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ABREVIATURAS 
 

4E‐BP: eukaryotic translation initiation 
factor 4E‐binding protein 

8‐OHdG: 8‐hidroxi‐2’‐desoxiguanosina 

8‐oxodG: 8‐oxo‐2’‐desoxiguanosina 

AMP: adenosín monofosfato 

AMPK: 5'‐AMP‐activated protein 
kinase 

APS: persulfato amónico 

ASK1: apoptosis signal‐regulating 
kinase 1 

Atg: autophagy‐related protein 

ATP: adenosín trifosfato 

BAD: Bcl2‐associated agonist of cell 
death 

Bak: Bcl‐2 homologous 
antagonist/killer 

BDNF :brain‐derived neurotrophic 
factor 

BID: BH3‐interacting domain death 
agonist 

BMF: Bcl‐2‐modifying factor 

BMP:bone morphogenetic protein 

bp: pares de bases 

BSA: albúmina sérica bovina 

cAMP: adenosín monofosfato‐3',5' 
cíclico 

Cdk: cyclin‐dependent‐like kinase 

cDNA: DNA complementario 

CMA: chaperone‐mediated autophagy 

CREB: cAMP response‐element binding 
protein 

DARPP: dopamine and cAMP 
regulated neuronal phosphoprotein 

dbcAMP: dibutiril cAMP 

DCFDA: diacetato de 2’,7’‐
diclorofluoresceina 

DEPC: dietilpirocarbonato 

DEPTOR: DEP domain‐containing 
mTOR‐interacting protein 

DMEM: Dulbeco’s Modified Eagle 
Medium 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

dpm: desintegraciones por minuto 

DTT: ditiotreitol 

EDTA: ácido etildiaminotetraacético 

eEF: eukaryotic elongation factor 

eEF‐2K: eukaryotic elongation factor 2 
kinase 

EGTA: ácido tetraacético de 
etilenglicol 

eIF: eukaryotic translation initiation 
factor 

ERK: extracelular signal‐regulated 
kinase 

Fas‐L: Fas Ligand 

FBS: suero bovino fetal 

FGF: fibroblast growth factor 

FoxO: forkhead box protein O 



GAD: glutamate decarboxylase 

GDNF: glial cell line‐derived 
neurotrophic factor 

GDP: guanosín difosfato 

GFP: green fluorescent protein 

GSK3β: glycogen synthase kinase‐3 
beta 

GTP: guanosín trifosfato 

HDAC4: histone deacetylase 4 

HEPES: Ácido 4‐(2‐Hidroxietil)‐1‐
piperazinaetanosulfónico 

HIF: hypoxia‐inducible factor 

HNE: 4‐hidroxi‐2‐nonenal 

Hsc70: heat shock 70 kDa protein 8 

HuR: Hu‐antigen R 

IGF: insulin‐like growth factor 

IRS‐2: insulin receptor substrate 2 

JNK: c‐Jun N‐terminal kinase 

Kb: kilobase 

LATS: large tumor suppressor homolog 

LB: Luria‐Bertani 

LC3: microtubule‐associated protein 1 
light chain 3 

M‐MuLV: Moloney Murine Leukemia 
Virus 

MAP: microtubule‐associated protein 

MAPK: mitogen‐activated protein 
kinase 

MAPKAP: mitogen‐activated protein 
kinase 2‐associated protein  

MEF2: myocyte enhanced factor 

MLC: myosin light chain 

mLST8: mammalian lethal with SEC13 
protein 8 

MRF:myogenic regulatory factors 

Mrf‐4: muscle‐specific regulatory 
factor 4 

mRNA: RNA mensajero 

MST: mammalian STE20‐like protein 
kinase 

mTOR:  mechanistic target of 
rapamycin (serine/threonine kinase) 

mTORC1: mTOR complex1 

mTORC2: mTOR complex 2 

MTT: bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐
2‐ilo)‐2,5‐difeniltetrazol 

MuRF1: muscle‐specific RING finger 
protein 1 

MyBP‐C: myosin‐binding protein C 

Myf: myogenic factor 

MyHC: myosin heavy chain 

MyoD: myoblast determination 
protein 

NADPH: nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato 

Notch: neurogenic locus notch 
homolog protein 

NT: neurotrophin 

Nurr1/NR4A2: nuclear receptor 
subfamily 4 group A member 2 

p62: sequestosome 1 

Pax: paired box protein 

PBS: tampón fosfato salino 

PCR: polymerase chain reaction 

PDCD4: programmed cell death 
protein 4 



PEG: polietilenglicol 

PHB: prohibitin 

PI3K: phosphatidylinositol 4,5‐
bisphosphate 3‐kinase 

Pitx: pituitary homeobox 

PKA: protein kinase A 

PKB/Akt: RAC‐alphaserine/threonine‐
protein kinase 

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PRAS40: 40 kDa Pro‐rich Akt substrate 

PROTOR 1/2: proline‐rich protein 5 

PTEN: phosphatase and tensin 
homolog 

PVDF: fluoruro de polivinilideno 

qPCR: quantitative polymerase chain 
reaction 

Rag: Ras‐related GTP‐binding protein 

RAPTOR: regulatory‐associated 
protein of mTOR 

rDNA: DNA ribosomal 

REDD1: protein regulated in 
development and DNA damage 
response 1 

Rheb: Ras homolog enriched in brain 

RICTOR: rapamycin‐insensitive 
companion of mTOR 

RNA: ácido ribonucléico 

ROS: especies reactivas de oxígeno 

S6K:  ribosomal protein S6 kinase 

SDS: dodecil sulfato sódico 

SHH: Sonic hedgehog protein 

SL1: promotor selectivity factor 

SQSTM1: sequestosome‐1 

TBS: tampón Tris salino 

TCA: ácido tricloroacético 

TE: Tampón Tris EDTA 

TEMED: tetrametiletilendiamina 

TGS: tampón Tris glicina SDS 

TH: tyrosine hydroxylase 

TNE: tampón Tris salino EDTA 

TNFα: tumor necrosis factor α 

TRAF: tumor necrosis factor receptor‐
associated factor 

Trx: thioredoxin 

TSC: tuberous sclerosis complex 

UBF: upstream binding factor 

UCH‐L1: ubiquitin carboxyl terminal 
hydrolase L1 

VGluT: vesicular glutamate 
transporter 

VMAT:vesicular monoamine 
transporter 

YAP: yes‐associated protein 
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1 RESUMEN 
En  esta  Tesis  Doctoral  se  ha  estudiado  el  efecto  del  tungstato  sódico,  un 

compuesto  que  se  ha  descrito  como  un  agente  antidiabético  oral  en  diferentes 
modelos  animales  de  diabetes  (Barbera  et  al.,  1997;  Barbera  et  al.,  1994).  Su 
principal característica es  la capacidad de activar  la ruta de señalización de Ras‐Raf‐
MAPK/ERK en líneas celulares procedentes de diversos órganos y tejidos (Dominguez 
et al., 2003). Haciendo uso de esta propiedad hemos estudiado su efecto protector 
en dos patologías: atrofia muscular y neurodegeneración.   

La  atrofia  muscular  se  produce  por  una  disminución  en  la  síntesis  de 
proteínas  conjuntamente  con  un  aumento  en  su  degradación.  La  degradación  de 
proteínas  en  músculo  esquelético  está  mediada  por  la  actividad  de  dos  rutas 
conservadas: ubiquitina‐proteasoma y autofagia‐lisosomal (Sandri, 2013). 

La  primera  ruta,  responsable  del  recambio  de  la  mayoría  de  proteínas 
musculares  solubles  y  miofibrilares,  se  activa  como  resultado  de  una  expresión 
aumentada de ubiquitina y ligasas de ubiquitina, como atrogin‐1 y MuRF1 (Bodine et 
al., 2001). 

La autofagia es un mecanismo homeostático empleado por  la célula para  la 
degradación y reciclaje de orgánulos y proteínas de vida media larga y su incremento 
produce un desequilibrio en el  recambio proteico a  favor de  la degradación. En  tal 
caso, se produce un incremento en la transcripción de una serie de genes como LC3, 
p62 y Bnip3 (Bonaldo y Sandri, 2013).  

Ambas rutas están moduladas por el factor de transcripción FoxO3 (forkhead 
box O3)  (Sanchez  et  al.,  2014).  FoxO3  normalmente  está  fosforilado  por Akt  y  en 
estado inactivo en el citosol, pero en ausencia de una represión de Akt, se transloca 
al núcleo donde  induce  la expresión de una serie de genes relacionados con  los dos 
sistemas de degradación. 

En cultivos de células musculares de rata L6, el tungstato sódico es capaz de 
promover  la diferenciación de mioblastos a miotubos acelerando  los cambios en  los 
niveles  de  expresión  de  los  factores  de  transcripción  MRF  (myogenic  regulatory 
factor) y MEF2D. Además,  tiene un efector positivo  sobre  la estabilidad de MEF2D 
por inhibición de la sumoilación. 

 Por  otra  parte,  el  tungstato  sódico  induce  la  síntesis  de  proteínas  por  la 
activación de la ruta de señalización Ras‐Raf‐MAPK/ERK y su efecto positivo sobre la 
actividad  de  mTOR,  una  quinasa  de  suma  importancia  en  la  regulación  de  la 
traducción del mRNA y el crecimiento celular. Además, origina una disminución de la 
degradación  de  proteínas  porque  promueve  la  fosforilación  de  FoxO3a,  lo  que 
conduce a su inactivación y a la inhibición de su translocación al núcleo y, por tanto, a 
una  disminución  en  la  actividad  del  promotor  de  ubiquitina  así  como  una menor 
expresión de las ligasas de ubiquitina. 
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Asimismo,  el  tungstato  sódico  reduce  la  formación  de  autofagosomas,  la 
expresión de la forma lipidada de LC3, la degradación de p62 y reduce los niveles de 
mRNA de Bnip3 en células tratadas con dexametasona. 

Estos  resultados  obtenidos  en  cultivos  celulares  apoyan  la  idea  de  que  la 
activación de ERK1/2 disminuye la degradación proteica a través de los dos sistemas 
celulares,  ubiquitina‐proteasoma  y  autofagia‐lisosomal,  por  lo  que  el  tungstato 
sódico  podría  ser  un  agente  útil  en  situaciones  fisiopatológicas  en  las  que  se 
presentase una atrofia muscular. 

Por otro  lado, el desarrollo de neuritas  se  considera  como un  indicador de 
diferenciación  celular  de  neuroblastos  a  neuronas.  Cuando  células  Neuro2a  son 
tratadas con  tungstato sódico durante 48 horas, el porcentaje de neuroblastos que 
desarrollan neuritas es  significativamente mayor que en  las células control. A nivel 
molecular esto se traduce en incrementos en la expresión de la acetilcolinesterasa y 
de  la  colina  O‐acetiltransferasa;  este  último  como  marcador  de  diferenciación  a 
neuronas de tipo colinérgico. La diferenciación inducida se produce a la par que una 
disminución en la proliferación celular. 

En neuronas, el estrés oxidativo desencadena un incremento de la autofagia 
y una  inducción de  la apoptosis  (Buttke  y  Sandstrom, 1994; Chen et al., 2008). En 
células Neuro2a tratadas con peróxido de hidrógeno, el tungstato sódico es capaz de 
normalizar  la  autofagia  y  prevenir  la  apoptosis,  ensayadas mediante microscopía 
confocal  y  citometría  de  flujo.  Adicionalmente,  el  tungstato  sódico  normaliza  el 
metabolismo proteico en células Neuro2a. 

La suma de los efectos positivos del tungstato sódico, tanto en diferenciación 
y generación de neuritas como de protección frente al estrés oxidativo hacen de este 
compuesto un buen candidato para ser un agente neuroprotector. 
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2 INTRODUCCIÓN 
La  búsqueda  y  validación  de  agentes  terapéuticos  está  viviendo  en  la 

actualidad  una  época  dorada.  Las  posibilidades  que  ofrece  la  nueva  Biomedicina, 
conjugando  técnicas  de  Biología Molecular,  Biología  Celular,  Ingeniería Genética  y 
Señalización  Celular,  hacen  que  las  bases moleculares  de  la  acción  de  numerosos 
agentes terapéuticos pueda ser elucidada de una manera inequívoca. 

Las  etapas  que  conducen  a  la  aprobación  de  un  agente  terapéutico  como 
medicamento son  largas y muy costosas,  lo que hace que en definitiva sólo puedan 
ser  abordados por  la  industria  farmacéutica unos pocos de  ellos. No obstante,  las 
etapas iniciales de búsqueda y validación de dianas moleculares para el desarrollo de 
medicamentos y  los primeros pasos de selección de candidatos sí se encuentran al 
alcance de numerosos laboratorios tanto del ámbito académico como del industrial. 
Aquellos candidatos más prometedores tendrán que seducir, es decir, ser licenciados 
a una gran empresa farmacéutica para seguir su desarrollo posterior. A este nivel  la 
competencia es feroz ya que muchos son los llamados y pocos los elegidos. 

Dentro  de  las  áreas  de  interés  de  la  industria  y  el mercado  farmacéutico, 
aquellas enfermedades asociadas con el envejecimiento y deterioro en general de la 
población occidental desarrollada ocupan una posición prioritaria dado el número de 
posibles  pacientes  y  su  poder  adquisitivo.  Así,  patologías  asociadas  al  tándem 
obesidad‐diabetes  tipo  2,  sarcopenia  y  pérdida  de  masa  muscular  asociada  a  la 
enfermedad, envejecimiento o sedentarismo, y neurodegeneración debida al propio 
proceso  de  envejecimiento,  a  patologías  cardiovasculares  o  bien  a  enfermedades 
específicas como Parkinson o Alzheimer son uno de los principales focos de atención 
de la industria farmacéutica en la actualidad. 

Todas estas enfermedades tienen además un condicionante único que es el 
desarrollo de  la patología a muy  largo plazo, decenas de años al menos, por  lo que 
tratamientos  preventivos  e  incluso  el  desarrollo  de  alimentos  funcionales  que 
conduzcan al  retraso de  la aparición de  los  síntomas  son uno de  los objetivos más 
buscados. Además, si alguno de los candidatos tiene un efecto global en el conjunto 
de todas estas patologías ocupará una posición prevalente para su desarrollo ya que 
se trata normalmente de patologías multiasociadas en los pacientes. 

El estudio de las vías intracelulares de señalización (cell signalling) es esencial 
hoy  día  tanto  para  la  búsqueda  de  dianas  moleculares  como  para  el  diseño  de 
agentes terapéuticos. La existencia de anticuerpos comerciales frente a  las quinasas 
clave  de  las  cascadas  de  señalización  en  su  forma  fosforilada  o  no,  así  como  la 
existencia  de  sistemas  de  genes  reporteros  para  cada  uno  de  los  factores  de 
transcripción  implicados en  la  señalización celular ha hecho que haya  revivido este 
campo de investigación en el desarrollo de medicamentos.  

Muchas de  las  rutas de  señalización  intracelular  tienen puntos  comunes, o 
encrucijadas  como  PKB/Akt,  en  los  que  la  activación  de  una  determinada  quinasa 
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hace que puedan modularse  varias  rutas de  señalización. Así, es  frecuente que un 
fármaco que ejerce su acción principal activando una determinada ruta, pueda tener 
acciones  paralelas  mediante  la  activación  de  otras  rutas  de  señalización.  Esto 
conduce  a  encontrar  nuevas  actividades  biológicas  para  un  medicamento  ya 
conocido,  lo  cual  tiene  la  ventaja  adicional  de  que  gran  parte  de  los  estudios  de 
seguridad y toxicidad ya se encuentran realizados. 

El  tungstato  sódico  es  un  compuesto  que  se  ha  descrito  como  un  agente 
hipoglucemiante oral.  Fue  referido  como  tal en  la década de 1990  (Barbera et al., 
1997; Barbera et al., 1994) y a  la vía de administración oral sumaba una baja o nula 
toxicidad  (a  diferencia  de  otros  compuestos  como  los  derivados  del  vanadato)  así 
como  la propiedad muy destacada de no conducir a situaciones de hipoglucemia en 
respuesta  al  tratamiento  (Barbera  et  al.,  2001).  Rápidamente,  se  determinó  la 
capacidad de normalizar el metabolismo hepático de la glucosa (Barbera et al., 1994) 
y nuestro grupo de  investigación demostró su capacidad de favorecer  la entrada de 
glucosa al músculo tanto en modelos in vivo (Giron et al., 2003) como in vitro (Giron 
et al., 2008). Paralelamente, el efecto anti‐obesidad del compuesto  fue establecido 
(Claret et al., 2005). 

Una  de  las  características  más  destacables  del  tungstato  sódico  es  su 
mecanismo  de  acción  independiente  de  la  insulina  y  de  la  vía  de  señalización 
intracelular  dependiente  de  PKB/Akt  (Dominguez  et  al.,  2003).  Esto  lo  hace  un 
compuesto muy  atractivo  en  el  caso  de  la  resistencia  periférica  a  la  acción  de  la 
insulina  ya  que  su  mecanismo  de  actuación  se  basa  fundamentalmente  en  la 
activación de la vía de señalización de MAP quinasas. 

Nuestro grupo de investigación se centró en los efectos del tungstato sódico 
en músculo esquelético y en concreto en la modulación del transporte de glucosa al 
músculo.  Los  resultados que obtuvimos  indicaban un  incremento  en  la membrana 
plasmática  del  transportador  de  glucosa  GLUT4.  Este  incremento  se  debía  a  un 
aumento  de  la  translocación  desde  reservorios  intracelulares,  dependiente  de  la 
fosforilación de MEK  así  como  un  aumento  en  la  cantidad  total  del  transportador 
debido a una activación de factores de transcripción musculo específicos como los de 
la familia de MEF2 (Giron et al., 2008). 

El hecho de que el tungstato sódico sea capaz de modular la actividad de los 
reguladores  transcripcionales MEF2  ha  sido  clave  para  el  desarrollo  de  esta  Tesis 
Doctoral ya que se trata de una familia de  factores de transcripción cuya expresión 
en músculo y cerebro regula procesos de diferenciación y plasticidad. Puesto que el 
tungstato  sódico,  en  su  función  de  facilitar  el  transporte  de  glucosa  en músculo 
ejerce  su acción activando MEF2D,  ¿sería posible que dicho  compuesto  tuviera un 
efecto positivo en diferenciación de músculo   y de neuronas,  los principales  tejidos 
donde  se expresa  la  familia de MEF2? E  incluso, ¿sería posible que  los efectos del 
tungstato sódico  fueran más allá de  la diferenciación y promoviera en estos  tejidos 
otros efectos positivos? En concreto, el aumento de  la síntesis proteica en músculo, 
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un proceso concomitante con la diferenciación muscular y efectos neuroprotectores 
en neuronas, un efecto normalmente asociado al de plasticidad neuronal.  

Todos  estos efectos putativos  serían muy  interesantes  ya que  el  tungstato 
sódico combinaría sus efectos antidiabéticos y antiobesidad con un efecto protector 
frente  a  la  pérdida  de masa muscular.  La  pérdida  de masa muscular  acelerada  o 
sarcopenia se asocia con numerosas patologías de  la edad y entre ellas  la diabetes 
tipo 2 (Tanaka et al., 2015). Así mismo, la diabetes tipo 2 se asocia con un incremento 
del  estrés  oxidativo  en  el  organismo.  Este  estrés  a  nivel  neuronal  conduce  a 
neurodegeneración  a  través  de  los  propios  radicales  libres  o  el  plegamiento 
incorrecto  de  proteínas  oxidadas  (Martinez  et  al.,  2010).  Disponer  de  un  agente 
terapéutico  que  a  través  de  dianas moleculares  específicas  abordase  todas  estas 
patologías asociadas es muy atractivo. 

En  esta  Tesis  Doctoral  se  presentarán  resultados  que  validan  la  hipótesis 
expuesta en el párrafo anterior. El tungstato sódico a través de rutas de señalización 
que  implican a  las MAP quinasas es capaz de promover  la diferenciación muscular y 
neuronal, de normalizar el metabolismo proteico en músculo y tiene la capacidad de 
proteger  frente  al  estrés  oxidativo  en  células  neuronales.  Estos  efectos  están 
mediados por rutas de señalización y dianas moleculares específicas,  lo que soporta 
los efectos descritos para esta molécula. 

Probablemente el tungstato sódico no acabe como un medicamento en una 
oficina  de  farmacia.  E  incluso  es  posible  que  su  acción  a  dosis  terapéuticas  en 
humanos no  sea  lo  suficientemente potente, pero  creemos que  su mecanismo de 
acción único a  través de dianas moleculares propias y  su efecto pleiotrópico  sobre 
patologías concomitantes a la diabetes y el envejecimiento lo hacen un buen modelo 
para, a partir de él, desarrollar  fármacos más potentes que  se dirijan a  las mismas 
dianas moleculares. Esto es lo que creemos que da validez a este trabajo 
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3 ANTECEDENTES 

3.1 Miogénesis  y  recambio  proteico  en  músculo 
esquelético 

El  músculo  esquelético  supone  aproximadamente  un  50%  de  la  masa 
corporal en vertebrados superiores. Además de su evidente función motora, juega un 
papel relevante como reservorio de aminoácidos durante situaciones de ayuno, en el 
control  de  la  respiración  y  en  la  regulación  de  parámetros metabólicos  como  la 
glucemia  (Izumiya  et  al.,  2008).  Por  todo  esto,  es  razonable  pensar  que  la 
conservación de  la masa muscular  es  crucial  para  el mantenimiento de un  estado 
saludable del individuo y garantizar una buena calidad de vida a largo plazo (Seguin y 
Nelson, 2003; Srikanthan y Karlamangla, 2011). Un conocimiento en profundidad de 
las bases moleculares que regulan la masa muscular esquelética permitirá desarrollar 
posibles estrategias  terapéuticas destinadas a prevenir o paliar  su atrofia, o bien a 
promover su desarrollo. 

3.1.1 Miogénesis 

El músculo esquelético es un tejido dinámico con capacidad para recuperarse 
de  un  daño  severo  por  su  capacidad  regenerativa.  Dicha  capacidad  se  debe 
fundamentalmente  a  la  presencia  de  las  denominadas  células  satélite  que  se 
caracterizan  morfológicamente  por  ser  pequeñas,  tener  un  solo  núcleo  y  estar 
situadas entre la lámina basal y la membrana plasmática de los miotubos (Holterman 
y Rudnicki, 2005). A nivel molecular, presentan elevados niveles de las proteínas Pax‐
3 (paired box protein) y Pax‐7. En respuesta a un daño, las células satélite se activan y 
comienzan  a  proliferar  para  acabar  diferenciándose  en  miotubos.  Algunas  no  se 
diferencian quedando como  reservorio para hacer  frente a una  futura  lesión  (Shi y 
Garry, 2006). 

Los mecanismos por los cuales se generan las células que dan lugar al tejido 
muscular en el embrión son diferentes en función de si centramos nuestra atención 
en el tronco,  las extremidades o  la cabeza. En el caso del  individuo adulto,  las rutas 
son  iguales en  todas  las  localizaciones  (Mok  y  Sweetman, 2011). En este apartado 
trataremos sobre lo que ocurre en el tejido del individuo adulto. 

3.1.1.1 Proceso de miogénesis 

El  proceso  de  diferenciación  celular  en músculo  siempre  comienza  con  la 
expresión de  los  llamados MRF  (myogenic  regulatory  factors), un  grupo de  cuatro 
factores de transcripción que tienen en común la presencia de un motivo hélice‐giro‐
hélice  en  su  estructura  y  que  son:  Myf‐5  (myogenic  factor  5),  MyoD  (myoblast 
determination  protein),  Mrf‐4  (muscle‐specific  regulatory  factor  4)  y  myogenin 
(Pownall  et  al.,  2002).  Los  dos  primeros,  Myf‐5  y  MyoD,  parecen  estar  más 
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relacionados con el comienzo del proceso de diferenciación mientras que  los otros 
dos, Mrf‐4 y myogenin, son asociados al fenómeno de terminación y mantenimiento 
de la homeostasis en las fibras recién formadas (Singh y Dilworth, 2013). 

El dominio básico de  los MRF se une al DNA, mientras que el motivo hélice‐
giro‐hélice es necesario para  su dimerización  con  las proteínas de unión a E‐boxes 
que,  como  su propio nombre  indica,  tienen  la  capacidad de unirse a dicho motivo  
genético  (E‐box) presente en  los promotores de numerosos genes que se expresan 
en músculo (Massari y Murre, 2000). 

La actividad de  los MRF es potenciada por su  interacción con  los miembros 
de otra  familia de  factores de  transcripción: MEF2  (myocyte enhanced  factor). Esta 
está constituida por cuatro  isoformas  (A‐D)  (Black y Olson, 1998), pero en músculo 
solo se expresan tres de ellas: MEF2A, C y D (Potthoff y Olson, 2007). La represión de 
su expresión no influye en la viabilidad de las células satélite, pero hace imposible su 
diferenciación (Liu et al., 2014). 

Los MRF y MEF2  inducen mutuamente  la transcripción de  los genes que  los 
codifican y  también  la de diversos genes que codifican para proteínas estructurales 
de músculo  y  otros  factores  de  transcripción  que  propagan  y  amplifican  la  señal 
iniciada por los MRF (Blais et al., 2005; Molkentin y Olson, 1996). 

La  regulación  de  MEF2  es  compleja  y  se  produce  a  distintos  niveles, 
incluyendo splicing alternativo (Zhu et al., 2005), degradación mediada por caspasas 
(Li  et  al.,  2001), modulación  de  la  capacidad  de  unión  a DNA  (Mao  y Wiedmann, 
1999), asociación con reguladores transcripcionales (Chen et al., 2002), translocación 
desde el núcleo al citoplasma (De Angelis et al., 1998) y acetilación (Ma et al., 2005). 

Además, MEF2 está sometido a una regulación por modificaciones covalentes 
como son la fosforilación (Cox et al., 2003; Han y Molkentin, 2000; Kasler et al., 2000; 
Molkentin et al., 1996; Zhu et al., 2005) y la sumoilación (Gregoire y Yang, 2005). 

Centrándonos  en MEF2D,  los  restos  S121  y  S190  son  susceptibles  de  ser 
fosforilados  por  mediación  de  la  proteína  quinasa  A  (PKA)  dando  lugar  a  una 
inhibición de su actividad  (Du et al., 2008). Por otra parte, el resto K439 puede ser 
sumoilado  quedando  la  proteína marcada  para  su  degradación.  Esta  sumoilación 
únicamente se lleva a cabo si previamente se produce la fosforilación del resto S444 
por la acción de Cdk5 (cyclin‐dependent‐like kinase 5) (Gregoire et al., 2006). 

En condiciones fisiológicas, es evidente que no siempre es necesario que  las 
células  satélite  comiencen  a  diferenciarse.  Para  evitar  que MyoD  lleve  a  cabo  su 
acción en estos casos, existen numerosos  factores de  transcripción  (como Sharp‐1, 
Mist, MyoR o Twist) que  compiten para evitar que  se una a  los motivos E‐box del 
DNA. También se pueden unir directamente a MyoD, desplazando a MEF2, para dar 
lugar a dímeros inactivos (Ling et al., 2012). 

Por último, diremos que en el momento en que  se produce un daño en el 
músculo, se liberan diversos factores de crecimiento en el entorno extracelular. Estos 
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factores  pueden  provenir  de  las  fibras  dañadas,  de  los  nuevos  miotubos  en 
formación, de células  implicadas en el proceso de  inflamación (como macrófagos) o 
del  riego  sanguíneo.  En  su  conjunto  juegan  un  papel  importante  en  las  distintas 
etapas de  la regeneración del músculo. Este proceso está comentado en detalle en 
Karalaki et al. (2009). 

3.1.1.2 Regulación de la miogénesis 

Como  acabamos  de  ver,  el  proceso  de  formación  de  nuevas  células 
musculares  está  bajo  el  control  de  varios  factores  de  transcripción  miogénicos. 
Obviamente estos no actúan de forma aislada, sino que forman  la etapa final de un 
complejo  sistema  de  cascadas  de  señalización. A  continuación  explicaremos  cómo 
algunas de estas rutas modulan el proceso de miogénesis. 

‐ Proteína quinasa A 

La  PKA  participa  en multitud  de  procesos  celulares  y  puede  actuar  sobre 
centenares de sustratos. En su forma  inactiva, está constituida por dos subunidades 
catalíticas y dos subunidades reguladoras. Cada una de  las subunidades reguladoras 
puede  unirse  a  AMP  cíclico  (cAMP)  liberándose  del  conjunto  y  activando  las 
subunidades catalíticas (Skalhegg y Tasken, 1997). 

La activación de PKA es necesaria para  la expresión de Pax‐3, MyoD y Myf‐5 
(Chen  et  al.,  2005).  Cuando  PKA  se  encuentra  activa,  fosforila  a  CREB  (cAMP 
response‐element  binding  protein)  que  es  un  factor  de  transcripción  cuya 
fosforilación permite iniciar la transcripción de genes que contienen el elemento CRE, 
dos de los cuales son Pax‐3 y Myf‐5. 

Por otra parte, se conoce que PKA puede inhibir la actividad de Myf‐5, MyoD, 
myogenin y MEF2D (Du et al., 2008; Li et al., 1992; Winter et al., 1993). 

El hecho de que la misma enzima tenga estos dos papeles antagónicos en la 
diferenciación celular puede explicarse por modificaciones en  los niveles de cAMP o 
por cambios en  la  localización de  la enzima según  la etapa de  la diferenciación. En 
relación a  la  localización de  la enzima, diremos que parece esencial  la presencia de 
PKA  en  los  lamellipodia  de  los miotubos  recién  formados  para  su  fusión  (Mukai  y 
Hashimoto, 2008). 

‐ Ruta de PI3K/Akt 

La  principal  vía  de  activación  de  Akt  (RAC‐alpha  serine/threonine‐protein 
kinase)  es  a  través  de  la  insulina  o  IGF  (insulin‐like  growth  factor).  En  cultivos 
celulares se ha comprobado que IGF es un potente estimulador de  la diferenciación 
de mioblastos y de  la hipertrofia  (Tureckova et al., 2001). Estos efectos  también se 
han observado en ensayos realizados con ratones (Coleman et al., 1995). 
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Por otra parte, son numerosos  los estudios, tanto  in vitro como  in vivo, que 
demuestran que es esencial  la activación de Akt para que se pueda  llevar a cabo  la 
diferenciación de los mioblastos en miotubos (Sarker y Lee, 2004). 

En realidad, Akt presenta tres isoformas (Akt1‐3) de las que solo Akt1 y Akt2 
participan en la miogénesis. A su vez, únicamente Akt2 ve incrementada su expresión 
durante el proceso de diferenciación, mientras que Akt1 parece estar implicada en la 
proliferación  (Heron‐Milhavet et al., 2006). Una vez que Akt2  se activa,  fosforila al 
factor de transcripción Pitx2 (Pituitary homeobox 2). Este interacciona con la proteína 
de unión a mRNA HuR (Hu‐antigen R) para estabilizar los niveles de transcripción de 
cyclin D1 manteniendo de este modo el estado proliferativo. Cuando Akt2 fosforila a 
Pitx2, se desestabiliza el complejo con HuR y se produce la degradación del mRNA de 
cyclin D1 propiciando la salida del ciclo celular (Gherzi et al., 2010). Una vez que esto 
ocurre,  se produce la fosforilación e inhibición de los factores de transcripción FoxO 
por parte de Akt dando inicio al proceso de diferenciación (Hribal et al., 2003). 

En mioblastos, la actividad de MyoD y MEF2 está parcialmente reprimida por 
su unión al represor transcripcional PHB2 (prohibitin‐2). Akt2 puede unirse a PHB2 e 
impedir su actuación activándose de este modo la transcripción mediada por MyoD y 
MEF2 (Heron‐Milhavet et al., 2008). 

Para concluir diremos que GSK3β (glycogen synthase kinase‐3 beta) suprime 
la  miogénesis  porque,  en  última  instancia,  impide  la  activación  de  factores  de 
transcripción necesarios para que  se produzca dicho  fenómeno  (van der Velden et 
al., 2008). La fosforilación de GSK3β por parte de Akt revierte esta situación (van der 
Velden et al., 2006). 

‐ Ruta de Ras‐Raf‐MAPK/ERK 

En  principio,  la  fosforilación  y  activación  de  ERK1/2  (extracelular  signal‐
regulated kinase)  inhibe  la diferenciación de  los mioblastos, pero posteriormente es 
requerida para la fusión de los miotubos. Al parecer, el comportamiento de la célula 
va  a  estar  determinado  por  qué  factor  de  crecimiento  es  el  que  origina  la 
estimulación de la actividad de ERK. En este sentido, tanto IGF como FGF (fibroblast 
growth  factor)  activan  a  ERK,  pero  una  vez  que  las  células  en  cultivo  alcanzan  la 
confluencia,  IGF promueve  la diferenciación  (Adi  et al., 2002) mientras que  FGF  la 
impide (Tortorella et al., 2001). Probablemente la diferencia radique en la capacidad 
de  IGF  para  activar  otras  rutas  de  señalización  simultáneamente.  Es  por  tanto 
importante  tener en cuenta el contexto  fisiológico en el que se encuentra  la célula 
para evaluar el papel de la activación de ERK. 

En  el  caso  de  FGF,  la  fosforilación  de  ERK  conduce  a  una  disminución  de 
MEF2 en el núcleo (Winter y Arnold, 2000) y la inhibición de la expresión de diversos 
factores miogénicos como MyoD (Vaidya et al., 1989) 
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‐ Ruta de p38 MAPK  

La  familia  de  las  p38  MAPK  (mitogen‐activated  protein  kinase)  está 
constituida por una serie de isoformas de la proteína p38 (α, β, γ y δ) que participan 
en la diferenciación de diversos tipos celulares; pero en lo que concierne al músculo, 
es p38α la que juega un papel crítico. 

Aunque existen varios mecanismos de activación de p38α  (Bhatnagar et al., 
2010),  el  principal  es  la  formación  de  un  complejo  de  proteínas  de  la membrana 
citoplasmática que secuestra y activa a p38α como respuesta a la interacción célula‐
célula (Kang et al., 2008). 

Una vez activada, p38α promueve la diferenciación celular a distintos niveles: 
favorece la salida del ciclo celular (Perdiguero et al., 2007), disminuye la expresión de 
Pax‐7 (Palacios et al., 2010), fosforila y activa a  los factores de transcripción MEF2C 
(Zetser et al., 1999) y E47 que forma un heterodímero activo con MyoD (Lluis et al., 
2005), e  induce  la expresión de otros genes que participan en  la diferenciación del 
músculo como son Akt (Cabane et al., 2004), caveolin 3 (Galbiati et al., 1999) e IGF2 
(Lovett et al., 2010). 

3.1.2 Síntesis y degradación de proteínas en músculo esquelético 

En última  instancia,  la masa muscular esquelética viene determinada por  lo 
que denominamos recambio proteico, esto es, la diferencia neta entre los índices de 
síntesis y degradación de proteínas (Sandri, 2013). Un incremento de la degradación 
y/o una disminución de  la  síntesis, dará  lugar  a un menor  tamaño del músculo  y, 
como consecuencia, a una pérdida en la fuerza que puede ejercer. Esto es lo que se 
denomina atrofia muscular.  

Por  el  contrario,  si  la  síntesis  de  proteínas  está  incrementada  y/o  la 
degradación disminuida, entonces hablaremos de hipertrofia muscular en cuyo caso 
el  diámetro  de  la  sección  transversal  de  las  fibras  musculares  y  su  volumen 
aumentarán, pero no así su número. 

Ambos  procesos  pueden  verse  alterados  por  diversos  estímulos  como  la 
presencia de determinados nutrientes,  la actividad neuronal, citoquinas, factores de 
crecimiento, hormonas, ejercicio  físico y enfermedades  (cardiacas y  renales, sepsis, 
cáncer, sida…) (Gordon et al., 2013). 

A  continuación  expondremos  cuáles  son  los  principales  procesos  que 
intervienen  en  la  síntesis  y  degradación  de  proteínas  en  músculo  esquelético 
haciendo especial hincapié en los elementos que participan en su regulación.  

3.1.2.1 Síntesis de proteínas en músculo esquelético: mTOR 

A día de hoy, podemos decir con certeza que existe un elemento que  juega 
un  papel  fundamental  en  la  regulación  de  la masa muscular:  la  proteína  quinasa 
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mTOR  (mechanistic  target  of  rapamycin  (serine/threonine  kinase)).  Esta  tiene  una 
importancia vital en la regulación de la traducción del mRNA y el crecimiento celular. 

Estudios  llevados  a  cabo  en  diversos  tejidos  muestran  que  mTOR  se 
encuentra  localizada  en  múltiples  compartimentos  celulares:  dispersa  en  el 
citoplasma y, en presencia de determinados estímulos, en las membranas de diversos 
orgánulos  como  el  retículo  endoplásmico  y  aparato de Golgi  (Drenan  et  al.,  2004; 
Withers  et  al.,  1997);  en  la membrana  externa mitocondrial  (Desai  et  al.,  2002)  e 
incluso en el interior del núcleo (Bachmann et al., 2006). 

En el caso concreto del músculo, una serie de estímulos, como son factores 
de  crecimiento  (insulina  o  IGF‐1),  la  presencia  de  aminoácidos  o  la  activación 
mecánica del músculo, originan  la translocación de mTOR desde el citoplasma a  las 
membranas que conforman el sistema endosomal‐lisosomal (Jacobs et al., 2014). 

En  realidad, mTOR  es  la  subunidad  catalítica  de  dos  complejos  proteicos 
distintos  denominados mTORC1  (mTOR  complex1)  y mTORC2  (mTOR  complex  2). 
Cada  uno  de  estos  complejos  viene  definido  por  una  proteína  que  es  RAPTOR 
(regulatory‐associated protein of mTOR) y RICTOR (rapamycin‐insensitive companion 
of  mTOR)  respectivamente.  Ambas  sirven  de  soporte  para  el  ensamblaje  de  los 
complejos y para la unión de sustratos y elementos reguladores de su actividad (Hara 
et al., 2002; Pearce et al., 2007). 

Tanto  mTORC1  como  mTORC2  presentan  en  su  estructura  a  mLST8 
(mammalian  lethal with  SEC13 protein 8) que es un  regulador positivo  (Kim et al., 
2003)  y  a  DEPTOR  (DEP  domain‐containing  mTOR‐interacting  protein)  que  es  un 
regulador negativo (Peterson et al., 2009). 

Por su parte mTORC1 presenta otro regulador negativo denominado PRAS40 
(40  kDa  Pro‐rich Akt  substrate)  (Vander Haar  et  al.,  2007), mientras  que mTORC2 
incluye  a  PROTOR1/2  (proline‐rich  protein  5)  que  parece  tener  una  función 
estructural  (Pearce et al., 2007) y a MAPKAP1  (mitogen‐activated protein kinase 2‐
associated  protein  1)  que  puede  participar  en  el  transporte  del  complejo  hasta  la 
membrana plasmática (BerchtoldyWalther, 2009). 

