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RESUMEN 

La modificación post-traduccional O-GlcNAc (por sus siglas en inglés O-linked-N-

acetylglucosamine; N-Acetilglucosamina unida a Oxígeno) de proteínas ha 

emergido como un regulador clave de diversos procesos celulares incluyendo a los 

sellos distintivos del cáncer. Sin embargo, la función que tiene esta modificación en 

el establecimiento del fenotipo troncal canceroso ha descrita de forma limitada. En 

este estudio se confirmó que las células cancerosas de colon muestran niveles 

basales de O-GlcNAcilación más elevados en comparación con las células no 

malignas, como ya había sido reportado anteriormente. También se investigó el rol 

que desempeña la O-GlcNAcilación en la regulación del fenotipo de células 

troncales cancerosas. Se encontró que la modificación de los niveles de O-GlcNAc, 

a través de la inhibición farmacológica de las enzimas que adicionan (OGT) o 

remueven (OGA) esta modificación en las Ser y Thr de sus proteínas blanco, cambia 

la expresión de marcadores de troncalidad: la inhibición de OGT, la cual adiciona 

esta modificación, pero no de la de OGA, incrementó la expresión de los marcadores 

e indujo la aparición de una pequeña subpoblación (correspondiente al 1-10%) con 

características de células troncales dobles positivas para los marcadores CD133+ y 

CD44+; las cuales, exhibieron un fenotipo maligno más agresivo, evaluado 

mediante el incremento en la clonogenicidad y la formación de esferoides en cultivos 

3D. Dado que la O-GlcNAcilación es un sensor nutricional, se hipotetizó que la 

inhibición de OGT podría mimetizar la presencia de estrés nutricional en el tumor. 

Consistente con esto, encontramos que el estrés nutricional reprodujo los efectos 

obtenidos de la inhibición de OGT en las células cancerosas de colon. Por lo que 
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los datos presentados sugieren que el fenotipo troncal es regulado por la vía de 

señalización sensora de nutrientes denominada vía de Biosíntesis de Hexosaminas 

(HBP/O-GlcNAcilación), y que el sensor nutricional O-GlcNAc representa un 

mecanismo de supervivencia importante en las células cancerosas bajo condiciones 

de estrés nutricional.  
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ABSTRACT 

The posttranslational protein modification O-GlcNAc (O-linked-N-

acetylglucosamine) has emerged as a key regulator in several cellular processes, 

including the hallmarks of cancer. However, the role played by this modification in 

the establishment of the cancer stem phenotype has been poorly studied and 

remains to be elucidated. In this work, it was confirmed that cancer colon cells 

showed higher basal levels of O-GlcNAcylation compared to no malignant cells, as 

previously reported, and it was examined the role of O-GlcNAcylation in the 

regulation of Cancer Stem Cells. It was found that the modification of O-GlcNAc 

levels through pharmacological inhibition of the enzymes that add (OGT) or remove 

(OGA) O-GlcNAc from serine and threonine from target proteins modified the 

expression of stem cell markers: inhibition of OGT; which adds O-GlcNAc, increase 

the expression of stem cell markers and induced the presence of a small 

subpopulation (corresponding to 1-10% of the total population) with stem cell 

characteristics expressing both markers CD133 and CD44 (double-positive 

subpopulation), that exhibited a more aggressive malignant phenotype, evaluated 

by the increased of clonogenicity ability and spheroid formation in 3D cell cultures. 

Since O-GlcNAcylation is a nutritional sensor, it was hypothesized that the inhibition 

of OGT could mimic the presence of nutritional stress in the tumor. Consistently, it 

was found that nutritional stress reproduced the obtained effects of OGT inhibition 

in cancer colon cells. Therefore, the data in this work suggests that stem phenotype 

is regulated by nutrient sensing pathway HBP and that nutritional sensor O-GlcNAc 

represents an important survival mechanism in the cancer cells under nutritional 

stress. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer constituye un problema de salud con gran impacto humano y económico. 

La mortalidad por cáncer ha aumentado sostenidamente en los últimos 25 años a 

nivel mundial. Su incidencia y mortalidad aumentan con la edad, lo que asociado al 

envejecimiento poblacional incrementará la demanda de recursos humanos y 

materiales, con aumento de los costos asociados a diagnóstico, tratamiento, 

seguimiento y rehabilitación de los pacientes. La lista de los tipos de cáncer más 

frecuentes de acuerdo con GLOBOCAN se encuentra en la Tabla 1 mientras que la 

distribución a nivel mundial se muestra en la Figura 1A.  

 

Tipo de 
cáncer 

Incidencia (Millones) Riesgo-74 años (%) 

Total Hombres Mujeres Radio Total Hombres Mujeres 

Todos  18.079 9.456 8.623 1.1 20.2 22.41 18.25 

Pulmón 2.094 1.369 0.725 1.89 2.75 3.8 1.77 

Mama 2.088 - 2.088 - - - 5.03 

Próstata  1.276 1.276 - - - 3.73 - 

Colon 1.097 0.576 0.521 1.11 1.31 1.51 1.12 

Estómago 1.034 0.684 0.35 1.95 1.31 1.87 0.79 

Hígado 0.841 0.597 0.245 2.44 1.08 1.61 0.57 

Recto 0.704 0.43 0.274 1.57 0.91 1.2 0.65 

Esófago 0.572 0.4 0.172 2.32 0.78 1.15 0.43 

Cérvix 0.57 - 0.57 0.3 - - 1.36 

Tiroides 0.567 0.131 0.436 3 0.68 0.33 1.03 

Vejiga 0.549 0.424 0.125 38 0.65 1.08 0.27 

Linfoma (no 
Hodgkins) 

0.51 0.285 0.225 1.27 0.61 0.72 0.51 

Páncreas 0.459 0.243 0.216 1.13 0.55 0.65 0.45 

Leucemia 0.437 0.249 0.188 1.33 0.48 0.57 0.4 

Riñón 0.403 0.255 0.149 1.71 0.52 0.69 0.35 

 

 

Tabla 1. Lista de los tipos más frecuentes de cáncer según la WHO. GLOBOCAN 2018.  
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Con respecto a la mortalidad, el cáncer es la segunda causa de muerte a nivel 

mundial, con un reporte de 8.97 millones de muertes y se ha reportado un 

incremento del 28% durante 15 años. La lista de los tipos de cáncer con mayor 

mortalidad, de acuerdo a GLOBOCAN en el 2018, se muestra en la Tabla 2. La 

 

Figura 1. Rangos estandarizados de edad de la incidencia (A) y la mortalidad (B) en cáncer 

para 5 continentes de acuerdo a la agencia internacional de investigación de la WHO. Los 

rangos estandarizados de edad son la medida resumida de los rangos que una población tendría 

si tuviera una estructura de edad estándar. La estandarización es necesaria cuando se comparan 

diversas poblaciones que difieren con respecto a la edad, ya que la edad tiene una influencia 

importante en el riesgo de ser diagnosticado con o morir por cáncer.  

A 

B 
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posición en el rango de mortalidad no coincide completamente con el rango de 

frecuencia, ya que el rango de mortalidad (calculado como el radio de la frecuencia 

y la mortalidad) es mayor para ciertos tipos de cáncer que otros (Figura 1B) 

(Mattiuzzi and Lippi, 2019). 

 

Tipo de 
cáncer 

Mortalidad (Millones) Riesgo-74 años (%) Rango de 
mortalidad 

(%) 
Total Hombres Mujeres Radio Total Hombres Mujeres 

Todos  9.555 5.386 4.169 1.29 10.63 12.71 8.7 53 

Pulmón 1.761 1.185 0.576 2.06 2.22 3.19 1.32 84 

Hígado 0.781 0.548 0.233 2.35 0.98 1.46 0.53 93 

Estómago 0.783 0.513 0.269 1.91 0.95 1.36 0.57 76 

Mama 0.627 - 0.627 - - - 1.41 30 

Colon 0.551 0.29 0.261 1.11 0.54 0.66 0.44 50 

Esófago 0.509 0.357 0.151 2.36 0.67 1 0.36 89 

Páncreas 0.432 0.227 0.205 1.11 0.5 0.59 0.41 94 

Tiroides 0.411 0.156 0.255 0.61 0.05 0.04 0.05 7 

Próstata 0.359 0.359 - - - 0.6 - 28 

Cérvix 0.311 - 0.311 - - - 77 55 

Recto 0.31 0.184 0.126 1.46 0.35 0.46 0.26 44 

Leucemia 0.309 0.18 0.129 1.39 0.33 0.4 0.26 71 

Linfoma 
(no 
Hodgkins) 

0.249 0.146 0.103 1.42 0.27 0.35 0.21 49 

Vejiga 0.2 0.148 0.052 2.87 0.18 0.29 0.08 36 

Riñón 0.175 0.114 0.061 1.86 0.2 0.28 0.12 43 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Lista de los tipos de cáncer con los rangos de mortalidad más altos según la WHO. 

GLOBOCAN 2018.  
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1.1 Sellos distintivos del cáncer 

El proceso de la patogénesis del tumor puede ser entendido como la adquisición de 

diversas características en las células que les permitan convertirse en 

tumorogénicas y malignas. Estas características, mejor conocidas como los sellos 

distintivos del cáncer, comprenden diversas capacidades biológicas adquiridas que 

les confieren a las células ciertas ventajas, las cuales, de forma complementaria 

promueven la transformación de células fenotípicamente normales a células 

malignas; promoviendo la progresión explotando al tejido hospedero de donde se 

originan (Fouad and Aanei, 2017) Entre ellas se incluyen: la señalización de 

proliferación sostenida, evasión de los supresores tumorales, resistencia a la muerte 

celular, inmortalidad replicativa, inducción de angiogénesis, capacidad invasiva y 

metástasis, reprogramación del metabolismo energético, inflamación promovida por 

el tumor y evasión del sistema inmune. Además de las células cancerosas, el tumor 

contiene un gran repertorio de células reclutadas que contribuyen a la adquisición 

de los sellos al crear el microambiente tumoral (Figura 2). La adquisición de estos 

sellos distintivos es posible debido a dos características habilitadoras: la más 

destacada es el desarrollo de la inestabilidad genómica en las células cancerosas, 

la cual genera mutaciones aleatorias incluyendo rearreglos cromosomales. La 

segunda característica implica al estado inflamatorio de las lesiones premalignas y 

malignas el cual es impulsado por las células del sistema inmune, algunas de los 

cuales promueven la progresión tumoral en distintas formas (Hanahan and 

Weinberg, 2011). 
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1.1.2 Reprogramación del metabolismo energético 

La proliferación incontrolada y crónica que representa la esencia de la enfermedad 

neoplásica involucra no sólo el control desregulado de la proliferación celular sino 

también los ajustes del metabolismo energético correspondientes para sostener el 

crecimiento y la división celular. Bajo condiciones aeróbicas, las células normales 

procesan la glucosa, primero a piruvato a través de la glucólisis en el citosol y 

después hacia CO2 en la mitocondria. En condiciones anaeróbicas, la glucólisis es 

favorecida y se envía poco piruvato a la mitocondria. Otto Warburg fue el primero 

que observó una característica anómala en el metabolismo energético de la célula 

 

Señalización de 

proliferación 

sostenida  

Evasión de los 

supresores de 

crecimiento 

Evasión de la 

destrucción 

inmune  

Inmortalidad 
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Desregulación del 
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Figura 2. Sellos distintivos del cáncer. Cada sello del cáncer se representa con símbolos 

enmarcados en el círculo del panel. El dibujo en el centro del esquema representa el 

microambiente tumoral. Adaptado de Hanahan and Weinberg, 2011.  
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cancerosa: independientemente de la presencia de oxígeno las células cancerosas 

pueden reprogramar su metabolismo y favorecer la producción energética hacia la 

glucólisis, llevando a un estado denominado “glucólisis aeróbica” (Figura 3) 

(Vander-Heiden et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta reprogramación energética podría parecer contradictoria, ya que la célula 

cancerosa debe compensar la eficiencia más baja de la producción de ATP de la 

glucólisis comparada con OXPHOS. Para eso, la célula regula de forma positiva 

transportadores de glucosa, como GLUT1, el cual incrementa la entrada de glucosa 

 
Fosforilación 

Oxidativa (OXPHOS) 

Glucosa Glucosa Glucosa 

Piruvato 
Piruvato Piruvato 

Lactato 

Lactato 

Lactato 

Tejido diferenciado Tejido 

proliferativo 
Tumor 

Glucólisis 

Anaeróbica 
Glucólisis 

Aeróbica 

Figura 3. Representación esquemática de las diferencias entre la fosforilación oxidativa, la 

glucólisis anaeróbica y la glucólisis aeróbica (Efecto Warburg). En presencia de oxígeno, los 

tejidos diferenciados que no proliferan, primero metabolizan la glucosa a piruvato a través de la 

glucólisis y después oxidan la mayoría del piruvato en la mitocondria a CO2 durante la fosforilación 

oxidativa. Ya que se requiere oxígeno como aceptor final de electrones para completar la oxidación de 

la glucosa, el oxígeno es esencial para el proceso. Cuando el oxígeno es limitante, las células pueden 

redirigir el piruvato generado por la glucólisis para generar lactato (glucólisis anaeróbica). Esta 

producción de lactato durante la glucólisis anaeróbica permite que la glucólisis continúe (al ciclar NADH 

hacia NAD+) pero resulta en una producción mínima de ATP en comparación OXPHOS, Warburg 

observó que las células cancerosas tienden a convertir la mayoría de glucosa en lactato independiente 

de la presencia de oxígeno (Glucólisis aeróbica). Esta propiedad también se comparte con los tejidos 

normales en proliferación, aunque la glucólisis aeróbica es menos eficiente que la fosforilación oxidativa 

al generar ATP. Tomado de Vander Heiden et al., 2009. 
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al citoplasma (Jones and Thompson, 2009). De hecho, se reporta un marcado 

incremento en la incorporación y utilización de glucosa en muchos tipos de tumores 

humanos, lo que ha sido aplicado por décadas a través de la visualización no 

invasiva de la incorporación de glucosa usando FDG, un análogo radioactivo de 

glucosa, a través del monitoreo por PET (Cairns et al., 2011).  

Se ha demostrado que la glucólisis está asociada con los oncogenes activados 

(como RAS y MYC) y los supresores de tumor como p53. Esta dependencia en 

glucólisis puede ser más acentuada bajo las condiciones hipóxicas que operan 

dentro de varios tumores: el sistema de respuesta a hipoxia actúa de manera 

pleiotrópica para regular de forma positiva los transportadores de glucosa y diversas 

enzimas de la vía de la glucólisis (Semenza, 2010a). Se ha reportado que RAS y la 

hipoxia dentro del tumor pueden incrementar de forma independiente los niveles de 

los factores de transcripción HIF-1α y HIF-2α, que a su vez regulan positivamente 

la glucólisis (Semenza, 2010b). 

