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α/β: ratio alfa/beta 

5-FU: 5-Fluorouracilo 

A: adenina 

Ää: aminoácidos 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADN-PKcs: subunidad catalítica de quinasas dependiente de ADN  

Akt: Protein Kinase B  

AMPK: proteína quinasa monofosfato-activado 

AMPS: persulfato de amonio 

APE: AP endonucleasas 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 
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ATG: gen relacionado con la autofagia  

ATM: proteína mutada ataxia-telangiectasia 

ATP: Adenosina Trifosfato  

ATR: proteína AT-relacionada ataxia-telangiectasia y Rad3-related  

BAX: Bcl-2-Associated X protein  

BCL-2: B-Cell CLL/Lymphoma 2  

Bcl-XL: señal antiapoptótica 

BECN1: Beclin1  

BED: dosis biológica efectiva o equivalente  

BER: reparación de escisión de bases (base excision repair) 

BH3: proteínas BCL-2-homólogas 3 

Bim: molécula proapoptótica 

BRCA1: gen del cáncer de mama 1 

BRCA2: gen del cáncer de mama 2 

BSA: Bovine Serum Albumin  

C: citosina 

CAMs: cadherinas  

CDK: quinasas dependientes de ciclinas  

ICDK: inhibidores de las CDK   

CDKN1A: inhibidor de las CDK 1A   

CDKN2A: inhibidor de las CDK 2A  
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CDs: células dendríticas 

CH3: grupo metilo  

CH3CO: grupo acetilo  

CI: índice de combinación  

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad  

CNK: células natural killer  

CPAs: células presentadoras de antígeno  

CQ: cloroquina 

CTCL: linfoma cutáneo de célula T  

CTL: linfocitos T citotóxicos 

DAMPs: damage associated molecular patterns 

DAPK: proteína kinasa asociada a muerte  

DDR: respuesta al daño de ADN  

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO: dimetilsulfoxido 

RCD: rotura de doble cadenas 

RRCS: reparación rotura de doble cadenas  

E: efecto  

E2F: factor de transcripción E2F  

EDTA: ácido etilen diamino tetra acético 

eIF2a: factor de iniciación eucariota 2α 

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico  

ERK: Extracellular-signal-regulated kinase 

FAS: receptor de superficie  

FBS: Suero fetal bovino  

FDA: Food and Drug Administration  

FEN1: endonucleasa Flap 1 

FGF1/2: factores de crecimiento fibroblásticos  

FOXO: Forkhead box protein O1 

G: guanina   

GRP78: proteína glucosa-relacionada 78  

GTPasa: guanosina trifosfato  

Gy: grey 

HATs: histonas acetiltransfersas 
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HDAC: histonas deacetilasas  

HDACi: inhibidores de HDAC 

HDR: braquiterapia de alta tasa 

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

HRP: enzima peroxidasa de rábano  

HSC70: chaperona 70 

HSPA8: chaperona 8 

ICD: immunogenic cell death, muerte celular inmuogénica 

ICL: interstrand cross link  

INE: Instituto Nacional de Estadística 

IORT: intraoperative radiotherapy, radioterapia intraoperatoria  

IRE1a: Inositol-Requiring Enzyme 1 

JNK: JUN N-terminal Kinase  

LAMP2: Lysosomal-Associated Membrane Protein 2  

LB: linfoma de Burkitt 

LBH589: Panabinostat® 

LAMP3: proteína de membrana asociada al lisosoma 3  

LC3 (MAP1LC3): Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3  

LDR: braquiterapia de baja tasa  

LET: linear energy transfer, transferencia lineal de energía 

LH: linfoma Hodgkin 

LIG1: ligasa 1  

LIG3: ligasa 3  

LLA: leucemia linfoblástica aguda 

LT: linfoma célula T 

LQ: modelo lineal-cuadrático 

MAP1LC3: microtubule-associated protein 1 light chain 3β 

MAPK: proteína quinasa mitogen-activado  

MCA: muerte celular accidental  

MCP: muerte celular programada  

MDSCs: células mieloides supresoras  

MLKL: lineage kinase domain‐like pseudokinase, dominio de quinasa de linaje mixto 

MM: mieloma múltiple 

MMPs: metaloproteinasas 
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MMR: mismatch repair 

MOMP: poro de la membrana mitocondrial 

mTOR: complejo sensible a rapamicina 

NaCl: cloruro sódico 

NAD: nicotinamide adenine dinucleotide  

NER: nucleotide excision repair, reparación por escisión de nucleótidos  

NF-ĸB: Nuclear Factor Of Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells  

NHEJ: non-homologous end joining, recombinación no homóloga 

OSR: órganos sanos adyacentes  

OIS: oncogene-induced senescence, senescencia inducida por oncogen  

OMS: Organización Mundial de la Salud 

p21: gen humano localizado en el cromosoma 6 

p27Kip1: inhibidor de CDK2 

p62: proteína del gen SQSTM1 

PAR: enzimas poli-(ADP-ribosylation) 

PARG: poli (ADPribosa)-glicohidrosilasas  

PARP: enzimas poly (ADP-ribosylation)-polymerase 

PBS: tampón fosfato salino  

PE: phosphatidylethanolamide  

PERK: proteína quinasa del retículo endoplasmático  

PI(3)P (PIP3): fosfatidilnositol 3-fosfato 

PI3K: fosfatidilnositol 3-quinasa  

PIK3C3 (VPS34): fosfatidilnositol 3-quinasa, subunidad catalítica tipo 3  

PIK3R1/2/4: fosfatidilnositol 3-quinasa, subunidad reguladora 1/2/4  

PNK: quinasa polinucleótida  

PNKP: quinasa polinucleótida 3′-fosfatasa  

POLβ: polimerasa β 

PSA: antígeno prostático específico 

PTCL: linfoma periférico de célula T 

PTEN: tensin homolog 

PTV: planning tumour volume, volumen tumoral planificado 

r.p.m.: Revoluciones por minuto  

R: punto de restricción 

Ras: Rat Sarcoma  



 
19 

RB1: Retinoblastoma 1  

Rb o pRb: proteína del retiblastoma  

RCD: regulated cell death, muerte celular programada 

RE: retículo endoplasmático  

RH: recombinación homóloga  

RIPK1: receptor de interacción de quinasa 1 

RIPK3: receptor de interacción de quinasa 1 

RNS: reactive nitrogen species, especies reactivas de nitrógeno  

ROS: reactive oxygen species, especies reactivas de oxígeno 

RT: radioterapia  

SAHA: ácido hidroxámico vorinostat® 

SBRT: stereotactic body radiation therapy, radioterapia estereotáctica fraccionada  

SC: señales de crecimiento 

SCFAs: ácidos grados de cadena corta 

SIRT: sirtuina   

SIRTs: sirtuinas 

SNARE: receptor SNAP  

SQSTM1 (p62): Sequestosoma 1  

SRS: stereotactic radiosurgery, radiocirugía estereotáctica  

RCS: rotura de cadenas simple 

RRCS:  reparación rotura de cadenas simple 

T: timina  

TBS-T: Tween-20 en TBS 

TEMED: tetrametiletilendiamina 

TIE2: quinasa endotelial túnica intima 2  

TLR 4: receptor Toll-like 4 

TNF: factor de necrosis tumoral 

TNFR: receptor factor de necrosis tumoral 

TNM: sistema clasificación tumores malignos 

TP53 o p53: proteína tumoral 53  

Tregs: linfocitos T reguladores  

Triton x-100 

TryplE: tripsina 

TSA: tricostatina A   
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UBA: dominio asociado a ubiquitinina 

ULK: Ulk1/2 quinasa ½ tipo unc-51 

UPR: unfolded protein response, respuesta a proteínas mal plegadas 

UV: Ultravioleta  

UVRAG: gen asociado a resistencia frente a irradiación ultravioleta  

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular 

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular A  

VPH: virus papiloma humano 

WIPI1/2: dominio WD, fosfoinositida 1/2  
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1.1.¿QUÉ ES EL CÁNCER Y CÓMO SE PRODUCE?  

 

El cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una proliferación 

descontrolada de las células que puede provocar graves alteraciones en la forma y función 

de los tejidos y órganos afectados.  

 

Su origen se debe a múltiples alteraciones genéticas, como mutaciones en genes 

supresores de tumores, oncogenes y anormalidades cromosómicas, y epigenéticas, que 

desregulan la expresión génica y conducen a la adquisición de fenotipos tumorales. Estos 

fenotipos presentan un potencial replicativo ilimitado, una mayor cantidad de señales de 

proliferación, una capacidad para evadir la apoptosis, invadir y metastatizar, e inducir 

angiogénesis (1–3). 

 

Hanahan y Weinberg (2000) publicaron un modelo con los mecanismos moleculares que 

definen las células tumorales y que permiten esa proliferación anormal ‘crónica’ que da 

lugar a masas macroscópicas a nivel local y metástasis a distancia (Figura 1) (3,4):  

- Auto-suficiencia en señales de crecimiento. Las células tumorales generan sus 

propias señales de crecimiento (SC), reduciendo así la dependencia del 

microambiente celular normal.  

- Insensibilidad a inhibidores del crecimiento. La evasión de los mecanismos de 

control del crecimiento facilita la proliferación descontrolada de las células 

tumorales. Se ha observado la inactivación de genes supresores de tumores como 

el retinoblastoma (RB) y el TP53.  

- Capacidad de invadir los tejidos y generar metástasis. Implica una serie de 

procesos que comienza con la invasión local, la entrada a los vasos sanguíneos y 

linfáticos por parte de las células tumorales, la circulación de las mismas por el 

sistema hematológico y linfático, la extravasación de dichas células a los tejidos 

adyacentes o a los vasos más o menos lejanos al punto de origen, la formación de 

micrometastásis y, finalmente, la aparición de macrometástasis. Para ello, 

participan proteasas, cadherinas (CAMs) e integrinas.  

- Potencial replicativo ilimitado. A diferencia del resto de células, las tumorales 

son capaces replicarse de forma descontrolada hasta generar tumores 

macroscópicamente visibles. Esta capacidad se ha atribuido al hecho de mantener 
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el ADN telomérico con una longitud suficiente como para evitar la senescencia y 

la apoptosis.  

- Angiogénesis. Las células tumorales son capaces de inducir el proceso de 

angiogénesis y mantenerlo, para conseguir así el aporte de nutrientes y oxígeno 

necesario para su crecimiento, tanto en etapas tempranas como tardías del proceso 

tumoral. Además, la angiogénesis facilita la invasión locorregional y a distancia, 

produciendo metástasis.   

- Evasión de la apoptosis. Las células tumorales tienen la capacidad de evadir este 

tipo de muerte celular, proliferando de manera descontrolada mediante diversas 

estrategias: a) pérdida de la función supresora de TP53, b) aumento de la 

expresión de reguladores antiapoptóticos (Bcl-2, Bcl-xL) o de las señales de 

supervivencia (Igl1/2), y c) disminución de los factores proapoptóticos (Bax, Bim, 

Bume).  

 

Figura 1. Figura modificada del artículo de Hanahan y Weinberg (1). 

 

Once años más tarde, estos mismos autores, Hanahan y Weinberg, actualizaron este 

modelo teniendo en cuenta lo publicado en la última década (4,5) e incluyeron otros 

mecanismos que se describen a continuación y se recogen en la Figura 2:  

- Evasión del sistema inmune. Las células tumorales presentan alteraciones que 

las hacen ser detectadas por el propio sistema inmune para su eliminación. Para 

evitarlo son capaces de inactivar diversos componentes de dicho sistema.  

- Inflamación. Las células inflamatorias pueden llegar a suponer el 80% de la masa 

tumoral y participan en la progresión tumoral mediante señales que facilitan el 
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crecimiento ilimitado, generación de nuevos vasos, supervivencia celular, etc…, 

especialmente en estadios iniciales de la enfermedad. Por otro lado, las células 

inflamatorias producen sustancias, como especies reactivas de oxígeno (reactive 

oxygen species - ROS), que favorecen los cambios en las células vecinas.  

- Mutaciones e inestabilidad genómicas. Estas mutaciones implican defectos en 

genes involucrados en detectar el daño presente en el ADN y activar su reparación, 

reparar el ADN dañado e inactivar agentes que van a producir un daño en el ADN. 

Todo ello concede a las células tumorales ciertas ventajas sobre la reparación y 

mantenimiento de los defectos en el genoma, favoreciendo su supervivencia 

celular y, por tanto, la progresión tumoral.  

- Alteraciones del metabolismo energético tumoral. Las células tumorales 

reprograman el metabolismo de la glucosa y producen energía principalmente a 

través de la glucólisis anaerobia incluso en condiciones de abundancia de oxígeno 

(‘glucólisis aeróbica’ o efecto Warburg) que les permite crecer rápidamente y 

proliferar de forma continua. Se ha visto que algunos tumores contienen dos 

subpoblaciones celulares: unas son células dependientes de glucosa que secretan 

lactato, mientras que las células de la otra subpoblación utilizan ese lactato. Es 

decir, tienen una relación de simbiosis: las células tumorales hipóxicas utilizan la 

glucosa como combustible y a cambio producen lactato que es utilizado por otras 

células tumorales vecinas mejor oxigenadas.  

 

Figura 2. Figura modificada del artículo de Hanahan y Weinberg (5). 
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Los autores de esta revisión, así como otros trabajos, enfatizan en la selección de agentes 

terapéuticos que interfieran en cualquiera de estos 10 hallmarks distintivos del cáncer 

reconocidos en la actualidad, con el fin de frenar el crecimiento neoplásico y reducir 

toxicidad no-específica (Figura 3) (5). Hay que tener en cuenta que, dado que en cada 

hallmark intervienen múltiples vías, un agente terapéutico puede no inhibirlo por 

completo, de modo que algunas células pueden sobrevivir y adaptarse a las nuevas 

condiciones. Si se consiguiera interferir en varias vías de un mismo hallmark, se podría 

llegar a inhibir por completo.  

 

  

Figura 3. Figura modificada del artículo de Hanahan y Weinberg (5). 

 

Revisiones posteriores han valorado y apoyado también el papel de los hallmarks en el 

desarrollo del cáncer. Estos puntos nos ayudan a entender los mecanismos empleados por 

las células tumorales y desarrollar posibles tratamientos. No obstante, hay que tener en 

cuenta que el cáncer no es una enfermedad única y que intervienen múltiples vías en su 

desarrollo. 

 

Otro posible punto de actuación es la prevención en la aparición de esas células tumorales. 

Para ello, se deben establecer los hallmarks de las células sanas, el envejecimiento, su 

relación con los de las células tumorales y cómo se puede romper dicha relación (4).  
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1.2.EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER 

 

El cáncer constituye una de las principales causas de morbi-mortalidad en todo el mundo. 

Según los últimos datos publicados, se estima aproximadamente 18 millones de casos 

nuevos en el año 2018 globalmente (6,7). La previsión es un aumento progresivo de esta 

cifra hasta casi alcanzar los 30 millones en 2040 (6). 

 

En España, el cáncer también supone una de las principales causas de morbi-mortalidad. 

Según las cifras del Instituto Nacional de Estadística publicadas en diciembre de 2019, 

los tumores constituyeron la segunda causa de muerte en España (26,4% de los 

fallecimientos) por detrás de las enfermedades del sistema circulatorio en el 2018. Las 

estimaciones de casos diagnosticados en el 2020 prevén alcanzar los 277.394 casos 

(169.348 en ≥ 65 años, 108.046 en < 65 años) según los cálculos de REDECAN, una cifra 

muy similar a la del año 2019 (6,8). Por orden de frecuencia, los cánceres más 

diagnosticados en este año serán de colon y recto (44.231 nuevos casos), próstata 

(35.126), mama (32.953), pulmón (29.638) y vejiga urinaria (22.350).  Hay que tener en 

cuenta que el aumento en las cifras absolutas de los cánceres diagnosticados en España 

en las últimas décadas se puede relacionar con un aumento del envejecimiento de la 

población, mayor exposición a factores de riesgo y mejora en las técnicas de detección. 

 

Al mismo tiempo, también se ha registrado un aumento en la supervivencia en los últimos 

años, lo cual puede estar debido a varios motivos: 1) mejora en programas de detección, 

permitiendo diagnósticos en estadios más precoces, y 2) mejora de las diferentes armas 

terapéuticas. Por otro lado, se han identificado múltiples factores de riesgo, como el 

tabaco, el alcohol, la obesidad, los malos hábitos dietéticos o la falta de actividad física, 

como responsables de hasta 2/3 de los casos de cáncer, incluidos los más comunes (cáncer 

de pulmón, colorrectal, próstata, mama) (9–12). Según los últimos datos, la reducción en 

el consumo de tabaco en población masculina durante los últimos años se asocia a una 

tendencia a la baja lenta, pero continua, de la incidencia global de los tumores secundarios 

a su consumo. En cambio, el aumento de su consumo entre las mujeres desde los años 70 

se relaciona con un aumento en los próximos años de los tumores relacionados a dicho 

factor de riesgo en la población femenina. Este aumento de la supervivencia se ha 

traducido en un aumento de su prevalencia. En 2018, los tumores más prevalentes en la 
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sociedad española incluyendo ambos sexos fueron el cáncer de mama, de próstata y 

colorrectal (6).  

 

Respecto a las líneas celulares analizadas en este trabado, pertenecen a cáncer de mama, 

cabeza y cuello, y de próstata. El cáncer de mama es el cáncer más frecuente en la mujer 

española, con una estimación de nuevos casos en España para 2020 es de 32953 (6,13). 

A pesar de su alta incidencia, la prevalencia ha aumentado en los últimos años gracias a 

una mejora en los programados de cribado y en los tratamientos, lo que ha permitido una 

disminución de la mortalidad. No obstante, el cáncer de mama sigue siendo la primera 

causa de muerte por cáncer en las mujeres en España; se contabilizaron 6534 mujeres 

fallecidas por esta causa en 2018 (6).  

 

Por otro lado, el cáncer de área otorrinolaringológica puede surgir en múltiples 

localizaciones como senos paranasales, nasofaringe, orofaringe (amígdala, paladar 

blando, base de lengua), hipofaringe, laringe, cavidad oral (mucosa oral, encía, paladar 

duro, lengua y suelo de boca), lengua y glándulas salivares. Existen varios factores de 

riesgo y se observan diferencias geográficas influenciados por los mismos. En todo el 

mundo es el sexto tumor más frecuente. En España, se estimó que para el 2020 hubiera 

8604 nuevos casos (6). Al tratarse de un grupo tan amplio, existen diferencias en cuanto 

a prevalencia y mortalidad según la localización. En total, en España hubo 2410 muertes 

por estos tumores en 2018 (6).  

 

Por último, el cáncer de próstata es el segundo tumor más frecuente en población 

masculina en todo el mundo. La extensión del uso del cribado mediante PSA ha permitido 

detectar este tumor en estadios muy precoces de la enfermedad con el consecuente 

impacto positivo en la supervivencia. En España, se estimó que en el año 2020 se 

diagnosticarían 35126 nuevos casos (6). El pronóstico es excelente en estadios 

localizados y grupos de riesgo bajo y va empeorando a medida aumenta el grupo de riesgo 

y la enfermedad deja de ser órgano-confinada. De hecho, se trata del tumor más 

prevalente en población masculina (106.941 (25,8%) en 2018) y con una baja mortalidad 

(5.841 defunciones por cáncer de próstata en 2018) (6).  

  



 
33 

1.3.TIPOS DE MUERTE CELULAR  

 

Las células siguen un conjunto ordenado de eventos conocidos como ciclo celular con el 

objetivo de crecer y dividirse (Figura 4). Este ciclo es un proceso altamente regulado que 

tiene lugar en dos fases principales: la interfase, que incluye G1, S y G2, y la mitosis, que 

es la división celular propiamente dicha. Durante la fase G1 se produce el crecimiento de 

los orgánulos y su duplicación; en la fase S se realiza la copia del ADN; y en la fase G2 

se reorganiza y se prepara para la división (14,15). El desarrollo adecuado y completo del 

ciclo y división celulares está controlado por checkpoints o puntos de control. Uno de 

ellos es el punto de restricción (R) en la fase G1. Éste es el más importante, encargado de 

verificar que las condiciones de la célula son las adecuadas para proseguir en el ciclo 

celular. Una vez superado el punto R, la mayoría de las células completan el ciclo celular 

(15,16). Entre las fases G1 y S, y G2 y M hay más puntos de control, como las proteínas 

retinoblastoma (Rb) y p16 (15–17). En la transición G1/S existe el checkpoint G1 que 

detecta daño en el ADN e impide continuar hasta que no se repare. En la transición G2/M 

existe otro checkpoint que evita la entrada en mitosis si la célula presenta daño en el ADN 

que no ha sido detectado previamente o ha sufrido un daño después de pasar los controles 

previos. Si en cualquiera de estos puntos se detecta un daño en el ADN aumenta la 

producción de la proteína p53 que detiene la progresión del ciclo y da paso a los 

mecanismos de reparación. En caso de que no sea posible la reparación, la célula entra en 

muerte celular por apoptosis y no progresa su replicación (15,18).  

 

En estos puntos de control actúan las enzimas denominadas quinasas dependientes de 

ciclinas (CDK) que colaboran en la superación de dichos controles. Las quinasas 

dependientes de ciclinas que intervienen en estos checkpoints son: CDK 1, 2, 4 y 6. Estas 

quinasas requieren activarse gracias a las ciclinas para cumplir con su función (15,17–

19). Las células tumorales, por su parte, presentan mutaciones que les permiten saltarse 

los controles moleculares y dividirse sin control.   
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Figura 4. Ciclo celular. Las fases G1, S y G2 constituyen la interfase. A continuación, tiene lugar la mitosis, 

la división celular propiamente dicha. R: punto de restricción. CDK: quinasas dependientes de ciclinas.  

 

La muerte celular se caracteriza clásicamente por la pérdida de capacidad replicativa. Esta 

muerte se puede producir por distintos mecanismos en respuesta a distintos tipos de estrés.  

 

En la actualidad, se considera que existen fundamentalmente dos tipos de muerte celular 

en base a distintos aspectos funcionales: la muerte celular accidental (MCA) y la muerte 

celular programada (MCP). La MCA es un proceso biológicamente descontrolado que se 

origina en respuesta a ataques y daños inesperados que colapsan los posibles mecanismos 

de control, mientras que en la MCP intervienen multitud de cascadas de señalización 

celular altamente organizadas y mecanismos moleculares efectores, provocando cambios 

bioquímicos, funcionales e inmunológicos con el fin de realizar la renovación tisular y 

mantener la homeostasis en situaciones fisiológicas y patológicas (14,20–26). La pérdida 

del control sobre alguno de los tipos de muerte celular contribuye al desarrollo de 

enfermedades entre las que se encuentra el cáncer. 

 

1.3.1. NECROSIS 

 

La necrosis se considera un tipo de muerte celular no regulada MCA que ocurre tras un 

agente estresante, ya sea físico, químico o mecánico, que conllevan condiciones extremas 

del ambiente celular, como cambios en el pH, pérdida de energía, alteraciones iónicas, 

siendo la radioterapia (RT) uno de esos posibles agentes (14,27–29). Este proceso 

generalmente implica una regulación al alza de la producción de proteínas y compuestos 
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proinflamatorios, como NF-κB, que conducen a la rotura de la membrana celular y la 

liberación del contenido celular. Esta liberación de contenido provoca una respuesta 

inflamatoria y de daño tisular (20,27,28). 

 

1.3.2. APOPTOSIS 

 

La apoptosis es el tipo de muerte celular mejor caracterizado y prevalente dentro del 

grupo de MCP (27). De manera general, una vez que la célula sufre un daño que 

desencadena la apoptosis, las formas inactivas procaspasas se activan y dan lugar a las 

caspasas iniciadoras (8 y 9), que a su vez activan las caspasas ejecutoras (3, 6 y 7). A 

continuación, tiene lugar la fragmentación del ADN por medio de las endonucleasas, la 

destrucción de las proteínas nucleares y el citoesqueleto, el ‘crosslinking’ o 

entrecruzamiento de las proteínas, así como la expresión de ligandos para la fagocitosis 

y la formación de pequeñas vesículas (cuerpos apoptóticos) que se retiran eficientemente 

por las células adyacentes con capacidad fagocítica (20,25–30). Asimismo, existen otras 

proteínas que participan y regulan en este proceso. Entre ellas, destacan p53 y la familia 

de proteínas Bcl-2 que incluye proteínas proapoptóticas, proteínas BH3 y proteínas 

antiapoptóticas que actúan a diferentes niveles (4,20,31). Se pueden distinguir dos vías 

dentro de la apoptosis: intrínseca y extrínseca (Figura 5). 

 

Figura 5. Figura modificada de D’Arcy (27). Vía intrínseca y extrínseca de la apoptosis. 

Independientemente de la vía, finalmente la activación de la caspasa 3 conduce a la formación de los 

cuerpos apoptóticos y se produce la muerte celular. 
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La apoptosis intrínseca, también conocida como apoptosis por vía mitocondrial, es un 

tipo de MCP desencadenada por alteraciones intra- y extracelulares, y es llevada a cabo 

por maquinaria intracelular (20,27). Ya sea por inducción positiva o negativa, se activan 

de genes proapoptóticos como PUMA, NOXA y BAX (27,29,30). La caspasa 9 inicia el 

proceso y tiene lugar la apertura del poro de la membrana mitocondrial (MOMP), de 

modo que múltiples proteínas como el citocromo c, Smac/Diablo and HtrA2/ Omi, salen 

de la mitocondria hacia el citoplasma y continúan con el proceso (4,5,20,27,28,30–33). 

Finalmente, se activan las caspasas 3 y 7, responsables de la destrucción celular 

(14,20,26–28,30,34).  

 

Por otro lado, la vía extrínseca también se trata de una MCP desencadenada por 

alteraciones extracelulares (20). Está controlada fundamentalmente por dos receptores de 

la membrana plasmática: receptores de muerte-específicos, que se activan cuando se unen 

al ligando correspondiente, y receptores dependientes, que se activan cuando los niveles 

del ligando correspondiente disminuyen por debajo umbral (4,20,26,27). Dentro de los 

receptores de muerte-específica se incluyen el receptor de superficie celular Fas (FAS) y 

la familia de receptores TNF (factor de necrosis tumoral) (20). Finalmente, la vía 

extrínseca se activa a través de la caspasa 8 o de la caspasa 10 que conduce a la activación 

de la caspasa 3, como ocurría en la vía intrínseca (14,20,26–28,34).  

 

En condiciones normales, la apoptosis retira las células con daño celular para mantener 

la homeostasis y, a su vez, sirve como vía supresora de tumores. Sin embargo, las células 

tumorales pueden presentar mutaciones y alteraciones que les permitan evadirla como ya 

se ha comentado, de modo que proliferan de manera descontrolada. Distintas mutaciones 

en el gen TP53 o alteraciones en la familia de Bcl-2 hacen que las células tumorales sean 

‘inmunes’ a los estímulos proapoptóticos (4,26,28–30). Dentro de las armas terapéuticas, 

se ha visto que la irradiación de células tumorales puede hacer que sobreexpresen 

receptores de muerte de la vía extrínseca, de modo que son más susceptibles (14).  