Figura 3.1. Diagrama de las proteínas que conforman los complejos mTORC1 y mTORC2. 
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Un  esquema  de  las  distintas  proteínas  que  forman  parte  de  mTORC1  y 
mTORC2 se puede apreciar en la Figura 3.1. 

De aquí en adelante nos centraremos en el papel de mTOR en el contexto del 
complejo mTORC1. 

‐ Sustratos de mTOR 

Dos son las principales proteínas diana que son fosforiladas por mTOR: S6K1 
(ribosomal  protein  S6  kinase)  y  4E‐BP1  (eukaryotic  translation  initiation  factor  4E‐
binding protein 1)  (Weigl, 2012). Ambas están  implicadas  fundamentalmente en  la 
fase de  iniciación de  la  traducción del mRNA y, por  tanto, participan en  la  síntesis 
proteica. Una  completa  revisión del proceso de  traducción  se puede  encontrar  en 
Hershey et al. (2012). 

A continuación, además de estudiar con más detalle cómo actúan S6K1 y 4E‐
BP1  (ver  Figura  3.2),  también  dedicaremos  un  apartado  a  eIF2Bε  (eukaryotic 
translation  initiation  factor 2B  subunit epsilon) que es un elemento activador de  la 
síntesis proteica y cuya expresión parece estar condicionada por mTOR aunque por el 
momento no se conoce en profundidad cómo interactúan estos dos elementos. 

Figura  3.2.  La  fosforilación  de  S6K1  y  4E‐BP1  por  parte  de mTOR  activa  el  inicio  de  la  síntesis  de 
proteínas.  4E‐BP1,  eukaryotic  translation  initiation  factor  4E‐binding  protein  1;  eIF4,  eukaryotic 
translation  initiation  factor; mTOR, mechanistic  target  of  rapamycin;  PDCD4,  programmed  cell  death 
protein 4; S6K1, ribosomal protein S6 kinase. 
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+ S6K1 

No  son  pocos  los  mRNA  que  tienden  a  formar  estructuras  secundarias 
estables  en  la  región  cercana  al  extremo  5’  no  traducido  de  manera  que  se  ve 
disminuida drásticamente  la eficiencia de traducción. Para que el complejo de  inicio 
de la traducción pueda ser reclutado cerca del extremo 5’ del mRNA es necesario que 
dichas  estructuras  secundarias  sean  eliminadas.  Este  proceso  lo  lleva  a  cabo  la 
actividad helicasa que presenta eIF4A (eukaryotic translation  initiation factor A) que 
se ve activada considerablemente cuando se asocia a eIF4B  (Holz et al., 2005). Esta 
interacción  solo  se  produce  cuando  eIF4B  se  encuentra  fosforilada  y  dicha 
fosforilación la lleva a cabo la quinasa S6K1. 

Por otra parte, la proteína PDCD4 (programmed cell death protein 4) se une a 
eIF4A dando  lugar a  su  inhibición. Cuando S6K1  se activa por mediación de mTOR, 
fosforila  a  PDCD4  que  a  continuación  es  degradada  por  el  sistema  ubiquitina‐
proteasoma,  restaurándose  así  la  actividad  helicasa  de  eIF4A  y  el  inicio  de  la 
traducción. Se ha comprobado que la expresión en cultivos celulares de un mutante 
de PDCD4 no fosforilable por S6K1 impide su ubiquitinación y posterior degradación 
dando  lugar a un menor  tamaño celular y un enlentecimiento en  la progresión del 
ciclo celular (Dorrello et al., 2006). 

En cuanto a la etapa de elongación de la traducción, para que esta se lleve a 
cabo es necesario que eEF‐2  (eukaryotic elongation  factor 2) no esté  fosforilada en 
T56. Esta condición solo se produce si la quinasa eEF‐2K (eukaryotic elongation factor 
2 kinase) no está activada. En este sentido, cuando S6K1 fosforila a eEF‐2K en S366 
tiene lugar su inhibición. De esta forma, eEF‐2 se encuentra desfosforilada, por tanto 
activa,  y  puede  ejercer  su  función  en  la  etapa  de  elongación  de  la  síntesis  de 
proteínas (Wang et al., 2001). 

Por último diremos que para que  se produzca un  incremento de  la  síntesis 
proteica  es  necesario  un  aumento  en  el  número  de  ribosomas  disponibles.  La 
biogénesis  de  ribosomas  se  inicia  con  la  activación  del  factor  de  transcripción  de 
rDNA  UBF  (upstream  binding  factor)  que  se  unirá  al  factor  de  transcripción  SL‐1 
(promotor  selectivity  factor). Para que dicha asociación  tenga  lugar, es necesaria  la 
fosforilación  por  parte  de  S6K1  de  diversos  restos  del  extremo  carboxilo  de  UBF 
(aminoácidos 675 a 765)  (Hannan et al., 2003). Además,  la actividad de un elevado 
porcentaje de  las proteínas participantes en el proceso de biogénesis de ribosomas 
está bajo el control de S6K1 (Chauvin et al., 2014). 

+ 4E­BP1 

En  el momento  en  que  el mRNA  es  exportado  al  citoplasma,  su  caperuza 
interacciona con el complejo eIF4F, cuya función es facilitar la unión del ribosoma al 
extremo 5’ del mRNA  y que de esta manera  comience  la  traducción  (Sonenberg  y 
Hinnebusch, 2009). De las distintas subunidades que forman el complejo eIF4F, es la 
proteína eIF4E la que interacciona directamente con la caperuza. 
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Cuando 4E‐BP1 se encuentra hipofosforilada secuestra a eIF4E  impidiendo la 
formación  del  complejo  eIF4F  y  por  tanto  el  inicio  de  la  traducción  (Richter  y 
Sonenberg, 2005). Por  su parte, mTOR  fosforila a 4E‐BP1 en diversos  restos dando 
lugar  a  la  disociación  del  complejo  eIF4E/4E‐BP1  revertiendo  la  situación  de 
inhibición (HeesomyDenton, 1999). 

+ eIF2Bε 

Se denomina así a una de  las cinco subunidades de  la proteína eIF2B que, a 
su vez, forma parte del complejo eIF2 que es el encargado de transportar el metionil‐
tRNA iniciador hasta el ribosoma durante la formación del complejo de iniciación 40S 
(Pavitt, 2005). 

Se ha observado que la sobreexpresión de eIF2Bε es suficiente para inducir la 
actividad de eIF2B, mientras que si se produce una represión de la expresión del gen, 
se aprecia una menor  síntesis de proteínas  (Gallagher et al., 2008). También  se ha 
comprobado  que  el  uso  de  rapamicina,  un  inhibidor  de  mTOR,  origina  una 
disminución de la expresión de eIF2Bε (Kubica et al., 2008). Esto pone de manifiesto 
que debe existir cierta relación entre eIF2Bε y mTOR, sin embargo, el mecanismo por 
el  cual  están  vinculadas  las  actividades  de  estas  dos  proteínas  aún  no  ha  sido 
dilucidado. 

‐ Regulación de mTOR 

Vistas las acciones que mTOR lleva a cabo sobre sus sustratos en relación con 
la síntesis de proteínas, nos detendremos ahora a estudiar qué proteínas ejercen su 
acción sobre mTOR y cómo modulan su actividad. 

Se puede decir que mTOR actúa como un elemento integrador de las señales 
provenientes  de  cuatro  importantes  tipos  de  estímulos:  nutrientes,  factores  de 
crecimiento, balance energético y estrés  (Dibble y Manning, 2013). Estos estímulos 
pueden  tener  un  efecto  sinérgico  o  antagónico  sobre mTOR  lo  que  permite  una 
regulación fina de la actividad de la proteína en cada momento. 

+ Nutrientes 

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que se requieren aminoácidos 
ramificados, y más concretamente  leucina, para activar  la señalización de mTOR en 
cultivos  celulares  (Hara et al., 1998).  La  leucina debe encontrarse en el  citoplasma 
para  que  mTOR  se  active.  Esto  es  posible  gracias  a  la  existencia  de  un  sistema 
bidireccional de transportadores de aminoácidos (Nicklin et al., 2009). 
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Como se puede apreciar en la Figura 3.3, el elemento que vincula la presencia 
de leucina en el interior celular con la activación de mTOR  es la familia de proteínas 
Rag  GTPasas  (Ras‐related  GTP‐binding  protein)  (Sancak  et  al.,  2008)  que  son 
heterodímeros unidos a nucleótidos de guanina de manera que se emparejan Rag A o 
Rag B con Rag C o Rag D. Cuando Rag A/B está asociado a GTP, Rag C/D lo está a GDP 
y viceversa. 

Figura 3.3. Los aminoácidos promueven la translocación de mTOR a membranas lisosomales donde es 
activado por mediación de Rheb. AA, aminoácidos; mTOR, mechanistic target of rapamycin; Rag, Ras‐
related GTP‐binding protein; Rheb, Ras homolog enriched in brain. 

En presencia de  leucina se observa  la conformación activa  (Rag A/BGTP; Rag 
C/DGDP)  que  se  puede  unir  a  RAPTOR  promoviendo  la  translocación  de  mTOR  a 
membranas  de  endosomas  y  lisosomas  donde  las  Rag  GTPasas  se  encuentran 
ancladas gracias a un  complejo  formado por  tres pequeñas proteínas  (MP1, p14  y 
p18)  denominado  Ragulator.  Es  en  este momento  cuando mTOR  se  encuentra  en 
disposición de ser activado por Rheb (Ras homolog enriched  in brain) cuya actividad 
está controlada por diversos factores de crecimiento (Jewell et al., 2013). 

Aunque  venimos  hablando  de  aminoácidos,  estudios  recientes  ponen  de 
manifiesto que el efecto atribuido a estos en relación con la síntesis de proteínas en 
músculo puede ser debido a un metabolito de la leucina: el β‐hidroxi‐β‐metilbutirato 
(HMB). Este produce una activación de la ruta de señalización de mTOR en miotubos 
L6 mientras que la leucina no lo consigue. Más aún, cuando las células se transfectan 
con  el  gen  codificante  de  la  α‐cetoisocaproatodioxigenasa,  que  es  la  enzima 
encargada de la conversión de α‐cetoisocaproato (un metabolito intermediario de la 
leucina) en HMB, la adición de leucina al medio de cultivo arroja resultados similares 
a  los  obtenidos  previamente  con  HMB  en  células  no  transfectadas  (Girón  et  al., 
2015). 
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+ Factores de crecimiento 

Hemos  comentado  en  el  apartado  anterior  que,  en  última  instancia,  la 
activación  de mTOR  es  llevada  a  cabo  por  Rheb.  A  su  vez,  esta  es modulada  por 
factores de crecimiento de manera que se activa cuando se encuentra unida a una 
molécula de GTP. En mamíferos, el déficit de Rheb limita drásticamente la activación 
de mTOR aun en presencia de aminoácidos y factores de transcripción (Groenewoud 
et al., 2013). 

La  insulina  o  el  IGF‐1  se  unen  a  su  receptor  y  activan  la  ruta  de  PI3K 
(Phosphatidylinositol  4,5‐bisphosphate  3‐kinase)  que  conduce  a  la  fosforilación  y 
activación de PKB/Akt (Rommel et al., 2001). A su vez, Akt fosforila a TSC2 (tuberin) 
que  junto  a  TSC1  (hamartin)  forman  el  complejo  TSC  (tuberous  sclerosis  complex) 
(Inoki et al., 2002). TSC desfosforilada  tiene actividad GTPasa sobre Rheb de  forma 
que queda unida a GDP y, por tanto,  inactiva. De este modo queda  interrumpida  la 
señalización a través de mTOR (Inoki et al., 2003). Como hemos dicho anteriormente, 
Akt tiene como sustrato a TSC2 que al fosforilarse hace que TSC pierda su actividad 
GTPasa sobre Rheb de manera que queda en disposición de activar a mTOR. 

Por  otra  parte,  Akt  también  tiene  como  sustrato  a  PRAS40  (regulador 
negativo  del  complejo mTORC1)  lo  que  da  lugar  a  su  unión  a  proteínas  14‐3‐3  e 
impide que inhiba a mTOR (Vander Haar et al., 2007). 

Otros  factores de  crecimiento actúan a  través del eje de quinasas Ras‐Raf‐
MAPK/ERK. El último de sus elementos, ERK1/2 también tiene como sustrato a TSC2 
que  se  inactiva  al  fosforilarse  (Ma  et  al.,  2007).  El  resto  del  proceso  es  igual  al 
descrito  en  el  caso  de  la  fosforilación  a  través  de  Akt,  aunque  los  sitios  de 
fosforilación de estas quinasas en TSC2 son distintos. 

La actuación de  todos estos  factores de  crecimiento queda  resumida en  la 
Figura 3.4. 

+ Balance energético y estrés 

El uso de  inhibidores químicos de  la glucolisis  y de  la  función mitocondrial 
originan  una  disminución  de  la  actividad  de  mTOR  en  la  célula  poniendo  de 
manifiesto  que  es  sensible  al  balance  energético  (Dennis  et  al.,  2001).  Esto  es 
realmente  relevante  ya  que  mTOR  activa  procesos  celulares  que  conllevan  un 
importante gasto de energía que no podrían ser soportados por células con un déficit 
energético. 

En definitiva,  la  relación AMP:ATP pudiera  ser  responsable de  la  regulación 
de mTOR. Si tomamos como ejemplo un tejido que está sometido a una restricción 
de  nutrientes,  los  niveles  de  ATP  disminuyen  rápidamente  y  la  relación  AMP:ATP 
aumenta.  Esta  situación  es  detectada  por  la  proteína  AMPK  (5'‐AMP‐activated 
protein kinase) que fosforila a TSC2 permitiendo la formación del complejo TSC que a 
su  vez  ejerce  su  acción  GTPasa  sobre  Rheb  impidiendo  su  acción  y,  por  tanto, 
disminuyendo  la  señalización  a  través  de mTOR  (Xu  et  al.,  2012).  Por  otra  parte, 
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AMPK también inhibe a mTORC1 por fosforilación de RAPTOR provocando su unión a 
proteínas 14‐3‐3 (Gwinn et al., 2008). 

Figura 3.4 mTOR es activado a través de las rutas de señalización de PI3K/Akt y Ras‐Raf‐MAPK/ERK. ℗ 
indica  fosforilación  activadora  y  ℗  con  fondo  sombreado  fosforilación  inhibidora.  Akt,  RAC‐alpha 
serine/threonine‐protein  kinase;  ERK,  extracelular  signal‐regulated  kinase;  IRS,  insulin  receptor 
substrate;  MEK,  MAPK/ERK  kinase;  mTOR,  mechanistic  target  of  rapamycin;  PDK,  phosphoinositide 
dependent protein kinase; PI3K, phosphatidylinositol 4,5‐bisphosphate 3‐kinase; Rheb, Ras homologen 
riched in brain; TSC1/2, tuberous sclerosis complex 1/2. 

Además,  existen diversos  agentes  estresantes que  afectan  a  los niveles de 
ATP.  Si  nos  centramos  en  el  caso  de  la  hipoxia,  la  respiración mitocondrial  se  ve 
afectada, disminuyen  los niveles de ATP y se desencadenan  los efectos comentados 
anteriormente.  Además,  la  hipoxia  puede  inhibir  a  mTOR  por  un  mecanismo 
independiente de AMPK y es que por mediación de HIF (hypoxia‐inducible factor) se 
induce  la expresión de REDD1  (protein  regulated  in development and DNA damage 
response 1) que promueve la formación del complejo TSC que a su vez inhibe a mTOR 
(Brugarolas et al., 2004). 

Por último hablaremos  sobre el daño en el DNA.  La proteína p53  activa  la 
transcripción  de  los  genes  que  codifican  para  Sestrin‐1  y  Sestrin‐2  y  que  pueden 
activar a AMPK (Budanov y Karin, 2008). 

En  la  Figura  3.5  se  esquematiza  cómo  el  déficit  energético,  situaciones  de 
hipoxia y el daño en el DNA conducen a la inhibición de mTOR. 
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Figura  3.5.  Regulación  de  la  actividad  de  mTOR  mediada  por  el  balance  energético  celular  y 
situaciones  de  estrés.  ℗  indica  fosforilación  activadora  y  ℗  con  fondo  sombreado,    fosforilación 
inhibidora.  AMPK,  AMP  dependent  protein  kinase;  HIF,  hipoxia  inducible  factor; mTOR, mechanistic 
target of rapamycin; REDD1, protein regulated in development and DNA damage response 1; Rheb, Ras 
homolog enriched in brain; TSC1/2,tuberous sclerosis complex 1/2. 

+ Estímulos “no clásicos” de la ruta de mTOR 

Hasta ahora podríamos decir que hemos hablado de los estímulos “clásicos” 
de  la regulación de mTOR sobre  los cuales existe una amplia base bibliográfica. Sin 
embargo,  recientemente  se  ha  puesto  de manifiesto  otra  serie  de  estímulos  que 
podríamos denominar “no clásicos”. Estos actúan a través de las vías de señalización 
de Hippo y Wnt y están representados de forma esquemática en la Figura 3.6. 

• Hippo. 

Esta  ruta  de  señalización  participa  en  la  determinación  del  tamaño  de  los 
órganos al  limitar el número de  células que  forman parte del mismo  inhibiendo  la 
proliferación  y activando  la apoptosis  (Zhao et al., 2011). Así pues,  se puede decir 
que modula procesos celulares similares a los de mTOR pero en sentido contrario. 

Si  se  produce  la  inhibición  de  la  quinasa  LATS  (large  tumor  suppressor 
homolog),  la  proteína  YAP  (yes‐associated  protein)  queda  hipofosforilada  y  puede 
dirigirse al núcleo donde promueve  la transcripción del microRNA miRNA‐29 el cual 
inhibe la traducción del mRNA de PTEN (phosphatase and tensin homolog) que es un 
inhibidor de la señalización a través de PKB/Akt (Tumaneng et al., 2012). En resumen, 
si se bloquea la señalización de la ruta Hippo, se impide la síntesis de un inhibidor de 
Akt y por tanto esta puede desempeñar su función en la activación de mTOR. 

• Wnt 

La ruta de señalización de Wnt está  implicada en  la activación de genes que 
participan en  la proliferación, diferenciación, polaridad y migración  celular  (Niehrs, 
2012). 
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Figura  3.6.  Las  rutas  de  señalización  Wnt  e  Hippo  modulan  la  actividad  de  mTOR.  Las  flechas 
discontinuas  indican movimientos  entre  distintas  localizaciones  intracelulares.  ℗  indica  fosforilación 
activadora y ℗ con  fondo sombreado  fosforilación  inhibidora. Akt, RAC‐alpha serine/threonine‐protein 
kinase; GPCR, G protein‐coupled  receptor; GSK3β, glycogen  synthase kinase‐3 beta; LATS,  large  tumor 
suppressor  homolog;  MST,  mammalian  STE20‐like  protein  kinase;  mTOR,  mechanistic  target  of 
rapamycin;  PTEN,  phosphatase  and  tensin  homolog;  Rheb,  Ras  homolog  enriched  in  brain;  TSC1/2, 
tuberous sclerosis complex 1/2; YAP, yes‐associated protein. 

En  lo  que  concierne  a mTOR,  la  unión  de Wnt  al  receptor  de membrana  
Frizzled da  lugar a  la fosforilación e  inactivación de GSK3β. Puesto que GSK3β en su 
estado desfosforilado  tiene un  efecto  inhibidor de mTOR por  su  actividad quinasa 
sobre TSC2 que permite la formación del complejo TSC, la fosforilación de GSK3β da 
lugar  finalmente  al  efecto  contrario,  esto  es,  la  activación  de mTOR  (Inoki  et  al., 
2006). 

3.1.2.2 Degradación de proteínas en músculo esquelético 

El sistema ubiquitina‐proteasoma y el sistema autofagia‐lisosoma constituyen 
las dos vías más  importantes  implicadas en  la degradación de proteínas en músculo 
esquelético  (Sandri, 2013). En condiciones  fisiológicas, estas maquinarias  tienen un 
papel esencial en el mantenimiento de  la homeostasis al procurar el equilibrio del 
recambio  proteico.  Los  problemas  aparecen  cuando  por  diversas  razones, 
generalmente patológicas,  se produce un  incremento en  su actividad que no  se ve 
contrarrestado por los mecanismos de síntesis de proteínas descritos anteriormente. 
En este caso, se origina un desequilibrio en el recambio proteico y aparece la atrofia 
muscular en sus distintos grados. 
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En las siguientes páginas estudiaremos el funcionamiento de ambos sistemas 
de  degradación  y  su  regulación,  principalmente  a  través  de  los  factores  de 
transcripción FoxO. 

‐ El sistema ubiquitina‐proteasoma 

En  este  sistema,  las  proteínas  que  se  van  a  degradar  por  la  actuación  del 
proteasoma 26S son marcadas previamente por la unión covalente de una cadena de 
moléculas de ubiquitina. Las ligasas de ubiquitina, o ligasas E3, se unen a la proteína 
diana y catalizan el movimiento de las moléculas de ubiquitina desde las enzimas E2 
(proteínas  transportadoras  de  ubiquitina)  a  su  sustrato.  Este  es  el  principal  punto 
regulador del proceso ya que las proteínas así marcadas son acopladas al proteasoma 
26S para su degradación (Lilienbaum, 2013), a no ser que la cadena de poliubiquitina 
sea retirada por las llamadas desubiquitinasas (Wing, 2013) (Figura 3.7). 

 

Figura 3.7. Esquema del funcionamiento del sistema ubiquitina‐proteasoma. DUB, desubiquitinasa; E1, 
E2 y E3, ligasas de ubiquitina; Ub, ubiquitina. 

Entre  las  múltiples  ligasas  E3  existentes,  son  dos  las  que  presentan  una 
mayor expresión  cuando  se produce atrofia muscular: Atrogin‐1  y MuRF1  (muscle‐
specific RING finger protein 1) (Bodine et al., 2001). Los genes que codifican para este 
tipo  de  proteínas  relacionadas  con  la  atrofia  muscular  son  denominados 
genéricamente en inglés atrogenes. 

Atrogin‐1 cataliza la degradación del factor de transcripción miogénico MyoD  
y  del  factor  de  inicio  de  la  traducción  eIF3f  (Lagirand‐Cantaloube  et  al.,  2008; 
Tintignac et al., 2005). El resultado de su acción es una inhibición de los procesos de 
transcripción y traducción de determinados genes en músculo y  la  imposibilidad de 
reponer las proteínas degradadas. Aunque este es su efecto principal, también se ha 
observado que atrogin‐1 tiene como sustrato proteínas sarcoméricas, enzimas, otros 
factores de transcripción y elementos del espliceosoma (Lokireddy et al., 2012). 
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Por  otra  parte,  MLC1/2  (myosin  light  chain)  y  MyBP‐C  (myosin‐binding 
protein  C)  se  encuentran  en  los  filamentos  gruesos  de  las miofibrillas musculares. 
Estas  proteínas  tienen  una  función  estabilizadora  de  la  estructura  del músculo  y 
pueden  ser  marcadas  con  moléculas  de  ubiquitina  por  MuRF1  y  degradadas  a 
continuación.  Si  esta  situación  se mantiene  en  el  tiempo,  las miofibrillas  pierden 
progresivamente  su  estructura  y MuRF1 puede  ubiquitinar  a MyHC  (myosin  heavy 
chain)(Cohen et al., 2009). 

‐ El sistema autofagia‐lisosoma 

La autofagia participa en la renovación de los orgánulos y el recambio de las 
proteínas de vida media larga, así como en la eliminación de componentes dañados y 
la degradación de material celular para proporcionar una fuente de energía durante 
periodos  de  ayuno  y  estrés  (Klionsky  y  Codogno,  2013).  Fallos  en  este  sistema 
pueden llevar a situaciones de atrofia muscular. 

Existen  tres  tipos  de  autofagia:  microautofagia,  autofagia  mediada  por 
chaperonas  y macroautofagia.  La mayoría de  la  información que  se posee de este 
proceso  en  músculo  en  relación  a  la  degradación  de  proteínas  se  refiere  a 
macroautofagia.  Para  simplificar,  de  ahora  en  adelante  cuando  hablemos  de 
autofagia nos estaremos refiriendo a este último tipo. 

Este proceso comienza con la prolongación de membranas especializadas del 
retículo endoplásmico (fagoforo) que envuelven parte del citoplasma y orgánulos. Al 
entrar  en  contacto  sus  extremos  y  fusionarse,  forman  una  vesícula  de  doble 
membrana  llamada  autofagosoma.  La  membrana  externa  del  autofagosoma  se 
fusiona  con  el  lisosoma  originando  el  denominado  autolisosoma  y  los materiales 
incluidos  en  el  interior  de  aquel  son  degradados  por  hidrolasas  lisosomales 
(Mizushima, 2011) (Figura 3.8). 

El  fenómeno  que  acabamos  de  describir  es  realmente  complejo  a  nivel 
molecular y en él participan numerosas proteínas  (Atg proteins) de entre  las cuales 
destacaremos  Atg8  (autophagy‐related  protein  8)  de  levaduras  y  su  homólogo  de 
mamíferos  LC3  (microtubule‐associated  protein  1  light  chain  3)  que  está  presente 
tanto en el fagoforo como en el autofagosoma, lo que permite hacer un seguimiento 
del proceso de autofagia en el tiempo. 

LC3 tiene  la capacidad de reclutar una serie de proteínas adaptadoras entre 
las que destaca p62/SQSTM1  (sequestosome 1) que es degradada específicamente 
por autofagia y actúa como  receptor de carga de  sustratos ubiquitinados de modo 
que  estos  también  son  degradados  por  autofagia  de  forma  selectiva  (Johansen  y 
Lamark, 2011). 
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Figura 3.8. Esquema del proceso de autofagia. 

Una completa revisión sobre el papel de las proteínas Atg se puede encontrar 
en Mizushima et al. (2011). 

‐ Los  factores  de  transcripción  FoxO  regulan  la  degradación  de 
proteínas 

La  familia de  factores de  transcripción  FoxO activa de  forma  coordinada  la 
degradación de proteínas tanto a través del proteasoma como por autofagia (Zhao et 
al.,  2007). De  hecho,  parece  ser  que    su  participación  es  imprescindible  para  que 
estas vías funcionen. 

Por un  lado, FoxO1 y 3 son necesarios para  la transcripción de  los genes de 
las  ligasas E3 atrogin‐1 y MuRF1 del sistema ubiquitina‐proteasoma  (Mammucari et 
al., 2007; Waddell et al., 2008). Por otro  lado, FoxO3  incrementa  la transcripción de 
numerosos  genes  relacionados  con  la  autofagia  entre  los que  se  encuentra  el  gen 
codificante para LC3 (Zhao et al., 2008). 

Para concluir, diremos que existen diversos elementos que participan en  la 
regulación de la síntesis de proteínas y que también tienen un papel relevante en la 
degradación. De entre ellos queremos destacar dos: Akt y AMPK (ver Figura 3.9). 

Como  ya  dijimos  en  su momento,  Akt  fosforila  y  activa mTOR  que  es  el 
principal elemento regulador de las rutas de síntesis de proteínas; pero además, Akt 
puede  fosforilar a FoxO dando  lugar a su  inhibición ya que  la  fosforilación de FoxO 
provoca su exclusión del núcleo y su retención en el citoplasma por proteínas 14‐3‐3 
(Brunet et al., 1999). De esta manera FoxO no puede  llevar a  cabo  su papel  como 
factor de transcripción. 
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Por  su  parte, AMPK  que  ya  vimos  que  inhibía  la  síntesis  de  proteínas  por 
activación del complejo TSC, también fosforila a FoxO dando lugar en esta ocasión a 
su  activación  (Greer  et  al.,  2007)  y  desencadenando  todos  los  procesos  descritos 
anteriormente que favorecen la degradación de proteínas. 

Figura  3.9.  FoxO  activa  la  transcripción de  genes  implicados en  la degradación de proteínas. Akt  y 
AMPK pueden fosforilar a  los mismos sustratos (mTOR y FoxO), pero sus efectos son antagónicos. Las 
flechas  discontinues  indicant  movimientos  intracelulares.  Akt,  RAC‐alpha  serine/threonine‐
protein  kinase;  AMPK,  AMP  dependent  protein  kinase;  FoxO,  forkhead  box  protein O;  IRS, 
insulin  receptor  substrate; mTOR, mechanistic  target of  rapamycin; PI3K, phosphatidylinositol 
4,5‐bisphosphate 3‐kinase. 
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3.2 Neurogénesis  y neuroprotección 

3.2.1 Neurogénesis 

Hasta  finales  del  siglo  pasado,  la  idea  de  que  el  sistema  nervioso  central 
carecía  de  la  capacidad  para  la  formación  de  nuevas  células  nerviosas  era 
mayoritariamente aceptada por  la comunidad científica. En este sentido se pensaba 
que  la  especialización  extrema  de  las  funciones  cerebrales  en  mamíferos  era 
incompatible con  la generación de nuevas neuronas en el cerebro adulto. A día de 
hoy,  sin  embargo,  se  conoce  que  sí  existe  una  producción,  aunque  limitada,  de 
nuevas  neuronas  en  el  sistema  nervioso  central  de  vertebrados  superiores.  Este 
fenómeno se denomina neurogénesis (Gage y Temple, 2013). 

Los  primeros  experimentos  que  pusieron  de manifiesto  la  existencia  de  la 
neurogénesis fueron realizados por Altman (1962) y en ellos demostraba que células 
del giro dentado del hipocampo podían  incorporar timidina radiactiva, señal de que 
existía una división  celular.  Se puede decir que estos  resultados  fueron  ignorados, 
cuando  no  duramente  criticados,  hasta  la  década  de  los  noventa  cuando  nuevos 
experimentos  pusieron  de  manifiesto  la  existencia  de  células  madre  neuronales 
(Palmer et al., 1995; Palmer et al., 1997; Reynolds y Weiss, 1992). Estas son células 
que  pueden  producir  nuevas  células  madre  o  generar  las  distintas  poblaciones 
celulares del sistema nervioso: neuronas, oligodendrocitos y glía (Colucci‐D'Amato et 
al., 2006). 

En mamíferos, la neurogénesis en adultos se produce fundamentalmente en 
dos  regiones  del  cerebro:  la  zona  subgranular  del  giro  dentado  del  hipocampo 
(Kokoeva et al., 2005) y en la zona subventricular de los ventrículos laterales (Gritti et 
al.,  2002).  En  ambas  localizaciones  se  generan  neuroblastos  precursores  con 
capacidad de diferenciación. Este proceso se  lleva a cabo en el propio giro dentado 
en el primer caso y en el bulbo olfatorio en el segundo tras un proceso de migración 
denominado corriente migratoria rostral. En humanos no se observa la formación de 
nuevas neuronas en el bulbo olfatorio, quizás debido al menor desarrollo de esa zona 
del  cerebro  en  comparación  con  los  animales,  pero  sí  en  otras  regiones  como  el 
cuerpo estriado (Ernst et al., 2014). 

Todos estos procesos de  formación, diferenciación y movilización  tienen un 
alto nivel de regulación y modulación a través de una serie de programas intrínsecos 
y factores extrínsecos. Una completa revisión sobre este tema se puede encontrar en 
Lledo et al. (2006). 
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Por otra parte, se conocen o se han sintetizado una serie de compuestos que, 
adicionados a los medios de cultivo, permiten diferenciar los neuroblastos cultivados 
en el laboratorio en los distintos linajes celulares. De esta manera se pueden obtener 
neuronas de tipo dopaminérgico,  GABAérgico, glutamatérgico, etc. En la Figura 3.10 
se muestra un esquema con  los diversos compuestos que se emplean para  llevar a 
cabo  la  diferenciación  así  como  los marcadores moleculares  de  diferenciación  de 
cada tipo neuronal. 

 Figura 3.10. Los neuroblastos se pueden diferenciar en distintos tipos de neuronas en función de los 
componentes del medio de cultivo. Junto a las flechas se indican los componentes que se adicionan al 
medio en  función del  linaje  celular deseado y  junto a  la  representación de  la neurona  se  indican  los 
distintos marcadores moleculares de diferenciación neuronal. BDNF, brain‐derived neurotrophic factor; 
BMP, bone morphogenetic protein; DARPP, dopamine and  cAMP  regulated neuronal phosphoprotein; 
dbcAMP, dibutyrylcAMP; FGF, fibroblast growth factor; GAD,  glutamate decarboxylase; GDNF, glial cell 
line‐derived neurotrophic  factor;  IGF,  insulin‐like growth  factor; MAP, microtubule‐associated protein; 
Nurr1/NR4A2,  nuclear  receptor  subfamily  4  group  A member  2;  NT,  neurotrophin;  Pax,  paired  box 
protein; SHH, Sonic hedgehog protein; TH, tyrosine hydroxylase;VGluT, vesicular glutamate transporter; 
VMAT, vesicular monoamine transporter. 

   

Neuroblasto

BDNF
FGF‐4/8b
SHH
dbcAMP

BDNF
GDNF
IGF‐I
NT‐4
SHH
Ácido retinoico

BMP‐2/4
FGF‐8b
Ácido retinoico

Neurona
dopaminérgica

Neurona
GABAérgica

Neurona
glutamatérgica

Nurr1/NR4A2
Pax2/6
TH
VMAT2

DARPP‐32
GAD2/65
GAD1/67

MAP2
VGluT‐1/2/3



 
43 

3.2.2 Estrés  oxidativo,  enfermedades  neurodegenerativas  y 
neuroprotección 

El oxígeno es uno de los elementos más abundantes en la Tierra y es esencial 
para la producción de energía por parte de los organismos aerobios. Sin embargo, es 
el uso del oxígeno como último aceptor de electrones en  la cadena respiratoria una 
de  las principales causas por  las que se forman especies reactivas de oxígeno (ROS) 
en  la célula que pueden dañar a estos mismos organismos. Para hacer frente a esta 
toxicidad, los seres aerobios han desarrollado sistemas antioxidantes. 

El estrés oxidativo se presenta cuando hay un desequilibrio entre  las ROS y 
los sistemas antioxidantes en favor de las primeras y está relacionado con la etiología 
de diversas enfermedades neurodegenerativas y el cáncer. 

 Diversos estudios ponen de manifiesto que  las modificaciones  sufridas por 
macromoléculas  como  los  lípidos,  las proteínas  y  el DNA por  la  acción de  las ROS 
contribuyen al desarrollo de estas enfermedades  (Thanan et al., 2015). Además, en 
los últimos  años  también  se ha  comprobado que  el  estrés oxidativo puede  causar 
apoptosis  y  esta,  a  su  vez,  parece  jugar  un  papel  relevante  en  el  desarrollo  de 
enfermedades neurodegenerativas (Radi et al., 2014). 

Figura 3.11. Causas y consecuencias del estrés oxidativo en el organismo. Si la agresión de los agentes 
oxidantes es contrarrestada efectivamente por los agentes antioxidantes, entonces es posible mantener 
la homeostasis. De lo contrario, se produce un daño en macromoléculas que da lugar a una disfunción 
del tejido originando la enfermedad. 
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3.2.2.1 Estrés oxidativo 

‐  Estrés oxidativo y daño en macromoléculas 

+ Lípidos: peroxidación 

La peroxidación lipídica es una compleja reacción de las ROS sobre los ácidos 
grasos poliinsaturados que están conjugados con el glicerol de  los fosfolípidos de  la 
bicapa lipídica de las membranas biológicas. 

 Con  el  ataque  de  un  radical  libre  de  oxígeno  sobre  los  hidrógenos  de  los 
grupos metileno de los ácidos grasos poliinsaturados se inicia una reacción en cadena 
en la que se forman, en primer lugar, intermediarios inestables que pueden llevar a la 
pérdida de  la estabilidad  y de  las propiedades de  la membrana y, posteriormente, 
productos  finales de reacción que pueden  interactuar con otras moléculas y causar 
daños en proteínas y DNA (Reed, 2011). 

Los  productos  finales  de  la  reacción  son  aldehídos  electrofílicos  altamente 
reactivos entre  los que destacan  la acroleína,  su derivado malondialdehído y  sobre 
todo  el  4‐hidroxi‐2‐nonenal  (HNE).  Estos  aldehídos  tienen  la  capacidad  de  unirse 
covalentemente a proteínas formando aductos estables con los residuos de cisteína, 
lisina, e histidina a través de una adición de Michael (Esterbauer et al., 1991). 

El  cerebro,  al  ser  rico  en  ácidos  grasos  poliinsaturados  y  presentar 
concentraciones de oxígeno del orden de milimolar en sus membranas, reúne todos 
los ingredientes necesarios para que se produzca la peroxidación lipídica (Subczynski 
y Hyde, 1983). Varias sustancias antioxidantes  junto a diversas enzimas (ver 3.2.2.4) 
hacen  que  los  productos  de  la  peroxidación  lipídica  disminuyan  significativamente 
(Kuiper et al., 2011; Montine et al., 2003; Subramaniam et al., 1997). 

Cuando  los mecanismos  de  defensa  fallan,  se  produce  un  daño  que,  si  se 
prolonga en el tiempo, se asocia a la aparición de enfermedades neurodegenerativas 
como Alzheimer  (Subbarao et al., 1990), Parkinson  (Dexter et al., 1994), esclerosis 
lateral amiotrófica(Ferrante et al., 1997) y enfermedad de Huntington (Browne et al., 
1999). 

+ Proteínas 

Las modificaciones de proteínas por oxidación pueden ser inducidas de forma 
directa  por  la  reacción  con  las  ROS  o  de  forma  indirecta  por  la  reacción  con 
productos secundarios del estrés oxidativo como HNE (Berlett y Stadtman, 1997). 

Los residuos de cisteína y metionina son particularmente propensos a sufrir 
el  ataque  directo  de  las  ROS  sobre  los  radicales  sulfhidrilopara  originar  radicales 
sulfóxido. 
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Si  el  estrés  oxidativo  es  severo  o  se mantiene  en  el  tiempo,  entonces  se 
originan  proteínas  carboniladas.  Los  mecanismos  por  los  que  se  generan  son 
diversos: 

a) Oxidación  directa  de  las  cadenas  laterales  de  los  restos  de  prolina, 
arginina,  lisina  y  treonina  para  originar  aldehídos  o  cetonas  (Berlett  y 
Stadtman, 1997). 

b) Rotura  oxidativa  de  la  proteína  vía  α‐amidación  u  oxidación  de  las 
cadenas laterales de restos de glutamina (Berlett y Stadtman, 1997). 

c) Reacción con productos generados durante la peroxidación lipídica (HNE, 
malondialdehído, acroleína) por adición de Michael (Sayre et al., 2006). 

d) Reacción  del  grupo  amino  de  los  residuos  de  lisina  con  azúcares 
reducidos  o  por  la  oxidación  de  sus  productos  de  reacción  (glicación) 
(Stadtman y Levine, 2003). 

A modo de apunte diremos que  las proteínas carboniladas se consideran un 
mejor marcador  de  estrés  oxidativo  que  los  productos  de  la  peroxidación  lipídica 
porque son estables y permanecen circulando en sangre durante más tiempo (Pantke 
et al., 1999). 