El incremento de la glucólisis permite la diversificación de los intermediarios 

glucolíticos a varias vías biosintéticas, incluyendo aquellas que generan nucleótidos 

y aminoácidos; facilitando la biosíntesis de macromoléculas y organelos requeridos 

para el ensamblaje de nuevas células (Vander Heiden et al., 2009). Mas aún, el 

efector Warburg en el metabolismo suele presentarse en muchos tejidos 

embrionarios de división rápida, sugiriendo un rol en el soporte a los programas 

biosintéticos de gran escala que son requeridos durante la proliferación activa.  

En algunos tumores se ha encontrado la existencia de diferentes subpoblaciones 

de células cancerosas que difieren en las vías de obtención de energía. Una de ellas 
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presenta el efecto Warburg, depende de glucosa y secreta lactato; mientras que otra 

población importa y utiliza el lactato que producen las células vecinas como su 

mayor fuente de energía, utilizando el ciclo del ácido láctico (Semenza, 2008). Por 

ejemplo, dentro del tumor, el rango de oxigenación varía de normoxia a hipoxia y no 

es necesariamente estático, fluctúa de forma temporal y regional como resultado de 

la inestabilidad y la organización caótica de la neurovasculatura asociada al tumor 

(Hardee et al., 2009). Las células cancerosas hipóxicas dependen de glucosa como 

fuente de energía y secretan lactato como desecho, el cual es importado y usado 

como energía por las células mejor oxigenadas (aquellas que están cerca de los 

vasos sanguíneos). Muchos mecanismos y vías de señalización en las células 

cancerosas promueven el incremento en la ingesta de glucosa; por ejemplo, la 

expresión de HIF incrementa la expresión de GLUT y de la hexocinasa (captando a 

la glucosa entrante), mientras que la señalización aberrante de PI3K/AKT 

incrementa también la expresión de GLUT1 y su traslocación a la membrana celular, 

acción que también realizan los oncogenes KRAS y BRAF (Szablewski, 2013; Hay, 

2016).  

La reprogramación del metabolismo provee una ventaja selectiva durante la 

iniciación y progresión tumoral (Cairns and Mak, 2016). Sin embargo, no todo está 

enfocado a los cambios en la glucólisis, también existen otras alteraciones 

metabólicas en las células cancerosas: ingesta desregulada de glucosa y 

aminoácidos, formas oportunistas de adquisición de nutrientes, utilización de 

intermediarios de la glucólisis y del ciclo TCA, incremento de la demanda de 
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hidrógeno, alteraciones en la regulación genética dirigida por metabolitos e 

interacciones metabólicas con el microambiente (Pavlova and Thompson, 2016). 

También se ha reportado un incremento en la ingesta de glutamina en las células 

cancerosas y se ha propuesto que esta molécula desempeña diversas funciones. 

Sin embargo, los reguladores de la ingesta de glutamina están menos 

caracterizados; se ha reportado que MYC promueve la expresión de los 

transportadores de glutamina y su utilización, mientras que RB puede regular de 

forma negativa la síntesis de glutamina. Las células tumorales pueden utilizar vías 

alternas además de los transportadores para adquirir la glutamina (y otros 

aminoácidos), por ejemplo, macropinocitosis de proteínas en periodos de privación 

de nutrientes, ingesta y digestión de células vivas o fagocitosis de productos 

apoptóticos de células vecinas. Por otro lado, la glutamina también es capturada por 

las mitocondrias y ser convertida en glutamato que puede ser utilizado directamente 

o también ser convertido en α-cetoglutarato actuando como una alternativa a la 

glucosa para producir citrato o participar en la síntesis de ácidos grasos bajo 

condiciones no favorables (Altman et al., 2016). De hecho, las células cancerosas 

se caracterizan por un incremento dramático de la producción de lípidos, además 

de la sobrexpresión de los componentes principales de la síntesis de cadenas de 

ácidos grasos. Esto puede constituir una ventaja para las células tumorales en 

proliferación durante la formación de membranas lipídicas, así como alterando la 

composición de la membrana a través del porcentaje incrementado de ácidos 

grasos saturados resistentes al daño oxidativo (Röhrig and Schulze, 2016).  
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Como ya se mencionó anteriormente, los activadores centrales implicados en el 

fenotipo glucolítico es la vía PI3K/AKT/mTOR en conjunto con la señalización a 

través de MYC y HIF-1 (Duvel et al. 2010). Los supresores tumorales que suprimen 

esta vía, PTEN (García et al. 2004), VHL (Vanharanta et al. 2012), LKB1 (Esteller 

et al., 2000) y algunas hidroxilasas de prolina (Place et al., 2011) están silenciados 

epigenéticamente a través de la hipermetilación de los promotores, contribuyendo 

a la desregulación del metabolismo energético celular.  

1.1.3 Vías metabólicas involucradas en la detección del estado nutricional 

celular 

Las vías de señalización más relevantes de supervivencia celular involucradas en 

sensar la disponibilidad de nutrientes son AMPK, mTOR y HBP.  Estas vías 

constituyen sensores críticos de la energía celular y del estatus nutricional en 

células cancerosas e interaccionan entre sí en modos complejos y dinámicos. 

La proliferación de las células malignas depende en gran medida del medioambiente 

nutricional que las rodea, particularmente de la disponibilidad de glucosa.  El 

fenotipo metabólico de las CSCs ha sido el foco de extensos estudios en los últimos 

años.  Es importante enfatizar que los tumores muestran heterogeneidad celular, 

aunque las CSCs prefieren la glucólisis y tienen menos mitocondrias, poseen una 

gran plasticidad metabólica que les permite adaptarse en condiciones de 

fluctuaciones medioambientales de nutrientes y estrés. Utilizando vías de 

señalización de detección de nutrientes tales como la HBP y las reguladas por 

mTOR y AMPK, las CSCs mantienen la producción de energía inhibiendo procesos 

esenciales tales como la OXPHOS y favoreciendo otras como la glucólisis.  Debido 
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a lo anterior, se ha reportado que en estas células existe una tasa alta anormal de 

ingesta de glucosa y de glutamina de forma activa (Sancho et al, 2016).  

La interacción entre estas vías de señalización ajusta la respuesta celular a la 

disponibilidad de nutrientes y es esencial para el mantenimiento del fenotipo troncal. 

Mantener un balance continuo entre la disponibilidad de nutrientes y la demanda 

energética es necesario para todas las células. En este balance mTOR actúa como 

molécula de señalización clave que regula el metabolismo de las células; mTOR 

opera a través de 2 complejos distintos mTORC1 y mTORC2. A su vez, al modular 

la expresión de GFAT1, mTORC2 controla HBP.  

Por otro lado, la vía de mTOR regula de forma negativa a AMPK, el cual es un 

regulador esencial para el metabolismo celular. Esta enzima sincroniza procesos 

metabólicos para detectar y balancear la disponibilidad de nutrientes con el 

consumo de energía. También se ha reportado que los niveles celulares de O-

GlcNAcilación controlan la actividad de AMPK; niveles altos de O-GlcNAc 

disminuyen la activación de AMPK, mientras que niveles bajos incrementan la 

activación. Por lo que la interacción entre las vías de HBP, mTOR y AMPK está 

involucrada en la detección de nutrientes para regular la actividad celular y el 

crecimiento, de forma muy importante, reaccionando a los cambios en el 

microambiente tumoral (Robles-Flores et al., 2021).  

1.1.3.1 Vías AMPK y mTOR 

Un sensor vital de la energía celular y del estado nutricional en las células eucariotas 

es AMPK. Además de sus roles canónicos para facilitar la sobrevivencia celular, 

AMPK juega un papel significativo al controlar la respiración mitocondrial, el 
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transporte de nutrientes, la autofagia, diferenciación, longevidad y polaridad celular.  

AMPK se activa en respuesta al estrés que resulta de la reducción en la producción 

de ATP (baja de glucosa, inanición, estrés oxidativo, hipoxia) o exceso en la ingesta 

de ATP (proliferación celular, contracción muscular, anabolismo). Al unirse de forma 

competitiva a ambas especies, AMPK detecta cambios en el radio AMP/ATP, lo que 

resulta en su fosforilación mediante cinasas arriba de la vía y la regulación 

diferencial de muchos blancos río abajo que gobiernan vías anabólicas y 

catabólicas.  

Las células cancerosas comúnmente están expuestas a hipoxia y reducción de 

nutrientes. La vía mTOR combina señales extrínsecas e intracelulares para 

controlar procesos celulares como la proliferación, la supervivencia celular, el 

metabolismo, la organización del citoesqueleto y la autofagia. También funciona 

como un factor que detecta nutrientes, crecimiento y estrés en células normales y 

cancerosas. Además, la regulación apropiada de esta vía contribuye al equilibrio 

entre la autorrenovación y la diferenciación de células troncales (Meng et al., 2018). 

La desregulación de mTOR es muy común en diversos tipos de cáncer: se han 

reportado la amplificación y mutaciones en RTKs, mutaciones en PI3K o RAS, así 

como mutaciones de pérdida de función en reguladores negativos como PTEN, que 

en conjunto colaboran para activar constitutivamente a la señalización de PI3K/AKT 

acoplada con la señalización de mTOR. Adicionalmente, las condiciones de estrés 

como el metabolismo hiperactivo, la disfunción mitocondrial y la activación crónica 

de mTOR, forzan a las células cancerosas a adaptarse para sobrevivir. Ya que el 

crecimiento celular canceroso es dependiente de la demanda de ATP, como la 
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biosíntesis de lípidos, proteínas y nucleótidos, es probable que se beneficien de la 

activación de mTORC1 que promueve la biosíntesis contribuyendo a la proliferación 

anormal. Sin embargo, cabe resaltar, que la actividad de mTOR inhibe al oncogen 

AKT a través de circuitos de retroalimentación negativa. Por lo que, la activación 

persistente de mTORC1 promueve la inhibición de AKT induciendo apoptosis. Como 

resultado, las células cancerosas necesitan un balance en la actividad de mTORC1 

para mantener los procesos biosintéticos y que AKT permanezca en su forma activa 

de manera simultánea (Heberle et al., 2015). Debido a lo anterior, las células 

cancerosas han desarrollado mecanismos de protección para evitar la inducción de 

muerte celular provocada por el estrés crónico. Algunos ejemplos de tales 

mecanismos son la reprogramación metabólica (efecto Warburg), el incremento en 

la ingesta de glucosa, la síntesis de proteínas antioxidantes, autofagia, inducción de 

angiogénesis y la formación de gránulos de estrés. Además, mTORC1 puede 

modular el metabolismo, la supervivencia celular, la autorrenovación y el 

mantenimiento de la troncalidad principalmente a través de la activación de la 

síntesis proteica de factores de transcripción que induce la expresión de genes que 

codifican proteínas involucradas en esas funciones. Bajo señales mitogénicas y de 

disponibilidad de aminoácidos, mTORC1 controla el importe nuclear de GSK3, lo 

que a su vez media la degradación de c-MYC debido a sus funciones nucleares 

(Bautista et al., 2018).  

La activación de AMPK es un mecanismo crucial que mantiene la supervivencia de 

las células tumorales ya que las células cancerosas están metabólicamente 

adaptadas para sobrevivir, particularmente bajo condiciones de estrés nutrimental y 
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de energía. La activación de AMPK promueve la supervivencia y el crecimiento 

celular dentro de los tumores que experimentan reducción de sustratos catabólicos 

facilitando la transición de un metabolismo anabólico a uno catabólico al inhibir 

programas anabólicos, así como la señalización de mTORC1 (Torrence and 

Manning, 2018). Muchas aproximaciones génicas han demostrado que AMPK 

promueve la supervivencia, proliferación y migración celular mediante homeostasis 

redox en células malignas cooperando con oncogenes como c-MYC. Esta 

cooperación da como resultado un incremento en la transformación celular, la 

reprogramación metabólica, la regulación de la dinámica de microtúbulos y dando 

protección contra la quimioterapia y la radiación (Novikova et al., 2015).  

1.2 Vía de Biosíntesis de Hexosaminas (HBP): Generación de O-GlcNAc 

Una vez que la glucosa entra a la célula y es fosforilada por la hexocinasa, puede 

ser redirigida desde las vías primarias glucolíticas a las vías secundarias: el flujo de 

la HBP aumenta y la glucosa también es metabolizada a través de otras vías 

alternativas como la vía PPP (Sancho et al., 2016). Se ha mostrado que la vía HBP 

tiene un rol esencial en la reprogramación metabólica del cáncer y existe una 

asociación fuerte entre la progresión tumoral y el flujo incrementado de esta vía. Se 

ha reportado una expresión elevada de las enzimas involucradas en HBP en 

muchos tipos de cáncer humanos. HBP es una vía metabólica que responde a 

nutrientes ya que incorpora glucosa intracelular, glutamina, acetil-CoA y UDP para 

sintetizar el producto final UDP-GlcNAc, por lo que esta vía proporciona información 

sobre la disponibilidad de nutrientes dentro de la célula. La enzima GFAT dirige a la 

glucosa a esta vía y representa la entrada a HBP (Chokchaitaweesuk et al., 2019). 
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El producto final de la HBP, el UDP-GlcNAc, es un donador de azúcar utilizado para 

la glicosilación de macromoléculas, la síntesis de otros nucleótidos y para una 

modificación proteica que en años recientes ha tomado importancia en diversos 

procesos celulares, la O-GlcNAcilación. 

La O-GlcNAcilación es una PTM que consta de la unión entre el grupo hidroxilo de 

la Ser o Thr de proteínas citoplasmáticas, nucleares y mitocondriales y el UDP-

GlcNAc a través de un enlace β-glucosídico, produciendo O-GlcNAc (Hart et al., 

2011). Solo existen dos enzimas responsables de catalizar la adición y la remoción 

de O-GlcNAc: OGT, la cual cataliza la unión; y OGA, que cataliza la hidrólisis de la 

modificación (Hart et al., 2007) (Figura 4).  
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Debido al splicing alternativo y a los codones de inicio alternados, se pueden 

generar diversas isoformas de OGT y OGA a partir de los genes de OGT y MGEA5, 

respectivamente. Las 3 isoformas de OGT (nucleoplásmica, mitocondrial y corta) 

comparten dominios carboxilo terminal y de unión a fosfoinositido pero difieren en 

 

Figura 4. El flujo de nutrientes a través de la vía HBP regula la O-GlcNAcilación. La 

glucosa entra a la célula desde el medio extracelular por las proteínas GLUT. Mientras que la 

mayoría de la glucosa que ingresa a la célula se usa para la glucólisis y la síntesis de 

glucógeno, aproximadamente de 2-5% de la glucosa se destina a HBP. GFAT1 cataliza el paso 

limitante de HBP, el cual convierte a la fructosa-6-fosfato en glucosamina-6-fosfato. Una 

subsecuente acetilación y uridilación produce el sustrato para la O-GlcNAcilación, UDP-

GlcNAc. OGT y OGA catalizan la adición y remoción de O-GlcNAc, respectivamente.  
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su longitud debido al número variable de TPRs en su extremo amino terminal. Las 

3 isoformas también difieren en su localización: la isoforma nucleoplásmica y corta 

se encuentra en el citoplasma y núcleo mientas que la mitocondrial es exclusiva de 

mitocondria. Por otro lado, se han reportado 2 isoformas de OGA: la 

nucleoplásmica, la cual posee un dominio N-terminal hidrolasa de O-GlcNAc y un 

dominio C-terminal similar a HAT; la isoforma corta, carece este dominio y se 

localiza principalmente en el retículo endoplásmico y las balsas lipídicas (Ruan et 

al., 2013) (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ya que la producción de O-GlcNAc requiere de diversos nutrientes derivados de 

otras vías metabólicas, se ha propuesto que la O-GlcNAcilación es un sensor 

metabólico y nutricional (Yang and Qian, 2017). Además de ser dependiente a la 

disponibilidad de nutrientes, O-GlcNAc es altamente sensible a diversas formas de 

estrés celular (por ejemplo, choque térmico, hipoxia y carencia de nutrientes). 

