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ACC Acetil-CoA carboxilasa
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APC/C-Cdh1 Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma (Ana-

phase Promoting Complex/Cyclosome)

aPK atypical protein kinase
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BMK1 Big MAPK-1

c-AMP CREB Elementos de respuesta a c-AMP (c-AMP responde 

element binding)

CAMK Calmodulin dependent protein kinase

CCDS Consensus Coding Sequence Set

CD Dominio común de acoplamiento (common doc-

king domain)

CDKi Quinasas inhibitorias de ciclinas (cyclin dependent 

kinase inhibitor)

CDS Secuencia codificante

CHX Cicloheximida

CK1 Casein kinase 1

CK2 Casein kinase 2

CMGC Su nombre deriva de CDK, MAPK, GSK y CDK-like 

Kinase

cov Cobertura del alineamiento

CPT Carnitina palmitoiltransferasa  
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CT-1 Cardiotrofina-1

CTLs Linfocitos T citotóxicos (Cytotoxic T-cells)
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ePK eukaryotic protein kinase
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ETC Cadena transportadora de electrones (electron 

transport chain)
ETS Expressed Sequence Tag

FADH2 Flavina adenina dinucleótido reducido
FAK Proteína quinasa de adhesión focal (Focal Adhe-

sion Kinase)
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FBS Suero bovino fetal (fetal bovine serum)
FGF Factor de crecimiento de fibroblastos (fibroblast 

growth factor)
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GAB Isoenzima glutaminasa B
Gab1 Grb2-associated binder 1
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GOT1 Glutamato oxacelato transaminasa 1
GOT2 Glutamato oxacelato transaminasa 2
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pled receptors)
Grb2 Growth-factor-receptor-bound-2
GS Glutamina sintetasa
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HER2/ErB-2 Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico 
humano (human epidermal growth factor receptor)

HIF-1 Factor de transcripción inducible por hipoxia

iBAQ Intensity Based Absolute Quantification
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IKKα y IKKβ Inhibitor nuclear factor kappa-B kinase subunits 
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JNK 1/2/3 c-Jun amino (N)-terminal kinases 1/2/3

KD Dominio quinasa (Kinase Domain)
KGA Isoenzima glutaminasa de tipo riñón (K-type)
KSR1 Kinase suppressor of RAS1

Lad Lck-adapter
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LepR Receptor de la leptina
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m-TOR Mammalian target of rapamycin
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos (Mito-

gen-activated protein kinase)
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MAPKK /MAP2K /MEK (Meiosis-specific serine/threonine-protein kinase) 
MAP quinasa quinasa (MAP Kinase Kinase)
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system
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NBT Nitroblue tetrazolium
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PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas (pla-

telet derived growth factor)
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PDHK Pyruvate dehydrogenase kinase
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1. PROTEÍNAS QUINASAS

Las proteínas quinasas juegan un papel clave en diversas funciones celu-

lares. En células eucariotas intervienen en la respuesta frente a estímulos exte-

riores (Hanks et al., 1988). Mediante la modificación (activación) de su sustrato, 

desempeñan un papel esencial en vías de señalización, al transducir, amplificar 

e integrar señales involucradas en procesos como el ciclo celular, la apoptosis, la 

transcripción y el metabolismo (entre otros) (Kostich et al., 2002; Manning et al., 

2002).

Estas proteínas quinasas son enzimas fosfotransferasas (EC 2.7.x.x) según 

la nomenclatura de las enzimas (EC, Enzyme Commission). Esta clasificación 

consta de cuatro números separados por puntos. El primer número, hace refe-

rencia a la reacción que cataliza, en este caso, el número 2 que corresponde al 

grupo de las transferasas. El siguiente número, el 7, alude al subgrupo que se co-

rresponde a la transferencia de grupos fosfatos. Las dos x siguientes indican que 

pueden pertenecer a diversos grupos. La primera x, se refiere a la subsubclase, 

que detalla que grupo funcional es el aceptor de la transferencia. La última x se 

refiere al tipo de sustrato de la reacción.

La proteínas quinasas catalizan una reacción reversible de fosforilación, 

donde se transfiere el fosfato en posición gamma (γ), desde el nucleótido ATP 

(adenosina trifosfato) o GTP (guanina trifosfato) a un grupo hidroxilo (-OH) de 

un residuo de serina, treonina o tirosina. Un cofactor como el catión divalente 

magnesio (Mg2+) o el manganeso (Mn2+) es necesario para que la catálisis se lleve 

a cabo (Adams, 2001). Este proceso actúa como un interruptor molecular, que 

activa o inactiva las funciones de las proteínas. La reacción es reversible y las en-

cargadas de revertir la fosforilación, son las fosfatasas que eliminan el fosfato γ de 

la proteína diana (Patterson et al., 2013). Este proceso se muestra de una forma 

sencilla en la Figura 1.
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Figura 1. Reacción catalítica de fosforilación y desfosforilación de una pro-
teína quinasa. Transferencia del fosfato en posición γ del ATP al grupo hidroxilo de 
una serina, treonina o tirosina, de la proteína diana, formando un enlace covalente. El 
proceso de desfosforilación es llevado a cabo por las fosfatasas, que eliminan el fosfato en 
posición γ de la proteína diana. Figura adaptada de (Patterson et al., 2014).

1.1. Antecedentes y clasificación

Manning y colaboradores (2002), ampliaron los estudios existentes de las 
proteínas quinasas en eucariotas (ePK, eukaryotic protein kinase), gracias a la 
secuenciación del genoma humano. Identificaron 518 genes quinasas humanas 
no redundantes (denominado kinoma), esto supone el 1,7 % de todos los genes 
humanos. Descubrieron 71 genes, 106 seudogenes (son genes no funcionales que 
poseen secuencias similares a los genes quinasas) y 56 genes donde se ampliaron 
o corrigieron las secuencias existentes. Para ello, emplearon genotecas públicas y 
privadas con cADNs y ETS (Expressed Sequence Tag).

El criterio que siguieron para la clasificación de las proteínas quinasas fue 
en base al dominio catalítico de las proteínas quinasas, caracterizado por Hanks 
y colaboradores (1988). De los 518 genes, 478 compartían un dominio quinasa 
eucariota conservado de 250 a 300 aminoácidos. Los restantes genes, un número 
de 40, presentaron actividad quinasa pero carecían de la secuencia característica 
de los dominios quinasa eucariotas, denominados aPK (atypical protein kinase).
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Las proteínas quinasas en eucariotas, se clasificaron en ocho grupos, ba-
sado en la similitud de la secuencia dentro del dominio quinasa (Figura 2): TK 
(tyrosine kinase, 32 miembros), TLK (tyrosine kinase-like, 43 miembros), STE 
(homologs of yeast sterile, 47 miembros), CK1 (casein kinase 1, 12 miembros), 
ACG (su nombre deriva de PKA, PKC y PKG, 63 miembros), CAMK (calmodu-
lin dependent protein kinase, 76 miembros), CMGC (su nombre deriva de los 
grupos que incluye, CDK, MAPK, GSK y CDK-like Kinase, 61 miembros) y RGC 
(receptor guanylyl cyclase, 5 miembros) (Duong-Ly y Peterson, 2013).

Figura 2. Dendograma del kinoma humano de las proteínas quinasas eu-
cariotas (ePK). Cada rama representa un grupo, etiquetado con su nombre. Las dos 
formas ovaladas identifican a la MAPK (ERK5) y a la MAP2K5 (MEK5) en los grupos 
CMGC y STE respectivamente, que son dos proteínas clave para el desarrollo de esta 
Tesis Doctoral. Figura adaptada de (Duong-Ly y Peterson, 2013).

De los ocho grupos de las quinasas eucariotas que se muestra en la Figura 
2, se describe a continuación los grupos donde están situadas ERK5 (Extracellu-
lar signal-releated kinase 5) y MEK5 (Meiosis-specific serine/threonine-protein 
kinase) (Duong-Ly y Peterson, 2013; Roskoki, 2015), por ser proteínas quinasas 
objeto de esta Tesis Doctoral.

STE (homologs of yeast sterile) Este grupo se clasifica en tres familias ba-
sada en su homología a las quinasas ST20 (MAP4K), STE11 (MAP3K) Y STE 7 
(MAP2K), identificadas en levaduras. Este grupo está relacionado con la cascada 
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de señalización de las MAPK del grupo CMGC. Las STE son las iniciadoras de la 
señalización corriente abajo de las MAPKKK, es decir, esta fosforila a su MAPKK 
y esta a su vez, fosforila a su MAPK. A este grupo pertenece la MAP2K5/MEK5 
(Figura 2).También se incluye en el grupo STE (entre otras) a MAP2K1/MEK1, 
MAP2K2/MEK2 y MAP2K7/MEK7. Este grupo comprende 47 miembros.

CMGC Este grupo comprende las CDKs (cyclin-dependent kinases), las 
MAPK (mitogen-activated protein kinase), GSK (glycogen synthase kinases) y 
las CDKs-like kinases. Las MAPK tienen un papel muy importante en muchos 
procesos celulares como se verá en el apartado 1.3. Dentro de las MAPK, está el 
grupo de ERK (extracellular  signal-releated kinase) que dentro del conjunto de 
CMGC están englobadas por ERK1,2-ERK3-ERK4-ERK5. Esta última, se puede 
observar situada en el dendograma de la Figura 2. En total este apartado com-
prende 61 miembros de quinasas.

Además de los ocho grupos quinasas eucariotas, hay que añadir un grupo 
llamados “otros”, que engloba 83 miembros y que carecen de suficiente similitud 
de secuencia con los ocho grupos pero presentan elementos conservados. Algún 
ejemplo de este grupo es CK2 (casein kinase 2) y IKKα y IKKβ (inhibitor nuclear 
factor kappa-B kinase subunits alpha/beta).

El otro gran grupo dentro del kinoma humano son las aPK (atypical protein 
kinase). Son aquellas que tienen actividad quinasa pero su dominio es distinto a 
las ePK (Duong-Ly y Peterson, 2013). En este apartado se incluyen entre otros a 
m-TOR (mammalian target of rapamycin) y PDHK (pyruvate dehydrogenase 
kinase).

Finalmente, se puede considerar otro grupo de quinasas que se llamaron 
Lipid kinases (quinasas de lípidos) que fosforilan a lípidos. Dentro de este gru-
po se encuentran las quinasas de esfingolípidos como la familia de las quinasas 
DAG (diacilglicerol). Otra gran familia son las fosfoinositidina quinasas, siendo 
las PI3K de clase I las que son en su mayoría activadas por receptores tirosina 
quinasa (RTK). Este grupo está formado por 20 miembros (Duong-Ly y Peterson, 
2013).
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1.2. Estructura de las proteínas quinasas

La primera aproximación para dilucidar el dominio catalítico de las proteí-
nas quinasas en eucariotas, fue en la era pregenómica, donde tres investigadores 
ilustres como Hunter, Quinn y Hanks hallaron 12 subdominios conservados, que 
numeraron con números romanos (Hanks, 2003).

La importancia de las proteínas quinasas tanto en procesos biológicos como 
patológicos, ha conllevado a la identificación de la estructura de muchas de ellas. 
Mediante la cristalografía se ha establecido la función de los subdominios y su re-
lación con la estructura y por tanto, determinar la función de la proteína (Taylor 
y Korney, 2011). La primera quinasa descubierta por difracción de rayos X fue la 
subunidad C (catalítica) de la PKA, y para describir la arquitectura de los domi-
nios quinasa se utilizarán dos figuras (Figura 3A y Figura 3B), una corresponde a 
la PKA, puesto que su dominio central (core) es compartida por la mayoría de las 
quinasas (Adams, 2001) y la segunda figura que corresponde a la descripción de 
los 12 subdominios de Hanks y Hunter (1995).

El dominio catalítico consta de dos lóbulos llamados N-terminal y C-termi-
nal por su posición dentro del dominio (Figura 3A y 3B). Ambos están unidos por 
una región llamada bisagra, que permite el movimiento de los dos lóbulos. El do-
minio N está formado por cuatro subdominios (I, II, III y IV), esto se corresponde 
con cinco láminas beta antiparalelas (β1-β5). Todas ellas, contribuyen de distinta 
manera para unir el ATP. En el subdominio I existe un bucle (loop) rico en glici-
na, situado entre la lámina β1 y β2, con una secuencia consenso (GXGXXG). Este 
bucle, se pliega sobre el ATP y orienta el fosfato gamma o beta en una conforma-
ción adecuada para la catálisis. En el subdominio II existe una lisina en la lámi-
na β3, que juega un papel esencial en la función catalítica. En este subdominio 
también hay una hélice alfa, llamada αC-hélice que tiene un papel esencial en la 
transición entre el estado activo e inactivo de la quinasa. En el dominio IV, está el 
lazo αC–β4 que está anclado al lóbulo C. El subdominio V une al lóbulo N-termi-
nal y C-terminal e incluye la lámina β5.
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Figura 3. Estructura de las proteínas quinasas en subdominios y estructu-
ra tridimensional del dominio catalítico. Se dividen en dos lóbulos N-terminal y 
C-terminal. (A) Subdominios catalíticos de la proteína quinasa en eucariotas (ePK). Los 
motivos están numerados con números romanos y en cada uno de ellos se representan los 
elementos más relevantes. Figura adaptada de (Hanks, 2003). (B) El lóbulo N-terminal 
está compuesto por cinco láminas beta (color turquesa) junto con la hélice α-C (color 
rojo). El lóbulo C-terminal está compuesto por las seis hélices alfa (color rojo) y los bucles 
catalíticos más relevantes (color amarillo). Figura adaptada de (Taylor y Kornev, 2011).