Las  proteínas  oxidadas  son,  en  definitiva,  proteínas  que  han  sufrido 
modificaciones  en  su  estructura.  Dichas  modificaciones  pueden  dar  lugar  a  una 
alteración  o  pérdida  de  su  función  y,  en  consecuencia,  dañadas  deben  ser 
degradadas. 

Se sabe que el proteasoma es el principal encargado de eliminar las proteínas 
oxidadas  (Breusing  y  Grune,  2008).  Cuando  el  nivel  de  oxidación  es muy  elevado 
tienden  a  formar  agregados  como  resultado  de  la  formación  de  nuevas  uniones 
covalentes,  interacciones  hidrofóbicas  y  puentes  disulfuro.  Estos  agregados  ya  no 
pueden  ser  degradados  por  el  proteasoma  (Grune  et  al.,  2004)  y  en  condiciones 
normales son retirados por  la vía de  la autofagia (Knaevelsrud y Simonsen, 2010). Si 
por alguna razón fisiopatológica esto no es posible, con el paso del tiempo el material 
se acumula en el interior de la célula y da lugar a una inhibición del proteasoma que 
no podrá ejercer su función habitual y degradar otros tipos de proteínas (Keck et al., 
2003).  Los  agregados  iniciales  pueden  seguir  sufriendo  nuevas  oxidaciones  lo  que 
potencia la formación de nuevos agregados de mayor peso molecular e insolubilidad 
(Grune et al., 2004). A todo lo dicho debemos añadir que el proteasoma se inhibe en 
presencia de cantidades elevadas de ROS (Reinheckel et al., 1998). 

+ DNA 

La  exposición  crónica  de  la  célula  al  estrés  oxidativo  puede  dar  lugar  a 
cambios permanentes en el genoma (Cooke et al., 2003). La acumulación de lesiones 
oxidativas del DNA puede  inducir  la mutagénesis,  la pérdida de  la homeostasis y  la 
aparición de enfermedades. 
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Aunque  son numerosos  los  tipos de  lesiones que  se pueden producir en el 
DNA por daño oxidativo (modificaciones en las bases y/o los azúcares, formación de 
aductos, rotura de una o dos hebras), resulta de especial  interés  la modificación de 
bases  y  especialmente  la  formación  de  8‐oxo‐2’‐desoxiguanosina  (8‐oxodG)  por 
interacción de las bases de guanina con radicales hidroxilo (Sedelnikova et al., 2010). 
Dicha  base  modificada  se  encuentra  en  equilibrio  tautomérico  con  8‐hidroxi‐2’‐
desoxiguanosina  (8‐OHdG). En  la  literatura científica ambas nomenclaturas  se usan 
indistintamente para el mismo compuesto (Valavanidis et al., 2009). 

Diversos experimentos han demostrado el potencial mutagénico de8‐OHdG 
por  una  pérdida  de  especificidad  de  apareamiento  de  bases,  la  inserción  de  un 
nucleótido de adenina frente a la lesión y el cambio de nucleótidos GC por TA (Cheng 
et al., 1992; Valavanidis et al., 2009). 

La  determinación  y  el  análisis  de  8‐OHdG  se  puede  realizar  en muestras 
biológicas (orina, tejidos, DNA leucocitario) y constituye un valioso marcador de daño 
por estrés oxidativo (Lin et al., 2004). 

3.2.2.2 Estrés oxidativo y apoptosis 

La  apoptosis  es  un  tipo  de  muerte  celular  regulada  por  una  serie  de 
complejas rutas de señalización. Juega un papel importante en el mantenimiento de  
la  homeostasis  de  los  distintos  tejidos  y  durante  el  desarrollo  embrionario.  Una 
completa  revisión  de  este  proceso  se  puede  encontrar  en  Elmore  (2007).  En  este 
apartado nos centraremos en cómo influyen las ROS sobre la apoptosis. 

‐ ASK1 

Dentro  de  la  compleja  cascada  de  señales  que  regulan  la  apoptosis  se 
encuentra ASK1 (apoptosis signal‐regulating kinase 1), una proteína perteneciente a 
la familia de las MAP3K que se comporta como un sensor redox y puede determinar 
el grado y duración del estrés oxidativo de manera que, si son excesivos, se activarán 
los mecanismos celulares necesarios para desencadenar  la apoptosis (Shiizaki et al., 
2013). 

ASK1  formo  homo‐oligómeros  por  interacción  de  dos monómeros  por  su 
extremo  carboxilo  (Noguchi  et  al.,  2005).  En  condiciones  basales,  se  une  Trx 
(thioredoxin) al extremo amino de ASK1 e  impide su activación (Fujino et al., 2007). 
La proteína Trx presenta dos restos de cisteína próximos entre sí (C32 y C35) que en 
presencia de ROS se oxidan y forman un puente disulfuro. Cuando esto ocurre, Trx se 
separa  de  ASK1  permitiendo  la  interacción  de  los  monómeros  también  por  su 
extremo amino. Este proceso es facilitado por las proteínas TRAF2/6 (tumor necrosis 
factor  receptor‐associated  factor).  En  estas  condiciones  se  produce  la 
autofosforilación  de  ASK1  en  T838    dando  lugar  a  la  forma  activa  de  la  proteína 
(Tobiume et al., 2002). 
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‐ JNK 

En  la  situación  descrita  en  el  apartado  anterior  en  que  se  ha  formado  el 
heterodímero  activo  ASK1,  se  activan  a  su  vez  una  serie  de  MAPK  que  acaban 
fosforilando  a    JNK  (c‐Jun N‐terminal  kinase)  que  tiene  la  capacidad  de  inducir  la 
apoptosis a través de dos mecanismos: 

a) Un  mecanismo  directo  por  modulación  mediante  fosforilación  de  la 
actividad  de  proteínas  antiapoptóticas  como  Bcl2  (Yamamoto  et  al., 
1999) y proapoptóticas como BID (BH3‐interacting domain death agonist) 
(Prakasam et al., 2014), BIM, BAD (Bcl2‐associated agonist of celldeath) y 
BMF (Bcl‐2‐modifying factor) (Lei y Davis, 2003). 
 

b) Un mecanismo  indirecto por translocación de JNK al núcleo y activación 
por fosforilación de c‐Jun para permitir su dimerización con c‐Fos dando 
lugar al factor de transcripción AP‐1 que induce la transcripción de genes 
que  codifican  proteínas  proapoptóticas  como  TNFα  (tumor  necrosis 
factor α), Fas‐L (Fas Ligand) y Bak (Bcl‐2 homologous antagonist/killer). 

3.2.2.3 Enfermedades neurodegenerativas 

‐ Enfermedad de Alzheimer 

La  enfermedad  de  Alzheimer  es  la  enfermedad  neurodegenerativa  más 
común ya que afecta al 1‐2% de la población mayor de sesenta y cinco años y hasta el 
50% de  los sujetos mayores de ochenta y cinco. Además, es  la causa más común de 
demencia (60‐80% de los casos) (Espinet et al., 2015). 

Esta enfermedad se caracteriza por  la degeneración progresiva y masiva de 
neuronas y sinapsis en zonas específicas del cerebro como el hipocampo y la corteza 
que,  en  última  instancia,  dan  lugar  al  deterioro  cognitivo  y  a  la  pérdida  de  la 
memoria. 

A nivel histológico, la enfermedad se caracteriza por la aparición de las placas 
seniles  formadas por  agregados de  péptido  β‐amiloide  y  los ovillos neurofibrilares 
constituidos por proteína tau hiperfosforilada (Metsaars et al., 2003). 

El péptido β‐amiloide favorece la conjugación de HNE con el transportador de 
glutamato  impidiendo  la  retirada del neurotransmisor de  la hendidura  sináptica  lo 
cual tiene un efecto neurotóxico que se relaciona con la aparición de la enfermedad 
de Alzheimer (Lauderback et al., 2001). 

La  proteína  tau  actúa  estabilizando  los  microtúbulos.  Una  vez  que  se 
hiperfosforila ya no puede sostener el ensamblaje de los microtúbulos dando lugar a 
la  desintegración  de  la  estructura  y  finalmente  a  la muerte  celular.  La  acroleína 
parece  jugar un papel  relevante en  la  inactivación de  la proteína  tau  (Kuhla et al., 
2007). 
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Además, se han observado niveles elevados de proteínas carboniladas en las 
cortezas  frontal y parietal así como el hipocampo, pero no en el cerebelo donde  la 
enfermedad de Alzheimer no se manifiesta (Ansari y Scheff, 2010). 

Por  otra  parte,  UCH‐L1  (ubiquitin  carboxyl  terminal  hydrolase  L1)  es  una 
enzima  que  hidroliza  cadenas  de  poliubiquitina  para  generar  monómeros  de 
ubiquitina. En condiciones de estrés oxidativo, UCH‐L1 es modificada por oxidación y 
su  actividad  es  inhibida.  De  este  modo  disminuyen  las  unidades  de  ubiquitina 
disponibles para marcar proteínas que deben ser degradadas por el proteasoma, de 
manera  que  no  se  degradan  y,  en  consecuencia,  se  favorece  la  formación  de 
agregados (Choi et al., 2004). 

Finalmente,  la determinación de 8‐OHdG en el  líquido cefalorraquídeo y en 
los cerebros de sujetos que sufrieron la enfermedad arrojó valores más altos que en 
los correspondientes controles (Lovell et al., 1999; Mecocci et al., 1994). 

‐ Enfermedad de Parkinson 

La enfermedad de Parkinson es  la  segunda enfermedad neurodegenerativa 
más frecuente. Se caracteriza por una disminución en la función motora en forma de 
temblor en reposo, rigidez muscular, acinesia y bradicinesia. 

Esta  enfermedad  se  atribuye  a  la  formación de  agregados de  α‐sinucleína, 
una  proteína  que  participa  en  la  función  mitocondrial  y  en  la  formación  de  las 
vesículas  sinápticas  (Bonini y Giasson, 2005; Chinta et al., 2010). Dichos agregados 
son el principal componente de los cuerpos de Lewy que se localizan principalmente 
en el putamen y la sustancia negra; ambas regiones relacionadas con el movimiento. 
Además,  la dopamina, el principal neurotransmisor  implicado en  la función motora, 
disminuye radicalmente en las neuronas. 

Por  una  parte,  la  acroleína  puede  modificar  la  α‐sinucleína  en  neuronas 
dopaminérgicas originando una disfunción mitocondrial (Shamoto‐Nagai et al., 2007). 
Por otra parte, se ha observado  la formación de aductos de HNE y malondialdehído 
en los cuerpos de Lewy (Dalfo y Ferrer, 2008). También se ha comprobado que HNE 
altera el transporte de dopamina (Morel et al., 1998). 

Además,  se  han  encontrado  niveles  de malondialdehído  hasta  diez  veces 
mayores  en  la  sustancia  negra  de  cerebros  post  mortem  de  pacientes  con 
enfermedad  de  Parkinson  que  en  otras  regiones  del  cerebro  y  en  los 
correspondientes controles (Dexter et al., 1989). 

En  relación a  las proteínas carboniladas, se ha comprobado que sus niveles 
son  superiores en  los cerebros de enfermos de Parkinson que en  los de  individuos 
sanos  (Alam  et  al.,  1997a),  pero  aparecen  en  las  regiones  afectadas  por  la 
enfermedad y también en otras. Puesto que la mayoría de los pacientes son tratados 
con L‐DOPA se ha propuesto que esta contribuye al proceso de carbonilación dado 
que ha mostrado tener propiedades prooxidantes in vitro (Ogata et al., 2005). 
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Lo referido en el apartado anterior a la oxidación de UCH‐L1 y la disminución 
de monómeros de ubiquitina disponibles para el marcaje de proteínas que deben ser 
degradadas  también  es  aplicable  a  la  enfermedad  de  Parkinson  y  la  formación de 
agregados de proteínas. 

Por último, diremos que los niveles de 8‐OHdG en diversas zonas del cerebro 
de  individuos que padecían  la enfermedad  se encontraban elevados  respecto a  los 
sujetos  control,  especialmente  en  la  sustancia  negra  (Alam  et  al.,  1997b).  Otros 
estudios pusieron de manifiesto un  incremento similar en el  líquido cefalorraquídeo 
(Isobe et al., 2010). 

‐ Enfermedad de Huntington 

La enfermedad de Huntington se produce por un número anormalmente alto 
de  repeticiones  de  glutamina  en  la  proteína  huntingtina.  Mientras  que  en  los 
individuos sanos se encuentran entre seis y treinta y una repeticiones,  los enfermos 
cuentan con entre  treinta y seis y ochenta y dos repeticiones. Esta proteína parece 
estar  involucrada en  la  señalización  celular  y el  transporte  vesicular  (Truant  et al., 
2006).  Los  individuos  que  padecen  esta  enfermedad  suelen  presentar  cambios  de 
comportamiento en un principio y más adelante movimientos anormales y demencia 
que empeora lentamente. 

Se  han  observado  incrementos  significativos  de HNE  en  zonas  del  cerebro 
con  inclusiones  de  huntingtina  (Sorolla  et  al.,  2008)  así  como  niveles  elevados  de 
malondialdehído  (Browne  et  al.,  1999).  Por  su  parte,  los  niveles  de  proteínas 
carboniladas  y  de  8‐OHdG  se  encuentran  elevados  en  plasma  (Mitsumoto  et  al., 
2008; Tunez et al., 2011). 

‐ Esclerosis lateral amiotrófica (ELA) 

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa crónica y progresiva en la que 
las  neuronas motoras  van muriendo  dando  lugar  a  debilidad muscular,  atrofia  y 
espasticidad  (Cleveland y Rothstein, 2001). Finalmente, se origina una pérdida total 
de los movimientos voluntarios en un periodo de uno a cinco años. 

Existen  dos  variantes:  hereditaria  y  esporádica.  El  primer  grupo  constituye 
aproximadamente el 10% de los enfermos. De ellos, uno de cada cinco presenta una 
mutación  en  la  secuencia  codificante  de  la  superóxido  dismutasa  que  reduce  su 
capacidad  para  eliminar  radicales  libres  lo  que  favorece  la  peroxidación  lipídica 
(Gurney et al., 1994). 

Sorprendentemente,  los  niveles  de  proteínas  carboniladas  en  plasma  no 
difieren  entre  individuos  con  la  enfermedad  e  individuos  sanos,  pero  sí  se  ha 
encontrado una mayor concentración de 8‐OHdG en orina (Mitsumoto et al., 2008). 
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3.2.2.4 Sistemas de defensa frente al estrés oxidativo 

Como  hemos  podido  ver,  son  numerosos  los  efectos  negativos  del  estrés 
oxidativo  sobre  el  organismo  en  general  y  sobre  el  cerebro  en  particular.  En 
condiciones  fisiológicas,  para  evitar  dichos  efectos  nocivos,  los  seres  vivos  han 
desarrollado diversas estrategias  como  la prevención del daño,  los mecanismos de 
reparación y  los sistemas de defensa antioxidante. Estos últimos están constituidos 
por  una  red  de moléculas,  tanto  de  tipo  enzimático  como  no  enzimático,  que  se 
distribuyen entre el citoplasma y diversos orgánulos (Durackova, 2010). 

En  los  eucariotas,  encontramos  un  primer  grupo  de  enzimas  antioxidantes 
como superóxido dismutasa, catalasa, glutatión reductasa y diversas peroxidasas que 
catalizan una compleja cascada de reacciones que convierten  los radicales  libres de 
oxígeno en moléculas más estables como H2O y O2. 

Existe  un  segundo  grupo  de  enzimas  que  participan  junto  a  determinadas 
sustancias antioxidantes de bajo peso molecular en una serie de reacciones de óxido‐
reducción  cuyo  producto  son  los  cofactores  que  dan  soporte  a  la  actuación  del 
primer grupo de enzimas.  

Por otra parte, encontramos una serie de antioxidantes de tipo no enzimático 
como glutatión, NADPH, vitaminas E y C, tiorredoxina y algunos metales como selenio 
que actúan bloqueando directamente a  los radicales  libres de oxígeno  (Rahal et al., 
2014). 

En conjunto, todas estas moléculas son necesarias para el mantenimiento del 
equilibrio  redox  en  el  interior  de  la  célula  y  evitar  los  efectos  nocivos  del  estrés 
oxidativo (ver Figura 3.11). 
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4 OBJETIVOS 
Las  rutas  de  señalización  Ras‐Raf‐MAPK/ERK  y  PI3K/Akt  participan  en 

importantes procesos  relacionados con el mantenimiento de  la homeostasis en  los 
tejidos  y  la  supervivencia  celular.  En  concreto,  son  numerosos  los  estudios  que 
demuestran que, en músculo esquelético y en cerebro, estas rutas están  implicadas 
en  procesos  de  diferenciación  celular  (miogénesis  y  neurogénesis),  regulación  del 
metabolismo proteico y control de la apoptosis. La alteración de estos procesos está 
asociada  a  enfermedades  que  acaban  dando  lugar  a  sarcopenia  en  el  caso  del 
músculo y trastornos neurodegenerativos en el caso del cerebro. 

Por otra parte, experimentos previos realizados en nuestro  laboratorio, han 
puesto  de  manifiesto  que  el  tungstato  sódico,  un  compuesto  descrito  como 
antidiabético  oral,  tiene  la  capacidad  de  incrementar  los  niveles  de  GLUT4  en 
miotubos L6 de rata a través de un mecanismo asociado a ERK1/2 y MEF2D (Giron et 
al., 2008). 

Tomando  como  punto  de  partida  la  relación  existente  entre  el  tungstato 
sódico,  la  activación  de  ERK1/2  y  la  inducción  de  la  expresión  de  MEF2D,  nos 
planteamos como objetivo general de este trabajo conocer los efectos del tungstato 
sódico  sobre  los  procesos  de  diferenciación  celular,  así  como  evaluar  sus  efectos 
frente a situaciones de estrés que originan alteraciones en el metabolismo proteico e 
inducen la apoptosis. 

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 

1. Analizar el efecto del  tungstato  sódico  sobre  la diferenciación  celular. 
Para  ello  procederemos  a  realizar  cultivos  de  las  líneas  celulares  L6 
(muscular) y Neuro2a (neuronal) y estudiaremos si se producen cambios 
en el proceso de diferenciación al suplementar los medios de cultivo con 
tungstato sódico. 

2. Estudiar el efecto del  tungstato  sódico  sobre el  recambio proteico.  La 
activación de las rutas de ERK1/2 y Akt dan lugar a la activación de mTOR 
que culmina en un incremento de la síntesis de proteínas. Examinaremos 
la  acción  del  tungstato  sódico  sobre  estas  quinasa  en  ausencia  y 
presencia de corticoides que inducen la degradación de proteínas. 

3. Comprobar  el  efecto  del  tungstato  sódico  frente  a  la  inducción  de 
apoptosis por estrés oxidativo.   Puesto que  la quinasa ERK1/2  juega un 
papel  relevante  en  el  control  de  la  apoptosis  mediada  por  estrés 
oxidativo,  analizaremos  el  papel  del  tungstato  sódico  en  este  tipo  de 
muerte celular. 
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5 MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Material 

5.1.1 Instrumentación. 

Para  el  cultivo  y  manipulación  de  bacterias  se  han  usado  los  siguientes 
equipos: 

• Campana de flujo laminar horizontal Micro‐V de Telstar. 
• Incubador Gallenkamp con termostato y agitación orbital. 
 
Por  otra  parte,  para  el  cultivo  y  observación  de  células  eucariotas  se 

emplearon los dispositivos siguientes: 
• Campana de flujo laminar Microflow de MDH. 
• Incubador de CO2 Memmert INC 153. 
• Microscopio óptico invertido Olympus CK2. 
• Microscopio óptico invertido para fluorescencia Olympus CKX41. 
• Unidad de alimentación Olympus U‐RFLT 50 para lámpara de mercurio de 

100 W. 
• Microscopio confocal Leica DMI 6000. 
• Cámara digital refrigerada CCD Olympus XC30. 
 
Para el aislamiento, la purificación y el análisis de ácidos nucleicos se empleó: 
• Cubetas Mini‐Sub para electroforesis horizontal de Bio‐Rad. 
• Transiluminador de luz ultravioleta New Brunswick Scientific. 
• Termociclador Perkin‐Elmer 9700. 
• Sistema MiniOpticon para PCR a tiempo real de Bio‐Rad. 
• Cámara  fotográfica Kodak DC‐120  combinada  con el 1D  Image Analysis 

Software de Kodak. 
 
El análisis de proteínas procedentes de cultivos celulares se llevó a cabo con 

la instrumentación que se detalla a continuación: 
• Cubeta para electroforesis vertical Mini‐PROTEAN Tetra Cell de Bio‐Rad. 
• Dispositivo para  transferencia Trans‐Blot Turbo Transfer System de Bio‐

Rad. 
• Sistema de detección de quimioluminiscencia ChemiDoc‐It 810 Imager de 

UVP. 
 
Otros  dispositivos  empleados  para  la  obtención  de  datos  a  partir  de  los 

experimentos realizados fueron: 
• Luminómetro Sirius L Tube Luminometer de Berthold Detection Systems. 
• Contador multicanal de centelleo líquido LS 6000 de Beckman. 
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• Fluorímetro Shimadzu RF‐5301 PC. 
• Citómetro de flujo BD FACS Calibur de BD Biosciences. 
• Secuenciador de DNA 373 Strecht de Applied Biosystems. 
 
Finalmente, se enumeran otros aparatos de uso general en el laboratorio que 

fueron empleados durante el desarrollo de  los experimentos que se describen más 
adelante: 

• Autoclave Selecta. 
• Estufa con termostato Memmert 500. 
• Baño de agua con termostato Precisterm de Selecta. 
• Termobloque Multiplaces de Selecta. 
• Espectrofotómetro Beckman DU 640. 
• Lector de placas Sunrise de Tecan. 
• pHmetro XS Instruments modelo pH 510. 
• Centrífuga de sobremesa Eppendorf modelo5415 D. 
• Centrífuga de sobremesa refrigerada Eppendorf modelo 5415 R. 
• Centrífuga de sobremesa Heraeus Megafuge 16 R. 
• Centrífuga J2‐21 de Beckman. 
• Ultracentrífuga M7‐80 de Beckman. 
• Centrífuga con bomba de vacío Heraeus Centrivac. 
• Rotador de tubos VWR. 
• Homogeneizador  ultrasónico  UP  100H  de  Hielscher  Ultrasound 

Technology. 
• Balanzas Precisa. 
• Fuente de alimentación PowerPac 300 de Bio‐Rad. 
• Agitador magnético con calefactor Benchmark Scientific H4000‐HSE. 
• Agitador tipo vortex Reax Top de Heidolph. 
• Mesa agitadora Stuart SSM1. 
• Micropipetas Gilson y Eppendorf. 
• Cámara fría a 4 °C y congeladores a ‐20 °C y a ‐80°C. 

5.1.2 Líneas celulares. 

5.1.2.1 Procariotas. 

 
Se  empleó  la  cepa  XL1‐Blue  de  Escherichia  coli  (recA1  endA1  gyrA96  thi‐1 

hsdR17 supE44 relA1 lac[F´ proABlacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]). 
 
Es  una  cepa  de  uso  habitual  en  la  clonación  de  plásmidos  recombinantes. 

Presenta mutaciones en  los  genes  endA1, hsdR  y  recA.  Los dos primeros  codifican 
para endonucleasas y el tercero participa en el fenómeno de recombinación de DNA. 
En su conjunto, garantizan la integridad del plásmido. 
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Por  otra  parte,  incluye  los  genes  lacIq  y  ZΔM15en  el  episoma  F’.  El  gen 

ZΔM15es  una  mutación  del  gen  LacZ  que  hace  que  se  exprese  la  enzima  β‐
galactosidasa  sin  la  subunidad  α. Este enzima es  imprescindible  si  se desea usar el  
sistema de selección por α‐complementación y rastreo por color azul‐blanco de  los 
clones. 

5.1.2.2  Líneas celulares eucariotas. 

‐ L6.C11 (ECACC 92102119) 

Las células L6 son mioblastos de  rata que en  las condiciones apropiadas de 
cultivo  (ver  5.1.3.2),  tienen  la  capacidad  de  fusionarse  para  formar  miotubos 
multinucleados y fibras estriadas (Mandel y Pearson, 1974). 

‐ Neuro2a (ATCC – CCL‐131) 

Son neuroblastomas procedentes de  la cresta neural de ratón que tienen  la 
capacidad de diferenciarse en neuronas en el  transcurso de pocos días cuando son 
cultivadas  en  presencia  de  los  efectores  adecuados  (ver  5.1.3.2)  (Olmsted  et  al., 
1970). 

‐ CHO‐K1 (ATCC – CCL61)  

Se  trata de una  línea  celular epitelial de ovario de hámster muy empleada 
por la facilidad de cultivo y transfección (Puck et al., 1958). 

5.1.3 Material para el cultivo de células 

5.1.3.1 Medios de cultivo para bacterias 

Los  medios  de  cultivo  empleados  para  el  crecimiento  de  bacterias  se 
esterilizaron antes de  su utilización por  calor húmedo a 120  °C y 1 bar de presión 
durante treinta minutos. 

El medio que  se utilizó habitualmente para el  crecimiento de  la cepa   XL1‐
blue   de E. coli  fue el medio Luria Bertani  (LB)  (Sambrook, 1989), cuya composición 
por litro es la siguiente: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro 
sódico.  Para  la  preparación  de  medio  sólido  LB  se  añadió  a  la  mezcla  agar 
bacteriológico  hasta  alcanzar  una  concentración  final  de  1,5%  (p/v).  Los  distintos 
componentes  del  medio  fueron  proporcionados  por  Scharlau  Microbiology  y 
Panreac. 

Además, cuando fue necesario seleccionar bacterias portadoras de genes de 
resistencia  a  antibióticos,  se prepararon  soluciones madre de diversos  antibióticos 
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que posteriormente se adicionaron al medio de cultivo en una proporción 1:1000. La 
ampicilina  (50 mg/mL, Sigma) y  la kanamicina  (25 mg/mL, Sigma) se prepararon en 
agua destilada y  fueron esterilizadas por  filtración; mientras que  la  tetraciclina  (15 
mg/mL,  Amresco)  se  disolvió  en  metanol.  En  todos  los  casos,  las  soluciones  se 
almacenaron a ‐20 °C. 

Por  último,  en  el  proceso  de  preparación  de  células  competentes  (ver 
5.2.1.2), fueron necesarias las soluciones que se detallan a continuación: 

“Medio A”:  Medio LB ......................................... 49 mL 
  20% (p/v) glucosa .......................... 500 µL 
  1M MgSO4 ..................................... 500 µL 
 
“Solución B”:  Se disuelven en Medio  LB  los  siguientes  componentes en  las 

proporciones indicadas: 36% (v/v) glicerol, 12% (p/v) PEG 7500, 12 mM MgSO4. 

5.1.3.2 Medios de cultivo para líneas celulares eucariotas 

Se empleó como medio de cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) 
suplementado  con  100  U/mL  penicilina,  100  µg/mL  estreptomicina,  2  mM  L‐
glutamina  y  10%  (v/v)  de  suero  bovino  fetal.  Todos  estos medios  y  suplementos  
proceden de Sigma. 

 Para  la  diferenciación  de  los mioblastos  L6  en miotubos  se  usó  el mismo 
medio base, pero con una concentración de suero bovino fetal del 2% (v/v). 

En el caso de la diferenciación de las células Neuro2a en neuronas, se redujo 
la concentración de suero bovino fetal al 0,5 % (v/v) y se añadieron los efectores que 
se indican en el apartado correspondiente de “Resultados”. 

Para la transfección de células eucariotas se utilizó DMEM suplementado con 
2mM L‐glutamina y el lípido catiónico Lipofectamine 2000 (Invitrogen). 

El material fungible empleado (placas, pipetas) fue suministrado por Cultek y 
VWR. 

5.1.4 Material para la manipulación de ácidos nucleicos 

5.1.4.1 Plásmidos comerciales 

‐ pJet 1.2/blunt de ThermoScientific 

Se  trata de un vector de clonación  linealizado con  los extremos  romos que 
acepta  insertos desde 6 bp hasta 10 Kb. Los productos de PCR con extremos romos 
obtenidos  con  polimerasas  de  alta  fidelidad  como  la  Pfu  polimerasa  pueden  ser 
ligados  directamente.  Los  fragmentos  de DNA  obtenidos  con  Taq  polimerasa,  que 
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incluyen un nucleótido de adenina extra en el extremo 3’, requieren un tratamiento 
previo para la eliminación de dicho nucleótido. 

El  vector  incluye  la  secuencia  de  un  gen  letal  para  las  bacterias  que  es 
interrumpido  por  la  ligación  del  inserto  de  DNA  en  el  sitio  de  clonación. De  esta 
manera, solo las bacterias con el plásmido recombinante podrán multiplicarse. 

Otro  elemento  de  interés  que  incluye  el  vector  es  la  secuencia  del  gen 
bla(ApR) que codifica para la β‐lactamasa y confiere resistencia a ampicilina. 

Un esquema de la estructura del vector se puede ver en la Figura 5.1. 

Figura 5.1. pJET1.2/blunt. En la figura se pueden apreciar las enzimas de restricción que pueden cortar 
en el sitio múltiple de clonación. 

‐ pEGFP‐N2 de Clontech 

Es  una  de  las  tres  variantes  en  función  de  la  pauta  de  lectura  del  vector 
pEGFP‐N. Estos vectores permiten  la expresión de fragmentos de DNA en células de 
mamífero  fusionados  en  el  extremo  amino  de  la  proteína  fluorescente  verde.  La 
expresión de la proteína está bajo el control de un promotor de citomegalovirus que 
permite su expresión constitutiva en células eucariotas de mamíferos. Además, en el 
extremo  3’  se  incluyen  secuencias  de  poliadenilación  de  SV‐40  que  promueven  el 
adecuado procesamiento del mRNA. Por último, decir que el vector incluye genes de 
resistencia a kanamicina y neomicina (ver Figura 5.2). 
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Figura 5.2. pEGFP‐N2. Se incluyen los enzimas de restricción del sitio múltiple de clonación. 

‐ pGL3‐Basic, pGL3‐Control y pRL‐TK de Promega 

El  vector  reportero  pGL3‐Basic  permite  analizar  de  forma  cuantitativa 
regiones de DNA que potencialmente puedan regular la expresión génica. Este vector 
contiene el sitio múltiple de clonación delante del gen de  la  luciferasa de  luciérnaga 
(Photinus pyralis), de  forma que  la expresión de  la  luciferasa estará regulada por  la 
región promotora clonada en dicho sitio. La familia de vectores pGL3 presenta en 3’ 
secuencias potenciadoras de SV‐40 para  favorecer  la  transcripción de  la  luciferasa, 
mientras que el vector pGL3‐Basic carece de ellas.  

El  vector  pGL3‐Control  se  ha  utilizado  como  control  positivo  de  las 
transfecciones  realizadas. Este vector contiene el gen de  la  luciferasa de  luciérnaga 
precedido del promotor de SV40, lo que proporciona un nivel de expresión elevado. 

Para normalizar  la eficiencia de transfección de  los derivados de pGL3‐basic 
se ha utilizado el vector pRL‐TK. Este vector  codifica para una  luciferasa de Renilla 
(Renilla  reniformis)  bajo  el  control  del  promotor  de  la  timidina  quinasa  del  virus 
Herpes simplex (HSV‐TK). Este promotor produce un elevado nivel de expresión de la 
luciferasa  de  Renilla,  que  se  caracteriza  por  poder  ser  medida  de  una  forma 
independiente  a  la  luciferasa  de  luciérnaga.  Por  tanto,  este  método  permite  la 
utilización de un  sistema dual de ensayo en el que en un mismo  cultivo  celular  se 
determinan las actividades de ambas luciferasas de manera secuencial y permite una 
fácil normalización de los resultados. 
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Figura 5.3. Plásmidos pGL3‐Basic, pGL3‐Control y pRL‐TK. 

‐ pCMV‐BD y pFR‐Luc 

Diseñados  inicialmente para el análisis de  la  interacción de proteínas por el 
sistema de doble híbrido, en nuestro laboratorio se han empleado para el estudio de 
la  actividad  transcripcional  mediada  por  MEF2D  sin  interferencia  del  factor  de 
transcripción silvestre de las células transfectadas. 

pCMV‐BD contienen la secuencia codificante para el dominio de unión a DNA 
del  factor  de  transcripción  de  levaduras GAL4.  Fusionado  a  esta  debe  clonarse  la 
secuencia codificante de la proteína que se desea estudiar. 

Por su parte, pFR‐Luc contiene un promotor sintético con cinco repeticiones 
en  tándem del sitio de unión a GAL4 de  levaduras que controla  la expresión de un 
gen  reportero  (luciferasa de Photinus pyralis). Su expresión dependerá únicamente 
de los niveles de expresión de la proteína quimérica originada a partir de la secuencia 
clonada en pCMV‐BD. 
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Figura 5.4. Plásmidos pCMV‐BD y pFR‐Luc. Junto al mapa de pCMV‐BD se muestra la secuencia del sitio 
múltiple de clonación y junto al de pFR‐Luc se encuentra la secuencia de los elementos de unión GAL4. 

5.1.4.2 Construcciones realizadas en plásmidos de DNA 

A  continuación  se  detallan  las  distintas  construcciones  que  se  han 
transfectado  en  células  eucariotas para  la  realización de  los  experimentos de  esta 
tesis, indicando el nombre, descripción y referencia (Tabla 5.1).   

Tabla 5.1. Construcciones realizadas en plásmidos de DNA 

Nombre  Descripción  Referencia 
pCMV‐GAL MEF2D  Forma silvestre de MEF2D ligado al dominio 

de unión a DNA del  factor de  transcripción 
GAL4  de  levaduras.  Permite  estudiar  la 
actividad  transcripcional mediada  por  este 
factor de transcripción. 

Este laboratorio

pCMV‐GAL MEF2D K439R 
pCMV‐GAL MEF2D S444A 
pCMV‐GAL MEF2D S444D 

Formas mutadas de MEF2D y  fusionadas al 
dominio  de  unión  a  DNA  del  factor  de 
transcripción GAL4  de  levaduras.  Permiten 
estudiar el efecto de la sumoilación sobre la 
actividad  transcripcional  mediada  por 
MEF2D. 

Este laboratorio

pGFP‐LC3 Permite  estudiar  la  formación  de 
autofagosomas  mediante  microscopía  de 
fluorescencia. 

Kabeya  et  al. 
(2000) 
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Nombre  Descripción  Referencia 
pGL3‐mCK1‐3  Permite  estudiar  la  actividad del promotor 

de  creatina  quinasa  y  el  efecto  de 
deleciones realizadas en él (mCK2 y 3). 

Este laboratorio 

FHRE‐Luc  Permite estudiar la actividad transcripcional 
mediada  por  Foxo3a  mediante  genes 
reporteros. 

Brunet  et  al. 
(1999) 

pMEF2x4 Eb1 Luc  Presenta cuatro  copias en  tándem del  sitio 
de  unión  a  MEF2.  Permite  estudiar  la 
actividad  transcripcional  mediada  por  los 
factores de transcripción MEF2. 

Khiem  et  al. 
(2008) 

pMEF2D  Expresa la forma silvestre de MEF2D Este laboratorio 
pMEF2D S121A 
pMEF2D S190A 
pMEF2D S121A/S190A 

Expresa  formas  mutadas  en  los  sitios  de 
fosforilación  para  PKA  de MEF2D.  Permite 
estudiar  actividad  transcripcional  mediada 
por MEF2D regulada por cAMP. 

Este laboratorio 

 

5.1.4.3 Oligonucleótidos. 

En  la  tabla  que  se  muestra  a  continuación  (Tabla  5.2)  se  detallan  los 
oligonucleótidos empleados en los experimentos de PCR a tiempo real. 

Tabla 5.2. Oligonucleótidos empleados en los experimentos de qPCR 

Gen  Especie  Nombre  Sentido  Secuencia 5’       3’ 

Actina  Ratón 
FM1_Actb Sentido GATGTATGAAGGCTTTGGTC 
RM1_Actb Antisentido TGTGCACTTTTATTGGTCTC 

Actina  Rata 
FR1_Actb Sentido AAGACCTCTATGCCAACAC 
RR1_Actb Antisentido TGATCTTCATGGTGCTAGG 

Atrogina‐1  Rata 
FR1_Fbxo32 Sentido TACAACTGAACATCATGCAG 
RR1_Fbxo32 Antisentido GTACATCTTCTTCCAATCCAG 

Bnip3  Rata 
FR1_Bnip3 Sentido CTACTCTCAGCATGAGAAAC 
RR1_Bnip3 Antisentido TCCAATGTAGATCCCCAATC 

Colina O‐acetil 
transferasa 

Ratón 
FM1_Chat Sentido TCCTCTTAAAAGACTCCACC 
RM1_Chat Antisentido GACTTGTCATACCAACGATTC 

Nurr1  Ratón 
FM1_Nurr1 Sentido CTATGGTCACAGAGAGACAC 
RM1_Nurr1 Antisentido CAACAGTTTAGACAGGTAGTTG 

MurF1  Rata 
FR1_Trim63 Sentido GCTTTGAGAACATGGACTAC 
RR1_Trim63 Antisentido TCCTCTTCAGTAAACTCCTC 

Tirosina 
hidroxilasa 

Ratón 
FM1_Th  Sentido ATGGAAATGCTGTTCTCAAC 
FM1_Th  Antisentido GTCTCTAAGTGGTGGATTTTG 
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5.1.4.4 Reactivos 

Los siguientes reactivos fueron proporcionados por la casa comercial Thermo 
Scientific: Pfu polimerasa, Kit de clonación CloneJET PCR Cloning kit, marcadores de 
peso  molecular  100  bp  DNA  Ladder,  endonucleasas  de  restricción,  kit  para  la 
extracción  de  DNA  plasmídico  GeneJET  Plasmid Miniprep  Kit,  RNasa  I,  kit  para  la 
extracción  de  RNA  GeneJET  RNA  Purification  Kit,  kit  de  retrotranscripción  para  la 
obtención de cDNA a partir de mRNA Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT‐
qPCR. 

La mezcla  de  oligonucleótidos,  polimerasa,  SYBR Green  y  tampón  para  las 
qPCR iTaq Universal SYBR Green Supermix procede de Bio‐Rad. 

Otros  productos  y  reactivos  que  se  emplearon  para  el  análisis  de  ácidos 
nucleicos  fueron  los  siguientes:  acetato  potásico,  ácido  acético,  ácido  clorhídrico, 
agarosa, alcohol  isoamílico, bromuro de etidio, cloroformo, cloruro de  litio, cloruro 
sódico, DEPC, EDTA, etanol, fenol, hidróxido sódico, Hoechst 33258,  isopropanol, 2‐
mercaptoetanol, PEG 8000,  SDS,  y  Tris.  Todos  ellos  fueron proporcionados por  las 
siguientes  casas  comerciales:  Invitrogen,  Amresco,  Bio‐Rad,  Fluka,  Lonza,  Merck, 
Panreac, Scharlau y Sigma. 