 

Figura 5. Representación esquemática de las isoformas de OGT y OGA. La isoforma 

nucleoplasmática (ncOGT), la isoforma mitocondrial (mOGT), y la isoforma corta (sOGT) de 

OGT difieren en su longitud debido a número variable de los TPRs en el amino-terminal pero 

comparten dominios CD (I y II) y PPO. mOGT contiene un MTS. Las isoformas ncOGA y 

sOGA tienen dominios idénticos de hidrolasa de O-GlcNAc en su extremo N-terminal y una 

región central de unión a OGT; sin embargo, la isoforma sOGA carece del dominio similar a 

HAT que está presente en ncOGA. Tomado de Yang and Qian, 2017. 

Hidrolasa de O-GlcNAc Unión a OGT Similar a HAT 
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También, evidencia creciente indica que interviene en la regulación de procesos 

celulares como la transcripción de genes, la traducción de proteínas, algunas vías 

de señalización, el metabolismo, la apoptosis; entre otros. A diferencia de las 

glucosilaciones canónicas, la glucosilación mediante O-GlcNAc es muy dinámica y 

frecuentemente es trascendente en respuesta a diversas señales ambientales y 

fisiológicas. Incluso, se ha reportado que interacciona con otras PTMs: ya que la 

fosforilación también tiene como blanco residuos de Ser y Thr, se ha mostrado que 

la O-GlcNAcilación puede ocurrir de forma reciproca o secuencial con la fosforilación 

en los mismos residuos o residuos cercanos de diversas proteínas (Hart et al., 

2011). Muchos estudios han mostrado que la O-GlcNAcilación puede bloquear la 

degradación de proteínas al reducir su ubiquitinación, los mecanismos potenciales 

de esta inhibición incluyen el reclutamiento de deubiquitilasas a proteínas O-

GlcNAciladas y la modificación indirecta de la ubiquitilación mediante la 

comunicación cruzada con la fosforilación (Ruan et al., 2013). Más aún, ya que OGA 

posee tanto un dominio similar a HAT como un dominio de hidrolasa O-GlcNAc, se 

ha reportado que la O-GlcNAcilación de diversas proteínas potencia la acetilación 

(Allison et al., 2012). También se ha descrito que OGT puede regular la transcripción 

de las proteínas TET, las cuales son responsables de promover la desmetilación del 

DNA al hidrolizar 5mC, por lo que también existe una interacción entre la O-

GlcNAcilación y la metilación del DNA contribuyendo a la regulación de la 

transcripción (Zhang et al., 2014). 

Gracias al desarrollo de diversas tecnologías que han permitido identificar la O-

GlcNAcilación de proteínas específicas, se ha descrito que el número de proteínas 
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modificadas en células humanas ha incrementado de algunos cientos a cerca de 

4000, y la lista sigue en aumento (Ma and Hart, 2014). Entre las proteínas que son 

modificadas por O-GlcNAc, cerca del 25% de ellas son factores de transcripción o 

proteínas que están involucradas en la regulación de la expresión génica (Comer 

and Hart, 1999). La O-GlcNAcilación de estas proteínas puede determinar su 

localización subcelular, su interacción con otras proteínas, la fosforilación por 

proteína cinasas para determinar su actividad, o incluso su capacidad de unión a 

DNA en respuesta a ciertos estímulos fisiológicos (Ozcan et al., 2010). OGT también 

modifica a la maquinaria basal transcripcional incluyendo a la RNA polimerasa II y 

a diversos factores de transcripción por lo que probablemente tiene un papel 

fundamental en los sitios de transcripción (Figura 6). 
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Otros complejos regulatorios transcripcionales, como el represor SIN3A, NSL, MSL 

y CARM1 pueden asociarse con OGT y ser modificadas. Asimismo, la O-

GlcNAcilación activa el complejo de histonas metil-transferasas MLL5; este 

complejo metila a H3K4, lo cual conlleva a la activación transcripcional; sin embargo, 

solo cuando OGT está asociado con la proteína. Aproximadamente, el 50% de OGT 

en el núcleo existe en complejo con HCF1, por lo que OGT se ha relacionado con 

varias modificaciones en las histonas (Daou et al., 2011). A nivel nuclear, OGT 

 

Factores de transcripción 

Complejos activadores y represores de la transcripción 

Factores de transcripción Basales 

Histonas 

Figura 6. La O-GlcNAcilación modifica la maquinaria transcripcional. Se muestran las 

proteínas reguladoras de la transcripción que son modificadas por O-GlcNAc, además de su papel 

catalítico, OGT interactúa con muchas proteínas reguladoras de la transcripción: las histonas son 

modificadas de forma dinámica por O-GlcNAc; también el dominio carboxilo terminal de RNA Pol 

II, así como múltiples factores basales de transcripción. Muchos complejos de activación y 

represión de la transcripción contienen enzimas que modifican histonas, como las metil-

transferasas de histonas, las acetil-transferasas de histonas y las deacetilasas de histonas, las 

cuales también interaccionan con OGT, sugiriendo que OGT es una unidad integran en la 

regulación del código de histonas. Finalmente, muchos factores de transcripción también son 

modificados por O-GlcNAc. Tomado de Slawson and Hart, 2011 
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podría estar regulando programas epigenéticos de las histonas al modular su 

acetilación, ubiquitilación y metilación, pero la relación que existe entre las enzimas 

que modifican a las histonas y OGT, aún necesita ser dilucidada. Los datos 

anteriores sugieren que múltiples complejos que modifican a la cromatina pueden 

asociarse con OGT y que la O-GlcNAcilación de sus subunidades es crucial para 

su función apropiada (Slawson and Hart, 2011). 

O-GlcNAc se ha relacionado con una variedad de funciones celulares como la 

señalización (Yang and Qiang, 2017), el metabolismo (Ferrer et al., 2014), la 

transcripción (Olivier-Van Stichelen and Hanover, 2015) y la progresión del ciclo 

celular (Tan et al., 2017). Por lo que la O-GlcNAcilación tiene un papel muy 

importante en diversas enfermedades humanas como la diabetes, los desórdenes 

degenerativos y el cáncer (Fuentes-García et al., 2021). 

1.2.1 O-GlcNAcilación en señalización celular y en estrés celular 

 

La O-GlcNAcilación es un mecanismo crucial para que las células puedan responder 

a diversos estímulos. Esta modificación permite a la célula unir la disponibilidad de 

nutrientes y el metabolismo celular con la regulación de diversos procesos celulares 

como la regulación del ciclo celular, las respuestas a estrés y la expresión génica. 

Se ha descrito que la O-GlcNAcilación puede modular diversos procesos celulares 

en respuesta a nutrientes y a estrés celular (Kazemi et al., 2010). Las células 

inducen dinámicamente la modificación en respuesta a numerosas formas de estrés 

extracelular, y se ha postulado que puede ser una respuesta protectora para las 

células. Por ejemplo, elevar los niveles de O-GlcNAc por inhibición de OGA o por la 
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sobrexpresión de OGT brinda a las células mayor tolerancia a diferentes formas de 

estrés, como la exposición a luz UV, radiación, etanol y arsenito de sodio (Chatham 

and Marchase, 2010). Muchos de los factores de transcripción son O-GlcNAcilados 

en respuesta a diversos estímulos fisiológicos, de la etapa del ciclo celular y del 

desarrollo. Los motivos de O-GlcNAc en los factores de transcripción pueden ser 

reconocidos por diversos componentes de la maquinaria transcripcional, pueden 

funcionar como una señal de localización nuclear, ser antagonistas de proteínas 

cinasas al enmascarar los sitios de fosforilación en las Ser y Thr, modular la unión 

al DNA o la vida media de las proteínas e incrementar la estabilidad de los factores 

transcripcionales en la célula (Ozcan et al., 2010). Aunque la O-GlcNAcilación se 

encuentra mayormente en proteínas nucleares, especialmente proteínas de unión 

al DNA; se ha descrito que otros tipos de proteínas también están modificadas por 

O-GlcNAc, entre ellas, algunas enzimas citosólicas, cinasas, enzimas glucolíticas, 

proteínas reguladoras de citoesqueleto, entre otras (Santoyo-Ramos et al., 2014).  

El incremento del flujo de la vía HBP influye en diversas vías principales de 

señalización, por ejemplo, afecta la actividad y la translocación de ciertas isoformas 

de PKC, la cual desempeña papeles importantes en la proliferación, progresión del 

ciclo celular, diferenciación, tumorogénesis, apoptosis, remodelación del 

citoesqueleto, la modulación de los canales iónicos y la secreción (Matthews et al., 

2005). Previamente en nuestro laboratorio, se encontró que diversas isoformas de 

PKC están modificas postraduccionalmente por O-GlcNAc y que aparentemente 

estos motivos se encuentran en posiciones similares en todas las isoformas de PKC. 

Además, a pesar de que el porcentaje de identidad de secuencia varía entre las 
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isoformas de PKC, los motivos de O-GlcNAc se encontraron en distintos péptidos 

con secuencias similares compartidas por diversas isozimas. De hecho, en las 

distintas isoformas el sitio de O-GlcNAcilación coincide con motivos importantes de 

autofosforilación, de activación, hidrofóbicos. Por lo tanto, se ha sugerido que en el 

caso de la vía de señalización de PKC, la O-GlcNAcilación y la fosforilación podrían 

modularse mutuamente (Robles-Flores et al., 2008).  

La vía de señalización Wnt desempeña un papel importante en el desarrollo y la 

regulación de los sistemas de troncalidad en adultos. La desregulación de esta vía 

causa defectos en el desarrollo y cáncer. La vía canónica de Wnt opera mediante la 

regulación de la fosforilación y degradación del coactivador transcripcional β-

catenina. Sin la estimulación de Wnt, β-catenina se ensambla en el llamado 

“complejo de destrucción”, en el cual APC tiene un rol central e incluye Axina, 

GSK3β y CK1. Este complejo dirige una serie de eventos de fosforilación en β-

catenina que marca a la proteína para la ubiquitinación y proteólisis subsecuente a 

través del proteasoma. La estimulación de Wnt conlleva a la inhibición del corte 

proteolítico de β-catenina, permitiendo que se acumule, entre al núcleo y active los 

genes blancos de Wnt (Cadigan and Peifer, 2009).  Sayet et al., demostró que la O-

GlcNAcilación de β-catenina regula de forma negativa sus niveles en el núcleo, y 

también se observó una disminución en su actividad transcripcional. Mas aún, los 

resultados indicaron que la O-GlcNAcilación de β-catenina está relacionada 

inversamente con su localización nuclear y la función transcripcional (Sayat et al., 

2008).  
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1.2.2 O-GlcNAc y su papel en cáncer 

Las células cancerosas se caracterizan por presentar un metabolismo basado en 

glucólisis y no en OXPHOS, como principal fuente de energía independiente de la 

presencia de oxígeno, fenómeno conocido como efecto Warburg. Este cambio en el 

metabolismo celular es impulsado por la hipoxia presente dentro del tumor y por 

mutaciones en oncogenes y supresores tumorales (DeBerardinis et al., 2008). Estas 

mutaciones promueven una regulación positiva de las enzimas glucolíticas y 

transportadores de glucosa, lo que a su vez incrementa la ingesta de glucosa en 

estas células (Osthus et al., 2000). La abundancia de glucosa en el citoplasma no 

solo contribuye al incremento de glucólisis, sino que también incrementa el flujo de 

algunas ramas de la vía, incluyendo la vía PPP y la de HBP. De hecho, ciertos 

oncogenes como KRAS regulan de forma positiva no solo los niveles de los 

transportadores de glucosa, sino también de otras enzimas como GFAT1, que es la 

enzima limitante en la vía HBP (Ying et al., 2012). Los oncogenes también regulan 

de forma positiva la ingesta de glutamina; por ejemplo, c-MYC promueve la 

expresión elevada de los transportadores de glutamina (Wise et al., 2008). La 

glutamina es el sustrato donador en la conversión de fructosa-6-fosfato a 

glucosamina-6-fosfato mediante GFAT en la vía HBP. Por lo que el incremento en 

la ingesta de glucosa debido al efecto Warburg, así como el incremento de la ingesta 

de glutamina, cooperan para provocar un incremento en el flujo de HBP, 

contribuyendo finalmente a un incremento en las concentraciones de UDP-GlcNAc, 

el sustrato donador de la OGT (Ma et al., 2013). Confirmando lo anterior, diversos 

autores han reportado niveles de O-GlcNAcilación aberrante con una tendencia al 

incremento, fenómeno conocido como hiper-O-GlcNAcilación en diferentes tipos de 
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cáncer: en cáncer de mama (Caldwell et al., 2010; Gu et al., 2010), de próstata 

(Lynch et al., 2012), de pulmón (Mi et al., 2011), CRC (Yehezkel et al., 2012), de 

hígado (Zhu et al., 2012), y en leucemia linfoide crónica (Shi et al., 2010). También 

se ha descrito que la O-GlcNAcilación tiene un papel importante en la 

transformación y la carcinogénesis inducida por HPV (Zeng et al., 2016). Cabe 

recalcar que existe evidencia creciente que muestra una relación entre los niveles 

de O-GlcNAc y diversas características distintivas del cáncer, como angiogénesis y 

metástasis; además, muchos supresores tumorales y oncogenes conocidos por ser 

iniciadores clave del fenotipo maligno canceroso, están regulados por O-GlcNac 

(p53, NFκB, c-Myc, HIF-1 y Akt) (Hanover et al., 2018). Por lo anterior, la O-

GlcNAcilación está emergiendo como característica general de las células 

cancerosas y recientemente ha sido postulada como un sello distintivo del cáncer 

(Fardini et al., 2013). De igual forma, se ha postulado a OGT como blanco potencial 

para la intervención farmacéutica (Figura 7) (Gloster et al., 2011). 
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Figura 7. O-GlcNAc y los sellos distintivos del cáncer. Se muestran algunos vínculos entre 

la O-GlcNAcilación y los sellos distintivos del cáncer. Las proteínas resaltadas en rojo están 

directamente modificadas por O-GlcNAc. Basado en Ma and Vosseller, 2014. 
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Evidencia creciente sugiere que la O-GlcNAcilación podría impactar a los procesos 

de reparación del DNA; esta modificación se relacionó con la actividad de la enzima 

Topo I, y se reportó que los niveles incrementados de O-GlcNAc aumentan su 

actividad (Noach et al., 2007). Recientemente, se reportó la O-GlcNAcilación de la 

histona H2AX y de MDC1: OGT se relocaliza en sitios de daño en el DNA y regula 

de forma negativa la fosforilación inducida por el rompimiento de la doble cadena 

de la histona H2AX y MDC1, limitando la expansión de los eventos de fosforilación 

desde el sitio inicial del daño (Chen and Yu, 2016). Esta función fisiológica normal 

de OGT, si es desregulada, podría ser la responsable de la capacidad de reparación 

alterada del DNA en cáncer. Por lo que se ha sugerido que la O-GlcNAcilación tiene 

un papel central en la reprogramación metabólica de las células cancerosas 

contribuyendo a los cambios en la reparación del DNA.  