Por su parte el lóbulo C está formado por seis hélices alfa (αD-αI) y una lámi-
na beta que comprende cuatro láminas beta cortas (β6-β9) (no apreciables en la 
Figura 3B). El subdominio VIB está formado por las láminas cortas β6-β7 que in-
cluyen gran parte de la maquinaria catalítica asociada a la transferencia del fosfato 
del ATP al sustrato (catalytic loop). El subdominio VII, corresponde a las láminas 
cortas β8-β9 que flanquea el motivo DFG conservado (casi siempre es Asp-Phe-

A

B
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Gly) donde la Asp 184 (en el caso de la PKA) es esencial para reconocer uno de 
los iones de Mg2+ unidos al ATP. En el subdominio VIII, se localiza el motivo APE 
(Ala-Pro-Gly) donde se une el sustrato en el bucle de activación (activation loop), 
este último se localiza desde el motivo DFG hasta el principio de la hélice α-F. El 
subdominio IX, corresponde con la hélice α-F que estabiliza el bucle catalítico. El 
subdominio X, corresponde con la hélice α-G y es el peor de los conservados. El 
subdominio XI, comprende las hélices α-G-H y termina en el extremo carboxi ter-
minal (Hanks y Hunter, 1995; Süveges y Jura, 2015; Taylor y Korney, 2011).

1.3. Las proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(Mitogen Activated Protein Kinases-MAPK)

Las MAPKs son serinas/treoninas quinasas que están muy conservadas 
evolutivamente (Karin y Chang, 2001). Estas son activadas por diversos estímu-
los como factores de crecimiento, estrés, ésteres de forbol (Seger y Krebs, 1995) 
y proteínas G heterotriméricas (Gs, Gi, Gq y G12). Estas últimas regulan a ERK1/2, 
JNK, p38, ERK5 y ERK6 (Goldsmith y Dhanasekaran, 2007). Las MAPK suponen 
una red de señalización intracelular que van a regular una gran cantidad de pro-
cesos celulares, como son: regulación de expresión de genes, proliferación celu-
lar, diferenciación, desarrollo, apoptosis, metabolismo, supervivencia, movilidad 
y respuesta inmunológica innata y adaptativa (Low y Zhang, 2016).

La activación de las MAPKs se realiza a través de una cascada de señaliza-
ción secuencial de tres componentes (Figura 4). Comenzando desde la cascada de 
señalización, hay una MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK o MAP3K) que 
fosforila y activa a una MAP quinasa quinasa (MAPKK o MAP2K o MEK) y esta a 
su vez realiza una fosforilación dual en un motivo conservado treonina-X-tirosina 
(Thr-X-Tyr) situado en el bucle de activación del subdominio VIII del dominio 
quinasa y activa a una MAP quinasa (MAPK) (Cargnello y Roux, 2011). El ami-
noácido X corresponde a ácido glutámico en ERK, prolina en JNK o glicina en 
p38 (Low y Zhang, 2016).

En mamíferos, se identificaron 14 genes codificando MAPKs humanas que 
se han dividido en MAPKs convecionales que son las reguladas por la cascada de 
tres elementos y la presencia del motivo (Thr-X-Tyr) y comprenden: extracellu-
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lar signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun amino (N)-terminal kinases 
1/2/3 (JNK 1/2/3), p38 isoformas α, β y γ, y extracellular signal-regulated kina-
se 5 (ERK5). Por otro lado, están las MAPKs atípicas que se caracterizan por no 
activarse por la triada de las MAPKs y además, el motivo Thr-X-Tyr o no existe 
como en ERK3/4 y Nemo-like kinase (NLK) o donde el residuo de Gly o Glu sus-
tituye al de Tyr (Cargnello y Roux, 2011; Coulombe y Meloche, 2007) (Figura 4).

Figura 4. Representación esquemática de las estructuras convencionales 
y atípicas de las MAPKs en humanos desde el extremo N-terminal hasta el 
C-terminal. En el domino quinasa (en azul) se indica el motivo de activación de cada 
una de las MAPKs. NLS: señal de localización nuclear/nuclear localization sequence; 
TAD: dominio de transactivación/transactivation domain; C34: región conservada en 
ERK3 Y ERK4; AHQr: dominio rico en alanina (Ala), histidina (His) y ácido glutámico 
(Glu). En las MAPKs convencionales se indica su activación por la cascada de tres mó-
dulos. Los aminoácidos con el código de una letra son: A: alanina; E: ácido glutámico; G: 
glicina; H: histidina; P: prolina; Q: glutamina; S: serina; T: treonina; Y: tirosina. Figura 
adaptada de (Cargnello y Roux, 2011).

A continuación se realizará una descripción general de ERK 1/2 por ser la 
quinasa que comparte un alto grado de homología con ERK5. La MAPK7-ERK5 
tendrá una descripción más detallada, debido a ser una de las moléculas princi-
pales de esta Tesis Doctoral.
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1.3.1. ERK1/2

ERK1 comparte un 84 % de identidad aminoacídica con ERK2, por esta ra-
zón, se les denomina ERK1/2 (también llamadas p42/p44 por sus masas mo-
leculares). ERK1 presenta un dominio N-terminal con 17 aminoácidos más que 
ERK2 (Roskoski, 2012). Ambas, presentan el motivo de activación Thr-Glu-Tyr 
en el dominio quinasa. ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase-1/2) es-
tán en la cascada de activación de las MAPKKK Ras/Raf/Mek/ERK1/2. Esta vía 
se activa desde distintos tipos de receptores, los tirosina quinasa (RTKs; receptor 
tyrosine kinase), los acoplados a proteína G, y citoquinas (Caunt et al., 2015). Los 
receptores de tirosina quinasa (RTKs), (incluido EGFR) reclutan a SOS (Son of 
sevenless), que es una proteína intercambiadora de nucleótido de guanina (GEF 
guanine nucleotide exchange factor), que a través de los dominios intracelulares 
de Shc y Grb2 (Growth-factor-receptor-bound-2) activan a las GTPasas HRAS, 
KRAS o NRAS. Una vez activado RAS y unido a GTP (RAS-GTP) conduce a la 
formación de homodímeros o heterodímeros de RAF (ARAF, BRAF o CRAF) que 
fosforilan y activan a MEK1/2, y a su vez estos, fosforilan y activan a ERK1/2 en el 
motivo T-E-Y. (Caunt et al., 2015; Zou et al., 2019). Esta cascada de señalización 
participa en la regulación de procesos como progresión del ciclo celular, adhesión, 
migración, supervivencia, diferenciación, proliferación y metabolismo (Roskos-
ki, 2012). Se han identificado 284 sustratos que interaccionan con ERK1/2 (Von 
Kriegsheim et al., 2009). Este número se ha visto incrementado en los últimos 
años hasta llegar a los 600 sustratos registrados en las bases de datos (Maik-Ra-
chline et al., 2019).

Lo expuesto en el párrafo anterior representa un modelo lineal/clásico de la 
vía ERK1/2 (Figura 5A). En el artículo de Caunt y colaboradores (2015) explican 
la existencia de complejos multiproteicos de andamiaje (scaffold) que regulan 
la vía junto a sistemas de retroalimentación (Figura 5B y 5C). Se menciona a la 
isoforma 1 del complejo quinasa supresora de Ras1 (KSR1 kinase suppressor of 
RAS1) que ensambla a RAF/MEK1/2 y ERK1/2 para aumentar la eficiencia de la 
señalización (Figura 5B). Además, la vía está regulada por sistemas de retroali-
mentación negativa. Por un lado, las proteínas Sprouty (SPRY) actúan inhibiendo 
la señalización a nivel de RTKs y SOS al interferir con el dominio catalítico de 
RAF. Por otro lado, las fosfatasas de doble especificidad (DUSPs dual specifity 
phosphatases) desfosforilan el motivo pT-E-pY de ERK1/2 (Figura 5C).
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Figura 5. Regulación de la vía ERK1/2 mediante tres modelos. Las vías de seña-
lización en (A), (B) y (C) comienzan con la activación del receptor de crecimiento epi-
dérmico (EGFR) o con el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR). (A) 
Modelo lineal/clásico de la ruta de señalización de RAF-MERK1/2-ERK1/2 regulada por 
RAS. (B) Modelo de andamiaje con la quinasa supresora de RAS1 (KSR1) que aumenta 
la eficacia de la señalización. (C) Modelo de retroalimentación negativa. Las proteínas 
Sprouty (SPRY) inhiben el dominio catalítico de RAF. Las fosfatasas de doble especifi-
cidad (DUSP) intervienen en distintas ubicaciones. La DUPSP5 reside en el núcleo y la 
DUPSP5 en el citoplasma. Figura de (Caunt et al., 2015).

Otro aspecto importante de esta vía es su localización celular. La comparti-
mentación, es un mecanismo importante que regula la señalización de ERK1/2. 
En situación basal ERK1/2 está anclado a MEK citosólico pero tras su activación, 
se disocia de MEK y se transloca al núcleo (Volmat et al., 2001). Se ha descubier-
to que ERK1/2 fosforila a sustratos localizados en el citoplasma o en el núcleo 
(Maik-Rachline et al., 2019). Algunos de los sustrato de ERK1/2 en el citoplasma 
(se han descubierto más de 50) incluye a la familia de fosfoproteínas fosfatasas, 
a las proteínas quinasas RSK, que incluye a ribosoma S6 quinasa, que regula en-
tre otras funciones, crecimiento celular, proliferación, movilidad y supervivencia. 
Por otro lado, los sustratos de ERK1/2 en el núcleo incluyen entre otros a la fami-
lia de factores de transcripción TCF (ternary complex factor) que va a producir 
la inducción de genes como c-MYC y c-FOS (Roskoski, 2012).

Respecto a la localización celular de ERK1/2 es importante mencionar su 
localización mitocondrial. Diversos estudios apuntan a que esta quinasa pueden 
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localizarse en la mitocondria e intervenir en sus funciones. Un estudio realiza-
do por Alonso y colaboradores (2004) demostraron la translocación de ERK1/2 
(mayoritariamente como fosfo-ERK1/2) a la mitocondria durante el desarrollo 
del cerebro en rata, teniendo su máxima expresión en determinados estadios del 
mismo. Se localizó entre la membrana externa y el espacio intermembrana mito-
condrial. Además, localizaron a fosfo-MEK1/2 en la matriz mitocondrial pero en 
el cerebro de rata adulto (Alonso et al., 2004). Otro estudio, realizado en células 
epiteliales de próstata RWPE-1 y RWPE-2, (las primeras carecen de capacidad 
tumorogénica, mientras que las segundas son tumorogénicas), llegaron a la con-
clusión que en ambos tipos de células, ERK2 estaba localizado en mitocondria 
pero, en las células RWPE-2, era fosfo-ERK1/2 [junto con células metastásicas de 
próstata (DU145) y células de osteosarcoma], es decir, la forma activa es la que 
estaba en mitocondria. Esta primera aproximación fue la base para demostrar 
que ERK1/2 realiza una fosforilación inhibitoria a la glucógeno sintasa quinasa 
3β (GSK-3β) en la serina 9. Esto provoca la fosforilación de la chaperona mito-
condrial ciclofilina (CyP-D) que bloquea la apertura del poro de transición de 
permeabilidad mitocondrial (PTP) y la entrada de proteínas proapotóticas como 
Bax y por tanto, las células son refractarias a la muerte celular, implicando un 
mecanismo de resistencia de la célula tumoral (Rasola et al., 2010; Rasola y Chia-
ra, 2013). Este mecanismo se puede observar en la Figura 6 marcada con una lí-
nea roja discontinua. Comentar que en la misma figura en el citoplasma se puede 
observar otra fosforilación realizada por ERK1/2 sobre GSK-3β pero con efecto 
proapoptótico.

