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RESUMEN 
El retículo endoplásmico (RE) es un compartimento subcelular que tiene un 

importante papel como almacén de calcio. Además de s ervir como depósito de 

calcio, una función central del RE es el plegamiento y procesamiento de proteínas 

de membrana y de s ecreción recién sintetizadas. Éstos, son procesos 

estrictamente dependientes de calcio que requieren de una alta concentración de 

este catión para su correcto funcionamiento. Cuando estas funciones se alteran, 

se produce un estado patológico conocido como estrés reticular, durante el cual, 

las proteínas mal plegadas se acumulan en el lumen del RE. La acumulación de 

proteínas mal plegadas es una forma severa de estrés que puede  inducir 

apoptosis si el funcionamiento del RE no es restaurado. La función del RE puede 

alterarse a t ravés de varios mecanismos, que i ncluyen, el vaciamiento de los 

depósitos de calcio del RE, el bloqueo de la glucosilación de proteínas, el bloqueo 

del proteosoma, el cual se requiere para degradar las proteínas mal plegadas, y la 

presencia de m utaciones en proteínas que impide que sean plegadas 

apropiadamente. Para hacer frente a es as condiciones, las células activan una 

respuesta que es tá altamente conservada en l os organismos conocida como 

“respuesta a pr oteínas mal plegadas” (UPR). La pr incipal función de l a UPR es 

restaurar las funciones del RE reduciendo la carga de proteínas que necesitan ser 

plegadas y procesadas en el lumen e incrementar la capacidad para plegar y 

procesar proteínas. 

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia del estrés reticular 

en neuronas de hipocampo cultivadas después de ser expuestas a un per iodo de 

ausencia de glucosa, lo cual trae como consecuencia la muerte de las neuronas. 

Los mecanismos asociados a la muerte en es ta condición no s e conocen 

totalmente, pero experimentos de nuestro laboratorio sugieren que un aumento en 

la concentración de c alcio intracelular participa en este proceso. Aunque no 

conocemos si la salida de calcio del retículo participa en el proceso de muerte. Un 

segundo objetivo de esta investigación fue evaluar la contribución del estrés 

reticular en l a inducción a l a muerte apoptótica durante esta condición. Para 

cumplir con estos objetivos se evaluó la presencia de algunos marcadores de 



estrés reticular como la proteína de 78 k Da regulada por glucosa (GRP78), el 

factor de t ranscripción activado 4 ( ATF4), la proteína homologa que s e une al  

potenciador CCAAT (CHOP), también conocida como gen 153 inducible por daño 

al ADN y arresto en el crecimiento (GADD153), y el factor de iniciación eucariótico 

2 fosforilado en la subunidad α (eIF2α-P), por medio de la técnica de inmunoblot. 

Además, se determinó la activación de la caspasa-3 y la caspasa-12 utilizando 

sustratos fluorogénicos. La pr esencia de apoptosis también se determinó 

cuantificando el número de núcleos fragmentados y condensados. 

Los resultados indican la presencia de apoptosis, ya que hay  un aumento 

en el número de núcleos apoptóticos y un aumento en la actividad de las caspasas 

12 y 3 después de exponer a las células a la ausencia de glucosa. Se observó un 

efecto protector de la muerte y una reducción del número de núcleos apoptóticos 

en presencia de los inhibidores de caspasas. Por otra parte hay un aumento en el 

contenido de los marcadores de estrés reticular GRP78, CHOP, eIF2α-P y ATF4 

durante la privación de glucosa. Los datos sugieren que e l estrés del RE se 

desencadena durante la privación de glucosa y que éste posiblemente contribuye 

a la muerte neuronal inducida en esta condición. 

 

 

 

 

 

 
 



I. Introducción 

1.1 

El cerebro humano es un órgano que resulta muy caro en términos de uso 

de energía, ya que, aunque sólo representa el 2% del peso corporal total, la 

energía necesaria para mantener la función cerebral equivale a un 20% de la tasa 

metabólica de un individuo en reposo. El cerebro, requiere una gran cantidad de 

energía para el mantenimiento de los potenciales de membrana y las funciones 

relacionadas con la neurotransmisión. Como una comparación, el ATP consumido 

por gramo por minuto que es usado para la señalización en el cerebro, equivale a 

la energía que utiliza el músculo de una pierna de un corredor durante un maratón, 

o la energía que r equiere el riñón para llevar a cabo su trabajo osmótico. 

Aproximadamente, el 75% de la energía consumida por el cerebro es utilizada en 

la señalización, mientras que el 25% restante se utiliza en f unciones celulares 

esenciales, como, la síntesis y degradación de proteínas, nucleótidos y 

fosfolípidos, el transporte axoplásmico y para evitar la fuga de protones en la 

mitocondria (Attwell et al., 2001). 

La glucosa en el sistema nervioso central  

El cerebro requiere de una  fuente continua de oxígeno y sustratos 

energéticos. La gl ucosa es el principal sustrato energético usado por el cerebro 

adulto. Los porcentajes de t ransporte y utilización de glucosa son bajos en e l 

cerebro en des arrollo e incrementan con la madurez. Los ácidos 

monocarboxílicos, como el lactato y los cuerpos cetónicos, acetoacetato y β -

hidroxibutirato, son también importantes sustratos energéticos durante la lactancia 

debido a su alto contenido en la leche materna. El lactato, parece tener un papel 

especial como fuente de energía disponible durante el periodo postnatal (Siegel et 

al., 2006). 

 

1.2 

La glucosa entra a las células por los sistemas facilitadores del transporte 

de glucosa o G LUT. Estos transportadores se expresan en t odos los tejidos del 

organismo, constituyendo el principal mecanismo de entrada de la glucosa a todas 

las células. Los GLUT transportan la glucosa a favor de su gradiente de 
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concentración, de ahí el nombre de difusión facilitada (Castrejón et al., 2007). Se 

han identificado 14 t ipos de transportadores de g lucosa (GLUT1–GLUT14), los 

cuales pueden ser dependientes o independientes de insulina. Para su estudio, se 

han divididos en tres subfamilias de acuerdo a las similitudes en su secuencia y a 

sus características funcionales. Estos transportadores son glucoproteínas cuya 

masa molecular fluctúa entre 45 y  55 k Da, contienen doce segmentos 

transmembranales conectados entre sí por asas hidrofílicas; la primera asa es 

externa y en algunos GLUT presenta un sitio de glucosilación. Tienen sus grupos 

amino y carboxilo terminales del lado citosólico de la membrana. La selectividad a 

la glucosa está determinada por una s erie de s ecuencias de am inoácidos 

altamente conservadas (Simpson et al., 2007; Castrejón et al., 2007). En el 

cerebro se encuentran presentes algunos de estos transportadores, como el 

GLUT1, GLUT3, GLUT4 y GLUT5 (Simpson et al., 2007). 

El transportador GLUT1 es un transportador independiente de insulina. Hay 

dos isoformas de GLUT1, con pesos moleculares de 55 y 45 kDa, las cuales son 

codificadas por el mismo gen y difieren solo en el grado de glucosilación (Vannucci 

et al., 1997). La isoforma de 55 kDa, que es comparable a la que se encuentra en 

la membrana de los eritrocitos, se encuentra exclusivamente en l as células 

endoteliales que conforman la barrera hematoencefálica, en la membrana luminal 

y abluminal. La isoforma menos glucosilada de 45 k Da del GLUT1 se localiza en 

todas las células gliales, así como en las membranas basolateral y apical de las 

membranas del plexo coroide y el epéndimo (Simpson et al., 2007). El GLUT3 es 

un transportador independiente de insulina. En el cerebro se expresa 

predominantemente en las neuronas, encontrándose en estructuras de la materia 

gris y en la neurohipófisis (Maher et al., 1994). El GLUT4 es un transportador 

dependiente de i nsulina que se expresa en neuronas. La ex presión de este 

transportador coincide con la presencia del receptor de insulina, sugiriendo que la 

translocación de GLUT4 puede también estar regulada por insulina en el sistema 

nervioso central (Messari et al., 1998). En el cerebro, se ha confirmado la 

existencia del mRNA y de la proteína GLUT4 en células granulares del giro 

dentado, el cerebelo y el bulbo olfatorio (Vannucci et al., 1997). El GLUT5 se 



considera principalmente como un transportador de fructosa, sin embargo su 

expresión ha sido detectada en una variedad de tejidos incluyendo el cerebro, 

donde los niveles de fructosa son bajos. En el cerebro se expresa exclusivamente 

en la microglia. El GLUT5 es un t ransportador poco eficiente de glucosa y 

probablemente contribuye poco al metabolismo de la glucosa cerebral (Maher et 

al., 1994; Vannucci et al., 1998). 

Los transportadores de glucosa más ampliamente expresados en el cerebro 

son el GLUT1 y el GLUT3. Su expresión varía durante el desarrollo. Los niveles de 

GLUT1 y GLUT3 incrementan dramáticamente con la maduración cerebral y la 

sinaptogénesis (Siegel et al., 2006). 

 

En el cerebro, también se encuentran presentes transportadores de ácidos 

monocarboxílicos (MCTs), los cuales son los responsables del transporte de 

lactato, piruvato, y los cuerpos cetónicos, acetoacetato y β-hidroxibutirato. Se han 

identificado 14 t ipos de M CTs (MCT1-MCT14). En el cerebro se encuentran 

presentes cuatro de estos transportadores (Simpson et al., 2007). El MCT1 se 

encuentra localizado en la barrera hematoencefálica y en los astrocitos. El MCT2 

se expresa principalmente en neuronas. La expresión del MCT3 está limitada al 

plexo coroide. Por otro lado, el MCT4 se ha identificado en algunas células gliales. 

Estos transportadores se expresan en el cerebro en des arrollo, lo cual es 

consistente con la importancia de los ácidos monocarboxílicos como sustratos 

durante el periodo de lactancia (Siegel et al., 2006). 

 

1.3 

En el cerebro, la glucosa es usada como el principal combustible 

metabólico. Una molécula de glucosa, es inicialmente degradada a dos moléculas 

de piruvato en un p roceso glucolítico que ocurre en el  citosol, seguido por la 

completa oxidación del piruvato en el  ciclo de l os ácidos tricarboxílicos en l a 

mitocondria. La g lucólisis, tiene un r endimiento neto de 2 ATP por molécula de 

glucosa. Cuatro moléculas de ATP son generadas por cada molécula de glucosa 

convertida a pi ruvato, pero dos moléculas de A TP son requeridas en la vía 
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metabólica, una de e sas reacciones es la fosforilación inicial de la glucosa. El 

segundo ATP generado es utilizado en la fosforilación de la fructosa 6-fosfato.  

Durante la glucólisis, se forman dos moléculas de NADH a partir de NAD+ 

por molécula de glucosa. Bajo condiciones anóxicas, el NADH reacciona en el 

citosol con el piruvato, formando lactato y regenerando el NAD+ (con un 

rendimiento neto de 2 A TP por molécula de gl ucosa), pero bajo condiciones 

normales, las dos moléculas de NADH son oxidadas en la mitocondria, generando 

adicionalmente 5 moléculas de ATP. 

En todos los tipos celulares el ciclo de Krebs, asociado con la fosforilación 

oxidativa, funciona como la principal fuente de energía. Bajo condiciones 

aeróbicas, el piruvato es descarboxilado a acetil coenzima A (Ac-CoA). La Ac-CoA 

se condensa con el oxalacetato presente en el ciclo del Krebs y durante una vuelta 

del ciclo, el oxalacetato es regenerado y está listo para condensarse con otra 

molécula de Ac-CoA. Un total de 32 moléculas de ATP por molécula de glucosa 

son producidos por el ciclo de Krebs, mientras, 2 ATP son generados por la 

glucólisis (Hertz, 2008).  