5.1.5 Material para la manipulación de proteínas 

Para la electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de acrilamida y 
su  tinción  posterior  se  emplearon  los  siguientes  reactivos:  acrilamida,  TEMED, 
persulfato amónico, SDS, Tris (Sigma), ácido clorhídrico (VWR), glicerol (Panreac), β‐
mercaptoetanol  (Merk),  azul  de  bromofenol  (Beckman),  Coomassie  Brillant  Blue 
G‐250  (Fluka),  ácido  acético  (Scharlau),  metanol  (VWR)  y  marcadores  de  peso 
molecular (Thermo Scientific). 

En  la  realización  de  los  Western  Blots  se  utilizaron  membranas  de 
nitrocelulosa  y PVDF  (GE Healthcare), BSA,  luminol,  ácido p‐cumárico, DMSO,  Tris, 
glicina, metanol, NaCl, Tween‐20, H2O2 (Sigma), ácido clorhídrico (VWR), anticuerpos 
anti‐IgG de ratón, conejo y cabra conjugados a peroxidasa (Bio‐Rad), leche desnatada 
en polvo y los anticuerpos que se indican en la Tabla 5.3. 

En los experimentos de síntesis y degradación de proteínas se usó L‐(ring‐3,5‐
3H)‐Tyr (Perkin Elmer), NaOH (Panreac), desoxicolato sódico, ácido tricloroacético, L‐
tirosina, BSA, dexametasona  (Sigma), ácido clorhídrico  (VWR) y  líquido de centelleo 
Ready Safe (Beckman Coulter). 

Para  la determinación de  la actividad promotora a través de  la expresión de 
luciferasas se empleó el  kit Dual Luciferase Assay System (Promega). 

Para la extracción y análisis de proteínas también se utilizaron los siguientes 
reactivos:  Tris,  ácido  clorhídrico,  cloruro  sódico,  Nonidet‐P40,  SDS,  desoxicolato 
sódico, EDTA, PMSF, fluoruro sódico, pirofosfato sódico, ortovanadato sódico, EGTA, 
ácido  okadaico,  aprotinina,  leupeptina,  pepstatina,  cloruro  potásico, HEPES  y DTT. 
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Estos productos procedieron de  las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio‐Rad, 
Fluka, Merck, Panreac, Scharlau y Sigma. 

Tabla 5.3. Anticuerpos utilizados en la elaboración de este trabajo 

Nombre  Casa comercial y referencia
4E‐BP1  Cell Signaling #9452
Acetilcolinesterasa  Santa Cruz Biotechnology sc‐6430
Actina  Developmental Studies Hybridoma Bank JLA20
Akt  Santa Cruz Biotechnology sc‐8312
pAkt (Ser 473)  Santa Cruz Biotechnology sc‐33437
Atrogina‐1  Acris Antibodies AP16900PU‐N
Caspasa‐3  Santa Cruz Biotechnology sc‐718
eIF4E  Signalway Antibody #11233‐1
p‐eIF4E (Ser 209)  Signalway Antibody #21226‐1
ERK1/2  Santa Cruz Biotechnology sc‐292838
p‐ERK1/2  Santa Cruz Biotechnologysc‐16982
FoxO3a  Santa Cruz Biotechnology sc‐11351
p‐FoxO3a (Thr32)  Santa Cruz Biotechnology sc‐12357
Histona H3  Epitomics #1326‐1
HPPD  Santa Cruz Biotechnology sc‐98596
LC3  Nanotools 0231‐100/LC3‐5F10
MEF2  Santa Cruz Biotechnology sc‐313
MEF2C  Santa Cruz Biotechnology sc‐13266
MEF2D  BD Transduction Laboratories 610774
mTOR  Santa Cruz Biotechnology sc‐8319
p‐mTOR  Santa Cruz Biotechnology sc‐101738
MuRF1  Santa Cruz Biotechnology sc‐134397
Myf‐5  Santa Cruz Biotechnology sc‐302 
p62/SQSTM1  Santa Cruz Biotechnology sc‐25575
Pax‐7  Sigma SAB2103961 
S6K1  Cell Signaling #9202
p‐S6K1  Cell Signaling #9205
Tuberina  Santa Cruz Biotechnology sc‐893
p‐Tuberina (Ser664)  Abcam ab133465

 

5.1.6 Aplicaciones informáticas 

El  desarrollo  de  este  trabajo  se  ha  apoyado  en  el  uso  de  las  siguientes 
aplicaciones informáticas: 

• CFX Manager  3.1  (Bio‐Rad)  para  la  gestión  de  los  datos  obtenidos  por 
qPCR. 
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• Chromas  Lite  2.01  (Technelysium)  para  la  lectura  de  los  archivos 
procedentes de la secuenciación de fragmentos de DNA. 

• Endnote X7 (Thomsom Reuters) para la administración de las referencias 
bibliográficas. 

• Kodak  Digital  Science  1D.  Programa  para  el  procesamiento  de  las 
imágenes de electroforesis de ácidos nucleicos obtenidas con  la cámara 
fotográfica Kodak DC‐120. 

• Serial cloner 2.6.1 (Serial Basics) para el análisis de secuencias de ácidos 
nucleicos y proteínas. 

• analySIS  getIT  5.1.  (Olympus  Soft  Imaging  Solutions)  para  la  captura  y 
tratamiento de imágenes de células fluorescentes. 

• LAS AF Lite 2.6.0 
• ImageJ 1.47 (National Institutes of Health, USA) para la cuantificación de 

la intensidad de las bandas de los Western blots y el recuento de neuritas 
en células diferenciadas. 

• GraphPad  Prism  5.03  (GraphPad  Software)  para  la  elaboración  de  las 
gráficas de esta memoria. 
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5.2 Métodos 

5.2.1 Métodos de cultivo y manipulación de bacterias 

5.2.1.1 Preparación de células competentes 

Seguimos el procedimiento descrito por Nishimura et al. (1990). Se parte de 
50 mL de “Medio A” (ver 5.1.3.1), del cual se reserva 1 mL para su uso posterior. Al 
resto se adiciona 0,5 mL de medio LB en el que se había sembrado el día anterior la 
cepa a partir de  la cual se pretenden preparar  las células competentes, en nuestro 
caso XL1‐Blue de E. coli. A continuación se incuba a 37°C con agitación hasta alcanzar 
una densidad óptica de 0,6 a una longitud de onda de 600 nm. Tras incubar en hielo 
durante diez minutos, se centrifuga a 1.500 xg durante diez minutos manteniendo la 
temperatura a 4°C. El precipitado bacteriano se resuspende en 250 µL de “Medio A” 
que se reservó al comienzo y en 1,25 mL de “Solución B” (ver 5.1.3.1). La suspensión 
se divide en alícuotas de 100 µL y se conserva en el congelador a ‐80°C. 

Todo  el  proceso  se  debe  llevar  a  cabo manteniendo  las  bacterias  en  frío. 
Antes de  su utilización, es necesario que permanezcan al menos  cuatro horas a  la 
temperatura de ‐80°C. 

5.2.1.2 Transformación por choque térmico 

Para  la  introducción  de  DNA  plasmídico  en  las  bacterias  se  ha  seguido  el 
método descrito por Hanahan (1983). 

Las células competentes deben pasarse rápidamente de ‐80°C a hielo donde 
permanecerán  hasta  su  completa  descongelación.  Acabado  este  proceso,  se 
incorporan al tubo de la ligación (ver 5.2.3.5), se mezcla pipeteando suavemente y se 
deja  en  hielo  durante  una  hora.  Pasado  este  tiempo,  se  lleva  a  cabo  el  choque 
térmico que consiste en  transferir  las células competentes del hielo a un baño con 
una temperatura de 42°C durante dos minutos. Acto seguido se devuelve el tubo al 
hielo donde se  incuba diez minutos. A continuación se añaden 900 µL de medio LB 
líquido y se incuban nuevamente, en esta ocasión, durante una hora a 37°C. 

Por otra parte, se preparan placas de cultivo de bacterias con medio LB‐agar 
y  los  antibióticos de  selección  adecuados en  función de  los  genes de  resistencia  a 
antibióticos presentes en el plásmido que se pretende introducir en las bacterias. En 
las placas se siembran alícuotas de 250 μL del producto de la transformación. Dichas 
placas se incuban durante toda la noche a 37 °C. 
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5.2.2 Métodos  de  cultivo,  manipulación  y  observación  de  células 
eucariotas 

5.2.2.1 Generalidades 

Todos  los procesos que  se describen  a  continuación  se  llevaron  a  cabo  en 
condiciones de esterilidad en  campana de  flujo  laminar y usando material  fungible 
estéril  así  como  también  lo  eran  las  diversas  soluciones  y  medios  de  cultivo 
empleados. 

El  cultivo  de  las  células  se  realizó  en  el medio  apropiado  para  cada  línea 
celular a 37 °C en un incubador con una atmósfera al 5% CO2. 

5.2.2.2 Tripsinización 

Es el proceso por el cual se consigue separar las células adheridas a las placas 
de cultivo para su posterior recuento, subcultivo o almacenamiento. 

En una placa  con  células entre el 70%  y el 90% de  confluencia  se  retira el 
medio de cultivo y se procede a lavar dos veces con PBS. De esta manera se eliminan 
los  restos  que  pudieran  quedar  de  suero  bovino  fetal  que  tiene  la  capacidad  de 
inhibir a la tripsina. 

A  continuación,  se  añade  una  cantidad  suficiente  que  permita  cubrir  la 
superficie  de  la  placa  de  la  solución  de  0,25%  tripsina‐EDTA.  Se  deja  actuar  la 
solución a temperatura ambiente el tiempo necesario para que la enzima lleve a cabo 
su acción. Se puede comprobar de visu cómo las células se separan de la placa. 

5.2.2.3 Recuento de células 

Después del proceso de tripsinización descrito anteriormente (ver 5.2.2.2), se 
puede calcular el número de células por unidad de volumen con ayuda de la cámara 
de Neubauer. Para ello se realiza una dilución del producto de la tripsinización en PBS 
o medio de cultivo (1:10 o 1:5, por ejemplo). A continuación se monta la cámara de 
Neubauer y se carga el volumen adecuado de las células en suspensión. Para evitar la 
formación de aglomerados  se puede pipetear  suavemente o  realizar una agitación 
ligera.  El  siguiente  paso  es  contar  el  número  de  células  que  se  encuentran  en  las 
cuatro esquinas de cada zona de recuento (zonas sombreadas en la Figura 5.5). 

 

 

Figura 5.5. Esquema de la zona de recuento de la cámara 
de Neubauer. 
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El número de células por mL se calcula aplicando la siguiente expresión: 

 

ݏ݈ܽݑó݊ ݀݁ ܿé݈݅ܿܽݎݐ݊݁ܿ݊݋ܥ ൌ
10.000 ݔ ݏܽ݀ܽݐ݊݋ܿ ݏ݈ܽݑé݈ܿ ݁݀ ݈ܽݐ݋ܶ
ܰú݉݁ݏ݋݀ܽݐ݊݋ܿ ݏ݋ݎ݀ܽݑܿ ݁݀ ݋ݎ ሺ4ሻ

 

5.2.2.4 Congelación y almacenamiento de líneas celulares 

Tras el proceso de tripsinización, se mezclan en un vial de congelación 0,5 mL 
de células en suspensión y 1 mL de solución de congelación que está constituida por 
20% (v/v) DMSO en suero bovino fetal. 

Los viales se  introducen en un contenedor de congelación y este se  lleva al 
congelador de  ‐80 °C. En nuestro caso usamos contenedores CoolCell  (Biocision) en 
cuyo interior la temperatura baja de forma controlada del orden de 1 °C/min, con la 
ventaja de hacerlo en ausencia de alcoholes o cualquier otro tipo de fluido. 

Pasadas  48  horas,  los  viales  congelados  pueden  ser  transferidos  a  un 
contenedor  donde  se  almacenan  en  atmósfera  de  nitrógeno  líquido  (T=‐195  °C) 
pudiendo ser mantenidas durante mucho más tiempo que en el congelador de ‐80 °C, 
garantizando así su posterior viabilidad. 

5.2.2.5 Transfección eucariota 

Consiste  en  la  introducción  de  DNA  en  células  en  cultivo  que,  como 
consecuencia, modifican su fenotipo por la expresión de los genes transfectados. 

Existen diversos medios para  realizar  la  transfección. En nuestro caso se ha 
empleado  el  reactivo  Lipofectamine  2000  (Thermo  Scientific).  Está  constituido  por 
liposomas  cuya  superficie  está  cargada  positivamente.  Estos  son  atraídos 
electrostáticamente  por  los  restos  fosfato  que  quedan  en  el  exterior  de  la  doble 
hélice  de DNA  y  también  por  la  superficie  de  las membranas  celulares,  las  cuales 
poseen carga negativa. 

 Para una  transfección  típica de  células eucariotas en placas de  cuarenta  y 
ocho pocillos, el proceso seguido es el descrito a continuación: 

El día anterior a la transfección, se separan las células de una placa P100 con 
un porcentaje de confluencia elevado (superior al 80%). Se realiza un recuento como 
se  describe  en  el  apartado  5.2.2.3  y  se  siembra  el  número  de  células  adecuadas 
(entre 1,7∙104 y 2,2∙104 según el tipo celular) en  los pocillos de  la nueva placa. A  las 
veinticuatro  horas,  el  porcentaje  de  confluencia  de  las  células  debe  encontrarse 
entre el 60% y 80%. 

En este momento se preparan dos medios para cada pocillo: el primero está 
constituido por 30 µL de DMEM con 2 mM L‐glutamina y 0,7 µL de  lípido catiónico; el 
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segundo comprende el volumen necesario de muestra que contenga 0,3 µg de DNA 
y, además, DMEM con 2 mM L‐glutamina hasta completar 30 µL. Hay que destacar 
que  los medios  carecen de  antibióticos  y de  suero porque  éstos pueden  interferir 
negativamente  en  el  proceso  de  transfección.  Transcurridos  cinco  minutos  se 
mezclan ambos medios y se dejan  incubar a  temperatura ambiente durante veinte 
minutos. 

Por otra parte, se retira el medio de cultivo en el que han estado creciendo 
las células desde la víspera. Se realiza un lavado con DMEM con 2 mM L‐glutamina y 
se disponen 0,3 mL de este mismo medio en cada uno de  los pocillos. Pasados  los 
veinte minutos, se adiciona la mezcla preparada anteriormente para cada uno de los 
pocillos. 

Las células se incuban en este estado a 37 °C y una atmósfera al 5% CO2 entre 
cuatro y seis horas. Pasado este  tiempo se retira el medio y se añade uno nuevo y 
completo (incluye suero bovino fetal y antibióticos). 

Las cantidades de DNA, reactivo de transfección y medio de cultivo deben ser 
ajustadas  convenientemente  para  el  tamaño  de  pocillo  o  placa  que  se  vaya  a 
emplear. 

5.2.2.6 Microscopía de fluorescencia 

Una vez transcurridas al menos 24 h desde  la transfección con vectores que 
contienen la secuencia codificante para la proteína verde fluorescente, las células se 
han observado en un microscopio de fluorescencia Olympus CKX41 y se han tomado 
imágenes con la cámara digital Olympus XC‐30. En cada una de las sesiones se fijaron 
los  valores  de  tiempo  de  exposición  y  sensibilidad  para  poder  comparar 
posteriormente los valores de fluorescencia. 

5.2.2.7 Microscopía confocal de fluorescencia 

Para  poder  observar  las  células  en  el  microscopio  confocal,  es  necesario 
sembrarlas en cubreobjetos de cristal estériles. Una vez que han crecido y han sido 
sometidas a los tratamientos pertinentes, se retira el medio de cultivo y se lava tres 
veces con PBS. A continuación se  incuba a temperatura ambiente en una disolución 
de  2%  (p/v)  paraformaldehido  en  PBS. De  nuevo  se  lava  tres  veces  con  PBS  y  los 
cubreobjetos  se  montan  sobre  un  portaobjetos  en  el  que  previamente  se  ha 
depositado  una  gota  de  líquido  de montaje  (Vectashield mounting media,  Vector 
Laboratories, Inc., Burlingame, CA). 

La microscopía confocal  se  realizó en un microscopio confocal espectral de 
alta  velocidad  y multifotón  LeicaTCS‐SP5  II.  La  proteína  eGFP  se  excitó  a  488  nm 
usando  un  láser  de  kripton/argón  y  la  fluorescencia  emitida  fue  detectada  en  un 
canal  entre  504‐562  nm.  Todas  las muestras  se  expusieron  a  los  láseres  por  un 
tiempo  inferior  a  5 minutos  para  evitar  photobleaching.  El  láser  fue  utilizado  a  la 
mínima  potencia  necesaria  para  producir  una  señal  fluorescente.  Para  ello,  se 
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utilizaron  los  fotomultiplicadores  al máximo  voltaje  posible.  Se  usó A  pinhole  of  1 
Airyunit. Las imágenes se adquirieron a una resolución de 1024 x 1024 y las series en 
modo xyz. Los datos se procesaron usando el software de Leica LAS AF. 

 

5.2.2.8 Ensayo de autofagia mediante microscopía confocal 

Una breve revisión del proceso general de autofagia se puede encontrar en el 
apartado 3.1.2.2. 

Las  células  son  transfectadas  (ver  5.2.2.5)  con un  vector de  expresión que 
contiene  la  secuencia  codificante  de  LC3  fusionada  al  extremo  carboxilo  de  la 
proteína  verde  fluorescente  (green  fluorescent  protein, GFP).  Se  puede  conocer  la 
localización de la proteína quimérica mediante microscopía confocal de fluorescencia 
(ver  5.2.2.7).  Habitualmente  se  encuentra  dispersa  en  el  citoplasma  pero  en 
presencia de diversos estímulos (ayuno, glucocorticoides)  esta proteína es cortada y 
conjugada  a  fosfatidiletanolamina  y  pasa  a  formar  parte  de  los  autofagosomas 
(Mizushima et al., 2010). En este caso, se observa un punteado en el interior celular. 
La  cuantificación  de  los  puntos  es  representativa  del  nivel  de  autofagia  para  cada 
tratamiento. 

En nuestros experimentos,  las células  fueron  incubadas con bafilomicina A1 
durante 30 min antes de adicionarse  los compuestos a ensayar. La bafilomicina A1 
impide  la unión del autofagosoma con el  lisosoma de forma que  los autofagosomas 
que  se  forman  se  acumulan  en  el  citosol  sin  convertirse  en  autolisosomas  y 
evitándose  así  la  degradación  de  la  proteína  LC3‐GFP  (Mizushima  et  al.,  2010). 
Pasado  el  tiempo  indicado,  se  incubaron  las  células  durante  otros  30  min  en 
presencia  de  los  distintos  compuestos  (junto  a  bafilomicina  A1).  Finalmente  las 
muestras fueron procesadas para ser observadas mediante microscopía confocal de 
fluorescencia (ver 5.2.2.7). 

5.2.2.9 Ensayos de viabilidad y proliferación celular basados en MTT 

El ensayo de MTT  (bromuro de 3‐(4,5‐dimetiltiazol‐2‐ilo)‐2,5‐difeniltetrazol) 
es ampliamente utilizado para el estudio de la proliferación y/o viabilidad celular. 

Las células vivas con un metabolismo activo tienen la capacidad de convertir 
el MTT en un compuesto coloreado morado (formazán) que presenta un máximo de 
absorbancia a 570 nm. Las células muertas no llevan a cabo la reacción de modo que 
la formación de color es un indicador adecuado para la detección de células viables. 

Para  llevar  a  cabo  el  ensayo,  se  lavan  las  células  con  PBS  y  se  incuban  en 
DMEM  sin FBS  suplementado con 0,5 mg/mL MTT a 37  °C durante 1‐4 h  (según el 
tipo celular). Pasado este  tiempo, se  retira el medio, se  lava con PBS y se adiciona 
una solución 40 mM HCl en isopropanol para la extracción del compuesto coloreado 
del  interior  de  la  célula.  Finalmente  se  mide  la  densidad  óptica  de  la  solución 
coloreada a 570 nm. 
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La  intensidad  de  la  señal  generada  es  dependiente  de  varios  parámetros 
entre  los que  se encuentran  la  concentración de MTT, el  tiempo de  incubación, el 
número de células viables y su actividad metabólica. Todos estos parámetros deben 
tenerse en cuenta para la optimización del ensayo. 

5.2.2.10 Recuento de formación de neuritas  

La formación de neuritas en células Neuro2a es indicativa de la diferenciación 
de  neuroblastos  en  neuronas.  El  recuento  se  realizó  en  un  microscopio  óptico 
invertido  Olympus  CKX41.  Se  tomaron  fotografías  y  el  número  de  células  no 
diferenciadas y de neuritas se contó usando el programa ImageJ (National Institutes 
of  Health,  USA).  Se  consideraron  neuritas  aquellas  extensiones  celulares  con  una 
longitud  igual  o  superior  al  diámetro  del  cuerpo  celular.  El  porcentaje  de  células 
diferenciadas  se  calculó  como  el número de  células  con neuritas  sobre  el número 
total de células. 

5.2.2.11 Ensayo  de  detección  de  especies  reactivas  de  oxígeno  en 
cultivos celulares 

En este ensayo se emplea 2’,7’‐diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) que es 
un  reactivo  que permite medir  la  actividad de  radicales hidroxilo, peroxilo  y otras 
especies reactivas de oxígeno (ROS) dentro de la célula. Tras difundir hacia el interior 
de  la misma, el DCFDA es desacetilado por  las esterasas celulares dando  lugar a un 
compuesto no fluorescente que es posteriormente oxidado por  las ROS para dar 2’, 
7’‐diclorofluoresceina.  Este  es  altamente  fluorescente,  presenta  un  máximo  de 
excitación  a  495  nm  y  de  emisión  a  529  nm  y  puede  ser  detectado  por 
espectrometría de fluorescencia o citometría de flujo. 

Cuando  las  células  alcanzan  un  porcentaje  de  confluencia  apropiado  (70‐
90%), se lavan una vez con PBS. A continuación se incuban en PBS suplementado con 
10 μM DCFDA a 37 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo se retira el tampón y 
se  lava una vez  con PBS. Seguidamente  se  incuban  las  células en DMEM  sin FBS y 
suplementado con  los efectores que se desean ensayar a 37  °C durante un  tiempo 
que puede oscilar entre 5 min y 1 h. Se retira el medio, se  lava con PBS y se añade 
tripsina. Cuando las células se separan de la placa, se transfieren a un tubo de 1,5 mL 
en hielo hasta que son procesadas en el citómetro de flujo en el canal FL‐1. 

5.2.2.12 Estudio de la apoptosis por citometría de flujo usando yoduro 
de propidio 

Se  puede  estudiar  la  etapa  del  ciclo  celular  en  la  que  se  encuentra  una 
población  de  células  empleando  yoduro  de  propidio.  Este  es  un  colorante 
fluorescente que se une de forma estequiométrica a los ácidos nucleicos dando lugar 
a una emisión fluorescente proporcional al contenido de DNA de la célula. 
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Las células en estado quiescente o en fase G1 presentan dos copias de cada 
cromosoma;  las células mitóticas o en fase G2/M presentan el doble de  la cantidad 
de DNA que  las células G1 y dan  lugar al doble de  fluorescencia. Las células que se 
encuentran  sintetizando  DNA  entre  una  y  otra  fase  (fase  S)  arrojan  valores  de 
fluorescencia intermedios. 

Durante  la  apoptosis,  se generan  fragmentos pequeños de DNA que no  se 
retienen en el interior celular tras la fijación de las células en etanol y los posteriores 
pasos de lavado. Por esta razón, las células apoptóticas (fase sub‐G1) emiten menos 
fluorescencia  que  las  células  en  fase  G1.  Esta  característica  permite  que  sean 
identificadas  observando  el  histograma  obtenido  al  analizarlas  por  citometría  de 
flujo. 

En esencia, el procedimiento consiste en recoger el medio de cultivo (puesto 
que en él se encuentran gran parte de las células muertas por apoptosis) y tripsinizar 
las células adheridas. El medio de cultivo y el producto de la tripsinización se reúnen 
en un tubo de 1,5 mL y se centrifuga a 400xg durante 5 min. Se lava una vez con PBS 
y  se centrifuga nuevamente a 400xg durante 1 min. Se  resuspenden  las células en 
70% (v/v) etanol frío y se  incuban a  ‐20 °C durante al menos 1 h. A continuación se 
centrifuga a 2.500 xg durante 5 min y se retira el etanol. El sedimento se resuspende 
en  tampón  de  lavado  (200 mM Na2HPO4,  100 mM  ácido  cítrico)  y  se  centrifuga  a 
2.500  xg durante 1 min. Por último,  se  resuspenden en PBS  suplementado  con 10 
μg/mL  yoduro  de  propidio  y  100  μg/mL  RNasa  y  se  incuban  durante  30  min  a 
temperatura ambiente. Sin necesidad de  lavados posteriores,  las células están  listas 
para ser procesadas por citometría de flujo en el canal FL‐2 teniendo la precaución de 
hacer la medida en escala lineal. 

5.2.2.13 Cuantificación de los niveles de cAMP 

Con  este  fin  se  ha  empleado  el  kit  cAMP  Biotrak  EIA  (GE  Healthcare  Life 
Sciences) siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. 

En esencia  consiste en un enzimoinmunoensayo basado en  la  competencia 
entre  cAMP  no marcado  (el presente  en  la muestra)  y una  cantidad  fija de  cAMP 
marcado con peroxidasa (standard) por la unión a un número limitado de sitios sobre 
un anticuerpo específico frente a cAMP. 

5.2.3 Técnicas para el análisis de ácidos nucleicos 

5.2.3.1 Aislamiento y purificación de DNA plasmídico 

Se han empleado técnicas distintas en función de dos parámetros que son la 
cantidad  de  DNA  y  la  pureza  requerida.  El método  de  la  lisis  alcalina  es  rápido, 
sencillo y útil para muchas aplicaciones en  las que no se necesita una gran pureza. 
Por  esta  razón,  se  usó  de  forma  general  para  la  identificación  de  las  colonias 
portadoras de plásmidoscon los insertos de interés. 
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‐ Método de la lisis alcalina 

Después de  incubar  en medio  LB  líquido  a 37  °C durante  toda  la noche  la 
colonia que contiene el plásmido de interés, se transfieren 1,5 mL de dicho medio a 
un tubo de 1,5 mL y se centrifuga a 16.000 xg durante tres minutos. Se descarta el 
sobrenadante y el sedimento se resuspende en 200 µL de solución P1 (25 mM Tris‐
HCl, pH 8; 10 mM EDTA; dH2O hasta 200 µL). Se adicionan 200 µL de solución de lisis 
P2  (0,4 M NaOH;  0,1%  (p/v)  SDS;  dH2O  hasta  200 µL),  se mezcla  suavemente  por 
inversión y se dejan los tubos durante dos minutos a temperatura ambiente. 

A  continuación  se  añaden  200  μL  de  solución  de  neutralización  P3  (3M 
acetato potásico, pH 5) y de nuevo se mezcla suavemente por inversión. Se dejan las 
muestras  durante  diez  minutos  en  hielo  y  pasado  este  tiempo  se  centrifugan  a 
16.000 xg durante quince minutos. 

El sedimento se descarta y el sobrenadante se transvasa a un nuevo tubo de 
1,5 mL al que se adicionan 500 µL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 
a pH 8 en una proporción 25:24:1. Se agita vigorosamente y se centrifuga a 12.000 xg 
durante tres minutos. 

En  el  tubo  aparecen  tres  fases:  una  superior  acuosa,  una  intermedia  de 
proteínas y una inferior orgánica. Se recoge la fase acuosa y se transfiere a un nuevo 
tubo  al  que  se  añaden  500  µL  de  una  mezcla  cloroformo:alcohol  isoamílico  en 
proporción  24:1.  De  nuevo  se  agita  vigorosamente  y  se  centrifuga  a  12.000  xg 
durante tres minutos.  

La  fase acuosa se transfiere a otro tubo y se añaden 400 μL de  isopropanol 
frío  (‐20°C) dejándose  las muestras durante quince minutos  a  esa  temperatura,  lo 
que  favorece  la  precipitación  del  DNA.  A  continuación  se  centrifuga  a  16.000  xg 
durante veinte minutos a 4 °C.  

El sedimento de DNA se lava con 800 µL de etanol al 70% (v/v) a ‐20 °C y se 
procede a una nueva centrifugación a 16.000 xg durante quince minutos a 4  °C. El 
sobrenadante  se  retira  por  aspiración  y  se  deja  secar  el  sedimento  antes  de 
resuspenderlo en 30 µL de agua destilada o tampón TE. 

‐ Método GeneJET Plasmid Miniprep Kit 

Se  ha  usado  este método  cuando  se  ha  necesitado  un DNA  plasmídico  de 
mayor pureza que el obtenido por el método de  la  lisis alcalina y  libre de RNA. En 
resumen,  después  de  centrifugar  2‐3  mL  de  cultivo  bacteriano,  se  procede  a  la 
resuspensión del sedimento de bacterias y posterior  lisis y neutralización. De nuevo 
se centrifuga y el sobrenadante se transfiere a una columna de sílica donde el DNA 
plasmídico  queda  unido.  Tras  varios  pasos  de  lavado  para  la  eliminación  de  sales, 
metabolitos  y otros  componentes  celulares, el DNA plasmídico es  arrastrado de  la 
columna por adición de un tampón con baja fuerza iónica. 
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‐ Midipreps 

Con este método se consiguen importantes cantidades de DNA plasmídico de 
una  gran  pureza  y  libre  de  endotoxinas.  De  forma  resumida,  diremos  que  una 
pequeña  alícuota  de  un  cultivo  saturado  de  la  cepa  que  contiene  el  plásmido  de 
interés  se adiciona a 500 mL de medio  LB  líquido  con  los antibióticos de  selección 
pertinentes.  Se deja en agitación durante  toda  la noche a 37  °C  y  se procede a  la 
centrifugación  del  cultivo  para  obtener  un  sedimento  de  bacterias  con  el  que  se 
actúa de un modo similar a como se describe en el “método de la lisis alcalina” pero 
empleando volúmenes mayores. Las diferencias esenciales son las siguientes: 

a) Precipitación adicional del RNA con 5M LiCl. 
b) Incubación con RNAsa para  la eliminación del RNA residual presente 

en la muestra. 
c) Precipitación del DNA con PEG 8.000 en presencia de NaCl. 
d) Mayor número de extracciones con la mezcla fenol:cloroformo. 
e) Precipitación definitiva del DNA plasmídico con etanol en presencia 

de la concentración adecuada de sales. 

5.2.3.2 Cuantificación de DNA 

‐ Método fluorimétrico 

Se  basa  en  el  uso  del  reactivo  comercial  Hoechst  33258  que  tiene  la 
capacidad  de  intercalarse  en  la  doble  hebra  de DNA  y  emitir  fluorescencia. Dicha 
fluorescencia es proporcional a la cantidad de DNA presente en la muestra. 

En  primer  lugar  se  prepara  una  recta  patrón  con  cantidades  crecientes  y 
conocidas de DNA de  esperma de  salmón  con  valores  situados  entre  cero  y  cinco 
µg/mL. El DNA se mezcla con reactivo de Hoechst y tampón TNE (0,2 M NaCl; 10 mM 
Tris‐HCl; 1 mM EDTA, pH 7,4). A continuación se mide fluorescencia a una longitud de 
onda de 365 nm de excitación y 460 nm de emisión. 

El procedimiento se repite con cada una de las muestras problema. Se calcula 
la concentración de DNA de estas por  interpolación de  los valores de  fluorescencia 
obtenidos en la recta patrón construida como se ha descrito anteriormente. 

‐ Cuantificación  espectrofotométrica  de  DNA  en  dispositivo  tipo 
NanoDrop 

Se  dispone  en  el  laboratorio  de  un  espectrofotómetro  NanoVue  Plus  (GE 
Healthcare)  que  permite  hacer  medidas  directas  de  la  concentración  de  ácidos 
nucleicos depositando una pequeña gota de  la muestra  (habitualmente 2  μL) en  la 
zona  de  lectura  mediante  la  determinación  de  su  densidad  óptica  a  260  nm. 
Previamente hay que hacer una doble medida con agua destilada como blanco para 
establecer el valor cero. 
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5.2.3.3 Digestión con endonucleasas de restricción 

Las endonucleasas de  restricción  tienen  la capacidad de  reconocer y cortar 
secuencias específicas del DNA generando una serie de  fragmentos más pequeños. 
Se encuentran en una amplia gama de especies bacterianas y su función biológica es 
reconocer  y  cortar  DNA  no  perteneciente  a  la  bacteria  en  cuestión  como,  por 
ejemplo, el DNA de un bacteriófago. Muchas endonucleasas de restricción han sido 
aisladas y purificadas  constituyendo así una  importante herramienta de  trabajo en 
biotecnología. 

Durante el desarrollo de este trabajo, se emplearon fundamentalmente para 
comprobar  si una  reacción de  ligación  se había  llevado  a  cabo  con éxito  y para  la 
subclonación  de  fragmentos  de  DNA  en  vectores  con  sitios  de  restricción 
compatibles. 

Las digestiones  se  realizaron  conforme a  las  instrucciones  facilitadas por  la 
casa comercial manteniendo  las proporciones de enzima, tampón específico y DNA. 
El tiempo y la temperatura de incubación habituales fueron de  1 h y 37 ° C. 

5.2.3.4 Electroforesis de DNA en geles horizontales de agarosa 

Este método permite  la separación y visualización de moléculas de DNA de 
tamaños diversos. 

 Se prepara un gel de agarosa en tampón TAE (40 mM Tris‐base; 0,11 % (v/v) 
ácido acético glacial, 1 mM EDTA‐Na2 pH 8) cuyo porcentaje de agarosa es variable en 
función del  tamaño de  los  fragmentos que  se van a  separar y  la  resolución que  se 
desea obtener. En general, para  la elaboración de este trabajo, se empleó un rango 
del 0,8% al 2% (p/v) de agarosa. 

El gel se sumerge en tampón TAE y se cargan  las muestras con ayuda de un 
tampón de carga (40% (v/v) glicerol, 60% (v/v) dH2O y cantidad suficiente de azul de 
bromofenol) en proporción 4:1. A continuación se aplica un voltaje entre 70 y 100 V. 

Para visualizar los fragmentos de DNA, el gel se deja inmerso diez minutos en 
una  disolución  de  bromuro  de  etidio  en  tampón  TAE  a  una  concentración  de  1 
µg/mL. El bromuro de etidio  se  intercala en  la doble hélice de DNA originando un 
complejo coloreado al exponer el gel a  luz ultravioleta. En estas condiciones, el gel 
puede ser fotografiado. 

El tamaño de los fragmentos se puede determinar, de forma aproximada, con 
la utilización de marcadores de peso molecular. 

5.2.3.5 Ligación de DNA 

La reacción de  ligación se preparó con todos sus componentes en hielo. Los 
fragmentos obtenidos por digestión con endonucleasas de restricción (ver 5.2.3.3) o 
como  producto  de  una  reacción  de  PCR  (ver  5.2.3.6),  se mezclaron  con  vectores 
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linealizados y extremos compatibles en una proporción molar 3:1. Se añadieron cinco 
unidades de T4 DNA ligasa y 10 μL de 2x Reaction Buffer (tampón para la ligación de 
Thermo Scientific). La mezcla se  llevó usualmente a un volumen  final de 20 µL con 
agua destilada y se incubó a 10°C durante toda la noche. Transcurrido este tiempo la 
mezcla se empleó directamente para  la transformación de células competentes (ver 
5.2.1.2), o bien se almacenó a ‐20 °C para un uso posterior. 

5.2.3.6 Reacción en cadena de la polimerasa 

Este método permite amplificar de forma exponencial DNA de cadena doble. 
En  este  proceso  intervienen  una  pareja  de  oligonucleótidos  que  hibridan 
específicamente  en  dicho  DNA,  el  cual  actúa  como  molde,  y  una  polimerasa 
termorresistente que adiciona desoxirribonucleótidos  libres, presentes en  la mezcla 
de reacción, a las hebras de nueva síntesis. 

En  nuestro  caso,  se  empleó  un  termociclador  Perkin  Elmer  9700. 
Habitualmente,  las reacciones se  llevaron a cabo en un volumen  final de 50 µL que 
incluía  los  oligonucleótidos  a  una  concentración  final  0,1  pM,  los 
desoxirribonucleótidos  a  100  µM  y  1,25  unidades  de  Pfu  polimerasa,  además  del 
tampón apropiado para la enzima. 

En general, la reacción se ha realizado como se indica a continuación: un ciclo 
inicial de desnaturalización de cinco minutos a 94  °C; un número variable de ciclos 
(entre  veinte  y  treinta  y  cinco),  cada  uno  de  ellos  con  tres  fases:  una  de 
desnaturalización  a 94  °C durante 20  s, una de hibridación durante 30  s  y una de 
amplificación a 72 °C. La última de estas fases tuvo una duración variable en función 
del tamaño final del fragmento a amplificar aplicándose el criterio de un minuto por 
kilobase. Finalmente un último ciclo de amplificación de siete minutos a 72 °C para 
asegurar que  se acabaran de  sintetizar  todos  los  fragmentos  iniciados. Por último, 
decir que la temperatura de la fase de hibridación de los oligonucleótidos se calculó 
con el apoyo del programa informático Serial Cloner 2.6.1. 

5.2.3.7 Secuenciación de DNA 

La  secuenciación  de  DNA  se  llevó  a  cabo  en  el  Servicio  de  Secuenciación 
Automática  del  Instituto  de  Parasitología  y  Biomedicina  López  Neyra  del  CSIC  de 
Granada, utilizando un  secuenciador modelo 373 STRECHT  (Applied Biosystems). El 
método de  secuenciación  fue el  comercializado por Perkin‐Elmer, ABI PRISM™ Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction que utiliza en  la reacción de extensión 
la  enzima  AmpliTaq®  FS  DNA  polimerasa  y  emplea  didesoxinucleótidos marcados 
diferencialmente  con  cromóforos  fluorescentes. En cada  reacción de  secuenciación 
se emplearon 300‐500 ng de DNA puro y 6,4 pmol de oligonucleótido en un volumen 
final de 12 μL. 
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5.2.3.8 Extracción de RNA 

Para  la  extracción  de  RNA  total  de  cultivos  celulares  se  empleó  el  kit 
comercial GeneJet RNA Purification Kit (Thermo Scientific). 

Las muestras se lisan y homogenizan en un tampón que incluye tiocianato de 
guanidinio, el cual  limita  la acción de  las RNasas endógenas. El  lisado se mezcla con 
etanol  y  se  carga  en  una  columna  de  purificación.  La  mezcla  de  tiocianato  de 
guanidinio y el etanol permite  la unión del RNA a una membrana de sílica presente 
en  la  columna  cuando  se hace pasar  el  lisado  a  través de  ella.  Las  impurezas que 
quedan  presentes  se  eliminan  con  varios  lavados  y  el  RNA  puro  es  recogido 
finalmente  bajo  condiciones  de  baja  fuerza  iónica  con  agua  destilada  libre  de 
nucleasas. 