 

1.3.3. NECROPTOSIS  

 

La necroptosis es un tipo de muerte celular similar a la necrosis, pero altamente regulado 

(MCP) (14,20,24,27,35). Se desencadena por eventos que son detectados por receptores 

de muerte-específicos (14,27). Requiere de la activación del receptor que interacciona 
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con las quinasas 1 y 3 (RIPK1 y RIPK3) que activa la proteína MLKL; ésta se traslada a 

la membrana plasmática produciendo una disrupción que conduce a la muerte celular 

cuando la apoptosis no tiene lugar (14,20,27,28,35). Este tipo de muerte celular está 

relacionada con enfermedades inflamatorias y neurodegenerativas, infecciones virales, 

así como en el contexto tumoral y la respuesta a tratamientos quimioterápicos.  
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1.4.SENESCENCIA  

 

La senescencia es un proceso desencadenado en respuesta a factores externos o internos 

que producen un daño irreparable, con el objetivo de no transmitirlo a la descendencia 

(36). Está mediado por proteínas supresoras de tumores, como p53 o p16/Rb. De este 

modo, tumores que presentan mutaciones en estas vías pueden eludir las señales para 

entrar en estado senescente (36), pero también se pueden inducir la expresión de estas 

proteínas mediante diversas armas terapéuticas como la RT, bloqueándose así el ciclo 

celular (14,36,37).  

 

Se ha visto que la senescencia puede tener un papel dual en la carcinogénesis. Por un 

lado, actúa como agente protector frente a células que presentan alteraciones deteniendo 

su ciclo celular. En el contexto de la aparición de las células tumorales, se trataría de un 

mecanismo supresor de tumores. En cambio, a medida que se acumulan células en estado 

de senescencia, pueden aparecer enfermedades, entre ellas, el cáncer (36). 

 

Hay un tipo de senescencia inducida por oncogenes (oncogene-induced senescence - OIS) 

que actúa como mecanismo supresor de tumores. Inicialmente los oncogenes inducen un 

estado proliferativo alto, pero progresivamente estas células entran en senescencia  (36–

39). 

 

Son múltiples las situaciones estresantes que pueden inducir la senescencia, entre ellas la 

RT y la autofagia. 
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1.5.AUTOFAGIA 

 

Etimológicamente, la palabra autofagia proviene del griego auto- (a sí mismo) y –phagos 

(comer). Se trata de un proceso homeostático y catabólico caracterizado por el secuestro 

selectivo de contenido citoplasmático en exceso o deteriorado, ya sean macromoléculas 

u orgánulos, formando lisosomas/vacuolas (Figura 6) (19,20,45–49,27,29,39–44). 

 

Figura 6. Esquema modificado de Mizushima et al. (44). Formación del autofagosoma de doble membrana, 

su unión al lisosoma para formar el autolisosoma.  

 

Hay tres tipos de autofagia: autofagia mediada por chaperonas, microautofagia, y 

macroautofagia (Figura 7) (19,27,52,39,41,45,46,48–51). La autofagia mediada por 

chaperonas se reserva para un subgrupo de proteínas solubles sin plegar que contienen la 

secuencia KFERQ que es reconocida por la proteína chaperona citosólica 

HSPA8/HSC70; esta se une a la proteína LAMP2A y desencadena la degradación del 

contenido sin la necesidad de formación de una vesícula (19,27,49,50,53–55). Durante la 

microautofagia se produce la formación del lisosoma alrededor del material 

citoplasmático por invaginación de la propia membrana lisosomal (19,27,49,50,53,54). 

En el caso de la macroautofagia, generalmente el tipo al que se hace referencia cuando se 

habla de autofagia y así será a partir de ahora en este documento, se forma un 

autofagosoma para retirar el material citoplasmático y se fusiona con las vacuolas 

lisosomales (19,27,46,49,50,53,54). 

 

La autofagia se inicia con la formación de una estructura de doble membrana, su 

elongación y separación para formar el autofagosoma, que engloba el componente 

citoplasmático, la fusión con los lisosomas, y la degradación mediante enzimas hidrolasas 

lisosomales, todo llevado a cabo por macrocomplejos proteicos (core autophagy 

machinery) (14,37,57,39,41,45,48,50–52,56). El proceso está controlado por las proteínas 

codificadas por los genes ATG.   
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Figura 7. Esquema modificado Singh y Cuervo (46). Las tres vías de la autofagia: mediada por chaperonas, 

microautofagia y macroautofagia.   

 

Respecto al contenido a degradar, se trata de un proceso selectivo que es reconocido a 

través de interacciones con proteínas receptoras específicas. Una de las principales 

proteínas encargadas es la proteína p62/sequestosoma1 (SQSTM1) que se une 

directamente a sustratos poli- o monoubiquitinas a través de su dominio UBA y a la 

proteína LC3, de modo que queda expuesto al proceso autofágico (19,47,53). 

Alteraciones en la autofagia que impiden la selección del contenido a degradar conllevan 

una acumulación de p62 (58). Además, la proteína p62 participa en la tumorogénesis a 

través del control los niveles de ROS y respuesta a proteínas mal plegadas (unfolded 

protein response - UPR), así como la progresión de la mitosis (59).  

 

Una vez detectado el contenido a degradar, se desencadenan las sucesivas etapas de la 

autofagia (Figura 8):  

- Inducción del fagóporo y nucleación. Tiene lugar gracias a la proteína mTOR 

que actúa como un regulador negativo de la autofagia reconociendo condiciones 

de riqueza de nutrientes, y a la quinasa AMPK (proteína quinasa monofosfato-

activado) que actúa como inductor cuando hay escasez de nutrientes (50,60–62). 

Macroautofagia    
Autofagia por 

chaperonas     

Microautofagia    

Autofagosoma   
Membrana  

Cascada de 

conjugación   
Complejo de 

iniciación  
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Cuando mTOR se inactiva o se da un aumento en la actividad de la quinasa 

AMPK, se forma el complejo proteico ULK1-2 que activa mediante fosforilación 

el complejo con actividad fosfatidilnositol-3-quinasa (PI3K) de la clase III 

(PI3KC3) (19,27,62,47,50,52–55,60,61). El complejo PIK3C3, también conocido 

como complejo VPS34, incluye a las proteínas Beclin-1, la molécula de activación 

de Beclin-1 (AMBRA1), ATG14 y p150. 

Bajo condiciones de estrés ULK1 fosforila AMBRA1, permitiendo que el 

complejo PI3KC3 se desplace del citoesqueleto al fagóporo y que se genere 

fosfatidilinositol 3-fosfato (PIP3), crítico para la elongación del fagóporo. Por otro 

lado, la proteína Beclin-1 interacciona con PIK3C3 a través de Vps34, se activa y 

se desplaza al fagóporo, promoviendo su actividad catalítica e incrementando el 

nivel de fosfatidilnositol 3-fosfato (PIP3) (47,50,52,53,60–63). Asimismo, la 

proteína PIK3C3 interactúa con ATG14 y aumenta la actividad quinasa de 

PIK3C3 induciendo el proceso autofágico.  

Por el contrario, cuando se da una situación de abundancia de nutrientes, 

PIK3C3 interacciona con UVRAG e inhibe el proceso (52,55,64–70). 

Es decir, el complejo PI3KC3 es esencial en el proceso autofágico y regula 

la ruta eficazmente, uniéndose a una u otra proteína de forma que la regulación 

puede ser positiva o negativa. 

- Elongación del fagóporo y expansión de la membrana del autofagosoma. En 

esta etapa intervienen principalmente dos sistemas de conjugación tipo ubiquitina. 

PIP3 de la fase anterior se une a las proteínas WIPI1 y WIPI2, y cataliza las dos 

primeras reacciones de conjugación que conducen a la elongación de la 

membrana. Por otro lado, el complejo ATG5/ATG12/ATG16 produce la 

conjugación de LC3-I con fosfatidiletanolamina para formar LC3-II que se une a 

la superficie externa e interna del autofagosoma recién formada. El complejo 

ATG9 también participa en la expansión de la membrana del fagóporo 

promoviendo el reclutamiento de lípidos (19,27,75–77,47,52,53,62,71–74).   

- Maduración del autofagosoma y degradación del material celular. Los 

autofagosomas maduros se fusionan con los lisosomas o con endosomas tardíos, 

que más tarde se fusionarán con lisosomas, formando el autofagolisosoma. Esto 

se produce gracias a la presencia de LAMP2 y Rab7 (GTPasa). Dicha unión 

también le proporcionará enzimas hidrolíticas encargadas de la digestión de la 

carga autofágica por las hidrolasas lisosomales (47,52,53,62,78–83). Cuando el 
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autofagosoma está maduro, LC3-II de su membrana se separa de la 

fosfatidiletanolamina mediante la acción de ATG4 y vuelve al citoplasma como 

LC3-I. 

Los productos degradados se transportan al citosol y se utilizan para 

sintetizar nuevas proteínas y mantener las funciones celulares en condiciones de 

ayuno.  

 

Figura 8. Esquema modificada de Santana-Codina et al. (84). Principales mecanismos moleculares de la 

autofagia: iniciación, elongación, maduración y degradación.  El contenido a degradar queda retenido en el 

fagóporo de doble membrana y forma el autofagosoma que se fusiona con el lisosoma. En su interior, se 

produce la degradación del contenido. En condiciones ricas en nutrientes, mTOR se activa y la autofagia 

es inhibida mediante la represión de ULK 1 y 2. Cuando hay escasez de nutrientes, el complejo ULK1–2 y 

PI3PC3 promueven la iniciación de la autofagia.  

 

Respecto al origen de la membrana de los autofagosomas es muy discutido. Una primera 

hipótesis apuesta porque se forma de novo a partir de depósitos de ATG9 que llegan hasta 

los endosomas tardíos marcados con LC3 desde el aparato de Golgi en un proceso 

dependiente de ULK1 y ATG13 (85–89). Otra de las hipótesis apunta que se origina de 

orgánulos como el retículo endoplasmático (RE), mitocondria o membrana plasmática. 

La activación de este proceso se alcanza por la síntesis de PIP3 por parte de estas 

membranas que atrae a otras proteínas responsables de la evaginación y desprendimiento 

de esa porción de la membrana, formando así los fagóporos o membranas de aislamiento, 

que englobarán el contenido a degradar y actúa como plataforma para la formación del 

autofagosoma (55,87).  

Lisosoma   

Autofagolisosoma    Autofagosoma 

Fagóporo 

Iniciación/Elongación Cierre  Maduración   Degradación    

Falta de 

nutrientes  
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1.5.1. Autofagia y cáncer   

 

La homeostasis celular requiere de un equilibrio constante entre los procesos de 

catabolismo y anabolismo. La autofagia tiene un papel esencial en el mantenimiento de 

la fisiología celular, así como en el desarrollo, diferenciación y remodelado tisular. De 

esta manera, alteraciones en la vía de la autofagia o en sus genes, se relacionan con 

enfermedades tales como el cáncer, diversas infecciones, la obesidad, el envejecimiento 

y desórdenes neurodegenerativos (14,20,90,27,37,47,48,52,54,62,84). En el contexto de 

la enfermedad tumoral, la autofagia se caracteriza por una doble función 

(14,37,40,42,56,84,90–92). 

 

Inicialmente, desarrolla un papel como supresor de tumores que consiste en tres 

mecanismos: 1) retirada del contenido citoplasmático dañado, 2) limitación del 

crecimiento celular y la inestabilidad genómica, 3) promoción de la inmunovigilancia. Es 

decir, tiene un papel protector ante el estrés oncogénico. 

 

Sin embargo, a medida que la enfermedad avanza, la autofagia puede ser inducida en 

microambientes con escasez de oxígeno y nutrientes, así como la acumulación de agentes 

oxidativos, proteínas, calcio, especies reactivas de oxígeno y amonio. En situaciones de 

alta demanda de nutrientes y oxígeno, las células tumorales se encuentran en estrés 

metabólico e hipoxia, sobre todo en aquellos tumores pobremente vascularizados. Como 

consecuencia, existen niveles elevados de autofagia en las células del interior del tumor, 

actuando como mecanismo de supervivencia y quedando protegidas frente a la apoptosis 

y la necrosis (93). Por otro lado, la autofagia contribuye a la supervivencia celular 

mediante la retirada de macromoléculas y orgánulos dañados como consecuencia de las 

diversas armas terapéuticas, es decir, les confiere resistencia frente a agentes 

quimioterápicos y radiación ionizante (37,84). De hecho, la inhibición de la autofagia ha 

demostrado aumentar la sensibilidad ante una gran variedad de tratamientos (93). Es 

decir, en fases más avanzadas de la enfermedad la autofagia protege a las células 

tumorales, y facilita la diseminación y aparición de metástasis. En este sentido, se ha 

descrito que la disminución en la expresión o deleción de genes relacionados con la 

autofagia se traduce en una disminución de los niveles de autofagia y esto ha demostrado 

una reducción en la supervivencia celular y tumorogénesis en las células tumorales 

(37,91,93–95). 
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1.6.TRATAMIENTO DEL CÁNCER  

 

El tratamiento del cáncer engloba diferentes herramientas, como son la cirugía, la 

quimioterapia, la inmunoterapia, la RT, etc. El uso de estas técnicas por separado, pero 

sobre todo combinadas en determinadas circunstancias, han supuesto una auténtica 

revolución para esta rama de la medicina.  

 

Se estima que más de la mitad de los pacientes con cáncer necesitarán un tratamiento con 

RT en algún momento de la evolución de la enfermedad, ya sea con intención curativa o 

paliativa, variando según el tipo de cáncer y origen/procedencia del paciente (96,97). La 

RT es responsable de al menos el 40% de las curas del cáncer (14,20,98,99).  

 

1.6.1. RADIOTERAPIA  

 

1.6.1.1.GENERALIDADES  

 

La RT es un tratamiento frente al cáncer en constante evolución desde el descubrimiento 

de los rayos X por Röentgen en 1895, de la radiactividad por Becquerel en 1896, del radio 

por Curie en 1898 y el primer tratamiento curativo de un tumor en 1897. La revolución 

tecnológica de las últimas décadas ha permitido aumentar la precisión de la misma 

mejorando los resultados a nivel local, reduciendo toxicidad en los órganos sanos en 

riesgo (OSR) adyacentes y valorar el efecto sumatorio con otros tipos de tratamientos 

sistémicos, tanto a nivel local como sistémico, como nuevas estrategias terapéuticas 

(100).  

 

La forma de administrar la RT puede ser externa o interna. La RT externa administra 

radiación ionizante sobre la superficie del paciente en unidades de cobalto o aceleradores 

lineales mediante la aceleración de fotones, electrones, protones o partículas pesadas. 

Actualmente son más frecuentes los aceleradores lineales y los fotones, con una energía 

variable entre 4 y 25 MV. En el caso de la braquiterapia, tanto en la modalidad de baja 

tasa (LDR) como de alta tasa (HDR), permite administrar RT interna mediante la 

colocación de la fuente de radiación en el propio tumor o adyacente permitiendo una dosis 

muy alta en el mismo. Otra forma de administración RT interna es la radioterapia 

intraoperatoria (intraoperative radiotherapy - IORT) en el propio acto quirúrgico que 
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permite administrar la dosis total en una sesión, como tratamiento único o como parte de 

un esquema combinado junto con RT externa. 

 

La dosis total de un tratamiento de RT se administra en un número determinado de 

sesiones o fracciones, recibiendo una dosis fija en cada una de ellas, es lo que se conoce 

como fraccionamiento. Para el éxito del tratamiento y determinar la dosis total 

administrada, hay que tener en cuenta las propiedades de cada tejido y su respuesta a la 

radiación ionizante, es decir, la radiosensibilidad. Por ello, los tratamientos de RT 

requieren un proceso muy complejo en el que oncólogos radioterápicos y radiofísicos se 

emplean a fondo para determinar el mejor fraccionamiento y plan de tratamiento que 

permita cubrir el volumen que se ha definido como tumor más un margen de seguridad 

(planning target volume - PTV) con la máxima dosis posible, a la vez que cumpla los 

límites de dosis permitidos en los OSR.  

 

Las nuevas técnicas han permitido una escalada de dosis por fracción, variable según la 

histología y la localización, hasta alcanzar un hipofraccionamiento extremo, es decir, 

aumentar la dosis administrada por sesión en un número menor de sesiones (entre 1 y 8 

fracciones). Es lo que se llama radioterapia estereotáctica fraccionada con intención 

ablativa, ya sea a nivel cerebral (stereotactic radiosurgery – SRS) o corporal (stereotactic 

body radiation therapy – SBRT). La dosis total administrada con estos fraccionamientos 

equivale a una dosis mayor que la que alcanzan los esquemas de tratamiento 

convencionales.  

 

A pesar de la mejora en cuanto a técnicas de imagen y planificación, los OSR adyacentes 

al tumor también reciben parte de esta irradiación responsable de los efectos secundarios. 

Ante un tratamiento de RT, se debe valorar el equilibrio entre el resultado que vamos a 

obtener a nivel tumoral y la toxicidad que vamos a producir. Los efectos secundarios a 

corto, medio y largo plazo van a depender de la dosis total y por fracción, proximidad a 

OSR y tratamientos combinados con cirugía, quimioterapia o inmunoterapia (100–102).  

 

Con el objetivo mejorar el resultado del tratamiento antitumoral, se ha intentado combinar 

la RT con diversos agentes sistémicos que actúan no solo a nivel de las propias células 

tumorales, sino también a nivel del microambiente tumoral y sistema inmune. 
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1.6.1.2.Efecto biológico de la radioterapia 

 

La irradiación de una lesión cancerosa consiste en la administración de energía con el 

objetivo de inducir la muerte de las células tumorales. Entender cómo actúa la RT a nivel 

celular y molecular es fundamental para seguir avanzando en el ámbito clínico. No 

obstante, este concepto de radiosensibilidad se ha ido puliendo con los avances de los 

últimos años. Los efectos de la radiación en los sistemas biológicos son varios y diferentes 

a lo largo del tiempo (Figura 9). Primero tienen lugar efectos físicos, después químicos 

y, por último, biológicos que empiezan con reacciones enzimáticas que ya se ven al final 

de la fase química, sobre todo a nivel del ADN. Los efectos físicos consisten en las 

interacciones que se producen entre las partículas cargadas empleadas para la irradiación 

y los átomos del sistema biológico que se está tratando, sobre todo con los electrones de 

su órbita produciendo su ionización, incluso su excitación si alcanzan niveles mayores de 

energía (29,99). La ionización y excitación produce la rotura de uniones químicas y se 

forman radicales. Los efectos biológicos comienzan al final de la fase química con una 

serie de reacciones enzimáticas que conducen a un daño en el ADN. La mayoría de las 

lesiones pueden ser reparadas. En caso de no ser posible dicha reparación, se produce la 

muerte celular (29). A pesar de que se produzca la muerte celular, las células pueden 

entrar en división mitótica antes, de modo que se sigue viendo efecto durante las primeras 

semanas o meses tras la exposición a RT, responsables del efecto antitumoral y efectos 

secundarios agudos (29,103). Por otro lado, se produce una proliferación celular 

compensatoria que ocurre tanto en tejidos sanos como tumorales (29,103). De manera 

tardía, la exposición a la radiación ionizante tiene traducción en forma de efectos 

secundarios tardíos como fibrosis, telangiectasias, daño en médula espinal o vasos, 

incluso a largo plazo pueden aparecer segundos tumores.  

 

Figura 9. Esquema modificado de 

Joiner y van der Kogel (29). 

Sucesión de los efectos físicos, 

químicos y biológicos tras la 

administración de radiación 

ionizante sobre sistemas 

biológicos. 
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1.6.1.3.Daño en el ADN 

 

Al administrar radiación ionizante, inicialmente se produce un daño en el ADN (Figura 

10) por ionización de los átomos mediante la ‘eyección’ de electrones que genera una 

rotura en la cadena simple (RCS) y en la cadena doble (RCD). Esos electrones, a su vez, 

ionizan moléculas adyacentes hasta que progresivamente van perdiendo potencia. La 

administración de 1 Gy produce 105 ionizaciones en una célula, más de 1000 daños en 

bases de ADN, aproximadamente 1000 RCS y entre 20 y 40 RCD (27,104,111). 

 

El daño producido por la irradiación puede ser letal o subletal a nivel celular. El daño 

letal es irreversible y conduce a la muerte celular. En cambio, sobre los daños subletales 

actúan diversos mecanismos de reparación, de manera que la célula puede recuperarse 

por completo, sufrir una transformación o incluso morir cuando se acumulan múltiples 

daños subletales.  

 

El daño producido por la irradiación puede ser letal o subletal a nivel celular. El daño 

letal conduce a la muerte celular, es lo que se conoce como un efecto biológico 

determinista de naturaleza somática y dosis dependiente, a partir de una dosis umbral, que 

puede aparecer de forma inmediata o a corto-medio plazo. En cambio, sobre los daños 

subletales actúan diversos mecanismos de reparación, de manera que la célula puede 

recuperarse por completo, sufrir una transformación o incluso morir cuando se acumulan 

múltiples daños subletales. En el caso de la trasformación (mutación) aparecen los efectos 

biológicos estocásticos ya sea de naturaleza somática (irradiación de células somáticas) o 

hereditaria (irradiación de células germinales), que aparecen de forma tardía e 

independiente a la dosis recibida.  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Esquema modificado de Joiner y van der Kogel 

(29). Estructura del ADN, sus cuatro bases (G, C, T, A) están 

unidas por desoxirribosa y un grupo fosfato. La secuencia de 

bases determinar la secuencia de los aminoácidos (ää).  
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Con el objeto de sobrevivir, la célula ha desarrollado complejos sistemas para detectar y 

reparar el daño tanto de origen interno, como la oxidación, y externo, como los agentes 

químicos o físicos, entre ellos la radiación ionizante (29,105). No obstante, esta capacidad 

de reparación es limitada y numerosos daños sucesivos pueden conllevar finalmente a un 

daño letal. De los daños producidos por RT, la muerte celular se correlaciona con la dosis 

recibida en núcleo celular, y no con la recibida por la membrana o el citoplasma (29).   

 

La respuesta al daño de ADN (RDA) es un sistema muy complejo con múltiples vías 

(29,104). Cuando se produce un daño, este se detecta a través de los sensores que 

transmiten dicha información a través de transductores a los efectores, estando regulado 

por otras proteínas llamadas activadoras o adaptadores (29). Los efectores actúan a través 

de tres vías: 1) muerte celular programada, 2) reparación del ADN, y 3) bloqueo temporal 

o permanente de la progresión del ciclo celular (29). También por la radiación ionizante 

tienen lugar efectos adaptativos en la transcripción génica, traducción del ARNm, así 

como modificación y degradación proteica (29). Las alteraciones en el ADN pueden ser 

de distintos tipos: modificaciones de las bases nitrogenadas, entrecruzamientos, rotura en 

la cadena simple (RCS) y en la cadena doble (RCD). Los principales mecanismos de 

reparación para los daños pueden ser directos o indirectos: reparación de rotura de 

cadenas simple (RRCS) y reparación de rotura de doble cadenas (RRCD), que incluyen 

reparación de escisión de bases (base excision repair - BER), reparación de la escisión de 

nucleótidos (nucleotide excision repair - NER), reparación por apareamiento erróneo de 

las bases (MMR), reparación por unión de extremos no homólogos (Non-homologous end 

joining - NHEJ) y la reparación por recombinación homóloga (RH) (29,106–108). 

 

La vía de reparación directa es capaz de reparar el ADN en un único paso, sin necesidad 

de substituir la base dañada. Esto se da en las siguientes situaciones: dímeros de 

pirimidina resultantes de la exposición a luz ultravioleta y las bases modificadas por la 

adición de un grupo metilo o etilo debido a agentes alquilantes (108,109). Una situación 

concreta es la metilación de restos de guanina para formar O6 -metilguanina, que forma 

pares de bases complementarias con timina en lugar de citosina (108,109). Esto puede ser 

reparado por la enzima O6 -metilguanina ADN metiltransferasa (MGMT) que elimina los 

grupos metilo de la guanina (108,109). 
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BER, MMR y NER se encargan de reparar los daños en una sola cadena del ADN. En el 

caso de BER (Figura 11), las bases dañadas son reconocidas y retiradas por enzimas 

glucosilasas especializadas, generando un sitio sin base. Esto es reconocido por APE (AP 

endonucleasa) que permite retirar el nucleótido por completo). A continuación, la base 

dañada es sustituida de manera individual o junto a otros nucleótidos adyacentes. En el 

primero, la base es sustituida mediante la ADN polimerasa β (POLβ) y unida gracias a la 

ADN ligasa 3 (LIG3); en el segundo, se sustituyen los nucleótidos de alrededor por ADN 

polimerasa, FEN1 (endonucleasa Flap 1) retira los nucleótidos salientes, seguido de su 

unión por la ligasa 1 (LIG1) (29,108,109). Se ha visto que alteraciones en estas enzimas 

pueden reducir la reparación del daño producido por radiación ionizante y, por tanto, 

alterar la radiosensibilidad (29,108,109). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema modificado tomado de Joiner y van der Kogel (29). Mecanismos de reparación de 

RCS: BER y RRCS tras detectar un daño en las bases del ADN, seguido de las dos vías de reparación.  

 

Otros mecanismos de subsanación del ADN son la MMR durante la replicación o la NER 

tras la exposición a luz ultravioleta o fármacos como el cisplatino. Sin embargo, se ha 

visto que mutaciones en estas vías no influyen en la respuesta al daño producido por la 

RT, por lo que se deduce que no son importantes como mecanismos de reparación tras 

irradiación ionizante (29,108). La NER se encarga de reparar lesiones voluminosas, 

distorsiones en la hélice y grandes aductos de ADN cuando solo una de las dos hebras 

está afectada. La MMR, por su parte, se encarga de eliminar las bases desapareadas que 

aparecen tras daños espontáneos, desaminación de las bases, oxidación, metilación y tras 
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NHEJ 

fallos en los procesos de replicación o recombinación, ayudando a mantener la estabilidad 

genómica y reducir las mutaciones durante la replicación.  

 

Ya sea por acumulación de otros daños o por efecto directo, se puede producir RCD, el 

daño más letal. Los dos mecanismos principales de reparación de los daños de doble 

cadena son la RH y la NHEJ, según la estructura de la cromatina y la fase del ciclo celular 

(Figura 12) (29,99,108). Aproximadamente el 90 % de la cromatina se encuentra como 

eucromatina y típicamente se repara mediante la NHEJ; el 10 % restante está en forma de 

heterocromatina y su reparación depende del ciclo celular en el que se encuentre, de modo 

que en G1 y S temprana se reparan mediante la NHEJ, mientras que en G2 lo hace 

mediante la RH (29). La RH emplea la cromátida sin defecto como modelo para reparar 

dicho daño, mientras que la NHEJ no lo hace, de modo que la RH es un método mucho 

más preciso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema modificado de Joiner y van der Kogel (29). Mecanismos de reparación RCD: NHEJ y 

RH, tras detectar un daño.  

 

La NHEJ une dos extremos de la cadena de ADN sin necesidad de una secuencia 

complementaria ni homóloga (Figura 12). Se produce la unión del heterodímero Ku70/80 

con el final de la cadena de ADN. El heterodímero de Ku70 y Ku80 se une a la rotura de 

doble cadena con una alta afinidad, protegiendo el ADN de la acción de las exonucleasas, 

y recluta quinasas dependientes de ADN (ADN-PKs) asociándose al dominio catalítico 

de éstas (29,108). La quinasa polinucleótida (PNK), la endonucleasa ARTEMIS y las 

polimerasas procesan dicho daño para facilitar la unión por la ligasa ADN 4, XRRC4 y 

RH 
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NHEJ1. En caso de no ser compatibles los extremos, se recortan los fragmentos 

necesarios. Una vez que los extremos son compatibles, son ligados gracias a un complejo 

constituido por XRCC4, XLF y la ADN ligasa IV (29,108). A pesar de no ser una 

reparación perfecta y la posibilidad de que surjan deleciones, inserciones o mutaciones, 

es el mecanismo de reparación fundamental de RCD en fase G1, de modo que alteraciones 

en dichas proteínas produzcan una gran radiosensibilidad (29). Estos posibles defectos no 

son críticos para la célula, puesto que el genoma es rico en secuencias muy repetitivas.  