 

1.4 

La hipoglucemia se define como la disminución en los niveles normales de 

glucosa (Saunders et al., 2002). La hi poglucemia es un es tado generalmente 

transitorio, aunque puede presentarse en forma crónica, tanto en adultos como en 

infantes con trastornos hormonales, como es la deficiencia de gl ucagon o 

alteraciones en la hormona del crecimiento, entre otras. Los pacientes diabéticos 

dependientes de insulina (diabetes tipo 1) también están expuestos a estados de 

hipoglucemia, ya que al administrarse la insulina pueden excederse en la dosis y 

provocar así una disminución excesiva en los niveles sanguíneos de glucosa. La 

hipoglucemia también puede pr esentarse como consecuencia de un i nsulinoma 

que al sintetizar y liberar insulina de m anera excesiva, produce la hipoglucemia 

(Haces et al., 2005). La concentración fisiológica de glucosa en sangre oscila entre 

90-110 mg/dl y se modifica en diversas situaciones. La i ngesta de al imentos 

induce un aumento en los niveles de glucosa alrededor de 200 mg/dl, mientras 

Hipoglucemia 



que en el  ayuno prolongado su nivel disminuye hasta 60-40 mg/dl. Si e l nivel de 

glucosa disminuye aún más (menor a 20 m g/dl) se puede presentar una 

hipoglucemia severa que s e acompaña del cese de la actividad eléctrica del 

cerebro (Haces et al., 2005). Existen mecanismos encargados de m antener los 

niveles de glucosa dentro del rango fisiológico. Cuando los niveles de glucosa en 

sangre disminuyen por debajo de 81 m g/dl disminuye la secreción de insulina de 

las células β pancreáticas. Una disminución por debajo de 68  mg/dl aumenta la 

secreción de glucagon y epinefrina. Si la concentración de gl ucosa en sangre 

continúa bajando hasta 54 mg/dl se activa la respuesta simpatoadrenal que causa 

síntomas autonómicos (neurogénicos), como son aumento del ritmo cardiaco, 

sudoración, debilidad, irritabilidad, ansiedad y temblores. Cuando se alcanza este 

nivel de glucosa, también se presentan síntomas neurológicos 

(neuroglucopénicos), que incluyen sensación de calor, debilidad, fatiga, dificultad 

para pensar, confusión, fallas en l a visión y dolor de c abeza. La per cepción de 

estos síntomas, particularmente los síntomas neurogénicos, induce al organismo a 

la ingesta de alimentos. Si todos esos mecanismos de defensa fallan y los niveles 

de glucosa alcanzan los 50 m g/dl se puede presentar una di sminución en la 

cognición, conducta aberrante y crisis epilépticas. El coma, se puede presentar 

cuando los niveles de glucosa se encuentran en el rango de 41-49 mg/dl, así como 

a niveles de glucosa más bajos. Todas esas respuestas son típicamente 

corregidas después de que la concentración de glucosa en plasma se restaura. El 

daño neurológico permanente es raro. Sin embargo, la hipoglucemia profunda y 

prolongada puede c ausar muerte cerebral (20 mg/dl) (Cryer 2007). La m uerte 

neuronal hipoglucémica es más pronunciada en poblaciones de neu ronas 

específicas, como las neuronas de la región CA1 del hipocampo, el subículo, el 

giro dentado, las capas corticales 2 y 3 de la corteza cerebral y el estriado dorso 

lateral. Mientras que ot ras áreas como el cerebelo y el tallo cerebral son más 

resistentes (Auer et al., 1984; Auer 1986). 

 

 

 



1.5 

Una variedad de m ecanismos están involucrados en l a patogénesis de l a 

muerte neuronal inducida durante la hipoglucemia (Cryer 2007) y la isquemia 

cerebral (reducción transitoria o per manente del flujo sanguíneo cerebral) 

(Durukan et al., 2007). En la cascada de muerte neuronal hipoglucémica e 

isquémica participan: 1) el colapso de los gradientes iónicos como consecuencia 

de la interrupción de los procesos dependientes de ATP; 2) la activación de 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje y el incremento intracelular de Ca2+; 3) la 

liberación masiva de aminoácidos excitadores y el consiguiente incremento de su 

concentración en el  espacio extracelular, 4) la activación de l os receptores de 

glutamato y la subsiguiente despolarización y entrada de calcio; 5) la generación 

de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (ROS y RNS) y 6) apoptosis y 

necrosis (Dirnagl et al., 1999; Aguilera et al., 2007; Durukan et al., 2007). Se ha 

propuesto que el daño neuronal asociado con estas condiciones puede ocurrir por 

un mecanismo excitotóxico, provocado por la liberación de glutamato, y 

particularmente de aspartato (Wieloch 1984; Sandberg et al., 1986). 

Recientemente, se ha sugerido que la liberación neuronal de zinc, la activación de 

la poli(ADP-ribosa) polimerasa, la transición de la permeabilidad mitocondrial 

(Friberg et al., 1998; Suh et al., 2003; Cryer 2007) y la producción de ROS y RNS 

(Suh et al., 2008, Páramo et al., 2010), también participan en la muerte neuronal 

hipoglucémica. Las especies reactivas (RS) generadas pueden reaccionar 

irreversiblemente con varios constituyentes celulares tales como proteínas, dobles 

enlaces de fosfolípidos y ADN, provocando peroxidación lipídica, daño a la 

membrana y mutaciones del genoma (Durukan et al., 2007). La peroxidación de 

lípidos en el cerebro ha sido observada durante la hipoglucemia aguda inducida 

por insulina en el ratón y la rata (Ballesteros et al., 2003; Patočková et al., 2003; 

Singh et al., 2004; Haces et al., 2008).  

Mecanismos de muerte neuronal inducidos por la hipoglucemia 

Las fuentes generadoras de estas especies reactivas (RS) en la condición 

hipoglucémica no se conocen totalmente. La mitocondria ha sido propuesta como 

una fuente de ROS en la hipoglucemia y la isquemia-reperfusión. Sin embargo, 

estas especies pueden ser generadas por otras vías. Recientemente se sugirió la 



participación del superóxido generado por la acción de la NADPH oxidasa. Suh y 

colaboradores usando cultivos celulares y un m odelo de hipoglucemia aguda 

seguida de l a reintroducción de gl ucosa, encontraron que la producción de 

superóxido se incrementa por la activación de l a NADPH oxidasa durante el 

periodo de reperfusión de glucosa (Suh et al., 2007). En experimentos previos de 

nuestro laboratorio, utilizando un modelo de privación de glucosa en neuronas de 

hipocampo cultivadas, se observó que las RS incrementan rápidamente durante la 

privación de glucosa, de una  manera dependiente de l a activación de los 

receptores NMDA y no NMDA y de la presencia de calcio (Páramo et al., 2010). 

En este trabajo, se observó que l a producción de superóxido depende de la 

activación de las enzimas, fosfolipasa A2 (cPLA2) y xantina oxidasa (XaO), las 

cuales se activan por calcio y contribuyen al daño neuronal. También se observó 

que la concentración de calcio intracelular se incrementa progresivamente durante 

el periodo de pr ivación de glucosa (Páramo et al., 2010), y que se activa la 

calpaína, una proteasa dependiente de c alcio asociada con el daño excitotóxico 

(Páramo et al., datos no publ icados). Además, la salida de calcio del RE 

posiblemente contribuye a la activación de esta proteasa ya que bloqueadores de 

los receptores a inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y a r ianodina (RyR), previenen su 

activación (Páramo et al., datos no publicados). 

Por otra parte, en un m odelo de inhibición glucolítica utilizando cultivos 

neuronales de hi pocampo expuestos a yodoacetato (IOA), un inhibidor de l a 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, se observó un incremento de las RS 

dependiente de la presencia de calcio y de la activación de los receptores a 

glutamato de tipo NMDA, la cual precede y contribuye a la muerte celular 

(Hernández-Fonseca et al., 2005). Además, la salida de c alcio de depósitos del 

RE posiblemente, participa en la producción de RS y en la muerte neuronal ya que 

el quelante de calcio intracelular, BAPTA-AM, y bloqueadores de los IP3R y RyR 

presentes en el RE previenen la generación de RS y aumentan la sobrevivencia 

celular (Hernández-Fonseca et al., 2005). 

 

 



1.5.1 

Durante la hipoglucemia y la isquemia se altera la producción de A TP 

(Durukan et al., 2007). La falla energética provoca que la actividad de la ATPasa 

Na+/K+ sea deficiente, provocando la despolarización de la terminal presináptica. 

En estas condiciones se activan los canales de C a2+ dependientes de voltaje 

incrementándose la concentración intracelular de este ión. El aumento de Ca2+ 

intracelular favorece la liberación de a minoácidos excitadores, glutamato y 

aspartato, incrementando su concentración en el espacio extracelular (Gundersen 

et al., 2001). La ac umulación de glutamato también se debe a  una f alla en los 

sistemas de recaptura y de la enzima que cataliza la conversión de glutamato a 

glutamina, la glutamino sintetasa, ya que ambos dependen de ATP (Bonde et al., 

2005). 

Excitotoxicidad 

 

El término excitotoxicidad se emplea para definir el daño neuronal inducido 

por la sobreexcitación de l os receptores de gl utamato (Olney, 1994). En la 

membrana postsináptica el glutamato y el aspartato se unen a distintos tipos de 

receptores. Entre ellos, los receptores ionotrópicos que se han denominado de 

acuerdo a sus agonistas farmacológicos: el receptor de t ipo N-metil-D-aspartato 

(NMDA), el receptor al ácido α-amino-3-hidroxi-5-metiloxazol-4-propiónico (AMPA) 

y el receptor a kainato. Estos dos últimos receptores están acoplados a canales 

iónicos permeables a Na+, que al activarse provocan un incremento intracelular de 

este ión generando la despolarización de la neurona postsináptica. Por otro lado, 

al despolarizarse las neuronas, el ión magnesio que nor malmente bloquea el 

receptor NMDA es removido y el receptor es activado por la unión del glutamato y 

la glicina. La activación de estos receptores provoca la entrada de Ca2+ y Na+ al 

interior de la célula. Esta despolarización también favorece la activación de los 

canales de Ca2+ dependientes de v oltaje, incrementándose de esta forma la 

toxicidad vía el exceso intracelular de Ca2+ (Camacho et al., 2006). 

Las alteraciones en la homeostasis de calcio intracelular están implicadas 

en algunas condiciones neuropatológicas, incluyendo la isquemia cerebral, la 

hipoglucemia y la epilepsia (Paschen 2000). Los procesos de muerte celular 



asociados con esas enfermedades involucran un mecanismo excitotóxico mediado 

por la activación de los receptores de glutamato, principalmente de tipo NMDA, los 

cuales son altamente permeables a calcio (Hernández-Fonseca et al., 2005). 

 

1.5.2 

El Ca2+ puede entrar a la célula a t ravés de l os receptores de glutamato, 

principalmente los de tipo NMDA y los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. El 

aumento intracelular no s ólo se debe a la entrada de Ca2+, sino también a s u 

liberación de organelos intracelulares como el retículo endoplásmico, mecanismo 

mediado por el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y por la activación del receptor a 

rianodina (Neumar, 2000). La p érdida de la homeostasis de Ca2+ intracelular 

genera la activación de una gran variedad de enzimas involucradas en la muerte 

neuronal entre las que s e incluyen: fosfolipasas (A2 y C), proteasas (calpaína), 

endonucleasas, proteína cinasa C, ciclooxigenasa y óxido nítrico sintasa (Bano et 

al., 2007). El aumento citosólico de C a2+ provoca además la entrada masiva de 

este ión a la mitocondria. Este aumento de Ca2+ en la matriz mitocondrial, induce 

la despolarización de la membrana mitocondrial, la apertura del poro de transición 

de la permeabilidad mitocondrial (MTP) y la liberación de factores proapoptóticos 

como el citocromo c y el factor inductor de l a apoptosis (AIF), que ac tivan la 

cascada de caspasas, ó la apoptosis independiente de caspasas, respectivamente 

(Berridge, 2002). La activación de ciertas enzimas y el daño generado en l a 

mitocondria contribuyen a la producción de radicales libres (Dirnagl et al., 1999, 

Páramo et al., 2010). Además, un aum ento en l a concentración de calcio 

intracelular puede t ener lugar en condiciones de f alla energética. En estas 

condiciones, se presentan deficiencias en el funcionamiento de los sistemas de 

extrusión de calcio dependientes de ATP como la ATPasa de c alcio de l a 

membrana plasmática, y de almacenamiento en el retículo por la ATPasa de calcio 

presente en este organelo. 

Sistemas de regulación intracelular de calcio 

 

 

 



1.6 

El RE es quizás el organelo intracelular más grande, está formado por 

endomembranas organizadas en un complejo sistema de microtúbulos y cisternas. 

En las neuronas, el RE se extiende desde el núcleo y el soma a las dentritas y a 

través del axón a las terminales presinápticas (Verkhratsky, 2005). De acuerdo a 

la presencia o aus encia de r ibosomas el RE se denomina: RE rugoso y liso, 

respectivamente. El RE juega un papel  central en l a biosíntesis celular. Su 

membrana es el lugar de producción de todas las proteínas transmembranales y 

lípidos de la mayoría de l os organelos celulares, incluyendo el propio RE, el 

aparato de G olgi, los lisosomas, los endosomas, las vesículas secretoras y la 

membrana plasmática. La m embrana del RE, también contribuye de forma 

importante a l a formación de las membranas de las mitocondrias y de los 

peroxisomas, ya que produce los lípidos de estos organelos. Además, todas las 

proteínas que serán secretadas al exterior celular y también las que permanecen 

en el lumen del RE, en el  aparato de Golgi o en l os lisosomas, son inicialmente 

transportadas al lumen del RE.  

El Retículo endoplásmico 

El RE es también, un organelo que lleva a c abo importantes funciones 

como son, el procesamiento de x enobióticos. Algunas de es tas reacciones de 

destoxificación son llevadas a cabo por enzimas de la familia de la citocromo 

P450, las cuales se encuentran principalmente en el RE liso (Alberts et al., 2002). 

 

1.6.1 

El calcio es una molécula de señalización que influye en una v ariedad de 

procesos celulares. El calcio afecta directamente la traducción y expresión de 

genes, la síntesis de proteínas y esteroides, la modificación, plegamiento y 

secreción de proteínas y promueve la apoptosis. Además, la señalización de calcio 

también influye en la excitabilidad de la membrana (Groenendyk et al., 2006). 