La alteración en la actividad de los factores de transcripción ya sea por mutaciones 

o por expresión génica es un mecanismo bien descrito en la progresión celular, de 

un estado normal a uno canceroso. Los cambios en la actividad de los factores de 

transcripción pueden provocar alteraciones mayores en la expresión génica, 

resultando en un incremento en la proliferación, la estimulación de la angiogénesis, 

crecimiento invasivo y metástasis. Más del 50% de los tipos de cánceres descritos 

contiene mutaciones en el gen de p53, por lo que se le considera como el mayor 

guardián de la estabilidad genética. Bajo condiciones de estrés celular, daño 

ambiental o daño en el genoma, la expresión y estabilidad de p53 aumenta, seguido 

de la inducción de genes que promueven el arresto del ciclo celular, la apoptosis y 

la autofagia debido a su papel esencial en el mantenimiento de la integridad 
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genómica. p53 está regulando por degradación proteolítica; la ligasa de ubiquitina 

MDM2 se une a p53 regulando de forma negativa su expresión y promoviendo su 

degradación (Brady and Attardi, 2010). La estabilidad de p53 también es afectada 

por la fosforilación, el dominio amino-terminal del supresor tumoral contiene el 

dominio de transactivación y diversos sitios conocidos de fosforilación. La 

fosforilación de Ser18 y Ser23 promueve la estabilidad de p53, mientras que la 

fosforilación en la Thr155 (el cual reside en el dominio de unión de DNA) promueve 

su degradación. Se ha descrito que la O-GlcNAcilación de p53 en la Ser149 es 

antagonista a la fosforilación de Thr155, por lo que la O-GlcNAcilación de la Ser149 

incrementa la actividad y estabilidad de p53 (Dai and Gu, 2010).  

Por otro lado, c-MYC se expresa en más del 50% de los cánceres humano y se 

estima que se une a más del 15% de todos los promotores génicos en el genoma, 

muchos de sus blancos están asociados a la regulación del ciclo celular y la 

replicación, también se han identificado enzimas glicolíticas y transportadores de 

glucosa. En el caso de esta oncoproteina, la fosforilación y la O-GlcNAcilación de la 

Thr58 tienen una relación claramente recíproca. En células quiescentes, Thr58 esta 

O-GlcNacilada pero se fosforila por GSK3β después de algunos estímulos. Thr58 

se encuentra en el dominio de transactivación de la proteína, su fosforilación 

conlleva a su rápida degradación resultando en la pérdida de la expresión de MYC 

(Gregory et al., 2003).  Sin embargo, antes de que GSK3β pueda fosforilar Thr58, 

es necesaria la fosforilación de la Ser62. Esta fosforilación puede llevarse a cabo 

por una gran variedad de cinasas y promueve la estabilidad de MYC. La mutación 

de Ser62 a Ala causa un incremento en la O-GlcNAcilación de Thr58; asimismo, la 
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inhibición de GSK3β también incrementa la O-GlcNAcilación de Thr58. La 

fosforilación jerárquica de Thr58 y Ser62 es importante en la regulación de la función 

de MYC: Thr58 está mutada en una variedad de linfomas, lo que lleva a que MYC 

sea más estable (Slawson and Hart, 2011). La O-GlcNAcilación de c-MYC 

promueve su estabilidad, resultando en un mal pronóstico y recurrencia en muestras 

clínicas de pacientes con cáncer de próstata (Itkonen et al., 2013). Más aun, la O-

GlcNAcilación de c-MYC se ha implicado en varios tipos de cáncer incluyendo 

próstata, mama, hígado, y leucemia (Chou et al. 1995; Chou and Hart 2001) (Figura 

8). 
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Por otro lado, NFκB es O-GlcNAcilado en Thr322 y Thr353, y la O-GlcNAcilación en 

Thr322 es crítica para la liberación de NF-κB de la inhibición de IκB permitiendo su 

translocación nuclear en células pancreáticas cancerosas. La hiper-O-

GlcNAcilación de NFκB promueve la activación de la fosforilación de la Ser536, su 

translocación nuclear y su actividad transcripcional (Ma et al., 2013). También, en 

células MCF7 de cáncer de mama, la entrada al ciclo celular debido a la estimulación 

por suero se asocia a la unión progresiva de OGT y la O-GlcNAcilación de β-

catenina. Por otro lado, la expresión de β-catenina en células de CRC correlaciona 

con el flujo de la vía HBP y con la consecuente O-GlcNAcilación (Olivier-Van 

Stichelen et al., 2012). Debido a lo anterior, la O-GlcNAcilación de los factores de 

transcripción es importante en la regulación del crecimiento, proliferación y 

metabolismo de las células cancerosas. 

En la vía glucolítica, se ha mostrado la O-GlcNAcilación en PKM2, las piruvato-

cinasas catalizan el último paso de la glucólisis, el cual involucra la desfosforilación 

del fosfoenolpiruvato a piruvato, causando una red de producción de ATP. La 

isoforma PKM2 es parte del complejo glucolítico; tiene una señal de localización 

nuclear inducible y puede desempeñar funciones nucleares además de su rol en la 

Figura 8. Regulación de factores de transcripción por O-GlcNAc. a) El supresor tumoral p53 se 

asocia con la proteína MDM2, la cual mantiene a p53 en niveles bajos en las células al promover su 

degradación. La fosforilación (P) en Thr155 estimula la degradación rápida de p53 mientras que la O-

GlcNAcilación (G) en la Ser149 impide la unión de MDM2 y promueve la estabilidad de p53. Las 

mutaciones que anulan a la O-GlcNAcilación en p53 promueven la degradación. b) En las células 

quiescentes, la oncoproteína MYC es O-GlcNAcilada en Thr58. A través de diversas señales de 

crecimiento, O-GlcNAc es removida rápidamente y Myc es forsforilada en la Ser62. Este sitio es un 

cebador para GSK3β, la cual puede posteriormente fosforilar a Thr58, promoviendo a la degradación 

rápida de MYC. Diversos tumores sólidos tienen mutaciones en Thr58, lo que promueve el incremento 

de la estabilidad de MYC y la transcripción génica alterada. La inhibición de GSK3β por cloruro de 

litio o por mutaciones en la Ser62 incrementa la O-GlcNAcilación de Thr58. Tomado de Slawson and 

Hart, 2011 



30 
 

producción de piruvato y ATP (Yu and Li, 2017). Se ha sugerido que la O-

GlcNAcilación de PKM2 en células cancerosas colorrectales incrementa su 

expresión, aunque disminuye su actividad enzimática; por lo que se postuló que la 

O-GlcNAcilación puede tener múltiples funciones dependiendo de la localización de 

la enzima. La reacción catalizada por las piruvato-cinasa es crítica para el fenotipo 

canceroso ya que se ha observado que la expresión elevada de PKM2 en las células 

cancerosas colorrectales es consistente con los niveles incrementados de la 

producción de piruvato y la producción incrementada de ATP a través de la vía típica 

de la glucólisis (Chaiyawat et al., 2015).  

Por otro lado, también se ha descrito que la vía de señalización PI3K-AKT es crucial 

para el desarrollo del fenotipo canceroso; PI3K es uno de los genes más mutados 

en diversos tipos de cáncer y su rol central en la activación lo convierte en un blanco 

putativo para los fármacos anticancerosos. La cinasa AKT interactúa con los PIP3 

producidos por PI3K en la cara interna de la membrana plasmática desencadenando 

una cascada de cinasas esencial para la regulación del crecimiento. De forma 

similar a AKT, se ha mostrado que OGT también puede ser traslocado en la 

membrana celular en respuesta a la activación de PI3K (Yang et al., 2008). Más 

aún, se ha mostrado que AKT puede ser O-GlcNAcilado directamente (Kang et al. 

2008; Krześlak et al. 2011). Los hallazgos anteriores sugieren que OGT participa 

activamente en la cascada de señalización que es alterada por PI3K-AKT.  

El carcinoma hepatocelular está caracterizado por los cambios en la vía YAP-Hippo 

(Valero et al., 2015). Esta vía es desregulada en la tumorogénesis del hígado en un 

proceso estimulado por una alta concentración de glucosa (Zhang et al., 2017). 
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Previamente fue demostrado que el protooncogén Yes, un miembro de la familia de 

cinasas SRC, es O-GlcNAcilado; esta cinasa es un componente clave en la cascada 

de señalización de Hippo e interactúa con YAP, la cual actúa como coactivador 

transcripcional (Lazarus et al., 2006). Recientemente se identificó a la Thr241 de 

YAP como un sitio de O-GlcNAcilación, al mutar este sitio, disminuyó la O-

GlcNAcilación, la estabilidad y las capacidades pro-tumorigénicas de la proteína 

(Zhang et al., 2017). Por lo anterior, se ha sugerido que muchos de los genes 

altamente mutados o sobrexpresados en cáncer son dependientes de la O-

GlcNAcilación para su funcionamiento apropiado (Hanover et al., 2018).  

La transformación oncológica frecuentemente involucra una hipometilación global 

del DNA, la hipermetilación de promotores génicos y las modificaciones aberrantes 

postraduccionales de las histonas. Existe evidencia que indica que OGT afecta los 

estados de la cromatina tanto locales como globales al interactuar con diversas 

enzimas responsables de la metilación del DNA y de las modificaciones de las 

histonas (Zhang and Reinberg, 2001). En células cancerosas, muchos reguladores 

epigenéticos son modificados por O-GlcNAc cambiando sus actividades; entre ellos 

se incluyen Sin3, HCF-1, TET, LSD2, una dimetilasa de la histona H3K4me1/me2, 

directamente ubiquitina y promueve la degradación dependiente de proteasoma de 

OGT, inhibiendo el crecimiento de las células de cáncer de pulmón de forma 

dependiente de la actividad ligasa E3 (Yang et al., 2015). La enzima HDAC1 

también es modificada por O-GlcNAc, la modificación ocurre en al menos 2 sitios y 

altera su fosforilación afectando la progresión del cáncer hepatocelular si sus sitios 

modificados son mutados (Zhu et al., 2016). Asimismo, la deacetilasa dependiente 
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de NAD+, SIRT1 también es regulada por O-GlcNAc, al reducir los niveles de esta 

modificación se eleva la expresión de SIRT1 y su actividad de forma dependiente a 

AMPK (Ferrer et al., 2017). OGA es una enzima bifuncional que tiene una actividad 

de hidrolasa de O-GlcNAc así como actividad de HAT, implicando una relación 

intrínseca entre la O-GlcNAcilación y la acetilación de las histonas. La asociación 

con la metilación del DNA y la modificación de histonas sugiere que OGT 

desempeña un fundamental en la integración transcripcional y la regulación 

epigenética. Ya que se ha reportado previamente que el epigenoma es susceptible 

a los cambios metabólicos como la dieta, O-GlcNAc tiene un rol central en integrar 

la reprogramación metabólica y epigenética en cáncer (Singh et al., 2015).  

El metabolismo de O-GlcNAc está fuertemente integrado a la respuesta celular al 

estrés y recientemente se ha asociado a la detección de hipoxia y estrés oxidativo. 

Una de las principales repuestas a hipoxia es mediada por la activación 

transcripcional de HIF-1α. HIF-1α es uno de los reguladores clave de la glucólisis 

en células cancerosas al alterar la expresión de su blanco transcripcional GLUT1. 

Se demostró que la reducción de la O-GlcNAcilación elevó los niveles de α-

cetoglutarato, la hidroxilación de HIF-1 y la interacción con la proteína pVHL, 

finalmente conllevando a un incremento de la degradación de HIF-1α. Además, se 

encontraron que las células cancerosas de mama con niveles altos de HIF-1α 

también tiene niveles incrementado de OGT y niveles reducidos de OGA. A partir 

de los hallazgos anteriores, se postuló que la O-GlcNAcilación puede regular el 

metabolismo canceroso y la señalización en respuesta de estrés a través de la 

regulación indirecta de HIF-1α (Ferrer et al., 2014). Por lo anterior, la O-
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GlcNAcilación ha sido implicada con la reprogramación metabólica en el 

microambiente tumoral donde puede ocurrir en condiciones de normoxia e hipoxia.  

Se ha descrito ampliamente que la O-GlcNAcilación tiene un papel importante en el 

desarrollo de la metástasis tumoral: la reducción de la hiper-O-GlcNAcilación en la 

línea celular PC-3ML y en las células cancerosas HEPG2, suprime la expresión de 

las metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 (Zhu et al., 2012; Lynch et al., 2012). Por otro 

lado, se ha demostrado que al incrementar los niveles de O-GlcNAc se promueve 

la migración/invasión de células cancerosas de mama y próstata mientras que la 

disminución de los niveles por knock-down de OGT, inhibe la invasión tumoral y 

metástasis.  