 

Por su parte, la RH utiliza la cadena no dañada como plantilla para reparar el daño, 

resultando en un proceso mucho más exacto, siendo el mecanismo de reparación por 

excelencia al final de la fase S y G2, momento en el que las células son más 

radiorresistentes. En cada punto de rotura de la cadena se crean regiones de cadena simple 

gracias a los complejos MRN, formado por Mre11, Rad50 y Nsb1, y otras exonucleasas, 

así como la colaboración de otras proteínas tales como RPA (29). Se produce la unión de 

los dos extremos de la cadena doble; a continuación, se activan las quinasas que controlan 

los checkpoints del ciclo celular para detenerlo y se reclutan más proteínas de reparación 

del ADN (29). Gracias a la exonucleasa Mre11, el complejo genera una cadena sencilla 

de ADN para iniciar la recombinación. Estas regiones ahora pueden alcanzar la doble 

cadena de ADN sin daño de la cromátida hermana sana, gracias a RAD51 y XRCC, junto 

a BRCA2 (29). RAD51 se une al extremo 3’, sintetiza un filamento nucleoproteíco que 

busca un área homóloga de esta cadena sencilla de ADN en la cromátida hermana (29). 

De esta forma, se genera un dúplex entre el ADN de cadena sencilla y el ADN homólogo 

de la cromátida hermana (29). Una ADN polimerasa va sintetizando el ADN tomando 

como molde la información de la cromátida hermana (29). Finalmente, se forma una 

estructura de cadenas entrecruzadas que son resueltas por resolvasas (enzimas con 

actividad endonucleasa), reparándose el daño en el ADN (29). El complejo RMI formado 

por BLM, BLAP75 y TOP3α es importante porque limita el crossover del ADN (29).    

 

Por tanto, cualquier alteración en cualquier punto de estas vías, produce alteraciones en 

los mecanismos de reparación frente al daño en el ADN, modifica la radiosensibilidad y 

predispone a sufrir cáncer (29,99,106,107,110). 

 

Otro de los puntos clave en la RDA es la activación de los checkpoints del ciclo celular. 

Al administrar radiación ionizante se produce un retraso en la progresión de las células 
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por las fases G1, S y G2, debido a la activación de cuatro checkpoints (Tabla 1) 

(29,104,111). Esto se consigue por dos mecanismos: 1) la activación de otras proteínas 

que inhiben estos complejos, los inhibidores de CDK (ICDK), y 2) alteración de la 

fosforilación y actividad de las CDK (29).  

 

Tabla 1. Modificada de Joiner y van der Kogel (29). ATM: proteína mutada ataxia-telangiectasia. 

Ciclina D/CDK4 Ciclina A/ CDK1 y CDK2 Ciclina B/ CDK1 

RT → se estabiliza ATM y se activa 

p53 → regula al alza p21 → inhibe las 

ciclinas/CDK de la fase G1 → no se 

fosforila Rb y no pasa a fase S.  

 

RT → reducción en la tasa de 

síntesis de AD dependiente de la 

dosis administrada → precisan más 

tiempo para replicar el ADN 

Checkpoint temprano: 

activado con dosis bajas 

de RT (1 Gy es 

suficiente).   

Checkpoint tardío: 

activado con dosis altas 

de RT y es dependiente 

de ATM 

Previene entrar en fase S Progresión lenta por fase S  Previene entrar en 

mitosis  

 

Estos checkpoints pueden verse alterados por cambios genéticos que ocurren durante la 

tumorogénesis, dejando de actuar, por lo que las células tumorales continúan progresando 

en el ciclo celular. Asimismo, las posibles causas son mutaciones en genes responsables 

de la activación de los checkpoints, que provocarían un retraso de la progresión del ciclo 

celular en respuesta a la irradiación (29). Esto tiene impacto en la inestabilidad genética 

y progresión tumoral, pero no en la radiosensibilidad (29).   

 

1.6.1.4.Radiosensibilidad y las ‘5 R’ de radioterapia  

 

La radiosensibilidad se define como “la vulnerabilidad de una estructura biológica a la 

radiación”, concepto basado en características inherentes a la estructura biológica y no al 

tratamiento. Desde los primeros trabajos sobre radiosensibilidad hasta la actualidad se ha 

trabajado en distintos fraccionamientos con el objetivo de aumentar el daño en el tumor 

mediante la reoxigenación de las células hipóxicas y la redistribución en el ciclo celular 

de las células tumorales entre dos sesiones de RT, así como de permitir a las células sanas 

recuperarse mediante la reparación del daño subletal y la repoblación de las células (103).  
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Reoxigenación, redistribución, reparación, repoblación, junto a radiosensibilidad como 

factor individual de cada paciente frente a la RT, forman lo que se conoce como las ‘5 R 

de la radiobiología’ (29,103,106,113–115).  

- Reoxigenación. Las células hipóxicas son más radiorresistentes que las bien 

oxigenadas, hasta dos o tres veces más. La hipoxia se ha descrito como uno de los 

principales factores limitantes de la respuesta de los tejidos frente a la irradiación. 

Cuando mueren las células más cercanas a un capilar, es decir, las mejor 

oxigenadas, se produce una reoxigenación de aquellas hipóxicas que se 

encontraban lejos del capilar, lo que aumenta su radiosensibilidad ante la siguiente 

fracción de irradiación.  

- Redistribución. La radiosensibilidad varía a lo largo de las diferentes fases del 

ciclo celular (Figura 13) tal y como se comentó previamente. Por ello, las células 

que han sobrevivido se mantienen inicialmente en fases más radiorresistentes y 

pasadas unas horas se ‘mueven’ a otras más sensibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Esquema original tomado de Brosed Serreta (97). Representación de las curvas de 

supervivencia de una línea celular según la fase del ciclo celular en la que se encuentran cuando 

se administra la radiación ionizante. 

La reoxigenación junto a la redistribución tienen como objetivo aumentar 

la sensibilidad a la siguiente fracción de irradiación. 

- Reparación. El tejido irradiado inicia una rápida reparación de las lesiones 

subletales, que puede llegar a ser completa entre cada fracción de tratamiento. 

Este fenómeno aparece en los tejidos tumorales y en los sanos adyacentes. La 

mejor oxigenación de los tejidos sanos permite una reparación mejor y mayor que 

los tejidos tumorales.  
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- Repoblación. Se trata de un proceso que permite la recuperación del número de 

células a partir de aquellas que sobreviven a la fracción de RT. Puede ocurrir tanto 

en el tejido sano (deseable para reparación de las lesiones agudas y tener menos 

efectos secundarios), como en el tejido tumoral permitiendo su recuperación entre 

dos fracciones consecutivas, siendo una de las principales causas de fallo de 

control local en fraccionamientos convencionales. 

La repoblación y la reparación otorgan resistencia a los tejidos entre dos 

fracciones sucesivas. 

- Radiosensibilidad. Cada tejido presenta una sensibilidad intrínseca a la 

radiación, teniendo en cuenta diferencias en la RDA, detección y mecanismos de 

reparación, fraccionamiento. La respuesta a la radiación ionizante varía en función 

de las primeras 4 R, pero se considera la radiosensibilidad individual como el 

agente más importante en la respuesta a este tipo de tratamiento.  

 

Los esquemas de fraccionamiento incluyen la dosis por fracción, el número total de 

fracciones, el tiempo transcurrido entre las sesiones, el tiempo y la dosis totales. 

Distinguimos tres tipos de esquemas de fraccionamiento que, en líneas generales, 

presentan las siguientes características (Tabla 2):  

 

Tabla 2. Esquemas de tratamiento con radioterapia según el fraccionamiento (103,115,116). 

 Fraccionamiento convencional  Hiperfraccionamiento  Hipofraccionamiento  

Objetivo  Equilibrio entre redistribución 

y reoxigenación de células 

tumorales, y reparación y 

repoblación de las células.   

Aprovechar las 

diferencias de 

radiosensibilidad entre 

c. tumorales y sanas  

Superar a la 

repoblación de las c.  

tumorales durante el 

tratamiento  

Dosis/fracción  2 Gy < 2gy > 2 Gy 

Nº fracciones/día 1 2-3 1 

Nº días/semana 5 5 3 (días alternos) 

Duración total del 

tratamiento  

Hasta 7 semanas Hasta 7 semanas 1-3 semanas  

 

Respecto a la toxicidad, tras la administración de una fracción de RT, los primeros efectos 

los vamos a ver en aquellos tejidos que presentan un índice de proliferación alto, como 

piel o mucosas, de ahí la aparición de efectos secundarios agudos durante el tratamiento. 

La tasa de recuperación depende de la dosis y número de células madre supervivientes 
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(103). De este modo, estos efectos tóxicos se pueden reducir potenciando la repoblación 

celular (al menos 6 horas entre dos sesiones) y disminuir la dosis total para aumentar la 

tasa de recuperación (103). Por otro lado, las reacciones tardías (meses o años después) 

tienen lugar en aquellos tejidos con una proliferación más lenta y son dependientes de la 

dosis (103). Se pueden reducir con una dosis por fracción de 2 Gy o menos, disminuyendo 

la dosis total y un intervalo de al menos 6 horas entre fracciones (103).  

 

1.6.1.5.Dosis biológica efectiva o equivalente (BED). Modelo lineal cuadrático. 

Ratio alfa/beta 

 

Para entender mejor la dosis administrada y el efecto que produce en los diferentes tejidos 

tenemos que definir el concepto de dosis biológica efectiva o equivalente (BED).  

 

La BED es una medida del efecto (E) producido por un tratamiento de RT continuo o 

fraccionado (29,97). En el caso de tratamientos de RT fraccionada, es la dosis total que 

hay que alcanzar mediante múltiples sesiones para conseguir el E deseado. Se define 

como isoefecto al efecto biológico sobre un cierto tejido (29,97). La fórmula que define 

la BED es: BED = D [1 + d / (α/β)], donde D la dosis total, d la dosis por fracción, y α 

y β la ratio característica de cada tejido que se explica más adelante. La dosis total se 

representa como D = nd, siendo n el número de fracciones y d la dosis por fracción. Por 

tanto, la BED es la dosis total teórica que hay que administrar para producir el E usando 

múltiples fracciones de menor dosis (29). Teniendo en cuenta esto, dos fraccionamientos 

son equivalentes cuando ambos tengan igual BED y, por tanto, tengan el mismo isoefecto: 

n1d1  ×  (1 + 
d1

α/β
) =  n2d2  ×  (1 +  

d2

α/β
). 

 

El modelo que estima los daños producidos por la radiación, ya sea por efecto directo o 

indirecto, es el modelo lineal-cuadrático (LQ), descrito por Douglas y Fowler en 1976 

(Figura 14) (117). Cada tejido sano o tumor tiene una curva de supervivencia según dos 

parámetros relacionados por una ratio con la dosis: α, es el parámetro lineal proporcional 

a la dosis de radiación, relacionado con el daño letal y responsable de la muerte directa; 

y β, es el cuadrático, proporcional al cuadrado de la dosis, relacionado con el daño subletal 

y responsable con la muerte que se produce de manera indirecta por acumulación de daños 

subletales que ya no se pueden reparar (97,117–119). Por tanto, el coeficiente α∕β se 
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corresponde con la dosis donde el evento muerte celular está dado por un efecto directo 

y otro indirecto, sin que predomine uno sobre otro. 

 

 

 

Figura 14. Esquema original tomado de Brosed 

Serreta (97). Representación logarítmica de una 

curva supervivencia según el modelo lineal-

cuadrático: componente lineal y componente 

cuadrática.  

 

 

Tejidos con coeficientes α∕β altos (en torno a 10 Gy) se caracterizan por una capacidad 

proliferativa alta y presentan mayor sensibilidad a la radiación; es decir, administrando 

dosis bajas se produce la muerte celular por acción directa. En cambio, tejidos con 

coeficientes α∕β bajos, aproximadamente 3 Gy, requieren una dosis más alta de radiación 

ionizante, por ser más radiorresistentes, para alcanzar la muerte celular por acumulación 

de daños subletales. Se relaciona con los efectos tardíos. En general, los tumores 

presentan coeficientes α∕β altos.  

 

1.6.1.6.Muerte celular por radioterapia 

 

Como hemos comentado, la RT produce una serie de daños a nivel celular que cuando no 

se pueden subsanar implican la muerte celular. Hay distintos tipos de muerte celular o 

estados que acaban en ella tras la administración de RT, dependiendo de diversos factores 

como características celulares, del microambiente y de la radiación ionizante (14,29,120). 

Según el momento en el que se produzca el daño celular, podemos distinguir entre muerte 

o catástrofe mitótica cuando se pierde la capacidad de proliferación celular o muerte de 

interfase cuando la muerte celular ocurre de forma inmediata antes de que la célula se 

divida y se ve en aquellas células con alto índice proliferativo. En cambio, la muerte 

diferida que ocurre tras uno o más intentos de división celular es el tipo más frecuente, 

tanto en tejidos sanos como tumorales. 

 

La catástrofe mitótica es un mecanismo que impide la proliferación y/o supervivencia de 

las células que no son capaces de completar la mitosis o inmediatamente después de la 
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misma, como consecuencia de un daño extenso en el ADN, problemas en el proceso de 

mitosis y/o fallo en los checkpoints (14,16,20,25,29). La catástrofe mitótica no debe 

considerarse un tipo de MCP como tal, sino que este mecanismo conduce a la muerte 

celular mediante la inducción de otros tipos de muerte celular, como la apoptosis, la 

senescencia celular o la necrosis (Figura 15) (14,16,20,121). La catástrofe mitótica tiene 

un papel importante en procesos carcinogénicos, tanto en el origen como en la progresión. 

Varios tratamientos incluyendo agentes quimioterápicos y RT tienen relación con este 

proceso. De hecho, la catástrofe mitótica es considerada el mayor responsable de la 

muerte celular en las células proliferantes irradiadas (14,29).  

 

 

Figura 15. Figura modificada de Vakifahmetoglu et al. (16). Vías por las que la catástrofe mitótica (CM) 

conduce a otros tipos de muerte celular.  

 

Otro tipo de muerte celular mucho menos conocido y que se observa en el contexto de la 

RT es el efecto bystander, un fenómeno en el que la célula puede morir por irradiación 

de células vecinas (29,122). Parece que las células radiadas secretan factores que dañan 

a las células no irradiadas. Este efecto en las células adyacentes parece tener un papel 

fundamental cuando se emplean bajas dosis de RT. 

 

En los últimos años ha cobrado fuerza el concepto de muerte celular inmunogénica 

(immunogenic cell death (ICD)) para definir mejor la muerte celular inmunomediada 

(14). Se ha demostrado que la apoptosis, la necrosis y la autofagia son capaces de inducir 

respuestas inmunomediadas, y que la necrosis además contribuye a crear un medio 

inflamatorio crónico que es protumoral e inmunosupresor (14,123–127). Para que tenga 
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lugar la ICD tienen que darse dos factores: la exposición a la señal dañina de la célula 

afectada que mostrará patrones moleculares asociados al daño (DAMPs),  para alertar a 

las células presentadoras de antígeno (CPAs), como las células dendríticas (CDs); y la 

presentación del antígeno por las CPAs a las células T (14).  

 

Los principales DAMPs son: la calreticulina, el HMGB1 y el ATP (adenosina trifosfato), 

que actúan sobre CD91, TLR4 y los receptores de las CDs, respectivamente. La 

calreticulina, una chaperona del RE, pasa a la superficie de la célula como señal 

preapoptótica. HMGB1 es una proteína de la unión de cromatina relacionada con la 

necrosis y el ATP se acumula dentro de los autolisosomas de la autofagia 

(14,123,128,129).  

 

Por otro lado, las altas dosis administradas por fracción también permiten generar un 

efecto abscopal que produce la muerte de aquellas células tumorales que están fuera del 

campo de radiación mediante la intervención del sistema inmune, aunque los mecanismos 

exactos aún no están bien establecidos. Este término fue acuñado por primera vez en 1953 

por Robin Mole. Procede del latín “ab” que significa “fuera de” y “scopus”, “diana o 

blanco”. Se ha analizado el efecto abscopal en múltiples estudios que combinaban RT 

con inmunoterapia para potenciar la respuesta inmune antitumoral (130). No obstante, en 

la práctica clínica la regresión tumoral más allá de la lesión que recibe el tratamiento de 

RT en monoterapia es un fenómeno poco frecuente según las series publicadas (130,131).  

 

Como ya se ha comentado, hay otros factores que influyen en la respuesta a la radiación 

ionizante y el tipo de muerte celular que se va a producir (14,29,120). Las características 

celulares son determinantes, incluyendo el estado celular, la función de p53 y ATM 

(proteína mutada ataxia-telangiectasia) (14,29,99,132).  

 

La fase del ciclo celular cuando se administra la radiación ionizante también influye en 

el tiempo y el tipo de muerte celular. Ya se ha comentado que las células que se 

encuentran al final de la fase G2 y hasta la mitosis son las más radiosensibles y entran 

más fácilmente en muerte celular (133). Las células tumorales emplean una redistribución 

por el ciclo celular como mecanismo de supervivencia. 
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Otros factores que influyen en el tipo de muerte celular que se va a producir son los 

propios de la radiación ionizante administrada. El fraccionamiento juega un papel 

fundamental, de ahí la importancia de tener en cuenta la BED. En este sentido, se ha visto 

que gracias a las dosis ablativas administradas mediante SBRT o SRS se puede producir 

muerte celular de forma directa e indirecta a través de la activación del sistema inmune y 

por daño vascular (14,134). En la práctica clínica, se ha visto que este tipo de 

fraccionamiento permite doblar la mediana de supervivencia en pacientes 

oligometastásicos, así como la tasa de respuesta a la inmunoterapia (135,136), apoyando 

la idea de que la dosis por fracción sí tiene impacto en la respuesta celular. Por otro lado, 

la calidad de la radiación también puede influir en la muerte celular, medida a través de 

la transferencia de energía linear (linear energy transfer - LET). Se ha comprobado que 

las radiaciones con alta LET pueden producir daños en el ADN más complejos que sean 

más difíciles de reparar (14,120,137,138). 

 

1.6.1.7.Relación entre autofagia y radiaciones ionizantes  

 

Como se describió previamente, la autofagia muestra un papel dual en cáncer. Por un 

lado, previene la acumulación de productos tóxicos celulares ya que permite 

transformarlos en material nutritivo con el objetivo de aportar un suplemento energético 

durante esta situación estresante y mantener el equilibrio homeostático. Son múltiples los 

trabajos que observan que la autofagia inducida por la RT actúa como mecanismo de 

protección para las células tumorales ante este agente estresante (14,37,127,139–

141,40,42,56,57,84,90–92). Por otro lado, distintos trabajos han descrito que la 

combinación de RT con diversos agentes farmacológicos potencian la autofagia como 

muerte celular en lugar de la apoptosis (57,139,142–145).  

 

Cuando se administra radiación ionizante se produce daño en el ADN, ROS y especies 

reactivas de nitrógeno (reactive nitrogen species - RNS) que conducen a un daño en el 

ADN y a nivel de varios orgánulos celulares, incluyendo la membrana celular, la 

mitocondria y el RE (Figura 16) (57,141,146). La acumulación de esas especies reactivas 

dentro y fuera del núcleo produce un estrés en las células, desencadenando la formación 

de UPR y desequilibrios metabólicos (37,57,141,147–150). Como respuesta frente a 

dicho estrés y para evitar una posible muerte celular, tiene lugar un proceso de autofagia. 

Esta inducción se puede observar in vitro a nivel proteico, donde en distintos estudios se 
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ha descrito un aumento de las proteínas relacionadas con la autofagia como LC3 y un 

descenso de las proteínas p62 y beclin-1 (125,150–152).  En este sentido, parece lógico 

que pensar que a) si inhibimos la autofagia como mecanismo de resistencia frente a la 

irradiación mediante agentes farmacológicos como la cloroquina o se silencian genes 

relacionados con la autofagia, o b) si inducimos la autofagia para que conlleve la muerte 

celular de las células tumorales con otros como el panobinostat, se podría mejorar el 

resultado obtenido con la radiación ionizante. 

 

Existen múltiples vías donde la autofagia y la RT se relacionan, entre las que se incluyen 

la reparación del ADN, la generación de ROS, la producción de ceramida o la entrada de 

calcio al citoplasma celular. Asimismo, la autofagia secundaria a radiación ionizante 

induce también la activación del sistema inmune (39,57,127). Existen trabajos que 

demuestran una radiosensibilización in vitro, pero una disminución en la respuesta in vivo 

relacionado con un déficit en la señalización inmunogénica (57,125,153). En este 

contexto y como ya se ha comentado previamente, cada vez cobra más importancia la 

ICD y estudios recientes han demostrado el papel de la autofagia en la misma bajo el 

efecto de la RT (14,57,140,154,155).  

 

 

Figura 16.  Figura modificada de Chaurasia 

et al. (147). Mecanismos de inducción de 

autofagia tras la administración de radiación 

ionizante. Primero se generan ROS en la 

mitocondria que producen un daño en 

macromoléculas como ADN y proteínas. 

Como consecuencia, se acumulan UPR en el 

RE produciendo un estrés. Esta situación es 

detectada por el sensor HSPA5/GRP78 y se 

activa las ramas de las UPR EIF2AK3 y 

ERN1. Finalmente, se induce la autofagia en 

condiciones de exposición a radiación 

ionizante como mecanismos de 

supervivencia.  
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1.6.1.7.1. Reparación del ADN y autofagia  

 

La radiación ionizante produce un daño directo sobre el ADN como se ha descrito 

previamente, pero también se produce un daño indirecto por la producción y acumulación 

de ROS. Ambos producen defectos de cadena simple y cadena doble, así como oxidación 

de bases del ADN, que son reconocidos por los sistemas de reparación (141). Tras la 

detección de un daño directo o indirecto en el ADN por las proteínas MNR y RPA, se 

reclutan las proteínas ATM, ATR y ADN-Pk que se unen al punto de la lesión y esto 

induce la unión de otras quinasas desencadenando los mecanismos de reparación 

correspondientes (57,141,156,157). Esto a su vez activa otras vías como la p53, mTOR o 

FOXO3a, que a su vez activarán la autofagia (141,146).  

 

En concreto, tras la administración de RT, se genera daño en el ADN, aumenta la 

expresión de FOXO3a y gracias a su interacción con ATM se produce la activación de 

esta proteína. A continuación, se produce la fosforilación y activación de p53 (57). Como 

consecuencia, los niveles de p53 se elevan y se traslada en su mayoría al núcleo. 

Finalmente, p53 induce la autofagia mediante varios mecanismos: activación de genes 

relacionados con la autofagia como PTEN o DRAM, inhibición de la vía PI3K-Akt-mTOR  

y activación del sensor AMPK (57,158,167,159–166). 

 

En el caso de la vía de la PI3K-Akt-mTOR, esta ruta es una de las más importantes en la 

regulación de la autofagia. La activación de esta vía por diferentes agentes conduce a la 

fosforilación de la subunidad p85 de la PI3K que posteriormente activa la proteína Akt. 

Esta proteína, por su parte, provoca la fosforilación y activación de mTOR, inhibiendo la 

autofagia (37,57,147). La irradiación produce una disminución de la fosforilación y de la 

autofosforilación de mTOR, lo que conduce a una inducción del proceso autofágico 

(37,57,168). Múltiples estudios han demostrado el efecto positivo del inhibidor mTOR 

en la radiosensibilización.  

 

1.6.1.7.2. ROS y autofagia 

 

La exposición a radiación ionizante genera un estrés celular en el que se produce una gran 

generación de ROS y RNS. Estas moléculas inestables se acumulan en la mitocondria, el 

RE y en otras partes de la célula, como el núcleo, generando un daño macromolecular en 
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estas regiones celulares. Para solventar este daño, se inducen múltiples vías que regulan 

la autofagia como la de AMPK,  UPR o la de MAPK/ERK que se activan ante un estímulo 

estresante y permiten la activación de otras quinasas y factores de transcripción, así como 

la expresión de HIF-1α (37,57,175–177,127,141,169–174). Estas vías conducen a 

(37,57,127,177): a) oxidación de ATG4 permitiendo la acumulación de autofagosomas; 

b) activación de la cascada de señalización de AMPK lo cual inicia la autofagia mediante 

el complejo ULK1; c) alteración de la interacción BECN1-BCL-2 que da lugar a la 

inducción de la autofagia; o d) alteración del equilibrio de la mitocondria dando paso a la 

mitofagia. 

 

Una de las principales vías por las que ROS induce daño y, por tanto, activa la autofagia 

es por su acumulación en la mitocondria. Este orgánulo celular es esencial en la 

generación de energía (ATP). La acumulación de ROS en su interior genera 

modificaciones biológicas y una pérdida del equilibrio energético (57,146,147,178,179). 

Como consecuencia, el ratio AMP/ATP aumenta y se activa AMPK, cuya forma activa 

fosforilada induce el proceso de la autofagia para restablecer el equilibrio energético 

(37,57,146). AMPK actúa a distintos niveles: a) inhibiendo la actividad de mTOR 

(fosforilándolo), b) fosforilando ULK1, c) fosforilando Beclin-1 y PI3KC3 y d) 

inhibiendo la interacción de Beclin-1 con Bcl-2. Asimismo, la acumulación de ROS en la 

mitocondria y el daño generado en este orgánulo puede inducir mitofagia. La mitofagia 

es un proceso de autofagia selectivo de la mitocondria en respuesta a estímulos extremos 

como la escasez de nutrientes, estrés oxidativo o alteraciones en las proteínas 

mitocondriales (146). La mitofagia está controlada por dos vías diferentes: BNIP3/NIX y 

Parkin  (PARK2)/PINK1 (49,57,146). La primera regula la agregación del contenido 

dañado directamente a los autofagosomas interaccionando con el receptor asociado a 

GABA, un homólogo de LC3; la segunda se une a BCL2 y permite la autofagia 

(57,127,146,180). Parkin es capaz de detectar cambios en la polarización de la 

mitocondria y, una vez activado, participa en la ubiquitinización del canal VDAC1 que 

reconoce a p62 y, por tanto, con LC3 del autofagosoma (57,146,155,177,181). 

 

Por otro lado, la acumulación de ROS tras la irradiación también produce un estrés en el 

RE y con ello un aumento en la respuesta a proteínas UPR. Así pues, tras la irradiación, 

el aumento de ROS activa sensores en la membrana del RE que elevan los niveles de 

HSPA5 (182,183) (37,57,147,184), PERK-eIF2a (proteína quinasa del retículo 
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endoplasmático-factor de iniciación eucariota 2α), IRE1a (Inositol-Requiring Enzyme 1) 

y ATF6 (37,57,141). En condiciones normales, estos tres componentes son inhibidos por 

la unión con la chaperona GRP78. Sin embargo, cuando aumentan los niveles de las 

proteínas UPR, esta chaperona se une a estas proteínas mal plegadas dejándolos libres y, 

por tanto, activos. En su forma activa pueden regular la transcripción de distintos genes 

ATG y, por tanto, la autofagia.  En concreto, PERK puede inducir el proceso de autofagia 

inhibiendo directamente mTOR o indirectamente a través de PARP1 (57). IRE1a, por su 

parte, pertenece a la ruta de JNK y, al activarse, provoca la fosforilación de Bcl-2, 

liberándose así Beclin-1, activa el complejo PI3K, así como la inducción de p53 y Atg5, 

y da paso al proceso autofágico (37,141,146). 

 

Por último, se ha descrito que la generación de ROS activa la vía de MAPK/ERK, en la 

que se incluyen las quinasas JNK y ERK, y cuya activación ante estímulos estresantes 

resulta clave en la inducción de autofagia (37,57). La activación de JNK potencia la 

muerte celular induciendo p53 y Atg5, así como que inhibe la asociación de Bcl-2 con 

Beclin-1 y regula al alza Beclin-1 (37). Por otro lado, la inhibición de JNK puede inhibir 

la expresión de Beclin-1 y, por tanto, la autofagia (37).  