El calcio en el retículo endoplásmico 

El RE es el organelo más importante que regula la homeostasis de calcio 

intracelular. Dicha homeostasis se logra por el bombeo activo de c alcio del 

citoplasma al RE, en conjunción con el amortiguamiento de c alcio por proteínas 

residentes del RE, como la calreticulina, la calnexina, la calsecuestrina, las 



proteínas reguladas por glucosa (GRP94 y GRP78) y las proteínas disulfuro 

isomerasas (PDI, ERp72 y ERp57). En condiciones basales, un gr adiente de 

varios órdenes de magnitud es establecido entre el lumen del RE (~ 0.5 mM) y el 

citoplasma (~ 100 nM) por acción de la ATPasa del Ca2+ del retículo endoplásmico 

(SERCA). Esta ATPasa es responsable de la entrada de c alcio al RE. Por otro 

lado, el calcio es liberado al citoplasma a través de los canales de los IP3R y RyR 

(Hernández-Fonseca et al., 2007). El RyR es una pr oteína tetramérica de alto 

peso molecular (aproximadamente 500 kDa por monómero). La f amilia del RyR 

tiene tres isoformas, todas expresadas en el cerebro. La modulación de los RyR 

ocurre a t ravés de l a acción de ligandos endógenos como el calcio, purinas y 

proteínas accesorias, así como por la acción de fosforilación de varias cinasas. 

Tres dominios son reconocidos en l a estructura de l os RyR: 1) un dom inio 

citoplásmico grande que contiene el N-terminal y el sitio regulador; 2) un dominio 

transmembranal localizado hacia el C-terminal que incluye el poro permeable al 

ión; 3) un dominio luminal el cuál interactúa con calsecuestrina, y es mucho más 

pequeño que el dominio citoplásmico. Estos receptores tienen múltiples sitios 

alostéricos de uni ón a calcio, responsables de l a liberación de calcio al citosol 

inducida por calcio (Hernández-Fonseca et al., 2007; Ruiz et al., 2009). Los IP3R 

(isoformas I, II y III) son también expresados en el cerebro y activados por el IP3 un 

producto metabólico de la actividad de la fosfolipasa C (Ruiz et al., 2009). Estos 

receptores pueden ser bloqueados por heparina el cual antagoniza el 

reconocimiento entre el IP3 y su receptor (Hernández-Fonseca et al., 2007). Por 

otro lado, el calcio acumulado en el citosol es removido de la célula por la acción 

del intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) y la ATPasa del Ca2+ de la membrana 

plasmática (PMCA) (Berridge et al., 2003). 

 

1.6.2 

Varios factores son requeridos para el óptimo plegamiento de pr oteínas, 

incluyendo ATP, calcio y un medio ambiente oxidante para permitir la formación de 

los enlaces disulfuro (Gaut et. al., 1993). Como consecuencia de este ambiente 

especial, el RE es altamente sensible a diferentes formas de estrés que alteren los 

Estrés del retículo endoplásmico 



niveles energéticos celulares, el estado redox o la concentración de calcio. 

Algunas condiciones, como la ausencia de glucosa, la falla en el plegamiento, el 

transporte y la degradación de proteínas, así como la baja glicosilación de 

proteínas reducen la capacidad de plegamiento de estas en el RE. Esto, provoca 

la acumulación y agregación de proteínas mal plegadas, una condición conocida 

como estrés reticular (Szegezdi et al., 2006; Zhao et al., 2006). 

Experimentalmente, el estrés reticular puede ser inducido por agentes 

farmacológicos que inhiben la glucosilación de proteínas (tunicamicina), bloquean 

el transporte del RE al aparato de Golgi (brefeldina A), impiden la formación de 

enlaces disulfuro (DTT) o bi en, alteran los depósitos de calcio del RE 

(tapsigargina, un inhibidor de la SERCA o A -23187, un ionóforo de c alcio) 

(Breckenridge et al., 2003). 

El estrés reticular se ha asociado con numerosas condiciones 

fisiopatológicas, incluyendo algunas enfermedades neurodegenerativas como: la 

enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson, la esclerosis lateral amiotrófica, la 

enfermedad de Huntington y algunas enfermedades generadas por priones (Rao 

et al., 2004; Lindholm et al., 2006; Kim et al., 2008; Yang et al., 2009). Todas esas 

enfermedades tienen una c aracterística común: la acumulación y agregación de 

proteínas mal plegadas. Además, de l as arriba mencionadas, otras alteraciones 

están relacionadas con la activación del estrés reticular. Éstas incluyen, al cáncer, 

la diabetes tipo I y II (Kaufman, 2002; Zhao et al., 2006), la aterosclerosis, la 

degeneración muscular, las enfermedades cardiacas y la isquemia cerebral (Kim 

et al., 2008).  

 

1.6.3 

La célula responde al estrés reticular activando una c ascada de 

señalización conocida como “respuesta a proteínas mal plegadas” (UPR) (Zhao et 

al., 2006). La activación de la UPR resulta, primero, en un a disminución de la 

síntesis de pr oteínas, segundo, en una inducción de l os genes que codifican 

proteínas chaperonas, y otras proteínas que pr evienen la agregación de 

polipéptidos y participan en el  plegamiento de és tos (Yoneda et al., 2001), y 

Respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) 



tercero incrementa la degradación asociada al RE (ERAD) para eliminar las 

proteínas mal plegadas (Rao et al., 2004; Kim et al., 2006). La UPR es una 

respuesta de supervivencia que reduce la acumulación de proteínas mal plegadas 

y restaura el funcionamiento normal del RE (Szegezdi et al., 2006). Sin embargo, 

cuando el estrés reticular es severo y prolongado, se induce la apoptosis (Boyce et 

al., 2006; Zhao et al., 2006). 

En mamíferos la vía de s eñalización de la UPR es iniciada por tres 

proteínas transmembrana residentes del RE: la cinasa asociada al retículo 

endoplásmico (PERK), el factor de t ranscripción activado 6 ( ATF6) y la 

endoribonucleasa que requiere inositol 1 ( IRE1) (Merksamer et al., 2010). Estas 

proteínas transmembrana responsables de iniciar la UPR tienen un dom inio N-

terminal en el lumen del RE y dominio C-terminal en el citosol (Kim et al., 2008). 

En condiciones fisiológicas, la actividad de estas tres proteínas es suprimida por 

su unión a la proteína regulada por glucosa de 78 k Da (GRP78). Sin embrago, 

bajo condiciones de disfunción del RE, cuando las proteínas mal plegadas se 

acumulan en el lumen del RE, GRP78 se disocia de PERK, ATF6 e IRE1 y se une 

a las proteínas mal plegadas para facilitar su plegamiento (Paschen et al., 2005).  

 

1.6.3.1 

PERK es una pr oteína transmembrana del tipo I que tiene un dom inio 

cinasa citosólico y un dominio luminal N-terminal que es homologo al de IRE1. La 

disociación de GRP78 de P ERK provoca su dimerización, autofosforilación y 

activación (Figura 1). PERK, también puede ser activada por la unión directa de 

las proteínas mal plegadas a su dominio luminal (Merksamer et al., 2010). 

Después de ser activada, PERK es convertida en una cinasa que específicamente 

fosforila la subunidad α del factor de iniciación de la traducción eucariótico (eIF2α), 

fosforilándolo en la serina 51 ( Szegezdi et al., 2006). La f osforilación de eIF2α, 

causa una inhibición global de la síntesis de proteínas, ya que el eIF2α fosforilado 

se une con gran afinidad al factor eIF2B, se inhibe el reciclamiento de GDP por 

GTP y no se puede formar el complejo ternario (DeGracia et al., 2002; Brush et al., 

2003). Sin embargo, esta inhibición de la traducción no es absoluta, RNAms que 

Cinasa asociada al retículo endoplásmico (PERK) 



tienen pequeños marcos de l ectura abiertos en s u extremo 5´ no t raducido, 

pueden evitar el bloqueo de la traducción dependiente de eIF2α. El más estudiado 

de esos genes es ATF4. Este gen codifica para un factor de transcripción que se 

une a ge nes que c ontienen en su promotor una s ecuencia conocida como 

“elemento de respuesta a AMPc” (CRE) (Szegezdi et al., 2006). ATF4 promueve la 

supervivencia neuronal mediante la inducción de genes involucrados en el 

transporte y síntesis de aminoácidos, la biosíntesis de glutatión y la resistencia al 

estrés oxidativo (Schröder et al., 2005). Sin embargo, no t odos los genes 

inducidos por ATF4 favorecen la supervivencia y restauración del funcionamiento 

del RE. ATF4, también induce la expresión de un gen que codifica para la proteína 

homóloga que se une al potenciador CCAAT (CHOP), también conocido como gen 

153 inducible por daño al ADN y arresto en e l crecimiento (GADD153). 

CHOP/GADD153 es un gen cuya expresión promueve la muerte celular apoptótica 

(Szegezdi et al., 2006) (Figura 1). 

 

1.6.3.2 

Existen dos isoformas de A TF6 que s on expresadas en l as células de 

mamíferos (ATF6α y ATF6β). ATF6 es una proteína transmembrana del tipo II, la 

porción citoplasmática tienen un dominio de cierre de leucina (bZIP) y un dominio 

de activación transcripcional (Rasheva et al., 2009). La vía de activación de ATF6 

involucra un inusual mecanismo denominado proteólisis intramembrana regulada 

(RIP) por el cual, la proteína se transloca del RE al aparato de G olgi para el 

procesamiento proteolítico (Lai et al., 2007). En ausencia de estrés reticular, la 

chaperona GRP78 se encuentra unida al dominio luminal de A TF6 y bloquea la 

señal de localización a G olgi, previniendo su translocación. Sin embargo, en 

respuesta a l a acumulación de proteínas mal plegadas, GRP78 se disocia de 

ATF6 y este viaja al aparato de Golgi por vía vesicular (Boyce et al., 2006). Una 

vez en el aparato de Golgi ATF6 (90 kDa) es cortado primero por la proteasa del 

sitio 1 (S1P) y después en una región intramembrana por la proteasa del sitio 2 

(S2P) finalmente, el dominio citosólico resultante se transloca al núcleo (Ron et al., 

2007). Este fragmento de 50 k Da induce la expresión de genes que tienen en su 

Factor de transcripción activado 6 (ATF6) 



promotor elementos de respuesta a estrés reticular (ERSE). Algunos de los genes 

inducidos por ATF6, incluyen a las proteínas chaperonas GRP78 y GRP94, la 

proteína disulfuro isomerasa, el factor de t ranscripción XBP1 (X-box binding 

protein 1), y el factor de transcripción CHOP. Aunque ATF6 puede i nducir la 

expresión de CHOP, no hay  reportes que r elacionen a A TF6 con la apoptosis 

inducida por estrés reticular; por lo tanto parece que A TF6 promueve la 

sobrevivencia y contrarresta el estrés reticular (Paschen et al., 2005; Szegezdi et 

al., 2006) (Figura 1). 

 

1.6.3.3 

Dos isoformas de IRE1 han sido identificadas en mamíferos (IRE1α e 

IRE1β). IRE1α es expresada en la mayoría de l as células y tejidos, con altos 

niveles de expresión en el páncreas y en la placenta. IRE1β es expresada sólo en 

las células epiteliales del intestino (Boyce et al., 2006; Malhotra et al., 2007). IRE1 

es una proteína transmembrana del tipo I que t iene una actividad dual, ya posee 

un dominio cinasa de serina-treonina y un dominio de endoribonucleasa (Raghubir 

et al., 2011).  

Endoribonucleasa que requiere inositol 1 (IRE1) 

Durante el estrés reticular, GRP78 se disocia de IRE1 permitiendo su 

oligomerización y autofosforilación. Se ha sugerido también, que IRE1 es activada 

directamente por la unión de las proteínas mal plegadas a s u dominio luminal. 

Este dominio de IRE1, es parecido al dominio de unión a péptidos presente en las 

proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (Lai et al., 2007; Ron et al., 

2007). Una vez activada IRE1, su actividad de endonucleasa corta un intrón de 26 

nucleótidos, dando c omo resultado un c ambio del marco de l ectura. El mRNA 

xbp1 procesado es traducido en una pr oteína de 54  kDa, esta proteína es más 

estable que aquella codificada por el mRNA precursor y funciona como un factor 

de transcripción. XBP1 activa la transcripción de genes, incluyendo grp78, grp94, 

edem y un miembro de la familia HSP40, P58IPK (Paschen et al., 2005; Malhotra et 

al., 2007; Raghubir et al., 2011). P58IPK se une e inhibe a PERK liberando del 

bloqueo traduccional mediado por PERK. La inducción de P58IPK representa la 

terminación de la UPR. En este punto, si la UPR fue exitosa, el RE regresa a su 



funcionamiento normal y la célula sobrevive; sin embargo, si el estrés persiste la 

liberación del bloqueo de l a traducción por P58IPK podría permitir la síntesis de 

proteínas pro-apoptóticas. La def iciencia de P 58IPK puede resultar en una  

prolongada actividad de PERK después del estrés reticular y el bloqueo de l a 

traducción de proteínas por un tiempo considerable. Esto puede conducir a u n 

déficit de proteínas vitales. Además, la expresión aumentada de ATF4 y de CHOP 

ha sido detectada después del silenciamiento del gen de P58IPK (Szegezdi et al., 

2006) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



FIG 1.Vías de señalización de la respuesta a proteínas mal plegadas (UPR). Las proteínas transmembrana residentes del 

RE: PERK, IRE1 y ATF6 regulan la UPR a través de sus respectivas cascadas de señalización. Modificado de Merksamer 

et al., 2010.

1.6.4 

La apoptosis celular se puede clasificar según su vía de ejecución, en dos 

subtipos, la vía extrínseca y la vía intrínseca (Denault et al., 2002), siendo esta

última la vía que se ha relacionado directamente con la muerte por estrés reticular. 

Las tres vías de la UPR contribuyen a inducir apoptosis cuando los cambios 

generados en la célula son insuficientes para restaurar el funcionamiento del RE. 