Como complemento a lo expuesto anteriormente, hay que mencionar el pa-
pel de ERK1/2 en tumorogénesis. Esta vía está desregulada en muchos tipos de 
cáncer bien por una activación aberrante o alteraciones genéticas en vía la de 
señalización cascada arriba de la señalización ERK1/2, en Ras, Raf y MEK1/2. Se 
calcula que un tercio de todos los tipos de cáncer, incluyendo páncreas, pulmón 
de células no pequeñas (NSCLC) y mama de tipo basal presentan una alteración 
en esta vía (Lu et al., 2020). Las mutaciones en RAS se producen en un 33 % de 
todos los cánceres humanos (Roskoski, 2019). Las mutaciones más frecuentes 
se producen en el oncogén KRAS, se manifiestan en un 96 % en los adenocarci-
nomas ductales de páncreas, en un 52 % en los carcinomas colorrectales, un 32 
% en los adenocarcinomas de pulmón. También BRAF está mutado y se calcula 
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que representa un 8 % de todos los cánceres humanos. Asimismo, mutaciones en 
MEK1/2 actúan como oncogénicamente pero no son frecuentes en tumores hu-
manos. También, se han identificado mutaciones en los genes ERK1/2 pero han 
sido poco caracterizadas (Drosten y Barbacid, 2020).

Figura 6. Ilustración de la fosforilación de GSK-3β por ERK1/2. La parte in-
ferior de la imagen, marcada con una línea roja discontinúa, hace referencia a la fosfo-
rilación que realiza ERK1/2 sobre la Ser9 de la GSK-3β. Esto provoca una fosforilación 
inhibitoria de GSK-3β, que va a impedir la fosforilarción de CyP-D y por tanto, el bloqueo 
de la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial (PTP) situado en 
el espacio intermembrana mitocondrial. Este proceso impide la entrada de proteínas 
proapoptóticas a la matriz mitocondrial e implica un mecanismo de supervivencia de 
las células cancerosas. En la parte superior de la imagen, se muestran distintas quinasas 
que regulan a GSK-3β mediante fosforilaciones en distintos residuos. Figura adaptada 
de (Rasola y Chiara, 2013).



IntroduccIón

[ 15 ]

1.3.2. Extra Regulated Kinase 5 (ERK5)

DESCUBRIMIENTO

Las investigaciones de dos grupos independientes llevaron en 1995 al des-
cubrimiento de ERK5 (Lee et al., 1995; Zhou et al; 1995). Por un lado, el grupo 
de Zhou descubrió MEK5 y ERK5. La identificación de MEK5 se realizó mediante 
una PCR con cebadores degenerados con secuencias conservadas de aminoácidos 
presentes en levaduras y parcialmente conservada en MEK1 humano. Como mol-
de se utilizó cADN de cerebro fetal humano. Se obtuvo una proteína de 444 ami-
noácidos con una identidad del 44 % respecto a otras MEK conocidas. Por otro 
lado, con el ensayo de doble híbrido en levaduras, utilizando como proteína cebo 
a MEK5, se demostró que interaccionaba con ERK5, por tanto, MEK5 se convirtió 
en su quinasa activadora específica, al no obtener interacción con MEK1 ni MEK2 
(Zhou et al., 1995). Por otro lado, el grupo de Lee con la técnica de PCR, mediante 
cebadores diseñados en base a los subdominios quinasas conservados, realizaron 
el cribado de bibliotecas de cADN de placenta humana. Encontraron una pro-
teína que llamaron Big MAPK-1 (BMK1), con una masa molecular predecida de 
98 kDa, que tenía una cola C-terminal (aproximadamente de 400 aminoácidos) 
única, que no estaba presente en ninguna otra MAPK. También, compararon esta 
novedosa quinasa con ERK1/2 y detectaron: (i) que el dominio T-E-Y (de la doble 
fosforilación) estaba presente en esta gran quinasa, (ii) estructuralmente eran 
distintas y (iii) BMK1 presentaba un 47,6 % de identidad aminoacídica con ERK1 
y un 49,3 % con ERK2. Además, compararon BMK1 con el ERK5 del grupo de 
Zhou (1995), viendo que ambas compartían un 98 % de identidad de secuencia 
aminoacídica (Lee et al., 1995).

CARACTERÍSTICAS MOLECULARES

ERK5 está codificado por el gen MAPK7 y está localizado en el brazo corto 
del cromosoma 17p11.2 (Purandare et al., 1998). Consultando la base de datos 
biomoleculares Ensembl, en su navegador genómico (https://www.ensembl.org/
index.html) se describen para el gen MAPK7 humano 18 transcritos (Figura 10). 
De todos, ocho tienen un marco de lectura abierto (ORF open reading frame), 
etiquetados como protein coding (Figura 7). De los ocho, solo cuatro codifican 
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proteínas aceptadas por el proyecto Consensus Coding Sequence Set (CCDS). 
Este proyecto está formado por miembros como Ensembl Annotation Pipeline, 
Havana Curation Group, NBCI y UCSC, cuyo objetivo es identificar regiones co-
dificantes de proteínas humanas y de ratón con anotaciones homogéneas y de 
calidad.

Figura 7. Transcritos de MAPK7 humano 
obtenidos de la base de datos Ensembl. El 
recuadro rojo indica las secuencias aceptadas 
por el proyecto Consensus Coding Sequence Set 
(CCDS). Se indica el número de pares de bases 
con su secuencia codificante (CDS) y el número 
de aminoácidos correspondiente. Los distintos 
transcritos están representados en distintos co-
lores. El marrón y granate hacen referencia a 
secuencias codificantes, siendo además el ma-
rrón identificado como secuencias idénticas 
tanto en la anotación de Ensembl Annotation 
Pipeline como la manual de Havana. El color 
azul, son secuencias no codificantes. En el dia-
grama los genes están dibujados con cajas que 
indican exones, las líneas de conexión son in-

trones, las cajas llenas indican secuencias codificantes y, las cajas vacías representan 
regiones no codificantes (UTRs untranslated regions) que no son traducidas a aminoá-
cidos. También, hay que mencionar el significado de Processed transcript que es cuando 
el transcrito no tiene un marco de lectura abierto (ORF). Retained intron donde el intrón 
es retenido por el ARNm maduro y puede ser degradado por tener secuencias prematu-
ras de parada; o puede dar proteínas truncadas (Zheng et al., 2020). Finalmente, Non-
sense Mediated Decay es un sistema de control del ARNm para degradar transcritos con 
codones prematuros de parada que pueden dar lugar a proteínas truncadas (Chaudhary 
et al., 2019). Figura adaptada de (https://www.ensembl.org/index.html).
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Las MAPK7 llamadas como MAPK7-202, MAPK7-203 y MAPK7-204 de 816 
aminoácidos, coinciden con la base de datos UniProt (Q13164-1) en ser las se-
cuencias canónicas. En mi caso, paso a describir la MAPK7-202 por ser la secuen-
cia que se utilizó en los experimentos de esta Tesis Doctoral. En la Figura 8, se 
observa el gen MAPK7 con una longitud de 5,82 kb, codificado por 7 exones, 6 de 
ellos codificantes y cinco intrones. El transcrito son 3149 pb que codifica 816aa.

Figura 8. Representación de la estructura del gen MAPK7 (MAPK7-202) que 
abarca 5,82 kb. Figura adaptada de (http://www.ensembl.org).

ESTRUCTURA DE ERK5

La estructura secundaria de MAPK7/ERK5 está formada, según el servidor 
PDBsum con el sistema de predicción de estructuras proteicas desde estructura 
primaria, AlphaFold model (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum) por: dos láminas β 
que contienen cinco hebras antiparalelas grandes (letra A) y tres hebras también 
antiparalelas pequeñas (letra B); cinco horquillas β; 24 hélices α (H); 30 giros β 
y 24 giros gamma (Figura 9). Cabe resaltar, que los distintos colores que se ob-
servan en las estructuras representan la fiabilidad de Alpha Fold sobre su predic-
ción. Se establece una medida de confianza por residuo, llamada local distance 
difference test (pLDDT) en una escala de 1 a 100. Un nivel muy alto (azul oscu-
ro) considera un pLDDT>90, nivel de confianza (color azul claro) pLDDT entre 
90-70, un nivel bajo (amarillo) pLDDT entre 70-50 y muy bajo (color naranja) 
pLDDT≤50. También, hay que tener presente que para la interpretación de esta 
escala, cuando pLDDT≤50 no pueden ser interpretadas como estructuras sino 
como predicción de desorden (Tunyasuvunakool et al., 2021).
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Figura 9. Esquema de la estructura primaria y secundaria de MAPK7/ERK5 
humano obtenido del servidor PDBsum Alphafold. El código identificador para 
la búsqueda fue el de UniProt Q13164. Figura adaptada de PDBsum Alphafold (http://
www.ebi.ac.uk/pdbsum).
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DOMINIOS FUNCIONALES DE ERK5

ERK5 humano está formado por 816 aminoácidos. Esto supone el doble de 
tamaño que las MAPKs clásicas (Gómez et al., 2016). Presenta una masa molecu-
lar esperada de 98 kDa. Además, posee una cola C-terminal de 400 aminoácidos, 
de aquí que la llamaran big MAPK. ERK5 posee un extremo N-terminal (1-406 
aa) dotado de actividad quinasa y un extremo C-terminal (410-816 aa), que va a 
jugar un papel esencial en su localización y en la regulación transcripcional de 
sus dianas (Tubita et al., 2020). El dominio N-terminal, engloba una región de 
localización citoplasmática (1-77 aa), otra de unión a MEK5 (78-139 aa) y el do-
minio quinasa (55-347 aa) (http://pfam.xfam.org/; http://www.kinasenet.ca/). 
Este dominio quinasa comparte un 66 % de identidad con el dominio de ERK2 
(Nithianandarajah-Jones et al., 2012). Además, dentro de este dominio quina-
sa se encuentra un dominio común de acoplamiento (CD Common docking do-
main) (350-358 aa) que permite a ERK5 unirse a sustratos que tienen el dominio 
de acoplamiento D (Tanoue y Nishida, 2002). También, se localiza el dominio de 
oligomerización (140-406 aa). En el dominio C-terminal, se sitúa la señal de lo-
calización nuclear (NLS, Nuclear localization signal) (505-539 aa), una región de 
interacción con el factor de transcripción MEF2 (440-501 aa) (Myocyte enhancer 
factor 2) (Kato et al., 2000) , dos dominios ricos en prolina, Pro1 (434-465 aa) y 
Pro2 (578-701 aa) que son consideradas potenciales zonas de unión a proteínas 
con dominios Scr (Scr-homology 3) (Tubita et al., 2020), un dominio de acti-
vidad transcripcional (TAD, Transactivation domain) (664-789 aa) que por un 
lado se va a autofosforilar y va a permitir aumentar la actividad de MEF2 (Kasler 
et al., 2000) y por otro lado, va a potenciar la actividad de la proteína activadora 
1 AP-1 (activating protein-1) (Morimoto et al., 2007) que es un factor de trans-
cripción que está implicado en proliferación, supervivencia y apoptosis (Shaulian 
y Karin, 2001) y la señal de exportación nuclear (NES, Nuclear export signal) 
(771-816 aa) relacionada con la localización citoplasmática de ERK5 (Plotnikov et 
al., 2011) (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de los dominios funcionales de ERK5. La proteína consta 
de 816 aminoácidos. En el dominio N-terminal se encuentran las siguientes regiones: an-
claje citoplasmático, de unión a MEK5, de oligomerización y el dominio quinasa donde 
MEK5 realiza la doble fosforilación en los residuos Thr218 y Tyr220 y el dominio común de 
acoplamiento (CD). El dominio C-terminal es característico de ERK5 debido a su gran ta-
maño. Consta de las siguientes regiones: dos dominios ricos en prolina (Pro1 y Pro2), de 
interacción con el factor de transcripción MEF2, la señal de localización nuclear (NLS), 
la transactivación transcripcional y la señal de exportación nuclear (NES). El dominio 
quinasa se delimitó entre los aminoácidos 55 y 347 por los datos obtenidos de las bases 
de datos Pfam y el recurso KinaseNet centrada en el estudio de las proteínas quinasas.

ACTIVACIÓN Y REGULACIÓN DE ERK5

Diversos estímulos pueden desencadenar la activación de la vía de ERK5. 
Puede responder frente a factores de crecimiento (mitógenos) como pueden ser: 
las neuregulinas (NRGs) (Esparís-Ogando et al., 2002), el epidérmico (EGF), de 
fibroblastos (FGF), derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento ner-
vioso (NGF). Todos ellos activan a receptores tirosina quinasa. También, la vía 
se puede activar por estrés oxidativo (H2O2), hiperosmoloridad (sorbitol), suero 
y citoquinas inflamatorias (IL-6) (Stecca y Rovida, 2019; Finegan et al., 2009) y 
por las subunidades Gαq y Gα12/13 de los receptores acoplados a proteína G (GP-
CRs) (Fukuhara et al., 2000).