 

Una de las vías por las que las células tumorales son capaces de adaptarse al estrés 

oxidativo secundario a la radiación ionizante mediante diversos mecanismos es la 

respuesta hipóxica. La RT puede alterar la vascularización del tumor, inducir una 

situación de hipoxia y activar HIF-1α. De esta manera, si se consiguen niveles bajos de 

oxígeno, se reduce la producción intratumoral de ROS (141). Cuando la expresión de 

HIF-1α aumenta, se transloca al núcleo donde se une a los elementos de respuesta a 

hipoxia e induce la autofagia por distintos mecanismos entre los que se incluye una 

regulación de la expresión de genes como BNIP3 (57,141). BNIP3 favorecerá la 

liberación de Beclin-1 del complejo que forma con Bcl-2 y se inducirá la autofagia (57). 

Además, HIF-1α permite a las células tumorales: a) activar la glicólisis e inhibir la 

fosforilación oxidativa mitocondrial gracias a la regulación al alza la quinasa piruvato 

deshidrogenasa 1 (PDK1), que suprime la generación de ROS respiratoria; b) inducir la 

expresión de agentes antioxidantes y disminuyen el daño secundario a ROS (141). Por 

tanto, HIF-1α confiere a las células tumorales protección a la RT contribuyendo a un 

estadio de radiorresistencia, de modo que se trata de una diana interesante para mejorar 

los resultados de la radiación ionizante  (141).  
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La acumulación de ROS y RNS también produce un daño en el núcleo. A diferencia de 

otros componentes de la célula, el ADN no puede someterse a un proceso de autofagia, 

ya que no se puede destruir, sintetizar de nuevo o reemplazar (146). No obstante, hay un 

proceso poco común que consiste en la degradación del ADN nuclear llamado piecemeal 

microautofagia del núcleo (146,185). Esta tiene lugar a partir de las uniones entre 

vacuolas del citoplasma y el propio núcleo, de manera que engloban el contenido a 

degradar formando una vesícula que es degradada por hidrolasas (146,186). 

 

1.6.1.7.3. Ceramida y autofagia 

 

La irradiación produce una activación de las glucohidrolasas que hay en las membranas 

celulares que a su vez son fundamentales en la producción de ceramida de la membrana 

plasmática, activadas por el daño de RCD. Las ceramidas regulan múltiples vías, entre 

ellas la autofagia (57,141,187–189). 

 

Las ceramidas actúan en condiciones de escasez de nutrientes disminuyendo la expresión 

de ää y transportadores de nutrientes, de modo que reducen la vía de señalización de 

mTOR y activan AMPK, induciendo, por tanto, la autofagia (57,190–192). Además, 

activan la quinasa JNK y, por tanto, aumentan la expresión de BECN1 (57).  

 

Por otro lado, la acumulación de ceramidas también produce un estrés en el RE que 

conlleva la activación de la autofagia y en la mitocondria induciendo la mitofagia 

(57,193,194). 

 

1.6.1.7.4. Calcio iónico y autofagia 

 

Entre los múltiples efectos que se producen tras la radiación ionizante a nivel celular está 

la entrada de calcio a la célula (147,195). Los mecanismos por los que la RT controla la 

concentración de calcio intracelular son varios: a) la acumulación de ceramidas que 

controlan la entrada a través de un canal de membrana; b) la activación de la enzima PLC 

localizada en la membrana plasmática y que produce IP3, lo que induce la salida del calcio 

del RE (57,196). Este calcio es capaz de inducir la autofagia, induciendo LC3 

citoplasmático (57). Además, puede activar el AMPK que inducen la autofagia también 

(57).  
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1.6.2. AGENTES QUIMIOTERÁPICOS  

 

A día de hoy existen múltiples estrategias terapéuticas, desde tratamientos locales con 

cirugía y RT, hasta tratamientos sistémicos con la quimioterapia, la terapia dirigida y la 

inmunoterapia. En la actualidad se están buscando combinaciones de distintas estrategias 

terapéuticas que permitan mejorar los resultados frente al cáncer reduciendo efectos 

secundarios. Uno de los puntos en los que se está trabajando es la modulación de la 

autofagia o el uso de moduladores epigenéticos. En esta línea, a continuación, se 

describen los inhibidores de las proteínas histona deacetilasas como inductores de la 

autofagia y la cloroquina como inhibidor de la misma.  

 

1.6.2.1.PROTEÍNAS HDAC COMO POSIBLES DIANAS TERAPÉUTICAS Y 

PANOBINOSTAT® 

 

1.6.2.1.1. Epigenética  

 

Los cambios epigenéticos son aquellos que alteran la expresión génica sin modificar la 

secuencia de nucleótidos del ADN (197–202). En general, hay dos formas principales de 

cambios epigenéticos: aquellos que modifican directamente el ADN, como es la 

metilación de ADN, o aquellos que modifican la unión de ADN a diversas proteínas, 

como por ejemplo las histonas. 

 

Las histonas son proteínas con un núcleo con múltiples subunidades (dos copias de H2A, 

H2B, H3 y H4) que envuelve al ADN y forma un nucleosoma (29,197,198,202–204). 

Esto es fundamental para que el ADN se organice en cromosomas. Las histonas pueden 

sufrir múltiples modificaciones: metilación, acetilación, fosforilación… 

 

Teniendo en cuenta que los cambios en la acetilación de histonas y que la expresión 

aberrante de histonas deacetilasas (HDACs) son frecuentes en diversos procesos malignos 

(197,205), la inhibición de HDACs podría suponer una estrategia terapéutica frente al 

cáncer. Los inhibidores de HDAC (HDACi) se han desarrollado rápidamente en los  
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últimos años para el tratamiento de tumores sólidos y hematológicos, tanto en 

monoterapia como en combinación con otros fármacos. 

 

1.6.2.1.2. Acetilación de las histonas  

 

Las modificaciones de la histona alteran la afinidad de estas proteínas por el ADN y estas 

modificaciones afectan a la transcripción.  

- Metilación y desmetilación de histonas. Se añaden grupos metilo (CH3) a uno 

o varios aminoácidos lisina de la histona. Las enzimas que catalizan esta 

metilación son las histonas metiltransferasas; las enzimas que quitan los grupos 

metilo son las histonas desmetilasas (197,198,200,202). 

- Acetilación y deacetilación de histonas. La acetilación es la adición de un grupo 

acetilo (CH3CO) a las lisinas de la histona, de modo que neutraliza la carga 

positiva y disminuye la afinidad entre la histona y el ADN, lo que produce una 

relajación de la cromatina y facilita la transcripción génica 

(128,197,208,209,198,199,201–204,206,207). Las enzimas que catalizan este 

proceso son las histonas acetiltransferasas (HATs) junto al cofactor acetil-CoA. 

Las enzimas que retiran el grupo acetilo de la histona son las histonas deacetilasas 

(HDACs). Es decir, la acetilación se asocia con una activación génica, mientras 

que la deacetilación disminuye la expresión génica. De esta forma, las HATs 

permiten una forma de cromatina abierta, llamada eucromatina, mientras que las 

HDACs permiten la condensación de la cromatina, la heterocromatina, ya que 

aumentan la carga positiva de las histonas que reaccionan con la carga negativa 

del ADN y bloquean la transcripción. Para ello, las HDACs trabajan de forma 

conjunta con coativadores, correpresores, factores de transcripción y HATs.  

El balance entre ambos tipos interviene mediante múltiples vías en el 

proceso tumoral (197–202,204,207,208,210). En la Figura 17 se muestra la 

interacción entre HATs y HDACs, y las vías en las que participan.  
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Figura 17. Esquema modificada de West y Johnstone (197). Vías en las que participan las HDACs. 

 

Las HDACs tienen su papel fundamental a nivel de las histonas, pero también actúan a 

nivel de proteínas no histonas, modificando múltiples funciones celulares, como la 

apoptosis, el transporte y la integridad del ARNm, la traducción, la interacción entre 

proteínas, así como diversos pasos del sistema inmune (128,197–201,207,211).  

 

Hay un total de 18 HDACs que se clasifican cuatro clases: I, II, III y IV, de acuerdo con 

la similitud a las proteínas de levadura, localización subcelular y actividad enzimática  

(128,197–199,202,203,207–209,211). En el Tabla 3 se resume los tipos de HDAC y su 

mecanismo de acción.  

 

Se ha demostrado que existe una correlación entre la sobreexpresión de HDAC en 

distintos tumores (Tabla 3) y la disminución de supervivencia global y libre de 

enfermedad, siendo capaz de predecir mal pronóstico independientemente de otras 

variables como el tipo de tumor o progresión (197,207). Además, la sobreexpresión de 

HDACs se han relacionado con eventos clave de la tumorogénesis como la represión 

epigenética del gen supresor de tumores CDKN1A (encoding the cyclin-dependent kinase 

Apoptosis     Senescencia      Diferenciación      Parada 

ciclo 

celular       

Inmunoge-

nicidad        

Supresión 

inmune  

Angiogénesis  
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inhibitor p21waf1/cip1) y genes como TP53, BRCA1 o ATR (197). No obstante, no 

siempre la sobreexpresión de HDAC es un factor de mal pronóstico. La elevación de 

HDAC6 se relaciona con un mejor pronóstico en el cáncer de mama con receptores de 

estrógeno positivos y en el linfoma cutáneo de célula T (197).  

 

Tabla 3. Resumen de las HDAC. Se detallan los subtipos, mecanismos de acción y funciones, proteínas 

diana y su expresión en los diferentes tipos de cáncer. CTCL: linfoma cutáneo de célula T. LH: linfoma 

Hodgkin. LLA: leucemia linfoblástica aguda. (128,197–199,202,203,207–209,211). 

HDAC clase 

(localización) 

HDAC 

subtipo  

Mecanismo 

de acción 
Función  Proteína diana  

Expresión en 

cáncer  

I (núcleo) 

HDAC 

1 

Dependiente 

de Zn++ 

Proliferación y 

supervivencia 

celular  

Histonas, pRb, SHP, 

BRCA1, MECP2, 

ATM, MEF2, MyoD, 

p53, NF-κB, AR, 

DNMT1 

↑ estómago, 

mama, 

colorrectal, 

pulmón, hígado, 

próstata, LH. 

HDAC 

2 

Proliferación 

celular y 

resistencia a 

insulina  

Histonas, BRCA1, 

NF-κB, MECP, 

GATA 2, pRb 

↑ estómago, 

colorrectal, 

próstata, cérvix, 

pulmón, LH, 

CTCL 

HDAC 

3 

Proliferación y 

supervivencia 

celular  

Histonas, HDAC (4, 

5, 7, 9), GATA 1, NF-

κB, pRb 

↑ estómago, 

mama, 

colorrectal, 

hígado, LH, LLA. 

↓ hígado 

HDAC 

8 

Proliferación 

celular  
HSP70 

↑ neuroblastoma  

IIA 

(citoplasma y 

núcleo) 

HDAC 

4 

Dependiente 

de Zn++ 

Regulación de 

citoesqueleto y 

movilidad celular 

Histonas, HDAC 3, 

14-3-3, CaM, MEF2 

 

HDAC 

5 

Funciones 

endoteliales, 

gluconeogénesis, 

crecimiento y 

funciones de 

cardiomiocitos 

↑ 

meduloblastoma, 

hígado. 

↓ pulmón. 

HDAC 

7  

Funciones 

endoteliales y 

gluconeogénesis 

↑ LLA. 

↓ pulmón 
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HDAC 

9 

Diferenciación 

timocitos, 

recombinación 

homóloga, 

funciones de 

células cardiacas   

↑ 

meduloblastoma, 

LLA. 

 

IIB 

(citoplasma y 

núcleo) 

HDAC 

6 

Dependiente 

de Zn++ 

Regulación de 

citoesqueleto y 

movilidad celular 

HDAC 11, SHP, HSP 

90, α tubulin 

↑ mama, CTCL. 

↓ pulmón 

HDAC 

10 

Regulación 

autofagia y 

recombinación 

homóloga  

LcoR, PP1 

 

III (núcleo, 

citoplasma y 

mitocondria) 

SIRT 1 

Dependiente 

de NAD+ 

Autoinmunidad, 

edad, equilibrio 

redox, 

supervivencia 

celular  

Histonas, NF-κB, 

p53, p300 

 

SIRT 2 

Supervivencia, 

migración, 

invasión celular 

Histone H4, PPAR-γ, 

p53, p300, α-tubulin, 

FOXO 

 

SIRT 3 

Regulación de 

ATP, señalización 

celular, ciclo urea 

Complejo I ETC, 

PGC-1α, p53, Ku70, 

sintetasa acetyl-CoA, 

FOXO 

 

SIRT 4 

Metabolismo 

energético, ciclo 

urea, señalización 

celular 

Glutamato 

deshidrogenasa  

 

SIRT 5 

Regulación ATP, 

señalización 

celular, apoptosis, 

ciclo de urea  

Fosfato sintetasa 

carbamoyl I, 

citocromo c  

 

SIRT 6 
Regulación 

metabolismo  
Histona H3, TNF-α 

 

SIRT 7 Apoptosis  
p53, ARN polimerasa 

I  

 

IV (núcleo) 
HDAC 

11 

Dependiente 

de Zn++ 

Replicación ADN, 

inmunomodulación  
HDAC 6 

Elevado en 

cáncer de mama, 

riñón, hígado  
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1.6.2.1.3. Inhibidores HDAC (HDACi) 

 

Los inhibidores de HDAC (HDACi) actúan típicamente sobre las HDAC clase I, II y IV. 

Al inhibir las HDACs, aumentan los niveles de acetilación de las histonas, lo que se 

traduce en una reexpresión de genes reguladores que estaban silenciados en las células 

cancerosas (198). Estos compuestos han mostrado actuar más sobre las células tumorales 

que en las normales, lo que supone una ventaja terapéutica en cuanto a efecto citotóxico 

y a toxicidad (197,198,200). 

 

1.6.2.1.3.1.Mecanismo de acción de los HDACi 

 

El efecto antitumoral de los HDACi no se debe a un único mecanismo, si no a la 

combinación de varios (Figura 18) (197–200,203,208): 

- Inducción de la apoptosis de forma selectiva en las células tumorales mediante 

la regulación de genes y proteínas pro- y antiapoptóticas, que activan vías 

intrínsecas y extrínsecas (197–200,203,211).  

Hay una asociación entre los genes relacionados con la expresión e 

inducción de la apoptosis, y la hiperacetilación de histonas en genes promotores 

de la apoptosis como TNFSF10 (encoding TRAIL) y BMF (encoding the 

proapoptotic Bcl-2 family member Bmf) (197), así como cambios en la actividad 

de factores de transcripción debido a la acetilación, como la inhibición de SP1 y 

C/EBPα, permitiendo la regulación a la baja de las proteínas Bcl-2 antiapoptóticas 

(197,207).  

- Parada del ciclo celular y senescencia (197,198,200). Los HDACi pueden parar 

el ciclo celular en las fases G1/S, y G2/M. Uno de los mecanismos más 

importantes es la elevación de los niveles de los inhibidores de CDKs y la 

disminución de la actividad de las CDK, y a su vez produce la desfosforilación de 

Rb y la inhibición del gen transcripcional E2F para la progresión de G1 a S en el 

ciclo celular (198,200,208).  

La concentración de los HDACi influye, ya que a dosis más bajas se induce 

la parada en G1, mientras que a dosis mayores se produce tanto en G1 como G2/M 

(198,208). En ciertas circunstancias, la pérdida del punto de control de la fase G2 

puede llevar a una muerte apoptótica en presencia de los HDACi. Las células que 

no tienen defectos en el punto de control G2 son resistentes a los HDACi.  
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- Autofagia. La inactivación de la vía PI3K-Akt-mTOR es la forma más descrita 

como mecanismos de acción de los HDACi respecto a la autofagia (211). Las 

proteínas HATs y HDACs regulan la acetilación de muchas proteínas relacionadas 

con la autofagia, como la de los ATGs, LC3, Beclin-1, y de otros factores como 

FOXO (199,200,211).  

El papel de los HDACi en el proceso de autofagia se ha descrito en 

distintas líneas celulares, como se muestra en la tabla 4 a través de diversos 

mecanismos (198–200,211–213).  

La posibilidad de que los HDACi puedan inducir la muerte de aquellas 

células tumorales resistentes a la apoptosis mediante la autofagia supondría un 

gran impacto en la práctica clínica. De cualquier forma y como ya se ha 

comentado, no existe un mecanismo único ni los HDAC inducen la autofagia por 

una sola vía. 

 

Tabla 4. Modificada de Mrakovcic (211). 

HDAC diana Mecanismo molecular HDACi Línea celular  

HDAC 1  FK228; HDAC1 

siRNA  

HeLa 

HDAC1/HDAC2 Autofagia phenylephrine-triggered  TSA; 

ATG5/BECN1 

RNAi 

Cardiomiocitos 

HDAC6 Control de la fusión autofagosoma con el 

lisosoma, daño en mitocondria 

Tubacin; HDAC6 

siRNA 

MEF 

HDAC7 Activación reducida de ERK  HDAC7 siRNA MEC 

 

- Inhibición de la angiogénesis. En situaciones de hipoxia, Kim et al. demostraron 

que las células tumorales in vitro presentan sobreexpresión de HDAC1, -2 y -3, 

así como una disminución de la expresión de la proteína von Hippel-Lindau y p53. 

Por tanto, esto conduce a un aumento de las proteínas HIF-1α y VEGF. Varios 

HDACi inhiben la angiogénesis regulando HIF-1α ya sea por mecanismos 

directos o indirectos (198,199,206–208). Los puntos en los que pueden actuar los 

HDACi además de en HIF-1α y VEGF, son la regulación a la baja de la 

angiopoietina, TIE2 y eNOS o la regulación al alza de p53, VHL, 

tromboespondina 1 y la transcripción de la activina A antiangiogénica. (206). 
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- ROS. Los HDACi conducen a la acumulación de ROS dentro de las células, lo 

cual conduce a la muerte celular por apoptosis y el daño en el ADN que regula al 

alza las proteínas proapoptóticas que promueven la vía intrínseca 

(198,200,201,208). El mecanismo por el que se produce la acumulación no está 

bien establecido pero parece que la acumulación de ROS se relaciona con que en 

las células tumorales no presentan la proteína antioxidante tiorredoxina que 

compensa el estrés oxidativo (200).  

- Muerte celular por catástrofe mitótica. Los HDACi producen una acetilación 

anormal en la histona que interfiere con la actividad mitótica, de modo que se 

produce una parada en la prometafase seguido de una mitosis anormal que 

conduce a la muerte celular mitótica o apoptosis (198).  

- Interferencia con la reparación del ADN dañado (199,200,208). La deleción o 

inhibición de HDAC9 y HDAC10 afecta al proceso de la recombinación 

homóloga (200). La inhibición de la HDAC6 inhibe la capacidad de reparación de 

la célula (200).  

- Sistema inmune (199,200). Estos fármacos y la consecuente disminución de la 

actividad de las HDACs aumentan la inmunogenicidad de las células tumorales, 

de modo que favorecen la presentación de antígenos y la coestimulación de 

moléculas en la superficie de las células tumorales como la calreticulina, así como 

la regulación al aza del CMH clase I y II, y de las células natural killer (CNK) 

(199,200,214,215). Este aumento de la inmunogenicidad se traduce en un 

aumento de la activación de los linfocitos T (215,216). 

- Efecto antimetastásico. Los HDACi incrementan la expresión de genes que 

actúan como supresores de metástasis (Kangai (KAII), Ras homologs, RhoB, 

RECK y TIMP-1) y disminuyen aquellos promotores de metástasis 

(metaloproteinasas (MMPs), integrina-α5 y formas de colágeno) (197,211). 
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Figura 18. Esquema modificado de Singh et al. (198).  Vías en las que interviene HDACi. 

 

1.6.2.1.3.2.Tipos de HDACi 

 

Los HDACi se clasifican en grupos según su estructura química: ácidos hidroxámicos, 

tetrapéptidos cíclicos, benzamidas, cetonas electrofílicas, y ácidos alifáticos 

(128,197,199,200,202,203,208,210). Estos agente pueden actuar frente a todas las HDAC 

(pan-inhibidores) o frente a un tipo específico (HDACi selectivos) (199,200,208).  

 

1.6.2.1.4. Ácidos hidroxámicos 

 

Los ácidos hidroxámicos se unen a los iones de zinc que necesitan las HDACs para su 

actividad catalítica (199–203,208,210). Dentro de este grupo se incluyen: tricostatina A 

(TSA), vorinostat (SAHA), panobinostat® (LBH589), GIVINOSTAT (ITF2357), 

belinostat (PDX101), resminostat (4SC-201), PCI 24781 y CXD101. En general, 

presentan una buena tolerancia en clínica (202,208,210).  

 

Son múltiples los estudios con diversas líneas celulares (Tabla 5). A nivel clínico, los 

HDACi aprobados por la FDA son vorinostat, romidepsin, belinostat y panobinostat® 
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para el tratamiento de diversos tumores (Tabla 6) (197,198,201). En los últimos años se 

han desarrollado y estudiado nuevos compuestos como givinostat (ITF2357), 

mocetinostat (MGCD01030), pracinostat (SB939) y entinostat (MS275). A nivel 

preclínico, algunos han demostrado mayor efecto que vorinostat y romidepsin, en cambio 

no han demostrado mejor perfil de toxicidad ni novedades respecto al mecanismo de 

acción.  

 

Tabla 5. Ensayos con líneas celulares de varios HDACi. CTCL: linfoma cutáneo de célula T. MM: mieloma 

múltiple. LB: linfoma de Burkitt. LH: linfoma Hodgkin. PTCL: linfoma célula T periférico. LT: linfoma 

célula T. Resaltado en gris el fármaco utilizado en este trabajo. 

Fármaco  Grupo HDACi Estudios en diversas líneas celulares  Diana  

Vorinostat 

(SAHA) 

Ácido 

hidroxámico 

CTCL 

Otros: cerebrales, colorrectal refractario, 

melanomas, pancreáticos, pulmón, MM, PTCL 

Pan-

inhibidor 

(I, II, IV) 

Belinostat 

(PXD101) 

Ácido 

hidroxámico 

MM, LB, tumores ginecológicos  Pan-

inhibidor 

(I, II, IV) 

Panobinostat® 

(LBH589) 

Ácido 

hidroxámico 

MM 

Otros: CTCL, AML, LH, MDS, tiroides, colorectal 

y próstata  

Pan-

inhibidor 

(I, II, IV) 

Tricostatin A 

(TSA) 

Ácido 

hidroxámico 

Diversas líneas celulares. No indicaciones clínicas 

por toxicidad  

Pan-

inhibidor 

(I, II, IV) 

 

Tabla 6. Modificada de Garmpi et al. (208). Fármacos HDACi aprobados para la práctica clínica por la 

FDA. CTCL: linfoma cutáneo de célula T. MM; mieloma múltiple. Resaltado en gris el fármaco utilizado 

en este trabajo. 

Nombre 

comercial 

Nombre 

químico  

Año aprobado por la 

FDA 

Clasificación  Indicación  

Zolinza Vorinostat  2006 Ácido hidroxámico CTCL 

Beleodaq Belinostat 2014 Ácido hidroxámico CTCL 

Farydak Panobinostat® 2015 Ácido hidroxámico MM 

 

Respecto al panobinostat® o LBH589 (Figura 19), este inhibidor actúa a dosis 

nanomolares a nivel de todas las HDAC de modo que es un HDAC pan-inhibidor, además 

de actuar a nivel de proteínas no histonas (128,198,199,201,208,217). Se ha visto que su 

efecto es considerablemente mayor al alcanzado por el vorinostat. Este fármaco produce 
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una hiperacetilación de la α-tubulina e inhibe a HDAC6, de modo que provoca una 

alteración del transporte de las UPR para su degradación en el autofagolisosoma, 

induciendo apoptosis (218). Por otro lado, se ha visto que la combinación de éste con 

otros fármacos, como corticoesteroides u otros agentes inmunomoduladores (talidomida 

o lenalidomida) puede potenciar el efecto antitumoral de estos últimos (219). 

 

En diversos estudios se ha comprobado su papel en la apoptosis, angiogénesis e 

inmunidad como tratamiento antitumoral, mostrando especificidad por las células 

tumorales. Ha sido ampliamente estudiado en el linfoma cutáneo de célula T (CTCL), 

demostrando eficacia en ensayos clínicos fase I y II. Se probó por primera vez en el 

tratamiento del cáncer de páncreas in vitro en 2008 por el grupo de Haefner et al., 

demostrando que el panobinostat® produce la interrupción el paso de G2/M, la apoptosis 

y la regulación al alza de p21 (220). En condiciones in vivo, este fármaco reduce 

significativamente la masa del tumor, pero no se ha visto que aumente de manera 

significativa aumente la apoptosis ni reduzca la proliferación celular (208,220). Hay 

estudios fase II para valorar la eficacia del panobinostat® en combinación con 

bortezomib, de hecho, es la indicación aprobada para el tratamiento del mieloma múltiple 

(Tabla 5). Por otro lado, se trata de un fármaco que se ha combinado con otros para valorar 

efecto sinérgico, entre ellos la dexametasona, lenalidomida o vorinostat (201).  

 

Figura 19. Fórmula química del panobinostat®. La molécula tiene un grupo indol metilado en la posición 

2 y 3, y unido a un grupo fenilo a través de una amina secundaria. El fenol contiene un grupo acrilamida, 

en el carbono para, modificada en el nitrógeno por un grupo hidroxilo.  

 

Como cualquier fármaco, en los ensayos clínicos con los HDACi se han observado 

efectos secundarios, desde leves (diarrea, anorexia o deshidratación) hasta severos 

(mielosupresión, trombocitopenia, cardiotoxicidad) (200,203,208,211). Los efectos 

asociados más frecuentemente al panobinostat® son la diarrea y la cardiotoxicidad (198). 
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El efecto de los HDACi se puede ver potenciado por su combinación con otros fármacos 

y RT (199,200,203,206,211). Son múltiples los experimentos con diversos 

quimioterápicos, como gemcitabina, paclitaxel, cisplatino, etoposido, doxorrubicina y 

epirubicina; agentes desmetilantes, como azacitidina y decitabina, agonistas del receptor 

anti-TRAIL. Por otro lado, diversos HDACi, como TSA, butirato, vorinostat o CI-994, 

han demostrado ser radiosensibilizantes en diversas líneas celulares (201). 

 

1.6.2.2.CLOROQUINA 

 

El uso principal de la cloroquina (CQ) es como antimalárico, pero también se ha utilizado 

en enfermedades inflamatorias por su efecto inmunosupresor, incluso hay estudios de su 

papel como antiretroviral en pacientes HIV-1/AIDS (41,42,56,221,222). Los estudios 

más recientes señalan el efecto antitumoral como inhibidor de la autofagia tanto de la CQ 

como de su derivado la hidroxicloroquina (41,56,222,223). 

 

La CQ puede existir como forma cargada (protonada) y no cargada (no protonada) (Figura 

20). La forma no protonada puede pasar libre y rápidamente por la membrana de células 

y orgánulos (42,56,224). 

 

Figura 20. Fórmula química de la CQ: (RS)-N-(7-cloroquinolin-4-il)-N,N-dietil-pentano-1,4-diamina.   