5.2.3.9 Cuantificación de RNA 

Se  procedió  tal  y  como  se  describe  en  la  sección  “Cuantificación 
espectrofotométrica de DNA en dispositivo tipo NanoDrop” del apartado 5.2.3.2.  

Para  la  determinación  de  la  pureza  de  la muestra  se  realizan medidas  de 
densidad óptica a longitudes de onda de 260 y 280 nm. A continuación se establece 
la relación A260/A280. Un valor por debajo de 1,6 es  indicativo de contaminación con 
proteínas, mientras que si los valores son superiores a 1,8 se considera que la pureza 
de  la muestra  es  adecuada.  En  nuestro  caso,  la  relación  A260/A280  siempre  arrojó 
valores en torno a 2,0. 

5.2.3.10 Electroforesis de RNA en geles horizontales de agarosa 

Los métodos espectrofotométricos pueden dar  información sobre  la pureza 
de  la muestra pero no  sobre  su  integridad. Para ello  resulta necesario  realizar una 
electroforesis y comprobar la relación entre las bandas 28S y 18S de RNA ribosomal. 
Cuando  la  intensidad de  la banda de 28S es doble de  la de 18S se considera que el 
RNA  está  íntegro.  En  cualquier  caso,  valores  de  dicha  relación  inferiores  a  dos 
también se pueden considerar válidos en función de los experimentos que se vayan a 
realizar (Skrypina et al., 2003). 

Las electroforesis se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Aranda et 
al. (2012). Se basa en  la adición de pequeñas cantidades de  lejía comercial al gel de 
agarosa  durante  su  preparación.  El  hipoclorito  sódico  actúa  como  agente 
desnaturalizante del RNA y destruye las RNasas que pudiera haber en el gel. 

Así pues, nosotros preparamos geles de agarosa al 1% (p/v) en TAE con un 2% 
(v/v)  de  lejía  comercial  (<5%  de  hipoclorito  sódico)  y  0,25  μg/mL  de  bromuro  de 
etidio. Las muestras se prepararon adicionando al volumen que contenía 500 ng de 
RNA un volumen  igual de tampón de carga constituido por glicerol y agua destilada 
en proporción 1:1. 
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Las electroforesis se realizaron a 100 V durante 30 min en tampón TAE y el 
resultado se observó por exposición del gel en el transiluminador de luz ultravioleta. 

5.2.3.11 Transcripción inversa o retrotranscripción (RT) de RNA 

Consiste en la obtención de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA de 
una muestra. Para ello se utiliza una enzima derivada de  la transcriptasa  inversa de 
M‐MuLV ( ) y oligonucleótidos que hibriden en la secuencia del RNA. 

En el caso de  los organismos eucariotas, el mRNA presenta en el extremo 3’ 
colas  de  poliadenina  (poliA)  que  pueden  hibridar  con  un  oligonucleótido  rico  en 
nucleótidos  de  timina  (oligo  (dT))  y,  por  mediación  de  la  transcriptasa  inversa, 
originar copias de  todas  las moléculas de mRNA presentes en  la muestra. También 
pueden  emplearse  oligonucleótidos  que  hibriden  específicamente  con  el  mRNA 
producido  a  partir  de  un  único  gen  dando  lugar  así  a  una  transcripción  inversa 
específica. Una tercera opción es el uso de una mezcla de oligonucleótidos cortos con 
secuencias aleatorias  (random primers) que garantizan su hibridación con múltiples 
zonas de los mRNA. 

Esta técnica se llevó a cabo siguiendo las instrucciones que acompañan al kit 
Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT‐qPCR (Thermo Scientific). Este incluye 
en el tampón de  la reacción tanto oligo (dT)18 como una mezcla de oligonucleótidos 
cortos (hexámeros) de secuencia aleatoria. 

5.2.3.12 PCR cuantitativa (qPCR) o PCR en tiempo real 

Con  la  qPCR  lo  que  se  pretende  es  distinguir  y  medir  la  cantidad  de 
determinadas secuencias de ácidos nucleicos presentes en una muestra. Para ello se 
amplifica una secuencia diana tal como se haría en un PCR convencional (ver 5.2.3.6) 
pero monitorizando el progreso de  la amplificación usando una sonda fluorescente. 
La  velocidad  con que  se  alcanza un determinado  valor umbral de  fluorescencia  se 
correlaciona con la cantidad original de la secuencia de interés en la muestra.  

Además,  el  producto  final  se  puede  caracterizar  sometiéndolo  a  un 
incremento progresivo de temperatura. Esto permite construir las llamadas curvas de 
disociación  (melting curves) que presentan un perfil de desnaturalización específico 
que depende de  la  longitud del producto  y de  la  secuencia de  nucleótidos que  lo 
componen (Wong y Medrano, 2005). 

En nuestros experimentos, las reacciones se llevaron a cabo en un dispositivo 
MiniOpticon para PCR a tiempo real de Bio‐Rad con detección de señal fluorescente 
(SYBR  Green)  después  de  cada  ciclo  de  amplificación.  Se  usó  como molde  cDNA 
obtenido como se describe en 5.2.3.11 en un volumen final de reacción de 10 μL que 
incluía 5 μL de 2x  iTaq Universal SYBR Green Supermix  (Bio‐Rad) y 500 nM de cada 
oligonucleótido (ver Tabla 5.2). 
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La qPCR comenzaba a 95 °C durante 2 min seguido de cuarenta ciclos con dos 
fases  (95  °C  x  15  s,  53‐57  °C  x  30  s)  y  finalizaba  con  una  curva  de  disociación: 
incremento progresivo de la temperatura del orden de 0,1 °C/s entre 60 °C y 95  °C, 
con medida de la fluorescencia cada 0,5 °C. 

Cada una de  las muestras se midió por  triplicado y  la expresión relativa del 
gen  se  calculó usando el método 2∆Ct empleando  β‐actina  como gen de  referencia 
interno. 

5.2.4 Técnicas para el análisis de proteínas 

5.2.4.1 Determinación de la síntesis de proteínas 

Las células L6 se sembraron en placas de 48 pocillos, se incubaron en medio 
de diferenciación durante cuatro días (ver 5.1.3.2) y a continuación se  incubaron en 
medio  sin  suero  16‐18  h.  Transcurrido  este  tiempo,  se  volvió  a  reponer  el medio 
habitual con 10% (v/v) FBS y se suplementó con 0,8 mM Tyr y los efectores. 

El  cultivo  se mantuvo en estas  condiciones durante 2 h y  seguidamente  se 
adicionó 1 μCi/mL de L‐(ring‐3,5‐3H)‐Tyr (Perkin Elmer). Pasada una hora  la reacción 
se paró colocando las placas sobre hielo. Posteriormente, los pocillos se lavaron dos 
veces con PBS frío suplementado con 2mM Tyr (PBS‐Tyr). 

Las células se  lisaron con 0,1 mM NaOH/0,1% (p/v) desoxicolato sódico y se 
procedió  a  la  precipitación  de  las  proteínas  por  adición  de  20%  (v/v)  ácido 
tricloroacético  (TCA).  La mezcla  se  transvasó  a  tubos  de  1,5 mL,  se  incubó  a  4  °C 
durante 15 min y se centrifugó a 16.000 xg durante 10 min. 

 El sedimento se lavó una vez con 10% (v/v) TCA y se procedió a resuspender 
las proteínas precipitadas en 0,1 mL de 1 M NaOH. Una alícuota (5 μL) se destinó a la 
cuantificación de proteínas  (ver  5.2.4.5)  y  el  resto  se neutralizó  con  1 M HCl  y  se 
mezcló con 4 mL de líquido de centelleo Ready Safe (Beckman Coulter). 

Las muestras se procesaron en un contador de centelleo LS 6000  (Beckman 
Coulter) y los datos se expresaron como dpm/μg de proteína. 

5.2.4.2 Determinación de la degradación de proteínas 

Después  de  cuatro  días  en medio  de  diferenciación,  los miotubos  fueron 
marcados  radiactivamente  con  L‐(ring‐3,5‐3H)‐Tyr  (Perkin  Elmer)  durante  48  h  en 
DMEM con 10%  (v/v) FBS en ausencia o presencia de  los efectores que se deseaba 
ensayar. 

Las células se lavaron una vez con PBS‐Tyr y se incubaron un periodo de 2 h 
en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 2 mM Tyr (medio de degradación) para 
permitir  la degradación de  las proteínas de vida media corta. Se  lavó dos veces con 
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PBS‐Tyr  y  se  renovó  el  medio  de  degradación  en  presencia  o  ausencia  de  los 
efectores y 5 μM dexametasona. 

Pasadas  24  h,  el  medio  de  cultivo  se  transvasó  a  tubos  de  1,5  mL  que 
contenían 100 μL de 10 mg/mL BSA para facilitar  la precipitación de proteínas. Esta 
se llevó a cabo mediante la adición de 20% (v/v) TCA. Se incubó a 4°C durante 1 h y se 
centrifugó  a  16.000  xg durante 10 min.  El  sobrenadante  se mezcló  con  líquido de 
centelleo Ready Safe (Beckman Coulter) y se midió su radiactividad (fracción soluble). 
El sedimento se  lavó una vez con 10%  (v/v) TCA, se resuspendió en 0,1 mL de 1 M 
NaOH y se equilibró con 1 M HCl; se mezcló con  líquido de centelleo y se midió su 
radiactividad (fracción insoluble). 

Por  otra  parte,  las  células  se  lavaron  con  PBS‐Tyr,  se  lisaron  con  0,1 mM 
NaOH/0,1%  (p/v)  desoxicolato  sódico  y  se  precipitaron  con  20%  (v/v)  TCA.  El 
sedimento  se  trató  igual que  se ha descrito en el párrafo anterior para  la  fracción 
insoluble y se midió su radiactividad (fracción celular). 

El porcentaje de degradación de proteínas para cada muestra corresponde al 
cociente de la radiactividad de la fracción soluble entre la radiactividad total, esto es, 
la  suma  de  la  radiactividad  de  las  tres  fracciones:  soluble,  insoluble  y  celular,  y 
multiplicado por cien. 

 

ó݊݅ܿܽ݀ܽݎ݃݁݀ % ൌ
݈ܾ݁ݑ݈݋ݏ ó݊݅ܿܿܽݎ݂ ݀ܽ݀݅ݒ݅ݐܿܽ݅݀ܽݎ

݈ܽݐ݋ݐ ݀ܽ݀݅ݒ݅ݐܿܽ݅݀ܽݎ
 100 ݔ 

5.2.4.3 Estudio  de  promotores mediante  el  uso  de  genes  reporteros 
codificantes de luciferasas 

Las  células  fueron  transfectadas  con  construcciones  del  vector  pGL3‐Basic, 
que  incluían  la  secuencia de un determinado promotor, y el vector pRL‐TK en una 
proporción 95:5 (ver 5.1.4.1). 

La actividad de las luciferasas de luciérnaga y Renilla fueron medidas usando 
el Dual  Luciferase  Assay  System  (Promega)  siguiendo  el  protocolo  indicado  por  el 
fabricante y usando un luminómetro Sirius L (Berthold Technologies). 

Los  resultados  se  expresaron  en  porcentaje  como  cambios  relativos  en  la 
actividad de la luciferasa otorgando al grupo control el valor 100%. 

5.2.4.4 Preparación de extractos proteicos 

‐ Extractos totales 

Las células fueron cultivadas en medio de cultivo completo hasta confluencia. 
Se retiró el medio de cultivo de la placa y se lavó dos veces con PBS. Se añadieron 50 
μL de tampón de lisis RIPA (50 mM Tris‐HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Nonidet 
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P‐40; 0,1%  (p/v)  SDS; 1%  (p/v) desoxicolato  sódico; 5 mM  EDTA; 1 mM PMSF),  se 
rasparon  y  se  transfirieron  a  un  tubo  de  1,5 mL.  Los  tubos  se  incubaron  en  hielo 
durante  10  min  y  se  centrifugaron  a  10.000  xg  durante  10  min  a  4  °C.  El 
sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo. 

‐ Extractos para la detección de proteínas fosforiladas 

El medio de cultivo se retiró rápidamente de las placas y estas se congelaron 
a  ‐80  °C durante 30 min. A  continuación  se procedió al  raspado de  las  células  con 
tampón  de  lisis  RIPA  (ver  párrafo  anterior)  suplementado  con  inhibidores  de 
fosfatasas (10 mM NaF; 10 mM pirofosfato sódico; 1 mM ortovanadato sódico; 1 mM 
EGTA; 20 nM ácido okadaico; 10 mg/mL aprotinina; 10 mg/mL leupeptina; 10 mg/mL 
pepstatina).  El  lisado  se  transvasó  a  tubos  de  1,5 mL,  se  centrifugó  a  10.000  xg 
durante 10 min y se recogió el sobrenadante en un tubo nuevo. 

‐ Extractos nucleares 

En esta ocasión  se  siguió el protocolo descrito por Young et al.  (2001)  con 
ligeras modificaciones. 

Las  células  fueron  raspadas en 50  μL de  tampón de  lisis  (50 mM KCl; 0,5% 
(v/v) Nonidet‐P40;  25 mM HEPES,  pH  7,8;  1 mM  PMSF;  10 mg/mL  leupeptina;  20 
mg/mL aprotinina; 100 mM DTT) y transferidas a hielo donde permanecieron 5 min. 
Después de centrifugar a 16.000 xg durante 1 min, el sobrenadante se reservó como 
extracto citosólico. 

El sedimento se lavó una vez con 50 μL de tampón de lisis sin Nonidet‐P40. A 
continuación  se  trató  con 30  μL de  tampón de extracción  (500 mM KCl; 10%  (v/v) 
glicerol;  25  mM  HEPES,  pH  7,8;  1  mM  PMSF;  10  mg/mL  leupeptina;  20  mg/mL 
aprotinina;  100 mM  DTT)  y  se  pipeteó  arriba  y  abajo  varias  veces.  Por  último  se 
centrifugó a 16.000 xg durante 5 min y el sobrenadante se recogió como extracto de 
proteínas nucleares. 

Cuando se realizaron Western blots con este tipo de extractos, se empleó  la 
proteína  histona  H3  como  control  de  carga  dada  su  localización  exclusivamente 
nuclear. 

5.2.4.5 Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas de  los distintos extractos  fue medida usando 
el método del ácido bicinconínico (Smith et al., 1985). 

Para ello se utilizan un reactivo A (2% (p/v) Na2CO3∙H2O; 0,16% (p/v) tartrato 
sódico; 0,4% (p/v) NaOH; 0,95% (p/v) NaHCO3) y un reactivo B (4% (p/v) CuSO4∙5 H2O) 
que se mezclan en proporción 49:1. Con esta mezcla se prepara una disolución al 1% 
(p/v) de la sal disódica hidratada del ácido bicinconínico (solución de trabajo). 
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Por otra parte, en una microplaca de 96 pocillos se pipetean alícuotas de  la 
muestras por duplicado así como volúmenes crecientes de una disolución de BSA de 
concentración  conocida  para  la  elaboración  de  la  recta  patrón.  A  continuación  se 
añaden 150 μL de la solución de trabajo y se incuba a 37 °C durante 30 min. 

Finalmente se mide  la densidad óptica a 595 nm en un  lector de placas. Los 
valores obtenidos para las muestras se interpolan en la recta patrón para conocer la 
concentración de proteínas. 

5.2.4.6 Electroforesis  vertical  en  geles  desnaturalizantes  de 
poliacrilamida (SDS­PAGE) 

La  electroforesis  de  proteínas  se  realiza  generalmente  en  geles  de 
poliacrilamida que es un polímero entrecruzado el cual permite separar las proteínas 
en función de su peso molecular. Estos geles están constituidos por dos partes, el gel 
de resolución y el gel de compactación, cuya composición se detalla en la Tabla 5.4. 

Tabla 5.4. Composición de geles de poliacrilamida 

  Gel de resolución Gel de compactación 

40% Acrilamida/bisacrilamida  5‐10% (p/v) 4% (p/v)
Tris‐HCl, pH8,8  0,375 M ‐‐‐
Tris‐HCl, pH6,8  ‐‐‐ 0,125 M
SDS  0,1% (p/v) 0,1% (p/v) 
APS  0,05% (p/v) 0,05% (p/v) 
TEMED  0,05% (v/v) 0,1% (v/v) 

 

Entre  sus  componentes  se  encuentra  SDS  que  es  un  detergente  cuyas 
moléculas presentan carga negativa. El SDS  se une a  las proteínas en una cantidad 
aproximadamente  proporcional  al  peso  molecular  de  la  macromolécula.  El 
detergente  ligado  incorpora una gran carga neta negativa,  lo que hace que  la carga 
intrínseca de  la proteína  sea  insignificante. Además,  la mayoría de  las proteínas  se 
desnaturalizan cuando se  fija el SDS adoptando una  forma similar y, por tanto, una 
razón similar de carga a masa. En estas condiciones,  las proteínas se separan en  la 
electroforesis casi exclusivamente en función de su peso molecular. 

Para  la preparación de  las muestras, se toma el volumen correspondiente a 
30 µg de proteínas y se mezcla con tampón de carga 2x (200 mM Tris‐HCl, pH 6,8; 2% 
(p/v)  SDS;  20%  (v/v)  glicerol;  5%  (v/v)  β‐mercaptoetanol;  0,1%  (p/v)  azul  de 
bromofenol). La mezcla se calienta a 95 °C durante cinco minutos. El calentamiento y 
la composición del tampón de carga favorecen la desnaturalización de las proteínas. 

El gel  se  sumerge en  tampón de electroforesis 1x TGS pH 8,3  (25 mM Tris; 
192 mM glicina; 0,1%  (p/v) SDS) y  las muestras se cargan en  los pocillos del gel de 
compactación.  Se  aplica  un  voltaje de  150 V durante  aproximadamente una hora. 
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Este  tiempo  variará  en  función  de  la  concentración  de  acrilamida  en  el  gel  y  del 
tamaño de las proteínas de interés. 

Si se va a realizar  la transferencia de proteínas a una membrana, esta debe 
realizarse  antes  de  proceder  a  la  tinción  del  gel.  La  solución  de  tinción  está 
constituida por 0,2%  (p/v) Coomassie Brillant Blue G‐250, 40%  (v/v) metanol y 15% 
(v/v) ácido acético. El gel se deja en dicha solución durante dos horas en agitación a 
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, los geles se pasan a la solución de 
decoloración  (40%  (v/v) metanol,    15%  (v/v)  ácido  acético)  hasta  que  las  bandas 
coloreadas  correspondientes  a  las  proteínas  se  hacen  visibles.  Inmediatamente 
después, los geles son fotografiados. 

5.2.4.7 Western Blot 

Se trata de una técnica que permite la detección de una proteína de  interés 
sobre un soporte físico mediante el uso de anticuerpos. 

Después  de  la  separación  por  electroforesis,  las  proteínas  se  transfieren 
desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa o PVDF. Para ello se 
utilizó el dispositivo para transferencia Trans‐Blot Turbo Transfer System de Bio‐Rad 
siguiendo  las  instrucciones facilitadas por el fabricante. La transferencia se realiza a 
25 V/1 A durante 30 min. El tampón de transferencia pH 8,3 contiene 25 mM Tris; 0,2 
M glicina; 20% (v/v) metanol.  

Terminada  la  transferencia,  comienza  el  proceso  de  inmunodetección.  La 
membrana se introduce en un tubo cónico tipo Falcon de 50 mL y se adicionan 5 mL 
de  la  solución de bloqueo que puede  ser 5%  (p/v)  leche desnatada en polvo o 5% 
(p/v) BSA en TBS‐Tween  (50 mM Tris‐HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1%  (v/v) Tween 
20). El  tubo  se  introduce en el  rotador de  tubos  y  se mantiene en él durante una 
hora. De este modo, se bloquean los sitios de unión inespecíficos. 

 A continuación se retira la solución de bloqueo y se incorpora el anticuerpo 
específico  (anticuerpo primario) diluido  en  la  proporción  adecuada  en  solución de 
bloqueo nueva. El  tubo con  la membrana se mantiene en  rotación durante  toda  la 
noche a 4  °C. Posteriormente se procede a  lavar  la membrana con TBS‐Tween  tres 
veces durante diez minutos con rotación continua a temperatura ambiente. 

El  siguiente paso  consiste en poner en  contacto  la membrana  con un anti‐
anticuerpo  (anticuerpo  secundario) que  tiene  la  capacidad de unirse  al  anticuerpo 
primario y además, en nuestro caso, va ligado a peroxidasa. Así pues, la membrana se 
sumerge  en  una  disolución  adecuada  del  anticuerpo  secundario  en  solución  de 
bloqueo  y  se mantiene  en  rotación  durante  dos  horas  a  temperatura  ambiente. 
Nuevamente se lava la membrana como se hizo tras la incubación con el anticuerpo 
primario y se realiza un último lavado con TBS, en este caso sin Tween, durante cinco 
minutos. 
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Finalmente, la detección se lleva  a cabo por quimioluminiscencia empleando 
para ello un reactivo preparado en el  laboratorio (Mruk y Cheng, 2011) y el sistema 
de detección ChemiDoc‐It 810 Imager de UVP. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Diferenciación  celular  y  metabolismo  proteico  en 
células L6 

En  el  apartado  “Antecedentes”  de  esta  Tesis  Doctoral,  se  ha  puesto  de 
manifiesto la importancia del mantenimiento de la masa muscular para garantizar un 
estado  saludable  del  individuo.  En  este  sentido,  nos  propusimos  estudiar  dos 
procesos  esenciales  para  la  conservación  del  músculo  esquelético  como  son  la 
diferenciación  celular  y el  recambio proteico. Para ello  tomamos  como modelo de 
experimentación in vitro las células L6.C11 (de aquí en adelante L6). 

Las  células  L6son mioblastos de  rata que en  las  condiciones apropiadas de 
cultivo  tienen  la  capacidad  de  fusionarse  para  formar miotubos multinucleados  y 
fibras estriadas. Esta línea celular es usada habitualmente en el estudio de procesos 
biológicos relacionados con el músculo esquelético. 

Por otra parte, el Na2WO4 es un compuesto antidiabético oral (Dominguez et 
al.,  2003) que promueve  la  translocación de GLUT4  a  la membrana plasmática  en 
músculo  esquelético  (Giron  et  al.,  2003; Giron  et  al.,  2008). A  su  vez,  provoca  un 
incremento en la cantidad total de la proteína GLUT4 que se debe a una estimulación 
de  la  actividad  transcripcional  de  su  promotor  por  parte  de  los  factores  de 
transcripción  MEF2.  Estos  factores  de  transcripción  también  participan  en  la 
regulación de la miogénesis (formación de nuevas células musculares). 

Con estos conocimientos previos, decidimos evaluar  los posibles efectos del 
Na2WO4 sobre la diferenciación celular y el recambio proteico en mioblastos L6. 

6.1.1 El tungstato sódico induce la diferenciación  de mioblastosL6. 

El proceso de diferenciación celular en músculo esquelético es un mecanismo 
esencial  para  la  recuperación  del  tejido  tras  un  daño  severo  y  nosotros  quisimos 
analizar si el Na2WO4 presentaba algún efecto sobre dicho proceso. 

Para ello, se  incubaron células L6 en ausencia o en presencia de Na2WO4 o 
insulina. Esta última se empleó como control positivo pues se conoce que favorece la 
diferenciación de los mioblastos L6 en miotubos (Ewton y Florini, 1981). Después de 
cuatro días de incubación, los cultivos incubados en presencia de estos dos efectores 
presentaban  una  cantidad  de  mioblastos  fusionados mucho  mayor  que  el  grupo 
control no tratado (Figura 6.1). 
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Figura  6.1.  El  Na2WO4 induce  la  diferenciación  de  mioblastos  L6  en  miotubos.  Las  células  fueron 
cultivadas en DMEM suplementado con 2% (v/v) FBS en ausencia [C] o presencia de 50 nM insulina [I] o 
0,5 mM Na2WO4  [W]  durante  cuatro  días.  Se  fijaron,  se  tiñeron  con Hoechst  y  se  observaron  en  el 
microscopio de fluorescencia. Se tomaron fotografías para la emisión de Hoechst y se fusionaron con la 
imagen de campo claro. La figura muestra un ejemplo representativo de los resultados obtenidos. 

La  diferenciación  de  mioblastos  en  miotubos  se  caracteriza  por  un 
incremento  en  la  actividad  creatina  quinasa  (Morris,  1978).  En  este  sentido, 
decidimos  analizar  qué  ocurría  cuando  se  procedía  a  diferenciar  células  L6  en 
ausencia o presencia de Na2WO4. Así, se determinó  la actividad creatina quinasa en 
los  lisados celulares durante cuatro días y se observó que  las células que se habían 
incubado en medio de diferenciación  (DMEM  suplementado con 2%  (v/v) FBS,  (ver 
5.1.3.2)  con  Na2WO4  presentaban  unos  niveles  significativamente  superiores  de 
actividad creatina quinasa a partir del tercer día (Figura 6.2‐A). 

Seguidamente,  se  midió  la  actividad  transcripcional  dependiente  del 
promotor  de  creatina  quinasa.  Esta  determinación  puso  de  manifiesto  que  el 
incremento  en  la  actividad  de  la  creatina  quinasa  promovida  por  el   Na2WO4,  era 
debida a un incremento en la transcripción del gen (Figura 6.2‐B). 

C

I W
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Figura  6.2.  El  Na2WO4  incrementa  la  actividad  del marcador  de  diferenciación muscular  creatina 
quinasa. Las células L6 se incubaron en medio de diferenciación en ausencia (C) o presencia de 0,5 mM 
Na2WO4 [W] durante cuatro días. (A) Se determinó la actividad creatina quinasa cada 24 h. Los datos se 
expresan  como UI/mg proteína.  (B)  La  actividad  transcripcional del promotor  de  creatina quinasa  se 
midió a los cuatro días. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la eficiencia de transfección y se 
muestran como unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). *p<0,05 
comparado con las células no tratadas para el mismo tiempo. 

Posteriormente, abordamos qué  factores de  transcripción podrían  tener un 
papel  relevante  en  el  incremento  de  la  transcripción  del  gen  de  creatina  quinasa. 
Analizandola  secuencia  del  promotor,encontramos  que  existían  sitios  putativos  de 
reconocimiento de los factores de transcripción MEF2 y MyoD. Como se aprecia en el 
esquema de la Figura 6.3‐A, el promotor de creatina quinasa presenta al menos dos 
lugares  de  unión  para MEF2  y  otros  tantos  para MyoD  (mCK1,  ver  Figura  6.3‐A). 
Procedimos  a  realizar deleciones en  la  secuencia de dicho promotor  y estudiamos 
cómo  variaba  la  actividad  transcripcional  del  mismo  con  la  ayuda  de  genes 
reporteros. 

La primera deleción que  se  realizó  (mCK2, ver Figura 6.3‐A) afectaba a una 
amplia región del extremo 5’ del promotor pero no suprimía los sitios de unión para 
MEF2  y  MyoD.  En  células  transfectadas  con  esta  construcción,  si  bien  el  efecto 
positivo  del  Na2WO4  disminuyó,  la  actividad  transcripcional  seguía  siendo 
significativamente mayor que en el grupo no tratado (Figura 6.3‐B). 

Por su parte,  las células  transfectadas con  las construcciones mCK1 y mCK2 
presentaban una actividad transcripcional similar en condiciones basales (Figura 6.3‐
B). 
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Se  realizó  una  nueva  deleción  que  eliminaba  los  dos  lugares  de  unión  de 
MEF2 y uno de MyoD, además de las bases eliminadas en la primera deleción (mCK3, 
ver Figura 6.3‐A). Las células no tratadas y transfectadas con esta última construcción 
mostraban  una  disminución  en  los  niveles  de  transcripción  del  gen  reportero 
respecto a las células transfectadas con el promotor completo (mCK1), y además, se 
perdió  prácticamente  por  completo  el  efecto  positivo  que  originaba  el  Na2WO4 
(Figura 6.3‐B). Con estos resultados, concluimos que el factor de transcripción MEF2 
debía jugar un papel relevante en el efecto positivo del Na2WO4 sobre el incremento 
en la actividad de creatina quinasa y, por extensión, en su capacidad para promover a 
diferenciación de las células L6 de mioblastos en miotubos. 

Figura 6.3. El factor de transcripción MEF2 participa en la activación del promotor de creatina quinasa 
mediada por Na2WO4.  (A) Esquema representativo del promotor de creatina quinasa que muestra  los 
sitios putativos de unión para MEF2 y MyoD, así  como  las deleciones  llevadas a  cabo.  (B)  Las  células 
transfectadas se diferenciaron en miotubos y a continuación se  incubaron en ausencia o presencia de 
0,5 mM Na2WO4 [W] durante 18‐20h. Se determinó la actividad transcripcional del promotor de creatina 
quinasa. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta la eficiencia de transfección y se muestran como 
unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con 
las células no tratadas y transfectadas con la misma construcción. mCK, muscle creatine kinase. 

A  continuación,  nos  propusimos  estudiar  si  el  efecto  del  Na2WO4estaba 
relacionado con una serie de factores de transcripción cuya expresión varía a lo largo 
del proceso de diferenciación de mioblastos a miotubos. En nuestro caso realizamos 
la  cuantificación  por Western  blot  de  los  factores  de  transcripción  Pax‐7, Myf‐5  y 
MEF2D. 
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Pax‐7 y Myf‐5  se expresan en mioblastos y  su expresión disminuye  cuando 
comienza el proceso de diferenciación. Dicha disminución es muy rápida en el caso 
de Pax‐7 y algo más prolongada en el tiempo en el caso de Myf‐5 (Bentzinger et al., 
2012). Por el contrario, los mioblastos presentan niveles bajos de MEF2D que se van 
incrementando a medida que avanza el proceso de diferenciación (Zhu et al., 2004). 

Cuando  incubamos  los mioblastos  L6  en medio  de  diferenciación,  tanto  la 
disminución en la expresión de Myf‐5 como el incremento en la expresión de MEF2D 
se  produjeron más  rápidamente  en  las  células  que  se  cultivaron  en  presencia  de 
Na2WO4. En el  caso de Pax‐7 no  se apreciaron diferencias porque a  las 24 h ya  se 
había suprimido por completo su expresión en ambos grupos (Figura 6.4). 

Figura 6.4. El Na2WO4 promueve  los cambios en  la expresión de factores de transcripción  implicados 
en  la  diferenciación  celular.  Células  L6  fueron  cultivadas  en medio  de  diferenciación  en  ausencia  o 
presencia de 0,5 mM Na2WO4  [W] durante  cuatro días. Se  lisaron  las  células y  se  realizaron Western 
blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos específicos frente a Pax‐7, Myf‐5, MEF2D y 
actina.  En  la  parte  superior  de  la  figura  se muestran membranas  representativas  de  los  resultados 
obtenidos. Los datos se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). 
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6.1.2 Regulación  de  la  transcripción  y  expresión  de  MEF2D  por 
tungstato sódico 

De  acuerdo  con  los  resultados obtenidos hasta el momento  y  teniendo en 
cuenta  los  efectos  positivos  del Na2WO4  sobre  la  expresión  de MEF2D,  decidimos 
profundizar en el estudio de la expresión y regulación de este factor de transcripción. 

Si bien ya habíamos comprobado que la cantidad de proteína aumentaba en 
presencia de Na2WO4, nos propusimos estudiar qué ocurría con los niveles de mRNA. 
Para  ello  realizamos  ensayos  de  qPCR  y  obtuvimos  como  resultado  que  no  se 
producían  cambios  significativos  en  la  cantidad  del  mensajero  de  MEF2D  en  las 
células tratadas con Na2WO4respecto al grupo control no tratado (Figura 6.5). 

Figura 6.5. El Na2WO4 no modifica  la expresión del mRNA de MEF2D. Células L6 fueron cultivadas en 
medio de diferenciación en ausencia o presencia de 0,5 mM Na2WO4 [W] durante 24 h. (A) Se lisaron las 
células y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos específicos 
frente a MEF2D y actina. En la parte superior de la figura se muestran membranas representativas de los 
resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). (B) La expresión relativa de 
MEF2D mRNA se calculó usando el método del 2∆Ct tomando la β‐actina como gen de referencia interno. 
Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. (n=6). 

Puesto  que  se  produjo  un  incremento  de  la  cantidad  de  proteína  pero  no 
ocurrió  lo  mismo  con  su  mRNA,  concluimos  que  la  expresión  de MEF2D  estaría 
regulada a nivel postraduccional. 

6.1.2.1 El tungstato sódico inhibe la sumoilación de MEF2D 

Está  descrito  que  los  factores  de  transcripción  de  la  familia MEF2  pueden 
modularse  a  través  de  modificaciones  covalentes  como  son  los  procesos  de 
fosforilación y sumoilación (ver 3.1.1.1). Cuando MEF2D es sumoilado, se procede a 
su degradación. 
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Para el estudio de  la sumoilación de MEF2D, procedimos a realizar Western 
blots partiendo de extractos proteicos  totales obtenidos  con un  tampón de  lisis al 
que se adicionó N‐etilmaleimida (NEM). Este compuesto  inhibe  la desumoilación de 
las  proteínas.  Los  resultados mostraron  que  las muestras  tratadas  con Na2WO4no 
originaban la señal correspondiente a MEF2D más SUMO (Figura 6.6). 

Figura  6.6.  El  Na2WO4  reduce  la  sumoilación  de  MEF2D.  Células  L6  se  incubaron  en  medio  de 
diferenciación en ausencia o presencia de Na2WO4 [W] durante 4 días. Se lisaron con un tampón de lisis 
que  incluía  20  mM  N‐etilmaleimida  [NEM]  para  prevenir  la  desumoilación  de  las  proteínas  y  se 
realizaron Western blots empleando  los extractos proteicos  totales y anticuerpos específicos  frente a 
MEF2D y actina. Se muestra una membrana representativa de los resultados obtenidos (n=4). 

Puesto  que  está  descrito  que  el  ácido  ginkgólico  inhibe  la  sumoilación 
(Fukuda et al., 2009),   decidimos medir  los niveles de transcripción dependiente de 
MEF2 en células cultivadas en presencia de dicho compuesto y de Na2WO4. 

El  ácido  ginkgólico  produjo  un  aumento  en  la  actividad  transcripcional 
respecto a  las células control no tratadas. Dicho  incremento fue similar al originado 
por  el  Na2WO4.  La  adición  simultánea  del  inhibidor  y  efector  no  supuso  efecto 
adicional alguno (Figura 6.7). 

MEF2D presenta un sitio de sumoilación en K439, pero para que esta pueda 
llevarse a cabo es necesaria la fosforilación previa de la S444. Mediante la técnica de 
mutagénesis  dirigida  se  obtuvieron  diversas  secuencias  de  DNA  cuya  expresión 
originaba mutaciones puntuales en dichos aminoácidos: K439R, S444A y S444D.  

La mutación  K439R  previene  la  sumoilación  de  la  proteína.  En  el  caso  de 
S444A  se  impide  la  fosforilación  del  resto  de  serina  y  el  cambio  la  serina  por 
aspartato simula en cierto modo una fosforilación permanente en dicho resto.  

 La  secuencia  de  DNA  silvestre  y  las mutadas  se  clonaron  fusionadas  a  la 
secuencia  del  factor  de  transcripción  de  levaduras  GAL4  para  poder  medir  la 
actividad  transcripcional  mediada  por  MEF2D  con  el  uso  de  genes  reporteros 
(5.1.4.1). 

En esencia,  la técnica consiste en cotransfectar  las células con dos vectores. 
Uno  de  ellos  (pFR‐Luc)  contiene  un  promotor  sintético  con  cinco  repeticiones  en 
tándem  del  sitio  de  unión  a GAL4  de  levaduras  que  controla  la  expresión  de  una 
luciferasa.  El  otro  vector  presenta  el  dominio  de  unión  a  DNA  del  factor  de 
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transcripción  de  levaduras GAL4  y  fusionado  a  él  debe  clonarse  la  secuencia  que 
codifica para  la proteína que se desea estudiar, en nuestro caso MEF2D. Los niveles 
de expresión de la luciferasa codificada por pFR‐Luc dependerán a su vez únicamente  
de  la  expresión  de MEF2D  fusionado  al  dominio  de  unión  a  DNA  de  GAL4  y  no 
interferirán en el análisis  la proteína MEF2D  silvestre  sintetizada por  la célula. Con 
este  método  se  puede  medir  la  actividad  transcripcional  de  MEF2D  en  células 
musculares  sin  tener que  recurrir a otras  líneas celulares, que poco o nada  tengan 
que ver con músculo, donde su expresión basal sea mínima o nula. 

Figura 6.7. El ácido ginkgólico es un inhibidor de la sumoilación y activa la transcripción mediada por 
MEF2. Células L6 se diferenciaron en miotubos. A continuación se incubaron en ausencia o presencia de 
Na2WO4 [W], ácido ginkgólico o ambos durante 16 h. Los datos se normalizaron teniendo en cuenta  la 
eficiencia de transfección y se muestran como unidades arbitrarias. Los resultados se expresan como la 
media ± S.E.M. (n=4) 

Los  resultados  muestran  que  cuando  las  células  transfectadas  con  la 
construcción que incluye la secuencia de MEF2D original se incuban en presencia de 
Na2WO4,  se  produce  un  incremento  significativo  de  la  actividad  transcripcional 
respecto a las células del grupo control no tratado. 

En el caso del mutante K439R, puesto que la sumoilación no es posible y por 
tanto  se  impide  la  degradación  de  la  proteína,  la  actividad  transcripcional  es muy 
elevada y la adición de Na2WO4 al medio no supone una activación adicional (Figura 
6.8). 

Por  otra  parte,  la  mutación  S444A  supone  un  aumento  en  la  actividad 
transcripcional puesto que no se puede llevar a cabo la fosforilación requerida para la 
sumoilación, pero dicho aumento no es tan elevado como en el caso anterior. En esta 
ocasión,  la adición de Na2WO4 al medio de cultivo sí da  lugar a una mayor actividad 
transcripcional  respecto  al  grupo  control  transfectado  con  la misma  construcción 
pero no tratado. 
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Finalmente,  puesto  que  el  cambio  S444D  simula  una  fosforilación 
permanente, MEF2D se encuentra en las condiciones adecuadas para ser sumoilado y 
posteriormente degradado. En esta situación  los niveles de actividad transcripcional 
son menores que en los casos anteriores y no se ven incrementados por la presencia 
de Na2WO4 en el medio (Figura 6.8). 

Figura 6.8. El  incremento de la transcripción mediado por MEF2D debido a Na2WO4 está relacionado 
con  la sumoilación en K439. Células L6 se cotransfectaron con el plásmido pCMV‐GAL que  incluía  las 
distintas  construcciones  de  MEF2D  y  con  el  plásmido  pFR‐Luc  que  incluye  el  gen  reportero.  A 
continuación se diferenciaron en miotubos antes de proceder al tratamiento con 0,5 mM Na2WO4 [W] 
para evaluar  los niveles de transcripción dependientes de MEF2D. Los resultados  fueron normalizados 
teniendo  en  cuenta  la  eficiencia de  transfección  y  se muestran  como unidades  arbitrarias  (n=4).  Los 
datos  se  expresan  como  la media  ±  S.E.M.  *p<0,05  comparado  con  las  células  control  no  tratadas; 
#p<0,05 comparado con las células transfectadas con la misma construcción no tratadas. 