Todos estos estímulos se ven integrados en la cascada de activación caracte-
rística de las MAPKs, que comprende los tres módulos de activación secuenciales. 
Adicionalmente a este módulo de tres quinasas, la proteína quinasa, WNK1 se 
posiciona como MAP4K en la vía de ERK5 (Xu et al., 2004).

Las MAPKKKs de la vía de activación de ERK5, son MEKK2 o MEKK3 que se 
unen al dominio N-terminal de MEK5 (MAPKK5) para fosforilarlo en los residuos 
Ser311 y Thr315. Se sabe que MEKK2 tiene más afinidad por MEK5 que MEKK3 
(Hoang et al., 2017a). Se encontró que la interacción entre MEKK2-MEK5 fue 
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de seis veces mayor que la interacción MEKK3-MEK5 (Sun et al., 2001). Por su 
parte, MEK5 (MAPKK5) es la quinasa específica que activa a ERK5 (Glatz et al., 
2013). MEK5 presenta dos isoformas por ayuste alternativo, MEK5α que tiene 
una masa molecular de 50 kDa, siendo 89 aminoácidos más larga en su extremo 
N-terminal que la isoforma MEK5β. Esta última, tiene una masa molecular de 
40 kDa. (Le et al., 2012). Ambas isoformas tienen características diferentes. La 
expresión de MEK5β es mayor en tejidos diferenciados mientras que MEK5α se 
expresa mayoritariamente en tejidos mitóticamente activos (p. ej. el hígado) y en 
líneas célulares de cáncer. Asimismo, se han descrito funciones distintas para am-
bas isoformas. Por un lado, MEK5α es la encargada de activar a ERK5, mientras 
que MEK5β parece que puede inhibir la asociación entre MEK5α y ERK5 (Glatz 
et al., 2013). La especificidad que presenta MEK5α hacia ERK5, se debe a la pre-
sencia de un dominio phox y Bem1p (PB1) en la región N-terminal (Nakamura et 
al., 2006) y un motivo D que van a segurar la fosforilación a ERK5. Además, el 
dominio PB1 es esencial en la activación de MEK5 al unirse al dominio PB1 que 
también tiene su quinasa activadora MEKK3. Los motivos D, son mecanismos 
de interacción proteína-proteína de 7 a 14 aminoácidos de longitud que están 
presentes en las siete MAPKKs. Tienen una secuencia consenso Ψ, Φ y Χ, que 
representan un aminoácido básico, hidrofóbico y cualquier aminoácido respecti-
vamente (Glatz et al., 2013). Cabe mencionar que para el estudio descrito arriba 
se empleó a la MEKK3 y no a MEKK2 que según lo descrito por otros autores 
pudiera tener más afinidad por MEK5α (Figura 11).

Figura 11.Representación en 
modelo de superficie de la ac-
tivación de ERK5. Se observa la 
interacción entre MEKK3 con el 
dominio PB1, MKK5 (MEK5) con 
el dominio PB1 y motivo D y como 
este último se une al dominio qui-
nasa (KD Kinase Domain) de ERK5 
(Glatz et al., 2013).
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Otro aspecto importante es el referido al papel que tienen las proteínas 
adaptadoras en la ruta de activación de ERK5. Algunos ejemplos (Figura 12) de 
estas proteínas adaptadoras son Lad (Lck-adapter) que puede activar a MEKK2/3 
(Sun et al., 2001; Wang y Tournier, 2006). Además, este adaptador se requiere 
para la activación de ERK5 inducida por EGF vía c-Scr (Wang y Tournier, 2006). 
Gab1 (Grb2-associated binder 1) es otra proteína adaptadora que a través del 
receptor gp130 que [transduce señales de citoquinas como el factor de inhibición 
de leucemia (LIF, Leukemia inhibitory factor) y la cardiotrofina-1 (CT-1)], sufre 
fosforilación y permite su asociación con SHP2, siendo esta asociación esencial 
para la elongación de los cardiomiocitos vía ERK5. (Nakaoka et al., 2003; Wang 
y Tournier, 2006). También, en cardiomiocitos, la inactivación del complejo de 
anclaje con la quinasa A específica del músculo (mAKAP), conduce a un aumento 
de AMPc, que a su vez, activa a la PKA y la proteina intercambiadora dependiente 
de AMPc (Epac1). La PKA, activa, fosforila a la fosfodiesterasa PDE4D3, que re-
cluta a Epac a través de Rap e inhibe a ERK5 (Bos, 2006). La proteína quinasa Cot 
(MAP3K8) participa también en la vía de activación de la vía de ERK5, mediante 
fosforilación de MEK5 (Chiariello et al., 2000).

Otra proteína importante es Ras, que puede activar a ERK5, pero depen-
diente del tipo celular. En un estudio con una forma dominante negativa de 
H-Ras, se inhibió la activación de ERK5 (vía EGF) en las células PC12 (células de 
feocromocitoma) de rata y células C2C12 (células de mioblastos de ratón) pero 
no se inhibió en células COS7 (células de fibroblastos de mono) (Lochhead., et al 
2012). En otro estudio, la activación de ERK5 a través de NRG en células MCF7 
(cáncer de mama) fue independiente de Ras (Esparís-Ogando et al., 2002). Final-
mente, ERK5 puede regular la actividad sustratos como factores de transcripción 
(MEF2A, MEF2B, MEF2C, c-MYC, c-FOS, CREB, HIF-1, Twist, SAP1, RB, PML, 
FOXO3, NF-κB, STAT3 y c-REL), quinasas (SKG, RSK, PAK7, FAK, P-90-RSK, 
AKT/GSK3β), ciclinas y las quinasas inhibitorias de ciclinas (CDKi), citoquinas y 
factores de crecimiento (Stecca y Rovida, 2019) (Figura 12).
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Figura 12. Representación esquemática de algunos de los componentes ac-
tivadores de la vía de ERK5 y sus sustratos. Figura adaptada de (Stecca y Rovida, 
2019; y Wang y Tournier, 2006).

LA FOSFORILACIÓN DE ERK5 IMPLICA SU LOCALIZACIÓN 
SUBCELULAR

ERK5 es fosforilado en su bucle de activación en el dominio quinasa, por 

su quinasa aguas arriba MEK5, en el motivo TEY, en la Trh218 y Tyr 220, siendo 

el aminoácido E, ácido glutámico. Estudios in vitro realizados por Mody y cola-

boradores (2003), sugirieron que la fosforilación de la Thr218 inducía un cambio 

conformacional en ERK5 que permitía a MEK5 fosforilar a la Tyr220. Otro as-

pecto relevante, es la autofosforilación que sufre ERK5 en la región C-terminal, 

tras su activación (Morimoto et al., 2007). Esta favorece la actividad del dominio 

TAD. En la Tabla 1, se muestra una recopilación de algunos de los residuos fosfo-

rilados de ERK5 con su quinasa responsable en base a ensayo quinasa o mutagé-

nesis (Paudel et al., 2021).
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Tabla 1. Lista de residuos fosforilados de ERK5 en humanos publicados y 
confirmados por ensayo quinasa o mutagénesis. Tabla adaptada de (Paudel et 
al., 2021).

Posición aminoácido 
en ERK5

(Uniprot Q13164)1
Dominios

Quinasa
Propuesta 

Referencia

T219 y Y221 KD2 MEK5 Kato et al., 1997

T733, S770,S774 y S776 TAD ERK5 (auto) Morimoto et al., 2007 

T733, S770,S774 y S776 TAD ERK5 (auto)3 Honda et al., 2015

T733 TAD CDK5 Zhuang et al., 2016

S707, T733,S754 y S774 TAD CDK14 Díaz-Rodríguez y Pan-

diella, 2010

S567, S720, S731, T733 y 

S803
TAD CDK14

Inesta- Vaquera et al., 

2010

T733 TAD ERK24 Honda et al., 2015

1 Datos obtenidos de la base de datos de Uniprot con la referencia Q13164 (https://
www.uniprot.org/uniprot/Q13164 consultada el 7 de julio 2021). Las posiciones pueden 
variar con respecto a la de los estudios originales ya que se utilizan a menudo la cons-
trucción flag-ERK5 y caceren del codón de inicio.2 KD: kinase domain. TAD: dominio 
transactivación. 3 Los sitios de fosforilación se determinaron mediante Western blot em-
pleando un anticuerpo anti-ERK5 C-terminal. 4 Quinasa responsable de la fosforilación 
realizando experimentos con un inhibidor farmacológico.

La autofosforilación de la cola larga de ERK5 va a determinar su localización 
subcelular y su entrada al núcleo (Drew et al., 2012). Cuando ERK5 no está activo, 
se encuentra en el citoplasma con una conformación plegada, donde el dominio 
N-terminal y C-terminal interaccionan a través de NES (Nithianandarajah-Jones 
et al., 2012). Además, las chaperonas Hsp90 y Cdc37 están unidas a ERK5 en 
estado inactivo, formando un complejo trimérico (ERK5-Hsp90-Cdc37) (Figura 
13 vía canónica-letra A- y no canónica-letra B-). Cuando ERK5 es fosforilado por 
MEK5 y ERK5 se autofosforila en la región C-terminal (Figura 13 paso 1A y 2A), 
se produce un cambio de conformación de cerrada a abierta, donde la interacción 
que existía con NES se rompe, la chaperona Hsp90 que estabilizaba a ERK5 en el 
citoplasma, se disocia de ERK5-Cdc37 (Figura 13 paso 3A/B y 4A/B) y se produce 
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la translocación de ERK5 al núcleo (Figura 13 paso 5A/B). También, existe una vía 

no canónica de activación de ERK5, es decir, no a través de MEK5 (Figura 13 2B), 

que también produce la translocación de ERK5 al núcleo. Un ejemplo de ello, es 

el que se produce durante la mitosis. ERK5 es fosforilado en su parte C-terminal 

por CDK1 (Díaz-Rodríguez y Pandiella, 2010) y produce translocación al núcleo 

de una forma catalíticamente inactiva de ERK5 pero transcripcionalmente activa 

(Erazo et al., 2013). Otro de los mecanismos implicados en la translocación de 

ERK5 al núcleo, pero no de una forma directa, es la sumoilación de los residuos 

Lys6 y Lys22 de ERK5 (Figura 14). Estando ERK5 en su conformación plegada 

es activada por MEK5 en el dominio TEY (Figura 14 paso 1), que va a permitir el 

reclutamiento de una SUMO E3 ligasa (no descrita) (Figura 14 paso 2), provo-

cando la sumoilación de ERK5 en la Lys6 y Lys22. Esto ocasiona la disociación de 

la chaperona Hp90 (Figura 14 paso 3), la autofosforilación de ERK5 en su región 

C-terminal (Figura 14 paso 4) y finalmente, se produce el cambio conformacional, 

permitiendo su entrada en el núcleo (Figura 14 paso 5). Este último proceso, su-

pone una conexión entre fosforilación y sumoilación (Erazo et al., 2020).

Figura 13. Esquema del mecanismo de activación de ERK5 y su localización 
subcelular. Se muestran dos mecanismos de activación, vía canónica (letra A) y vía no 
canónica (letra B). En ambas vías se indican con números el orden de los procesos que 
tiene lugar en ERK5, hasta llegar a su translocación al núcleo. La representación A/B 
juntas significa que ambas vías comparten el mismo proceso. Figura adaptada de (Erazo 
et al., 2013; Erazo et al., 2020; Pereira y Rodrigues, 2020).
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Figura 14. Esquema del mecanismo de activación de ERK5 y su localización 
subcelular mediada por sumoilación. Se indica con números el orden de los proce-
sos que tienen lugar en ERK5, hasta llegar a su translocación al núcleo.

En lo referente a desfosforilación de ERK5, Arkell y colaboradores (2008) 
buscaron si las mismas fosfatasas de doble especificad (DUSPs), en este caso 
DUBS6, que es la responsable de la desfosforilación específica del motivo TEY 
de ERK1/2, podrían desactivar a ERK5 ya que ambas comparten un alto gra-
do de homología. Concluyeron que DUSP6 no desfosforilaba a ERK5. También 
observaron que la fosfatasa de tirosina PTP-SL [striatal-enriched phosphatase 
(STEP)-like protein tyrosine phosphatase (PTP)], podría desfosforilar a ERK5 en 
la tirosina del motivo TEY tanto in vitro como in vivo, reteniendo a ERK5 en el ci-
toplasma y por tanto, impidiendo su translocación al núcleo (Arkell et al., 2008).