 

Respecto a su papel en el proceso de la autofagia, la forma no protonada de CQ es capaz 

de pasar al interior de vesículas y lisosomas libremente, el medio más ácido de su interior, 

hace que se protone, impidiendo que pueda atravesar la membrana nuevamente, de modo 

que queda atrapada dentro de los lisosomas, acumulándose en los mismos y alterando su 

funcionalidad (42,56,222,224,225): asimismo actúa en la inhibición de las enzimas 

fosfolipasa A2, lisofosfolípido acilhidrolasa, y monoacilglicerol lipasa (42,56,95,224). 

Además, la CQ bloquea de la fusión de los autofagosomas con los lisosomas, impidiendo 

la formación del autolisosoma y, por tanto, no tiene lugar la degradación de su contenido 

(41,42,56,226).  
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La acumulación de CQ en el interior de las vesículas hace que se produzca una elevación 

del pH dentro de las vesículas, de modo que aumenta el volumen de los lisosomas y la 

superficie de su membrana (56,222,224). El aumento de volumen induce factores 

intrínsecos y extrínsecos que pueden cambiar el tipo de muerte celular de apoptosis a 

necrosis (224).  

 

Por otro lado, la acumulación de CQ dentro de los lisosomas aumenta la permeabilidad 

de su membrana, de modo que se inicia la degradación mitocondrial mediante apoptosis 

(225). Este aumento de permeabilidad también produce la secreción de proteasas como 

la catepsina B que puede desestabilizar la membrana celular (224).  

 

Las dosis utilizadas varían entre 100 y 500 mg/día (56). A dosis bajas, apenas se dan 

efectos secundarios; si se emplean dosis más altas, pueden aparecer alteraciones visuales, 

gastrointestinales, cardiacas, cutáneas… (56). 

 

Como tratamiento antitumoral, hay múltiples estudios del papel de la CQ en varias 

entidades tumorales, así como las ventajas de su combinación con otros tratamientos 

aumentando la sensibilidad de las células tumorales a los mismos, ya sean 

quimioterápicos o RT (42,56,95,222,224–229). Respecto a la combinación con RT, son 

múltiples las revisiones que confirman el poder radiosensibilizante de la CQ 

(42,95,99,224,225,227,229–232). De los datos obtenidos, parece que la potenciación de 

la CQ sobre la RT se debe al impacto negativo que produce el fármaco sobre el proceso 

de recuperación tras la irradiación.  

 

Además del efecto directo de la CQ en las células tumorales, también se ha descrito que 

este fármaco actúa a nivel del microambiente tumoral. Tanto la CQ como su derivado, la 

hidroxicloroquina, pueden potenciar el sistema inmune o actuar a nivel de la vasculatura 

tumoral (223).  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  
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En los últimos años se ha profundizado en el papel dual de la autofagia en el desarrollo y 

el mantenimiento del cáncer. En este sentido, se han estudiado diversos agentes que 

actúan como modificadores de la autofagia con el objetivo de obtener un beneficio 

terapéutico. 

 

El papel de la radioterapia como arma terapéutica en el tratamiento de enfermedades 

tumorales malignas está bien establecido, experimentando una gran revolución en los 

últimos años gracias a los avances tecnológicos en cuanto a las pruebas de imagen y a la 

administración de la radiación ionizante.  

 

Cada vez somos más conscientes de la necesidad de un enfoque multidisciplinar en el 

tratamiento del cáncer. De ahí que surjan líneas de investigación que analicen el beneficio 

de la combinación de los diferentes tipos de tratamiento a nuestro alcance. Hasta ahora, 

los estudios preclínicos y clínicos que analizan el tratamiento combinado de radioterapia 

junto a moduladores de la autofagia no aportan resultados concluyentes, de ahí el 

creciente interés en la profundización de este tema. 

 

En nuestro trabajo, nos planteamos la siguiente hipótesis: la combinación de radioterapia 

junto a modificadores de autofagia, un inductor y un inhibidor, permitiría disminuir la 

dosis de radiación ionizante administrada manteniendo el mismo efecto. Para ello, 

nuestros objetivos son los siguientes:  

- Valorar la respuesta en varias líneas celulares al tratamiento de radioterapia y dos 

moduladores de la autofagia, cloroquina (inhibidor) y panobinostat (inductor), en 

monoterapia, así como analizar el porcentaje de muerte celular a dosis crecientes 

de los mismos.  

- Estudiar la respuesta en varias líneas celulares al tratamiento combinado de 

radioterapia con cloroquina, y radioterapia con panobinostat, así como analizar el 

porcentaje de muerte celular a dosis crecientes combinadas y si el efecto 

conseguido por estas combinaciones es mayor que en radioterapia en 

monoterapia.   

- Valorar si el efecto alcanzado en la combinación es sinérgico.  

- Analizar la inducción o inhibición de la autofagia mediante la expresión de 

proteínas relacionados con este proceso tras la administración de radiación 
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ionizante y ambos agentes modificadores de la misma cuando su tratamiento 

combinado alcance efecto sinérgico. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS  
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3.1. Líneas celulares  

 

Se trabajó con las siguientes líneas celulares correspondientes a cáncer de mama (MDA-

MB-231 y HCC-1937), cáncer de próstata (VCAP) y cáncer de cabeza y cuello (CAL33 

y 32860). Todas ellas detalladas en la siguiente tabla (Tabla 7).  

 

Tabla 7. Características de las líneas celulares empleadas. 

LINEA 

CELULAR 

HISTOLOGÍA. 

LOCALIZACIÓN. 

ESTADIO 

CARACTERÍSTICAS PROCEDENCIA 

MDA-MB-

231 

Adenocarcinoma epitelial 

de mama 

Línea aneuploide con un cariotipo 

próximo a la triploidia.  

BRCA1 wild-type. 

Mutación p53 y KRAS.  

Deleción CDKN2A. 

ATCC, Rockaville, 

MD 

HCC-1937 Carcinoma ductal infiltrante 

de mama  

Triple negativo.  

Mutación BRCA1, p53, RB1 y 

PTEN.   

ATCC, Rockaville, 

MD 

CAL33 Carcinoma escamoso 

moderadamente 

diferenciado de cavidad oral  

Cariotipo: cercano a la tetraploidia 

Pérdidas en los cromosomas 5 

(5p/q) y 21 (21q21) y ganancia en 

el cromosoma 13 (13q) 

Mutación p53 y 

pArg175His(c.524 G>A). 

ATCC, Rockaville, 

MD 

32860 Carcinoma escamoso 

pobremente diferenciado de 

laringe (supraglotis) 

Cariotipo: hiperploidia moderada Biopsia quirúrgica  

VCAP Cáncer epitelial de próstata. 

Estadio metastásico  

Mutación p53, MLH1 y 

TMPRSS2-ERG. 

ATCC, Rockaville, 

MD 

 

3.1.1. MDA-MB-231 

 

La línea celular MDA-MB-231 (Figura 21.A) se corresponde con una línea celular 

derivada de un tumor de mama de tipo adenocarcinoma metastásico TNM IV de una 

mujer de 51 años (Homo sapiens) con receptores hormonales negativos. Se trata de una 

línea aneuploide con un cariotipo en el que las células suelen ser triploides. Las 

alteraciones moleculares de esta línea son mutación p53, KRAS y deleción CDKN2A. 

Respecto al gen BRCA1 es wild-type, es decir, no presenta alteraciones moleculares en el 

mismo.  
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3.1.2. HCC-1937  

 

La línea celular HCC-1937 (Figura 21.B) se corresponde con una línea celular derivada 

de una mujer (Homo sapiens) de 23 años con cáncer de mama de tipo carcinoma epitelial 

ductal infiltrante de mama grado 3 estadio TNM IIB. Se trata de una línea que no presenta 

receptores hormonales ni expresión de HER2. Asimismo, se caracteriza por presentar las 

siguientes alteraciones moleculares: mutaciones en p53, BRCA1, RB1 y PTEN.   

 

3.1.3. CAL33 

 

La línea celular CAL33 (Figura 21.C) fue derivada de un tumor de estirpe carcinoma 

escamoso moderadamente diferenciado y localizado en legua en un varón de 69 años de 

la especie Homo sapiens. Se desconoce el estadio y VPH. Las alteraciones moleculares 

presentes en esta línea son p53 mutado y pArg175His(c.524 G>A).  

 

3.1.4. 32860 

 

La línea celular 32860 (Figura 21.D) se corresponde a una línea derivada de un carcinoma 

escamoso pobremente diferenciado localizado en supraglotis presente en un varón de 68 

años de la especie Homo sapiens. La estadificación del tumor era pT3N1 por afectación 

ganglionar. Se trataba de un caso VPH negativo. Se desconoce las alteraciones 

moleculares de esta línea celular.  

 

3.1.5. VCAP  

 

La línea celular VCAP (Figura 21.E) corresponde a una línea celular derivada de un tumor 

de un varón de 59 años de la especie Homo sapiens que padecía un cáncer epitelial de 

próstata en estadio avanzado con metástasis óseas a nivel vertebral. Las alteraciones 

moleculares presentes en esta línea son p53 mutado, MLH1 mutado y TMPRSS2-ERG.  
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Figura 21. A. Línea celular MDA-MB-231. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en 

cultivo. B. Línea celular HCC-1937. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo. 

C. Línea celular CAL33. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo. D. Línea 

celular 32860. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo. E. Línea celular 

VCAP. Imagen tomada con microscopio de luz (10x) de una placa en cultivo.  
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3.2. Cultivos celulares  

 

Las células fueron cultivadas en placas de 100 ml (Falcon) con medio RPMI 1640 con L-

Glutamina suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (FBS) y 1% de 

penicilina/estreptomicina (100U/ml y 100μg/ml, respectivamente) (Gibco, Life Tech) 

para las líneas CAL33, 32860 y HCC-1937, y con medio DMEM con L-Glutamina 

suplementado con 10% FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Life Tech) para 

MDA-MB-231 y VCAP, en el incubador a 37ºC con una concentración de CO2 del 5% 

(Cultek S.L.U.).  

 

Según la necesidad de células para los experimentos se fueron realizando divisiones 

celulares para mantener la línea celular y a la vez poder realizar los mismos. En primer 

lugar, se retiró el medio y se lavó la placa con 5 ml de tampón fosfato salino (PBS) para 

retirar todos los posibles restos celulares. A continuación, se añadió 1ml de solución 

TryplE Express (Gibco, Life Tech), se mantuvieron durante 5-15 minutos en el incubador 

para despegar las células adheridas al fondo de la placa. Por último, se realizó una división 

de esas células para mantener la línea celular, o se utilizaron para el experimento 

correspondiente.   
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3.3. Agentes farmacológicos  

 

Como agentes farmacológicos, moduladores de la autofagia, para combinación con RT 

se utilizaron CQ y panobinostat® (LBH589).  

 

La CQ fue suministrada por la casa comercial Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A. Se 

preparó una solución 50mM del fármaco, disolviendo para ello el fármaco en polvo en 

ddH2O al 0.5 % de DMSO. Las concentraciones empleadas para los experimentos según 

la línea celular vienen detalladas en la Tabla 1.  

 

El panobinostat® (LBH589) fue comprado a Novartis Pharmaceuticals, Basel, Suiza. Se 

preparó a partir de un stock de 1mM o 100μM y como vehículo se utilizó DMSO. Para 

los distintos experimentos y según la línea celular se utilizaron las concentraciones 

detalladas en la Tabla 8.  

 

Tabla 8. Concentraciones de los fármacos empleados según la línea celular.  

 MDA-MB-231 HCC-1937 VCAP CAL-33 32860 

CQ (µM)      

 5 5 5 7,5 7,5 

 10 10 10 15 15 

 15 15 15 22,5 22,5 

LBH589 (nM) 7 7 2,5 7,5 7 

 14 14 5 15 14 

 21 21 7,5 22,5 21 
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3.4. Radioterapia  

 

El equipo empleado para la administración de la RT es el Gammacell 1000 Elite 

(Laboratorio de imagen molecular, Servicios de Nucleus, USAL). Se trata de un equipo 

de la casa Nordion y adquirido por la Universidad de Salamanca en septiembre 2006, 

teniendo las licencias y las instalaciones necesarias. Contiene una única fuente de Cesio-

137 y cumple los requerimientos de seguridad IAEA de Special Form Radioactive 

material. El Cesio-137 tiene una vida media de 30 años. 

 

Las líneas celulares se irradiaron en placas de 30mm. Se coloca hasta un total de 6 placas 

en un contenedor que se introduce en la cámara de irradiación (Figura 22). A 

continuación, en el panel de control se determina la dosis a administrar y se mantiene el 

tiempo correspondiente. 

 

 

Figura 22. A. Equipo Gammacell 1000 Elite. B. Placas de 30 mm a irradiar.  
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Las características del equipo vienen detalladas en la tabla 9: 

Tabla 9. Características técnicas de equipo de radiación, modificada de la suministrada por la casa 

comercial. 

Características del equipo 

Peso total del equipo 1150 kg  

Altura  155 cm 

Ancho 80 cm 

Largo  80 cm 

 

Las dosis empleadas en los experimentos, ya sea como monoterapia o en combinación 

con los fármacos descritos son los siguientes (Tabla 10).  

Tabla 10. Dosis de radioterapia (RT) (Gy) según las líneas celulares.  

 MDA-MB-231 HCC-1937 VCAP CAL-33 32860 

RT (Gy) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 

RT (Gy) 5 5 5 5 5 

RT (Gy) 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 
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3.5. Ensayo de apoptosis y cálculo de sinergismo 

 

Se realizó un ensayo de apoptosis en las distintas líneas celulares. Para ello, se sembraron 

30.000 células en placas de 30mm. El ensayo se llevó a cabo tanto en las células sin tratar 

como en las células tratadas con los fármacos con o sin RT a las 72h de radiarlas. En el 

caso de las células tratadas con los fármacos, éstas se incubaron previamente a la 

irradiación 24h y se mantuvo el tratamiento hasta las 72h posteriores al tratamiento con 

RT. Pasadas las 72h, el ensayo se realizó empleando el kit FITC Apoptosis Detection Kit 

CE (Immunostep), en el que se marcan con anexina V y con yoduro de propidio las células 

y este marcaje nos permite distinguir las células vivas (anexina V-/yoduro de propidio-) 

de las apoptóticas tempranas (anexina V+/yoduro de propidio-) y apoptóticas tardías y 

necróticas (anexina V+/yoduro de propidio+) según las indicaciones de la casa comercial. 

Una vez marcadas, la muerte celular fue analizada mediante el citómetro Accuri™ C6 

Plus Flow Cytometer.  

 

Para analizar si el tratamiento combinado de los distintos agentes tiene un efecto aditivo 

o sinérgico, se empleó el programa Compusyn Software (ComboSyn, Inc) que se basa en 

el método descrito por Chou-Talalay (233). Se introducen las dosis de los tratamientos 

empleados y la fracción alterada (Fa) correspondiente con el total de células muertas tras 

la administración de los mismos. Finalmente se obtiene un índice de combinación (CI). 

La interpretación de estos es: CI > 1: efecto antagónico; CI = 1: efecto aditivo; CI < 1 

efecto sinérgico. 

 

Cada experimento contó de dos o tres replicas para asegurar la fiabilidad de los resultados.  

Al comprobar resultados similares se escogió todos los valores de un experimento para la 

representación gráfica y el análisis de los resultados. Se analizaron al menos 10.000 

células con cada condición 
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3.6. Extracción de proteínas  

 

Las proteínas fueron extraídas de las células sometidas a tratamiento con RT, CQ o 

LBH589, en diversas concentraciones, como tratamiento único o en combinación a las 72 

horas de la administración de RT, así como de un control negativo sin ningún tratamiento 

de las líneas celulares previamente mencionadas.  

 

En el proceso de extracción las células fueron recogidas de las placas de cultivo y se llevó 

a cabo en hielo para minimizar la degradación de las proteínas. En primer lugar, se aspiró 

el medio de las placas, se lavó con 5 ml de PBS, se tripsinizó con 0.5mL del reactivo 

TrypLE Express (Gibco), se recogió el contenido y se centrifugó a 1800 r.p.m. durante 

cinco minutos a 4ºC. A continuación, se aspiró el sobrenadante y se añadió 0.150ml de 

tapón de lisis (50 mM Tris, 130 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton x-100) suplementado 

con inhibidores de proteasas (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) con el fin 

de romper las membranas celulares e inhibir las proteasas para evitar la degradación de 

las proteínas.  

 

Las placas se mantuvieron 30 minutos en hielo, dando un vórtex cada 15 minutos para 

realizar lisis mecánica que facilitara la rotura celular. Pasado ese tiempo se centrifugó 15 

minutos a máxima velocidad y se transfieren los sobrenadantes que contienen las 

proteínas a nuevo tubo Eppendorf se reservan a -80ºC. 

 

Los extractos obtenidos se cuantificaron mediante la técnica de Bradford (234), basada 

en la formación de un complejo entre el colorante azul brillante de Coomassie G-250 y 

las proteínas presentes en las diferentes muestras. Como patrón, se emplea albúmina 

sérica bovina (BSA), a 5 concentraciones diferentes conocidas (0, 100, 250, 500, 750 

µg/mL), para elaborar un patrón en un rango entre 0 y 750 µg/mL. Las muestras se 

prepararon según el protocolo del kit PierceTM Coomassie (Bradford) Protein Assay 

ThermoFisher Scientific (Ref. 23236). Por último, se midió la absorbancia de las muestras 

a 570 nm mediante el lector de microplacas UltraEvolution (Tecan®) 
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3.7. Método Western blot 

 

Esta técnica permite detectar proteínas específicas y caracterizar su tamaño, presencia de 

modificaciones post-traduccionales y comparar sus niveles entre distintas muestras. Para 

ello necesitamos un anticuerpo que reconoce y se une a un epítopo único según la proteína 

que queramos analizar.  

 

En primer lugar, las proteínas se desnaturalizaron a 95ºC durante 5 minutos. Esto permite 

que las proteínas pierdan su estructura terciaria y cuaternaria, y adquieran carga negativa, 

permitiendo su migración al polo positivo al someterlas a un campo eléctrico.  

 

Para separar las proteínas por su peso molecular, se realizó la electroforesis en geles de 

poliacrilamida, al 8 % y 12 %. Para la parte inferior del gel se prepararon los geles con 

las concentraciones de acrilamida mencionadas; en la parte superior se preparó el gel 

concentrador al 4 % de acrilamida. Para que los geles polimerizaran se utilizó TEMED 

(tetrametiletilendiamina) y AMPS (persulfato de amonio) y, una vez gelificados, se 

cargaron 30 µg de cada una de las muestras proteicas previamente desnaturalizadas junto 

con un marcador de peso molecular (ThermoFisher Scientific Ref. 26619). A 

continuación, se llevó a cabo la electroforesis a un voltaje de 150V durante unos 75 

minutos en un buffer compuesto por agua destilada (90%) y SDS 10x (10%). Una vez 

hecho esto, se llevó a cabo la transferencia de las proteínas separadas a una membrana de 

fluoruro de polivinilideno (PVDF), aplicando un voltaje de 15 V durante 30 minutos 

(Biorad). Las membranas se tienen que activar previamente mediante metanol y agua 

destilada. Una vez terminada la transferencia, se bloquearon durante media hora en una 

solución de leche desnatada en polvo al 5 % en TBS-T (0,1 % de Tween-20 en TBS) para 

evitar uniones inespecíficas de los anticuerpos. Pasado este tiempo, las membranas se 

incubaron durante 12 horas a 4ºC con el anticuerpo primario específico de cada proteína 

a estudiar relacionada con la autofagia, diluido en TBS-T con BSA al 3%. A continuación, 

se realizaron tres lavados de 5, 7 y 10 minutos, respectivamente. El siguiente paso fue la 

incubación de las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo 

secundario correspondiente diluido 1:10000 en una solución de 0,2 g de leche en polvo 

en 3mL de TBS-T. El anticuerpo secundario reconoce al primario y permite su detección 

debido a su conjugación con la enzima peroxidasa de rábano (HRP). En esta ocasión, 

también se realizaron los lavados con TBS-T previamente mencionados.  
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El último paso fue el revelado de las membranas por quimioluminiscencia. Al añadir el 

reactivo de revelado TermoFisher Scientific (Ref. 34580), se une a la peroxidasa del 

anticuerpo secundario, produciendo luz que es detectada al exponer la membrana a una 

película de rayos X. La peroxidasa cataliza la oxidación del luminol en presencia de 

peróxido de hidrógeno. El tiempo de exposición de la membrana a la película de rayos X 

varía en función del anticuerpo primaria empleado.  

 

La Tabla 11 recoge los anticuerpos primarios y secundarios empleados: 

Tabla 11. Anticuerpos empleados  

Anticuerpo Origen Concentración WB Procedencia  

Anticuerpos primarios 

Anti-p62 Conejo   1:2000 Ab109012 Abcam 

Anti-Beclin1 Conejo 1:1000 3738S Cell signaling  

Anti-LC3 Conejo 1:1000 NB600-L384 Novus Biologicals  

Anti-β-actina Conejo  1:10000 A2228 Sigma-Aldrich 

Anticuerpos secundarios 

Anti-rabbit (HRP) Cabra 1:10000 Ab205718 Abcam 

Anti-mouse (HRP) Oveja  1:10000 NXA931 GE Healthcare 
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4. RESULTADOS  
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4.1. Estudio de las líneas celulares derivadas de cáncer de mama 

 

El tratamiento de las líneas celulares MDA-MB-231 y HCC-1937 mostró que ambas son 

radiosensibles con una disminución de la supervivencia celular proporcional al aumento 

de dosis de RT (Figura 25). Respecto a los fármacos modificadores de autofagia, en la 

línea MDA-MB-231, el aumento progresivo de la dosis de CQ produjo un leve aumento 

de muerte celular, que se mantuvo estable con la dosis más elevada (Figura 25). Por otro 

lado, LBH589 produjo una disminución más pronunciada de la supervivencia celular 

(Figura 23). En el caso de la línea celular HCC-1937, la CQ provoca una gran disminución 

de la viabilidad celular, especialmente la dosis de 15 µM (Figura 24). El LBH589 produjo 

un aumento leve de la muerte celular con la primera dosis (7nM), pero se vio que no 

continuaba aumentando a pesar de aumentar la dosis de este fármaco (Figura 24).  

 

 

Figura 23. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la línea celular MDA-

MB-231. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. 

Dosis CQ: D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM. 
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Figura 24. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la línea celular HCC-

1937. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis 

CQ: D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM. 

 

La representación gráfica del porcentaje de supervivencia y muerte celulares, así como la 

fracción alterada (Fa) analizadas mediante citometría de flujo se muestra a continuación 

para cada dosis de RT, CQ y LBH589 en la línea celular MDA-MB-231 (Tabla 12, Figura 

25) y para HCC-1937 (Tabla 13, Figura 26).  

 

Tabla 12. Porcentajes de supervivencia y muerte celulares en la línea MDA-MB-231 tras la administración 

de RT, CQ y LBH589 a dosis creciente. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: fracción 

alterada. 
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Tratamiento C- RT RT RT CQ CQ CQ  LBH LBH LBH 

CQ (µM)     5 10 15    

LBH589 (nM)        7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5       

Supervivencia (%) 97,4 96,4 89,2 76,4 91,7 75,1 75,9 88 77,9 51,3 

Mortalidad (%) 2,6 3,6 10,8 23,6 8,3 24,9 24,1 12 22,1 48,7 

Fa 0,02 0,03 0,10 0,23 0,08 0,24 0,24 0,12 0,22 0,48 
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Tabla 13. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

HCC-1937 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. 

Fa: fracción alterada. 

 

 

 

 

 

 

 

La muerte celular viene representada por apoptosis temprana y tardía, así como por 

necrosis. En la línea MDA-MB-231, se observa que a dosis crecientes de radiación 

ionizante los tres tipos de muerte celular representados aumentan progresivamente 

(Figura 25). Respecto a los dos fármacos, la administración de CQ produce un aumento 

del porcentaje total de muerte celular en las dosis más altas, aunque estable, debido 

fundamentalmente a la apoptosis, tanto temprana como tardía (Figura 25). Por su parte, 

LBH589 produce un aumento progresivo de los tres tipos de muerte celular recogidos, 

mayor en el caso de la apoptosis tardía y de la necrosis (Figura 25).  

 

MDA-MB-231 

Control negativo 

 
RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7.5 

   

 

 

 

Tratamiento C- RT RT RT CQ CQ CQ  LBH LBH LBH 

CQ (µM)     5 10 15    

LBH589 (nM)        7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5       

Supervivencia (%) 93,9 72,2 67,6 37,8 78,1 68,8 5,4 69,2 72,8 73,8 

Mortalidad (%) 6,1 27,8 32,4 62,2 21,9 31,2 94,6 30,8 27,2 26,2 

Fa 0,06 0,27 0,32 0,62 0,21 0,31 0,94 0,30 0,27 0,26 



 
100 

CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

 
  

Figura 25. Análisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

MDA-MB-231 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: 

LBH589.  

 

Respecto a la línea HCC-1937, también se observa un aumento progresivo del porcentaje 

global de muerte celular a medida que se aumenta la dosis de irradiación y de CQ (Figura 

26). Por otro lado, la administración de LBH589 produce muerte celular que se mantiene 

similar a dosis crecientes (Figura 26). Ante los tres tratamientos, se observa un aumento 

de los tres tipos de muerte celular. 

 

HCC-1937 

Control negativo 

 
RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7,5 
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CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

   
Figura 26. Análisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

HCC-1937 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 

 

Las siguientes figuras representan la comparación de cada tratamiento administrado de 

forma individual y su combinación en la línea celular MDA-MB-231, tanto para RT y 

CQ (Figura 27), como RT y LBH589 (Figura 28). Se puede observar una disminución de 

la supervivencia celular en ambas combinaciones mayor que la obtenida con cada agente 

en monoterapia. En relación a nuestra hipótesis, estos resultados podrían confirmar que 

la combinación de RT a dosis bajas con un agente modulador de la autofagia permite 

potenciar el efecto de la radiación ionizante. La dosis media (D2) y alta (D3) de RT más 

CQ supera el efecto de cualquiera de la dosis de radiación ionizante en monoterapia 

(Figura 27). Por otro lado, la combinación a dosis bajas de (D1) de RT y LBH589 produce 

un efecto similar al observado con la dosis más alta (D3) de RT en monoterapia (Figura 

30). Es decir, la adición de un agente modulador de la autofagia permite disminuir la dosis 

de RT a emplear para obtener el mismo nivel de muerte celular. 
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Figura 27. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su 

combinación (RT + CQ) en la línea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: 

D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis RT+CQ: D1 2,5 Gy + 

5 µM, D2 5 Gy + 10 µM, D3 7,5 Gy + 15 µM. 

 

  

Figura 28. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su 

combinación (RT + LBH589) en la línea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis 

RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 7 Nm, D2 14 Nm, D3 21 Nm. Dosis RT+LBH589: 

D1 2,5 Gy + 7 nM, 5 Gy + 14 nM, 7,5 Gy + 21 nM. 
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El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometría de flujo se muestra 

representado en las siguientes gráficas para los tratamientos combinados de RT más CQ, 

y RT más LBH589, junto a los tratamientos en monoterapia (Figura 29 y 30). La 

combinación de radiación ionizante y CQ produce un claro aumento de la muerte celular 

respecto al control incluso en la combinación a dosis más bajas (RT 2,5 + CQ 5) que se 

mantiene estable en las combinaciones de dosis medias y altas. Este porcentaje de muerte 

celular incluye muerte celular apoptótica, tanto temprana como tardía, y necrosis (Figura 

29).  

 

MDA-MB-231 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7.5 

   
CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

   
RT (Gy) + CQ (µM) 

RT 2,5 + CQ 5 RT 5 + CQ 10 RT 7.5 + CQ 15 

   
Figura 29. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular MDA-MB-231 

empleando tratamiento en monoterapia de RT y LCQ, así como su combinación RT+CQ. RT: radioterapia. 