La proteína CHOP, la cinasa JNK y las caspasas han sido involucradas en la 

activación de la apoptosis en respuesta al estrés reticular (Lai et al., 2007).

Estrés reticular y apoptosis 

CHOP, es un factor de transcripción que pertenece a la familia de proteínas 

que se unen al potenciador CCAAT (C/EBP). CHOP fue originalmente identificado 

en respuesta al daño al ADN, pero su inducción es más sensible a condiciones de 

estrés reticular (Zinszner et al., 1998). Durante el estrés reticular prolongado, las 
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tres vías de señalización de la UPR inducen la transcripción de CHOP, sin 

embargo la vía de PERK-eIF2α-ATF4 es esencial (Oyadomari et al., 2004; 

Szegezdi et al., 2006; Lai et al., 2007). 

Aunque el mecanismo preciso por el cual CHOP media la apoptosis es 

desconocido, se sabe que CHOP activa la transcripción de v arios genes que 

pueden potenciar la apoptosis. Esos genes incluyen, al gen que codifica para la 

oxidoreductasa del retículo endoplásmico (ERO1α), el receptor de muerte 5 (DR5) 

(Boyce et al., 2006), la anhidrasa carbónica VI, la proteína tribbles 3 (TRB3) y el 

gen 34 inducible por daño al ADN y arresto en el crecimiento (GADD34) (Malhotra 

et al., 2007). Aunque CHOP principalmente induce la expresión de genes, Bcl-2 es 

un ejemplo de un gen cuya expresión es disminuida por CHOP (Boyce et al., 2006; 

Szegezdi et al., 2006; Wu et al., 2006). El aumento en la expresión de ERO1α 

inducido por CHOP genera un ambiente hiperoxidante en e l RE produciendo un 

incremento en l a formación de proteínas mal plegadas (Lai et al., 2007). DR5 

codifica un receptor de muerte de s uperficie que puede activar la cascada de 

caspasas. La anhidrasa carbónica VI puede disminuir el pH intracelular durante el 

estrés reticular (Malhotra et al., 2007). Ha sido propuesto que dur ante el estrés 

reticular prolongado TRB3 se une a l a cinasa Akt, previniendo su fosforilación y 

reduciendo su actividad de cinasa. GADD34 es una proteína que interactúa con la 

proteína fosfatasa 1 (PP1) que provoca la desfosforilación de eIF2α, (Figura 2). Se 

ha observado que durante el estrés reticular, las células GADD34-/- muestran una 

persistente fosforilación de eIF2α y pocos agregados de proteínas mal plegadas 

en el lumen del retículo endoplásmico, sugiriendo que la función de GADD34 y la 

remoción de la fosforilación de eIF2α son proapoptóticos en este cont exto. 

Además, los ratones GADD34-/- son resistentes a los efectos tóxicos de la 

tunicamicina (Boyce et al., 2006). El mecanismo por el cual GADD34 promueve la 

apoptosis es desconocido, aunque existen varias teorías. Por ejemplo, la 

restauración de la síntesis de proteínas debido a la inducción de GADD34 podría 

permitir la síntesis de proteínas proapoptóticas (Szegezdi et al., 2006). Por otro 

lado, un i nhibidor farmacológico selectivo de l a fosfatasa de eIF2α, llamado 



salubrinal, puede pr oteger a l as células de l a apoptosis inducida por estrés 

reticular (Boyce et al., 2006; Sokka et al., 2007; Reijonen et al., 2008) (Figura 2).  

Los miembros de la familia de proteínas Bcl-2 son importantes reguladores 

de la muerte celular apoptótica. Hasta hace poco se pensaba que las proteínas 

Bcl-2 regulaban exclusivamente la vía apoptótica mediada por mitocondria. Los 

primeros reportes que relacionaron la muerte celular inducida por estrés reticular a 

la familia de proteínas Bcl-2 mostraron que la sobreexpresión de B cl-2 o l a 

deficiencia de B ax y Bak proporcionaban protección contra el estrés reticular 

(Szegezdi et al., 2006; Malhotra et al., 2007). Recientemente se encontró que el 

factor de transcripción CHOP incrementa la transcripción de Bim durante el estrés 

reticular, haciendo una importante conexión entre un c omponente de l a 

señalización de l a UPR y la familia de proteínas Bcl-2. Además de r egular la 

expresión de Bim, se ha r eportado que CHOP disminuye la expresión de la 

proteína antiapoptótica Bcl-2 (Merksamer et al., 2010) (Figura 2).  

 

Otra vía de señalización que opera en paralelo con CHOP está mediada por 

la cinasa N-terminal c-Jun (JNK). La señalización de JNK incrementa durante el 

estrés reticular de una manera que depende de la activación de IRE1 y de la 

cinasa 1 r eguladora de señales de apoptosis (ASK1) (Merksamer et al., 2010). 

Una vez activado, el dominio citoplásmico de I RE1 se asocia con el factor 2 

asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (TRAF2). Esta asociación es 

regulada por la cinasa inhibidora N-terminal c-Jun (JIK), la cual se ha r eportado 

que interactúa con IRE1 y TRAF2 (Yoneda et al., 2001; Lai et al., 2007). El 

complejo IRE1/TRAF2 después se asocia con ASK1, causando su activación e 

iniciando una cascada de fosforilación que resulta en la fosforilación y activación 

de JNK (Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Lai et al., 2007; Malhotra et al., 2007). 

La cinasa JNK promueve la apoptosis a través de v arias interacciones con 

miembros de la familia Bcl-2. Hay evidencias de que JNK puede fosforilar e inhibir 

a las proteínas antiapoptóticas Bcl-2, Bcl-xL y Mcl-1. Además, JNK puede también 

fosforilar y activar varias proteínas que t ienen sólo el dominio BH3, como Bid y 

Bim para promover la apoptosis (Merksamer et al., 2010). La ac tividad 



proapoptótica de Bim es normalmente inhibida por su unión al complejo motor de 

dineína del citoesqueleto. La f osforilación por JNK libera a B im del complejo, 

permite su translocación al RE e inicia la cascada apoptótica dependiente de Bax 

y Bak (Szegezdi et al., 2006; Hussain et al., 2007; Lai et al., 2007) (Figura 2). En 

contraste la proteína antiapoptótica Bcl-xL se une a Bim e inhibe su translocación 

al retículo endoplásmico (Hussain et al., 2007). 

 

Además de la inducción de CHOP y la activación de la cinasa JNK; las 

caspasas, una familia de pr oteasas de cisteína pueden contribuir a l a apoptosis 

inducida por estrés reticular (Boyce et al., 2006). En diferentes estudios en donde 

se ha i nducido estrés del retículo se ha observado el procesamiento de l as 

caspasas 2, 3, 4, 7, 9 y  12 (Szegezdi et al., 2006; Malhotra et al., 2007). Sin 

embargo, la caspasa-12 ha sido propuesta como un mediador clave de la muerte 

apoptótica, debido a que es activada específicamente por estrés reticular y no por 

receptores de m uerte o por  señales apoptóticas mediadas por la mitocondria 

(Yoneda et al., 2001; Szegezdi et al., 2006; Lai et al., 2007). Dicha caspasa es 

expresada sólo en roedores, debido a q ue su homólogo en humanos ha sido 

silenciado por varias mutaciones durante la evolución (Szegezdi et al., 2006). Sin 

embargo, se ha dem ostrado recientemente que l a caspasa-4 humana tiene una 

homología del 48 % con la caspasa-12 murina, se encuentra también localizada 

en la membrana del RE y es requerida en la apoptosis inducida por estrés reticular 

(Boyce et al., 2006). Por estas razones, se ha propuesto que la caspasa-4 es la 

encargada de cumplir la función de la caspasa-12 en humanos (Szegezdi et al., 

2006; Lai et al., 2007). La caspasa-12 contiene un prodominio grande responsable 

de la interacción con varias proteínas adaptadoras (dominio CARD) y dos 

subnidades catalíticas: p20 y  p10 (Szegezdi et al., 2003). La procaspasa-12 se 

encuentra localizada en el lado citoplásmico del RE, formando un complejo estable 

con la proteína adaptadora TRAF2 (Yoneda et al., 2001). Esta caspasa puede ser 

activada por varias formas, por ejemplo, los factores proapoptóticos Bax y Bak 

presentes en l a membrana del RE forman oligómeros que per miten la salida de 

calcio del RE al citoplasma. Este incremento en l as concentraciones de calcio 



citoplásmico activan a la proteasa dependiente de calcio, calpaína, la cual 

posteriormente corta y activa a la caspasa-12 para iniciar la apoptosis dependiente 

de caspasas (Wu et al., 2006; Lai et al., 2007; Malhotra et al., 2007) (Figura 2). Por 

otro lado, la interacción de IRE1 con TRAF2 está también implicada en la 

activación de la procaspasa-12 (Hussain et al., 2007). La formación de este 

complejo libera a l a procaspasa-12 de TR AF2, al ser liberada, la procaspasa 

experimenta homodimerización y autoprocesamiento (Yoneda et al., 2001; 

Szegezdi et al., 2003; Wu et al., 2006). Otro mecanismo propuesto para la 

activación de la caspasa-12, es a través del procesamiento de dicha caspasa por 

la caspasa-7, la cual se transloca del citosol al lado citoplásmico de la membrana 

del RE y activa directamente a l a caspasa-12 (Berridge, 2002; Szegezdi et al., 

2003; Boyce et al., 2006; Lai et al., 2007). Sin embargo, otros experimentos 

sugieren que el corte de la caspasa-12 precede al corte de la caspasa-7 durante el 

estrés reticular, implicando que el orden de ac tivación puede ser opuesto en 

algunos contextos (Boyce et al., 2006). Una vez activada, la caspasa-12 puede 

cortar y activar a l a procaspasa-9 por una v ía independiente de A paf-1 (factor 

activador de l a proteasa de apo ptosis 1), el usual mediador de l a activación de 

dicha caspasa (Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Malhotra et al., 2007). La 

caspasa-9 activada puede inducir la activación de la caspasa efectora, la caspasa-

3 conduciendo finalmente a l a muerte celular (Szegezdi et al., 2003; Lai et al., 

2007) (Figura 2). 

 



 
 

FIG 2.Vías apoptóticas inducidas por estrés reticular. La proteína CHOP, la cinasa JNK y las caspasas están involucradas 

en la activación de la apoptosis en respuesta al estrés reticular. Modificado de Merksamer et al., 2010. 

 

1.6.5 

El daño cerebral isquémico es el resultado de u na reducción transitoria o 

permanente del flujo sanguíneo cerebral que provoca alteración en las funciones 

cerebrales. La severidad del daño está determinada por el grado y la duración de 

la pérdida del flujo sanguíneo, y de esto depende que el cerebro sufra sólo una 

disfuncionalidad temporal, una necrosis isquémica selectiva o un  infarto cerebral 

(Barrinagarrementería, 1997). La pérdida del flujo sanguíneo causa daño cerebral 

a través de una serie de eventos que evolucionan en tiempo y espacio (Dirnagl et 

al., 1999). Los mecanismos del daño n euronal inducidos durante la isquemia 

cerebral y la hipoglucemia no se conocen completamente, pero estudios previos 

sugieren la participación de un mecanismo excitotóxico provocado por la liberación 
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de glutamato y particularmente de aspartato, en el  caso de l a hipoglucemia 

(Sandberg et al., 1986; Wieloch, 1984). Además, investigaciones recientes han 

sugerido que el estrés oxidativo está asociado con el daño neuronal hipoglucémico 

(Suh et al., 2007, 2008; Haces et al., 2008, 2010). Se ha ob servado que l a 

restitución del flujo sanguíneo o reperfusión, es un evento que exacerba el daño 

inducido por la isquemia cerebral. Durante la reperfusión, la producción de 

especies reactivas de oxígeno y de ni trógeno incrementa dramáticamente 

(Margaill et al., 2005). También, existe evidencia que muestra que el  estrés 

reticular juega un importante papel en los mecanismos de daño cerebral inducidos 

por la isquemia/reperfusión (Shibata et al., 2003). En algunos estudios, se ha 

observado que la isquemia cerebral transitoria provoca la fosforilación de PERK 

(Hayashi et al., 2003), induce el splicing de R NAm de x bp1, indicativo de la 

fosforilación de IRE1 (Paschen et al., 2003) y activa la caspasa-12 (Nakagawa et 

al., 2000). La isquemia global en r atones también induce estrés reticular y la 

activación de los factores de t ranscripción, CHOP/Gadd153 y ATF4 (Hayashi et 

al., 2005). Por otro lado, ha sido reportado en un modelo de oclusión de la arteria 

carótida común bilateral (BCCAO) en ratones silvestres, que el RNAm de CHOP y 

de GRP78 son marcadamente inducidos a las 12 h d espués de la BCCAO en el  

hipocampo y en el estriado. En contraste, las neuronas del hipocampo de ratones 

CHOP-/- son más resistentes a la apoptosis inducida por la hipoxia-reoxigenación 

que aquellas de l os animales silvestres (Tajiri et al., 2004). La r eperfusión, 

subsecuente a la isquemia cerebral está asociada con un i ncremento en l a 

fosforilación de eIF2α y una inhibición de la síntesis de proteínas (DeGracia et al., 

2002). Existen cuatro cinasas celulares que pueden fosforilar eIF2α post-isquemia: 

GCN2 (cinasa no r eprimible del factor 2), HRI (cinasa regulada por el inhibidor 

hemo), PKR (cinasa activada por RNA bicatenario) y PERK (cinasa asociada al 

retículo endoplásmico). Kumar y colaboradores (2001) usando un m odelo de 

BCCAO en ratones deficientes de HRI y GCN2, demostraron que la fosforilación 

de eIF2α después de la isquemia/reperfusión está mediada por PERK y no po r 

HRI o GCN2. En otro estudio se mostró la inducción de estrés reticular durante la 

reperfusión en un m odelo de oclusión de la arteria cerebral media en ratones. Se 



observó un aumento en la expresión de GRP78 y activación de la caspasa-12, lo 

cual ocurrió entre las 5-23 h de reperfusión (Shibata et al., 2003). Son muchas las 

evidencias que indican que un daño en el funcionamiento del RE puede tener un 

papel importante en la muerte neuronal inducida por la isquemia/reperfusión.  