6.1.2.2 MEF2D  presenta  sitios  de  fosforilación  que  modulan  su 
actividad 

Además  de  la  sumoilación, MEF2D  ve  regulada  su  actividad  a  través  de  la 
fosforilación de los restos S121 y S190. Estos son susceptibles de ser fosforilados por 
mediación de la proteína quinasa A (PKA) dando lugar a una inhibición de la actividad 
del factor de transcripción (Du et al., 2008). 

La PKA en su forma inactiva, está constituida por dos subunidades catalíticas 
y  dos  subunidades  reguladoras.  Cada  una  de  las  subunidades  reguladoras  puede 
unirse  a AMP  cíclico  (cAMP)  liberándose del  conjunto  y  activando  las  subunidades 
catalíticas.  Tomando  esta  información,  decidimos  realizar  ensayos  con  células  L6 
cultivadas en presencia de 8‐Br‐cAMP, un análogo permeable del cAMP que activa a 
PKA y presenta mayor resistencia a la hidrólisis. 

En  primer  lugar  abordamos  el  estudio  de  la  actividad  transcripcional 
mediante el uso de genes reporteros. Para ello se cultivaron las células en ausencia o 
presencia de Na2WO4, 8‐Br‐cAMP o ambos de forma concomitante. Además, uno de 
los grupos se cotransfectó con DNA codificante de las subunidades catalíticas de PKA, 
es decir, en ausencia de las subunidades reguladoras y por tanto siempre activas. 
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Las  células  incubadas  con  8‐Br‐cAMP  presentaban  valores  de  actividad 
transcripcional  dependiente  de MEF2  por  debajo  de  los  obtenidos  con  las  células 
control no tratadas y el tratamiento con la mezcla de los dos efectores no supuso una 
recuperación de la actividad (Figura 6.9). Las células que expresaban las subunidades 
catalíticas de PKA arrojaban valores significativamente menores que el grupo control, 
si bien en presencia de Na2WO4 este efecto se revertía parcialmente. 

Figura  6.9.  La  incubación  de  células  L6  en  presencia  de  8‐Br‐cAMP  o  que  sobreexpresan  las 
subunidades catalíticas de PKA presentan una disminución en la actividad transcripcional mediada por 
MEF2 que solo es revertida parcialmente en el segundo caso. Un grupo de células se cotransfectó con 
DNA codificante para las subunidades catalíticas de PKA. Las células L6 se diferenciaron en miotubos y a 
continuación se incubaron en ausencia o presencia de 50 μM 8‐Br‐cAMP, 0,5 mM Na2WO4 [W] o ambos 
durante 18‐20h. Los resultados fueron normalizados teniendo en cuenta  la eficiencia de transfección y 
se muestran como unidades arbitrarias  (n=4). Los datos se expresan como  la media ± S.E.M. *p<0,05 
comparado con las células control no tratadas. 

El  siguiente  paso  fue  estudiar  la  actividad  transcripcional  dependiente  de 
MEF  cuando  se mutaban  los  sitios  de  fosforilación  por  PKA.  Así,  por mutagénesis 
dirigida se realizaron construcciones que incluían la mutación S121A, S190A o ambas. 
La sustitución de los restos de serina por alanina impide la fosforilación mediada por 
PKA. En esta ocasión,  las distintas construcciones se transfectaron en células CHO. 

Las  células  que  se  transfectaron  con  cualquiera  de  las  construcciones  que 
incluían  la  mutación  S121A  no  respondían  al  tratamiento  con  Na2WO4.  Además, 
tampoco  aparecían  los  efectos  inhibitorios  observados  con  la  incubación 
concomitante de  las  células  con Na2WO4  y  8‐Br‐cAMP.  Estos dos  fenómenos  sí  se 
producían en las células transfectadas con la construcción mutada exclusivamente en 
S190.  Por  tanto,  concluimos  que  el  resto  S121  es  necesario  para  que  el  Na2WO4 
pueda mantener su efecto positivo sobre la activación de MEF2 (Figura 6.10). 
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Figura 6.10. El Na2WO4 necesita el resto S121 para mantener sus efectos. Células CHO se transfectaron 
con  vectores que  incluían  las  secuencias  codificantes de MEF2D  silvestre  [WT]  y  las  formas mutadas 
[S121A, S190A, S121A, S190A] y con el vector pMEF2X4 E1b‐Luc que expresa el gen reportero bajo el 
control de un promotor que presenta cuatro copias en tándem del sitio de unión a MEF2. Las células se 
incubaron en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS en ausencia [C] o presencia de 0,5 mM Na2WO4 
[W],  50  μM  8‐Br‐cAMP  [cAMP]  o  ambos  [W  +  cAMP]  durante  18‐20h.  Los  resultados  fueron 
normalizados teniendo en cuenta la eficiencia de transfección y se muestran como unidades arbitrarias. 
Los datos se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). 

Finalmente, cuantificamos  los niveles celulares de cAMP. Esto  se  realizó en 
dos  condiciones distintas: en ausencia  y en presencia del diterpeno  forskolina que 
induce la formación de cAMP (Hedin y Rosberg, 1983). 

Cuando  las  células  se  incubaban  en  ausencia  de  forskolina,  esto  es,  en 
condiciones basales, el Na2WO4 no modulaba  los niveles de cAMP;  sin embargo,  la 
incubación con  forskolina originó un sustancial  incremento en  la cantidad de cAMP 
respecto a las células control no tratadas que fue revertido considerablemente en las 
células que se cultivaron en presencia de forskolina y Na2WO4 (Figura 6.11).  

Figura  6.11.  El  Na2WO4  revierte  el  incremento  de  cAMP  originado  por  forskolina.  Células  L6  se 
diferenciaron en miotubos y se  incubaron en ausencia [C] o presencia de 0,5 mM Na2WO4 [W], 25 μM 
forskolina [F] o ambos [F+W] durante 30 min. A continuación se midieron los niveles de cAMP. Los datos 
se  expresan  como  la  media  ±  S.E.M.  (n=4).  *p<0,05  comparado  con  el  grupo  tratado  con  25  μM 
forskolina. 
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6.2 La activación de ERK1/2 por  tungstato sódico  induce 
la síntesis y previene  la degradación de proteínas en 
miotubos L6 de rata 

Abordamos  el  estudio del  efecto de  la  activación de  ERK1/2 por  tungstato 
sódico  sobre  el  recambio  proteico  en  miotubos  L6  diferenciados.  Con  este  fin, 
determinamos  los  índices de síntesis y degradación de proteínas y abundamos en  la 
influencia  de  la  activación  de  ERK1/2  sobre  los  mecanismos  moleculares  que 
participan en estos dos procesos. 

6.2.1 Efectos del tungstato sódico sobre el recambio proteico 

El tungstato sódico (0,1‐0,5 mM) tuvo un significativo efecto positivo sobre la 
síntesis  de  proteínas  (Figura  6.12‐A).  El  efecto  de  0,1 mM  Na2WO4  fue  similar  al 
obtenido  con  50  nM  insulina  en  las  mismas  condiciones.  Posteriormente, 
comprobamos si el  tungstato sódico  tenía  la capacidad de contrarrestar  los efectos 
de la dexametasona. La incubación de miotubos L6 con 5 μM dexametasona produjo 
una disminución en  la síntesis (Figura 6.12‐B) y un  incremento en  la degradación de 
proteínas (Figura 6.12‐C). La adición de tungstato sódico a las células 48 h antes de la 
incubación con dexametasona  incrementó  la síntesis de proteínas hasta alcanzar  los 
valores control (Figura 6.12‐B) y disminuyó la degradación de proteínas inducida por 
dexametasona de una forma dosis dependiente. 

Puesto que mTOR es un elemento central en  la  regulación de  la síntesis de 
proteínas, decidimos estudiar  los efectos del Na2WO4 sobre  la  fosforilación de esta 
quinasa    (Figura 6.13‐A). Se observó un  incremento de  la  fosforilación de mTOR de 
forma  dosis  dependiente  de  un  modo  paralelo  a  como  lo  hace  la  síntesis  de 
proteínas.  La  incubación  previa  con  25  nM  rapamicina  (un  inhibidor  específico  de 
mTOR) bloqueó  los efectos del  tungstato sódico  (Figura 6.13‐B),  lo que confirmó  la 
implicación  de  mTOR  en  el  mecanismo  de  acción  del  tungstato  sódico  sobre  la 
síntesis de proteínas. 

A  continuación,  nos  centramos  en  los  efectos  del  tungstato  sódico  y  la 
insulina  sobre  el  estado  de  fosforilación  de  ciertas  quinasas  que  son  sustratos  de 
mTOR y que están  implicadas en  la regulación del  inicio de  la traducción del mRNA. 
Observamos que el  tungstato sódico producía un  incremento en  la  fosforilación de 
S6K1  (ribosomal  protein  S6  kinase),  4E‐BP1  (eukaryotic  translation  initiation  factor 
4E‐binding protein 1) y eIF4E  (eukaryotic translation  initiation factor E) de un modo 
dosis dependiente (Figura 6.13C‐E). La incubación de las células con insulina condujo 
a una mayor fosforilación de las quinasas que cuando fueron incubadas con Na2WO4. 
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Figura 6.12. Efectos del  tungstato sódico sobre el  recambio proteico en miotubos L6.  (A) Las células 
fueron incubadas durante 2 h en DMEM suplementado con 10% FBS; 0,1‐0,5 mM Na2WO4 [W] o 50 nM 
insulina [I]. (B) Las células fueron incubadas durante 2 h en DMEM suplementado con 10% FBS y 0,5 mM 
Na2WO4  y  posteriormente  con  5  μM  dexametasona  en  ausencia  o  presencia  de  tungstato  sódico 
durante 1 h. (C) Las células fueron incubadas 48 h en DMEM con 10% FBS; 0,1‐0,5 mM Na2WO4 o 50 nM 
insulina  y  posteriormente  se  incubaron  durante  24  h  con  5  μM  dexametasona  [DEX]  en  ausencia  o 
presencia  de  los  efectores.  La  síntesis  de  proteínas  (A  y  B)  y  la  degradación  de  proteínas  (C)  se 
determinó como se describe en 5.2.4.1 y 5.2.4.2. Los datos se han expresado en dpm/μg de proteína. 
Los resultados representan la media ± S.E.M. (n=8). *p<0,05 comparado con las células no tratadas. 
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Figura  6.13  El  tungstato  sódico  estimula  la  señalización  a  través  de  mTOR  en  miotubos  L6.  Los 
miotubos fueron incubados en ausencia de FBS entre 16 h y 18 h antes de realizar los experimentos. (A) 
Se trataron los miotubos con 0,1‐0,5 mM Na2WO4 [W] o 50 nM insulina [I] en el mismo medio durante 
30 min. Se  lisaron  las células y se realizaron Western blots empleando  los extractos proteicos totales y 
anticuerpos  específicos  frente  a  mTOR  y  P‐mTOR.  Bajo  la  gráfica  se  muestra  una  membrana 
representativa de  los  resultados obtenidos  (n=4).  (B)  Los miotubos  se  incubaron en el mismo medio 
suplementado  con 0,5 mM Na2WO4 y en ausencia o presencia de 25 nM  rapamicina durante 2 h.  La 
rapamicina se añadió 30 min antes que el tungstato sódico y se mantuvo durante todo el experimento. 
La síntesis proteica se determinó como se indica en 5.2.4.1 (n=6). (C‐E) Las células se trataron como en 
el apartado (A). Se lisaron y se hicieron Western blots usando extractos proteicos totales y anticuerpos 
específicos  frente  a  S6K1  (C),  4E‐BP1  (D),  eIF4E  (E)  y  sus  respectivas  formas  fosforiladas.  Bajo  cada 
gráfica  se  muestra  una  membrana  representativa  de  los  resultados  obtenidos  (n=4).  Los  datos  se 
expresan  como  la media  ±  S.E.M.  *p<0,05  comparado  con  las  células  control  no  tratadas;  #p<0,05 
comparado con las células tratadas con tungstato sódico.  
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6.2.2 Modulación  de  la  señalización  corriente  arriba  de mTOR  por 
tungstato sódico 

Las dos  rutas de señalización principales en  la  regulación de  la actividad de 
mTOR son las rutas de PI3K/Akt y MEK/ERK. Se conoce por estudios previos (Giron et 
al.,  2008)  que  el  tungstato  sódico  no  induce  la  fosforilación  de  Akt  (RAC‐alpha 
serine/threonine‐protein  kinase)  en  miotubos  L6.  Nuestros  ensayos  corroboraron 
esta  observación  (Figura  6.14‐A)  y  además  mostraron  un  incremento  de  la 
fosforilación  de  ERK1/2  (extracelular  signal‐regulated  kinase)  de  un  modo  dosis 
dependiente (Figura 6.14‐B). Como cabía esperar, la insulina produjo un aumento de 
la fosforilación en ambos casos. 

Figura  6.14.  Efectos  del  tungstato  sódico  corriente  arriba  de mTOR  en miotubos  L6.  Los miotubos 
fueron  incubados en ausencia de FBS entre 16 h y 18 h antes de  realizar  los experimentos.  (A‐B) Las 
células se trataron con 0,1‐0,5 mM Na2WO4 [W] o 50 nM insulina [I] en el mismo medio durante 30 min. 
Las  células  fueron  lisadas  y  se  realizaron Western  blots  empleando  los  extractos  proteicos  totales  y 
anticuerpos específicos frente a Akt (A) o ERK1/2 (B) y sus correspondientes formas fosforiladas. (C) Las 
células se incubaron en el mismo medio suplementado con 0,5 mM Na2WO4 en ausencia o presencia de 
100 nM wortmanina o 20 μM PD98059 durante 2 h. Los inhibidores se adicionaron 30 min antes que los 
efectores y se mantuvieron durante todo el experimento. La síntesis de proteínas se determinó como se 
indica en 5.2.4.1 (n=6). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con 
las células tratadas con tungstato sódico. (D) Las células fueron tratadas como en los apartados (A) y (B) 
salvo que en esta ocasión se emplearon anticuerpos específicos frente a TSC2 y su forma fosforilada en 
S664.  Bajo cada gráfica se muestran membranas representativas de los resultados obtenidos (n=4). Los 
datos se expresan como la media ± S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas.  
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Posteriormente,  se  determinó  la  síntesis  de  proteínas  en  ausencia  y 
presencia de 0,5 mM Na2WO4 en células que habían sido incubadas previamente con 
inhibidores  específicos  de  la  fosforilación  de  Akt  (100  nM  wortmanina)  o  de  la 
activación  de  ERK1/2  (20  μM  PD98059).  El  incremento  de  la  síntesis  de  proteínas 
mediada por tungstato sódico fue bloqueado por la incubación previa con PD98059, 
pero no por wortmanina. De este modo confirmamos que únicamente  la activación 
de ERK1/2 está  implicada en  los efectos del Na2WO4  sobre  la  síntesis de proteínas 
(Figura 6.14‐C).  

Por otra parte, se conoce que la fosforilación de TSC2 (tuberin) en el resto de 
serina  664  es  un  fenómeno  característico  de  la  activación  de mTOR mediada  por 
ERK1/2  (Ma et al., 2007). En este sentido, cuando  las células  fueron  incubadas con 
0,5 mM Na2WO4 o 50 nM  insulina  se observó un  incremento de  la  fosforilación de 
dicho resto de serina en TSC2 (Figura 6.14‐D). 

6.2.3 La activación de ERK1/2 por tungstato sódico es concomitante 
con una disminución en la actividad de FoxO3a 

En  músculo,  la  degradación  de  proteínas  inducida  por  dexametasona  es 
mediada por  la activación de  los  sistemas de degradación de proteínas ubiquitina‐
proteasoma  y  autofagia‐lisosoma  (ver  3.1.2.2).  Un  elemento  fundamental  en  la 
regulación  de  ambos  sistemas  es  el  factor  de  transcripción  FoxO3a  (forkhead  box 
protein O) (Cho et al., 2010; Mammucari et al., 2007; Sandri, 2013; Zhao et al., 2007). 

Con  objeto  de medir  la  actividad  transcripcional  dependiente  de  FoxO,  se 
transfectaron  células  L6  con  una  construcción  que  incluía  la  secuencia  codificante 
para  la  luciferasa  de  luciérnaga  sensible  a  FoxO.  A  continuación  se  procedió  a 
diferenciar  las  células  a  miotubos  y  posteriormente  se  incubaron  con  0,5  mM 
Na2WO4 o 50 nM insulina. Pasadas 48 h, se adicionó 5 μM dexametasona al medio de 
cultivo  y  se  incubaron  en  estas  condiciones  durante  24  h  más. Mientras  que  la 
dexametasona  indujo  la  expresión  de  la  luciferasa,  las  células  que  habían  sido 
incubadas previamente con tungstato sódico o insulina presentaban un bloqueo en el 
incremento  de  dicha  expresión.  Además,  ni  el  tungstato  sódico  ni  la  insulina  en 
ausencia de dexametasona modificaron  la actividad de  la  luciferasa en comparación 
con el grupo control (Figura 6.15‐A).   
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Figura 6.15. Efectos preventivos del tungstato sódico sobre la actividad transcripcional de FoxO3a y la 
expresión de esta proteína en el citoplasma y el núcleo de miotubos tratados con dexametasona. Las 
células  fueron  incubadas  inicialmente durante 48 h en DMEM  suplementado con 10%  (v/v) FBS y 0,5 
mM Na2WO4 [W] o 50 nM  insulina [I]. A continuación se  incubaron 24 h más con 5 μM dexametasona 
[DEX] en ausencia o presencia de los efectores. (A) Las células fueron transfectadas transitoriamente con 
un  plásmido  que  codifica  para  la  luciferasa  de  luciérnaga  inducible  por  FoxO  y  posteriormente  se 
diferenciaron en miotubos antes de proceder a los tratamientos para evaluar los niveles de transcripción 
dependientes  de  FoxO.  Los  resultados  fueron  normalizados  teniendo  en  cuenta  la  eficiencia  de 
transfección y se muestran como unidades arbitrarias  (n=6).  (B) FoxO3a y su  forma  fosforilada  fueron 
cuantificados  por Western  blot  a  partir  de  extractos  citoplasmáticos  (n=4).  (C)  Se  determinaron  los 
niveles de FoxO3a e histona H3 en extractos nucleares por Western blot  (n=4). Los datos se expresan 
como la media ± S.E.M. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con 
las células tratadas con dexametasona. 

Si  FoxO3a  se  encuentra  fosforilada,  permanece  en  el  citoplasma  como  un 
factor  de  transcripción  inactivo  (Sanchez  et  al.,  2014;  Zhao  et  al.,  2007).  Tanto  el 
Na2WO4  como  la  insulina  incrementaron  la  fosforilación  de  esta  proteína  en  el 
citoplasma  en  comparación  con  las  células  tratadas  con dexametasona  y,  además, 
contrarrestaron  la  disminución  en  el  estado  de  fosforilación  inducida  por 
dexametasona  (Figura  6.16‐B).  Además,  extractos  nucleares  obtenidos  a  partir  de 
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células  tratadas  con  dexametasona mostraron  incrementos  en  FoxO3a  respecto  al 
grupo control que no  se observaron en  las células  tratadas con  tungstato  sódico o 
insulina (Figura 6.15‐C). De nuevo, la incubación previa con ambos agentes neutralizó 
los efectos de la dexametasona. 

Posteriormente, estudiamos  la  influencia de  la dexametasona y el tungstato 
sódico sobre  la regulación del sistema ubiquitina‐proteasoma. Para ello, analizamos 
los efectos del Na2WO4 y la insulina sobre la regulación de la actividad del promotor 
de ubiquitina y la expresión de los niveles de mRNA mensajero de las dos principales 
ligasas  de  ubiquitina:  MuRF1  (muscle‐specific  RING  finger  protein  1)  y  atrogin‐1 
(Figura  6.16).  El  tungstato  sódico  contrarrestó  el  incremento  causado  por  el 
tratamiento  con  dexametasona  en  la  transcripción  dependiente  del  promotor  de 
ubiquitina  (Figura 6.16‐A),  la  expresión  (Figura 6.16‐B  y D),  y  los niveles de mRNA 
(Figura 6.16‐C y E) de las dos ligasas de ubiquitina. Las diferencias observadas entre la 
cantidad de proteína (Figura 6.16‐B) y los niveles de mRNA (Figura 6.16‐C) de MuRF1 
en  las células tratadas con  insulina más dexametasona sugieren que  la expresión de 
dicha proteína está controlada de forma postranscripcional. 

Por otra parte, LC3 (microtubule‐associated protein 1 light chain 3), que está 
implicada en  la formación del autofagosoma (Mizushima et al., 2010; Sandri, 2013), 
está codificada por uno de los genes cuya expresión es incrementada por mediación 
de  FoxO3a.  Para  estudiar  si  el  tungstato  sódico  está  también  involucrado  en  la 
proteolisis  lisosomal,  llevamos  a  cabo  Western  blots  para  LC3.  Esta  proteína  es 
cortada  y  conjugada  a  fosfatidiletanolamina  durante  la  creación  de  los 
autofagosomas  dando  lugar  a  una  forma  denominada  LC3‐II  que  migra  más 
rápidamente  (Ohsumi,  2001).  La  intensidad  de  las  bandas  de  LC3‐II mostrada  se 
calculó en relación a  la  intensidad de  las bandas para actina obtenidas en  la misma 
membrana. 
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Figura 6.16. El tungstato sódico disminuye la actividad transcripcional del promotor de ubiquitina C y 
la  expresión  de MuRF1  y  atrongin‐1  en miotubos  tratados  con  dexametasona.  Las  células  fueron 
incubadas inicialmente durante 48 h en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 0,5 mM Na2WO4 [W] 
o 50 nM insulina [I] y a continuación se incubaron 24 h más con 5 μM dexametasona [DEX] en ausencia 
o  presencia  de  los  efectores.  (A)  Las  células  se  transfectaron  transitoriamente  con  un  plásmido  que 
contiene  la  secuencia  que  codifica  para  la  luciferasa  de  luciérnaga  bajo  el  control  del  promotor  de 
ubiquitina C. A continuación  se diferenciaron en miotubos antes de proceder a  los  tratamientos para 
evaluar la actividad transcripcional del promotor. Los resultados se normalizaron teniendo en cuenta la 
eficiencia de transfección y se muestran como unidades arbitrarias (n=6). La expresión de las proteínas 
MuRF1 (B) y atrogin‐1 (D) fue evaluada mediante Western blot de extractos proteicos totales y el uso de 
anticuerpos específicos. Los niveles de actina se emplearon como control de carga (n=4). Los niveles de 
mRNA de MuRF1 (C) y atrogin‐1 (E) se midieron por PCR en tiempo real en muestras de todos los grupos 
experimentales.  La  expresión  relativa  de mRNA  se  calculó  usando  el método  del  2∆Ct  tomando  la  β‐
actina  como gen de  referencia  interno  (n=8).  Los datos  se expresan  como  la media ± S.E.M. *p<0,05 
comparado  con  las  células  control  no  tratadas;  #p<0,05  comparado  con  las  células  tratadas  con 
dexametasona. 
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La  incubación  con dexametasona  se asocia  con una acumulación de  LC3‐II, 
pero  este  efecto  fue  bloqueado  cuando  se  realizó  una  incubación  previa  con 
tungstato sódico o insulina (Figura 6.17‐A). 

Cuando  procedimos  a  bloquear  la  degradación  lisosomal  de  los 
autofagosomas empleando bafilomicina A1  (Mizushima et al., 2010), se observó un 
incremento  significativo  en  la  expresión  de  LC3‐II  en  las  células  tratadas  con 
dexametasona  (Figura  6.17‐B).  Este  aumento  fue  contrarrestado  tanto  por  el 
tungstato sódico como por la insulina. 

La  expresión  de  p62/SQSTM1  (sequestosome  1)  también  fue  determinada 
(Figura  6.17‐C).  Esta  proteína  es  incorporada  en  el  autofagosoma  a  través  de  la 
interacción  con  LC3  (Komatsu e  Ichimura, 2010; Mizushima  et al., 2010). Mientras 
que el tratamiento con dexametasona originó la disminución de la expresión de p62, 
la incubación previa con tungstato sódico o insulina bloqueó este efecto. 

Figura 6.17. Regulación de la expresión de LC3 y p62 por el tungstato sódico en miotubos tratados con 
dexametasona.  Las  células  fueron  incubadas  inicialmente durante 48 h en DMEM  suplementado  con 
10% (v/v) FBS y 0,5 mM Na2WO4 [W] o 50 nM insulina [I] y a continuación se incubaron 24 h más con 5 
μM dexametasona  [DEX] en ausencia o presencia de  los efectores. Las células se  lisaron y se hicieron 
Western blots usando extractos proteicos totales y anticuerpos específicos frente a LC3 (A, B) y p62 (C). 
Se  llevaron  a  cabo  en  ausencia  (A)  y  presencia  (B)  de  bafilomicina  A1,  en  cuyo  caso  se  adicionó 
simultáneamente con la dexametasona y se mantuvo durante todo el experimento. Las membranas de 
LC3 muestran  dos  bandas  correspondientes  a  LC3‐I  y  la  forma  lipidada  LC3‐II.  La  intensidad  de  las 
bandas de LC3‐II y p62 se calculó en relación a  la  intensidad de las bandas para actina obtenidas en  la 
misma membrana.  Los datos  se  expresan  como  la media  ±  S.E.M.  (n=4)  *p<0,05  comparado  con  las 
células control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con dexametasona. 
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Para  confirmar  los  efectos  del  tungstato  sódico  sobre  la  prevención  de  la 
autofagia,  transfectamos  células  L6  con  un  plásmido  que  presenta  la  secuencia 
codificante de la proteína quimérica GFP‐LC3 y que permite observar la formación de 
autofagosomas  empleando  un  microscopio  de  fluorescencia  (Mammucari  et  al., 
2007;  Zhao  et  al.,  2007)  (Figura  6.18).  Estos  experimentos  se  llevaron  a  cabo  en 
presencia  de  bafilomicina  A1.  El  tratamiento  con  dexametasona  dio  lugar  a  un 
incremento  en  la  formación  de  autofagosomas;  sin  embargo  las  células  tratadas 
previamente con tungstato sódico mostraron una disminución en dicho parámetro. 

 Figura 6.18. Regulación de  la  formación de autofagosomas por mediación del  tungstato  sódico en 
miotubos tratados con dexametasona. Los experimentos se realizaron como se describe en 5.2.2.8 y en 
presencia de bafilomicina A1. En los grupos tratados con 0,5 mM Na2WO4 [W], este se adicionó al medio 
de cultivo 30 min antes de añadir 5 μM dexametasona [DEX]. En estas condiciones se incubaron durante 
durante  30 min más.  La  formación  de  autofagosomas  se  analizó mediante microscopía  confocal  de 
fluorescencia y se hizo un recuento de los puntos por célula. Los resultados se expresan como la media ± 
S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células 
tratadas con dexametasona. 
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Para obtener un mejor conocimiento de  la regulación del sistema autofagia‐
lisosoma,  se midieron  los niveles de mRNA de Bnip3  (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa 
protein‐interacting protein 3). Tanto el tungstato sódico como la insulina revertieron 
el  incremento  en  los  niveles  de mRNA  de  Bnip3  causado  por  el  tratamiento  con 
dexametasona (Figura 6.19). 

Figura 6.19. El  tungstato sódico disminuye  los niveles de mRNA de Bnip3 en miotubos  tratados con 
dexametasona. Las células se incubaron durante 48 h en DMEM suplementado con 10% FBS y 0,5 mM 
Na2WO4  [W] o 50 nM  insulina  [I]. A continuación  se adicionó 5  μM dexametasona  [DEX] al medio de 
cultivo y se incubaron 24 h más en ausencia o presencia de los efectores. Los niveles de mRNA de Bnip3 
se midieron  por  PCR  en  tiempo  real  en muestras  de  todos  los  grupos  experimentales.  La  expresión 
relativa de mRNA  se  calculó usando el método del 2∆Ct  tomando  la  β‐actina  como gen de  referencia 
interno. Los resultados se expresan como  la media ± S.E.M.  (n=8). *p<0,05 comparado con  las células 
control no tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con dexametasona. 
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6.3 El tungstato sódico induce la diferenciación y protege 
de  la  apoptosis  debida  a  estrés  oxidativo  en  células 
Neuro2a 

La plasticidad neuronal  es un  campo de  investigación que  en  la  actualidad 
está recibiendo mucha atención. La posibilidad de formar nuevas sinapsis neuronales 
a  la  vez  que  prevenir  la muerte  neuronal  es  el  objetivo  de  aquellas  terapias  que 
pretenden  disminuir,  o  al  menos  enlentecer,  el  avance  de  los  procesos 
neurodegenerativos  asociados  con  el envejecimiento o  la  enfermedad. Un modelo 
simple para el estudio de la plasticidad neuronal lo constituyen cultivos de la línea de 
neuroblastos murinos Neuro2a (Arsenault et al., 2014). 

Primero estudiamos el efecto del Na2WO4 sobre el proceso de diferenciación 
de células Neuro2a. Para ello, se observó  la formación de neuritas frente a un grupo 
control  y  se  cuantificaron  marcadores  moleculares  de  diferenciación. 
Posteriormente, se abordó el estudio del posible efecto neuroprotector del Na2WO4 
frente  al  estrés  oxidativo  mediante  ensayos  de  apoptosis  y  formación  de 
autofagosomas. 

6.3.1 El tungstato sódico induce la diferenciación de células Neuro2a 

Se  incubaron  células  Neuro2a  en  ausencia  o  presencia  de  Na2WO4  y  se 
cuantificó la formación de neuritas a lo largo del tiempo. Este parámetro se considera 
un indicador de diferenciación de neuroblastos en neuronas. El porcentaje de células 
diferenciadas  fue  significativamente mayor  en  el  grupo  tratado  que  en  el  control 
tanto a las 24 como las 48 h (Figura 6.20‐A).  

Al observar  las células en el microscopio y  realizar el  recuento de neuritas, 
pudimos apreciar que el número total de células por campo era menor en el grupo 
tratado que en el grupo control y que  la diferencia se  incrementaba con el tiempo. 
Dicha observación nos llevó a plantearnos el estudio de los efectos del Na2WO4 sobre 
la proliferación de  las células Neuro2a. Para ello realizamos un ensayo de viabilidad 
celular  basado  en MTT  (ver  5.2.2.9).  Los  resultados  obtenidos  demostraron  que, 
efectivamente,  las  células  tratadas  seguían  creciendo,  pero  a  una  velocidad 
significativamente menor a como lo hacían las células del grupo control (Figura 6.20‐
B). 
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Figura 6.20. El Na2WO4  induce  la diferenciación de  las  células Neuro2a en neuronas y enlentece  la 
proliferación. Las células fueron incubadas en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS y en ausencia o 
presencia de 1 mM Na2WO4 [W] durante 48 h. (A) Se realizó el recuento de neuritas a las 0, 24 y 48 h. 
Los datos se han expresado como el porcentaje de células que presentan neuritas sobre el número total 
de células. Los resultados representan la media ± S.E.M. (n=4). (B) Se realizaron ensayos de MTT a las 0, 
24 y 48 h. Los resultados representan  la media ± S.E.M.  (n=6).  (C) Las  imágenes muestran un ejemplo 
representativo del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas y 
los ensayos de MTT. *p<0,05 comparado con las células control no tratadas. 

Además  del  recuento  de  la  formación  de  neuritas,  estudiamos  la 
diferenciación  celular  con  marcadores  moleculares.  Cuando  los  neuroblastos  se 
diferencian en neuronas,  se  incrementa  la expresión del enzima acetilcolinesterasa 
cuya  función es hidrolizar el neurotransmisor  acetilcolina  (Bigbee  et al., 2000). Así 
pues,  determinamos mediante Western  blot  los  niveles  del  enzima  en  ausencia  o 
presencia  de  Na2WO4.  Las  células  tratadas  presentaban  niveles  significativamente 
mayores de acetilcolinesterasa que las células del grupo control (Figura 6.21‐A). 
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Posteriormente  nos  interesamos  por  conocer  qué  tipo  de  neuronas  se 
estaban formando. Para dilucidar esta cuestión procedimos a realizar qPCR de varios 
genes  que  inducen  su  expresión  en  función  de  qué  tipo  de  neurona  se  está 
formando. Así pues, medimos los niveles de expresión de tirosina hidroxilasa y Nurr1, 
que  aumentan  su  expresión  en  neuronas  dopaminérgicas  (Volpicelli  et  al.,  2004; 
White y Thomas, 2012), y colina O‐acetiltransferasa (Chat) que lo hace en el caso de 
las neuronas colinérgicas (Butcher et al., 1992). En el caso de las células tratadas con 
Na2WO4 se produjo un incremento de Chat, pero no así de Th y Nurr1 (Figura 6.21‐B) 
por lo que podemos decir que las células Neuro2a cultivadas en presencia de Na2WO4 
se diferencian en neuronas de tipo colinérgico. 

Figura  6.21.  El Na2WO4  produce  una  sobreexpresión  de marcadores moleculares  de  diferenciación 
neuronal. Las células se incubaron en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS en ausencia o presencia 
de 1 mM Na2WO4 [W] durante 24 h. (A) Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando 
los  extractos  proteicos  totales  y  anticuerpos  específicos  frente  a  acetilcolinesterasa  (AChE)  y  actina. 
Junto a    la gráfica  se muestran membranas  representativas de  los  resultados obtenidos. Los datos  se 
expresan como la media ± S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células control no tratadas a tiempo 
0 h. #p<0,05  comparado  con  las  células  control no  tratadas a  tiempo 24 h.  (B) Se extrajo el RNA,  se 
retrotranscribió el mRNA y se realizaron qPCR para los genes tirosina hidroxilasa (Th), Nurr1 y colina O‐
acetiltransferasa (Chat). Los datos se expresan como la media ± S.E.M. (n=4) *p<0,05 comparado con las 
células control no tratadas. 

También  es  conocido  que  el  factor  de  transcripción MEF2D  se  expresa  en  
neuronas  diferenciadas  (Lam  y  Chawla,  2007).  Tomando  esta  información  como 
punto de partida, procedimos  al estudio de  la expresión  y  actividad de MEF2D en 
Neuro2a. 
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Cuando  las células eran tratadas con Na2WO4, apreciábamos un  incremento 
en los niveles de la proteína MEF2D respecto a las células control no tratadas (Figura 
6.22‐A).  Experimentos  para  la  determinación  de  la  actividad  transcripcional  de 
MEF2D  con  el  uso  de  genes  reporteros  (luciferasa)  también mostraron  que  dicha 
actividad era mayor en las células tratadas que en el grupo control (Figura 6.22‐B). 

Figura 6.22. El Na2WO4  incrementa  la expresión de MEF2D,  su actividad  transcripcional.  (A) Células 
Neuro2a se cultivaron en DMEM suplementado con 0,5%  (v/v) FBS en ausencia o presencia de 1 mM 
Na2WO4 [W] durante 24 h. Se lisaron las células y se realizaron Western blots empleando los extractos 
proteicos  totales  y  anticuerpos  específicos  frente  a MEF2D  y  actina.  Sobre  la  gráfica  se  muestran 
membranas representativas de los resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media ± S.E.M.  
(n=4). *p<0,05 respecto a  las células control no tratadas en el tiempo 0 h. #p<0,05 comparado con  las 
células control no  tratadas en el  tiempo 24 h  (B) Las células  se cultivaron como  se  indica en  (A) y  se 
midió la actividad transcripcional mediada por MEF2 mediante el uso de genes reporteros. Los datos se 
expresan como la media ± S.E.M. (n=6). *p<0,05 respecto a las células control no tratadas. 

Por otra parte, MEF2D, como cualquier factor de transcripción, presenta una 
localización nuclear para poder llevar a cabo su acción; sin embargo, su degradación 
se  produce  en  el  citoplasma  mediante  el  proceso  de  autofagia  mediada  por 
chaperona (CMA: chaperone‐mediated autophagy) (Yang et al., 2009). La ausencia de 
suero bovino  fetal en el medio de cultivo activa  la CMA y, por otra parte, el NH4Cl 
inhibe  el  paso  final  de  degradación  proteica.  Combinando  estos  dos  factores  y 
empleando una proteína quimérica MEF2D‐GFP, pudimos comprobar que las células 
cultivadas en ausencia de suero y presencia de Na2WO4 presentaban menores niveles 
de  fluorescencia  (y  por  tanto MEF2D)  en  el  citoplasma  que  las  células  del  grupo 
control (Figura 6.23). Entendemos, por tanto, que el Na2WO4 previene la exportación 
de MEF2D desde el núcleo al citoplasma  impidiendo su degradación y prolongando 
de  este  modo  su  acción  como  factor  de  transcripción  que  participa  en  la 
diferenciación neuronal. 
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Figura 6.23 El Na2WO4 disminuye la degradación de MEF2D por autofagia mediada por chaperona. Las 
células se cultivaron en DMEM suplementado con 20 mM NH4Cl y en ausencia o presencia de 10% (v/v) 
FBS y Na2WO4  [W]. Se  tomaron  fotografías de microscopía confocal para  la emisión de Hoescht, GFP‐
MEF2D  y  la  fusión de ambas  sobre  la  imagen de  campo  claro que permite observar  con precisión  la 
región correspondiente al citoplasma. 

Según diversos estudios, es necesaria la activación sostenida en el tiempo de 
ERK1/2 para  que  se produzca  la  diferenciación neuronal  (Li  et  al.,  2006; Marshall, 
1995). Otros estudios muestran que la vía de Akt también participa en el proceso de 
diferenciación  (Lee  et  al.,  2015;  Qiao  et  al.,  2012).  Con  estos  antecedentes,  nos 
dispusimos a estudiar el efecto del Na2WO4 sobre estas dos quinasas. 

En  el  caso  de  ERK1/2,  las  células  que  fueron  cultivadas  en  presencia  de 
Na2WO4  durante  24  h  presentaban  unos  niveles  significativamente mayores  de  la 
enzima  fosforilada  que  las  células  del  grupo  control  no  tratado  para  ese mismo 
tiempo. Por su parte, al medir  los niveles de fosforilación de Akt en  las condiciones 
que acabamos de describir, no se observaron diferencias significativas (Figura 6.24). 

Así pues, parece claro que el Na2WO4 activa a ERK1/2 pero no a Akt, al menos 
de forma mantenida en el tiempo (24 h). 
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Figura 6.24. El Na2WO4 activa a ERK1/2 de  forma mantenida en el  tiempo, pero no  tiene el mismo 
efecto sobre Akt. Células Neuro2a  fueron cultivadas en DMEM suplementadas con 0,5%  (v/v) FBS en 
ausencia o presencia de 1 mM Na2WO4. Se  lisaron  las células y se realizaron Western blots empleando 
los  extractos  proteicos  totales  y  anticuerpos  específicos  frente  a  ERK1/2  (A),  Akt  (B)  y  sus 
correspondientes formas fosforiladas. Sobre las gráficas se muestran membranas representativas de los 
resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media ± S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las 
células control no tratadas a tiempo 0 h; #p<0,05 comparado con las células control no tratadas a tiempo 
24 h. 