EXPRESIÓN DE ERK5 EN TEJIDOS Y SU IMPLICACIÓN 
EN PROCESOS BIOLÓGICOS

ERK5 está expresado en muchos tejidos y en líneas celulares como se puede 
observar al consultar la base de datos ProteomicsDB (https://www.Proteomics-
DB.org). Esta base de datos se centra en el análisis de grandes colecciones de da-
tos proteómicos cuantitativos, mediante espectrometría de masas. Utiliza el algo-
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ritmo iBAQ (intensity Based Absolute Quantification) que consiste en sumar las 
intensidades de todos los picos de los péptidos que corresponden a una proteína 
determinada y dividirlo por el número de péptidos trípticos medibles (Krey et al., 
2014). En la Figura 15A (gráfica de barras) y en la Figura 15B (representación en 
forma de mapa de calor), se puede observar la expresión de ERK5 en los distintos 
tejidos normales. El tejido que presenta mayor expresión es el cerebro. La barra 
de error de la gráfica, indica la abundancia más baja y más alta observada para la 
proteína seleccionada, cuando hay múltiples mediciones para la misma muestra 
biológica (Schmidt et al., 2018).

ERK5 está implicado en diversos procesos fisiológicos y se ha ido profundi-
zando en su conocimiento. En un principio se pensó que la supresión de ERK5 
que es letal en el embrión, era debido a defectos cardiacos, sin embargo, se des-
cubrió que se debía a una anomalía en la formación vascular (Rose et al., 2010). 
Otro estudio donde se realizó una mutación condicional de ERK5 en ratones, en 
el análisis histológico, se observó que se producían diversas hemorragias en di-
versos órganos. Esto era debido a que las células endoteliales que recubrían los 
vasos se volvían apoptóticas (Hayashi et al., 2004).

ERK5 está ampliamente distribuido en varias regiones del cerebro como el 
hipotálamo. En base a esto, se realizó un ensayo con ratones con el sistema de la 
recombinasa Cre para inactivar a ERK5 en un subconjunto de neuronas hipota-
lámicas que expresan el receptor de la leptina (LepR). El resultado fue un feno-
tipo de obesidad y un mayor tamaño de los adipocitos en ratones hembras. Esto 
implica que ERK5 controla el peso corporal. Además, en este mismo estudio se 
observó un deterioro a la tolerancia a la glucosa junto con una disminución de la 
actividad física y del gasto energético. Por tanto, ERK5 tiene un papel importante 
en el balance energético (Horie et al., 2019).

Otro estudio abordó la implicación de ERK5 en el desarrollo del sistema 
nervioso periférico (SNP), donde se concluye que ERK5 es esencial para la res-
puesta de supervivencia de las neuronas, al factor de crecimiento nervioso (NGF). 
La ausencia de ERK5 implica un aumento en la muerte celular, ya que, ERK5 
suprime la transcripción de los genes BAD y BIN, a través de la vía Ca++/c-AMP 
y los elementos de respuesta a c-AMP, CREB (c-AMP responde element binding) 
(Finegan., et al 2009).
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Figura 15. Gráfico de barras con la expresión de ERK5 en tejidos normales 
de la base de datos ProteomicsDB. Las cifras de expresión están basados en espec-
trometría de masas con el algoritmo iBAQ y expresados en log 10 de la mediana. (A) Grá-
fico de barras. (B) Mapa de calor. Figura obtenida de (https://www.proteomicsdb.org).
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La vía de ERK5 es importante en relación a la proliferación celular. En 1998, 
Kato y colaboradores mostraron que la activación de ERK5 era necesario para la 
proliferación en células HeLa dependientes de EGF. Se induce la transcripción de 
c-jun a través de la activación de MEF2C (Gómez et al., 2016).

Igualmente, ERK5 es esencial en el ciclo celular para la transición de G1/S. 
En fibroblastos humanos primarios, la pérdida condicional de ERK5, condujo a 
la disminución de las proteínas inhibidoras dependiente de ciclina (CDKs), p21 y 
p27, provocando una disminución de la estabilidad del ARNm y disminuyendo la 
estabilidad de la proteína (Pérez-Madrigal et al., 2012). Además, ERK5 participa 
en la transición G1/S regulando la expresión de la ciclina D1. También, intervie-
ne en la transición G2/M. ERK5 se activa en G2/M y aumenta el índice mitótico 
(Gómez et al., 2016).

ERK5 Y TUMOROGÉNESIS

Como se ha comentado anteriormente, ERK5 está implicado en muchos 
procesos fisiológicos pero también se ha descrito que puede desencadenar seña-
les oncogénicas, promoviendo fenotipos malignos, asociados a procesos de proli-
feración, metástasis, inflamación y resistencia a terapias contra el cáncer (Pereira 
y Rodrigues, 2020).

En primer lugar, para tener una visión global de la implicación de ERK5 en 
cáncer, se muestra una gráfica obtenida de la base de datos The Human Protein 
Atlas https://www.proteinatlas.org/ENSG00000166484-MAPK7/pathology (Fi-
gura 16), con 17 tipos de cáncer obtenidos de TCGA (The Cancer Genome Atlas) 
mediante RNA-seq. La expresión de MAPK7 se expresa en fragmentos de kilobase 
por exón por millón de lecturas (FPKMs Fragments Per Kilobase of exon per Mi-
llion reads). La mayor expresión corresponde al cáncer testicular mientras que en 
el cáncer de pulmón, páncreas y mama, presenta valores de 4.1, 3.8 y 3.2 FPKMs 
respectivamente.
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Figura 16. Datos de RNA-seq en 17 tipos de tumores humanos del TCGA ob-
tenidos en la base The Human protein Atlas. Los datos se representan como me-
diana de FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million reads). Las líneas celulares 
de interés en esta Tesis Doctoral se enmarcan en rojo. Los valores de las líneas tumorales 
de pulmón, páncreas y mama son 4.1, 3.8 y 3.2 FPKMs respectivamente. Cabe mencionar 
que en el cáncer de pulmón se incluyen muestras de adenocarcinoma de pulmón y de 
células escamosas. La letra C hace referencia a cáncer. Figura adaptada de (https://www.
proteinatlas.org/ENSG00000166484-MAPK7/pathology)

A continuación, se presenta la expresión de ERK5 en cáncer de páncreas, 
pulmón y mama (que son los tres tipos tumorales que se utilizan en esta Tesis) 
en función de las líneas celulares tumorales agrupadas por enfermedad prima-
ria, disponibles en la base de datos DepMap portal (https://depmap.org/por-
tal/interactive/), donde se representa la expresión de un gen en transcritos por 
millón TPM (Transcripts Per Millon). En la Figura 17A, las células tumorales 
de páncreas presentan una expresión de ERK5 bastante agrupada entre 2 y 4 
TPM. En la Figura 17B, las células tumorales de mama, presentan una expresión 
más dispersa de ERK5, por la presencia de algunas líneas celulares que presen-
tan valores extremos, y por tanto, toma un rango de valores más amplio, entre 
1,5 y 5 TPM. Finalmente, la Figura 17C hace referencia a las líneas celulares de 
cáncer de pulmón, (se identifican solo las líneas celulares existentes en el labo-
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ratorio por no recargar la figura, puesto que este linaje comprende un número 

muy alto de líneas celulares). Al igual que en mama, estas líneas celulares pre-

sentan valores extremos que hacen que el intervalo de valores sea mayor, entre 2 

y 5,5 TPM. En general, si se excluyen las líneas celulares que están al extremo, se 

observa una tendencia a la concentración de los valores de TPM.

A

B

PÁNCREAS

MAMA
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Figura 17. Expresión de RNA de MAPK7 (ERK5) en líneas tumorales de la 
base de datos DepMap portal (https://depmap.org/portal/interactive/) usando la base 
pública 21Q3. La expresión se representa como partículas por millón (PTM) log2 (TPM+1). 
Cada punto representa una línea celular. (A) Páncreas. (B) Mama. (C) Pulmón.

ERK5 EN EL CÁNCER DE PÁNCREAS

El cáncer de páncreas desde un punto de vista epidemiológico, supone la sép-
tima muerte por cáncer a nivel mundial, como muestran los datos de GLOBOCAN 
2020 (https://gco.iarc.fr/today/fact-sheets-cancers) (Figura 18A). Además, este 
cáncer ocupa la undécima posición en incidencia a nivel mundial (Figura 18B).

La incidencia y mortalidad del cáncer de páncreas se asocia con la edad, 
siendo ligeramente más frecuente en hombres que en mujeres. Entre sus causas 
principales, se encuentran el tabaquismo y los antecedentes familiares. Desde un 
punto de vista histopatológico, el cáncer de páncreas se divide principalmente 
en dos tipos, el adenocarcinoma ductal de páncreas (PCDA, Pancreatic Ductal 
Adenocarcinoma) (el más común) que se origina en las glándulas exocrinas del 
páncreas y que tiene un pronóstico de supervivencia de un 24 % al año de su diag-
nóstico. El otro tipo es el neuroendocrino (PanNET) (el menos común) (Rawla et 
al., 2019). Por tanto, el PCDA representa un reto en cuanto a la detección precoz 
ya que los pacientes presentan un estadio de la enfermedad avanzado, cuando 
acuden a consulta, debido a la inespecificidad de los síntomas iniciales (Avula et 
al., 2020).

C PULMÓN
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Figura 18. Gráfica de barras de la mortalidad (A) e incidencia (B) del cáncer 
de páncreas a nivel mundial en el año 2020. Fuente: GLOBOCAN (https://gco.
iarc.fr/today/fact-sheets-cancers).

A

B
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Desde un punto de vista molecular, en el PCDA se encuentran un 90 % de 
mutaciones del oncogén KRAS. Esto conduce a la activación de las vías RAS-RAF 
y PI3K-AKT que controlan el ciclo celular. También, se produce la inactivación de 
genes supresores de tumores como SMAD4 y p53 (Mizrahi et al., 2020).

El oncogén c-Myc está implicado en el crecimiento tumoral, mediante el au-
mento de la replicación, la transcripción, la proliferación, la síntesis de proteínas 
y el aumento del metabolismo de las células tumorales (Hessmann et al., 2016). 
La amplificación de MYC, es el marcador más común observado en la desregu-
lación en cáncer. En un estudio de más 500 muestras de PDCA, se encontró un 
14 % de amplificación de MYC, provocando un subtipo histológico más agresivo 
(Kalkat et al., 2017).

Un estudio realizado por Vaseva y colaboradores (2018), demostraron que 
en el cáncer de páncreas con KRAS mutado, la regulación de MYC está controla-
da por ERK1/2 pero que al inhibir esta vía, existe una vía compensatoria, donde 
ERK5 es activado por (vía MEK5) la inhibición de ERK1/2 y como consecuencia 
ERK5 fosforila a MYC en la ser62, estabilizando a MYC e impidiendo su degrada-
ción. Por las consideraciones anteriores, los autores inhibieron la vía de ERK1/2 
y ERK5, provocando la pérdida de MYC y por tanto la supresión del crecimiento 
en PDAC (Vaseva et al., 2018).

Otro mecanismo en el que interviene ERK5, es a través del factor de trans-
cripción SLUG. Este induce la transición epitelio-mesénquima y aumenta la me-
tástasis. En este estudio observaron que en algunas líneas celulares de páncreas, 
la vía MEK5-ERK5 mantiene la sobreexpresión de SLUNG en células con resis-
tencia a la inhibición de MEK1/2 (Bilal et al., 2021).

ERK5 EN EL CÁNCER DE MAMA

Diversos estudios se han realizado para identificar proteínas oncogénicas li-
gadas al cáncer de mama. Una de estas proteínas es el oncogén receptor 2 del fac-
tor de crecimiento epidérmico humano (HER2/ErB-2, human epidermal growth 
factor receptor) que es un receptor de membrana tirosina quinasa. En 1985 se 
identificó este gen en células de cáncer humano y fue en 1987, cuando se descri-
bió que la amplificación de este oncogén tiene un valor pronóstico en el cáncer de 
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mama (Colomer et al., 2001). La sobrexpresión de HER2 ocurre entre un 20-30 % 
de los cánceres de mama. Se observó que la activación de ERK5 podía ocurrir por 
la sobreexpresión de HER2. Además, se analizaron 84 muestras de pacientes de 
cáncer de mama y se detectó que una expresión alta de ERK5 en pacientes HER2 
positivas, implicaba un peor pronóstico desde el punto de vista de supervivencia 
libre de enfermedad (Montero et al., 2009).

Otro estudio demostró que en la línea celular MCF7 de cáncer de mama, 
ERK5 se activa por neuregulina (NRG), ligando de los receptores HER (Espa-
rís-Ogando et al., 2002). Además, en esta línea celular, se detectó que la forma 
dominante negativa de ERK5, provocó una disminución en la proliferación celular 
inducida por NRG. Asimismo, se detectó que las líneas celulares BT474 y SKBR3 
presentaban una forma constitutivamente activa de ERK5 y que además, expre-
saban formas activas de HER2, HER3 y HER4. Cuando la línea celular BT474 
fue tratada con el inhibidor de los receptores HER, (4,5-dianilinophthalimide, 
DAPH), se provocó la inactivación de ERK5 (Esparís-Ogando et al., 2002). Otro 
estudio realizado en muestras de pacientes con TBNC, demostró que la expresión 
de ERK5 estaba elevado y conllevaba un peor pronóstico en pacientes con TBNC 
metastásico (Ortiz-Ruiz et al., 2014).