Por otra parte, también se ha observado estrés reticular durante la 

excitotoxicidad inducida por la estimulación de los receptores al ácido kaínico, un 

subtipo de receptor a glutamato. La a dministración de ácido kaínico induce un 

incremento de l as proteína GRP78 y CHOP, además de muerte neuronal y 

activación de la caspasa-12 (Sokka et al., 2007). A la fecha, el papel del estrés 

reticular en la muerte neuronal inducida por la hipoglucemia no ha sido estudiado, 

por lo que el propósito del presente estudio fue investigar la presencia de 

marcadores de estrés reticular en cultivos neuronales expuestos a la ausencia de 

glucosa, así como tratar de dilucidar su papel en la muerte apoptótica inducida en 

estas condiciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



II. Planteamiento del problema 

Datos previos de n uestro laboratorio sugieren que el aumento en l a 

concentración de calcio intracelular contribuye a la muerte neuronal inducida por la 

ausencia de glucosa, y que éste participa en la producción de especies reactivas y 

en la activación de proteasas como la calpaína (Páramo et al., 2010 y  

observaciones no publicadas). Sin embargo, desconocemos si la salida de calcio 

del RE contribuye al aumento en la concentración de calcio intracelular, y si el 

estrés reticular puede contribuir a l a muerte neuronal apoptótica inducida en 

dichas condiciones. El objetivo de esta investigación es conocer si la ausencia de 

glucosa desencadena el estrés reticular en neuronas de hipocampo cultivadas y si 

éste participa en la muerte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



III. Hipótesis 

La ausencia de gl ucosa producirá estrés del retículo endoplásmico y éste 

contribuirá a la muerte apoptótica inducida en esta condición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. Objetivo General 

 Conocer si el estrés reticular contribuye a la muerte neuronal inducida por la 

ausencia de glucosa en neuronas cultivadas de hipocampo. 

 

Objetivos particulares 

 Demostrar que l a ausencia de glucosa induce muerte neuronal 

apoptótica en neuronas cultivadas de hipocampo. 

 

 Investigar la presencia de estrés reticular iniciado por la activación de 

la vía de PERK durante la privación de glucosa en n euronas 

cultivadas de hipocampo. 

 

 Conocer si la muerte apoptótica está relacionada con la inducción de 

estrés reticular. 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



V. Metodología 

5.1 

Cultivos primarios de neuronas de hipocampo fueron preparados a partir de 

embriones de ratas Wistar de 17-18 días de gestación. Después de la disección, 

10-12 hipocampos fueron cortados en cubos de 300 µm en un Chopper, incubados 

en una solución de tripsina al 0.25 % y dispersados por trituración en una solución 

con DNAsa e inhibidor de t ripsina al 0.08 % y 0.52 %, respectivamente. Las 

células fueron suspendidas en medio de cultivo Neurobasal suplementado con 

B27, L-glutamina 0.5 mM y gentamicina 20 µg/ml. Las células se sembraron a una 

densidad de 1.5x106 células/ml/pozo en cajas Costar de 24 pozos para los 

ensayos de viabilidad celular, determinación de la actividad de la caspasa-3, y la 

cuantificación de nú cleos apoptóticos. Para los ensayos de actividad de l a 

caspasa-12 y detección de l os marcadores de es trés reticular por ensayos de 

imnunoblot, las células se sembraron a una densidad de 1.5x106 células/ml/pozo 

en cajas Corning de 35 mm x 10 mm. En todos los casos las cajas fueron 

previamente cubiertas con poli-L-lisina 5 µg/ml. Las células fueron cultivadas por 7 

días in vitro (DIV) a 37°C en una incubadora con 5% CO2/95% aire. Cuatro días 

después de sembrar las células se agregó medio Neurobasal fresco, glucosa 5 

mM y citosina arabinosa 10 µM. La citosina se agregó para inhibir la proliferación 

gial. 

Cultivo de células 

 

5.2 

Se evaluó el efecto del dantroleno (12.5 µM; antagonista del RyR), el 

salubrinal (50 µM; inhibidor de la fosfatasa responsable de desfosforilar a eIF2α-

P), el QVDOPH (20 µM; inhibidor general de caspasas), el DEVDCHO (25 µM; 

inhibidor de la caspasa-3) y el Q-ATAD (40 µM; inhibidor específico de la caspasa-

12) sobre la muerte inducida por la ausencia de glucosa (AG). Los cultivos fueron 

incubados durante 2 y 4 h en  un medio sin glucosa (Medio Eagle’s modificado 

dulbecco’s, DMEM). Todos los fármacos se agregaron directamente al medio 

DMEM. A diferencia de los demás fármacos, el DEVDCHO fue preincubado 30 

Evaluación del efecto de diferentes fármacos e inhibidores de caspasas 

en la muerte inducida por la ausencia de glucosa 



min antes de la AG, esto debido a que es poco permeable. Después del periodo 

de AG, se retiró el medio DMEM y se añadió el medio de c ultivo que s e había 

retirado previamente (Neurobasal). Finalmente, después de 2 4 h de i niciado el 

experimento la sobrevivencia neuronal fue determinada por el ensayo de 

reducción de MTT que se describe a continuación.  

 

5.3 

La viabilidad o s obrevivencia celular fue determinada por el ensayo de 

reducción del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). La 

reducción del MTT es un método comúnmente usado como un índice del estado 

funcional de la cadena respiratoria, a partir de la formación de la sal de formazán. 

Esta reducción ocurre por las deshidrogenasas mitocondriales activas, es decir, en 

las células viables. La s al de f ormazán generada se cuantifica 

espectrofotométricamente utilizando un s olvente orgánico para su extracción. 

Después de 24 h de i niciado el tratamiento experimental las células fueron 

incubadas con MTT 150 µM durante 1 h  a 37° C en una incubadora con 5% 

CO2/95% aire. El medio fue aspirado y el formazán precipitado fue solubilizado en 

800 µl de isopropanol ácido y cuantificado espectrofotométricamente a una  

longitud de onda d e 570 nm  en un es pectrofotómetro Beckman DU 640. Los 

resultados son expresados como el porcentaje de r educción de MTT relativo al 

control. 

Determinación de viabilidad celular 

 

5.4 

La morfología de l os núcleos se evaluó incubando las células con el 

compuesto fluorescente Hoechst 33258, el cual penetra en las células y se une al 

ADN. Las células fueron incubadas durante 2 y 4 h en AG en presencia o ausencia 

de: dantroleno (12.5 µM), salubrinal (50 µM), QVDOPH (20 µM) y DEVDCHO (25 

µM). Después del periodo de AG se retiró el medio DMEM y se añadió el medio de 

cultivo que se había retirado previamente (Neurobasal). Transcurridas 24 h de 

iniciado el experimento, las células se lavaron dos veces con 500 µl  de buffer 

salino de fosfatos (PBS). Se agregaron 250 µl/pozo de Hoechst 33258 al 0.001 % 

Condensación nuclear 



durante 15 min protegiendo de la luz. Después de retirar el Hoechst, las células 

fueron lavadas nuevamente con 500 µl de PBS, fijadas con 300 µl de formaldehido 

frío al 3.7 % durante 10 m in y colocadas en por taobjetos. Las células fueron 

observadas en un m icroscopio con una lámpara de fluorescencia usando un filtro 

UV-2A DM400. Diez campos diferentes (conteniendo aproximadamente 30-40 

células cada uno) fueron contados con un objetivo de 60x. Los núcleos brillantes, 

encogidos y en oc asiones fragmentados fueron considerados como núcleos 

apoptóticos Los resultados son expresados como porcentaje de núc leos 

condensados y fragmentados con respecto al número total de núc leos contados 

en cada condición experimental. 

 

5.5 

Para determinar la actividad de la caspasa-3 las células fueron expuestas a 

diferentes periodos de AG (1, 2 y 4 h) y diferentes periodos de reintroducción de 

glucosa (RG) (2, 4, y 6 h) . Después de estos periodos de aus encia y 

reintroducción de glucosa, las células fueron lavadas dos veces con 500 µl de PBS 

y homogenizadas en 150 µl de buffer de l isis (HEPES 100 mM pH 7.5, EDTA 1 

mM, EGTA 20 µM, sacarosa 10 % p/v, DTT 10 mM, CHAPS 0.1 % p/v y solución 

de inhibidores de pr oteasas 20 µl/ml (PMSF, AEBSF, E-64, α2-macroglobulina, 

aprotinina y leupeptina 1µg/µl) diluido 1:1 (v/v) con glicerol. Se tomó una alícuota 

para cuantificar proteínas por el método de Lowry et al. (1951) y el resto de las 

muestras se guardaron a -70°C. La ac tividad de la caspasa-3 fue determinada 

usando el sustrato fluorogénico ácido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-

metilcumarina (Ac-DEVD-AMC). Este sustrato se proteolisa por la caspasa-3 y 

genera 7-amino-4-metilcumarina (AMC). Al liberarse el AMC emite fluorescencia. 

De este modo, la fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de sustrato 

procesado y por tanto, a la actividad de la caspasa-3 presente en la muestra. La 

actividad fue determinada cada min durante 30 m in después de l a adición del 

sustrato (25 µM) y del homogenado celular (30 µg de proteína) en un volumen final 

de 0.2 ml de una solución estándar que contiene: HEPES 100 mM pH 7.5, EDTA 1 

mM, EGTA 20 µM, sacarosa 10 % p/v, DTT 10 mM, CHAPS 0.1 % p/v y solución 

Determinación de la actividad de la caspasa-3 



de inhibidores de pr oteasas 2 µ l/ml. Como control positivo se utilizaron células 

incubadas con estaurosporina (STP) 500 nM durante 8 h.  Las muestras se 

colocaron en cajas de 96 pozos y se leyó la intensidad de fluorescencia (excitación 

360 nm, emisión 460 nm) en un lector de placa Synergy HT, Biotek. Los resultados 

se expresan como cambio en la intensidad de f luorescencia por minuto por 

miligramo de proteína (CF/min/mg). 

 

5.6 

Se utilizó del método de Lo wry et al. (1951). Se realizó una curva patrón 

utilizando un estándar de albúmina de suero de bovino (ASB) con concentraciones 

de 1 a 8 mg/ml.  

Determinación de proteínas totales 

La absorbancia se determinó a 750 nm en un lector de placa Synergy HT, 

Biotek. 

 

5.7 

Para determinar la actividad de la caspasa-12 los cultivos fueron incubados 

en un medio sin glucosa durante 1, 2 y 4 h. Una vez concluido el periodo de AG se 

retiró el medio DMEM y se procedió a l avar las células dos veces con 1 m l de 

solución Locke’s (NaCl 154 mM, KCl 5 .6 mM, NaHCO3 3.6 mM, CaCl2 2.3 mM, 

HEPES 5 mM y glucosa 5.6 mM; pH 7.4). Posteriormente se agregaron 190 µl de 

buffer de lisis (BioVision, Mountain View, CA), se incubó durante 10 min en hielo y 

se homogenizaron las células. Se tomó una alícuota para cuantificar proteínas por 

el método de Lo wry et al. (1951). El homogenado restante, 100 µl 

(aproximadamente 150 µg de proteína) se agregó a una placa Costar de 96 pozos. 

Se adicionaron 100 µl del buffer de r eacción 2x (BioVision, Mountain View, CA) 

con DTT 10 mM y 10 µl del sustrato Ac-Ala-Thr-Ala-Asp-AFC (ATAD-AFC) (50 

µM). En algunos casos se agregó también el inhibidor específico de la caspasa-12, 

el Z-ATAD-FMK (2 µM) y el inhibidor general de caspasas, el QVDOPH (20 µM). 

La placa con el homogenado, el buffer de r eacción, el inhibidor y el sustrato se 

incubó durante 1 h a 37°C en una incubadora con 5% CO2/95% aire. La intensidad 

de fluorescencia (excitación 360 nm, emisión 528 n m) se determinó cada min 

Determinación de la actividad de la caspasa-12 



durante 30 min en un lector de placa Synergy HT, Biotek. Los resultados se 

expresan como cambio en la intensidad de f luorescencia por minuto por 

miligramos de pr oteína (CF/min/mg). Como control positivo se utilizaron células 

tratadas con tunicamicina (Tm) 5 µM y tapsigargina (Tg) 1 µM durante 48h.  

 

5.8 

La detección de los marcadores de estrés reticular por inmunoblot se realizó 

después de exponer los cultivos a un m edio sin glucosa durante 0.5, 1, 2 y  4 h . 