CQ: cloroquina. 

 



 
104 

También la combinación de RT con LBH589 produce un claro aumento del porcentaje de 

muerte celular. En esta ocasión se observa que es la muerte apoptótica tardía y la necrosis 

la que sufren un mayor aumento a dosis crecientes, mientras que la apoptosis temprana 

se mantiene más o menos estable a pesar del aumento de las dosis combinadas (Figura 

30). Por otro lado, se puede observar que el tratamiento combinado supera el efecto 

alcanzado con RT en monoterapia y que la combinación de dosis bajas de irradiación con 

LBH589 iguala y mejora el efecto producido por la dosis más alta de radiación ionizante.  

 

MDA-MB-231 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7. 5 

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

   

RT (Gy) + LBH589 (nM) 

RT 2.5 + LBH589 7 RT 5 + LBH589 14 RT 7.5 + LBH589 21 

   
Figura 30. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular MDA-MB-231 

empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, así como su combinación y RT+LBH589. RT: 

radioterapia. LBH: LBH589. 

 

El tratamiento combinado de la línea MDA-MB-231, tanto RT con CQ, como RT con 

LBH589, mostró un aumento de la muerte celular apoptótica y/o no apoptótica frente al 

tratamiento con radiación ionizante en monoterapia. Para determinar si se trataba de un 
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efecto sinérgico o aditivo, se procedió a utilizar el método Chou-Talalay y mediante el 

índice de combinación (CI) comprobando que este efecto era sinérgico (CI inferior a 1) 

en todas las combinaciones de RT y LBH589, así como en la combinación de RT y CQ a 

dosis medias y altas (Tabla 14).  

 

Tabla 14. Análisis mediante el método Chou-Talalay en la línea MDA-MB-231.CI < 1: efecto sinérgico 

(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). CI > 1 efecto antagónico. CI =1: 

efecto aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: fracción alterada 

 

 

 

 

 

 

La línea celular HCC-1937 también se sometió al tratamiento combinado de RT con los 

dos moduladores de la autofagia. El efecto alcanzado por la combinación de radiación 

ionizante y CQ no mejora el alcanzado por la RT en monoterapia. De forma secundaria, 

se observa que tampoco mejora el efecto de la CQ en monoterapia (Figura 31).  

  

Figura 31. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su 

combinación (RT + CQ) en la línea celular HCC-1937. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 

2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis RT+CQ: D1 2,5 Gy + 5 

µM, D2 5 Gy + 10 µM, D3 7,5 Gy + 15 µM. 
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Tratamiento C- RT-CQ RT-CQ RT-CQ RT-LBH RT-LBH RT-LBH 

CQ (µM)  5 10 15    

LBH589 (nM)     7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 

Supervivencia (%) 97,4 95,1 36,9 38,6 77,2 49 22,8 

Mortalidad (%) 2,6 4,9 63,1 61,4 22,8 51 77,2 

Fa 0,02 0,04 0,63 0,61 0,22 0,51 0,77 

CI  2,58 0,46 0,72 0,92 0,9 0,69 
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La combinación de RT y LBH589 para la línea HCC-1937 tampoco mejora los resultados 

de la RT en monoterapia, incluso se produce menos muerte celular tras la administración 

del tratamiento combinado vs. tratamiento individual (Figura 32).  

 

  

Figura 32. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su 

combinación (RT + LBH589) en la línea celular HCC-1937. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT: 

D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 7 Nm, D2 14 Nm, D3 21 Nm. Dosis RT+LBH589: 

D1 2,5 Gy + 7 nM, 5 Gy + 14 nM, 7,5 Gy + 21 nM. 

 

La representación gráfica de la supervivencia celular en la línea HCC-1937 mediante 

citometría de flujo para los tratamientos combinados de RT más CQ, y RT más LBH589 

se presenta a continuación (Figura 33 y 34). Aunque la combinación de RT y CQ no 

aumenta la muerte celular alcanzada por ninguno de los tratamientos en monoterapia, la 

muerte producida se debe fundamentalmente a muerte apoptótica temprana, tardía y 

necrosis (Figura 33).  
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HCC-1937 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7,5 

   
CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

 

 

 
RT (Gy) + CQ (µM) 

RT 2,5 + CQ 5 RT 5 + CQ 10 RT 7,5 + CQ 15 

   

Figura 33. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular HCC-1937 

empleando tratamiento en monoterapia de RT y CQ, así como su combinación RT+CQ. RT: radioterapia. 

CQ: cloroquina. 

 

La misma situación se da para la combinación de radiación ionizante y LBH589. La 

muerte celular secundaria por este tratamiento combinado incluye apoptosis temprana, 

tardía y necrosis (Figura 34).  

 

HCC-1937 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7,5 
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LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

  
 

RT (Gy) + LBH589 (nM) 

RT 2,5 + LBH589 7 RT 5 + LBH589 14  RT 7,5 + LBH589 21   

   
Figura 34. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular HCC-1937 

empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, así como su combinación RT+LBH589. RT: 

radioterapia. LBH: LBH589. 

 

Como se hizo en la línea MDA-MB-231, se analizó cómo era el tipo de efecto resultante 

de la combinación de RT tanto con CQ como con LBH589 mediante el método Chou-

Talalay para la línea HCC-1937 (Tabla 15). A diferencia de la anterior, para HCC-1937 

además de no alcanzar un efecto mayor con la combinación de tratamientos respecto a los 

individuales, el CI resultó ser mayor a 1. Según este índice esto quiere decir efecto 

antagónico.  

 

Tabla 15. Análisis mediante el método Chou-Talalay en la línea celular HCC-1937. CI < 1: efecto sinérgico 

(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). CI > efecto antagónico. CI =1: efecto 

aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 

 

 

 

 

 

  

Tratamiento C- RT-CQ RT-CQ RT-CQ RT-LBH RT-LBH RT-LBH 

CQ (µM)  5 10 15    

LBH589 (nM)     7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 

Supervivencia (%) 93,9 73,9 54,2 43,6 70,5 70,4 58,6 

Mortalidad (%) 6,1 26,1 45,8 56,4 29,5 29,6 41,4 

Fa 0,06 0,26 0,45 0,56 0,29 0,29 0,41 

CI  1.7 2.1 2.6 1.5 3.1 44.1 
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4.2. Estudio de las líneas celulares derivadas de tumores de área de cabeza y cuello 

 

El tratamiento de las líneas celulares CAL33 y 32860 mostró un aumento de la muerte 

celular a dosis crecientes de radiación ionizante (Figuras 37 y 38). En cambio, para los 

dos fármacos modificadores de la autofagia, CQ y LBH589, en la línea celular CAL33 la 

supervivencia celular se mantuvo estable a pesar de aumentar la dosis administrada 

(Figura 35). En el caso de la línea 32860, sí se observó una disminución progresiva de la 

supervivencia celular a medida que se aumentaba la dosis de CQ; respecto a LBH589 se 

produjo una leve disminución de la supervivencia celular a partir de la segunda dosis 

(14nM) (Figura 36). 

 

  

Figura 35. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la línea celular CAL33. 

RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis CQ: 

D1 7,5 µM, D2 15 µM, D3 22,5 µM. Dosis LBH589: D1 7,5 nM, D2 15 nM, D3 22,5 nM.  
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Figura 36. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la línea celular 32860. 

RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis CQ: 

D1 7,5 µM, D2 15 µM, D3 22,5 µM. Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM. 

 

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometría de flujo se muestra 

representado a continuación para cada dosis de RT, CQ y LBH589 para la línea celular 

CAL33 (Figura 37 y Tabla 16) y 32860 (Figura 38 y Tabla 17). 

 

La administración de RT a dosis crecientes produce un aumento de la muerte celular en 

la línea CAL33 que se debe a la apoptosis, fundamentalmente tardía, y a la necrosis 

(Figura 37). Como ya se ha comentado, la administración de ambos moduladores de 

autofagia no produce una muerte celular significativa a pesar del aumento de dosis y la 

que hay es, sobre todo, por muerte apoptótica. 
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 RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   
CQ (µM) 

CQ 7,5 CQ 15 CQ 22,5  

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7,5 LBH589 15 LBH589 22,5 

   
Figura 37. Análisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

CAL33 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 

Tabla 16. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

CAL33 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: 

fracción alterada.  

Tratamiento C- RT RT RT CQ CQ CQ  LBH LBH LBH 

CQ (µM)     7,5 15 22,5    

LBH589 (nM)        7,5 15 22,5 

RT (Gy)  2,5 5 7,5       

Supervivencia (%) 97,2 86,3 53,9 41 97,9 97 92,9 96,7 94 90,8 

Mortalidad (%) 2,8 13.7 46,1 59 2,1 3 7,1 3,3 6 9,2 

Fa 0,02 0,13 0,46 0,59 0,02 0,03 0,07 0,03 0,06 0,09 

 

 

En la línea celular 32860 también se observa un claro aumento de la muerte celular tras 

la administración de RT, que incluye apoptosis temprana, tardía y necrosis (Figura 38). 

En esta ocasión, el tratamiento con CQ sí produce un aumento de la muerte celular a 

medida que se aumenta la dosis y se corresponde con muerte por apoptosis, 
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fundamentalmente temprana en las dosis más altas (Figura 38). Por último, el tratamiento 

con LBH589 conlleva un aumento de la muerte celular que también corresponde con 

muerte apoptótica, aunque más por apoptosis tardía y necrosis que temprana (Figura 38). 

 

32860 

Control negativo 

 
RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   
CQ (µM) 

CQ 7,5 CQ 15 CQ 22,5 

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

   
Figura 38. Análisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

32860 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 



 
113 

Tabla 17. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

32860 empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Fa: 

fracción alterada. 

Tratamiento C- RT RT RT CQ CQ CQ  LBH LBH LBH 

CQ (µM)     7,5 15 22,5    

LBH589 (nM)        7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5       

Supervivencia (%) 82,5 70,2 59,2 42,1 84,3 77,2 46,8 91,7 88,9 70,1 

Mortalidad (%) 17,5 29.8 40,8 57,9 15,8 22,8 53,2 8,3 11,1 29,9 

Fa 0,17 0,29 0,40 0,57 0,15 0,22 0,53 0,08 0,11 0,29 

 

El estudio de la respuesta al tratamiento combinado en la línea CAL33 mostró una mayor 

supervivencia tras la administración de RT más CQ, respecto a la radiación ionizante en 

monoterapia (Figura 39). De manera secundaria, se observó que la combinación mejora 

el resultado de la CQ como tratamiento individual (Figura 39).   

 

  

Figura 39. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su 

combinación (RT + CQ) en la línea celular CAL33. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5 

Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis CQ: D1 7,5 µM, D2 15 µM, D3 22,5 µM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 Gy + 

7,5 µM, D2 5 Gy + 15 µM, D3 7,5 Gy + 22,5 µM. 
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Respecto a la combinación de radiación ionizante con el inductor de la autofagia LBH589, 

se observa, como en la combinación previa, en la línea CAL33 no mejora el efecto 

alcanzado por la RT en monoterapia (Figura 40). De nuevo y aunque no es el objetivo de 

este trabajo, sí se observa que la combinación mejora el efecto del fármaco individual 

(Figura 40). Por tanto, en la línea CAL33 no podemos confirmar la hipótesis de que la 

combinación de RT con un modificador de la autofagia permite mantener el efecto 

bajando la dosis de irradiación.   

 

  

Figura 40. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su 

combinación (RT + LBH589) en la línea celular CAL33. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 

2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis LBH589: D1 7,5 nM, D2 15 nM, D3 22,5 nM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 

Gy + 7,5 nM, D2 5 Gy + 15 nM, D3 7,5 Gy + 22,5 nM.  

 

La representación gráfica de la supervivencia celular en la línea CAL33 mediante 

citometría de flujo se muestra a continuación para los tratamientos combinados de RT 

más CQ, y RT más LBH589 (Figuras 41 y 42).  

 

La muerte celular secundaria a la combinación de RT más CQ se debe en su mayoría a 

muerte por apoptosis, sobre todo tardía, y necrosis, aunque el porcentaje de apoptosis 

temprana aumenta progresivamente también a dosis crecientes (Figura 41).  
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CAL33 

RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   
CQ (µM) 

CQ 7,5 CQ 15 CQ 22,5  

   
RT (Gy) + CQ (µM) 

RT 2,5 + CQ 7,5 RT 5 + CQ 15 RT 7,5 + CQ 22,5  

   
Figura 41. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular CAL33 

empleando RT y CQ en monoterapia, así como su combinación RT+CQ. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. 

 

Por otro lado, la administración de RT y LBH589 en combinación produce una situación 

similar observando muerte celular por apoptosis, fundamentalmente tardía y necrosis, con 

un porcentaje de apoptosis temprana que, en menor medida, también aumenta al aumentar 

las dosis de la combinación (Figura 42). 
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CAL33 

RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   
LBH589 (nM) 

LBH589 7,5 LBH589 15 LBH589 22,5 

   
RT (Gy) + LBH589 (nM) 

RT 2,5 + LBH589 7,5 RT 5 + LBH589 15 RT 7,5 + LBH589 22,5  

   

Figura 42. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular CAL33 

empleando RT y LBH589 en monoterapia, así como su combinación RT+LBH589. RT: radioterapia. LBH: 

LBH589. 

 

Utilizando el método Chou-Talalay y mediante el índice de combinación (CI), no se 

confirma que exista efecto sinérgico de la combinación de RT con cualquiera de los dos 

modificadores de la autofagia, ya que el CI siempre sale mayor a uno definido como 

efecto antagónico (Tabla 18). 
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Tabla 18. Análisis mediante el método Chou-Talalay en la línea celular CAL33. CI < 1: efecto sinérgico 

(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). CI > efecto antagónico. CI =1: efecto 

aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

Tratamiento C- RT-CQ RT-CQ RT-CQ RT-LBH RT-LBH RT-LBH 

CQ (µM)  7,5 15 22,5    

LBH (nM)     7,5 15 22,5 

RT (Gy)  2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 

Supervivencia (%) 97,2 90,8 74 64,8 85 80,4 68,2 

Mortalidad (%) 2,8 9,2 26 35,2 15 19,6 31,8 

Fa 0,02 0,09 0,26 0,35 0,15 0,19 0,31 

CI  1,4 1,5 1,8 1,1 1,9 2,08 

 

También se administró la combinación de RT con ambos modificadores de la autofagia 

en la línea 32860. En las Figuras 43 y 44 se puede observar la comparación entre la 

combinación de RT con cada uno de ellos, respecto a los tratamientos simples.  

 

En el caso de RT con CQ, la combinación a dosis bajas no alcanzó mayor efecto que el 

conseguido por los tratamientos administrados de forma individual. A dosis altas sí se 

alcanzó mayor efecto que en monoterapia (Figura 43).  

 

  

Figura 43. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su 

combinación (RT + CQ) en la línea celular 32860. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5 Gy, 

D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis CQ: D1 7,5 µM, D2 15 µM, D3 22,5 µM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 Gy + 7,5 

µM, D2 5 Gy + 15 µM, D3 7,5 Gy + 22,5 µM. 
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Respecto a la combinación de RT y LBH589, se observó que, a dosis medias, la 

combinación alcanzaba un mayor efecto que con RT y LBH589 en monoterapia. A dosis 

bajas y altas, la adición de RT a LBH589 sí mejora el efecto del fármaco de forma 

individual, pero fue muy similar al conseguido por RT individual (Figura 44). 

 

  

Figura 44. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su 

combinación (RT + LBH589) en la línea celular 32860. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 

2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy.  Dosis LBH589: D1 7 nM, D2 14 nM, D3 21 nM. Dosis RT + CQ: D1 2,5 Gy 

+ 7 nM, D2 5 Gy + 14 nM, D3 7,5 Gy + 21 nM.  

 

Por tanto, a partir de estos datos, no podemos confirmar nuestra hipótesis en el caso de la 

línea celular 32860. Sí se puede afirmar que, de manera secundaria, hemos observado que 

la combinación mejora los resultados de los dos modificadores de la autofagia en 

monoterapia.  

 

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometría de flujo se muestra 

representado a continuación para los tratamientos combinados de RT más CQ, y RT más 

LBH589 para la línea celular 32860 (Figuras 45 y 46). 
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En esta ocasión, se puede observar que la muerte celular producida con el tratamiento 

combinado de RT y CQ se debe fundamentalmente a muerte celular por apoptosis, con 

un peso especial para la apoptosis temprana (Figura 45).  

 

32860 

RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   
CQ (µM) 

CQ 7,5 CQ 15 CQ 22,5 

   
RT (Gy) + CQ (µM) 

RT 2,5 + CQ 7,5 RT 5 + CQ 15 RT 7,5 + CQ 22,5 

   
Figura 45. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 32860 

empleando tratamientos en monoterapia de RT y CQ, así como su combinación RT+CQ. RT: radioterapia. 

CQ: cloroquina. 

 

Respecto a la combinación de radiación ionizante y LBH589, la muerte celular producida 

se corresponde fundamentalmente con muerte por apoptosis, en esta ocasión, más por 

tardía y necrosis, con un porcentaje de temprana muy estable (Figura 46). 
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32860 

RT (Gy) 

RT 2,5  RT 5  RT 7,5  

   

LBH589 (nM) 

LBH589 7 LBH589 14 LBH589 21 

   
RT (Gy) + LBH589 (nM) 

RT 2,5 + LBH589 7 RT 5 + LBH589 14 RT 7,5 + LBH589 21 

   
Figura 46. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 32860 

empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, así como su combinación RT+LBH589. RT: 

radioterapia. LBH: LBH589 

 

Utilizando el método Chou-Talalay y mediante el índice de combinación (CI), no se 

observó que el aumento del efecto conseguido de la combinación de RT con CQ a dosis 

altas, se deba a un efecto sinérgico, ya que el CI es superior a 1 en cualquiera de las tres 

combinaciones administradas.  

 

Por otro lado, respecto a la combinación de RT y LBH589, vemos que el efecto alcanzado 

supera al conseguido por el LBH589 en monoterapia y similar al de la RT individual. Sin 

embargo, teniendo en cuenta el CI observamos que, en la combinación de dosis bajas, el 
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efecto es antagónico, a dosis medias obtenemos efecto sinérgico y a dosis altas efecto 

aditivo (Tabla 19). 

 
Tabla 19. Análisis mediante el método Chou-Talalay en la línea celular 32860. CI < 1: efecto sinérgico 

(0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). CI > efecto antagónico. CI =1: efecto 

aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 

 

 

  

Tratamiento C- RT-CQ RT-CQ RT-CQ RT-LBH RT-LBH RT-LBH 

CQ (µM)  7,5 15 22,5    

LBH (nM)     7 14 21 

RT (Gy)  2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 

Supervivencia (%) 82,5 88,1 49,7 30,2 66,4 31,8 36,7 

Mortalidad (%) 17,5 11.9 50,3 69,8 33.6 68,2 63,3 

Fa 0,17 0,11 0,50 0,69 0,33 0,68 0,63 

CI  1,41 1,30 4,68 1,7 0,5 1 
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4.3. Estudio de la línea celular derivada de cáncer de próstata   

 

El estudio de la línea de cáncer de próstata VCAP mostró que se partía de una población 

de células supervivientes inferior a otras líneas, con un 71% de células vivas en la 

situación basal. La administración de RT, CQ y LBH589 en monoterapia produjo un 

aumento progresivo de la muerte celular a medida que se aumentaban las dosis de las tres 

opciones terapéuticas (Figura 47).  

 

  

Figura 47. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia en la línea celular VCAP. 

RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. Dosis RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: 

D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis LBH589: D1 2,5 nM, D2 5 nM, D3 7,5 nM.  

 

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometría de flujo se muestra 

representado a continuación para cada dosis de RT, CQ y LBH589 para la línea VCAP 

(Figura 48 y Tabla 20). 

 

A diferencia del resto de líneas celulares de este trabajo, en el caso de VCAP se observa 

un porcentaje mayor de necrosis con cualquiera de los tratamientos administrados si bien 

las muestras sin tratar también presentaban un mayor porcentaje de células en necrosis en 

el control. La administración de RT produce muerte celular por apoptosis tardía y 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Basal D1 D2 D3

Su
p

er
vi

ve
n

ci
a 

(%
)

Dosis

Supervivencia con cada agente terapéutico individual

RT CQ LBH



 
123 

necrosis, con un porcentaje de apoptosis temprana muy estable y un porcentaje alto de 

necrosis (Figura 48). La administración de CQ y LBH589 produce un mayor porcentaje 

de apoptosis temprana, aunque sigue predominando la muerte por apoptosis tardía y 

necrosis (Figura 48).  

 

VCAP 

Control negativo 

 
RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7.5 

 
  

CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

  
 

LBH589 (nM) 

LBH589 2,5 LBH589 5 LBH589 7,5 

  
 

 

Figura 48. Análisis de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

VCAP empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  
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Tabla 20. Porcentaje de supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular 

VCAP empleando cada agente de forma individual. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589. 

 

 

 

 

 

 

El efecto de los dos tratamientos por separado y su combinación se representa a 

continuación para la línea celular VCAP, tanto para RT y CQ, como RT y LBH589 

(Figuras 49 y 50). Se puede observar una disminución de la supervivencia celular más 

pronunciada en ambas combinaciones que con cada agente en monoterapia.  

 

En la combinación de RT y CQ, se observa un aumento del efecto alcanzado y, por tanto, 

una disminución de la supervivencia celular en la combinación a dosis bajas. De esta 

manera, la muerte celular producida por la combinación de dosis bajas (D1) iguala, 

incluso mejora, el efecto alcanzado por la dosis alta de irradiación (D3) (Figura 49).  

  

Figura 49. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y CQ) y su 

combinación (RT + CQ) en la línea celular VCAP. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. Dosis RT: D1 2,5 Gy, 

D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis CQ: D1 5 µM, D2 10 µM, D3 15 µM. Dosis RT+CQ: D1 2,5 Gy + 5 µM, D2 

5 Gy + 10 µM, D3 7,5 Gy + 15 µM. 
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Tratamiento C- RT RT RT CQ CQ CQ  LBH LBH LBH 

CQ (µM)     5 10 15    

LBH589 (nM)        2,5 5 7,5 

RT (Gy)  2,5 5 7,5       

Supervivencia (%) 71 61,1 47 41,1 61,6 35,7 29,2 61,9 55 47,6 

Mortalidad (%) 29 38,9 53 58,9 38,4 64,3 70,8 38,1 45 52,4 

Fa 0,29 0,38 0,53 0,58 0,38 0,64 0,70 0,38 0,45 0,52 
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Respecto al tratamiento combinado de RT y LBH589, la combinación respecto a los 

ambos tratamientos administrados de forma individual sí consigue un efecto mayor a 

cualquiera de las dosis empleadas y el efecto alcanzado por las dosis bajas en 

combinación (D1) es mayor que el alcanzado por las dosis altas de RT individual (D3) 

(Figura 50).  

 

  

Figura 50. Supervivencia con cada agente terapéutico utilizado en monoterapia (RT y LBH589) y su 

combinación (RT + LBH589) en la línea celular MDA-MB-231. RT: radioterapia. LBH: LBH589. Dosis 

RT: D1 2,5 Gy, D2 5 Gy, D3 7,5 Gy. Dosis LBH589: D1 2,5 nM, D2 5 nM, D3 7,5 nM. Dosis RT + 

LBH589: D1 2,5 Gy + 2,5 nM, D2 5 Gy + 5 nM, D3 7,5 Gy + 7,5 nM.  

 

El porcentaje de supervivencia analizado mediante citometría de flujo se muestra 

representado a continuación para los tratamientos combinados de RT más CQ, y RT más 

LBH589 (Figuras 51 y 52). 

 

La muerte celular producida tras la administración del tratamiento combinado RT + CQ 

se distribuye entre muerte apoptótica y no apoptótica. A dosis altas predomina la muerte 

celular apoptótica tanto temprana como tardía junto a necrosis. A dosis bajas, el 

porcentaje de apoptosis tardía y necrosis es mayor y a dosis más altas adquiere mayor 

importancia la apoptosis temprana (Figura 51).  
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VCAP 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7.5 

 
  

CQ (µM) 

CQ 5 CQ 10 CQ 15 

  
 

RT (Gy) + CQ (µM) 

RT 2,5 + CQ 5 RT 5 + CQ 10 RT 7.5 + CQ 15 

  
 

Figura 51. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular VCAP 

empleando tratamiento en monoterapia de RT y LCQ, así como su combinación RT+CQ. RT: radioterapia. 

CQ: cloroquina. 

 

La combinación de RT y LBH589 conlleva un aumento de muerte celular que a dosis más 

altas se corresponde con la muerte apoptótica temprana, así como tardía junto a necrosis 

adquieren mayor importancia (Figura 52). 
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VCAP 

RT (Gy) 

RT 2,5 RT 5 RT 7.5 

   
LBH589 (nM) 

LBH589 2,5 LBH589 5 LBH589 7,5 

   
RT (Gy) + LBH589 (nM) 

RT 2.5 + LBH589 2,5 RT 5 + LBH589 5 RT 7.5 + LBH589 7,5 

   
Figura 52. Supervivencia y muerte celulares mediante citometría de flujo en la línea celular VCAP 

empleando tratamientos en monoterapia de RT y LBH589, así como su combinación y RT+LBH589. RT: 

radioterapia. LBH: LBH589. 

 

En el caso de esta línea, la combinación de RT y CQ no mejora el efecto producido por 

los tratamientos individuales. Mediante el método Chou-Talalay se comprobó que el CI 

es superior a 1, es decir, efecto antagónico, para dosis medias y altas; se obtuvo un valor 

inferior a 1 en las dosis más bajas. Respecto a la combinación de RT y LBH589, el valor 

de CI fue inferior a 1 en cualquiera de las combinaciones, es decir, el mayor efecto 

sinérgico de los tratamientos combinados respecto a los individuales alcanzó un efecto 

sinérgico (Tabla 21).   

 



 
128 

Tabla 21. Análisis mediante el método Chou-Talalay en la línea VCAP si el aumento de efecto tras la 

administración combinada de RT y CQ, así como RT y LBH589 se debe a un efecto sinérgico. CI < 1: 

efecto sinérgico (0,85-0,9: leve; 0,7-0,85: moderado; 0,3-0,7: normal; 0,1-0,3: fuerte). CI > efecto 

antagónico. CI =1: efecto aditivo. RT: radioterapia. CQ: cloroquina. LBH: LBH589.  

 

 

 

 

 

  

Tratamiento C- RT-CQ RT-CQ RT-CQ RT-LBH RT-LBH RT-LBH 

CQ (µM)  5 10 15    

LBH589 (nM)     2,5 5 7,5 

RT (Gy)  2,5 5 7,5 2,5 5 7,5 

Supervivencia (%) 71 38,9 37 36,2 41,3 39,5 21,2 

Mortalidad (%)  61,1 63 63,8 58,7 60,5 78,8 

Fa  0,61 0,63 0,63 0,58 0,6 0.78 

CI  0,79 1,45 2,18 0,54 0,96 0,39 
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4.4. Estudio de la expresión de proteínas relacionadas con la ruta de autofagia en línea 

celular MDA-MB-231 

 

Se realizó estudio mediante Western Blot para analizar la expresión de proteínas que 

intervienen en el proceso autofágico (p62, Beclin-1, LC3) en la línea celular MDA-MB-

231 que demostró efecto sinérgico en la combinación de RT con ambos modificadores de 

la autofagia.  

 

El estudio de expresión de la proteína p62 mostró datos similares entre el control y las 

tres dosis de panobinostat® administradas en monoterapia. En cambio, en los 

tratamientos combinados de RT y panobinostat® se observa una disminución progresiva 

de esta proteína según se incrementa la dosis (Figura 53). Respecto a la CQ, los niveles 

de p62 se mantienen similar en las tres dosis administradas, pero más altos que en el de 

control. Lo mismo ocurre en la combinación de RT y CQ (Figura 53).  

