR. De hecho sigue siendo un punto controvertido determinar si los 

transportadores ABC están o no involucrados en la secreción de citocinas pro-

inflamatorias Entre los resultados preliminares presentados en esta tesis, destacó la 

secreción de IL-1α en el sobrenadante de cultivo de las células murinas MDR y no en la 

línea parental, en condiciones de estrés hipotérmico. Este resultado podría ser debido a 

que dicha citocina fuera sustrato de P-gp, ya que las bombas de extrusión de fármacos 

pueden expulsar del interior celular moléculas de pequeño tamaño molecular. Otra 

posibilidad, contemplada por algunos autores es que los transportadores excretaran 

sustratos de relevancia fisiológica que influyeran, de manera secundaria, sobre la 

producción y secreción de ciertas citocinas por parte de las células MDR (van de Ven R 

et al., 2009; Kooij G et al., 2009). 

En cuanto a la producción de citocinas en células murinas tratadas con DNM, 

cabe destacar la drástica disminución en la producción de TNFα intracelular en células 

L1210 y no en células MDR (sobre todo en la línea celular L1210R), en las cuales la 

producción de dicha citocina sigue siendo muy elevada. La disminución de la 

producción de TNF-α está correlacionada con la muerte celular que se produce en la 
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línea parental en presencia de DNM. El significado de este resultado, no está claro 

puesto que hay autores que describen efectos opuestos de TNF-α sobre la expresión de 

P-gp y la quimiorresistencia (Reuter S et al., 2010; Fernandez C et al., 2010; Sukhai M 

et al., 2000). 

 Los resultados presentados en esta tesis abren vías muy prometedoras en la 

profundización de los mecanismos y moléculas que contribuyen a la aparición del 

fenotipo MDR y podrían contribuir, en el futuro, a la identificación de nuevas dianas 

terapéuticas que permitieran el diseño de tratamientos más efectivos para eliminar 

células leucémicas quimiorresistentes.  
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CONCLUSIONES 



 

 

 Las conclusiones de esta tesis son las siguientes: 

 

1. La sensibilidad colateral a estrés hipotérmico es un proceso asociado a la 

adquisición de fenotipo MDR en células leucémicas murinas y humanas. 

2. El mecanismo de muerte celular que se produce en células leucémicas murinas 

como consecuencia de la sensibilidad colateral a estrés hipotérmico consiste en 

un proceso de apoptosis dependiente de caspasas. 

3. La sensibilidad colateral a estrés hipotérmico en células leucémicas murinas con 

fenotipo MDR está asociado con la expresión y funcionalidad de P-gp en dichas 

células. 

4. El proceso de adquisición de fenotipo MDR en células leucémicas murinas y 

humanas va acompañado de cambios drásticos en la expresión de proteínas de la 

familia Bcl-2. Sin embargo, no se ha podido demostrar asociación entre dichas 

proteínas y el proceso de sensibilidad colateral a estrés hipotérmico. 

5. Las vías de señalización intracelulares de ERK1/2 y JNK1/2/3 están implicadas 

en el proceso de sensibilidad colateral a estrés hipotérmico observado en células 

murinas con fenotipo MDR. 

6. La señalización a través de citocinas podría ser un factor importante en la 

respuesta de las células con fenotipo MDR ante distintas situaciones de estrés.  
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