La O-GlcNAcilación ha sido considerada como uno de los vínculos entre el 

metabolismo de glucosa y la adquisición de características relacionadas a EMT, ya 

que influencia la plasticidad celular al modificar proteínas claves (Alisson-Silva et 

al., 2013; Taparra et al., 2016). Una de las moléculas más estudiadas es la proteína 

de adhesión intracelular E-cadherina, la cual ha sido postulada como supresor de la 

invasión tumoral. Durante la desestabilización de las uniones adherentes, E-

cadherina se corta en la membrana plasmática y es degradada (Yilmaz and 

Christofori, 2009). La O-GlcNAcilación de E-cadherina en su dominio citoplásmico 

inhibe su tráfico hacia la membrana plasmática lo cual promueve una reducción de 

la adhesión intercelular mediada por E-cadherina (Zhu et al., 2001). También, se ha 

demostrado que Snail1 está O-GlcNAcilada en la Ser112 lo que suprime la 

degradación mediada por fosforilación; se sugirió que durante condiciones 

hiperglicémicas, existe un incremento en la O-GlcNAcilación de Snail1, lo que 
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estimula el desarrollo de EMT a través de la supresión transcripcional de E-

cadherina (Park et al., 2010). Asimismo, también se describió el impacto de la O-

GlcNAcilación en la estabilidad de vimentina, estimulando la migración celular 

(Phoomak et al., 2017). En concordancia con lo anterior, se ha reportado que la 

reducción de los niveles de hiper-O-GlcNAcilación en cáncer incrementa la 

expresión de E-cadherina y disminuye la expresión de vimentina, mientras que 

elevarlos disminuye la expresión de E-cadherina en células de cáncer de mama (Gu 

et al., 2010; Ma et al., 2013; Park et al., 2010). 

Por otro lado, el incremento de la O-GlcNAcilación puede aumentar la expresión de 

β-catenina en el colon de ratones alimentados con glucosa, así como en las líneas 

celulares MCF7 y HT29 previamente tratadas con concentraciones altas de glucosa 

(Olivier-Van Stichelen et al., 2012). La O-GlcNAcilación de β-catenina en células de 

colon puede afectar su estabilidad y localización en la membrana plasmática 

(Olivier-Van Stichelen et al., 2014). La modulación de los niveles de O-GlcNAc 

impacta en la expresión y distribución de los niveles de los complejos E-

cadherina/catenina en los cuales el incremento de la O-GlcNAcilación conllevan a 

una disminución de E-cadherina en la superficie celular y, por lo tanto, una reducción 

de la adhesión intercelular (Gu et al., 2010).  

También se reportó un incremento en los niveles de O-GlcNAcilación y en la 

expresión de OGT en células A549 durante el progreso de EMT inducido por TGF-

β. La modulación de los niveles de O-GlcNAc indujo cambios en la morfología y la 

movilidad celular, además regulación negativa de OGA desencadenó diferenciación 

celular a un perfil mesenquimal. Mas aún, las células que expresan niveles bajos de 
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OGA presentaron una capacidad migratoria incrementada, reducción de la 

expresión de E-cadherina y, un incremento en la expresión de N-cadherina, 

indicando que al incrementar los niveles de O-GlcNac pueden desencadenar el 

desarrollo de EMT (Lucena et al., 2016). Por otro lado, se reportaron niveles 

incrementados de O-GlcNAcilación y de OGT en CRC primario en comparación con 

tejido no neoplásico, mientras que las lesiones de nódulos metastásicos mostraron 

niveles marcadamente reducidos en comparación con CRC primario (Jang, 2016). 

Adicionalmente, se observó un incremento de la O-GlcNAcilación y de los niveles 

de GFAT en líneas celulares de cáncer de colon HT29 y HCT116 en comparación 

con la línea celular fetal CCD841CoN. Más aún, el silenciamiento de OGT 

desorganiza los microfilamentos, microtúbulos y las redes de vinculina en las células 

CCD841CoN modificando la forma celular (Steenackers et al., 2016). En resumen, 

existe una gran cantidad de evidencia que sugiere el papel importante de la O-

GlcNAcilación en el desarrollo del fenotipo canceroso y en la modulación de la 

plasticidad celular durante el desarrollo de EMT.  

1.2.3 O-GlcNAc y su papel en la troncalidad 

La habilidad de proliferar sin linaje específico (autorrenovación) y la capacidad de 

diferenciación en uno o más tipos celulares especializados (o pluripotencia) son 2 

características principales de las células troncales. Las necesidades nutricionales, 

las vías metabólicas y una elaborada red transcripcional, son esenciales para 

mantener la troncalidad en las células madre. Recientemente, se ha resaltado que 

los nutrientes en el ambiente celular y los transportadores requeridos para su 
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asimilación, pueden desempeñar un papel importante en el mantenimiento y la 

regulación de la supervivencia de las células troncales (Sharma et al., 2018).  

Se ha observado que las ESC (Folmes et al., 2012), HSC (Zhang et al., 2016), MSC 

(Chen et al., 2008) y las células troncales hepáticas (Turner et al., 2008) basan su 

metabolismo en la glucólisis como su principal fuente de energía. Además, está bien 

establecido que las células troncales que se originan en nichos hipóxicos tienden a 

tener una actividad glucolítica incrementada como resultado de una ingesta 

incrementada de glucosa en condiciones anaerobias (Simsek et al., 2010). Más aún, 

se ha demostrado que la estimulación de la glucólisis a través de la hipoxia en 

células troncales pluripotentes (Mohyeldin et al., 2010), la inhibición de la respiración 

mitocondrial (Varum et al., 2009) o la suplementación con insulina (Chen et al., 

2011) promueven la troncalidad mientras que la inhibición de la glucólisis impide la 

proliferación y promueve la muerte celular (Kondoh et al., 2007). Además de la 

glucosa, la glutamina también es ingerida activamente por las células troncales 

embrionarias (Marsboom et al., 2016). El metabolismo de glutamina se regula 

negativamente a través de la diferenciación, también, se requiere para mantener los 

niveles elevados de GSH y la disminución de glutamina conlleva al incremento de 

los niveles de ROS (Yanes et al., 2010). Como ya se mencionó anteriormente, esto 

promueve un aumento en el flujo a la vía HBP, un aumento en la concentración de 

UDP-GlcNAc y el subsecuente incremento de los niveles de O-GlcNAc. Ya que la 

actividad de OGT es dependiente del flujo de nutrientes y que a su vez el 

metabolismo influye en la capacidad de autorrenovación característica de las 

células troncales, se ha hipotetizado que OGT es un determinante clave entre los 
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genes de autorrenovación y su interconexión con el estatus metabólico de la célula 

(Figura 9) (Sharma et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, los factores de transcripción conocidos como “factores de Yamanaka” 

son considerados como las proteínas críticas que regulan la troncalidad y la 

capacidad de autorrenovación (Takahashi and Yamanaka, 2006). En respuesta a 

 

Figura 9. Modelo en el que se muestra el papel de O-GlcNAc en el mantenimiento de la 

troncalidad. En el nicho de las células troncales o dentro del tumor, la concentración baja de 

oxígeno produce un incremento en la hipoxia y en la señalización mediada por hipoxia, lo que 

lleva a un incremento en la ingesta de glucosa y de glicólisis. Una parte de la glucosa llega a la 

vía HBP promoviendo la producción de UDP-GlcNAc, el sustrato de OGT. La actividad 

incrementada de OGT afecta la actividad transcripcional de las proteínas Sox2, Oct4 y FoxO 

para mantener la estabilidad genómica como también el mantenimiento de la autorrenovación. 

El incremento de la actividad de OGT también previene la diferenciación hacia tejidos 

específicos, contribuyendo al mantenimiento de la troncalidad.  Tomado de Sharma et al., 2008. 
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los estímulos nutricionales y microambientales, estas proteínas actúan en conjunto 

para promover la diferenciación o la autorrenovación. De forma interesante, estos 

factores están modificados por la adición de O-GlcNAc, lo cual determina su 

actividad. El hecho de que sean dependientes del flujo de glucosa a través de HBP 

y la actividad de OGT, indica que tanto el metabolismo celular y nutricional regulan 

la actividad transcripcional de SOX2, OCT4, MYC y KLF4. Durante la 

reprogramación celular, como evento inicial, estos factores promueven el cambio 

metabólico, lo que conlleva a la activación de la maquinaria transcripcional adicional 

dirigiendo la reprogramación de las células cancerosas. Favorecer la glucólisis 

sobre OXPHOS promueve una mínima producción de ROS, estos niveles 

disminuidos de ROS protegen a las CSCs contra los daños en el DNA y la apoptosis, 

ayudando al mantenimiento de la función celular troncal (Kobayashi and Suda, 

2012). Como ya se mencionó anteriormente, MYC es modificado por OGT en la 

Thr58 que se encuentra en el dominio de transactivación de la proteína. En cáncer, 

la O-GlcNAcilación de MYC promueve un aumento en la transformación celular y la 

tumorogenicidad (Chou et al., 1995). También se ha mostrado que la modificación 

de c-MYC por OGT en muestras clínicas de cáncer de próstata promueve su 

estabilización resultando en un mal pronóstico y recurrencia (Itkonen et al., 2013). 

Además, se reportó que la O-GlcNAcilación de SOX2 en la Ser 248 es regulada de 

forma dinámica en mESCs (Myers et al., 2016). La O-GlcNAcilación inhibe 

directamente a la interacción de SOX2 y PARP1, lo que tiene un papel regulatorio 

en la pluripotencia de las mESC (Gao et al., 2012; Lai et al., 2012).  
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Por otro lado, la familia de factores de transcripción FOXO también es dependiente 

al flujo a través de HBP ya que es modificada por la adición de O-GlcNAc (Kuo et 

al. 2008; Housley et al. 2008). Las proteínas FOXOs ayudan a prevenir la 

acumulación de ROS en las células troncales, manteniendo la integridad celular (Ito 

et al., 2004). En ESCs humanas, FOXO1 regula la expresión de los factores de 

transcripción cruciales para la troncalidad, OCT4 y SOX2 (Zhang et al., 2011). 

También, en células troncales de origen neural, FOXO3 regula la expresión de 

genes involucrados en la señalización por hipoxia (Renault et al., 2009). Debido a 

lo anterior, esta familia de proteínas es un nodo mayor que integra la transcripción 

y el metabolismo de las células troncales. En cáncer de mama, la expresión de 

FOXM1 es dependiente de la modificación por O-GlcNAc, la disminución de O-

GlcNAc se asoció con el decremento en la progresión del ciclo celular y el 

incremento en la expresión de p27 (Caldwell et al., 2010). Adicionalmente, la vía de 

señalización de Notch es esencial en un diverso número de vías asociadas con el 

desarrollo; se mostró que la modificación por O-GlcNAc de Notch1 promueve la 

traslocación dependiente de JNK de Notch1 escindida al núcleo, lo que resulta en 

un incremento en la producción de glucosa y en el mantenimiento de la 

autorrenovación de mESC (Jeon et al., 2014). 

Además de regular transcripcionalmente la capacidad de autorrenovación y 

diferenciación de las células troncales, O-GlcNAc también regula la troncalidad a un 

nivel epigenético. El aumento en la O-GlcNAcilación promueve la regulación positiva 

de genes que normalmente están silenciados en ESC, apoyando el rol emergente 

de esta modificación en la regulación de las modificaciones de las histonas y la 
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metilación del DNA (Speakman et al., 2014). Las proteínas TET son las 

responsables de controlar la metilación del DNA genómico y la diferenciación. Se 

ha especulado que la regulación de las proteínas TET es dependiente de la 

modificación de histonas. Chen et al., en 2013 confirmó esta hipótesis al mostrar 

que la O-GlcNAcilación de H2B112 es regulada por TET2 en ESC (Chen et al., 

2013).  

Además, aumentar los niveles de O-GlcNAc promueve la supervivencia de las 

células troncales cardiacas, mientras que una reducción de los niveles a través de 

la inhibición farmacológica o una deleción genética las sensibiliza al daño causado 

por hipoxia (Zafir et al., 2013). La modulación de la O-GlcNAcilación intracelular 

puede también influenciar la diferenciación de las ESCs. Al reducir los niveles de O-

GlcNAc de OCT4 y SOX2 a través de la inhibición de OGT o reduciendo la 

concentración de glucosa, se altera la capacidad de renovación de ESC y la 

reprogramación nuclear (Jang et al., 2012). También, algunos estudios han 

reportado que la pérdida de OGT promueve la mortalidad en ESCs (Shafi et al., 

2000). Por lo anterior, la función de O-GlcNAc es crítica para la autorrenovación y 

el mantenimiento de las células troncales, mientras que una disminución conlleva a 

la diferenciación.  

La autorrenovación en las células cancerosas es atribuida a las células iniciadoras 

de tumor o CSCs. Como ya se mencionó anteriormente, pueden originarse debido 

a la acumulación de mutaciones en las células troncales embrionarias o células 

progenitoras o surgen como consecuencia de la interacción con el microambiente. 

En el cáncer pancreático, el microambiente hipóxico, los fármacos 
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quimioterapéuticos, y el estrés nutricional causan un incremento en la población de 

células con una expresión elevada de diversos genes asociados a la 

autorrenovación; además, esta población presenta propiedades incrementadas de 

quimioresistencia (McGinn et al., 2017). De forma similar, la tumorogénesis del 

cáncer de mama es regulada por la modificación de O-GlcNAc de FOXM1 (Caldwell 

et al., 2010). También, en CRC, O-GlcNAc media la regulación epigenética de 

MYBL1 para promover tumorogénesis (Guo et al., 2017). Mas aún, el represor 

transcripcional BMI-1 frecuentemente se sobrexpresa y participa en la renovación 

de las CSCs y promueve la tumorogénesis del cáncer de próstata; recientemente, 

se mostró que la O-GlcNAcilación promueve la estabilidad de BMI-1 y a su actividad 

oncogénica (Li et al., 2017).  

Sin embargo, aunque existen muchos estudios que resaltan el papel de O-GlcNAc 

en la progresión tumoral, aún no es claro sí tiene un papel activo en la 

autorrenovación y la recurrencia tumoral al regular los factores de Yamanaka. Por 

lo que son necesarios estudios que profundicen para revelar que rol desempeña la 

O-GlcNAcilación en la generación y mantenimiento de CSCs.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se ha resaltado el papel de la O-GlcNAcilación como regulador en diversos 

procesos celulares y se ha reportado que niveles elevados de O-GlcNAc se asocian 

al establecimiento del fenotipo maligno en distintos tipos de cáncer, incluyendo 

CRC. Asimismo, existen reportes que involucran a la O-GlcNAcilación en 

mecanismos de pluripotencia y autorrenovación. No obstante, la función que tiene 

esta modificación en el establecimiento de las CSCs no ha sido completamente 

dilucidado. Debido a lo anterior, el objetivo del trabajo es determinar sí los niveles 

alterados de O-GlcNAc descritos en cáncer de colon están relacionados con el 

establecimiento de las CSC.  

 

 

 

 

 

3. HIPOTESIS 

Los niveles alterados de O-GlcNAc descritos previamente en CRC están asociados 

con el establecimiento de las CSCs.  
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4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar sí la alteración de los niveles de O-GlcNAc están asociados con el 

establecimiento de las CSCs usando como modelo el CRC.  