 

El estudio de expresión de Beclin-1 ha mostrado poca variabilidad en sus niveles para el 

tratamiento de panobinostat® en monoterapia a las distintas dosis, y su combinación con 

radioterapia, siendo muy similar al control (Figura 53). En el tratamiento de CQ en 

monoterapia, se observa una disminución clara de Beclin-1. En la combinación de CQ 

con RT no se observa esta disminución respecto al control (Figura 53).  

 

El estudio de expresión de la proteína LC3 I y II se encuentra aumentada al recibir 

tratamiento con panobinostat® en monoterapia respecto al control, sobre todo en la dosis 

más alta. También está aumentada al recibir la combinación de RT y panobinostat® 

respecto al control (Figura 53). Al recibir tratamiento con CQ, también se observa un 

aumento respecto al control tanto en el tratamiento en monoterapia como en la 

combinación con RT (Figura 53).  
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Figura 53. Estudio de la expresión de proteínas relacionadas con la ruta de autofagia en línea celular MDA-

MB-231 mediante Western-blot: p62, Beclin-1, LC3 I y II, y B-actina. A. Tratamiento Con RT en 

monoterapia. B. Tratamiento de CQ y RT en monoterapia. C. Tratamiento de LBH589 y RT en 

monoterapia. D. Tratamiento combinado de CQ y RT. E. Tratamiento combinado de LBH589 y RT. CQ: 

cloroquina (μM). RT: radioterapia (Gy). LBH: panobinostat® (nM). 
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4.5. Estudio de la expresión de proteínas relacionadas con la ruta de autofagia en línea 

celular VCAP 

 

Se realizó estudio mediante Western Blot para analizar la expresión de proteínas que 

intervienen en el proceso autofágico (p62, Beclin-1, LC3) en aquellas líneas celulares en 

las que se obtuvo efecto sinérgico tras la combinación RT y modificadores de la autofagia. 

Por los datos presentados previamente, se llevó a cabo en la línea celular de cáncer de 

próstata VCAP. Como control de carga se empleó la proteína β-actina. Los resultados 

obtenidos en la línea celular VCAP se muestran a continuación.  

 

El estudio de expresión de la proteína p62 mostró una disminución progresiva de esta 

proteína a medida que se aumentaba la dosis de panobinostat® y RT en monoterapia, así 

como en la combinación de ambos respecto al control (Figura 54).  

 

El estudio de expresión de la proteína Beclin-1 no mostró grandes diferencias entre el 

control y la administración de RT. Las dosis más altas de LBH589 en monoterapia y en 

combinación con RT sí produjo una disminución de dicha expresión (Figura 54).   

 

El estudio de expresión de las proteínas LC3 I y II mostró estabilidad en el tratamiento 

de panobinostat® en monoterapia, un ligero aumento con RT en monoterapia, y un 

aumento más marcado en el tratamiento combinado de RT y panobinostat®, respecto al 

control (Figura 54). 
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Figura 54. Estudio de la expresión de proteínas relacionadas con la ruta de autofagia en línea celular VCAP 

mediante Western-blot: p62, Beclin-1, LC3 I y II, y B-actina. A. Tratamiento de RT en monoterapia. B. 

Tratamiento de LBH589 en monoterapia. C. Tratamiento combinado de LBH589 y RT. CQ: cloroquina. 

RT: radioterapia. LBH: panobinostat®. 
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5. DISCUSIÓN  
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El cáncer es una enfermedad con una incidencia y prevalencia que van en aumento en 

nuestro medio (6). El manejo de cualquier tumor requiere un equipo multidisciplinar para 

ofrecer un tratamiento individualizado basándose en diversos factores tanto del tumor 

como del paciente. Las opciones de tratamiento incluyen cirugía, RT y tratamientos 

sistémicos (quimioterapia, hormonoterapia, terapia dirigida e inmunoterapia). Es 

fundamental desarrollar estrategias terapéuticas que nos permitan ofrecer mejores 

resultados a nuestros pacientes en la práctica clínica diaria.  

 

La RT es un tratamiento antitumoral cuyo beneficio está bien establecido en multitud de 

estrategias terapéuticas. La radiación ionizante produce un daño en el ADN y provoca un 

estrés en el retículo endoplasmático, capaces de inducir la autofagia en las células 

tumorales como mecanismos de defensa (37,151,235–239). Modificar esta vía puede 

ayudar a mejorar los resultados obtenidos por la RT.  

 

La autofagia es un proceso con un papel fundamental en la viabilidad y homeostasis 

celulares. Alteraciones en cualquier punto del proceso se relacionan con el desarrollo de 

múltiples enfermedades, entre ellas el cáncer. Se conoce su papel como supresor tumoral, 

de ahí que alteraciones en esta vía se asocien a progresión tumoral. Paradójicamente la 

autofagia también puede contribuir a la progresión tumoral en determinadas condiciones, 

ya que esta ruta puede funcionar como mecanismo de supervivencia en situaciones de 

escasez de nutrientes y oxígeno (84,91,240,241). 

 

Son múltiples los mecanismos moleculares que hacen posible la autofagia. El 

conocimiento de los mismos, así como del papel dual de la autofagia en el cáncer ha 

permitido plantear tratamientos que modulen el proceso de la autofagia con el objetivo de 

obtener un beneficio terapéutico. Ejemplos de modificadores de la autofagia son el 

panobinostat® o LBH589 y la CQ. El LBH589 actúa como un inductor de la autofagia. 

En cambio, el tratamiento con CQ produce una inhibición o bloqueo de este proceso.  

 

Este trabajo se ha centrado en analizar el efecto individual de RT, LBH589 y CQ, así 

como la combinación de RT con ambos moduladores de la autofagia en varias líneas 

celulares de tumores de mama (MDA-MB-231, HCC-1937), cabeza y cuello (CAL33, 

32860) y próstata (VCAP). Para ello se ha determinado la viabilidad y muerte celular. 

Además, se ha analizado si el efecto alcanzado en los tratamientos combinados es 
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sinérgico, aditivo o antagónico. Por último, en caso de demostrar sinergia entre radiación 

ionizante y alguno de los modificadores de la autofagia se han analizado las proteínas 

relacionadas con la autofagia: p62, Beclin-1, LC3 I y II con el fin de determinar si se 

asocia con cambios en este proceso.  

 

5.1. Tratamientos individuales en las líneas celulares de cáncer de mama, cabeza 

y cuello, y próstata  

 

En una primera fase del trabajo se administró de manera individual RT, LBH589 y CQ a 

dosis progresivamente superiores en las 5 líneas celulares analizadas. A las 72 y 96 horas 

se evaluó el efecto citotóxico y, posteriormente, la expresión de diversas proteínas 

relacionadas con la autofagia.  

 

5.1.1. Radioterapia  

 

El cáncer de mama es un tumor con un gran impacto en nuestra sociedad. Son varios los 

estudios que analizan la relación entre RT y autofagia. Se sabe que la autofagia puede 

ayudar a la supervivencia celular en diversos tumores como mecanismo de resistencia, de 

ahí que el control de la autofagia puede ayudar a mejorar los resultados de la RT 

(142,149,239,242). Las dos líneas de cáncer de mama analizadas MDA-MB-231 y HCC-

1937 recibieron RT a dosis de 2,5, 5 y 7,5 Gy demostrando una disminución de la 

supervivencia celular proporcional al aumento de dosis de RT. En la línea HCC-1937 se 

observó una disminución de la supervivencia celular más pronunciada a dosis altas que 

en la línea celular MDA-MB-231. Varios grupos han descrito la línea MDA-MB-231 

como relativamente radiorresistente, lo que podría explicar el menor aumento en la 

muerte celular obtenido en el presente trabajo tras el tratamiento comparado con la línea 

HCC-1937 (239,243,244). Estas diferencias pueden deberse a la variante histológica o las 

características moleculares que incluyen mutaciones, cambios epigenéticos y alteraciones 

cromosómicas, de cada una de las líneas celulares, entre ellas que HCC-1937 presente la 

mutación en BRCA1 que conlleva una alteración en los mecanismos de reparación, así 

como a la presencia de la mutación en RAS, y TP53 de la línea MDA-MB-231 asociadas 

a un estado de radiorresistencia (245–253). Asimismo, en otros estudios también se ha 

observado que el tratamiento con RT disminuye la viabilidad de líneas celulares de cáncer 

de mama triple negativo (236,249). Recientes estudios han observado que tumores con la 
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mutación RAS, TP53 y BRAF activan la vía de la autofagia como mecanismo de 

resistencia (254,255). 

 

En el presente trabajo se ha analizado el tipo de muerte celular que se producía tras la 

administración de tratamientos distinguiendo entre muerte apoptótica, ya sea temprana o 

tardía, y no apoptótica, representado por necrosis. En las líneas de cáncer de mama se 

observa que aumenta el porcentaje total de muerte celular a medida que se aumenta la 

dosis de irradiación, tanto apoptosis temprana como tardía junto a necrosis, como han 

descrito otros grupos (42,256).  

 

Los tumores de la cavidad oral suponen un porcentaje muy importante dentro de los 

tumores de cabeza y cuello. El tratamiento se basa en la cirugía y la RT con intención 

radical según la estadificación, empleando tratamiento sistémico con el fin de aumentar 

sensibilidad de las células tumorales frente a la radiación ionizante. El tratamiento de las 

dos líneas celulares correspondientes a tumores de cabeza y cuello utilizadas en el 

presente trabajo, CAL33 y 32860, mostró un aumento progresivo de la muerte celular a 

medida que aumenta la dosis de radiación ionizante administrada. Estos datos coinciden 

con lo publicado por distintos trabajos como el de Wu et al. en el que se observó como la 

administración de radiación ionizante a líneas celulares de carcinoma escamoso de 

cavidad oral disminuyó la viabilidad celular (143).  

 

En esta ocasión, el tipo de muerte observado en la línea CAL33 se reparte entre muerte 

apoptótica y no apoptótica, siendo mayor el porcentaje de apoptosis tardía y necrosis.  Por 

otro lado, en la línea celular 32860 se observa que el porcentaje de muerte celular 

progresivamente incluyendo muerte apoptótica y necrótica.  

 

El cáncer de próstata tiene una alta incidencia y prevalencia en la población. Las opciones 

de tratamiento con intención radical son la cirugía y la RT. Analizar la sensibilidad frente 

a la RT puede ayudar a mejorar la efectividad de los tratamientos (242,257). La línea 

celular de cáncer de próstata VCAP recibió las mismas dosis de RT que el resto de las 

líneas celulares incluidas en el presente trabajo, observándose que se trataba de una de las 

líneas que muestra mayor sensibilidad a la radiación ionizante de las empleadas en este 

trabajo (SF2,5=0,61). Esta línea celular presenta la mutación TMPRSS2-ERG que 

favorece la progresión tumoral y es capaz de interferir en la respuesta a la radiación 
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ionizante aumentando el daño en el ADN tras la administración de RT. (258–261). El 

hecho de partir de un menor número de células vivas puede deberse a una cuestión de 

espacio y nutrientes al ser una línea muy proliferante. No obstante, a las 72 horas de 

administrar radiación ionizante a dosis crecientes se evidenció un mayor porcentaje de 

muerte celular, tanto apoptosis como necrosis. Los datos publicados por otros grupos 

demuestran el aumento de la muerte celular en diversas líneas de cáncer de próstata tras 

la administración de radiación ionizante (262,263). 

 

Como se ha comentado previamente, la administración de radiación ionizante actúa como 

un agente estresante que desencadena la autofagia como mecanismo de protección, 

pudiendo actuar como mecanismo de radioresistencia (268). Al igual que lo publicado 

por otros grupos, se ha analizado la expresión de algunas de las proteínas relacionadas 

con la autofagia. La proteína p62 es la principal molécula receptora que interviene en el 

reconocimiento del material que se degrada en la autofagia selectiva (59,269). El aumento 

de su expresión significa una inhibición o bloqueo del proceso de la autofagia 

(58,59,149,270–272). En el análisis de la proteína p62 en las líneas celulares MDA-MB-

231 y VCAP se observa que su expresión estaba disminuida respecto al control tras 

administrar radiación ionizante y, además, este descenso se correlacionada con el 

aumento de la dosis.  En distintos trabajos, se ha descrito que el tratamiento con RT 

provoca un aumento en el proceso de autofagia evidenciando, por tanto, una disminución 

en la expresión de la proteína p62 y un aumento de la formación de autofagosomas 

(143,239). Estos datos sugieren un incremento de la autofagia en respuesta a la RT en 

estas dos líneas celulares.  

 

Otra de las proteínas analizadas es Beclin-1 que participa en la formación del complejo 

PI3K de clase III y en la inducción del fagóporo y cuya expresión se mide para analizar 

los niveles de autofagia (47,50,52,53,60–63). Dependiendo de las proteínas con las que 

forma complejos, Beclin-1 es capaz de regular la autofagia de forma positiva o negativa 

(66,69). En situaciones en las que existe mayor nivel de autofagia, generalmente se 

debería observar un aumento de esta proteína. En el presente estudio, la expresión de 

Beclin-1 no mostró diferencias de expresión apreciables respecto al control. Esto puede 

deberse a que se esté produciendo una alta tasa de degradación del autofagosoma, de 

modo que la proteína no se acumula. No obstante, con este trabajo no se puede asegurar, 

siendo necesarios experimentos complementarios.  
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Por su parte, la proteína LC3, con sus dos formas, I y II, participa en la elongación del 

fagóporo. LC3 I es la forma citosólica que se conjuga y forma LC3 II que se asocia al 

autofagosoma para participar en su elongación y maduración (19,27,75–

77,273,47,52,53,62,71–74).  Una vez maduro, LC3 II se degrada y vuelve al citoplasma 

como LC3 I (47,52,151,53,62,78–83). La proteína LC3 se ha identificado como el 

marcador más específico y preciso de la autofagia (274,275). El estudio de expresión de 

las proteínas LC3 I y II en la línea celular MDA-MB-231 muestra que ésta aumenta tras 

RT en monoterapia, especialmente en el caso de la forma I. Por otro lado, en el análisis 

de estas proteínas en la línea celular VCAP, mostró un aumento tras tratamiento con RT 

de las formas LC3 II y LC3 I respecto al control. Es decir, se está formando autofagosoma 

y se está llevando a cabo la degradación del contenido seleccionado. Estos resultados son 

similares a los obtenidos en otros estudios en los que tras el tratamiento con RT se observa 

un aumento del nivel de LC3 II, lo que se relaciona con un mayor número de 

autofagosomas (236,257). Por lo tanto, esta observación refuerza la hipótesis de que la 

RT aumenta la autofagia.  

 

5.1.2. Panobinostat®/LBH589 y CQ 

 

El panobinostat® o LBH589 es un ácido hidroxámico dentro del grupo de los HDACi 

(218,276). Las proteínas HDAC parecen tener un papel importante en el inicio y 

progresión tumoral, dado que la pérdida de la acetilación es común en los estadios 

tempranos de la tumorogénesis, de ahí que los HDACi se hayan convertido en dianas 

terapéuticas (200,239,277,278). El panobinostat® produce un efecto citotóxico potente 

en las células tumorales mediante aumento de la apoptosis mediada por mitocondrias y 

mediante la autofagia independiente de caspasas, pero no es tan tóxico para las células 

normales (218,279). Son múltiples los escenarios tumorales en los que se ha comprobado 

su eficacia, ya sean tumores hematológicos o sólidos (280–282). El panobinostat®, como 

inductor de la autofagia, produce una reducción en la expresión de la proteína p62, que 

es degradada en el proceso autofágico, y un aumento de la forma conjugada LC3-II y 

Beclin-1 (270,272,283). Por otro lado, se ha descrito que el fármaco panobinostat® 

produce un bloqueo en la fase G2/M del ciclo celular (220). Como ya se ha dicho 

previamente, las células son más radiosensibles cuando se encuentran precisamente en 

esa fase, la G2/M (133). Por tanto, el tratamiento con panobinostat® favorecería la 

respuesta de las células frente a la radiación ionizante.  
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La CQ es un agente cuya forma protonada queda atrapada dentro de las 

vesículas/lisosomas acidificando el medio de las mismas impidiendo así que se forme el 

autofagolisosoma actuando como un inhibidor de la autofagia (42,56,222–225,284–286). 

Dentro de sus aplicaciones se ha visto que tiene efecto citotóxico por sí mismo pero que, 

además, en combinación con otros agentes terapéuticos actúa como un sensibilizante 

potenciando el efecto de éstos. A nivel del proceso autofágico, las proteínas que presentan 

una expresión aumentada son las que intervienen en etapas anteriores a la formación del 

autofagolisosoma, entre ellas p62 (270,272,287–289). Por ello, aunque Beclin-1 se 

relaciona con una autofagia activada y lo esperable sería encontrarla con una expresión 

disminuida, también podemos ver un incremento de expresión debido a la acumulación 

que supone el bloqueo de la formación del autofagolisosoma.  

 

 

En el presente trabajo se ha observado que la línea celular MDA-MB-231 es parcialmente 

sensible a la CQ (dosis 5, 10 y 15 µM) con un leve aumento de la muerte celular con el 

aumento progresivo de la dosis de este fármaco, existiendo una distribución similar entre 

apoptosis temprana y apoptosis tardía junto a necrosis. Por otro lado, LBH589 (7, 14 y 

21 nM) produce una disminución más pronunciada de la supervivencia celular a medida 

que se aumenta la dosis del inductor de la autofagia produciendo una muerte celular tanto 

apoptótica como no apoptótica. 

 

En el caso de la línea celular de cáncer de mama, HCC-1937, el presente trabajo 

demuestra una mayor sensibilidad al efecto producido por CQ (dosis 5, 10 y 15 µM), con 

un aumento progresivo de la muerte celular, notablemente más marcado a dosis altas. En 

cambio, el tratamiento LBH589 (7, 14 y 21 nM) no indujo un aumento de la muerte 

celular, ni apoptótica ni no apoptótica, a pesar de aumentar la dosis de este fármaco, 

manteniendo una supervivencia celular similar con las tres dosis empleadas.  

 

Respecto a las dos líneas celulares de tumores cabeza y cuello también se observan 

diferencias entre ellas. Por un lado, CAL33 demostró ser muy resistente al efecto de CQ 

y LBH589 administrados de forma individual, a pesar del aumento de las dosis 

administradas respecto a las empleadas en otras líneas celulares (dosis CQ 7,5, 15 y 22,5 

µM; dosis LBH589 7,5, 15 y 22,5 nM). Por otro lado, la línea celular 32860 mostró una 

mayor sensibilidad a la CQ que la línea CAL33, si bien se necesitaron dosis superiores a 
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las empleadas en las líneas de cáncer de mama (7,5, 15 y 22,5 µM), observándose muerte 

celular sobre todo tipo apoptótica. En el caso del LBH589, se observó una mayor 

citotoxicidad (apoptosis principalmente) que en las líneas celulares de mama empleando 

las mismas dosis (7, 14 y 21 nM). Por tanto, esta última línea precisa dosis más elevadas 

de CQ para ver un efecto en cuanto a muerte celular y sí se ve un efecto citotóxico cuando 

se administra LBH589 a las dosis habituales empleadas en este trabajo.  

 

Las diferencias observadas frente a estos dos modificadores de la autofagia en 

monoterapia podrían ser explicadas, como ya se expuso previamente a propósito de la 

RT, por las diferencias moleculares e histológicas entre las líneas celulares. Algunas de 

estas diferencias están caracterizadas para cada una de las líneas celulares (descritas en 

Material y Métodos) y otras que aún no están descritas, intervendrán en diversas vías de 

muerte celular variando la respuesta frente a los tratamientos. En el caso de las dos líneas 

de cáncer de mama, existe una diferencia en cuanto al estado de BRCA1. Además, la línea 

celular MDA-MB-231 se corresponde con un adenocarcinoma metastásico, mientras que 

la línea HCC-1937 lo hace con un carcinoma epitelial ductal infiltrante localizado, de 

modo que la primera podría tratarse de una línea más agresiva en esta fase de la 

enfermedad, capaz de desarrollar mecanismos de resistencia frente a los tratamientos con 

más facilidad, que también podrían surgir en fases más avanzadas de la línea HCC-1937. 

Por otro lado, las dos líneas de cabeza y cuello se corresponden con carcinomas 

escamosos, pero solo conocemos el estadio y la presencia de VPH para una de ellas, 

siendo un factor que podría influir en la respuesta al tratamiento.  

  

Por último, la línea celular VCAP de cáncer de próstata demostró sensibilidad frente a 

CQ utilizando las mismas dosis que en las líneas de cáncer de mama (5, 10 y 15 µM) con 

una disminución progresiva de la supervivencia celular a medida que se aumenta la dosis 

predominando muerte celular por apoptosis tardía y necrosis, aunque también existe 

apoptosis temprana. Esta línea se mostró especialmente sensible al efecto de LBH589, de 

modo que, para mantener la viabilidad celular suficiente a las 72 horas posteriores al 

tratamiento, tuvo que disminuirse la dosis administrada de manera considerable (2,5, 5 y 

7,5 nM) respecto a las dosis empleadas en el resto de las líneas celulares.  

 

En distintos trabajos se ha estudiado el efecto del tratamiento con CQ en la viabilidad 

celular. El grupo Jiang et al. analizó el efecto de la CQ en distintas líneas celulares de 
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cáncer de mama. El tratamiento con CQ disminuía la viabilidad celular de forma dosis y 

tiempo dependientes al igual que inducía apoptosis por la vía mitocondrial (221,290). 

Este grupo propone que las diferencias en la respuesta a CQ de diferentes líneas de cáncer 

de mama se deben a características individuales de cada línea, como por ejemplo la 

presencia o no de receptores hormonales positivos. En este sentido, los presentes 

resultados con MDA-MB-231 demuestran un efecto relativo, siendo HCC-1937 mucho 

más sensible, aunque esta última tampoco expresa receptores hormonales. En otros 

estudios, se analizó el efecto de la CQ en líneas celulares de cáncer de pulmón, 

glioblastoma o hepatocarcinoma, observando unos resultados similares a los obtenidos en 

las líneas de cáncer de mama: disminución de la viabilidad celular, inhibición de la 

autofagia e inducción de la apoptosis vía mitocondrial tiempo y dosis dependiente (291–

296). 

 

En el caso del tratamiento con LBH589, en distintos estudios se ha comprobado su efecto 

sobre la proliferación celular con una alta sensibilidad e inhibición del crecimiento tras el 

tratamiento con este fármaco, tanto en líneas celulares derivadas de tumores 

hematológicos como sólidos (217,267,303–306,280,281,297–302). Algunos grupos 

también han comprobado en diversas líneas celulares que el panobinostat® inducía la 

muerte celular a través de la apoptosis (267,299,301,303,304,307), concretamente el 

grupo de Jeon et al. trabajó con líneas de carcinoma escamoso de cavidad oral (307), 

mientras que Xiao et al. en líneas de cáncer de próstata (267) manteniendo una relación 

dosis y tiempo dependiente. Por otro lado, Mosleh et al. además de tener los mismos 

resultados respecto a una disminución de la viabilidad celular, también observaron que el 

tratamiento con LBH589 inducía parada en G1 del ciclo celular (301), mientras que 

Groselj et al. comprobaron que esta parada se producía en G2/M (306). Estos resultados 

coinciden con los obtenidos en nuestro estudio, en los que el tratamiento con CQ y 

LBH589 aumenta la apoptosis con la dosis; sin embargo, existe una gran variabilidad en 

la sensibilidad a estos fármacos entre las distintas líneas celulares. Esto puede deberse al 

tipo celular (histología, estadio), a la distinta caracterización molecular de las líneas 

celulares, a la dosis empleada o al tiempo de tratamiento.  

 

Una de las posibles causas de las diferencias entre las líneas celulares en cuanto al efecto 

obtenido, así como la disparidad con los datos publicados es la variabilidad en cuanto a 

dosis y tiempos empleados en el diseño de los experimentos. Las dosis de CQ empleadas 



 
143 

por otros son variables entre 10 y 80 µM, con un tiempo de exposición también variable 

entre 24 horas y 72 horas. En el presente trabajo, las dosis administradas fueron las 

mismas para todas las líneas celulares con una medición de la supervivencia celular a las 

72 horas de administrar el fármaco en monoterapia. Según la viabilidad celular, se 

ajustaron las dosis teniendo en cuenta el tamaño y el medio de las placas en las que se 

sembraron las células, de manera que la muerte celular obtenida se debiera al efecto de 

los tratamientos y no a una muerte celular por ‘falta de espacio y nutrientes’.  

 

Al igual que para la RT, tras la administración de ambos fármacos se analizó la expresión 

de proteínas relacionadas con la autofagia. En la línea celular MDA-MB-231, la expresión 

de p62 se mantuvo similar al control tras administrar las tres dosis de LBH589. Al tratarse 

de un inductor de la autofagia, sería esperable ver una disminución de esta proteína. Esta 

situación podría deberse a que, en las células sin tratar, los niveles basales de esta proteína 

son bajos lo que dificultaría observar este descenso o a que podrían ser necesarias 

mayores concentraciones de este fármaco para observar un efecto sobre esta proteína. 

Tras el tratamiento con CQ, los niveles de expresión de p62 se mantienen en niveles 

similares en las tres dosis administradas, pero más altos que en el de control. Es decir, los 

resultados son compatibles con un bloqueo de la autofagia que impide la degradación del 

contenido seleccionado y, como consecuencia, hay una acumulación de p62. En el caso 

de la línea celular VCAP, el estudio de expresión de la proteína p62 mostró una 

disminución progresiva de esta proteína a medida que se aumentaba la dosis de LBH589. 

Esto coincide con lo publicado por otros grupos y el hecho de que LBH589 actúa como 

inductor de la autofagia (270,272,283). 

 

Por otro lado, el estudio de la expresión de Beclin-1 en las líneas estudiadas no mostró 

notables variaciones entre el control y la administración de los tratamientos en 

monoterapia. En este trabajo se obtuvieron resultados variables. El tratamiento con 

irradiación no conllevó diferencias apreciables entre el control y el tratamiento. Por su 

parte, el tratamiento con LBH589, como inductor de la autofagia, provocó un discreto 

aumento de la expresión de esta proteína en la línea MDA-MB-231, mientras que se 

observó una disminución de su expresión en la línea VCAP respecto al control. Los datos 

publicados también son variables y esto se debe a que Beclin-1 puede participar en la 

autofagia como regular positivo o negativo (66,69). 
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En la línea celular MDA-MB-231, la expresión de las proteínas LC3 I y II se encuentra 

aumentada al recibir tratamiento con LBH589 en monoterapia respecto al control, misma 

situación que se daba también con la administración de radiación ionizante. En el caso de 

la línea VCAP solo la forma I, mientras que la II se mantiene muy similar al control. Al 

administrar tratamiento con CQ en la línea celular MDA-MB-231, se observa una mayor 

expresión de LC3 I respecto al control, aunque menor que la expresión de la forma II. La 

acumulación de la forma II indica que se están acumulando autofagosomas y no quiere 

decir, obligatoriamente, que se esté induciendo la autofagia, ya que puede ser que la 

autofagia se esté deteniendo en este punto y el proceso no concluya con la eliminación de 

dichos autofagosomas y su contenido. Sin embargo, la aparición de LC3 I quiere decir 

que la membrana de estos fagosomas se está desintegrando y que la proteína LC3 II que 

está en esa membrana está pasando al citoplasma como LC3 I. Teniendo en cuenta que la 

proteína p62 está aumentada, que se produce una acumulación de LC3 II y no aumenta 

LC3 I, la CQ parece estar inhibiendo el proceso de autofagia bloqueándose la degradación 

del autofagolisosoma lo que conduce a que no se recicle LC3 II y a que no se degrade 

p62.  