A  la vista de estos datos, decidimos estudiar  la  influencia de estas quinasas 
sobre  la  diferenciación  de  Neuro2a.  Para  ello  se  prepararon  cultivos  celulares  en 
ausencia o presencia de PD98059 y LY294002 que son inhibidores de la activación de 
ERK1/2  y  Akt,  respectivamente.  A  continuación  se  procedió  a  determinar  el  
porcentaje de células diferenciadas por recuento de neuritas. 

Los resultados mostraron que, en condiciones basales, no se requería la ruta 
de  Ras‐Raf‐MAPK/ERK  para  que  se  llevara  a  cabo  la  diferenciación,  pero  sí  era 
necesaria  para  que  el  Na2WO4  ejerciera  su  efecto  positivo  sobre  este  proceso. 
Cuando se  inhibía  la ruta de PI3K/Akt, se suprimía completamente  la diferenciación 
(Figura 6.25). 

Podemos concluir que para que el Na2WO4 pueda promover la diferenciación 
neuronal se necesita que  la ruta de Ras‐Raf‐MAPK/ERK se encuentre activa y que  la 
ruta de PI3K/Akt no se encuentre inhibida. 
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Figura 6.25.  Las  rutas de  señalización Ras‐Raf‐MAPK/ERK y PI3K/Akt no deben estar  inhibidas para 
que el Na2WO4 pueda ejercer su efecto positivo sobre la diferenciación neuronal. Células Neuro2a se 
incubaron en DMEM suplementado con 0,5% (v/v) FBS en ausencia o presencia de 1 mM Na2WO4 [W] y 
los  inhibidores PD98059 y LY294002. (A) Las  imágenes muestran un ejemplo representativo del estado 
de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas. (B) Se realizó el recuento 
de neuritas a  las 0 y 24 h.  Los datos  se han expresado  como el porcentaje de  células que presentan 
neuritas sobre el número total de células. Los resultados representan  la media ± S.E.M. (n=4). *p<0,05 
comparado con células no tratadas sin  inhibidores a  las 24 h. #p<0,05 comparado con células tratadas 
con Na2WO4 y sin inhibidores a las 24 h. 
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Se  ha  descrito  que  la  expresión  de  las  proteínas  durante  la  diferenciación 
celular  está  controlada  principalmente  por  los  cambios  en  la  síntesis  de  dichas 
proteínas y no tanto por  los niveles de degradación (Kristensen et al., 2013). Puesto 
que  ya  comprobamos  que  el  Na2WO4  favorece  la  diferenciación  de  las  células 
Neuro2a en neuronas, decidimos estudiar qué ocurría con la síntesis de proteínas. 

En  este  caso,  las  células  tratadas  con Na2WO4  presentaron  un  incremento 
significativo de este proceso en comparación con el grupo control no tratado (Figura 
6.26). 

 

Figura  6.26.  El  Na2WO4  incrementa  la  síntesis  de 
proteínas  en  células  Neuro2a.  Las  células  se 
cultivaron  en  DMEM  suplementado  con  10%  (v/v) 
FBS  en  ausencia  o  presencia  de  1  mM  Na2WO4 

durante 2 h.  La  síntesis de proteínas  se determinó 
como  se  indica  en  5.2.4.1.  Los  datos  se  han 
expresado  en  dpm/μg  de  proteína.  Los  resultados 
representan  la  media  ±  S.E.M.  (n=8).  *p<0,05 
comparado con las células control no tratadas. 

 

6.3.2 El tungstato sódico protege frente a la muerte celular producida 
por estrés oxidativo 

El  daño  generado  en  macromoléculas  (lípidos,  proteínas,  DNA)  como 
consecuencia  del  estrés  oxidativo  es  un  factor  común  presente  en  algunas  de  las 
enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia, como  son  la enfermedad 
de Alzheimer, Parkinson, Huntington y esclerosis  lateral amiotrófica  (Niedzielska et 
al., 2015). 

En  este  sentido,  decidimos  abordar  el  estudio  de  cómo  afecta  el  estrés 
oxidativo a las células Neuro2a en cuanto a su viabilidad y el posible efecto paliativo 
que pudiera tener el Na2WO4 sobre la muerte celular. 

Para el estudio de la viabilidad de las células Neuro2a en presencia de H2O2 se 
realizaron ensayos MTT (ver 5.2.2.9). Cuando las células eran incubadas en presencia 
de H2O2, observamos que transcurridas 48 h, más del 75% de las células morían. Si la 
incubación  se  realizaba  concomitantemente  con Na2WO4,  la mortalidad  se  revertía 
de  forma  dosis  dependiente  hasta  su  práctica  desaparición  en  el  caso  de  la 
concentración más  alta  ensayada,  esto  es,  1 mM  Na2WO4  (Figura  6.27).  Por  esta 
razón elegimos dicha concentración para la realización del resto de experimentos de 
esta sección. 
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Figura 6.27. El Na2WO4 protege frente a  la muerte celular producida por estrés oxidativo. Las células 
fueron incubadas en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS [C] y en ausencia o presencia de 250 μM 
H2O2 [H] y concentraciones crecientes de Na2WO4 [W]. Se realizaron ensayos de MTT a las 0, 24 y 48 h. 
Los  datos  se  expresan  como  el  porcentaje  de  células  vivas  referido  al  tiempo  0  h.  Los  resultados 
representan  la media ± S.E.M.  (n=6). *p<0,05 comparado con  las células control no  tratadas. #p<0,05 
comparado con las células tratadas con 250 μM H2O2. 

A  la  vista  de  estos  resultados,  cabía  preguntarse  si  el  efecto  positivo  del 
Na2WO4  se  debía  a  un  potencial  poder  antioxidante,  o  bien  a  que  en  las  células 
cultivadas en presencia de Na2WO4 se desencadenaban una serie de procesos que les 
permitían hacer frente al estrés oxidativo. 

Para  dirimir  cuál  de  estas  dos  hipótesis  se  ajustaba  a  la  realidad, 
comenzamos por realizar un ensayo de detección de especies reactivas de oxígeno en 
cultivos celulares con el compuesto 2’,7’‐diclorofluoresceína diacetato  (DCFDA)  (ver 
5.2.2.11). Se realizaron varias medidas a  lo  largo del tiempo y se comprobó que  los 
niveles  de  especies  reactivas  de  oxígeno  variaban  de  un modo  similar  respecto  al 
control tanto en las células tratadas únicamente con H2O2 como en aquellas tratadas 
con la mezcla de H2O2 y Na2WO4 (Figura 6.28). Con este resultado, concluimos que los 
efectos beneficiosos observados sobre la muerte celular debida al estrés oxidativo no 
podían atribuirse a un supuesto poder antioxidante del Na2WO4. 
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Figura 6.28.  La  generación de especies  reactivas de oxígeno por parte del H2O2 no es  revertida en 
presencia de Na2WO4. Las células fueron incubadas en DMEM sin FBS y suplementado con 250 μM H2O2 
[H] y/o 1 mM Na2WO4 [W] durante el tiempo en minutos que  indican  las  leyendas de  los histogramas. 
Las  células  se  tripsinizaron  y  se  analizaron  por  citometría  de  flujo.  En  todos  los  casos  se muestra  el 
histograma del control a tiempo cero como referencia. La figura muestra un resultado representativo de 
los experimentos realizados (n=3). 
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Era el momento de plantearse qué mecanismos celulares estarían implicados 
en la disminución de la mortalidad. 

Ante  determinadas  situaciones  de  estrés,  la  célula  activa  procesos  de 
autofagia  como mecanismo  de  defensa  degradando  las  proteínas  y  orgánulos  que 
puedan estar dañados y que presentan alteraciones en su estructura y/o función. Si 
el efecto de los agentes estresantes supera a la capacidad protectora del proceso de 
autofagia, esta continúa hasta producir la muerte de la célula. Este fenómeno ocurre 
en el caso del estrés oxidativo y, en concreto, cuando es generado por H2O2 (Chen et 
al., 2008). 

Así pues, nos decidimos a estudiar el efecto del Na2WO4  sobre  la autofagia 
producida  por  estrés  oxidativo mediada  por H2O2.  Para  ello  transfectamos  células 
Neuro2a  con  un  plásmido  que  presenta  la  secuencia  codificante  de  la  proteína 
quimérica LC3‐GFP que, como dijimos anteriormente, permite observar la formación 
de autofagosomas empleando un microscopio de fluorescencia. Los experimentos se 
llevaron  a  cabo  en  presencia  de  bafilomicina  A1  que  bloquea  el  paso  de 
autofagosomas a autolisosomas (ver 5.2.2.8). 

El  tratamiento  con  H2O2  originó  un  incremento  en  la  formación  de 
autofagosomas;  sin  embargo  las  células  tratadas  simultáneamente  con  Na2WO4  y 
H2O2 mostraron una disminución en dicho parámetro (Figura 6.29) 

Por  otra  parte,  está  ampliamente  descrito  que  el  estrés  oxidativo  es  un 
mediador  de  la  apoptosis  (Buttke  y  Sandstrom,  1994)  de  modo  que  decidimos 
estudiar dicho proceso. 

La primera aproximación consistió en observar  la morfología del núcleo tras 
incubar  las células en presencia de H2O2 y/o tungstato tomando como referencia  la 
forma  típicamente  redondeada de  los núcleos en el grupo control no  tratado. Para 
ello se procedió a la tinción de los núcleos con Hoechst y su posterior observación en 
el microscopio de fluorescencia. 

En el caso de  las células  incubadas con H2O2, un elevado porcentaje de  los 
núcleos observados presentaban una morfología cóncava propia de la condensación 
de  la  cromatina en  las etapas  intermedias de  la apoptosis  (picnosis), mientras que 
algunas de  las células ya presentaban  la  fragmentación del núcleo característica de 
las fases finales (cariorrexis). Por el contrario, en las células que habían sido tratadas 
concomitantemente  H2O2  y  Na2WO4,  el  número  de  células  con  una  morfología 
nuclear  anormal  era  significativamente  menor  (Figura  6.30).  Además,  las  células 
incubadas exclusivamente con Na2WO4 no presentaban modificaciones en  la  forma 
de sus núcleos respecto al grupo control no tratado. 
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Figura  6.29.  Regulación  de  la  formación  de  autofagosomas  por mediación  del  Na2WO4  en  células 
Neuro2a tratadas con H2O2. Los experimentos se realizaron como se describe en 5.2.2.8 y en presencia 
de 100 nM bafilomicina A1. Las células se incubaron durante 30 min en ausencia [C] o presencia de 250 
μM H2O2 [H], 1 mM Na2WO4 [W] y la mezcla de ambos [HW]. La formación de autofagosomas se analizó 
mediante microscopía  confocal  de  fluorescencia  y  se hizo un  recuento de  los puntos por  célula.  Los 
resultados  se expresan  como  la media ±  S.E.M.  (n=4). *p<0,05  comparado  con  las  células  control no 
tratadas; #p<0,05 comparado con las células tratadas con H2O2. 
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Figura 6.30. El Na2WO4 minimiza los cambios en la morfología nuclear debidos al estrés oxidativo por 
H2O2. (A) Las células Neuro2a se incubaron durante 24 h en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y 
en ausencia  [C] o presencia de 250  μM H2O2  [H], 1 mM Na2WO4  [W] y  la mezcla de ambos  [HW]. A 
continuación se fijaron, se tiñeron con Hoechst y se observaron en el microscopio de fluorescencia. Se 
muestra un resultado representativo de los experimentos llevados a cabo. (B) Recuento del porcentaje 
de  núcleos  con  morfología  apoptótica.  Los  datos  representan  la  media  ±  S.E.M.  (n=4).  *p<0,05 
comparado con las células control no tratadas. #p<0,05 comparado con las células tratadas con 250 μM 
H2O2. 
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La siguiente aproximación que hicimos consistió en estudiar la apoptosis por 
citometría  de  flujo  usando  yoduro  de  propidio  (ver  5.2.2.12).  Con  este  método 
podemos obtener  información numérica sobre el porcentaje de células muertas por 
apoptosis (región sub‐G1) tras  la  incubación en presencia de H2O2 y comprobar si el 
Na2WO4 produce una disminución en dicho porcentaje. 

En esta ocasión, se ensayaron dos concentraciones distintas de H2O2: 250 y 
500 μM. En  los experimentos precedentes no se empleó  la concentración más alta 
porque la muerte celular producida era tan drástica que hacía imposible la medida de 
cualquier parámetro. Sin embargo, puesto que en este experimento el interés radica 
precisamente  en  conocer  la  variación  en  el porcentaje de  células que mueren, no 
teníamos  ningún  problema  para  introducir  el  valor  más  elevado  en  nuestras 
condiciones experimentales. 

El porcentaje de células muertas por apoptosis en el grupo control no tratado 
se situaba en el 1,5%, mientras que en el caso de  las células tratadas con 250 μM y 
500 μM H2O2  los porcentajes alcanzaban valores   del 8% y el 70%, respectivamente.  
Por su parte, el Na2WO4 mostró una disminución significativa de la muerte celular por 
apoptosis en ambos casos (Figura 6.31) 

Se pueden encontrar  ejemplos que asocian el estrés oxidativo por H2O2 con 
la apoptosis dependiente de caspasas y, en concreto, con la activación de la caspasa‐
3 en diversos  tipos  celulares  incluyendo el neuronal  (Jiang  et al., 2001; Kim  et al., 
2000; Matsura et al., 1999). Con estos antecedentes decidimos abordar el estudio de 
la  activación  de  la  caspasa‐3  por  H2O2  en  las  células Neuro2a  y  el  posible  efecto 
inhibidor del Na2WO4 sobre la misma.  

En  este  sentido,  se  cultivaron  las  células  en  presencia  de  H2O2  y  se 
procesaron  las muestras a  las tres y  las seis horas. El análisis realizado por Western 
blot  con  anticuerpos  específicos  frente  a  caspasa‐3  mostraron  un  incremento 
sustancial  en  los  niveles  de  la  forma  activa  de  la  proteína  en  comparación  con  el 
grupo  control. Dicho  fenómeno  se  veía  paliado  cuando  las  células  eran  incubadas 
simultáneamente con Na2WO4 (Figura 6.32). 
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Figura  6.31.  El Na2WO4 disminuye  la muerte  celular ocasionada por  el  estrés oxidativo.  Las  células 
Neuro2a se incubaron en DMEM suplementado con 10% (v/v) FBS y en ausencia o presencia de 250‐500 
μM H2O2 [H] y 1 mM Na2WO4 [W] durante 24 h. A continuación se analizó la apoptosis tardía mediante 
citometría  de  flujo  con  yoduro  de  propidio.  (A)  Se  muestra  un  resultado  representativo  de  los 
experimentos  realizados.  El  número  sobre  cada  segmento  representa  el  porcentaje  de  la  población 
celular en cada una de las etapas del ciclo celular. Las células muertas por apoptosis corresponden a la 
región  sub‐G1.  (B)  Representación  gráfica  de  las  células  apoptóticas  en  las  distintas  condiciones 
experimentales. Los resultados se expresan como  la media ± S.E.M. (n=3). *p<0,05 comparado con  las 
células  control  no  tratadas;  #p<0,05  comparado  con  las  células  tratadas  con  250  μM H2O2;  ‡p<0,05 
comparado con las células tratadas con 500 μM H2O2. 
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Figura 6.32. La activación de la caspasa‐3 por estrés oxidativo es revertida por el Na2WO4. Las células 
Neuro2a se incubaron en DMEM sin FBS en ausencia [C] o presencia de 250 μM H2O2 [H], 1 mM Na2WO4 
[W]  o  ambos  [HW].  Se  lisaron  las  células  a  las  tres  y  las  seis  horas  y  se  realizaron Western  blots 
empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos específicos frente a caspasa‐3 y actina (n=4). 

Son muchos  los estudios que demuestran que  la activación de ERK1/2 tiene 
un  efecto  antiapoptótico  en  la  célula;  pero  también  existe  un  gran  número  de 
artículos que exponen  lo  contrario, esto es, un papel proapoptótico. Al parecer, el 
que se produzca uno u otro efecto viene determinado fundamentalmente por el tipo 
de estímulo que provoca la activación de ERK1/2 y por el tejido que se estudie (Lu y 
Xu, 2006). 

Cuando se habla de Akt, en general se acepta que su activación tiene un claro 
efecto antiapoptótico debido esencialmente a su capacidad de  fosforilar e  inhibir a 
FoxO que, entre otros muchos, tiene la capacidad de inducir la transcripción de genes 
proapoptóticos (Zhang et al., 2011). 

En relación con todo ello, nos dispusimos a evaluar cuáles eran los niveles de 
fosforilación de ERK1/2 y Akt en células Neuro2a en  las que se  inducía  la apoptosis 
por estrés oxidativo cuando se incubaban en presencia de Na2WO4. 

Los resultados mostraron que tanto ERK1/2 como Akt presentaban menores 
niveles de fosforilación cuando las células se incubaban en presencia de H2O2 que en 
el  caso  del  grupo  control.  Además,  al  cultivar  las  células  en  medio  de  cultivo 
suplementado  con  H2O2  y  Na2WO4  de  forma  concomitante,  se  recuperaban 
parcialmente los niveles de fosforilación de ambas quinasas (Figura 6.33). 

Procaspasa-3

Caspasa-3 activa

C     H      W    HW    H     W     HW
3 h 6 h

Actina



 
123 

Figura 6.33. El Na2WO4 revierte parcialmente la disminución de los niveles de fosforilación de ERK1/2 
y Akt debida al estrés oxidativo por H2O2. Células Neuro2a se incubaron en DMEM suplementado con 
10%  (v/v) FBS y en ausencia  [C] o presencia de 250  μM H2O2, 1 mM Na2WO4  [W] o ambos  [HW]. Se 
lisaron las células y se realizaron Western blots empleando los extractos proteicos totales y anticuerpos 
específicos  frente  a  ERK1/2  (A),  Akt  (B)  y  sus  respectivas  formas  fosforiladas.  Sobre  las  gráficas  se 
muestran membranas representativas de los resultados obtenidos. Los datos se expresan como la media 
± S.E.M. (n=4). *p<0,05 comparado con las células tratadas con H2O2. 
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7 DISCUSIÓN 
El  tungstato  sódico  es  un  compuesto  que  se  ha  descrito  como  un  agente 

hipoglucemiante  oral.  Fue  referido  como  tal  en  los  años  1990  por  el  grupo  de 
investigación del Profesor Guinovart en  la Universidad de Barcelona  (Barbera et al., 
1997; Barbera et al., 1994). Entre  las propiedades que hacen de este compuesto un 
atractivo agente hipoglucemiante está, además de la vía de administración oral, una 
baja  o  nula  toxicidad  (a  diferencia  de  otros  compuestos  como  los  derivados  del 
vanadato) y  la sencillez de su estructura química. Un dato muy relevante es que no 
conduce  a  situaciones  de  hipoglucemia  en  respuesta  al  tratamiento,  efecto 
indeseable  frecuente del  tratamiento  con  insulina u otros hipoglucemiantes orales 
(Barbera et al., 2001). 

El  grupo  de  investigación  del  profesor  Guinovart,  demostró  los  efectos 
hepáticos del tungstato sódico que conducen a la normalización de la glucemia tanto 
en modelos in vivo (Barbera et al., 1994) como in vitro (Dominguez et al., 2003). Estos 
efectos  se  resumen  en  el hecho de que  el  compuesto  es  capaz de  incrementar  la 
captación de glucosa por el hígado, aumentando la actividad de la glucógeno sintasa 
y disminuyendo la de la glucógeno fosforilasa y al mismo tiempo es capaz de reducir 
la aportación neta de glucosa hepática al organismo  inhibiendo  la gluconeogénesis, 
fundamentalmente a nivel de la PEPCK. Cabe señalarse que estos efectos en modelos 
animales se mantienen a largo plazo y que el tungstato sódico, al menos a través de 
la normalización de la glucemia, tiene un claro efecto en la prevención del síndrome 
diabético tardío (Barbera et al., 2001) 

Utilizando  cultivos  celulares  de  células  CHO‐K1  que  sobreexpresan  el 
receptor de  insulina, hepatomas y hepatocitos se ha demostrado que estos efectos 
del tungstato sódico a nivel hepático no se encuentran mediados por el receptor de 
insulina ni por la vías clásicas de señalización de la insulina (Dominguez et al., 2003). 
Así, por ejemplo, el tungstato sódico no incrementa la autofosforilación del receptor 
de  insulina,  la  foforilación del  IRS‐2  (insulin  receptor substrate 2) o  la activación de 
PKB/Akt. Por el  contrario, a nivel hepático  se ha establecido  inequívocamente que 
uno de los efectos clave que median la acción del tungstato es la activación de la vía 
de  señalización de MAP quinasas y en concreto el  incremento de  la  fosforilación y 
activación de MEK1/2 que a su vez es responsable de la activación de quinasas como 
ERK1/2  responsables en gran medida de  la acción del  tungstato sódico.  Inhibidores 
de esta  ruta  como PD98059  claramente bloquean  los efectos del  tungstato  sódico 
(Dominguez et al., 2003). Así, en tejido hepático la activación de ERK1/2 mediada por 
tungstato produce un aumento en  la  fosforilación y consiguiente  inactivación de  la 
glucógeno  sintasa  quinasa  3β,  lo  que  produce  la  regulación  del metabolismo  del 
glucógeno. 

 Más recientemente, se ha demostrado que en hepatocitos en cultivo (Zafra 
et al., 2013), el tungstato sódico ejerce su acción a través de la activación de una ruta 
no  canónica que  implica  a  las proteínas G. En  concreto, el uso de  toxina Pertussis 
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como un inhibidor de la subunidad Gαi2 bloqueó la activación mediada por tungstato 
sódico de Ras y la consecuente fosforilación de ERK1/2. Este efecto se ha demostrado 
también  en  células  musculares  lisas  donde  el  tungstato  ejerce  un  efecto 
antihipertensivo (Fernandez‐Marino et al., 2015). 

Nuestro grupo de  investigación se ha centrado en  los efectos del  tungstato 
sódico  sobre  la  captación  de  glucosa  por  tejidos  periféricos  como  un  segundo 
mecanismo de mantenimiento de la homeostasis glucídica. Así, resultados in vivo en 
ratas  diabéticas mediante  la  inyección  con  estreptozotocina,  indican  que  en  gran 
medida la disminución de la captación de glucosa por el músculo es normalizada por 
el tratamiento con tungstato sódico (Giron et al., 2003). Esta normalización es debida 
a  un  doble mecanismo,  un  incremento  en  la  expresión  del  transportador  insulina 
dependiente GLUT4  y un  aumento de  su  translocación  a  la membrana plasmática. 
Por el contrario, el tungstato no modifica la expresión del transportador basal GLUT1 
ni  su  localización  en  la  membrana  plasmática,  lo  que  justifica  en  parte  que  no 
produzca episodios de hipoglucemia. 

A  nivel molecular,  y  utilizando  para  ello  cultivos  de miotubos  L6  de  rata 
(Giron et al., 2008), se comprueba que el tungstato sódico mantiene esa acción dual 
sobre  el  transportador  GLUT4,  incrementa  su  síntesis  a  nivel  transcripcional  y 
favorece su translocación a la membrana plasmática por un mecanismo dependiente 
de  ERK1/2  y  que  se  encuentra  mediado  por  proteínas  quinasas  C  atípicas  y 
fosfolipasa D. Por otra parte,  la activación de  la transcripción del gen de GLUT4 por 
tungstato  se  encuentra  mediada  por  la  modulación  de  factores  de  transcripción 
tejido específicos, en concreto de la familia de MEF2 (myocyte enhancer factor 2). 

En este punto es donde podemos decir que comienza la hipótesis de trabajo 
y  el  desarrollo  experimental  de  esta  Tesis  Doctoral.  Si  el  tungstato  sódico  ejercía 
efectos  positivos  sobre  la  captación  de  glucosa  por  el  músculo  y  además  estos 
efectos  estaban mediados  por  vías  de  señalización  únicas  e  independientes  de  la 
insulina, ¿era posible que en músculo esquelético y en otros tejidos tuviera efectos 
beneficiosos sobre otros parámetros?  

Hemos de pensar que  es  conocido desde hace  tiempo  (Mandel  y Pearson, 
1974), que la insulina y el IGF‐1 tienen un claro efecto anabolizante sobre el músculo 
esquelético  y  que  son  capaces  de  promover  su  diferenciación  desde mioblastos  a 
miotubos.  Al  mismo  tiempo,  son  capaces  de  incrementar  la  síntesis  proteica  y 
disminuir la degradación de proteínas en este tejido (Ge et al., 2013).  

Existen numerosas enfermedades que cursan con pérdida de masa muscular 
e  incluso,  dentro  del  envejecimiento  fisiológico,  la  pérdida  de  masa  muscular 
asociada a la edad es un proceso inevitable. Enfermedades como cáncer y la caquexia 
asociada al mismo,  infecciones, hospitalizaciones prolongadas,  factores de estrés o 
efectos secundarios asociados al tratamiento con determinados medicamentos como 
corticoides se asocian con una acentuada pérdida de masa muscular y por tanto, son 
susceptibles de una terapia farmacológica restauradora.  
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Las primeras pruebas de que el  tungstato  sódico era capaz de aumentar el 
grado de diferenciación de mioblastos se obtuvieron de  la comprobación mediante 
microscopía  de  su  efecto  sobre  la  fusión  de mioblastos  a miotubos  (Figura  6.1). 
Células L6 incubadas con tungstato sódico mostraron un grado de fusión de núcleos y 
formación de miofibras superior a  las células control y similar al que se obtiene en 
presencia de 50 nM  insulina, dosis a  la que esta ejerce acciones  similares al  IGF‐1. 
Esta mayor diferenciación mediada por  el  tungstato  sódico puede  ser  cuantificada 
determinando  la  actividad  creatina  quinasa  como  marcador  de  diferenciación 
muscular  (Figura  6.2).  El  tungstato  sódico  es  capaz  de  incrementar  la  actividad 
creatina  quinasa  muscular  y  este  efecto  es  debido  a  un  incremento  en  la 
transcripción desde su promotor. 

Aunque hemos utilizado un sistema de cultivos celulares de mioblastos que 
se  diferencian  a  miotubos  por  una  restricción  de  suero,  este  sistema  ha  sido 
ampliamente utilizado para estudiar procesos de diferenciación muscular  (Richler y 
Yaffe,  1970),  y  las  etapas  por  las  que  en  estas  células  se  da  el  proceso  de 
diferenciación  ha  sido  claramente  establecido.  Así,  se  conoce  que  la  expresión, 
seriada y regulada en el tiempo de un conjunto de proteínas, actuando la mayoría de 
ellas  como  factores  de  transcripción,  conduce  a  la  diferenciación  muscular.  Un 
esquema  del  patrón  de  tiempos  de  expresión  de  estos  factores  se muestra  en  la 
Figura 7.1. 

Figura 7.1. Miogénesis de células satélite y marcadores de cada etapa. Tomado de Miller et al. (1999) 
con modificaciones. 

Nuestros resultados  (Figura 6.4) muestran que el tungstato sódico aumenta 
la diferenciación muscular acelerando el proceso de  tal manera que, a  lo  largo del 
tiempo  en  presencia  de  tungstato  sódico,  se  da  una  transición más  rápida  desde 
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marcadores tempranos de diferenciación hasta marcadores tardíos. Dentro de estos 
marcadores,  el  tungstato  ejerce  su  acción  fundamentalmente  aumentando  los 
niveles de MEF2, en concreto MEF2D, y tiene menos efecto en  los valores de MyoD 
medidos mediante qPCR (datos no mostrados).  

De  estos  resultados,  se  puede  concluir  que  la  familia  de  reguladores 
transcripcionales MEF2, y en concreto MEF2D, es clave tanto en el incremento de la 
captación de glucosa por el músculo como en el proceso de diferenciación muscular. 
De  hecho,  cuando  se  realizan  deleciones  seriadas  en  el  promotor  de  la  creatina 
quinasa (Figura 6.3) y se analiza el efecto del tungstato sódico como activador de  la 
transcripción de este gen marcador de diferenciación, se observa que las secuencias 
potenciadoras de unión  a  la  familia MEF2  son  esenciales para mantener  el  efecto 
positivo del tungstato sobre la transcripción de este gen. Por tanto, en este punto la 
pregunta  que  debemos  realizarnos  es:  ¿cómo  el  tungstato  sódico  es  capaz  de 
modular los niveles y la actividad de la familia MEF2? 

La  familia  MEF2  es  una  familia  de  reguladores  transcripcionales  que 
reconocen una secuencia específica de DNA en  los promotores de varios genes que 
codifican para proteínas estructurales del músculo esquelético o que participan en la 
diferenciación muscular  (Black  y Olson,  1998). Asimismo,  la  función  de MEF2  está 
relacionada con la supervivencia de las neuronas (Wang et al., 2005).  

La regulación de la función de MEF2 es compleja y ocurre a distintos niveles, 
tales como expresión específica en tejidos (Kim et al., 2008), splicing alternativo del 
pre‐mRNA  (Zhu et al., 2005), rotura proteolítica mediada por caspasas, modulación 
de su afinidad para unirse al DNA modulada por histonas desacetilasas y asociación 
con correguladores transcripcionales  (Nebbioso et al., 2009). Además,  la función de 
MEF2 se ve afectada por modificación covalente como fosforilación (Li et al., 1992), 
acetilación, sumoilación y/o ubiquitinación (Gregoire et al., 2006) 

La  fosforilación  de  MEF2  ocurre  en  diferentes  posiciones  y  por  distintos 
factores. Así, la proteína quinasa A fosforila a MEF2 en el dominio de unión al DNA y 
por  tanto,  regula  la  afinidad de MEF2  a  la  secuencia  específica  de promotores de 
distintos genes (Du et al., 2008). Otras proteínas quinasas que modulan  la actividad 
de MEF2 son ERK5 (Kato et al., 2000), CDK5 o GSK3 (Wang et al., 2009). 

  En un primer paso hemos determinado el efecto del tungstato sódico 
sobre  la  expresión  de MEF2D,  ya  que  previamente  (Giron  et  al.,  2008)  habíamos 
determinado  que  dentro  de  la  familia  de MEF2,  es  el miembro  que  presenta  una 
mayor  respuesta  al  tungstato.  Se  observa  que  mientras  que  el  tungstato  sódico 
produce  claramente  un  incremento  en  la  actividad  transcripcional  y  cantidad  de 
proteína, no produce en paralelo un aumento en  los niveles de mRNA  (Figura 6.5). 
Esto  indica  que  el  mecanismo  de  control  mediado  por  tungstato  es 
postranscripcional. 

   



 
129 

En  el  caso  de  MEF2D,  existen  dos  mecanismos  postranscripcionales  que 
controlan  su actividad:  fosforilación y  sumoilación. Ambos procesos  son  relevantes 
para el control de la actividad transcripcional y además el último está implicado en el 
control  de  la  cantidad  de  proteína  modulando  su  degradación  proteolítica.  Un 
esquema de estos sitios de modificación se muestra en la Figura 7.2. 

Figura  7.2.  Regulación  de  la  actividad  de  MEF2D  por  modificaciones  covalentes:  fosforilación  y 
sumoilación. 

Puesto que el tungstato produce no sólo un  incremento en  la actividad sino 
también en  la cantidad de proteína, en primer  lugar hemos estudiado el efecto del 
compuesto  sobre  la  sumoilación  de  MEF2D.  Experimentos  de  análisis  de  la 
sumoilación mediante Western  blot  (Figura  6.6),  uso  de  inhibidores  de  la misma 
(Figura 6.7) y mutagénesis dirigida K439A para eliminar el sitio de sumoilación (Figura 
6.8)  apoyan  la  hipótesis  de  que  el  tungstato  sódico  es  capaz  de  incrementar  los 
niveles de MEF2D bloqueando el proceso de sumoilación.  

La  sumoilación  de MEF2D  se  ha  descrito  (Gregoire  et  al.,  2006)  que  está 
controlada en parte por el grado de foforilación de serina en posición 444. Esta serina 
ha  sido  descrito  que  es  fosforilada  por HDAC4  (histone  deacetylase  4)  y  por  Cdk5 
estimulando  la  sumoilación, por el  contrario  la  calcineurina  (proteína  fosfatasa 2B) 
desfosforila  este  resto  y  bloquea  la  sumoilación  en  la  posición  439  (Figura  7.2). 
Nuestros  experimentos mediante mutagénesis  dirigida  de  esta  serina  indican  que, 
aunque  su  mutación  a  ácido  aspártico  simulando  una  fosforilación  permanente, 
bloquea  la  activación  por  tungstato,  la  mutagénesis  a  alanina  permite  que  el 
tungstato siga incrementando la actividad transcripcional, por lo que probablemente 
existirán otros mecanismos adicionales de  regulación del grado de sumoilación por 
tungstato  de  MEF2D  que  permanecen  por  dilucidar.  También,  determinar  si  el 
tungstato sódico bloquea la sumoilación de otras proteínas clave que se regulan por 
este mecanismo es una labor a completar. 
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Otro  punto  de  regulación  de  la  actividad  transcripcional  de MEF2D  es  la 
fosforilación en  las posiciones S121 y S190.  La elevación de  los niveles de  cAMP a 
través de la activación de la proteína quinasa A (PKA) es capaz de regular numerosos 
procesos  celulares  que  incluyen  la  regulación  de  la  expresión  génica.  En músculo 
tiene un claro efecto bloqueando  la diferenciación muscular   (Li et al., 1992; Winter 
et al., 1993) . Este efecto se ha descrito que en gran medida se debe a una inhibición 
de la actividad transcripcional en músculo de MEF2D (Du et al., 2008) mediada por la 
fosforilación por PKA de MEF2D, fundamentalmente en  las posiciones 121 y 190. Es 
importante destacar que este efecto de cAMP y  la PKA son tejido específico, ya que 
en cerebro  se produce el  fenómeno contrario y  la  fosforilación por PKA de MEF2D 
conduce a su activación. 

Hemos  estudiado  el  efecto  que  la  incubación  con  tungstato  sódico,  en 
presencia  o  ausencia  de  análogos  no  hidrolizables  del  cAMP  o  en  células 
transfectadas  con  las  subunidades  catalíticas  de  la  PKA,  tiene  sobre  la  actividad 
transcripcional mediada  por MEF2.  Se  observa  (Figura  6.9)  que  ambos  efectores 
tienen  efectos  antagónicos  y  que  parte  de  los  efectos  del  tungstato  sódico  en 
músculo podrían ser debidos a una reducción de los efectos del cAMP en el proceso 
de  diferenciación.  Para  corroborar  esta  hipótesis,  realizamos  un  estudio  de 
mutagénesis dirigida de los dos principales restos fosforilados por PKA en MEF2D, las 
posiciones  S121  y  S190.  En  primer  lugar  es  interesante  señalar  que  la  actividad 
transcripcional  mediada  por  MEF2D  S121A  en  condiciones  basales  fue 
significativamente  superior  a  la  mediada  por  la  forma  silvestre  del  regulador 
transcripcional, mientras  que  en  condiciones  basales  la mutación  en  posición  190 
tuvo  un  efecto  neutro  sobre  la  transcripción  (Figura  6.10).  Los  resultados  de 
transcripción mediada por estos mutantes en presencia de tungstato sódico  indican 
que la posición 121 es esencial para el efecto mediado por el tungstato, su mutación 
a alanina aunque aumenta la transcripción basal, bloquea el efecto de tungstato. Por 
el  contrario,  la mutación en posición 190 a alanina es permisiva para mantener  la 
acción de nuestra molécula efectora. Por tanto, parece que a este nivel el efecto del 
tungstato sódico se basa en prevenir la inhibición de la transcripción producida por la 
fosforilación en posición 121 por la PKA. 

¿Cómo es capaz el tungstato sódico de prevenir esta fosforilación? Una pista 
se obtiene de trabajos previos que  indican que en hepatocitos y en músculo  liso, el 
tungstato sódico actúa a nivel de la activación de una ruta no canónica que implica a 
las  proteínas  G  (Fernandez‐Marino  et  al.,  2015;  Zafra  et  al.,  2013).  Por  tanto, 
decidimos  cuantificar  los  niveles  de  cAMP  en  miotubos  tras  la  incubación  con 
forskolina como agonista de la síntesis de cAMP. Los resultados indican que mientras 
que  el  tungstato  no modifica  los  niveles  basales  de  cAMP,  sí  que  tiene  un  efecto 
significativo sobre los niveles de cAMP frente a un estímulo. (Figura 6.11). 

Por tanto, hasta este punto, nuestra hipótesis inicial se confirma. El tungstato 
sódico es capaz de  inducir  la diferenciación muscular y proteger esta diferenciación 
frente a situaciones que bloquean la misma como es el incremento de los niveles de 
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cAMP. No obstante, debemos considerar que un aspecto  clave del  funcionamiento 
muscular es el  recambio proteico del  tejido y que un proceso de  incremento de  la 
diferenciación sin un aumento de la síntesis proteica y diminución de la degradación 
de proteínas  tendría efectos  limitados  a nivel  fisiopatológico. Por ello, el  siguiente 
objetivo  fue determinar el recambio proteico en células L6 diferenciadas. Para ello, 
hemos  estudiado  dos  modelos  experimentales:  células  L6  diferenciadas  en 
condiciones  basales  y  células  L6  diferenciadas  en  las  que  se  ha  inducido  una 
degradación proteica elevada mediante incubación con dexametasona, un modelo de 
degradación de proteínas bien caracterizado. 

La masa muscular viene determinada por el balance dinámico entre síntesis y 
degradación  de  proteínas  (Weigl,  2012).  Ambos  procesos  están  conectados  y 
regulados de  tal manera que  cuando  se estimula  la  síntesis proteica  se bloquea  la 
degradación y viceversa. La quinasa mTOR  (mechanistic  target of  rapamycin)  juega 
un papel central en regular esta síntesis y degradación de proteínas. mTOR controla 
la síntesis proteica mediante  la  fosforilación de proteínas clave debajo de su vía de 
señalización, como es S6K1  (ribosomal protein S6 kinase 1)  (Schakman et al., 2013; 
Shimizu et al., 2011; Weigl, 2012; Winter et al., 2011). A su vez, la activación de la vía 
de señalización de PKB/Akt y de ERK1/2 da lugar a la fosforilación de un represor de 
mTOR,  TSC  (tuberous  sclerosis  complex),  formado  por  dos  unidades    TSC1  y  TSC2 
(Winter  et  al., 2011).  La  fosforilación de  TSC2  en  la  treonina 1462  y  la  serina 939 
mediada por PKB/Akt  (Inoki et al., 2002) o en  la  serina 664 por ERK1/2  (Ma et al., 
2007) activa primero a mTOR y posteriormente a  S6K1, como un regulador clave del 
inicio de la traducción (Orlova y Crino, 2010). 