 

 

 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

● Identificar el perfil de expresión de los marcadores de CSC en las células de 

CRC.  

● Verificar la alteración de los niveles de O-GlcNAc, y los niveles de expresión de 

OGT y OGA en las líneas cancerosas de colon y compararlos con los niveles 

de células de colon normal.  

● Investigar el efecto de la inhibición farmacológica de las enzimas OGT y OGA 

en la expresión de marcadores de CSC. 

● Dilucidar sí la inhibición de OGT afecta el fenotipo maligno de las células 

cancerosas de CRC. 

● Analizar sí el estrés nutricional mimetiza el efecto de la inhibición de OGT en la 

expresión de los marcadores de CSCs. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Reactivos y anticuerpos 

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para citometría de flujo: anticuerpo 

primario monoclonal producido en ratón contra CD44 conjugado a APC de BD 

Biosciences; anticuerpo primario monoclonal producido en ratón contra CD133 

conjugado a PE de Miltenyi Biotec. Para la técnica de WB:  anticuerpos primarios 

monoclonales producidos en conejo contra CD44 y contra CD133; anticuerpo 

primario monoclonal producido en ratón contra OGT de Abcam; anticuerpo primario 

monoclonal producido en conejo contra β-tubulina de Cell Signaling Technology 

(Danvers, MA, USA); anticuerpo primario producido en ratón contra-GAPDH de 

Santa Cruz Biotechnology Inc (Sta. Cruz, CA, USA). Para microscopía confocal: 

anticuerpo secundario policlonal producido en conejo acoplado a Alexa 647 de 

Invitrogen; anticuerpo secundario policlonal producido en conejo acoplado a Alexa 

488 de Molecular Probes, Inc., (Eugene, OR, USA). Para la detección de los niveles 

de O-GlcNAc en todas las técnicas, se utilizó el anticuerpo primario monoclonal 

producido en ratón RL2 de Thermo Fisher Scientific.   

6.2  Líneas celulares 

Se utilizó la línea primaria celular de origen colorrectal SW480 y su derivado 

metastásico SW620, ambas expresan una versión trunca de APC, tiene la vía de 

señalización Wnt activa constitutivamente y son células cancerosas prototipo 

dirigidas por KRAS (Mutaciones en KRAS G12V, APC A1457T/K1462R, FGFR3 

S400R, TP53 R273H y STK11 G58S) (Itkonen et al., 2016). Las líneas mencionadas 
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anteriormente y la línea celular de colon no maligna 112CoN usadas en el presente 

trabajo se adquirieron de la ATCC (Manassas, VA, USA) y fueron autenticadas en 

junio de 2017 mediante el perfil de repeticiones en tándem de DNA llevado a cabo 

por el Instituto Nacional de Medicina Genómica en la Ciudad de México. 

6.3 Cultivos celulares 

Las células 112CoN fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 10% 

de FBS, antibióticos (120 mg/ml penicilina and 200 mg/ml estreptomicina) y 2 mM 

de L-glutamina. Las células SW480 and SW620 fueron mantenidas en DMEM-F12 

suplementado con 5% de FBS, antibióticos y 2 mM de glutamina. Todos los cultivos 

celulares fueron cultivados en un incubador humidificado al 5% (v/v) de CO2 a 37°C. 

Para el ensayo de ayuno, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 

(GIBCO/Invitrogen) y colocadas en buffer HBSS (GIBCO/Invitrogen).  

6.4  Western Blot 

Primero, se realizó la lisis de los cultivos celulares, brevemente, las cajas de cultivo 

se lavaron 2 veces con PBS y se agregó buffer de lisis. La muestra se recuperó y 

fue centrifugada a 13,000 rpm durante 15 min a 4°C y el sobrenadante fue 

almacenado a 4°C hasta su uso. Las muestras proteicas (30µg) se separaron por 

SDS-PAGE al 10% seguido de la transferencia electroforética a membranas de 

nitrocelulosa (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Posteriormente, las membranas fueron 

bloqueadas al 5% con leche libre de grasa incubadas toda la noche a 4ºC con el 

anticuerpo primario monoclonal correspondiente. La detección se llevó a cabo 

usando el kit Super Signal (Pierce) con un anticuerpo secundario policlonal 
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conjugado a peroxidasa de rábano. Como control se usaron los anticuerpos contra 

actina, GAPDH o β-tubulina.  

6.5 Microscopía confocal e inmunofluorescencia  

Las células se sembraron en portaobjetos de cultivo con 8 cámaras individuales 

(LabTek®) a una confluencia de 5x104 células/ml durante toda la noche. 

Posteriormente, las muestras se fijaron con 1% (v/v) de paraformaldehído en PBS 

por 10 minutos a RT. Las células fijadas se lavaron con PBS y fueron 

permeabilizadas con 1% (v/v) de tritón X-100 en PBS por 5 minutos. Los sitios 

inespecíficos de interacción fueron bloqueados con 3% (w/v) de BSA/PBS. Después 

de los lavados, los portaobjetos fueron incubados con anticuerpos monoclonales 

primarios contra O-GlcNAc, CD133 o CD44 (Abcam) diluidos en 1% (m/v) de 

BSA/PBS toda la noche a 4°C protegidos de la luz. Las células se lavaron con PBS 

y fueron incubadas con anticuerpos secundarios policlonales acoplados a Alexa 

Fluor 647 o Alexa 488 (Invitrogen) durante 2 horas a RT. El portaobjetos fue 

incubado con DAPI (SIGMA Aldrich) en PBS por 5 minutos RT. Después se lavaron 

3 veces con PBS; finalmente se agregó medio de montaje Vectorshield (Vector 

Labs, CA) y los portaobjetos fueron sellados. Las muestras se examinaron con el 

microscopio confocal Nikon A1R+ STORM en la unidad de microscopía del Instituto 

de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Las imágenes obtenidas se analizaron 

con el programa ImageJ.  
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6.6 Citometría de flujo  

Para la tinción membranal de CD133 y CD44: 1 x 104 células fueron desprendidas 

con solución PBS/EDTA 10mM, raspadas de la caja de cultivo ligeramente y 

colectadas por centrifugación a 1200 RPM. El botón celular se lavó 2 veces con 

PBS y las células fueron incubadas con el anticuerpo monoclonal anti-CD44 

acoplado a APC (BD Bioscience), anti CD133 acoplado a PE (Myltenyi) o un mix de 

anticuerpos CD44/CD133 durante 20 minutos a 4°C protegido de la luz. Después, a 

las células se agregó PBS y fueron centrifugadas nuevamente. Finalmente, las 

muestras fueron analizadas con el citómetro de flujo Attune®. 

Para la tinción intracelular de OGT y O-GlcNAc: las células fueron desprendidas de 

la misma forma mencionada anteriormente pero inmediatamente fueron fijadas con 

1% (v/v) de paraformaldehído en PBS por 10 minutos a 4°C. Una vez 

permeabilizadas, fueron fijadas con metanol absoluto por 20 minutos en hielo y los 

sitios inespecíficos de interacción fueron bloqueados con 3% (w/v) de PBS/BSA. 

Los anticuerpos primarios monoclonales anti O-GlcNAc o anti-OGT fueron 

incubados durante 30 minutos a 4°C protegidos de la luz. Las células fueron lavadas 

una vez e incubadas con anticuerpos secundarios anti-ratón acoplado FITC o anti-

conejo acoplado a FITC. Se lavaron nuevamente y finalmente fueron analizadas con 

el citómetro FACScalibur. Todos los datos adquiridos por citometría de flujo fueron 

analizados con el programa FlowJo X.  

 

 



48 
 

6.7 Aislamiento celular por FACS 

De la misma forma que en la citometría de flujo, las células fueron desprendidas y 

las muestras resultantes fueron incubadas con anticuerpos primarios monoclonales 

anti-CD44 acoplado a APC, anti-CD133 acoplado a PE o un mix de ambos durante 

20 minutos a 4°C protegidos de la luz. Las células se lavaron, se filtraron y fueron 

colectadas en tubos estériles especiales para citometría de flujo. El aislamiento 

celular para separar las subpoblaciones CD44+, CD133+ o CD44/CD133 (dobles 

positivas), se llevó a cabo en un citómetro MoFlow Sorter. Al concluir el aislamiento, 

las células se sembraron en medios de cultivo distintos con base en el ensayo que 

se llevaría a cabo: DMEM F-12 con 5% (v/v) FBS, medio de formación de colonias 

con ITS o medio para cultivo 3D. 

6.8 Inhibidores farmacológicos 

8 x 105 células fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pozos y se incubaron 

durante toda la noche. Posteriormente, para la inhibición de OGT, las células se 

incubaron durante 24h en ausencia (usando como control la adición de DMSO como 

vehículo) o en presencia de Ac5SGlcNAc (en una dilución final de 50 µM). Para la 

inhibición de OGA, las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia o 

presencia de Thiamet-G (en una dilución final de 1 µM). Las células fueron 

incubadas a 37°C, se capturaron imágenes de los cultivos celulares para cada 

tratamiento al final de los periodos de incubación. Las células finalmente fueron 

colectadas para llevar a cabo los ensayos de citometría de flujo o hacer lisados 

celulares para WB.  
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6.9 Apoptosis 

La apoptosis se midió usando el kit de tinción Annexin-V-FLUOS (Sigma-Aldrich), 

siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. De forma resumida, 

después de 24 h de incubación con los inhibidores Ac5sGlcNAc o Thiamet G, las 

células fueron raspadas de la caja de cultivo ligeramente (no se usó tripsina para 

desprender las células con el fin de evitar la exposición inespecífica de Anexina V), 

se centrifugaron y lavaron 2 veces con PBS. Se añadió Anexina-FITC y ioduro de 

propidio en el buffer de tinción a la suspensión celular y fueron incubadas por 10 

minutos a RT. Las células fueron analizadas con el citómetro de flujo Attune®. 

6.10 Ensayo de proliferación 

La proliferación fue medida al teñir a las células con el kit de proliferación celular 

CellTrace (Invitrogen) el cual utiliza el colorante fluorescente CFSE para monitorear 

las generaciones celulares, ya que la señal disminuye a la mitad con cada ciclo de 

división celular. 5x104 células se incubaron con CFSE (en una dilución final de 1 µM) 

en PBS durante 20 minutos a 37°C. Después, las células se centrifugaron y fueron 

sembradas en placas de cultivo de 12 pozos. Las células se incubaron en ausencia 

o presencia de los inhibidores Ac5sGlcNAc o Thiamet-G durante 24h. Finalmente, 

las células se colectaron, centrifugaron y analizaron mediante citometría de flujo en 

el citómetro FACScalibur.  
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6.11 Ensayo de formación de colonias 

Después del aislamiento celular, 500 células fueron sembradas en placas de cultivo 

de 6 pozos con medio DMEM-F12 suplementado con ITS 1X. Después de 2 

semanas, se adquirieron imágenes para cada condición experimental y las colonias 

en la caja de cultivo fueron contabilizadas.  

6.12 Cultivo 3D 

Después del aislamiento celular, 500 células fueron sembradas en cajas de cultivo 

de adherencia baja de 6 pozos con medio DMEM F-12 suplementado con B27 (2% 

v/v) y EGF (20ng/ml) por duplicado. Después de 3 semanas, se adquirieron 

imágenes para cada condición experimental y los esferoides se colectaron para ser 

lisados y analizados por WB.  

6.13 Análisis estadístico  

Los datos están expresados como la media +/- de SEM. Los análisis estadísticos se 

realizaron usando una prueba t de Student o una ANOVA de una vía con una prueba 

de comparación múltiple Tukey. El valor de p<0.05 fue considerado como 

significativo estadísticamente. Se utilizó el programa GraphPad Prism 8.0 para 

analizar los datos.  
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7 RESULTADOS 

7.1 Los perfiles de expresión de los marcadores de troncalidad celular en las 

células cancerosas colorrectales cambian durante la progresión del cáncer 

Se han descrito diversos marcadores de CSCs colorrectales a la fecha, incluyendo 

CD133, CD44, CD24, CD166 y Lgr-5; entre otros (Taniguchi et al., 2016; Kim et al., 

2014). Se ha demostrado que la isoforma CD44v6 tiene un papel importante en la 

progresión, metástasis y pronóstico de CRC (Banky et al., 2012; Lv et al., 2015). 

Asimismo, CD44 y CD133 han sido ampliamente validados como marcadores de 

CSC en una variedad de tumores sólidos incluyendo CRC, por lo que fueron 

seleccionados en el presente estudio y su expresión fue examinada en células 

humanas cancerosas de colon. Como modelos celulares se eligió la línea SW480, 

proveniente de un caso de adenocarcinoma de CRC y su contraparte metastásica 

derivada SW620. Ambas expresan una versión trunca de APC, tienen la vía de 

señalización Wnt constitutivamente activa y son prototipos de células cancerosas 

de colon promovidas por KRAS. Los resultados provenientes de cada línea celular 

fueron comparados con la línea celular de colon no maligna 112CoN (Figura 10).  

 

 

 

 



52 
 

 

 



53 
 

 

 

 

 

 

 

El análisis por WB de los extractos celulares totales mostrado en la Figura 10A, 

indicó que el marcador CD133, mostrado como un doblete, está enriquecido en las 

células metastásicas SW620; mientras que CD44, también en doblete, se expresa 

principalmente tanto en las células 112CoN y en las SW480 de cáncer primario. La 

isoforma de CD44, CD44v6 se expresa sólo en las células cancerosas. De forma 

interesante, al analizar la expresión membranal de estos marcadores de células 

troncales a través de citometría de flujo (Figura 10B/C), se observó que ni CD133 ni 

CD44 se expresan en la membrana de las células de colon no maligna. Además, se 

encontró que las células SW480 solo expresan CD44/CD44v6, pero no CD133 a 

nivel membranal. Esto puede explicarse debido a que se ha descrito anteriormente 

que el ligando principal de CD44 es HA, el cual está ampliamente expresado en la 

matriz extracelular; por lo que es de esperarse que las células de tumor primario 

expresen el marcador asociado a interacción con matriz extracelular (Zoller, 2011). 

Mientras que y de forma remarcable, las células SW620, derivadas de la metástasis 

del mismo tumor que las SW480, solo expresan CD133 y CD44v6, pero no CD44. 

Ya que existe evidencia creciente que demuestra que la expresión de CD133, está 

asociada a la quimioresistencia, relapso y metástasis distante en pacientes con 

Figura 10. Expresión de CD133, CD44 y CD44v6 en la línea celular normal (112CoN) y las 

líneas cancerosas de origen colorectal (SW480 y SW620). A) WB mostrando la expresión de 

CD133, CD44 y CD44v6 en lisados totales de las líneas celulares. GAPDH se utilizó como control 

de carga. Los resultados son un representativo de al menos tres experimentos independientes 

usando preparaciones celulares. El análisis por densitometría de los niveles de expresión para 

cada marcador se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 

ensayos *p = 0.01; ** = 0.001. B) Expresión membranal de las subpoblaciones CD133+, CD44+ 

y CD133+CD44+ en las células de las líneas celulares 112CoN, SW480 y SW620. Se muestra la 

adquisición de 1 x 104 eventos. Los anticuerpos anti-CD44 acoplado a APC y anti CD133 acoplado 

a PE se utilizaron para la tinción de proteínas. Para la adquisición de muestras se utilizó el 

citómetro MoFlow. C) Expresión membranal de CD44v6 en las líneas celulares SW480 y SW620. 