El tumor de mama triple negativo es muy agresivo e invasivo. Existen datos 
que ERK5 puede ser una diana terapéutica importante en pacientes con esta pa-
tología (Ortiz-Ruiz et al., 2014). Recientemente se ha descubierto que ERK5 es 
un elemento clave para mantener la capacidad invasiva en las células de cáncer 
de TBNC a través de la proteína quinasa de adhesión focal (FAK, Focal Adhesion 
Kinase). ERK5 media la fosforilación de FAK en la Tyr397 pero sin estar ERk5 
activo. Esto hizo pensar a los autores que ERK5 pudiera ser una proteína de an-
damiaje (Xu et al., 2021).

Otro estudio de Miranda y colaboradores (2021) realizado en muestras de 
pacientes de cáncer de mama de distintas características clínicas y de supervi-
vencia, se describe las distintas localizaciones subcelulares de ERK5 fosforilado 
(activo). La expresión de una isofroma-3 de ERK5 promueve la acumulación de 
ERK5 fuera del núcleo, la migración celular y resistencia a tamoxifeno (Miranda 
et al., 2021). Esta isoforma-3 corresponde al transcrito MAPK7-208 de la base de 
datos Ensembl (Figura 7).
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ERK5 EN EL CÁNCER DE PULMÓN

El cáncer de pulmón en los países desarrollados, es uno de los cánceres que 
son diagnosticados con más frecuencia, y que tiene una baja supervivencia global. 
Su gran heterogeneidad histológica, hace necesario una caracterización molecu-
lar para poder realizar una terapia personalizada (Sousa y Carvalho, 2018).

Uno de los primeros hallazgos de la posible implicación de ERK5 en el cán-
cer de pulmón, se encontró en ratas, cuando ERK5 se activaba por el humo del 
tabaco (Zhong et al., 2005), y por dos mutaciones en el receptor tirosina quinasa, 
EGFR. Asimismo, en otro estudio, en la línea A549 y NCI-H358, se demuestra 
que la activación del factor de transcripción CREB vía IGF-II, estaba regulada 
en parte por ERK5 (Linnerth et al., 2005). Estudios recientes han constatado la 
importancia de MEK5 (la quinasa activadora de ERK5) en el cáncer de pulmón. 
A través de un ratón transgénico que expresa la forma constitutivamente activa 
de MEK5 (MEK5DD), se observa en la necropsia que de 71 ratones, un 46,47 % 
mostraron cáncer de pulmón, clasificado como adenocarcinoma de grado I-II 
(Sánchez-Fdez et al., 2019). Adicionalmente, Jiang y colaboradores (2020), ob-
servaron que ERK5 activo provocaba un aumento en la expresión del factor de 
transcripción USF1, como consecuencia, FAK podía aumentar su expresión y des-
encadenar su cascada de señalización, para promover la migración celular (Jiang 
et al., 2020). El estudio más reciente acerca del papel de ERK5 en cáncer de pul-
món, demuestra mediante estudios genéticos y farmacológicos que la vía de se-
ñalización de ERK5 es una diana terapéutica importante en este tipo de cáncer 
(Sánchez-Fdez et al., 2021).

PAPEL DE ERK5 EN EL METABOLISMO Y EN LA MITOCONDRIA

Las células tumorales presentan el llamado efecto Warburg. Este consis-
te en que las células cancerosas a diferencia de las células normales, no reali-
zan la fosforilación oxidativa para la producción de ATP, aún en condiciones de 
disponibilidad de oxígeno. En su lugar, las células tumorales aumentan su tasa 
de absorción de glucosa y la de secreción de lactato al medio (Deberardinis y 
Chandel., 2020). Un ejemplo de este cambio metabólico sucede en las células 
leucémicas, donde el complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHC-I) 
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[este complejo se expresa en todas las células nucleadas y presenta fragmentos de 
proteínas (antígenos) en la superficie celular a los linfocitos T citotóxicos (CTLs 
Cytotoxic T-cells) CD8+ (Neefjes et al., 2011)] se ve disminuido y con ello, la pre-
sentación de lo que se llama antígenos asociados a tumores (TAAs) a los CTLs 
CD8+. En un estudio realizado, Charni y colaboradores (2010) vieron que si se 
forzaba a las células leucémicas a realizar la fosforilación oxidativa aumentaba 
la transcripción de MCH-I. También, mediante experimentos de co-trasfección 
de ERK5 y una forma constitutivamente activa de MEK5 detectaron un aumento 
de la expresión de MHC-I. Sin embargo, con el shARN de ERK5, se produjo una 
disminución de la expresión de MHC-I a nivel transcripcional, cuando las célu-
las leucémicas eran forzadas a una fosforilación oxidativa (OXPHOS, oxidative 
phosphorylation). Sin embargo, las células con el shERK5, mostraron un aumen-
to de la muerte celular en las condiciones OXPHOS, indicando una alteración en 
la función mitocondrial. Esto indica un nexo entre las dos moléculas. Además, se 
localizó a ERK5 en mitocondria bajo condiciones OXPHOS (dependiendo del tipo 
celular leucémico) (Charni et al., 2010). Esto demuestra que ERK5 es clave en el 
metabolismo y en la expresión de MCH-1 en condiciones normales.

La histona desacetilasa sirtuina1 de clase III (SIRT1), se caracteriza por ser 
una proteína que se encuentra en el núcleo celular, tener un papel clave en la 
biogénesis mitocondrial y ser dependiente de NADH+. Este estudio muestra que 
ERK5 activa a MEF2 para regular la actividad de SIRT1. Se detectó que tanto 
SIRT1 y ERK5 aumentaban su expresión en condiciones de estrés (H2O2). Por 
otro lado, el shERK5 en células leucémicas (Jurkat) revertió el efecto comentado 
anteriormente (Lopez-Royuela et al., 2014).

Los nucleótidos son esenciales para la replicación del ADN, y una con-
centración incorrecta de desoxirribonucleótidos trifosfato (d-NTP), puede pro-
vocar daños en el ADN y tumorogénesis. Los tejidos hematopoyéticos contienen 
desoxirribonucleótidos de timidina (d-TTP) para el correcto desarrollo de los te-
jidos linfoide y eritroide. Una alteración de los d-TTP, puede conllevar tumorogé-
nesis y defectos en el desarrollo hemapoyético. Los ratones con ERK5 eliminado 
(knockout), en el linaje hematopoyético, muestran alteraciones en el desarrollo 
eritroide en la médula ósea y mutaciones en el ADN de los progenitores eritroides 
por altos niveles de dTTP. También, los efectos de las disminuciones de los nive-
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les de ERK5 (shARN) en células leucémicas Jurkat y conlleva un aumento de los 
d-TTP y por consiguiente daño en el ADN y apoptosis. Las enzimas metabólicas 
de los d-NTP que pueden estar relacionadas con ERK5, no se han estudiado (An-
gulo-Ibánez et al., 2015).

En otro estudio se analizó en células pequeñas de cáncer de pulmón (SCLC 
small cell lung cancer) con modelos celulares y murinos, su implicación en el me-
tabolismo. Mediante análisis transcriptómicos y de pérdida de función (shARN) 
de MEK5 y de ERK5, se encontró una alteración en el metabolismo del colesterol, 
en concreto en las enzimas da la vía del mevalonato (Cristea et al., 2020).

Otro proceso donde la vía de ERK5 interviene, es en la llamada mitofagia. 
Este proceso se basa en la autofagia dependiente de lisosoma para eliminar las 
mitocondrias dañadas o cuando hay un exceso de ellas. El trabajo realizado por 
Craig y colaboradores (2020) identifica a la vía de MEKK3-MEK5-ERK5 como 
reguladora de la mitofagia en ausencia de daño exógeno.

INHIBIDORES DE MEK5 Y ERK5

Los inhibidores de proteína quinasas, se clasifican en cinco grupos, aten-
diendo a la unión del inhibidor con la estructura de la enzima, mediante estudios 
cristalográficos. Los de tipo I se unen a la conformación activa de la proteína 
quinasa, compiten por el sitio de unión a ATP; los de tipo I1/2 se unen a la con-
formación inactiva de la quinasa en el motivo Asp-Phe-Gly (DFG); los de tipo II 
se unen a la conformación inactiva de la quinasa pero fuera del motivo DFG; los 
de tipo III se unen cerca del bolsillo de unión del ATP; los del grupo IV, no se 
unen en el bolsillo de unión del ATP; los del grupo V, se unen a sitios distintos 
de la proteína quinasa y los fármacos del grupo VI se unen covalentemente a su 
proteína quinasa diana. La clase III y IV son inhibidores alostéricos ya que, no se 
unen al centro activo. Por otro lado, los de tipo I y V son inhibidores reversibles 
(Roskoski, 2016).

Los dos primeros inhibidores descubiertos de la actividad catalítica de 
MEK5, sin afectar a ERK1/2, p38 MAPK y JNK, fueron los compuestos BIX02188 
y el BIX02189. Los dos bloquean la fosforilación de ERK5 y la actividad trans-
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cripcional de MEF2C. El BIX 02189 demuestra mayor inhibición de la actividad 
quinasa de MEK5 con una IC50 de 1,5 nM respecto al BIX02188 con una IC50 de 
4,3 nM (Tatake et al., 2008). También en ERK5, tiene mayor actividad inhibito-
ria el BIX02189 con una IC50 de 59 nM en comparación con BIX02188 de 810 
nM (Hoang et al., 2017b). Ambos inhibidores son de clase I. Recientemente se ha 
desarrollado un nuevo inhibidor de MEK5, SC-1-181 (Chakrabarty et al., 2018) 
que está en fase preclínica.

Uno de los inhibidores de ERK5 más usado en la experimentación in vitro 
e in vivo es el XMD8-92. Este compuesto se desarrolló a partir de un inhibidor 
competitivo del ATP, el BI-2356 que es un inhibidor de la quinasa serina/treoni-
na, polo-like kinase (PLK1). Por tanto el XMD8-92 es un inhibidor de tipo I. Su 
descubrimiento surgió a partir de un cribado de análogos del BI-235. La especi-
ficidad del XMD8-92 se comprobó mediante un panel de 402 quinasas y contra 
todas las quinasas detectables en lisados de células HeLa (Hoang et al., 2017). El 
XMD8-92 muestra la mayor afinidad por ERK5 con una constante de disociación 
(Kd) más baja que el resto de quinasas. En lisados de HeLa, el XMD8-92, es apro-
ximadamente 10 veces más selectivo para ERK5 (IC50 de 1,5 µM) respecto a otras 
quinasas, y también, muestra efectos antiproliferativos. Además, en ratones con 
tumores de pulmón y cérvix (modelos Xenograft con A549 y HeLa) ha mostrado 
una inhibición del crecimiento del tumor de un 95 % (Yang et al., 2010).

A partir del XMD8-92, se han desarrollado otros compuestos como los que 
se muestran en la Figura 19 con mayor selectividad, potencia y sin el efecto de 
inhibición de los brodominios (BR4). El experimento se realiza con células vivas 
y lisados celulares, para detectar efectos fuera de diana y la permeabilidad celular 
al compuesto. Los cuatro compuestos presentan una IC50 entre 8 y 190 nM, sien-
do el más efectivo el AX15836. También, se observa que solamente los compues-
tos AX15836 y AX15892 tienen solo inhibición a nivel de ERK5 (Lin et al., 2016).

Sin embargo, el inhibir BR4 puede ser una ventaja terapéutica, ya que, se 
ha visto que su inhibición, tiene un efecto sinérgico con inhibidores de quinasas 
en el cáncer. La proteína BR4 es un coactivador de la transcripción que tiene dos 
dominios de unión a lisinas acetiladas y dirigen a la proteína a la cromatina me-
diante la unión de las histonas acetiladas (Wang et al., 2018).
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Figura 19. Estructura y potencia de los inhibidores de ERK5 en lisados celu-
lares y células vivas (Lin et al., 2016).

Otros compuestos desarrollados posteriormente al XMD8-92, son el JWG-
045 y el JWG-071. Ambos son inhibidores de tipo I e inhiben a ERK5 preferente-
mente aunque también tienen una acción sobre la proteína quinasa leucine-rich 
repeat serine/threonine (LRR2) y sobre BR4 (Cook et al., 2020).