Transcurrido el periodo de AG el medio DMEM fue retirado y se procedió a lavar 

las células dos veces con 1 ml de solución Locke’s. Posteriormente se agregaron 

150 µl de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, Tritón X-100 1 %, 

deoxicolato de sodio 0.5 % y dodecilsulfato de sodio 1 %) agregando inhibidores 

de proteasas 2 µl/ml (PMSF, AEBSF, E-64, α2-macroglobulina, EDTA, 

fosforamidona, aprotinina, leupeptina y bestatina 1µg/µl). Se incubó durante 10 

min en hielo y se homogenizaron las células. El homogenado se centrifugó a 

12,000 rpm durante 20 min a 4°C. Se separó el sobrenadante, se determinó la 

concentración de proteínas y el sobrenadante restante se procesó para la 

detección de los marcadores de estrés reticular eIF2α-P, ATF4, GRP78 y CHOP 

por inmunoblot.  

Detección de marcadores de estrés reticular por inmunoblot 

Para cada una de las muestras se siguió el siguiente procedimiento: en un 

tubo eppendorf se mezclaron el sobrenadante con el buffer muestra (1:1 v/v) (Tris-

HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 25 %, azul de bromofenol 0.01 % y β-

mercaptoetanol 5 %) y se hirvieron durante 5 m in. Se prepararon geles de 

acrilamida en un s oporte (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) con el gel 

concentrador al 4 % (acrilamida 29 % / bisacrilamida 1 %, Tris-HCl 1 M pH 6.8, 

SDS 10 %, PSA y  TEMED) y el gel separador al 12 % (acrilamida 29 % / 

bisacrilamida 1 %, Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, SDS 10 %, PSA y TEMED) según el 

método de Laemmli (1970). Se montaron en un a cámara de electroforesis. En 

cada pozo del gel se cargaron 25 µg de pr oteína del sobrenadante previamente 

desnaturalizado y se corrió la electroforesis durante 2.5 h a 100 mA. Las proteínas 

se transfirieron a m embranas de PVDF de 0.45 µm (Millipore, Bedford, MA) 



durante 1.5 h a 400 m A y 30 min a 500 m A. Las membranas se bloquearon con 

una solución de leche descremada al 5 % en buffer salino tris (TBS) (Tris-HCl 50 

mM pH 7.5, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0.1 %) durante 1 h, a t emperatura 

ambiente y con agitación. Se incubaron durante 48 h a 4°C con el anticuerpo anti-

GRP78 (1:1000), anti-CHOP (1:1000), anti-eIF2α-P (1:1000) y anti-ATF4 (1:250) o 

24 h a 4°C con el anti-actina (1:5000). Todos los anticuerpos se diluyeron en TBS 

con leche al 5 % con excepción del anti-ATF4 que se diluyó en PBS con ASB al 5 

%. Las membranas se lavaron tres veces con TBS durante 10 min, agitación y a 

temperatura ambiente. Se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón 

diluido 1:2500 (CHOP y ATF4) y 1:5000 para la actina o c on el anticuerpo 

secundario anti-conejo diluido 1:5000 (GRP78) o 1:2500 para eIF2α-P. Todos los 

anticuerpos utilizados están acoplados a peroxidasa de r ábano y se incubaron 

durante 2 h  a temperatura ambiente, con excepción, del anticuerpo secundario 

para la actina, el cual se incubó durante 30 min. Posteriormente se realizaron tres 

lavados con TBS durante 10 m in, a t emperatura ambiente y agitación. Los 

anticuerpos unidos a la membrana se observaron usando un sistema de detección 

que emplea quimioluminiscencia (Millipore, Bedford, MA). La densidad óptica de 

las bandas fue cuantificada usando el programa Image J. 

 

Los resultados fueron analizados con una prueba de ANOVA de una v ía, 

seguida por una prueba de Fisher de comparación múltiple, utilizando el programa 

de estadística Statview 4.5. Todos los resultados se presentan como promedios ± 

error estándar (ES). Los valores de P <0.05 se consideraron significativamente 

diferentes. 

 

 

 

 

 

 
 



VI. Resultados 

6.1 

Primero se determinaron los periodos de ausencia de glucosa (AG) suficientes 

para inducir una reducción en la sobrevivencia neuronal. Los cultivos fueron incubados 

en un medio sin glucosa (Medio Eagle’s modificado dulbecco’s, DMEM) durante 2 y 4 h. 

Después del periodo de AG, se retiró el medio DMEM y se añadió el medio de cultivo 

que se había retirado previamente (Neurobasal) Finalmente, después de 24 h d e 

iniciado el experimento, la sobrevivencia neuronal fue determinada por el ensayo de 

reducción de MTT. Se observó una disminución de la reducción de MTT del 59 y 63 %, 

con respecto al control sin AG. Como control se usaron células incubadas durante todo 

el tiempo en el medio Neurobasal. (Figura 3). 

Efecto de la ausencia de glucosa en la muerte neuronal 

 
FIG. 3. Efecto de la ausencia de glucosa (AG) sobre la viabilidad celular. Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 

2 y 4 h. Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después 

de iniciado el experimento por el ensayo de reducción de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de reducción de MTT 

con respecto al control. Los datos son promedios ± ES de seis experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de 

ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG. 

 

Una vez establecidos los periodos de A G que nos  permitieron observar una 

disminución significativa de la sobrevivencia neuronal, se decidió investigar si la 

inhibición de la salida de c alcio del retículo endoplásmico (RE) por los receptores a 

rianodina (RyR), participa en el proceso de muerte neuronal. Para esto se incubaron las 

células en presencia de dantroleno (12.5 µM), un antagonista de los RyR, el cual fue 

preincubado durante 30 m in antes de l a AG. Por otro lado, para prevenir la muerte 

apoptótica utilizamos un i nhibidor general de caspasas, el QVDOPH (20 µM), un 
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inhibidor de la caspasa-3, el DEVDCHO (25 µM) y un inhibidor específico para la 

caspasa-12, el Q-ATAD (40 µM). Los fármacos fueron incubados durante las 2 y 4 h de 

AG y la viabilidad celular fue evaluada 24 h después a través del ensayo de reducción 

de MTT. Todos los fármacos evaluados tuvieron un efecto protector contra la muerte 

inducida por 2 h de AG. En presencia del dantroleno la reducción de MTT se restauró 

hasta un 68 %, mientras que con los inhibidores de caspasas, ésta se restauró al 72 % 

en presencia de QVDOPH, al 63 % con el DEVDCHO y al 62 % con el Q-ATAD (Figura 

4). El efecto del salubrinal se discutirá más adelante. 

 
FIG. 4. Efecto protector de diferentes fármacos e inhibidores de caspasas sobre la muerte inducida por 2 h en ausencia de glucosa. 

Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 h en presencia o ausencia de dantroleno (12.5 µM), salubrinal (50 µM), 

QVDOPH (20 µM), DEVDCHO (25 µM) y Q-ATAD (40 µM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio 

Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después de iniciado el experimento por el ensayo de reducción de MTT. Los resultados 

se expresan como porcentaje de reducción de MTT con respecto al control. Los datos son promedios ± ES de tres experimentos 

independientes y fueron analizados por una pr ueba de A NOVA de una v ía seguida de una pr ueba de F isher de c omparación 

múltiple. *P<0.05 con respecto a 2 h en AG. 

 

En la figura 5 s e observan imágenes representativas de un cultivo expuesto 

durante 2 h en AG y el efecto protector del dantroleno, el salubrinal, el QVDOPH y el 

DEVDCHO. 
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FIG. 5. Efecto protector del dantroleno, el salubrinal, el QVDOPH y el DEVDCHO sobre la muerte inducida por 2 h en ausencia de 

glucosa. (A) El cultivo control presenta somas celulares oscuros y procesos bien definidos. (B) El cultivo expuesto a un medio sin 

glucosa durante 2 h presenta células brillantes y refringentes, lo cual es indicativo de muerte celular. Las células incubadas por 2 h 

en AG y en presencia de dantroleno (12.5 µM) (C), salubrinal (50 µM) (D), QVDOPH (20 µM) (E) y DEVDCHO (25 µM) (F) se 

observan mejor preservadas.

A pesar de que la muerte inducida por 4 h de AG no resultó ser 

significativamente diferente de la inducida por 2 h en AG, se encontró un efecto 

protector de la muerte únicamente en presencia del QVDOPH, restaurando la reducción 

del MTT en un 61 % de los niveles control, mientras que el DEVDCHO no tuvo efecto 

protector (Figura 6). Los efectos del salubrinal se discutirán después.

A B

C D

E F



 
FIG. 6. Efecto del salubrinal y los inhibidores de caspasas sobre la muerte inducida por 4 h en ausencia de glucosa. Las células se 

incubaron en un medio sin glucosa durante 4 h en presencia o ausencia de salubrinal (50 µM), QVDOPH (20 µM) y DEVDCHO (25 

µM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal. La viabilidad fue evaluada 24 h después de 

iniciado el experimento por el ensayo de reducción de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de reducción de MTT con 

respecto al control. Los datos son promedios ± ES de cuatro experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de 

ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. *P<0.05 con respecto a 4 h en AG. 

 

6.2 

Debido al efecto protector observado con los inhibidores de las caspasas en los 

experimentos de r educción de MTT se decidió evaluar la presencia de núcleos 

apoptóticos después de e xponer a l as células a un m edio sin glucosa. Las 

características morfológicas de la muerte apoptótica, como son los núcleos 

condensados y fragmentados fueron observados usando la tinción de Hoechst (Figura 

7a). Se observó un aumento significativo en el porcentaje de núcleos fragmentados y 

condensados después de ex poner a l as células durante 2 y  4 h en AG (45 y 61 % , 

respectivamente) comparado con el control (25 %) (Figura 7b). En este caso la 

diferencia en el porcentaje de núcleos apoptóticos observada después de 2 y  4 h de 

exposición a l a AG, sí fue estadísticamente significativa. Como control positivo de 

inducción de m uerte celular apoptótica se utilizaron células incubadas con 

estaurosporina (STP) 500 nM  durante 24 h,  observándose un 71 % de núcleos 

condensados o fragmentados (Figura 7a y b). 

Inducción de muerte neuronal apoptótica durante la ausencia de glucosa 
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a)

b)

FIG. 7. Efecto de la ausencia de glucosa en el porcentaje de núcleos condensados y fragmentados. a) Imágenes representativas de 

un cultivo control y de células incubadas con estaurosporina (STP) 500 nM durante 24 h o incubadas en un medio sin glucosa 

durante 2 h. Las células se observan con el núcleo condensado o fragmentado. b) Efecto de 2 y 4 h de AG sobre el porcentaje de

núcleos apoptóticos. Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 y 4 h. Posteriormente el medio DMEM fue retirado 

y reemplazado con medio Neurobasal. La morfología de los núcleos se evaluó 24 h después de iniciado el experimento utilizando la 

tinción nuclear de Hoechst 33258. Los resultados se expresan como porcentaje de núcleos fragmentados y condensados con 

respecto al número total de núcleos contados en cada condición experimental. Los datos son promedios ± ES de cuatro

experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de 

comparación múltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG, **P<0.05 con respecto a 2 h en AG.

Posteriormente, decidimos evaluar si la muerte apoptótica podría ser prevenida 

evitando la salida de calcio del RE con dantroleno o inhibiendo a las caspasas, con el 

QVDOPH y con el inhibidor específico de la caspasa-3, el DEVDCHO. Las células 

fueron expuestas a un medio carente de glucosa durante 2 h en presencia o ausencia 
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de los diferentes fármacos y 24 h después se evaluó la morfología de los núcleos. Se 

observó un aumento significativo en el porcentaje de núcleos apoptóticos después de la 

exposición a la AG durante 2 h (55 %), con respecto a los cultivos control (30 %) (Figura 

8). También se observó una di ferencia estadísticamente significativa en el  número de 

núcleos apoptóticos cuando las células se incubaron con estaurosporina 500 nM 

durante 24 h ( 72 %) con respecto al control (30 %) (Figura 8). Por otro lado, 

observamos una disminución estadísticamente significativa en el porcentaje de núcleos 

fragmentados y condensados en los cultivos incubados con el dantroleno (29 %), el 

QVDOPH (36 %), y el DEVDCHO (32 %), con respecto al porcentaje de núc leos 

apoptóticos observados después de la incubación de las células durante 2 h en AG (55 

%) (Figura 8). El efecto del salubrinal se discutirá más adelante. 

 
FIG. 8. Efecto protector de diferentes fármacos e inhibidores de caspasas contra la muerte apoptótica inducida por 2 h en ausencia 

de glucosa Las células se incubaron en un medio sin glucosa durante 2 h en p resencia o aus encia de dantr oleno (12.5 µM), 

salubrinal (50 µM), QVDOPH (20 µM) y DEVDCHO (25 µM). Posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio 

Neurobasal. La morfología de los núcleos fue evaluada 24 h después de i niciado el experimento utilizando la tinción nuclear de 

Hoechst 33258. Los resultados se expresan como porcentaje de núcleos fragmentados y condensados con respecto al número total 

de núcleos contados en cada condición experimental. Los datos son promedios ± ES de tres experimentos independientes y fueron 

analizados por una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. **P<0.05 con respecto 

al control sin AG, *P<0.05 con respecto a 2 h en AG. 
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Debido al efecto protector observado con el inhibidor general de caspasas y con 

el inhibidor de la caspasa-3 en la muerte apoptótica, decidimos determinar la actividad 

de la caspasa-3 a t ravés de un ens ayo fluorimétrico. Para determinar la actividad de 

dicha caspasa, se probaron varios periodos de ausencia de glucosa (AG): 1, 2 y  4 h. 