Por  otra  parte,  la  degradación  de  proteínas  esta  mediada  por  dos  rutas 
altamente conservadas:  la dependiente del sistema ubiquitina‐proteasoma y  la ruta 
autofágica‐lisosomal  (Sandri,  2013).  La  ruta  dependiente  de  ubiquitina  es  la 
responsable  de  la  degradación  de  la mayoría  de  proteínas  solubles  y miofibrillas 
musculares y, por tanto, su actividad se encuentra incrementada en músculo atrófico 
debido al aumento de la expresión de ligasas de ubiquitina como atrogin‐1 y MuRF1 
(Sandri, 2013; Zhao et al., 2007). La autofagia  también  tiene un papel  relevante en 
músculo  y  origina  la  activación  coordinada  de  un  conjunto  de  genes  como  LC3  y 
Bnip3  (Sandri,  2013). Ambas  vías  de  degradación  actúan  de manera  coordinada  a 
través de una regulación común proporcionada por el factor de transcripción FoxO3 
(forkhead box O3).  FoxO3 está en  condiciones basales  fosforilado e  inactivado por 
PKB/Akt, pero cuando esta quinasa no está activa se inhibe su represión, se transloca 
al  núcleo  e  induce  la  expresión  de  MuRF‐1  y  atrogin‐1,  así  como  de  los  genes 
asociados a la autofagia (Mammucari et al., 2007; Zhao et al., 2007). 

Una de  las  funciones  contrastadas del  tungstato  sódico es  su  capacidad de 
incrementar  la  fosforilación de  ERK  (extracelular  signal‐regulated  kinase)  en  varias 
líneas  celulares  (Ballester  et  al.,  2005; Dominguez  et  al.,  2003; Giron  et  al.,  2008; 
Nocito et al., 2012; Zafra et al., 2013). Dicha fosforilación supone su activación y esta 
se  ha  relacionado  con  un  incremento  en  el  transporte  de  glucosa  en  cultivos  de 
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células de músculo esquelético (Giron et al., 2008) y con el cambio observado en el 
contenido de glucógeno en cultivos primarios de hepatocitos de rata (Dominguez et 
al., 2003). 

En esta Tesis Doctoral, hemos puesto de manifiesto por primera vez que  la 
activación  de  ERK  por  tungstato  sódico  en  músculo  esquelético  es  capaz  de 
incrementar  la síntesis de proteínas por activación de mTOR  (mechanistic  target of 
rapamycin) y de disminuir la degradación de proteínas por un bloqueo de la actividad 
de FoxO3a. Además,  la activación de ERK promueve el recambio proteico en células 
de músculo esquelético tratadas con dexametasona. 

Numerosos estudios han demostrado que mTOR juega un papel crucial en la 
regulación  de  la  síntesis  de  proteínas  y  la  subsiguiente  hipertrofia  en  músculo 
esquelético (Komamura et al., 2003; Miyazaki et al., 2011; Spangenburg, 2009; Vyas 
et  al.,  2002).  El  mecanismo  de  regulación  de  la  actividad  de  mTOR  en  músculo 
esquelético que mejor se conoce es la ruta de señalización a través de insulina/IGF‐1 
(insulin‐like  growth  factor  1).  La  administración  de  IGF‐1  exógeno  a miotubos  en 
cultivo (Vyas et al., 2002) origina un incremento en el tamaño de la célula muscular y 
en el contenido total de proteínas. Sin embargo, en ratones en los que la señalización 
a  partir  de  IGF‐1  está  bloqueada  por  sobreexpresión  de  un  receptor  para  IGF‐1 
dominante negativo, el músculo esquelético se hipertrofia en respuesta a sobrecarga 
mecánica del mismo modo en que lo hace en ratones silvestres (Miyazaki et al., 2011; 
Spangenburg,  2009).  En  este  sentido, Miyazaki  et  al.  (2011)  demostraron  que  la 
señalización a través del eje Ras‐Raf‐MAPK/ERK contribuye a  la activación de mTOR 
durante la respuesta temprana a la sobrecarga mecánica. 

Nuestro  trabajo  confirma este  resultado. El  tungstato  sódico  incrementó  la 
síntesis de proteínas de un modo dosis dependiente (Figura 6.12). El efecto positivo 
de este compuesto se debió a  la fosforilación de mTOR a través de  la activación de 
ERK  e  inactivación  de  TSC2  (tuberin).  Además,  el  incremento  de  la  síntesis  de 
proteínas detectado tras la activación de ERK fue similar al obtenido por la activación 
de Akt  (RAC‐alpha serine/threonine‐protein kinase). Por otra parte,  los sustratos de 
mTOR  S6K1  (ribosomal  protein  S6  kinase),  4E‐BP1  (eukaryotic  translation  initiation 
factor  4E‐binding  protein  1)  y  eIF4E  (eukaryotic  translation  initiation  factor  E) 
también  se  encontraban  fosforilados  en  células  tratadas  con  tungstato  sódico  o 
insulina (Figura 6.13 y Figura 6.14). 

Por tanto, hemos demostrado que  la activación de ERK en miotubos de rata 
produce  un  efecto  similar  sobre  la  síntesis  de  proteínas  y  sobre  el  mecanismo 
molecular subyacente a este proceso al obtenido a través de la fosforilación de Akt. 

Numerosas  situaciones  patológicas  caracterizadas  por  la  atrofia  muscular 
(sepsis,  caquexia,  ayuno,  acidosis  metabólica,  insulinopenia  severa,  etc.)  están 
asociadas a un  incremento en  los niveles de glucocorticoides circulantes (Schakman 
et al., 2013). En estas condiciones,  la pérdida  rápida de masa muscular se produce 
principalmente debido a  la degradación de proteínas  (Mammucari et al., 2007). En 
este  sentido, una  serie de  genes  relacionados  con  el proceso  de  autofagia que  se 
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inducen  o  reprimen  de  forma  similar  en  distintos  tipos  de  autofagia  han  sido 
identificados y se denominan genéricamente en  inglés como atrogenes  (Komamura 
et  al.,  2003;  Lecker  et  al.,  2004). Dichos  genes  están  sometidos  a  una  regulación 
común  a nivel  transcripcional  en distintos  tipos de  atrofia  lo que,  en  su  conjunto,  
conduce  a  una  aceleración  de  la  degradación  de  proteínas.  En  el  músculo 
esquelético,  los  glucocorticoides producen  tanto una disminución de  la  síntesis de 
proteínas como un  incremento de  la proteolisis  lo que  indefectiblemente conduce a 
la atrofia muscular (Lofberg et al., 2002). 

Los  efectos  estimuladores  de  los  glucocorticoides  sobre  la  degradación  de 
proteínas son el resultado de  la activación de  los sistemas ubiquitina‐proteasoma y 
autofagia‐lisosoma. 

En  el  primer  caso,  los  glucocorticoides  inducen  la  expresión  de  varios 
componentes del sistema ubiquitina‐proteasoma como son la ubiquitina, atrogin‐1 y 
MuRF1 (muscle‐specific RING finger protein 1) (Bodine et al., 2001). La activación de 
la transcripción de los genes que codifican para estas proteínas está relacionada con 
un  incremento  en  los  índices  de  ubiquitinización  de  proteínas  y  de  degradación 
proteica (Schakman et al., 2013; Shimizu et al., 2011). 

En el  caso del  sistema autofagia‐lisosoma,  se propone que el efecto de  los 
glucocorticoides  se  debe  a  un  incremento  de  la  conversión  de  LC3‐I  (microtubule‐
associated protein 1 light chain 3) en su forma lipidada LC3‐II, siendo esta última un 
indicador de autofagia  (Mizushima et al., 2010; Sanchez et al., 2014; Sandri, 2013; 
Zhao et al., 2007). 

Diversos  estudios  han  puesto  de manifiesto  que  la  atrofia muscular  es  el 
resultado  de  una  serie  de  procesos  activos  que  están  coordinados 
transcripcionalmente a través de  la expresión de  los  factores de transcripción FoxO 
(Cho et al., 2010; Mammucari et al., 2007; Sanchez et al., 2014; Sandri, 2013; Zhao et 
al.,  2007).  La  fosforilación  de  FoxO  por  Akt  conduce  a  su  inactivación  en  el 
citoplasma;  sin  embargo,  la  inhibición  de  la  ruta  de  señalización  PI3K/Akt  por  los 
glucocorticoides  da  lugar  a  la  desfosforilación  de  FoxO  y  su  importación  hasta  el 
núcleo. 

Genes implicados en la degradación de proteínas, como ATROGIN1 o MURF‐
1, se encuentran entre los más fuertemente inducidos en diversas enfermedades que 
conducen a la atrofia muscular, como se ha podido comprobar en experimentos con  
microarrays (Komamura et al., 2003; Lecker et al., 2004). Dichos genes están bajo el 
control de los factores de transcripción FoxO. 

En  conjunto,  toda  esta  información  nos  indica  que  el  incremento  de  la 
expresión de FoxO inducida por glucocorticoides activa un programa de transcripción 
de genes responsables de desencadenar la atrofia muscular. 

En  esta  Tesis  Doctoral,  empleamos  miotubos  L6  incubados  con 
dexametasona  como  un  modelo  celular  de  degradación  de  proteínas  (Hong  y 
Forsberg, 1995; Zheng et al., 2010). Como cabía esperar, la dexametasona disminuyó 
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la  síntesis e  incrementó  la degradación de proteínas validando así nuestro modelo 
(Figura 6.12).  

Por  otra  parte,  el  tratamiento  de  los  miotubos  durante  24  h  con 
dexametasona dio  lugar a  la activación de FoxO3a  (Figura 6.15). Este  fenómeno  se 
pudo comprobar con el uso de genes reporteros (luciferasa de luciérnaga) inducibles 
por FoxO. También se confirmó  la desfosforilación en extractos citoplasmáticos y su 
incremento en extractos nucleares (Figura 6.15). 

Además, se observó una correlación entre el  incremento en  la actividad de 
FoxO y una mayor actividad transcripcional dependiente del promotor de ubiquitina 
así como un incremento en los niveles de mRNA de atrogin‐1 y MuRF1 (Figura 6.16). 

Todos estos resultados sugieren que la expresión de las ligasas de ubiquitina 
está sometida a un control transcripcional mediado por  la translocación de FoxO al 
núcleo.  

La mayoría de  los  intentos para prevenir  la atrofia muscular han empleado 
IGF‐1  o  un  compuesto  anabólico  que  estimule  su  expresión  (Ge  et  al.,  2013; 
Schakman et al., 2013). Estudios  realizados en  líneas celulares de mioblastos como 
L6E9, C2C12 y L6A1 sugieren que el efecto estimulador de IGF‐1 sobre la proliferación 
celular y la síntesis de proteínas es mediada por las rutas de señalización de Ras‐RAf‐
MAPK/ERK  y  PI3K/Akt;  sin  embargo,  es  comúnmente  aceptado  que  el  efecto 
inhibidor de IGF‐1 sobre la degradación de proteínas está mediada únicamente por la 
segunda de dichas rutas (Ge et al., 2013; Miyazaki et al., 2011; Winter et al., 2011). 

Nosotros  mostramos  en  nuestro  estudio  que  el  tungstato  sódico,  un 
activador de la ruta de Ras‐Raf‐MAPK/ERK pero no de PI3K/Akt, previene los efectos 
potenciadores  de la dexametasona sobre la degradación de proteínas. De hecho, las 
células  que  fueron  incubadas  previamente  con  tungstato  sódico  presentaban  una 
disminución en  la actividad de FoxO3a, un  incremento de  la forma fosforilada en el 
citoplasma  y  una  disminución  de  su  expresión  en  el  núcleo  al  ser  incubadas  con 
dexametasona (Figura 6.15). 

Estos  efectos  del  tungstato  sódico  se  tradujeron  en  una menor  actividad 
dependiente de ubiquitina y una  reducción de  los niveles del mRNA de atrogin‐1 y 
MuRF1  así  como de  la expresión de  las  respectivas proteínas hasta  los niveles del 
grupo  control  (Figura  6.16).  Además,  el  tungstato  sódico  por  sí  solo  no  produjo 
cambios  en  la  actividad  de  FoxO3a  o  en  la  expresión  de  sus  dianas moleculares. 
Debemos decir que, aunque se ha descrito que la activación de ERK1/2 conduce a un 
incremento en  la expresión de ubiquitina  (Zheng et al., 2010), este efecto no se ha 
observado en nuestro estudio. 

Nuestros  hallazgos  también  muestran  que  el  tungstato  sódico  tiene  la 
capacidad  de  reducir  la  formación  de  autofagosomas  y  la  expresión  de  la  forma 
lipidada  de  LC3  en  las  células  que  son  tratadas  con  dexametasona  (Figura  6.17  y 
Figura 6.18). Además, el tungstato sódico disminuye la degradación de p62/SQSTM1 
(sequestosome  1),  uno  de  los  sustratos  específicos  que  se  degradan  a  través  del 
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sistema  autofagia‐lisosoma  (Figura 6.17)  (Komatsu  e  Ichimura, 2010; Mizushima  et 
al.,  2010),  y  reduce  los  niveles  de mRNA  de  Bnip3  (BCL2/adenovirus  E1B  19  kDa 
protein‐interacting  protein  3),  un  gen  relacionado  con  la  autofagia  cuya  expresión 
está bajo el control de FoxO3a (Sanchez et al., 2014; Shimizu et al., 2011), hasta  los 
niveles  del  grupo  control  (Figura  6.19).  Estas  observaciones  apuntan  hacia  la 
implicación  de  la  autofagia  como  un mecanismo  adicional  por  el  que  el  tungstato 
sódico previene la degradación de proteínas. 

En  conclusión,  la  activación  de  la  ruta  Ras‐Raf‐MAPK/ERK  por  el  tungstato 
sódico  previno  la  disminución  en  la  síntesis  y  el  incremento  en  la  degradación  de 
proteínas  inducidas por  la dexametasona en nuestro modelo de estudio celular. De 
acuerdo  con  nuestros  resultados,  proponemos  que  el  tungstato  sódico  puede  ser 
considerado  una alternativa a IGF‐1 y sus análogos en la prevención de la atrofia del 
músculo esquelético. 

Figura 7.3. Regulación del recambio proteico en músculo esquelético.  

El  tungstato  sódico  tiene  un  efecto  beneficioso  promoviendo  la 
diferenciación de células musculares, un efecto protector en la diferenciación frente 
a la elevación de los niveles de cAMP y aún más relevante, es capaz de normalizar el 
recambio proteico. Todos estos efectos están mediados por la vía de señalización de 
MAP  quinasas  y  por  el  factor  de  transcripción MEF2D.  La  expresión  de  la  familia 
MEF2, no solo es relevante en músculo sino que también tiene un papel destacado 
en tejido nervioso.  
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Los miembros de esta familia juegan un papel relevante en el desarrollo y la 
supervivencia  neuronal.  La  expresión  de  determinadas  isoformas  de  MEF2  es 
necesaria para el desarrollo y supervivencia de neuronas en el cerebro (Gong et al., 
2003; Mao  et  al.,  1999;  Tang  et  al.,  2005)  y  se  han  implicado  en  el  desarrollo  de 
neuronas  corticales  (Liu  et  al.,  2003).  Así  mismo,  esta  familia  de  factores 
transcripcionales es activada por vías de señalización que regulan  la supervivencia y 
la apoptosis neuronal. Por ejemplo, en neuronas tanto p38 MAP quinasa (Mao et al., 
1999),  como  ERK5  y  PKA  (Kato  et  al.,  1997;  Wang  et  al.,  2005)  activan  la 
funcionalidad de MEF2 y aumentan la supervivencia celular.  

Además,  se  ha  descrito  que  el  tungstato  sódico  es  capaz  de  inhibir  la 
fosforilación de la proteína tau mediada por  GSK3 (Gomez‐Ramos et al., 2006) y que 
dicho  efecto,  que  podría  tener  un  papel  neuroprotector  frente  Alzheimer,  está 
mediado por la vía de señalización de ERK.  Este hecho, junto con el papel relevante 
de MEF2  en  la  supervivencia neuronal, nos ha  llevado  a  extender  los  estudios del 
efecto  diferenciador  y  de  supervivencia  del  tungstato  sódico  a  la  línea  de 
neuroblastos  Neuro2a,  una  línea  celular  considerada  un modelo  bien  establecido 
para el estudio de  la diferenciación neuronal,  crecimiento de neuritas  (Park  et al., 
2015; Wu et al., 2009; Yanaka et al., 2007) y neurotoxicidad (Arsenault et al., 2014).  

La formación de neuritas es una etapa esencial en el desarrollo neuronal para 
permitir  la  formación  de  sistemas  funcionales  interconectados  (Read  y  Gorman, 
2009). Así mismo, es crucial para la plasticidad neuronal (Hrvoj‐Mihic et al., 2013) y la 
regeneración en aquellos tipos de neuronas en los que fenómeno tiene lugar (Schiwy 
et al., 2009). Las bases moleculares que rigen la formación de neuritas son conocidas 
e  implican  la  activación  de  ERK1/2  (Wang  et  al.,  2011a; Wang  et  al.,  2011b)  y  de 
PKB/Akt  (Chong  et  al.,  2012;  Park  et  al.,  2015;  Read  y Gorman,  2009).   A  su  vez, 
ambas  rutas  de  señalización  celular  promueven  la  activación  de  factores  de 
transcripción  entre  los que destaca  la  familia de MEF2.  La  sobreexpresión de  esta 
familia  en  las  etapas  de  desarrollo  del  cerebro  (Chan  et  al.,  2015;  Li  et  al.,  2008; 
Rashid  et  al.,  2014)  controla  procesos  celulares  que  incluyen  supervivencia, 
diferenciación, morfogénesis y apoptosis (McKinsey et al., 2002; Wang et al., 2005). 
Por  tanto,  la  posibilidad  de  manipular  la  señalización  mediada  por  ERK  y  MEF2 
utilizando  pequeñas moleculas  permeables  a  la  barrera  hematoencefálica  es  una 
hipótesis atractiva para el tungstato sódico.  

Para  demostrar  esta  hipótesis,  en  primer  lugar  estudiamos  los  efectos  del 
tungstato sódico sobre la proliferación de la línea celular Neuro2a (Figura 6.20‐B). El 
tratamiento  con  tungstato  sódico  produjo  un  efecto  significativo  disminuyendo  la 
proliferación  celular a  las 48 horas de  incubación. Este  resultado es  importante ya 
que la línea celular Neuro2a es una línea de neuroblastos de rápido crecimiento y por 
tanto  nuestro  resultado  parece  indicar  que  el  tungstato  no  ejerce  un  efecto  pro‐
proliferativo no deseado.  

A  continuación,  investigamos  si  el  tungstato  inducía  la  diferenciación  de 
neuritas. Para ello se analizaron cambios morfológicos en las células Neuro2a a las 24 
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y 48 h de  incubación con tungstato sódico. Como se observa en  la Figura 6.20‐C,  la 
mayoría de las células no tratadas muestran una forma redondeada mientras que el 
tungstato  incrementa significativamente  la  formación de neuritas. La diferenciación 
de  las  células  Neuro2a  se  confirmó  midiendo  la  actividad  y  la  expresión  de 
acetilcolinesterasa  (Bigbee  et  al.,  2000),  observándose  que  los  cambios  en  la 
actividad enzimática eran paralelos a los de cantidad de enzima (Figura 6.21‐A).  

Estos resultados sugieren que el efecto del tungstato sódico sobre las células 
Neuro2a está basado principalmente en promover la elongación de las neuritas más 
que en aumentar su proliferación celular. Además, se ha propuesto que un aumento 
en  sus  niveles  de  diferenciación  podría  constituir  un marcador  en  la mejora  de  la 
formación de memoria a  largo plazo (Dickey et al., 2004) y, por tanto,  justificaría el 
que se elucidaran las bases moleculares subyacentes en el proceso de diferenciación 
neuronal mediado por tungstato. 

Los  neuroblastos  cuando  se  diferencian  pueden  dar  lugar  a  diversos  tipos 
neuronales,  entre  ellos  neuronas  dopaminérgicas  (Volpicelli  et  al.,  2004; White  y 
Thomas,  2012)  y  colinérgicas  (Butcher  et  al.,  1992).  Para  conocer  qué  tipo  de 
neurona  se  estaba  formando  en  nuestro  caso,  se midió  por  qPCR  la  expresión  de 
genes  que  se  usan  como  marcadores  moleculares  del  tipo  neuronal.  Nuestros 
resultados muestran que  las células  incubadas en presencia de  tungstato sódico se 
diferencian en neuronas colinérgicas ya que se observa un aumento en  la expresión 
de colina O‐acetiltransferasa y no en tirosina hidroxilasa y/o Nurr1, marcadores estos 
últimos de neuronas de tipo dopaminérgico (Figura 6.21‐B). 

En  enfermedades  neurodegenerativas,  ciertas  poblaciones  neuronales 
adultas  mueren  gradualmente.  Los  factores  de  transcripción  de  la  familia  MEF2 
juegan un papel muy importante en la supervivencia de diferentes tipos de neuronas 
(McKinsey  et  al.,  2002; Wang  et  al.,  2005)  y,  de  hecho,  en modelos  celulares  la 
inhibición de MEF2 contribuye a la muerte celular (Yang et al., 2009). Por esta razón,  
el  aumento  de  la  expresión  y  actividad  del  factor  de  transcripción  MEF2D  por 
tungstato sódico (Figura 6.22) sería indicativo del papel del compuesto, no solo en la 
diferenciación neuronal  (Lam y Chawla, 2007), sino  también en  la supervivencia de 
estas  células  (McKinsey  et  al.,  2002; Wang  et  al.,  2005).  En  este  sentido,  nos  ha 
parecido  interesante  profundizar  en  el mecanismo mediante  el  cual  el  tungstato 
sódico aumenta la actividad de MEF2D. 

Está descrito que una forma de proteger a  las neuronas de  la degeneración 
es mediante un proceso de autofagia mediado por chaperonas  (Yang et al., 2009) y 
que  este  proceso  regula  la  actividad  de  MEF2D  en  neuronas.  Este  factor  de 
transcripción  se  transloca  del  núcleo  al  citoplasma  donde  interacciona  con  la 
chaperona Hsc70 (heat shock 70 kDa protein 8) y es degradado. También se conoce 
que  la  ausencia  de  suero  bovino  fetal  en  el  medio  induce  este  mecanismo  de 
autofagia mientras que el NH4Cl lo inhibe por una disminución del pH que afecta a la 
actividad  de  las  hidrolasas  lisosomales  que  participan  en  la  última  etapa  de  la 
degradación proteica. 
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Para el estudio de este proceso hicimos uso de una proteína quimérica en la 
que  MEF2D  se  expresa  como  una  proteína  de  fusión  con  la  proteína  verde 
fluorescente. De este modo, podíamos conocer  la  localización celular de  la proteína 
por microscopía confocal de  fluorescencia  (Figura 6.23). Nuestros resultados ponen 
de manifiesto  que,  cuando  las  células  fueron  incubadas  con  tungstato  sódico,  la 
distribución de MEF2D‐GFP es  fundamentalmente nuclear. La permanencia durante 
más tiempo de MEF2D en el núcleo impediría su degradación por autofagia mediada 
por chaperonas y, de este modo, se explicaría el  incremento en  la actividad de este 
factor de transcripción. 

Una vez demostrado cómo el tungstato sódico participa en la diferenciación y 
supervivencia de  las neuronas a  través de un aumento en  la expresión de MEF2D, 
había que establecer  si  su mecanismo de acción está basado en una activación de 
ERK1/2, como ya ha sido descrito en otras líneas celulares (Giron et al., 2008). 

Para que las neuronas se diferencien es necesaria la activación tanto de la vía 
de Akt  (Lee  et al., 2015; Qiao  et al., 2012)  como de  ERK1/2  (Wang  et al.,  2011a). 
Como punto adicional, una serie de estudios ha puesto de manifiesto que para que 
se produzca  la diferenciación neuronal,  la activación de ERK1/2 debe ser mantenida 
en el tiempo (Li et al., 2006; Marshall, 1995). El estudio de la fosforilación de ambas 
quinasas en cultivos celulares que habían sido  incubados en presencia de tungstato 
sódico  durante  24  h  puso  de  manifiesto  que  nuestro  compuesto  sí  promovía  la 
fosforilación de ERK1/2 de  forma mantenida, pero no  tenía ningún efecto  sobre  la 
fosforilación de Akt (Figura 6.24). Es importante destacar, por tanto, que la acción del 
tungstato sódico es  relevante no sólo por su capacidad de activar ERK1/2, sino por 
hacerlo en un marco de tiempo adecuado que favorece  la diferenciación neuronal y 
bloquea la proliferación (Ebisuya et al., 2005). 

Para complementar este estudio y concluir que el efecto del tungstato sobre 
la regulación de  la formación de neuritas está mediado por  la activación de ERK1/2, 
se  incubaron  células  Neuro2a  con  inhibidores  de  la  activación  de  las  rutas  de 
señalización mediadas por Akt y ERK1/2 antes de adicionar tungstato sódico al medio 
de cultivo  (Figura 6.25). En condiciones basales se observa que para que se  lleve a 
cabo  la diferenciación no se requiere  la ruta de Ras‐Raf‐MAPK/ERK, pero esta sí era 
necesaria para que el  tungstato ejerciera su efecto positivo sobre este proceso. Sin 
embargo,  para  que  las  células  se  diferenciaran,  era  obligatorio  que  la  ruta  de 
PI3K/Akt  no  estuviese  bloqueada.  Por  tanto,  el  tungstato media  la  diferenciación 
neuronal a  través de  la activación de  la  ruta de Ras‐Raf‐MAPK/ERK  siempre que  la 
ruta de PI3K/Akt no se encuentre inhibida. 

La  siguiente  cuestión que abordamos  fue  comprobar  si el  tungstato  sódico 
estaba implicado en la síntesis de proteínas en neuronas ya que está descrito que la 
expresión  de  proteínas  necesarias  para  la  diferenciación  neuronal  está  regulada 
principalmente por cambios en  la síntesis de las mismas (Kristensen et al., 2013). La 
Figura 6.26 ratifica que el tungstato sódico aumenta significativamente la síntesis de 
proteínas  con  respecto  a  las  células  no  tratadas.  Muy  probablemente,  los 
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mecanismos por  los que  el  tungstato  sódico  incrementa  la  síntesis proteica  en  las 
células Neuro2a sean similares a  los que permiten que ejerza esta misma acción en 
músculo  y,  por  tanto,  basados  en  una  activación  de  mTOR;    no  obstante,  son 
necesarios nuevos experimentos que confirmen este extremo. 

Teniendo  todas las precauciones necesarias, ya que los experimentos se han 
llevado  a  cabo  en  cultivos  de  líneas  celulares  establecidas  y  necesitarán  su 
confirmación en cultivos primarios de neuronas, podemos concluir que el aumento 
en  la  formación  de  neuritas  mediada  por  nuestro  compuesto  se  lleva  a  cabo 
mediante  el  aumento  en  la  síntesis  proteica  y  la  inhibición  de  la  degradación  del 
factor de  transcripción MEF2D. Además, esta acción puede  favorecer  la plasticidad 
neuronal.  

Una segunda parte del estudio en neuronas ha sido estudiar si el  tungstato 
sódico  protege  frente  a  la  muerte  celular  producida  por  estrés  oxidativo  y,  en 
consecuencia, plantearnos un posible efecto neuroprotector del mismo. 

El  estrés  oxidativo  es  un  componente  común  presente  en  algunas  de  las 
enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia  (Niedzielska et al., 2015). 
Un  modelo  ampliamente  utilizado  para  reproducir  el  daño  oxidativo  en  cultivos 
celulares  consiste  en  incubar  las  células  con  peróxido  de  hidrógeno  (Kwon  et  al., 
2015; Li et al., 2015; Rabelo et al., 2015). Este modelo permite mimetizar el efecto 
que tiene sobre  la viabilidad celular  la  incubación con moléculas neurotóxicas como 
el  péptido  β‐amiloide,  ya  que  el  mecanismo  de  acción  de  muchos  de  estos 
compuestos es la generación intracelular de radicales libres de oxígeno. 

El  primer  paso  consistió  en  un  estudio  de  viabilidad  celular  en  el  que  las 
células  Neuro2a  se  incubaban  al  mismo  tiempo  con  peróxido  de  hidrógeno  y 
concentraciones crecientes de tungstato sódico. Se observa que el tungstato sódico 
(Figura  6.27)  tiene  un  efecto  dosis‐respuesta  atenuante  sobre  la  muerte  celular 
producida por peróxido de hidrógeno. 

¿A qué se debe este efecto? ¿El  tungstato sódico es capaz simplemente de 
neutralizar el efecto pro‐oxidativo del peróxido de hidrógeno debido a una capacidad 
antioxidante?  ¿O  existe  otro  mecanismo  más  complejo  molecular  subyacente 
responsable de su efecto? 

Si  el  tungstato  sódico  actúa  como  un  agente  antioxidante  clásico  sería 
interesante, pero aún  lo sería más si ejerciera su efecto neuroprotector bloqueando 
rutas de señalización específicas y que se haya descrito que estén involucradas en la 
defensa  frente  a  procesos  neurodegenerativos.  Por  ello,  en  primer  lugar  hemos 
determinado el efecto del  tungstato  sódico  sobre  la generación de  radicales  libres 
inducidos  por  la  incubación  con  peróxido  de  hidrógeno.  Para  ello  (Figura  6.28), 
hemos  utilizado  una  sonda  fluorescente  sensible  a  radicales  libres  (DCFDA)  y 
analizado  mediante  citometría  de  flujo  la  generación  de  radicales  libres 
intracelulares. Los resultados  indican que el tungstato sódico no tiene capacidad de 
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disminuir  la  generación  de  radicales  libres  dentro  de  la  célula  y  que  por  tanto  su 
mecanismo de acción debe de ser diferente. 

La cuestión por tanto es conocer qué mecanismos moleculares son activados 
por el tungstato sódico para prevenir la muerte celular. Ante situaciones de estrés, la 
autofagia actúa como mecanismo de defensa degradando  las proteínas y orgánulos 
que puedan estar dañados‐oxidados. Si el efecto de los agentes estresantes supera a 
la  capacidad  protectora  del  proceso  de  autofagia,  esta  continúa  hasta  producir  la 
muerte  de  la  célula.  Este  fenómeno  ocurre  en  el  caso  del  estrés  oxidativo  y,  en 
concreto, cuando es generado por peróxido de hidrógeno (Chen et al., 2008). 

Hemos medido el efecto del tungstato sódico sobre la autofagia inducida por 
peróxido  de  hidrógeno  (Figura  6.29),  los  resultados  indican  que  el  incremento  de 
autofagia  inducido  por  este  compuesto  es  significativamente  reducido  por  el 
tungstato  sódico. De  nuevo,  podríamos  pensar  que  las  bases moleculares  de  este 
efecto podrían ser similares a  las descritas por nosotros para el tungstato sódico en 
músculo frente a una inducción de la autofagia por dexametasona. 

El  estrés  oxidativo  inducido  por  peróxido  de  hidrógeno,  además  de  la 
autofagia, induce la apoptosis (Buttke y Sandstrom, 1994; Matsuzawa e Ichijo, 2008). 
La apoptosis es un tipo de muerte celular controlada por un complejo entramado de 
rutas de señalización (Hotchkiss et al., 2009; Kam y Ferch, 2000). Las células que se 
encuentran en esta  situación, muestran una  serie de características propias a nivel 
morfológico  y molecular  como  son  la  condensación  de  la  cromatina,  que  origina 
cambios  en  la morfología  del  núcleo,  y  la  fragmentación  del DNA  (Ghibelli  et  al., 
1995).  Puesto  que  autofagia  y  apoptosis  se  presentan  en  condiciones  de  estrés 
oxidativo  y  habíamos  comprobado  que  el  tungstato  sódico  presentaba  un  efecto 
inhibidor sobre  la primera, decidimos evaluar su papel sobre  la segunda, esto es,  la 
apoptosis. 

Para ello, en primer  lugar se abordó el estudio de  la morfología nuclear. Un 
elevado  porcentaje  de  las  células  que  habían  sido  cultivadas  en  presencia  de 
peróxido de hidrógeno presentaban un núcleo de  forma cóncava que es propio del 
estado de apoptosis. Cuando al medio de cultivo se añadía tungstato sódico de forma 
simultánea,  el  porcentaje  de  células  con  dicha  morfología  era  significativamente 
menor (Figura 6.30). 

Como hemos comentado, otro evento que se produce en  las células cuando 
entran en apoptosis es  la fragmentación del DNA. En realidad, es este fenómeno el 
que  origina  los  cambios  en  la  morfología  nuclear  (Tounekti  et  al.,  1995). 
Habitualmente,  la  fragmentación de DNA, se estudia por electroforesis en geles de 
agarosa si bien el análisis por citometría de flujo resulta más conveniente cuando se 
desea cuantificar el porcentaje de células apoptóticas dentro de una población. 

A  la  hora  de  abordar  estos  experimentos,  se  consideró  emplear  una  dosis 
mayor de peróxido de hidrógeno de  la que veníamos usando hasta el momento ya 
que, aunque 250  μM desencadena  los mecanismos moleculares que conducen a  la 
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muerte celular, esta no es notoria hasta transcurridas 48 h. Usando el doble de dosis, 
el  porcentaje  de  células  Neuro2a  muertas  por  apoptosis  a  las  24  h  aumentaba 
considerablemente. En estas  condiciones, el  cultivo  concomitante  con peróxido de 
hidrógeno y  tungstato  sódico  condujo a una disminución  significativa de  la muerte 
celular (Figura 6.31). 

Por otra parte, se conoce que, en condiciones normales, en torno al 2% del 
oxígeno consumido por  la mitocondria   genera especies  reactivas de oxígeno  (ROS) 
debido  al  funcionamiento  de  la  cadena  transportadora  de  electrones  (Circu  y Aw, 
2010). Ante determinadas situaciones de estrés, se puede incrementar la cantidad de 
radicales  libre generados por  la mitocondria  lo que puede conducir al daño de este 
orgánulo  (Orrenius,  2007).  La  lesión  de  la  mitocondria  por  ROS  provoca  la 
permeabilización de su membrana y la salida al exterior de proteínas proapoptóticas. 
Entre  ellas destaca  el  citocromo  c que desencadena  la muerte  celular por una  vía 
dependiente de caspasas cuyo último efector es  la caspasa‐3  (Zhuang et al., 1999). 
Esta es  la que se conoce como vía  intrínseca de  la apoptosis y sobre ella decidimos 
estudiar el papel del tungstato sódico. 

Experimentos de Western blot pusieron de manifiesto que, cuando las células 
Neuro2a eran incubadas con peróxido de hidrógeno, la forma activa de la caspasa‐3 
se incrementaba notablemente (Figura 6.32). Esta situación era revertida cuando en 
el medio de cultivo también se añadía tungstato sódico. Así pues, podemos concluir 
que el efecto protector del tungstato sódico frente a la apoptosis mediada por estrés 
oxidativo  puede  estar  relacionado  con  el  mantenimiento  de  la  integridad  de  la 
mitocondria ya que  se ven disminuidos  los efectos de  la caspasa efectora. Para un 
conocimiento más  completo  de  los  efectos  del  tungstato  sobre  la  apoptosis,  son 
necesarios nuevos experimentos que profundicen  sobre esta vía así  como  sobre  la 
llamada vía extrínseca. 

Por otra parte, el proceso de apoptosis  también se encuentra  regulado por 
las  rutas  de  señalización  de  Ras‐Raf‐MEK/ERK  y  PKB/Akt.  Está  establecido  que  la 
activación de  la segunda  tiene un efecto antiapoptótico, mientras que  la activación 
de ERK  tiene un papel dual en  función de  la  situación  fisiopatológica y del  tipo de 
estímulos estudiados (Lu y Xu, 2006; Zhang et al., 2011). Como hicimos en ocasiones 
anteriores, estudiamos  los niveles de  las quinasas ERK1/2 y Akt en una situación de 
estrés  oxidativo  mediado  por  peróxido  de  hidrógeno,  así  como  los  efectos  del 
tungstato sódico sobre ellos. 

En  ambos  casos,  la  incubación  de  las  células  Neuro2a  con  peróxido  de 
hidrógeno  durante  treinta  minutos  originó  una  disminución  de  los  niveles  de 
fosforilación de estas proteínas  respecto al grupo control. Dicha disminución se vio 
revertida parcialmente por  la presencia de  tungstato sódico en el medio de cultivo 
(Figura 6.33). Si bien el efecto  sobre ERK1/2 podía  ser esperado,  los experimentos 
previos  han  demostrado  que  el  tungstato  sódico  no  activa Akt  y  en  esta  ocasión, 
observamos  que  los  niveles  de  fosforilación  se  recuperan  en  parte.  Con  este 
resultado concluimos que el  tungstato sódico  reprime  la apoptosis  reactivando dos 
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vías de señalización antiapoptóticas, aunque es conveniente realizar nuevos ensayos 
para conocer en detalle el mecanismo por el que se ve implicada la vía de PKB/Akt. 

En resumen, el tungstato sódico presenta un notable efecto neuroprotector 
frente a  la apoptosis desencadenada por estrés oxidativo  inducido por peróxido de 
hidrógeno.  Para  conseguir  este  efecto  se  produce  una  recuperación  de  la 
señalización  a  través de  las  vías de ERK  y Akt,  así  como una  inactivación de  la  vía 
intrínseca de la apoptosis. 
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8 CONCLUSIONES 
1. El  tungstato  sódico  favorece  la  diferenciación  de  mioblastos  L6  en 

miotubos.  Esto  es  debido  a  que  el  tungstato  produce  una  rápida 
modificación de los niveles de expresión de los MRF (myogenic regulatory 
factors)  y  a  un  aumento  de  la  expresión  de  MEF2D  ya  inhibe  su 
sumoilación y degradación. Al mismo tiempo, antagoniza la inhibición de 
MEF2D por la fosforilación dependiente de cAMP. 

2. El  tungstato  sódico  incrementa  la  síntesis y previene  la degradación de 
proteínas  en  miotubos  L6.  Este  efecto  radica  en  la  activación  de  la 
quinasa  mTOR  y  la  inhibición  de  los  factores  de  transcripción  FoxO; 
ambos fenómenos mediados por la activación de ERK1/2. 

3. El  tungstato  sódico  induce  la  diferenciación  de  células  Neuro2a  en 
neuronas  de  tipo  colinérgico.  Para  que  este  fenómeno  se  produzca  es  
necesario  al  menos  la  no  inhibición  de  la  vía  de  Akt,  la  activación 
mantenida de la quinasa ERK1/2 y la inducción del factor de transcripción 
MEF2D. 

4. La muerte  celular  inducida  por  estrés  oxidativo  en  células Neuro2a  es 
paliada  en  presencia  de  tungstato  sódico.  En  este  sentido,  tanto  los 
procesos de autofagia como de apoptosis se ven atenuados. Las quinasas 
Akt y ERK1/2 pueden tener un papel relevante en este efecto ya que sus 
niveles  de  fosforilación  se  recuperan  parcialmente  por  efecto  de  la 
incubación con tungstato sódico. 
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