Algunos de los efectos del XMD8-92 son la inhibición de la proliferación 
celular y el crecimiento tumoral. En cáncer de pulmón en A549 y LL/2 este com-
puesto bloquea la progresión tumoral y la angiogénesis en modelos de ratones 
xenograft. En cáncer de mama triple negativo, el XMD8-92 tiene sinergismo con 
docetacel+doxorubicin o con inhibidores de Hsp90, y reduce los tumores en mo-
delos xenograft. En cáncer de páncreas, en modelos xenograft con la línea tumo-
ral AsPC-1 inhibe el crecimiento tumoral (Gómez et al., 2016).
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2. MITOCONDRIA. VISION GENERAL

En las células vivas, el crecimiento se produce por un equilibrio entre el 
catabolismo y el anabolismo. El catabolismo es un proceso productor de energía, 
como puede ser la fosforilación oxidativa mitocondrial, que genera ATP a par-
tir de ADP+Pi y oxida el NADH a NAD+. Por su parte, el anabolismo son rutas 
biosintéticas que consumen ATP y generan NADH (Figura 20) (Rigoulet et al., 
2020).

Figura 20. Metabolismo energético de la célula. Figura adaptada de (Rigoulet et 
al., 2020).

Estructuralmente las mitocondrias tienen cuatro compartimentos, la mem-
brana externa (OM outer membrane), espacio intermembranoso (IMS intermem-
brane space), membrana interna (IM inner membrane) y matriz mitocondrial 
(Figura 21). Asimismo, la membrana interna está compuesta por dos dominios 
morfológicos distintos, el límite de la membrana interna (IBM inner boundary 
membrane) y la membrana de la cresta (invaginaciones de la membrana), que se 
conectan mediante uniones estrechas y tubulares (Vogel et al., 2006).

En la membrana interna y en la matriz mitocondrial tienen lugar diversos 
procesos entre los que se encuentran, el metabolismo energético con la fosfori-
lación oxidativa (OXPHOS) y la síntesis de ATP, el complejo F1F0-ATP sintasa 
(localizada en la cresta mitocondrial), el ciclo del ácido tricarboxílico (TCA tri-
carboxylic acid cycle) o ciclo de Krebs, vías implicadas en el metabolismo de 
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aminoácidos, lípidos, nucleótidos y, los electrones obtenidos de la oxidación de 
los metabolitos se incorporan a la cadena respiratoria, generando un gradiente 
electroquímico mediante el bombeo de protones desde la matriz mitocondrial 
hacia el espacio intermembranoso. Este gradiente de protones impulsa a la ATP 
sintasa. También se incluye en la matriz y la membrana interna de la mitocondria 
otros procesos como la biogénesis de grupos de hierro y azufre esenciales para la 
viabilidad celular y además, la matriz mitocondrial tiene un sistema de expresión 
y mantenimiento del genoma mitocondrial. Por otro lado, la maquinaria encarga-
da de la arquitectura y dinámica mitocondrial, que es el sistema de organización 
de las crestas (MICOS mitochondrial contact site and cristae organizing system) 
se localiza en las uniones de las crestas y también establece contacto con la mem-
brana interna y externa de la mitocondria (Pfanner et al., 2019).

Figura 21. Estructura de la mitocondria y sus funciones. Las mitocondrias tie-
nen cuatro compartimentos. Membrana externa (OM outer membrane), espacio inter-
membranoso (IMS intermembrane space), membrana interna (IM inner membrane) y 
la matriz. En la figura se indica los procesos y funciones en las que la mitocondria está 
involucrada. AAA hace referencia a proteasas situadas en la membrana interna mito-
condrial dependientes de ATP; E3 es una ubiquitín ligasa; ER retículo endoplasmático; 
mtDNA DNA mitocondrial; TCA ciclo de los ácidos tricarboxílicos; Ub ubiquitina. Figura 
de (Pfanner et al., 2019).

La membrana externa mitocondrial separa a la mitocondria del citoplasma 
celular, es porosa y es atravesada por iones y pequeñas moléculas sin carga, a 
través de los canales aniónicos dependientes de voltaje (VDAC voltaje dependent 
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anion cannel). Sin embargo, las proteínas debido a su mayor tamaño, tienen que 
ser importadas por las translocasas (complejos proteicos) (Kühlbrandt, 2015). 
La membrana externa actúa como barrera de difusión y también, media la trans-
ducción de señales hacia fuera de la mitocondria. Además, la membrana límite 
interna alberga varios canales transportadores de iones, ATP, ADP y pequeños 
metabolitos entre el citoplasma y la matriz (Giacomello et al., 2020).

Otro aspecto relevante que tiene lugar en la mitocondria es la llamada se-
ñalización mitocondrial, diversas cascadas de señalización citoplasmáticas es-
tán conectadas con la mitocondria, como la apotosis y la mitofagia. Asimismo, 
la mitocondria cuenta con proteasas (situadas en la matriz) para el recambio y 
eliminación de proteínas mitocondriales dañadas y también cuenta con vías de 
señalización ante la producción de espacies reactivas de oxígeno (ROS) (Pfanner 
et al., 2019).

2.1. Metabolismo energético

Se considera a la glucosa, ácidos grasos y glutamina, los principales meta-
bolitos utilizados como combustible por las células de mamíferos a través de las 
rutas de la glucólisis, β-oxidación y glutaminolisis, respectivamente (marcadas 
con una estrella roja en la Figura 22) (Demine et al., 2014). Igualmente, estos tres 
metabolitos están implicados en la reprogramación metabólica que llevan a cabo 
las células cancerosas. Ante la mayor demanda biosintetica de la célula tumoral, 
estos metabolitos son fuente de intermediarios del ciclo de Krebs que les permite 
suplir sus requerimientos para el crecimiento y división (Ruiz-Pérez et al., 2014).

Como se ha comentado anteriormente, la mitocondria actúa como orgánulo 
clave en la bioenergética celular genera energía en forma de ATP desde la glucosa, 
aminoácidos y ácidos grasos (Figura 22 y Figura 23). Estos compuestos se trasla-
dan al ciclo del ácido tricarboxílico (TCA), en forma de acetil-CoA, que proviene 
del piruvato de la glucólisis, de la β-oxidación de los ácidos grasos y de la degra-
dación de algunos aminoácidos (Spinelli y Haigis, 2018).
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Figura 23. Principales vías de producción de energía en la mitocondria, ca-
tabolismo de la glucosa, glutamina y ácidos grasos. En condiciones de disponi-
bilidad de oxígeno, la mayoría de las células generan ATP mediante la fosforilación oxi-
dativa. El acetil-CoA es el compuesto que aporta el metabolismo de la glucosa, los ácidos 
grasos y los aminoácidos para su entrada al ciclo de Krebs que, a través de ocho pasos, va 
a producir CO2, GTP y NADPH y FADH2. Estas dos últimas moléculas van a ceder sus 
electrones a los complejos I y II de la cadena transportadora de electrones (ETC, electron 
transport chain). Los electrones pasan a través de los complejos III y IV, los cuales trans-
portan protones al espacio intermembrana que van a crear un gradiente electroquímico 
donde el complejo V, (F0 F1-ATP sintasa), produce la síntesis del ATP desde ADP. Figura 
adaptada de (Loussouarm et al., 2021)

La energía celular se obtiene principalmente de la glucólisis (Figura 23) que 
transforma la glucosa en piruvato en el citoplasma y este entra en la mitocondria, 
donde se convierte en acetil-CoA por la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) 
y luego, este entra en el TCA (Loussouarm et al., 2021). El TCA se compone de 
8 pasos catalizados por enzimas diferentes que por último generan la coenzima 
nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH) y flavina adenina dinucleó-
tido reducido (FADH2), que serán oxidados en la cadena respiratoria mitocon-
drial, en un proceso de conversión de energía, llamada fosforilación oxidativa 
(OXPHOS). Tanto el NADH y el FADH2, se van a oxidar, cediendo los electrones 
a una cadena de transportadores de electrones (ETC), localizada en la membrana 
interna de la mitocondria. Esta cadena está formada por cuatro complejos en-
zimáticos (I-IV), donde el complejo IV es el que va a ceder los electrones al O2 
para formar agua. Por estos complejos pasan los electrones que crean un gradien-
te electroquímico de protones, generando una fuerza motriz, que el complejo V 
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(unidades F1F0-ATP sintasa), utiliza para producir el ATP desde el ADP (Benard 
et al., 2011). El NADH entra en el complejo I, mientras que el FADH2 entra en el 
complejo II.

También el acetil-CoA proviene de la oxidación de los ácidos grasos (Figura 
23) cuando estos hayan atravesado la membrana mitocondrial. En primer lugar, 
los ácidos grasos se unen a la coenzima A para formar ácidos grasos-CoA (Fa-
CoA fatty acil-CoA) y este, por la enzima carnitina palmitoiltransferasa I (CPT-I) 
(localizada en la membrana mitocondrial externa), se convierte en acil-carnitina. 
En la mitocondria la enzima carnitina palmitoiltransferasa II (CPT-II) (localizada 
en la membrana mitocondrial interna), separa la carnitina de acil-carnitina y une 
CoA. El acetil-CoA procedente de la β-oxidación entra en el TCA (Xiong, 2018).

Por otro lado, los aminoácidos (Figura 23) según su esqueleto carbonado 
sufrirán distintos destinos, los aminoácidos llamados cetogénicos se transforman 
a acetil CoA mientras que los aminoácidos glucogénicos se convierten en glucosa, 
piruvato o un intermediario del TCA. En el caso de la glutamina, por la enzima 
glutaminasa se convierte a glutamato que se cataboliza en el TCA (Loussouarm et 
al., 2021). Esta vía de la glutamina será explicada en detalle más adelante.

3. LA GLUCÓLISIS Y EL EFECTO WARBURG

Como se mencionó anteriormente, la glucólisis es un proceso donde una 
molécula de glucosa es degradada a dos moléculas de piruvato (Figura 24). En 
condiciones de disponibilidad de oxígeno, el piruvato entra en la mitocondria, 
se oxida en el ciclo de Krebs y produce NADH y FADH2, que entran en la ca-
dena transportadora de electrones para también oxidarse. La producción neta 
de la oxidación de la glucosa rinde 30-32 moléculas de ATP por cada molécula 
de glucosa. Sin embargo, en condiciones anaeróbicas, el piruvato no entra en la 
mitocondria sino que a través de la enzima lactato deshidrogenasa, se convierte 
en lactato en el citoplasma (Figura 22, 23 y 24). Esta reacción, produce solo dos 
moléculas de ATP pero genera el cofactor NAD+, que es esencial para mantener 
la glucólisis. Aunque la glucólisis anaeróbica parezca poco productiva frente a la 
glucólisis aeróbica (2 ATP frente a 30-32 ATP, respectivamente), hay que tener 
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en cuenta que la glucólisis anaeróbica es alrededor de 100 veces más rápida que 
la fosforilación oxidativa (Figura 24) (Melkonian y Schury, 2021).

Figura 24. Destino del piruvato generado en la glucólisis. (A) Glucólisis en pre-
sencia de oxígeno. Las dos moléculas de piruvato generadas en la glucólisis entran en la 
mitocondria para oxidarse en el ciclo de Krebs, generando CO2, H2O y los reductores 
equivalentes NADH y FADH2, que finalmente entran en la cadena transportadora de 
electrones para oxidarse. (B) Glucólisis en condiciones anaeróbicas. El piruvato se re-
duce a lactato en el citosol. Esta reacción necesita NADH. Figura adaptada de (Marks et 
al., 2005).

Uno de los conceptos claves para entender el metabolismo tumoral, es que 
las células cancerosas promueven la producción de biomasa frente a la genera-
ción de energía. La base de estas afirmaciones se sustenta en las observaciones 
de Louis Pasteur y Otto Warburg. Por un lado, en la década de 1880, Pasteur 
demostró que el oxígeno podía suprimir la glucólisis o la fermentación en leva-
duras (Wolpaw y Dang, 2018). Por otro lado, en la década de 1920, Otto Warburg 
descubrió que las células tumorales consumen grandes cantidades de glucosa y 
la transforman principalmente a ácido láctico a pesar de la presencia de oxígeno 
(Figura 25). Esto le hizo plantearse que el problema surgía de la alteración de la 
respiración mitocondrial: “The aerobic glycolysis of the tumour cell is derived in 
any case from a disturbance of the respiration” (Obre et al., 2014).
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Figura 25. Glucólisis en presencia o ausencia de oxígeno en la célula normal 
y tumoral. (A) En la célula normal la presencia de oxígeno conlleva la oxidación com-
pleta de la glucosa mediante la fosforilación oxidativa con producción de 30-32 molécu-
las de ATP por molécula de glucosa. En la misma célula normal, en ausencia de oxígeno, 
el piruvato es transformado a lactato y transportado a través de la membrana plasmática 
por el de transportador monocarboxilato MCT (monocarboxylate transporters). En este 
caso se producen dos moléculas de ATP (B) La célula tumoral incluso en la presencia de 
oxígeno, utiliza la vía de producción del lactato, con un rendimiento de dos moléculas de 
ATP pero se incrementa la fabricación de biomasa y por tanto promueve la proliferación 
celular. Figura adatada de (Kim y Baek, 2021).