 

Distintos grupos han estudiado el efecto de los tratamientos con CQ y HDACi en las 

proteínas del proceso autofágico. En el caso del tratamiento con CQ, observaron que tras 

el uso de este agente se producía un bloqueo del proceso de autofagia al alterarse la fusión 

de los autofagosomas con los lisosomas por la acidificación de dicho orgánulo. A nivel 

proteico, se observó un aumento en LC3 II, una disminución en LC3 I, un aumento de 

p62 y una disminución de Beclin-1 (222,288,289,291). Estos resultados son similares 

respecto a la expresión de LC3 II y p62 a los obtenidos en este trabajo en la línea celular 

MDA-MB-231. En el caso de los inhibidores de HDAC, distintos autores han descrito 

que estos agentes inducen el proceso autofágico caracterizándose a nivel proteico por una 

disminución de los niveles de p62 así como por un aumento en los niveles de LC3 I y II, 

y Beclin-1 (213,283,308,309). En este estudio, aunque se empleó otro HDACi, también 

se obtuvo un aumento de la expresión de LC3 tras la administración de este inductor de 

la autofagia, tanto en la línea celular MDA-MB-231 como VCAP. Respecto a p62, en la 

línea VCAP también se observó una disminución de su expresión, aunque no fue así para 

la línea MDA-MB-231, posiblemente porque en el control ya se partía de una expresión 

baja como se ha comentado previamente.     
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5.2. Tratamientos combinados en las líneas celulares de cáncer de mama, cabeza 

y cuello, y próstata 

 

Tras analizar el tratamiento individual, procedimos a estudiar la combinación de RT con 

cada uno de los modificadores de la autofagia.  

 

En la línea celular MDA-MB-231 se pudo observar una disminución de la supervivencia 

celular más pronunciada en ambas combinaciones de RT con LBH589 y CQ que el 

obtenido con cada agente en monoterapia. En relación con la hipótesis de este trabajo, en 

esta línea celular se comprobó que el efecto alcanzado por las dosis media y alta de 

radiación ionizante (5 y 7,5 Gy) es superado por la combinación de RT y CQ, de modo 

que podría reducirse la dosis de irradiación añadiendo el fármaco para conseguir el mismo 

efecto que a dosis altas de RT. Además, el tipo de muerte celular producido se distribuye 

entre apoptosis temprana, y apoptosis tardía junto a necrosis. Respecto a la combinación 

de RT más LBH589, la muerte celular secundaria predominante es la apoptosis tardía y 

necrosis. Esta combinación también confirma la hipótesis, ya que el tratamiento 

combinado supera el efecto alcanzado con RT a dosis altas en monoterapia. Por tanto, 

puede concluirse que en la línea celular MDA-MB-231 la adición de un modificador de 

la autofagia permitiría una disminución de la dosis de RT manteniendo el mismo efecto.  

 

 A continuación, se analizó si se trataba de un efecto sinérgico o aditivo mediante el 

método Chou-Talalay (233) y su índice de combinación (CI), comprobando que en esta 

línea celular la combinación de radiación ionizante con cualquiera de los dos agentes 

alcanzaba un efecto sinérgico, con un CI inferior a 1 que resultó ser leve y moderado (CI 

0,7-0,85) para RT más LBH589, y moderado (CI 0,7-0,85) y normal (CI 0,3-0,7) para RT 

más CQ, es decir, que la combinación alcanza un efecto superior a la suma de los efectos 

de los tratamientos individuales. Por tanto, se trata de una línea de cáncer de mama que 

ha demostrado baja sensibilidad frente a la radiación ionizante y CQ, y mayor frente a 

dosis altas de LBH589 administrados de forma individual, pero sí se observó una 

potenciación del efecto cuando se realizaron dichas combinaciones.  

 

En cuanto a la expresión de las proteínas relacionadas con la autofagia, el tratamiento 

combinado de RT y LBH589 en esta línea celular condujo a una disminución progresiva 

dosis dependiente de LBH589 de la proteína p62, a la vez que la expresión de LC3 I y II 
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aumentó respecto al control. De esta manera, puede deducirse que se está produciendo 

mayor autofagia en las combinaciones, sobre todo a dosis mayores, respecto al control y 

al tratamiento en monoterapia. En la combinación de RT y CQ, se obtuvo una expresión 

aumentada tanto de p62 como LC3 I y II respecto al control y mayor respecto a ambos 

tratamientos en monoterapia, lo que sería un indicativo de un bloqueo de la autofagia 

como se comentó previamente. La inhibición de la autofagia secundaria a la CQ superaría 

a la inducción de la misma producida por la radiación ionizante, produciéndose una 

inhibición global de la autofagia. Se puede ver un aumento de la autofagia tras la 

administración de un inductor y un inhibidor de la autofagia, ya que este proceso puede 

estar desencadenado, no solo por una causa, sino por varios agentes o situaciones 

estresantes.  

 

La línea celular HCC-1937 también se sometió al tratamiento combinado observándose 

que la combinación de RT y CQ no aumenta la citotoxicidad celular comparando con los 

tratamientos en monoterapia. Esta suma de tratamientos se analizó mediante el método 

Chou-Talalay (233) obteniendo un CI superior a uno, es decir, efecto antagónico. Dado 

que efecto antagónico de una combinación de dos tratamientos se define como un efecto 

menor a la suma de los dos tratamientos simples, es coherente este CI mayor a uno con 

los datos obtenidos mediante citometría de flujo. No obstante, y siendo conscientes de 

que la muerte celular no alcanza el doble o un valor mayor, se ha considerado que la suma 

de los dos tratamientos no mejora el efecto de cada uno individual, pero no es un efecto 

antagónico que empeore el resultado de cada tratamiento individual si no que el efecto no 

se ve mejorado. Respecto a la combinación de RT con LBH589 en esta misma línea 

celular HCC-1937, se ha encontrado una situación similar. El CI es superior a uno en 

cualquiera de las combinaciones, es decir, se trata de un efecto antagónico. Teniendo en 

cuenta que el efecto de las combinaciones con las dos dosis menores es similar a la de 

ambos tratamientos en monoterapia, se ha planteado que la suma de estos tratamientos no 

aporta un beneficio. De manera secundaria y aunque no es el objetivo principal de este 

trabajo, la combinación de RT con LBH589 a dosis altas mejora el efecto conseguido por 

panobinostat® a dosis altas. Por ello, se ha considerado que, aunque LBH589 antagoniza 

el efecto de la RT, la radiación ionizante sí mejora el resultado obtenido por LBH589 por 

sí sola. 
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Analizando el tratamiento combinado en las dos líneas de cabeza y cuello estudiadas, se 

ha observado que la administración conjunta de RT y CQ en la línea CAL33 no mejoró 

el efecto citotóxico obtenido con la RT en monoterapia, lo que explicaría el efecto 

antagónico obtenido en el análisis de Chou-Talalay (CI>1) (233) en todas de las 

combinaciones estudiadas. Sin que sea el objetivo de este trabajo, sí se demostró que el 

tratamiento combinado mejora el efecto citotóxico de la CQ como tratamiento individual. 

Respecto a la combinación RT y LBH589 para esta esta línea, también se observa que la 

supervivencia es inferior cuando se administra LBH589 junto con RT, respecto a la 

administración de LBH589 en monoterapia por lo que la RT mejora el efecto de LBH589 

individual. Sin embargo, el tratamiento combinado no mejora el efecto obtenido por la 

RT en monoterapia, lo que explicaría el efecto antagónico obtenido en el análisis de Chou-

Talalay (CI>1) (233).  

 

Por su parte, en la línea celular de cabeza y cuello 32860, se observó que la CQ por sí 

sola no tiene efecto a dosis bajas y la combinación con RT tampoco, siendo menor que la 

supervivencia celular con la administración de RT a dosis bajas en monoterapia. En esta 

combinación se produjo una muerte celular principalmente apoptótica temprana y el CI 

fue superior a uno indicando un efecto antagónico. La combinación a dosis medias y altas 

sí superó el efecto conseguido por el fármaco en monoterapia, pero dado que no alcanzaba 

la suma de los dos tratamientos administrados de forma individual, el CI es superior a 1 

y lo considera antagónico. No obstante, a partir de los resultados obtenidos se cree que la 

RT sí mejoraba el efecto de la CQ y se mejoraba en menor medida el de la RT.  En el 

caso de la combinación de RT y LBH589 en la línea 32860, el fármaco a dosis bajas no 

consiguió disminuir la supervivencia celular, sí a dosis más altas y la muerte celular fue 

sobre todo por apoptosis tardía y necrosis. La adición de LBH589 a RT mejoró los datos 

conseguidos por la RT en monoterapia, confirmando así nuestra hipótesis: es posible 

mantener el efecto bajando la dosis de RT y añadiendo un modificador de la autofagia. 

De hecho, en la combinación con dosis medias el LBH589 aumentó el efecto de la RT, 

obteniéndose un efecto sinérgico (CI<1). En la combinación con dosis altas, el efecto 

obtenido fue aditivo si bien existe un mayor efecto citotóxico que con el tratamiento en 

monoterapia. Por el contrario, a dosis bajas no se observó una mejora de la citotoxicidad 

con el tratamiento combinado (CI>1).  En este caso también se pudo observar de forma 

secundaria que la combinación de tratamientos mejoraba de forma importante el efecto 

alcanzado por el panobinostat® individual.  
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Por último, en la línea celular de cáncer de próstata VCAP, la combinación entre RT y 

CQ confirmó la hipótesis de este trabajo, de una manera clara al demostrar que la 

combinación a dosis bajas de radioterapia nos permitía mantener, incluso mejorar, el 

efecto alcanzado por la RT en monoterapia a dosis altas, produciendo una muerte celular 

repartida entre muerte apoptótica y no apoptótica según las dosis combinadas. Además, 

mediante el método Chou-Talalay (233) se comprobó efecto sinérgico cuando se 

combinaron dosis bajas de los agentes (CI=0.79, efecto sinérgico moderado), si bien no 

fue así para dosis medias y altas (CI>1, efecto antagónico). Aunque el CI fue superior a 

1 en el caso de las dosis medias y altas, al observar el porcentaje de muerte celular por 

citometría de flujo se observó un efecto similar en la combinación respecto a los 

individuales, es decir, al no alcanzar la suma de los dos tratamientos el algoritmo del 

programa lo considera antagónico pero el efecto se mantiene. Respecto al tratamiento de 

RT más LBH589, la combinación en cualquiera de las dosis mejoró cualquiera de los dos 

tratamientos en monoterapia y permitió confirmar nuevamente la hipótesis de nuestro 

trabajo ya que la combinación de dosis bajas de radiación ionizante al menos mantuvo el 

efecto alcanzado por la RT en monoterapia a dosis altas. Por otro lado, el estudio de este 

efecto demostró que se trataba de un efecto sinérgico (CI<1, efecto sinérgico normal o 

leve). 

  

El estudio de la expresión de las proteínas relacionadas con la autofagia en el tratamiento 

combinado de RT junto a LBH589 de la línea celular VCAP mostró que la expresión de 

la proteína p62 disminuía respecto al control, siendo similar al resultado de RT en 

monoterapia y menor al de LBH589 individual. Por tanto, parece lógico pensar que la 

combinación de estos dos tratamientos aumenta los niveles de autofagia. Por último, la 

expresión de las proteínas LC3 I y II tras recibir tratamiento combinado de RT y LBH589 

en VCAP mostró un aumento más marcado respecto al control y a los tratamientos 

individuales, especialmente en la forma I, que sería un indicador de que se está 

produciendo un reciclaje de LC3 II. Todo esto parece indicar que la combinación sí que 

consigue inducir autofagia en mayor medida que en monoterapia.  

 

Como ya se ha comentado previamente, dado que existen diferencias conocidas entre las 

líneas celulares y existirán más que no conocemos, se puede pensar que estas 

características podrían influir en la respuesta a los tratamientos y explicar en parte los 

resultados obtenidos. Un ejemplo de ello es el estado de BRCA1, KRAS o TP53 que 
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pueden determinar una mayor sensibilidad o resistencia a la RT, así como modificaciones 

en la vía de la autofagia (254,255).  

 

El empleo de tratamientos combinados puede, en ciertas circunstancias, doblegar la 

resistencia de las células tumorales a monoterapias. En múltiples trabajos se ha estudiado 

el uso de moduladores de autofagia para mejorar la respuesta a tratamientos estándar. 

Otros trabajos de nuestro grupo han evaluado el papel de este tipo de fármacos a nivel del 

ADN, demostrando que la CQ produce un daño directo en el ADN, mientras que el 

LBH589 inhibe los mecanismos de reparación tras la inducción de un daño. De esta 

manera, la combinación de varios agentes que actúen en diferentes puntos del daño y 

reparación del ADN puede suponer una ventaja terapéutica (310).  

 

En concreto, Solomon et al. analizaron el efecto de la CQ en combinación con multitud 

de agentes antitumorales, uno de ellos la RT, en varias líneas de cáncer de mama y 

observaron que la combinación de estos dos tratamientos potencia la citotoxicidad por la 

suma de la apoptosis inducida por RT y la necrosis inducida por CQ (42), datos que 

coinciden con los que se han obtenido en el presente trabajo. Otros grupos combinaron 

CQ con varios tratamientos de quimioterapia en líneas celulares de hepatocarcinoma o 

cáncer de vejiga, observando un aumento de la citotoxicidad en los grupos que recibían 

tratamiento combinado de ese agente más CQ frente al tratamiento individual de dicho 

fármaco (311–313). Es decir, la CQ ha demostrado un efecto sensibilizador ante 

tratamientos citotóxicos en algunas líneas celulares. Asimismo, los grupos de Zhao et al. 

y Cai et al. analizaron el papel de la CQ como radiosensibilizante en la línea celular de 

cáncer de mama MDA-MB-231 (244,256). La combinación de CQ con RT producía un 

aumento de la muerte celular frente a las células que no habían recibido CQ (244,256), 

misma conclusión del presente trabajo. La tasa de apoptosis fue similar en las células 

radiadas tratadas o no previamente con CQ, sin embargo, la tasa de necrosis era mucho 

mayor en el grupo tratado previamente con CQ (256), por lo que concluyeron que la 

muerte asociada a la RT mediante apoptosis y la asociada a CQ mediante necrosis, 

aumentaba la citotoxicidad del tratamiento combinado frente a los tratamientos 

individuales en la línea celular MDA-MB-231(256). En el presente trabajo también se 

observó que las células tratadas con CQ previamente a RT presentaban mayores tasas de 

muerte apoptótica y necrótica, frente a las células tratadas con radiación ionizante 

exclusivamente. Otros estudios han comprobado este papel radiosensibilizante de la CQ 
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en líneas celulares de otros tipos de tumores como el glioblastoma (296). En este trabajo 

se comprobó que el mayor efecto citotóxico en la combinación de RT con CQ 

administrada previamente respecto a ambos tratamientos individuales llegó a ser 

sinérgico en determinadas condiciones. Asimismo, se obtuvo que las células tratadas con 

la combinación presentaban un bloqueo de la autofagia. El proceso de la autofagia puede 

actuar como mecanismo de supervivencia ante determinados agentes externos, entre ellos 

la radiación ionizante, de modo que, si la combinación con otro agente permite la 

inhibición del proceso autofágico, se podría aumentar la muerte celular observada tras el 

tratamiento combinado. De hecho, en distintos estudios se ha observado que el 

tratamiento con CQ puede sensibilizar a distintos tratamientos antitumorales que inducen 

el proceso autofágico como mecanismo de resistencia frente a los mismos. Cook et al. 

describieron en líneas celulares de cáncer de mama resistentes a tratamientos 

antiestrogénicos que la administración de CQ inhibe la autofagia, lo que se traduce en un 

aumento de p62 y LC3 I y II, datos también obtenidos en este trabajo, así como por el 

aumento de la respuesta antiestrogénica de ambas líneas en el tratamiento combinado con 

tamoxifeno y faslodex (95). El grupo de Sasaki et al., obtuvo un resultado similar cuando 

estudiaron el efecto de la CQ combinado con el agente quimioterápico 5-Fluorouracilo 

(5-FU), tratamiento de primera línea en cáncer de colon (226). En este caso, estos autores 

también obtuvieron una reducción de la proliferación celular superior a la obtenida con 

5-FU y una mayor apoptosis cuando las células se pretrataban con CQ (226). Por otro 

lado, al administrar el quimioterápico 5-FU se induce la autofagia (mayor nivel de LC3 

I-II) como mecanismo protector y cuando las células son pretratadas con CQ se produce 

un mayor aumento en la proteína LC3 I-II (226). Resultados similares se han observado 

en líneas celulares de pulmón, en las que el uso de CQ mejoraba el efecto citotóxico 

obtenido tras el tratamiento con erlotinib y topotecán (efecto sinérgico) y donde el uso de 

CQ aumentaba los niveles de LC3 I y II, así como de p62 (228,229). 

 

Por otro lado, también se han publicado estudios en los que se emplea la combinación de 

HDACi con distintos agentes terapéuticos, entre ellos la RT como estrategia para mejorar 

el efecto terapéutico. Diferentes autores han trabajado con líneas celulares de cáncer de 

próstata, de mama, de pulmón, de cabeza y cuello, de páncreas, colorrectal, cerebral y 

melanoma. Se ha observado que la combinación de estos dos tratamientos disminuye la 

supervivencia celular, aumentando la radiosensibilidad de aquellas células tratadas 

previamente con HDACi, a través de múltiples vías (236,314–322). Los grupos de 
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Munshi, Baschnagel y Deorukhkar coincidieron en sus observaciones respecto a que el 

vorinostat inhibía la capacidad de reparación del daño en el ADN y potenciaba el efecto 

de la radiación ionizante a través de la apoptosis y catástrofe mitótica (315,316,318). 

Otros trabajos de nuestro laboratorio también han observado que el LBH589 inhibe los 

mecanismos de reparación de daños al ADN (310).  

 

Chiu et al. estudiaron el efecto de la RT y su combinación con un HDACi, el TMU-

35435, como radiosensibilizante en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo 

(236). Por un lado, observaron que, en las dos líneas empleadas se producía una 

disminución de la viabilidad celular dosis dependiente al administrar el tratamiento en 

monoterapia y, por otro, que la combinación de ambos tratamientos mejoraba 

significativamente el efecto comparado con los tratamientos simples (efecto sinérgico) 

(236). Por otro lado, analizaron el impacto sobre la autofagia mediante el estudio de la 

expresión de LC3 II en correlación con el número de autofagosomas, demostrando mayor 

expresión de esta proteína en el tratamiento combinado frente a los tratamientos en 

monoterapia (236). También hay estudios referentes al panobinostat® en distintas líneas 

celulares. Groselj et al. observaron que actúa como un potente radiosensibilizante en 

líneas celulares de cáncer de vejiga (306). Por otro lado, dado el papel de la RT en el 

tratamiento del cáncer de próstata, el grupo de Xiao et al. estudió in vitro la posibilidad 

de mejorar los resultados combinando la radiación ionizante con LBH589 comprobando 

que el tratamiento combinado inducía mayor porcentaje de apoptosis frente a la RT en 

monoterapia, así como un aumento del número de células en G1 del ciclo celular, a la vez 

inhibía la parada en G2/M inducido por la radiación ionizante (267). Este grupo y el Viani 

de Andrade observaron que mediante la combinación de tratamientos aumentaba el RCD 

y disminuían las vías de NHEJ y RH (267,323). En el presente análisis de la línea MDA-

MB-231 también se observó que la combinación de un HDACi, en este caso 

panobinostat®, con radiación ionizante mejoraba el efecto alcanzado en monoterapia y, 

además, se trataba de un efecto sinérgico. Respecto a la expresión de proteínas, se 

coincidió en un aumento de la expresión de las proteínas relacionadas con la autofagia 

LC3B I y II, así como una disminución de p62 y Beclin-1, como corresponde a una 

situación en la que la autofagia está aumentada.  

 

Al igual que la CQ, los HDACi, incluido el panobinostat® se ha combinado no solo con 

RT, sino también con agentes quimioterápicos y terapias dirigidas para potenciar su efecto 
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en diversas líneas celulares. Palumbo et al. estudió la modulación de la autofagia en la 

línea celulares de glioblastoma tras la administración de rapamicina, inhibidor de mTOR, 

se objetivó una inducción de la autofagia, esto mejoró la radiosensibilidad en ambas líneas 

celulares y disminuyó la viabilidad celular (324). Wu et al. también trabajaron rapamicina 

en dos líneas de carcinoma escamoso de cáncer oral observando que la administración de 

este fármaco junto a RT producía una elevación de los niveles de autofagia e inducía la 

muerte en la línea celular OC3 (143). Regel et al. compararon los resultados de tratar 

líneas celulares de cáncer gástrico con la quimioterapia en monoterapia o quimioterapia 

más LBH589, observando que el panobinostat® inhibe la proliferación celular  y 

sensibiliza frente a la quimioterapia (298). Por su parte, Greve et al. estudió la 

combinación de LBH589 junto a erlotinib en varias líneas celulares de cáncer de pulmón, 

demostrando una disminución de la supervivencia celular frente a la monoterapia (325). 

El grupo de la Rosa et al. trabajó con células e in vitro de glioblastoma y comprobó, no 

solo, que el tratamiento con LBH589 induce la apoptosis, sino que tanto en monoterapia 

como en combinación con 3-deazaneplanocin-A inhibe la capacidad metastásica, la 

angiogénesis e inducía la entrada en la fase S del ciclo celular (305). Lemoine et al. 

combinaron el panobinostat® con un inhibidor de mTOR con el objetivo de aumentar el 

efecto citotóxico en líneas celulares de linfoma de Hodgkin (302). Comprobaron que 

ambos fármacos tienen efectos opuestos en la vía mTOR, pero su combinación disminuye 

la supervivencia celular y además que este efecto es sinérgico mediante el método Chou-

Talalay (302). Por su parte, Mosleh et al. combinó LBH589 con un inhibidor de PI3K 

observando que aumentaba la citotoxicidad frente al HDACi en monoterapia (301). Por 

tanto, aunque la autofagia pueda ser usada como mecanismo de resistencia, si 

aumentamos sus niveles mediante LBH589 como utilizamos en nuestros experimentos u 

otros agentes, como la rapamicina que han usado estos grupos, podemos llegar a mejorar 

el efecto antitumoral de la RT.  

 

El papel dual de la autofagia y la falta del conocimiento completo sobre todas sus vías y 

cómo participa en la tumorogénesis, hace que actualmente nos encontremos ante 

resultados paradójicos. A pesar de ellos, en los últimos años se han diseñado estudios 

clínicos para comprobar el beneficio de la modulación de la autofagia (254,255,326) 

(199,327–333). Se han realizado diversos estudios en los que se empleaba tratamiento 

combinado de CQ e irradiación en pacientes con diagnóstico de tumores cerebrales 

primarios y metastásicos, obteniendo una mejora en la mediana de la supervivencia y una 
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mejora del control local (334–338). Estos estudios no demostraron aumento de la 

toxicidad (255). Por otro lado, algunos estudios han analizado el efecto de la combinación 

de CQ con otros agentes farmacológicos, como el vemurafenib (inhibidor de BRAF) 

también en tumores cerebrales, demostrando la posibilidad de actuar sobre la vía de la 

autofagia en la práctica clínica (339,340). De ahí, el papel de las mutaciones presentes en 

los tumores y la importancia de elegir el grupo de pacientes que más se beneficiarían de 

este tipo de tratamientos. Respecto a los HDACi, también los últimos años se han 

desarrollado estudios para evaluar su papel como terapia antitumoral tanto en tumores 

sólidos como hematológicos (199,327–333,341,342). Concretamente, el panobinostat® 

ha sido empleado en estudios fase I de tumores cerebrales primarios combinados con 

radiación ionizante demostrando seguridad (327). Hay otros estudios de panobinostat® 

con otros agentes para el tratamiento de tumores cerebrales como el bevacizumab que, 

aunque han demostrado ser bien tolerados, no hay demostrado beneficio clínico en cuanto 

la supervivencia libre de progresión (329). La tabla 19 recoge algunos de los ensayos 

clínicos que combinan modificadores de la autofagia con radiación ionizante.  

 

Tabla 19. Estudios clínicos que combinan modificadores de la autofagia con RT. 

Tumor  Agente 

1  

Agente 2  Fase del 

ensayo 

clínico 

Respuesta clínica  Efectos secundarios  

Glioblastoma 

(336) 

CQ Temozolamida 

+ RT 

III Mediana de 

supervivencia 24 

meses vs 11 

meses 

Mielosupresión 

grado I  

Recaída de 

glioblastoma 

(343) 

CQ RT Serie de 

casos (5 

pacientes) 

2 respuesta 

parcial 

1 enfermedad 

estable  

No  

Metástasis 

cerebrales 

(338) 

CQ RT II Tasa de respuesta: 

54% vs. 55% 

Supervivencia 

libre de 

progresión al año: 

83.9% vs. 55.1% 

Cefalea, mareo, 

náuseas y vómitos, 

anorexia y 

mielosupresión 

grado 1-2  

Náuseas, 

estreñimiento, 

astenia, cefalea 

grado 3  
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Glioblastoma 

recurrente 

LBH589 RT  I (12 

pacientes) 

Seguridad y 

toxicidad 

Grado 3 

radionecrosis en 1 

paciente  

Grado 4 neutropenia 

en 1 paciente  

  

 

Estos resultados plantean la posibilidad de utilizar moduladores de la autofagia en la 

práctica clínica, aunque es necesario la realización de más estudios y con un número 

mayor de pacientes.  

 

A nivel de ensayos preclínicos, algunas de las diferencias respecto a los tratamientos 

combinados observadas entre este trabajo y los publicados anteriormente, además de la 

variabilidad en la bibliografía podrían deberse al diseño experimental, dosis empleadas y 

tiempos de medición como ya se comentó en los tratamientos en monoterapia. Los 

tiempos empleados varían entre las 12 y 24 horas de premedicación, así como los tiempos 

tras la administración del tratamiento completo para la medición de la viabilidad celular 

entre 24 y 72 horas. Las dosis también son variables según los agentes combinados y las 

líneas celulares empleadas. Por otro lado, respecto al método para valorar la 

supervivencia y muerte celulares, existen varias opciones entre las que destacan MTT, 

Apoptosis Detection Kit CE (Immunostep) o ensayos clonogénicos.  

 

Los resultados del presente trabajo muestran variabilidad entre las líneas celulares 

incluidas, lo que sugiere que esta asociación no es siempre útil y se debe definir el perfil 

molecular del tumor antes del tratamiento combinado. En este sentido, una limitación de 

este trabajo es el desconocimiento del genotipo completo de las líneas celulares 

empleadas cuyas características pueden influir tanto en las vías de la autofagia y otros 

tipos de muerte celular, como en la respuesta a los diferentes agentes empleados.  
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6. CONCLUSIONES 
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1. Dependiendo del fenotipo y genotipo de la célula tumoral la respuesta 

a los tratamientos de radioterapia, cloroquina y panobinostat®, así 

como sus combinaciones, es variable.  

 

2. El efecto de los fármacos moduladores de la autofagia es proteiforme, 

no centrándose solo en la regulación de la autofagia. 

 

3. Nuestros resultados ponen de manifiesto que la combinación de 

radioterapia y moduladores de la autofagia consigue un efecto 

sinérgico, aunque depende de la línea celular. 

 

4. La administración concomitante de radiación ionizante y moduladores 

de la autofagia permite reducir dosis de radioterapia para alcanzar el 

mismo efecto, lo que permitiría trasladarlo a la práctica clínica. 
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