Se muestra la adquisición de 1 x 104 eventos. Los anticuerpos CD44v6 y un anticuerpo secundario 

anti-CD44v6 hecho en ratón acoplado a FITC se utilizaron para la tinción de proteínas. El 

citómetro FACScalibur se utilizó para adquirir las muestras.  
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CRC; los resultados anteriores también sustentan la asociación del marcador de 

troncalidad CD133 con el fenotipo maligno celular canceroso (Wang et al., 2012; 

Zhao et al., 2016). Por otro lado, estos resultados sugieren que existe un cambio en 

el perfil de expresión de los marcadores de troncalidad durante la progresión de la 

malignidad. Más aún, aunque las células no malignas expresan CD44, este 

marcador no se encuentra en la membrana celular y cabe resaltar que del total de 

la expresión de CD44 expresado en la membrana de las células SW480 

corresponde a CD44v6, la variante más relacionada con malignidad. 

7.2  Las líneas celulares de CRC tienen un incremento en los niveles de O-

GlcNAcilación en comparación con las células de colon no maligna y la 

perturbación de estos niveles incrementa la expresión de marcadores de 

troncalidad 

Previamente ya había sido descrito que los niveles de O-GlcNAcilación se 

encuentran incrementados en diversos tipos de cáncer, incluyendo CRC (Itkonen et 

al., 2016; Fardini et al., 2013). Para determinar los niveles de O-GlcNAcilación, la 

expresión de OGT y OGA en las células de CRC en comparación con las células no 

malignas de colon, se utilizaron ensayo de WB, inmunofluorescencia y análisis por 

citometría de flujo. Los resultados mostrados en Figura 11A (Citometría de flujo), 

Figura 11B (WB) y Figura 11C (inmunofluorescencia) claramente indican que, como 

se había reportado previamente, los niveles de O-GlcNAcilación son mayores en las 

células cancerosas en comparación con las no malignas. De forma consiste con lo 

anterior, las figuras 11A/B muestran como la expresión de OGT, la cual agrega O-

GlcNAc, tiene un incremento mientas que OGA, la cual lo remueve, mostró una 
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disminución en las células malignas al ser comparada con la expresión encontrada 

en las células no malignas.  
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Posteriormente, se investigaron cuáles eran los efectos producidos por la 

perturbación de los niveles de O-GlcNAc sobre la expresión de los marcadores de 

troncalidad CD44 y CD133 mediante la inhibición farmacológica de OGT y OGA en 

las células de CRC. Primero, se examinó la efectividad del inhibidor de OGT por 

WB: se utilizó el inhibidor Ac5SGlcNAc (50 µM) para disminuir los niveles de O-

GlcNAc y el inhibidor de OGA, Thiamet-G (1 µM) para incrementarlos. Como se 

observa en la Figura 12A, tal como se esperaba, la inhibición de OGA produjo una 

elevación global de los niveles de O-GlcNAcilación en ambas líneas celulares; 

mientras que la inhibición de OGT indujo una fuerte disminución en los niveles en 

comparación con los controles de las líneas celulares. En la Figura 12B se muestran 

las fotografías tomadas a las células después de 24 horas de incubación con los 

inhibidores; es interesante observar que en ambos tipos celulares la inhibición de 

OGT, pero no de OGA, produjo un cambio en la morfología y una disminución en la 

cantidad de células. Debido a que esta disminución en el número de células puede 

ser causado por una disminución en el rango de proliferación celular o por un 

incremento en la apoptosis, se analizó el impacto de las inhibiciones en ambos 

procesos. Los resultados presentados en la Figura 12C indican que la inhibición de 

OGT afecta de forma negativa la proliferación de las células SW480 y SW620, 

Figura 11. Los niveles de O-GlcNAcilación y la expresión de OGT son mayores en las líneas 

cancerosas en comparación con la línea normal de colon, mientras que la expresión de 

OGA se ve disminuida en las líneas malignas en comparación con las no-malignas. A) 

Citometría de flujo. El análisis por densitometría de los niveles de expresión para cada marcador 

se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos *p = 

0.01; ** = 0.001 comparadas con las células control 112CoN. B) Western blot de lisados totales. 

C) Inmunofluorescencias que muestran los niveles de expresión de O-GlcNAc, OGT y OGA en 

cada línea celular. Células normales: 112CoN; células cancerosas; SW480 y SW620.  
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efecto que ya se había reportado previamente en otros tipos de cáncer (Itkonen et 

al., 2016), incluyendo las células de CRC (Steenackers et al., 2016). La disminución 

en la proliferación se visualiza en la figura 12 como la retención del compuesto 

fluorescente CFSE en las células tratadas con Ac5sGlcNAc; mientras que en las 

células control o las tratadas con Thiamet-G, la señal fluorescente disminuye con 

cada ciclo de división celular. Además, se encontró que ninguno de los tratamientos 

con los inhibidores afectó de forma significativa el rango de apoptosis de ambos 

tipos celulares, como se muestra en la Figura 12D.  
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Figura 12. Efectos de la inhibición de OGT y OGA en los rangos de proliferación y apoptosis 

de las células SW480 y SW620. Las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia 

(vehículo) o presencia de 50 µM de Ac5sGlcNAc para disminuir los niveles de O-GlcNAc; o en 

presencia de 1µM de Thiamet-G para incrementar los niveles. A) Western blot que muestra la 

efectividad de los inhibidores en los niveles de O-GlcNAc celulares. B) Después de 24 horas de 

inhibición se tomaron fotografías con aumento 40X. C) Ensayos de proliferación usando CellTrace 

CFSE por citometría de flujo. Los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos *p 

= 0.01; ** = 0.001. D) La muerte celular fue evaluada con el Kit de detección de apoptosis Anexina 

V-FITC. Los diagramas de puntos muestran la muerte celular temprana, tardía, necrosis o las 

células viables. Los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos. 
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Posteriormente se evaluaron los efectos de la modificación de los niveles de O-

GlcNAc en la expresión de los marcadores de CSCs mediante citometría de flujo. 

Los resultados presentados en la Figura 13A claramente indican que la inhibición 

de OGA no afectó los perfiles de expresión de los marcadores de CSCs CD44 y 

CD133 ni en células SW480 ni en las células SW620, en comparación con las 

células control sin tratamiento. Sin embargo, y de forma contrastante, la inhibición 

de OGT en la línea celular metastásica SW620 indujo la expresión de CD44 e 

incrementó la expresión de CD133. Además, enfatizando, la inhibición de OGT 

indujo la aparición de una subpoblación doble positiva CD44+/CD133+ tanto en las 

células de tumor primario SW480 y en la línea metastásica SW620. Por lo que, estos 

resultados sugieren que la inhibición de OGT incrementa la troncalidad de las 

células de CRC. De forma consistente, al incubar tanto los controles como las 

células tratadas con los inhibidores en los ensayos de formación de esferoides y de 

actividad clonogénica, solo las células SW480 o SW620 tratadas con Ac5sGlcNAc 

formaron esferoides bien definidos y condensados, como se observa en Figura 13B; 

así mismo, la actividad de clonogénica solo se incrementó en las células donde OGT 

estaba inhibida, lo que puede observarse en la Figura 13C. Además, el análisis de 

la expresión de los marcadores CD44 y CD133 mediante WB en las células SW480 

y SW620 tratadas mostró un aumento significativo de la expresión de CD44 y 

CD133 solo en las células donde se inhibió OGT en comparación con las células 

donde OGA fue inhibida y con las células control (Figura 13D).  
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7.3  Las subpoblaciones doble positivas CD44+/CD133+, inducidas como 

resultado de la inhibición de OGT, poseen un fenotipo más agresivo 

evaluado mediante el incremento en la clonogenicidad y la formación de 

esferoides en cultivos 3D  

Previamente las subpoblaciones doble positivas CD44/CD133 han sido encontradas 

en diversos tumores altamente metastásico como hígado, páncreas, vejiga y colon. 

En CRC, esta subpoblación fue aislada e indujo la formación de tumores en ratones 

inmunocomprometidos en comparación con el mismo número de células que 

expresaron sólo un marcador (CD133+/CD44-), las cuales no lograron formar tumor, 

indicando que CD44 provee de un mejor enriquecimiento de características de 

CSCs a la subpoblación CD133+ (Haraguchi et al., 2008). Del mismo modo, esta 

subpoblación CD133+CD44+ también ha sido caracterizada en diversos tumores 

altamente metastásicos; en pacientes con CRC con metástasis temprana de 

hígado, la co-expresión de CD133 y CD44 es significativamente mayor que en los 

Figura 13. La inhibición de OGT promueve cambios en la expresión de los marcadores de 

troncalidad, CD133 y CD44. Las células fueron incubadas durante 24 h en ausencia (DMSO 

como vehículo) o presencia de 50 µM de Ac5sGlcNAc para disminuir los niveles de O-GlcNAc; o 

en presencia de 1µM de Thiamet-G para incrementar los niveles. A) Después de 24 horas de 

exhibición, la expresión de las subpoblaciones CD44+. CD133+ y CDCD44+CD133+ se evaluó 

mediante citometría de flujo, los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos 

independientes. *p = 0.01; ** p = 0.001 comparadas con el control. B) Cultivo de esferoides. Las 

poblaciones totales fueron cultivadas en placas de ultra baja adherencia con medio suplementado 

con EGF y B27. Después de 2 semanas de incubación, se tomaron fotos de las esferas formadas. 

C) Ensayos de clonogenicidad. Las células fueron cultivadas en medio DMEM F12 con ITS en 

ausencia o presencia de los inhibidores de OGT o OGA para evaluar la formación de colonias. 

Las barras en las gráficas representan la media +/- SEM de tres experimentos diferentes. D) 

Western blot de lisados totales mostrando la expresión de CD133 y CD44 en los cultivos de 

esferoides. Como control de carga se utilizó GAPDH. Los resultados muestran un representativo 

de al menos tres experimentos independientes usando preparaciones celulares diferentes. Se 

muestra el análisis de densitometría de la expresión de los niveles de cada marcador a la derecha 

y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos independientes. *p = 0.01; **p 

= 0.05, * ** p = 0.001 (ensayo de t de Student) comparadas con el control. 
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casos sin metástasis (Huang et al., 2012). Por lo tanto, se decidió profundizar y 

averiguar si en este caso, el evento también correlaciona con un cambio a un 

fenotipo maligno más agresivo. Con este objetivo, se analizaron las características 

típicas que exhiben las CSCs, como la habilidad de formación de esferoides y la 

clonogenicidad, en las subpoblaciones CD133/CD44 en comparación con las 

poblaciones con solo un marcador obtenidas como resultado de la inhibición de 

OGT. Tal como se representa en la Figura 14A, las subpoblaciones de células 

troncales encontradas en cada línea celular después de la incubación con el 

inhibidor de OGT fueron aisladas mediante FACS y cultivadas para los ensayos de 

clonogenicidad y formación de esferoides en cultivos 3D. Los resultados 

presentados en la Figura 14B muestran que, como se esperaba, las células SW620 

derivada de metástasis, claramente formaron más colonias que las células de tumor 

primario SW480. De forma interesante, al comparar la subpoblación con un solo 

marcador y la subpoblación doble positiva de cada línea celular, esta última exhibió 

mayor habilidad de clonogenicidad, indicando el desarrollo de un fenotipo maligno 

más agresivo (Figura 14B). También se llevaron a cabo cultivos en 3D con medio 

selectivo para inducir la formación de colonoesferas, y como se muestra en la figura 

14C, ambas subpoblaciones ya sea en las células SW480 o SW620 tuvieron la 

habilidad de formar esferoides en el medio selectivo. Sin embargo, las 

subpoblaciones dobles positivas de células troncales en ambos tipos celulares 

formaron esferoides más grandes y condensados comparados con las 

subpoblaciones que expresan un solo marcador particularmente en la línea 

metastásica SW620. Finalmente, la evaluación de los niveles de O-GlcNAcilación 

en las subpoblaciones de células troncales derivadas de las células SW480 y 
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SW620 derivadas de la inhibición con OGT mostraron que aunque la subpoblación 

doble positiva de SW480 mostró niveles más altos de O-GlcNAc comparadas con 

sus contrapartes de un solo marcador, no hubo un cambio significativo en los niveles 

de O-GlcNAc encontrados en la población doble positiva de las células SW620 en 

comparación con las células troncales positivas con un solo marcador. Aunque debe 

tomarse en consideración que después de la exposición de condiciones de estrés y 

cuando las células se adaptan a las condiciones de crecimiento, los niveles de O-

GlcNac se recuperan (Figura 14D).  
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7.4  El estrés nutricional induce efectos similares a los observados durante la 

inhibición de OGT en la expresión de marcadores de troncalidad en células 

cancerosas  

Se encontró que la inhibición de OGT en las células cancerosas de tumor primario 

y metastásico indujo no sólo un incremento en la expresión de marcadores de 

troncalidad, sino también la aparición de subpoblaciones doble positivas para 

marcadores de troncalidad que exhiben un fenotipo más agresivo. Evidencia 

experimental ha mostrado que las señales de estrés en el microambiente tumoral 

conllevan a la plasticidad fenotípica, invasión y determinan el resultado terapéutico 

de los pacientes. El estrés nutricional, particularmente la privación de glucosa, 

puede disminuir la disponibilidad de UDP-GlcNAc y como consecuencia, también 

los niveles intracelulares de O-GlcNAc. Con este fin, el medio de cultivo de las 

células SW480 y SW620 fue reemplazado con solución HBSS durante diferentes 

Figura 14. Las subpoblaciones dobles positivas CD133+/CD44 inducidas como resultado 

de la inhibición de OGT muestran un fenotipo más agresivo en comparación con las 

subpoblaciones que expresan solo un marcador. A) Esquematización de la técnica 

experimental usada. B) Ensayos de clonogenicidad. Se llevó a cabo el aislamiento por FACS de 

las subpoblaciones sencillas o dobles positivas; las células aisladas fueron cultivadas y crecidas 

en diferentes condiciones de cultivo. Las células doble positivas se cultivaron en medio DMEM 