Además de 2 y 4 h de AG con diferentes periodos de reintroducción de glucosa (RG) (2, 

4 y 6 h) . Se observó una di ferencia significativa en la actividad de l a caspasa-3, 

expresada como cambio en l a fluorescencia por minuto por miligramo de pr oteína, 

únicamente en la condición de 2 h AG más 2 h RG (8.97 CF/min/mg), comparada con el 

control de cambio de medio (AG + glu) (3.92 CF/min/mg) (Figura 9a). Para confirmar 

que la escasa actividad detectada correspondía al corte proteolítico de la caspasa-3, se 

agregó al ensayo el inhibidor específico de di cha caspasa, el DEVDCHO en la 

condición de 4 h AG más 4 h RG, observando una inhibición total de la actividad (Figura 

9a). Se observó una diferencia significativa en el cambio de fluorescencia cuando las 

células fueron incubadas con estaurosporina 500 nM  durante 8 h  (18.31 CF/min/mg) 

con respecto al control (6.67 CF/min/mg) (Figura 9b).  

        
FIG. 9. a) Efecto de la ausencia de glucosa en la actividad de la caspasa-3. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa 

durante 1, 2 y 4 h. En las condiciones con reintroducción de glucosa (RG) las células se incubaron durante 2 y 4 h en un medio sin 

glucosa y posteriormente el medio DMEM fue retirado y reemplazado con medio Neurobasal durante 2, 4 y 6 h. La actividad de la 

caspasa-3 se determinó a través de un ensayo fluorimétrico basado en la hidrólisis del sustrato Ac-DEVD-AMC. Los resultados se 

expresan como cambio en la fluorescencia por minuto por miligramo de proteína (CF/min/mg). Los datos son promedios ± ES de 

tres experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de 

comparación múltiple. *P<0.05 con respecto a la condición de AG + glu. b) Efecto de la incubación con estaurosporina (STP) 500 

nM durante 8 h sobre la actividad de la caspasa-3. La actividad de la caspasa-3 fue determinada como se describió anteriormente. 

Los datos son promedios ± ES de cinco experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una vía 

seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. **P<0.05 con respecto al control sin AG. 
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Por otro lado, el efecto protector observado con el inhibidor general de caspasas, 

el QVDOPH, en l a disminución de l a muerte apoptótica, sugiere la probable 

participación de ot ras caspasas en el proceso de m uerte. Por esta razón, decidimos 

evaluar la actividad de la caspasa-12, una caspasa que se encuentra asociada con la 

membrana del RE y que se sabe está involucrada en l a ejecución de la apoptosis 

inducida por estrés reticular. 

Los cultivos se incubaron en un medio carente de glucosa durante 1, 2 y  4 h, 

transcurrido el periodo de AG se determinó la actividad de la caspasa-12 a través de un 

ensayo fluorimétrico. Se observó un aumento significativo en el cambio de fluorescencia 

después de exponer los cultivos durante 1 y  2 h ( 1.01 y 0.73 CF/min/mg, 

respectivamente) comparado con el control (0.34 CF/min/mg) (Figura 10). Como 

controles positivos de activación de c aspasa-12 se utilizaron células incubadas con 

tunicamicina (Tm) 5 µM, que es  un i nhibidor de l a glicosilación de pr oteínas y con 

tapsigargina (Tg) 1 µ M, un i nhibidor irreversible de la ATPasa de c alcio del retículo 

endoplásmico, ambos compuestos fueron incubados durante 48 h. Se observó un 

aumento estadísticamente significativo en la actividad de la caspasa-12 después de 

incubar las células con Tm (1.02 CF/min/mg) con respecto al control sin AG (Figura 10).  

 
FIG. 10. Efecto de la ausencia de glucosa en la actividad de la caspasa-12. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa 

durante 1, 2 y 4 h. Después del periodo de AG se determinó la actividad de la caspasa-12 a través de un ensayo fluorimétrico 

basado en la hidrólisis del sustrato ATAD-AFC. Como controles positivos se utilizaron células incubadas con tunicamicina (Tm) (5 

µM) o tapsigargina (Tg) (1 µM) durante 48 h. Los resultados se expresan como cambio en la fluorescencia por minuto por miligramo 

de proteína (CF/min/mg). Los datos son promedios ± ES de tres experimentos independientes y fueron analizados por una prueba 

de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG. 
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Posteriormente decidimos evaluar si la activación de la caspasa-12 inducida por 

1 h en AG podría ser prevenida con el QVDOPH y con el inhibidor específico de dicha 

caspasa, el z-ATAD-FMK. Observamos un aumento en la actividad de la caspasa-12, 

expresada como cambio en la fluorescencia, cuando las células fueron expuestas a un 

medio sin glucosa durante 1 h ( 1.45 CF/min/mg) con respecto al control sin AG (0.40 

CF/min/mg) (Figura 11). También se observó un aumento significativo en la actividad de 

dicha caspasa cuando las células se incubaron con tapsigargina 1 µM  durante 48 h 

(1.05 CF/min/mg) (Figura 11). Por otro lado, cuando las células se incubaron en AG y 

en presencia del QVDOPH (20 µM) se observó una disminución estadísticamente 

significativa en la actividad de la caspasa-12 (0.51 CF/min/mg), esta disminución 

también fue observada al incubar las células con el z-ATAD-FMK (2 µM) (0.53 

CF/min/mg) comparada con la actividad observada en los cultivos expuestos durante 1 

h en AG (1.45 CF/min/mg) (Figura 11). 

 
FIG. 11. Efecto protector de los inhibidores de c aspasas sobre la actividad de l a caspasa-12 inducida por 1 h en ausencia de 

glucosa. Las células fueron expuestas a un medio sin glucosa durante 1 h en presencia o ausencia de QVDOPH (20 µM) y z-ATAD-

FMK (2 µM). Después de 1 h de AG se determinó la actividad de la caspasa-12 a través de un ensayo fluorimétrico basado en la 

hidrólisis del sustrato ATAD-AFC. Como controles positivos de activación de caspasa-12 se utilizaron células incubadas con 

tunicamicina (Tm) (5 µM) o tapsigargina (Tg) (1 µM) durante 48 h Los resultados se expresan como cambio en la fluorescencia por 

minuto por miligramo de proteína (CF/min/mg). Los datos son promedios ± E S de tr es experimentos independientes y fueron 

analizados por una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. **P<0.05 con respecto 

al control sin AG, *P<0.05 con respecto a 1 h en AG. 
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6.3 

El incremento observado en l a actividad de la caspasa-12, así como el efecto 

protector del dantroleno, sugieren que d urante la ausencia de glucosa, la salida de 

calcio del RE puede desencadenar una respuesta de estrés reticular, el cuál participa 

en el proceso de muerte apoptótica. Por esta razón, decidimos evaluar la presencia de 

algunos marcadores de estrés reticular como el factor de i niciación eucariótico 2 

fosforilado en la subunidad α (eIF2α-P), el factor de transcripción activado 4 (ATF4), la 

proteína regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78) y la proteína homóloga que se une al 

potenciador CCAAT (CHOP) por ensayos de inmunoblot (Figuras 12 y 13).  

Inducción de marcadores de estrés reticular durante la ausencia de glucosa 

La detección de eIF2α-P y de ATF4 se realizó después de incubar las células en 

un medio carente de glucosa durante 0.5, 1, 2 y  4 h . En la figura 12a se observa un 

incremento significativo en el  contenido de eIF2α-P después de 0.5 y 1 h en AG 

comparado con el control. Por otro lado, se observó un incremento significativo en los 

niveles de la proteína ATF4 a partir de 0.5 y hasta las 2 h en A G (Figura 12b). Como 

controles positivos de inducción de estrés reticular se utilizaron células incubadas con 

Tg (1 µM) y Tm (5 µM) durante 48 h (Figuras 12a y b). En la figura 12c se muestra una 

imagen representativa de una m embrana donde se muestran los niveles de expresión 

de eIF2α-P y ATF4 a los tiempos indicados después de la ausencia de glucosa, también 

se observan los niveles de actina utilizada como control de carga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



a)                                                                   b) 

      
c) 

 
 

FIG. 12. Expresión de marcadores de estrés reticular durante la ausencia de glucosa. a) y b) Inducción de eIF2α-P y ATF4 después 

de exponer las células a un medio sin glucosa durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Los niveles de dichas proteínas se determinaron a través de 

un ensayo de inmunoblot. Como controles positivos de inducción de estrés reticular se utilizaron células incubadas con Tm (5 µM) o 

Tg (1 µM) durante 48 h. Los resultados se expresan como los niveles de eIF2α-P y de ATF4 normalizados a los niveles de actina. 

Los datos son promedios ± ES de cuatro experimentos independientes y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una vía 

seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. *P<0.05 con respecto al control sin AG. c) Imagen representativa de una 

membrana donde se muestran los niveles de expresión de eIF2α-P y ATF4 a los tiempos indicados después de la ausencia de 

glucosa. Como control de carga se utilizó actina. 

 

De igual forma, se evaluó la presencia de los marcadores de estrés reticular 

GRP78 y CHOP. En la figura 13a se observa un incremento en los niveles de GRP78 

después de 0.5 y 1 h en AG, sin embargo, este aumento fue significativo únicamente 

después de exponer las células a un medio sin glucosa durante 2 y 4 h. Por otro lado, 

se observó un a umento significativo en los niveles de la proteína CHOP después de 

exponer los cultivos a 2 y  4 h en AG comparados con el control (Figura 13b). Como 
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controles positivos, las células fueron incubadas con Tg 1 µM y Tm 5 µM durante 48 h. 

En la figura 13c se muestra una imagen representativa de una membrana en donde se 

muestran los niveles de e xpresión de GRP78 y de CHOP a los tiempos indicados 

después de la ausencia de glucosa, también se observan los niveles de actina utilizada 

como control de carga. 

 
a)                                                                         b) 

       
c) 

 
 

FIG. 13. Expresión de m arcadores de es trés reticular durante la ausencia de gl ucosa. a) y b) Inducción de G RP78 y CHOP, 

después de exponer las células en un medio sin glucosa durante 0.5, 1, 2 y 4 h. Los niveles de dichas proteínas se determinaron a 

través de un ensayo de inmunoblot. Como controles positivos de inducción de estrés reticular se utilizaron células incubadas con 

Tm (5 µM) o Tg (1 µM) durante 48 h. Los resultados se expresan como niveles de GRP78 y de CHOP normalizados a los niveles de 

actina. Los datos son promedios ± ES de cinco experimentos independientes (GRP78) o tres experimentos independientes (CHOP) 

y fueron analizados por una prueba de ANOVA de una vía seguida de una prueba de Fisher de comparación múltiple. *P<0.05 con 

respecto al control sin AG. c) Imagen representativa de una membrana donde se muestran los niveles de expresión de GRP78 y 

CHOP a los tiempos indicados después de la ausencia de glucosa. Como control de carga se utilizó actina. 
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Los resultados de l os inmunoblots se obtuvieron en colaboración con la Dra. 

Karla Hernández-Fonseca, durante su estancia posdoctoral en el Departamento de 

Biología de la Facultad de Química bajo la dirección del Dr. Ignacio Camacho Arroyo. 

Estos resultados sugieren la presencia de estrés reticular durante la privación de 

glucosa. Para conocer si éste proceso podría estar relacionado con la disminución en la 

viabilidad celular y la muerte apoptótica, se incubaron las células en pr esencia del 

salubrinal, un i nhibidor de l a fosfatasa responsable de des fosforilar a eIF2α-P. Los 

resultados indican que éste compuesto es capaz de restaurar de manera significativa la 

reducción del MTT cuando las células son privadas de gl ucosa durante 2 h, pero no 

cuando son privadas por 4 h (Figuras 4 y 6). Además, los cultivos incubados durante 2 

h en AG en presencia de salubrinal preservan mejor su morfología y su apariencia es 

similar a la de los cultivos control (Figura. 5). Por último, el salubrinal redujo el 

porcentaje de núc leos condensados y fragmentados que s e observan después de 

someter a los cultivos a la privación de glucosa durante un periodo de 2 h (Figura. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. Discusión 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que cuando los cultivos 

celulares son expuestos a un m edio carente de glucosa durante un periodo de 2 y  4 h 

disminuye la sobrevivencia neuronal en un 61 y 63 %, respectivamente. Antecedentes 

de nuestro laboratorio muestran que l a muerte inducida en condiciones de i nhibición 

glucolítica es un proceso lento que depende de la disminución de los niveles 

energéticos. Así mismo, la entrada de calcio por los receptores NMDA y la liberación de 

calcio de las pozas intracelulares del retículo endoplásmico (RE) intervienen 

activamente en e l proceso de muerte (Hernández-Fonseca, 2004). Teniendo estos 

datos como antecedentes, investigamos si en nuestro modelo la inhibición de la salida 

de calcio del retículo podría tener un impacto sobre la sobrevivencia neuronal, 

sugiriendo que l a alteración de este organelo podría participar en l a muerte de l as 

neuronas. Se sabe, que el calcio es liberado al citoplasma a t ravés de los canales de 

los receptores a inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y a rianodina (RyR) (Hernández-Fonseca 

et al., 2007). Se observó un efecto protector a la muerte inducida por 2 h de  ausencia 

de glucosa (AG) cuando los cultivos celulares se incubaron en presencia del dantroleno, 

un inhibidor de l os RyR. Estos resultados concuerdan con estudios previos que 

muestran que el tratamiento con dantroleno previene la muerte neuronal inducida por 

inhibición glucolítica provocada por yodoacetato en neuronas de hipocampo cultivadas 

(Hernández-Fonseca et al., 2005). Otros estudios, muestran también la participación de 

la liberación de calcio por los RyR en la neurotoxicidad causada por el péptido beta-

amiloide, en el cual el dantroleno previene parcialmente el incremento de c alcio 

intracelular y la apoptosis inducida por el péptido (Ferreiro et al., 2004). Además, el 

dantroleno ha mostrado proteger a las neuronas contra la excitotoxicidad inducida por 

ácido kainico in vivo e in vitro (Popescu et al., 2002). Sin embargo, el efecto del 

dantroleno por sí solo no es suficiente para concluir que la salida del calcio del RE tiene 

una participación en el aumento del calcio intracelular durante la AG y en la muerte de 

las neuronas, por lo que son necesarios más experimentos para conocer el papel del 

RyR y del IP3R. 

El RE es el organelo más importante que regula la homeostasis de c alcio 

intracelular. Alteraciones en las concentraciones de calcio reducen la capacidad de 



plegamiento de pr oteínas del RE. Esto provoca la acumulación y agregación de 

proteínas mal plegadas, una condición conocida como estrés reticular (Szegezdi et al., 

2006; Zhao et al., 2006). Para contrarrestar el estrés reticular, las células activan una 

respuesta que está altamente conservada en los organismos conocida como “respuesta 

a proteínas mal plegadas” (UPR). Los resultados presentados en este trabajo muestran 

que durante la AG se induce estrés reticular y una activación de la UPR, posiblemente 

debido al vaciamiento de calcio del RE a través de los RyR, los IP3R y/o la deficiencia 

en el funcionamiento de l a ATPasa de calcio del retículo (SERCA), debido a l a 

disminución de los niveles de ATP observados en esta condición (Páramo et al., 2010). 

Se observó un efecto protector del salubrinal, un inhibidor del estrés reticular cuando los 

cultivos celulares se incubaron en un m edio carente de g lucosa durante 2 h  y en 

presencia de dicho compuesto, lo cual sugiere que el estrés del retículo participa en la 

muerte de las neuronas. En reportes previos se ha observado que el salubrinal inhibe la 

desfosforilación de la subunidad α del factor de iniciación de la traducción eucariótico 

(eIF2α), reduce significativamente el estrés reticular inducido por ácido kaínico y la 

muerte neuronal in vivo e in vitro inducida por éste excitotóxico (Sokka et al., 2007). En 

otro estudio, se observó que el  tratamiento con salubrinal inhibió el estrés reticular 

contrarrestando la muerte celular y reduciendo la agregación de proteínas en las células 

PC6.3 provocado por la proteína hungtintina mutada (Reijonen et al., 2008). Además, 

se ha reportado que el salubrinal protege parcialmente a las células PC12 de la muerte 

celular provocada por la toxicidad inducida por la α-sinucleina mutada asociada con la 

enfermedad de Parkinson (Smith et al., 2005). El salubrinal es una molécula pequeña, 

con baja toxicidad, que favorece el estado de f osforilación de eIF2α inhibiendo 

selectivamente su desfosforilación, mediada por el complejo formado por la fosfatasa de 

serina/treonina, PP1 y su cofactor no enz imático GADD34 (complejo GADD34/PP1) 

(Boyce et al., 2005).  

Las caspasas, una familia de cisteín proteasas pueden contribuir a la apoptosis 

inducida por estrés reticular (Boyce et al., 2006). Cuando los cultivos se incubaron en 

presencia de un inhibidor general de caspasas, el QVDOPH y un inhibidor específico de 

la caspasa-3, el DEVDCHO se observó un efecto protector de la muerte inducida por la 

AG. Debido al efecto observado con estos compuestos en los ensayos de reducción de 



MTT, se determinó la presencia de núc leos apoptóticos a t ravés de l a tinción de 

Hoechst. Se observó un aumento significativo en el porcentaje de núcleos apoptóticos 

en los cultivos expuestos a la AG (55 %) con respecto a los cultivos control (30 %). Por 

otro lado, el número de núcleos fragmentados y condensados disminuyó hasta un 29 % 

cuando las células se incubaron por 2 h en AG y en presencia del dantroleno, un 35 % 

con el salubrinal y con los inhibidores de caspasas, el QVDOPH un 36 % y con el 

DEVDCHO hasta un 32 % . En nuestras condiciones experimentales la muerte 

apoptótica juega un papel importante, sin embargo, un c omponente no apoptótico 

(necrosis) está presente aparentemente ya que l os inhibidores de las caspasas no 

previenen totalmente la muerte de las neuronas. 

Posteriormente, decidimos investigar las caspasas involucradas en l a muerte 

apoptótica inducida por estrés reticular. Se evaluó la actividad de l a caspasa-3 y la 

caspasa-12 usando sustratos fluorogénicos. Se observó un incremento en la actividad 

de la caspasa-3, después de l a exposición de l os cultivos a 2  h de A G y 2 h de 

reintroducción de g lucosa (RG). En reportes previos se ha observado activación de la 

caspasa-3 en c élulas de neuroblastoma humano en las que se ha inducido estrés 

reticular con tunicamicina y tapsigargina (Hitomi et al., 2003). En otro estudio usando 

sustratos fluorogénicos se observó que el tratamiento de células Sak2 (fibroblastos de 

embriones de r atón inmortalizados deficientes de Apaf-1) con tapsigargina induce la 

activación de la caspasa-3. Además, estos autores observaron a t ravés de un ens ayo 

de inmunoblot el corte de l a caspasa-3 y el procesamiento de l a poli (ADP-ribosa) 

polimerasa (PARP), un sustrato de d icha caspasa, en e xtractos de c élulas Sak2 

tratadas durante 24 y 36 h c on tapsigargina (Rao et al., 2002). El efecto protector del 

QVDOPH en los ensayos de MTT y en la reducción del número de núcleos apoptóticos, 

sugiere que posiblemente otra caspasa está involucrada en la ejecución de la muerte 

apoptótica, además de que s e encontró un aumento muy discreto en la actividad de la 

caspasa-3. Por esta razón decidimos medir la actividad de la caspasa-12. Ésta 

caspasa, es una proteína murina que se encuentra asociada con la membrana del RE, 

es activada por apoptosis inducida por estrés reticular pero no por otros estímulos, y es 

requerida para la muerte celular en r espuesta a e strés reticular inducido 



farmacológicamente (Boyce et al., 2006). En este trabajo observamos un aumento en la 

actividad de la caspasa-12 cuando los cultivos fueron expuestos durante 1 y 2 h en AG.  

El estrés reticular juega un importante papel en los mecanismos de daño cerebral 

inducidos por la isquemia/reperfusión. En un modelo de oclusión de la arteria cerebral 

media en ratones, se observó, a través de ens ayos de i nmunoblot e 

inmunohistoquímica, la activación de la caspasa-12 después de 1 h isquemia y 5, 11 y 

23 h de r eperfusión (Shibata et al., 2003). En otro estudio Rao y colaboradores (2002) 

mostraron que el tratamiento de células Sak2 con tapsigargina o br efeldina induce 

estrés reticular, activación de la caspasa-12 y muerte celular. Estos autores mostraron 

que la muerte celular mediada por la caspasa-12 ocurre por una vía que depende de 

caspasa-9, pero por un mecanismo que es independiente de Apaf-1 y de la mitocondria. 

La caspasa-12 puede ser activada por estrés reticular a través de varios mecanismos: 

a) por el corte de la proteasa calpaína, b) la formación del complejo IRE1-TRAF2 que 

libera a la procaspasa-12 de TRAF2 y permite que ésta se homodimerice y autoprocese 

y c) a través del procesamiento de dicha caspasa por la caspasa-7 (Yoneda et al., 

2001; Berridge 2002; Szegezdi et al., 2003; Boyce et al., 2006; Wu et al., 2006; Hussain 

et al., 2007; Lai et al., 2007; Malhotra et al., 2007). En nuestras condiciones 

experimentales, la caspasa-12 puede estar siendo cortada y activada por la calpaína. 

Esta proteasa, se estaría activando debido al incremento de c alcio intracelular como 

consecuencia de la salida de calcio del RE o debido a la entrada de e ste ión por 

activación de los receptores NMDA. Experimentos de nuestro laboratorio, muestran que 

las concentración de c alcio intracelular aumenta progresivamente en neuronas de 

hipocampo cultivadas sometidas a diferentes periodo de ausencia de glucosa (Páramo 

et al., 2010). En este trabajo, también se observó que un antagonista del receptor a 

glutamato, el MK-801 efectivamente previene la muerte neuronal, sugiriendo que otros 

procesos dependientes de calcio iniciados por excitotoxicidad están involucrados en la 

muerte neuronal inducida por la privación de glucosa (Páramo et al., 2010). Además, 

hemos observado una rápida activación de la calpaína durante la AG (Páramo et al., 

resultados no publicados), por lo que es posible que la caspasa-12 sea activada por 

calpaína en las presentes condiciones experimentales. 



Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren fuertemente la 

inducción de estrés reticular durante la ausencia de glucosa. Se determinó mediante 

ensayos de inmunoblot la presencia de algunos marcadores de estrés reticular de la vía 

de PERK, entre ellos, eIF2α fosforilado en la serina 51 (eIF2α-P), ATF4, GRP78 y 

CHOP. En nuestras condiciones experimentales, se detectó un aumento en los niveles 

de eIF2α-P y de ATF4 cuando los cultivos se incubaron durante 0.5, 1 y 2 h en AG. Por 

otro lado, la proteína chaperona GRP78, se detectó a par tir de 2 h de AG, y el 

incremento se mantuvo hasta las 4 h. En el caso del factor de transcripción CHOP, ésta 

proteína se detectó hasta las 2 y 4 de AG, sugiriendo que el estrés reticular sostenido 

culmina en la inducción de la expresión de es te factor de t ranscripción que es tá 

asociado a la muerte apoptótica. En reportes previos se ha observado que la isquemia 

cerebral aumenta la expresión de chaperonas del RE, tales como GRP78 y la proteína 

regulada por oxígeno de 150 k Da (ORP150) (Aoki et al., 2001; Tamatani et al., 2001). 

Tajiri y colaboradores (2004) usando un modelo de oclusión de la arteria carótida 

común bilateral (BCCAO) en r atones, durante 15 m in mostraron que el mRNA de 

GRP78 es marcadamente inducido a las 12 h después de la BCCAO en el hipocampo y 

en el estriado. Por otro lado, en un modelo de oclusión de la arteria cerebral media en 

ratones, también se observó un aumento en la expresión de GRP78 después de 5-23 h 

de reperfusión (Shibata et al., 2003). La UPR es una vía de señalización que induce la 

síntesis de pr oteínas chaperonas, como GRP78 y GRP94, las cuales facilitan el 

plegamiento de l as proteínas y una rápida restauración de l as funciones del retículo 

endoplásmico. Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que el estrés reticular 

puede contribuir a la muerte, ya que se induce la expresión de CHOP después de 2 h 

de AG y porque el salubrinal disminuyó el número de núcleos apoptóticos y restauró la 

reducción del MTT. Hay varias explicaciones respecto al mecanismo de estrés reticular 

inducido por la ausencia de glucosa. Se sabe que la ausencia de glucosa disminuye los 

niveles de ATP. Por otro lado el RE funciona como un almacén de calcio y juega un 

importante papel en la homeostasis de es te ión. El calcio es bombeado al interior del 

lumen del RE a t ravés de l a SERCA y se libera al citoplasma por los IP3R y RyR. 

Durante la ausencia de glucosa cuando el ATP disminuye, el funcionamiento de l a 

SERCA es inhibido y el calcio del RE se puede agotar. Esta disminución de calcio altera 



el plegamiento de proteínas en el RE y conduce finalmente a estrés reticular. De 

acuerdo a los resultados el estrés reticular se produce por la vía de PERK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII. Conclusiones 

 La activación de la caspasa-12 durante la ausencia de glucosa, sugiere la 

presencia de estrés reticular. 

 

 Los niveles elevados de eIF2α-P, ATF4, GRP78 y CHOP, en respuesta a la 

ausencia de glucosa, sugieren la presencia de estrés reticular activado por 

la vía de PERK. 

 

 El estrés reticular inducido por la ausencia de glucosa, puede contribuir a la 

muerte neuronal apoptótica inducida en esta condición. 
 
 



IX. Perspectivas 

En el presente estudio se determinó la presencia de estrés reticular durante 

la ausencia de glucosa y su participación en la muerte neuronal inducida en esta 

condición. Sin embargo, aún f alta por conocer si la actividad de la proteasa 

dependiente de calcio, calpaína, es la responsable de la proteólisis y activación de 

la caspasa-12 o bien, si esta caspasa está siendo activada a t ravés de otros 

mecanismo como son, el procesamiento por la caspasa-7 o debido a la formación 

del complejo IRE1-TRAF2. Además, es importante evaluar el efecto del salubrinal 

sobre la fosforilación de eIF2α y los distintos marcadores de estrés del RE de la 

vía de PERK, para comprobar que s u efecto protector está asociado con la 

fosforilación de eI F2α y el abatimiento del estrés reticular. También, falta por 

conocer si en nuestras condiciones de ausencia de glucosa hay activación de las 

otras dos vía de la respuesta a proteínas mal plegadas, IRE1 y ATF6. 
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