F12 con ITS para evaluar la formación de colonias. Las barras en las gráficas representan la 

media +/- SEM de tres experimentos diferentes. *p = 0.01; **p = 0.05, * ** p = 0.001 (ensayo de t 

de Student) comparadas con el control. C) Cultivo de esferoides. Las células fueron cultivadas en 

placas de cultivo de ultra baja adherencia con medio suplementado con EGF y B27. Después de 

3 semanas de incubación, se tomaron fotos de las esferas formadas. Para compararlas, las 

células que expresan un solo marcador (CD44 para SW480 y CD133 para SW620) fueron 

cultivadas bajo las mismas condiciones de cultivo. Los esferoides fueron lisados y se evaluaron 

los niveles de expresión de O-GcNAc por WB. El aislamiento de las células por FACS se llevó a 

cabo en un citómetro MoFlow. D) Los esferoides fueron lisados y los niveles de O-GlcNAc fueron 

evaluados por WB. Como control de carga se utilizó GAPDH. Los resultados muestran un 

representativo de al menos tres experimentos independientes usando preparaciones celulares 

diferentes. El análisis de densitometría de la expresión de los niveles de los niveles de O-GlcNAc 

se muestra a la derecha y los datos representan la media +/- SEM de al menos 3 ensayos 

independientes. *p = 0.01 (Prueba T) en comparación con los esferoides que expresan solo un 

marcador.  
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periodos de tiempo; 4, 8, 16 o 24 horas (Figura 15). Las células se colectaron en 

estos diferentes puntos para evaluar los niveles de O-GlcNAcilación, la expresión 

de OGT y la expresión de los marcadores de troncalidad por WB. Los resultados 

presentados en la Figura 15A muestran que, en concordancia con la hipótesis, la 

exposición de las células SW480 y SW620 a un estrés nutricional agudo mimetiza 

la inhibición de OGT, dado que los niveles de O-GlcNAcilación y los niveles de 

expresión de OGT fueron reducidos en una manera dependiente del tiempo, siendo 

las 16 y 24 horas de incubación de las células en HBSS donde se encontró la mayor 

disminución. Además, los resultados presentados en la figura 15B (expresión de 

CD133), 15C (expresión de CD44) y 15D (expresión de CD44v6), muestran que el 

estrés nutricional indujo un incremento general en la expresión de los marcadores 

de troncalidad en ambos tipos celulares comparados con los controles (tiempo 0); 

lo que fue significativo después de 8 h de ayuno. Cabe recordar que, bajo 

condiciones normales de cultivo, las células SW480 no expresan el marcador 

CD133 (mostrado previamente en la Figura 10). Pero, al ser expuestas a 

condiciones de estrés nutricional, la expresión de CD133 se induce y también se 

incrementa la expresión de CD44/CD44v6; de una forma similar a cuando OGT es 

inhibida farmacológicamente. Por lo anterior, los resultados sugieren que el ayuno 

incrementa la expresión de marcadores de troncalidad, apoyando la idea de que la 

actividad de OGT está integrada estrechamente con el estado nutricional de la 

célula y, además, parece que el incremento de los niveles de O-GlcNAc es parte de 

la respuesta a estrés endógena que es ligada a la supervivencia celular.  
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8 DISCUSIÓN 

La presencia de las subpoblaciones de CSCs ha sido identificada en casi todos los 

tipos de cáncer. Como ya se mencionó anteriormente, la proteína CD133 ha sido 

utilizada ampliamente como biomarcador para identificar y aislar células troncales a 

partir de tejidos cancerosos, incluyendo la mucosa colorrectal. La presencia de 

células CD133+ ha sido asociada con el fenotipo maligno en diversos tipos de 

tumores, incluyendo CRC. Consistente con lo anterior, se ha reportado que la 

subpoblación CD133+ es más grande en los tumores de metástasis de hígado que 

en los primarios en CRC (Li, 2013). Además, se ha demostrado que las células 

CD133+ muestran un alto grado de quimioresistencia (Zhang et al., 2010; 

Angelastro and Lame, 2010). De forma interesante, en el presente trabajo, se 

encontró que, bajo condiciones de cultivo normales, las células SW480 expresaron 

el marcador CD44 y no el CD133 en membrana celular; mientras que la línea 

derivada metastásica del mismo tumor SW620 expresa principalmente CD133. 

Diversos autores han reportado que CD44 también se expresa comúnmente en las 

CSCs tumorales, y se ha descrito que participa en una variedad de funciones 

biológicas como adhesión celular, migración tumoral, crecimiento, diferenciación, 

supervivencia y quimioresistencia (Banky et al., 2012). La forma estándar de CD44 

Figura 15. El estrés nutricional mimetiza los efectos de la inhibición de OGT en la 

expresión de marcadores de troncalidad. El medio de cultivo de las células SW480 y SW620 

fue reemplazada por HBSS durante 4, 8, 16 o 24 horas. Las células fueron colectadas en los 

distintos puntos y se midieron los niveles de O-GlcNA, la expresión de OGT, así como la 

expresión de los marcadores de células troncales por WB. A) Los niveles de O-GlcNAc y OGT 

disminuyen de forma dependiente del tiempo durante la incubación de las células en HBSS. Los 

resultados obtenidos para la expresión de CD133 se muestran en el panel B, la expresión de 

CD44 en el panel C y de CD44v6 en el panel D. Los resultados en las gráficas representan la 

media +/- SEM de tres experimentos independientes. *p = 0.01;   ** p = 0.001 (ensayo de t de 

Student) comparadas con el control. 
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es la isoforma más pequeña codificada por 10 exones, sin los productos de los 

exones adicionales; mientras que las variantes son isoformas que expresan 

segmentos adicionales (v2-v10) en el dominio extracelular, los cuales son 

generados por splicing alternativo. Tanto la forma estándar como las variantes 

pueden ser reconocidas por los anticuerpos dirigidos contra la región estándar, pero 

de forma importante, la expresión de las variantes solo ha sido encontrada en las 

células cancerosas y se producen durante la progresión tumoral. Por lo tanto, 

diferentes células de un tumor pueden expresar varios y posiblemente diferentes 

grupos de isoformas de CD44. En CRC, la isoforma v6 es frecuentemente asociada 

con el fenotipo metastásico en la literatura y recientemente se ha asociado con la 

adquisición de la resistencia a fármacos (Lv et al., 2015). De acuerdo con lo anterior, 

mientras que el epitelio glandular del intestino grueso expresa la forma estándar 

pero no las variantes; los adenomas colorrectales altamente displásicos, el CRC 

primario y el metastásico expresan las isoformas de CD44. Por lo que los resultados 

presentados apoyan la noción de que la expresión de las variantes está asociada 

con la malignidad, ya que se encontró que las células normales de la línea 112CoN 

expresan CD44, pero no CD44v6, la cual solo se halló en las células malignas de 

colon.  

En este estudió se mostró que, en las células cancerosas, la inhibición de OGT 

indujo la aparición de una subpoblación doble positiva CD133+/CD44+ de CSCs. 

En concordancia con los resultados, estas células cancerosas CD133+/CD44+ han 

sido caracterizadas en diversos tumores altamente metastásicos como CRC (Chen 

et al., 2011b; Huang et al., 2012; Bellizzi et al., 2013), hígado (Hou et al., 2012) y 
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carcinoma de vesícula (Shi et al., 2010b). También se ha reportado que, en CRC 

con metástasis temprana de hígado, la co-expresión de CD133 y CD44 es 

significativamente más alta en comparación con los casos sin metástasis de hígado 

(Huang et al., 2012).  

Las funciones que desempeña la O-GlcNAcilación en las células troncales y la 

pluripotencia han sido poco descritas y permanecen sin ser totalmente clarificadas. 

En este aspecto, Jang et al. mostró que el bloqueo de OGT mediante su knockdown 

reduce el potencial de autorrenovación en las ESC, mientras que el incremento 

global de los niveles de O-GlcNAcilación inhibió la diferenciación normal (Jang et 

al., 2012). Otros autores han mostrado que O-GlcNac se requiere para la 

supervivencia de ESC y que el knockout de OGT en ratones mostró letalidad 

embrionaria (Shafi et al., 2000). Además, se ha revelado a través de evidencia 

experimental que O-GlcNAc controla la pluripotencia al regular directamente la 

actividad transcripcional de los componentes nucleares de la red de pluripotencia; 

por ejemplo, se ha mostrado en diversos factores de troncalidad celular como OCT4 

y SOX2. Mientras que el rol de la O-GlcNAcilación de SOX aún no es totalmente 

claro, se ha descrito que OCT4 y OGT interactúan y se modifican para regular la 

pluripotencia de la red genética (Pardo et al., 2010).  

En este trabajo se investigaron los efectos producidos por la modificación de los 

niveles de O-GlcNAc en la expresión de los marcadores de troncalidad CD44 y 

CD133 mediante la inhibición farmacológica de OGT u OGA, las enzimas que 

catalizan la adición o remoción de O-GlcNAc, respectivamente. Además, no solo fue 

confirmado que O-GlcNAc funciona como un sensor nutricional y que la actividad 
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de OGT está estrechamente integrada con el estado nutricional de la célula, como 

se reportó previamente en otros sistemas celulares; sino también que los niveles 

incrementados de O-GlcNAc son parte de la respuesta endógena al estrés que está 

ligada a su vez a la supervivencia celular. Con respecto a la anterior, evidencia 

experimental ha mostrado que la O-GlcNAcilación funciona como un sensor 

nutricional que asocia el estatus metabólico de la glucosa con la regulación celular 

de la transducción de señales, transcripción, función proteica y diferenciación 

(Olivier-Van Stichelen and Hanover, 2015; Sharma et al., 2018). Como se mencionó 

anteriormente, en células cancerosas, el metabolismo esta dramáticamente 

alterado en comparación con las células normales; las células cancerosas 

reprograman su metabolismo para experimentar una tasa incrementada de 

glucólisis y fermentación de ácido láctico, aún bajo condiciones de normoxia [efecto 

Warbug (Warbug, 1956)]. Una consecuencia de estos cambios metabólicos es el 

incremento de la ingesta celular a la glutamina, que a su vez, incrementa el flujo a 

través de HBP. Ya que HBP requiere glucosa, glutamina, ácidos grasos y UTP, 

integra la información de la disponibilidad de nutrientes en la célula. De forma 

importante, HBP produce el donador de energía UDP-GlcNAc, el cual es el donador 

involucrado en la síntesis de nucleótidos, glicosilación compleja y también es 

utilizado por OGT para modificar proteínas blanco (Itkonen et al., 2016).  

La expresión incrementada de OGT se ha detectado en diversos tipos de cáncer, 

incluyendo cáncer de vejiga (Rozanski et al., 2012), cáncer de pulmón y CRC. En 

este trabajo fue confirmado que OGT está sobrexpresada en las células cancerosas 

en comparación con las no malignas, y se mostró que la disminución de los niveles 
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de O-GlcNAc, a través de la inhibición farmacológica de OGT, indujo la aparición de 

una pequeña subpoblación CD44+/CD133+ con un fenotipo más agresivo. Aunque 

al analizar los niveles de O-GlcNAc en las células doble positivas de la línea SW620, 

se encontró que exhibieron niveles menores de O-GlcNAc comparados con sus 

contrapartes que solo expresan un marcador; mientras que la subpoblación doble 

positiva de las células SW480 mostró niveles mayores en comparación con la 

subpoblación con un solo marcador. Pero debe tomarse en consideración que los 

niveles de O-GlcNAc examinados en los esferoides derivados de las células 

troncales dobles positivas fueron obtenidos 3 semanas después de los cultivos 3D. 

Por lo que se esperaba una disminución en los niveles de O-GlcNAc solo como el 

resultado del ayuno o sí la glucosa fuera retirada de las células tumorales, pero una 

vez que estas se adaptan a las condiciones de cultivo, los niveles de O-GlcNAc se 

recuperan como resultado de su metabolismo. Sin embargo, es interesante notar 

que estos niveles fueron menores en las células metastásicas SW620 en 

comparación con las células del tumor primario SW480 de las que derivan. Ya que 

se espera una disminución en los niveles de O-GlcNAc si la glucosa es retirada, se 

hipotetizó que la exposición de las células a un estrés nutricional agudo podría 

mimetizar los efectos producidos por la inhibición de OGT. De hecho, los resultados 

presentados confirmaron que el ayuno incrementa la expresión de los marcadores 

de troncalidad, reafirmando la noción de que la vía HBP y la actividad de OGT están 

íntimamente integradas con el estado nutricional de la célula y contribuye a regular 

el mantenimiento de la troncalidad.  
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En este trabajo se encontró que el incremento de los niveles de O-GlcNAc 

observado en las células de CRC parece ser parte de la respuesta endógena a 

estrés nutricional la cual está ligada a la supervivencia celular. En este aspecto, los 

datos son consistentes con la noción de que la modificación por O-GlcNAc de 

proteínas es una vía de señalización modulada metabólicamente que regula la 

función celular y tiene un papel particularmente crítico en mediar la respuesta de las 

células al estrés (Chatham and Marchase, 2010). Evidencia de lo anterior fue 

reporta en 2004 por Zachara et al., cuando se mostró que los niveles de O-GlcNAc 

incrementan la respuesta a diversos arreglos de estímulos de estrés y la inhibición 

de esta respuesta produjo una reducción en la supervivencia celular (Zachara et al., 

2004). Otros autores también mostraron que los niveles de O-GlcNAc se 

incrementan en respuesta al estrés, este aumento atribuye un incremento a la 

tolerancia al estrés; además el aumento agudo de esta respuesta es citoprotectora, 

incluso en el sistema cardiovascular (Liu et al., 2006). Por lo tanto, los datos del 

presente trabajo apoyan a la propuesta de que la modificación por O-GlcNAc de 

proteínas no solo funciona como un sensor del estado nutricional el cual tiene un 

papel crítico en el mantenimiento de la troncalidad, sino que también es un 

importante mediador de la respuesta celular a condiciones de estrés.  
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9 CONCLUSIONES 

● La inhibición de OGT y la consecuente disminución de los niveles de O-

GlcNAc, altera la expresión de marcadores de troncalidad e induce la 

aparición de una subpoblación agresiva doble-positiva CD133+/CD44+. La 

co-expresión de ambos marcadores ha sido encontrada y caracterizada en 

tumores de CRC altamente metastásicos.  

● La exposición de las células cancerosas a estrés nutricional agudo mimetiza 

el efecto de la inhibición de OGT, lo cual confirma que O-GlcNAc funciona 

como sensor nutricional y que la actividad de OGT está altamente integrada 

con el estatus nutricional de la célula. 

● La vía metabólica HBP/O-GlcNAc regula la función celular y juega un papel 

crítico al mediar la respuesta celular a estrés.   

● O-GlcNAc se asociada con desarrollo maligno de las CSCs, por lo que puede 

su alteración puede asociarse con los sellos distintivos del cáncer.  
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10. ARTÍCULOS PUBLICADOS DERIVADOS DE ESTA TESIS 
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