Esta hipótesis de un fallo en la respiración en la célula tumoral, ha ido cues-
tionándose desde la década de 1950, donde Chance y colaboradores mostraron 
que los citocromos de las células tumorales estaban en perfecto estado y eran fun-
cionales. Lo que sí está claro es que el efecto Warburg y con mitocondrias funcio-
nales, no es solamente una adaptación a la hipoxia. Actualmente, es considerado 
un rasgo (hallmark) del cáncer. Este cambio metabólico se adquiere muy pronto 
en la oncogénesis e incluso antes que las células tumorales estén privadas de oxí-
geno. Sin embargo, estudios realizados en este siglo, han demostrado que en cier-
tos tipos de tumores, las mutaciones en las enzimas mitocondriales, como fuma-
rato hidratasa, succinato deshidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa, implican 
un daño en la respiración mitocondrial. Por tanto, la teoría de Otto Warburg del 
fallo en la respiración mitocondrial no estaba del todo equivocada. Por último, es 
importante reseñar que el efecto Warburg, forma parte de una reprogramación 
metabólica en la que interviene una cascada de señalización para mantener este 
fenotipo glucolítico (Figura 26) (Vaupel y Multhoft, 2021).
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Figura 26. Efecto Warburg. Reprogramación metabólica en la célula tumo-
ral. Figura adaptada de (Vaupel y Multhoft, 2021).
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4. METABOLISMO DE LA GLUTAMINA

Los primeros estudios de la glutamina se remontan a 1935, cuando Hans 
Krebs publicó el primer artículo en Biochemical Journal. Descubrió que para la 
síntesis de la glutamina se necesita energía (Cruzat y Newsholme, 2017), ade-
más, describió dos tipos de una enzima que hidroliza la glutamina a glutamato y 
amonio (NH4+), que se diferenciaban en su pH óptimo y su inhibición por ácido 
glutámico, era la enzima glutaminasa, tipo hígado (liver type GLS2) y tipo cere-
bro (brain type GLS). También realizó experimentos con riñón de rata y parecía 
expresar ambos tipos de glutaminasa (Krebs, 1935). En el año 1956, Eagle evi-
denció que la glutamina era esencial para el crecimiento celular y también que es 
el aminoácido no esencial que más utilizan las células en cultivo (Cruzat y News-
holme, 2017). La L-glutamina es precursor de proteínas, síntesis de amino azúca-
res y purinas y pirimidinas para la síntesis de ácidos nucleicos y nucleótidos. El 
producto directo de la glutamina es el glutamato, en una reacción catalizada por 
la enzima glutaminasa, que está en altas concentraciones asociada a las mitocon-
drias. El L-glutamato es el aminoácido intracelular más abundante (Newsholme 
et al., 2003), mientras que en el medio extracelular el aminoácido más abundante 
es la L-glutamina y, se calcula que constituye un 20 % de los aminoácidos libres 
en sangre y un 40 % en músculo (Altman et al., 2016). La glutamina y el glutama-
to son aminoácidos de cinco carbonos. El glutamato presenta un grupo carboxilo 
(-COOH) en su cadena lateral y la glutamina un grupo amino (-NH2) en su cade-
na lateral, esta característica explica el distinto transporte de estas moléculas y 
por tanto, su repercusión en la función de la célula. Una de las enzimas que inter-
vienen en la síntesis de la glutamina es la glutamina sintetasa mitocondrial (GS) 
dependiente de ATP que cataliza la reacción de glutamato a glutamina (Cruzat y 
Newsholme, 2017) (Figura 27). La glutamina tiene funciones específicas, el grupo 
amino de la glutamina (Figura 27 círculo amarillo) le permite ser una fuente de 
nitrógeno para diversas macromoléculas. Además, la glutamina entera, presenta 
otras funciones esenciales como síntesis de proteínas, activación de mTOR, regu-
lar el pH y detoxificación del amonio (NH3).
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Figura 27. Síntesis de la glutamina desde glutamato por la enzima glutami-
nasa sintetasa (GS). El grupo amino de la glutamina contribuye a procesos celulares 
distintos de los que participa la molécula entera. Figura adaptada de (Bott et al., 2019).

Por su parte, la glutamina dentro de la mitocondria, produce glutamato y 
NH4+ en una reacción catalizada por la enzima glutaminasa (GLS), (como se verá 
en el siguiente apartado). El glutamato interviene en diversas funciones como sín-
tesis de glucosa, de proteínas, glutatión, prolina, ornitina, arginina, entre otros.

4.1. Glutamina en cáncer

El proceso fisiológico explicado anteriormente, se ve alterado en el proceso 
tumoral, sus requerimientos de carbono y nitrógeno son mayores para mante-
ner su crecimiento (Altman et al., 2016). Por tanto, la vía de la glutamina se ve 
alterada, donde la glutamina contribuye hacia la formación de biomasa y donde 
también existe una regulación oncogénica. Se ha demostrado que c-MYC se une 
transcripcionalmente a las regiones promotoras de los transportadores de gluta-
mina SCL1A5 (también conocido como ASCT2) y SN2 (también conocido como 
SCL38A5) y conduce a una mayor captación de glutamina (Yang et al., 2017). 
Asimismo, en células tumorales transformadas con el oncogén K-RAS, muestran 
una utilización mayor de la glutamina para la síntesis anabólica (Gaglio et al., 
2011). Otras funciones de la glutamina en la regulación tumoral, pueden ser, en 
primer lugar, la presencia de altos niveles de glutamina que se asocian con una 
mayor actividad de mTOR (Matés et al., 2020). En segundo lugar, la entrada de 
glutamina en células de cáncer de ovario, puede activar a ERK1/2 y este fosforila 
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a la Ser 727 de STAT3 que provoca el aumento de la actividad de los complejos I y 
II de la cadena transportadora de electrones. Además, la entrada de la glutamina 
en el ciclo de Krebs puede activar a la Tyr de STAT3 y este, regular transcripcio-
nalmente genes relacionados con la metástasis (Yang et al., 2017). En tercer lu-
gar, recientemente se ha demostrado que la expresión de una variante del trans-
portador SLC1A5 que está mediada por HIF-2α (factor de transcripción inducible 
por hipoxia) genera una reprogramación metabólica de la glutamina en células de 
cáncer de páncreas (Yoo et al., 2020).

5. GLUTAMINASA Y LA VÍA DE LA GLUTAMINOLISIS

La enzima glutaminasa (GLS/GLS2) es una aminohidrolasa (EC 3.5.1.2) mi-
tocondrial que lleva a cabo la hidrólisis del grupo amida de la glutamina para dar 
cantidades estequiométricas de glutamato y del ion amonio (NH4+) (Márquez et 
al., 2010) (Figura 28). Además, estudios realizados en 1949 por Errera y Prenesti-
no en extractos de riñón, hígado, cerebro y bazo, fueron los primeros en utilizar el 
término glutaminasa activada por fosfato (inicialmente llamada glutaminasa I). 
En mamífero la glutaminasa, requiere fosfato inorgánico para su activación (de 
la Rosa et al., 2009) y se nombra como glutaminasa activada por fosfato (PAG) 
(Aledo et al., 1994).

El término glutaminolisis fue acuñado por primera vez por McKeehan en 
1982, para describir la ruta de conversión de glutamina a piruvato y este a lac-
tato, en células proliferativas (Márquez et al., 2015). El lactato tiene un papel 
importante en la progresión tumoral ya que, la disminución del pH extracelular, 
contribuye a la invasión y progresión (Ruiz-Pérez et al., 2014). La glutaminolisis 
supone una vía de aporte de energía en células normales y transformadas. La en-
zima mitocondrial que inicia esta vía es la glutaminasa (Márquez et al., 2016). La 
regulación de la glutaminolisis puede variar entre especies, tejidos y tipo celular. 
Sin embargo, diversos estudios apuntan a que el transporte mitocondrial puede 
ser un paso limitante (Márquez et al., 2015). En las células tumorales, la gluta-
minolisis no solo implica el concepto canónico de producción de lactato, sino que 
además, esta vía iniciada por GLS/GLS2 (su regulador principal) se considera 
una parte del metabolismo que va a sustentar el metabolismo tumoral (Ruiz-Pé-
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rez et al., 2014). Como se comentó anteriormente, el efecto Warburg que ocurre 
en la glucólisis, implica el desvío del piruvato a la formación de lactato en vez de 
utilizarse en el ciclo de Krebs. Esto implica que la célula tumoral, debe cubrir la 
demanda de precursores biosintéticos y, para ello, se emplea la glutaminolisis 
(Jin et al., 2016). Por tanto, las células cancerosas son adictas a la glutamina por 
ser una fuente indispensable de energía y biosíntesis. La glutaminolisis sirve de 
donador de nitrógeno para la síntesis de purinas y pirimidinas, así como precur-
sora de biosíntesis de proteínas y de glutatión (Li et al., 2021).

Figura 28. Reacción catalizada por la enzima glutaminasa. La reacción tiene 
lugar en la matriz mitocondrial. La glutaminasa, cataliza la reacción donde la glutamina 
sufre una desanimación hidrolítica, se elimina el nitrógeno amida, liberando amonio 
(NH4+) y produciendo glutamato. El recuadro azul indica la parte de la molécula donde 
se produce cambio químico (H2N) y el producto que se libera como consecuencia de la 
hidrolisis (NH4+). Figura de (Murray et al., 2012).

En la Figura 29, se muestra un esquema básico de la reprogramación de la 
glutamina en la célula tumoral para cubrir sus mayores demandas de biomasa y 
energía. De forma sucinta, la glutamina es transportada al interior de la célula 
por diversos transportadores SLC1A5, SLC38A1 y SLC38A2 (Yoo et al., 2020), 
siendo el más estudiado SLC1A5. Una vez dentro, la glutamina puede ser uti-
lizada para la biosíntesis de nucleótidos y para la síntesis de uridina difosfato 
N-acetilglucosamina (UDP-GlcNac), necesaria para el tráfico y plegamiento de 
proteínas. La glutamina, puede ser convertida a glutamato por la glutaminasa 
(GLS o GLS2). El glutamato puede contribuir a la formación de glutatión (an-
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tioxidante). Además, el glutamato se convierte en α-cetoglutarato por la enzima 

glutamato deshidrogenasa, codificada por el gen GLUD en una reacción que libe-

ra amonio (NH4+). Asimismo, las enzimas aminotransferasas pueden convertir el 

glutamato en α-cetoglutarato más un α-aminoácido. El α-cetoglutarato entra en 

el ciclo de Krebs, proporcionando energía y el oxacelato (OAA) puede convertirse 

en aspartato para contribuir a la síntesis de nucleótidos (Altman et al., 2016). Por 

otro lado, el malato puede salir de la mitocondria y por acción de la enzima máli-

ca produce NAPDH y piruvato. Este último, se convierte en lactato por la enzima 

lactato deshidrogenasa (LDH) (glutaminolisis) (Li et al., 2016).Otra posibilidad, 

es la llamada carboxilación reductora (RC) donde el α-cetoglutarato puede re-

troceder hacia atrás en el ciclo de Krebs para producir citrato y contribuir a la 

lipogénesis (Altman et al., 2016).

Figura 29. Esquema básico de la reprogramación de la ruta de la glutamina/
glutaminolisis en células tumorales. La glutamina entra en la célula por el trans-
portador SCL1A5, donde va a contribuir a la formación de nucleótidos, síntesis de uri-
dina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GlcNac). La glutamina a través de la enzima 
glutaminasa (GLS/GLS2) produce glutamato. Este último se transforma en α-cetogluta-
rato que entra en el ciclo de Krebs. Los distintos intermediarios del ciclo proporcionan, 
por un lado, aspartato para la síntesis de nucleótidos y por otro lado, malato que produce 
piruvato y NADH a través de la enzima málica. El piruvato a través de la enzima lactato 
deshidrogenasa produce lactato (glutaminolisis). Otra posibilidad en la vía es la llamada 
carboxilación reductora (RC) donde el ciclo de Krebs retrocede, es decir, el isocitrato 
pasa a citrato para la síntesis de acetil-CoA y lípidos. Figura adaptada de (Altman et al., 
2016; Li et al., 2016).
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5.1. Genes y transcritos de la glutaminasa

En humanos la glutaminasa está codificada por dos genes, GLS y GLS2. Es-
tos genes presentan distintas características moleculares, cinéticas y sus interac-
ciones con otras proteínas. La expresión de cada uno de ellos depende del tipo de 
tejido, ambiente y estado metabólico de la célula (Matés et al., 2018).

El gen GLS está localizado en el cromosoma 2 (Aledo et al., 2000) tiene 
82 kb y 19 exones (Figura 30). Del ayuste alternativo se producen 3 transcritos, 
glutaminasa de tipo riñón (K-type) KGA, la glutaminasa C o GAC y glutaminasa 
de músculo GAM. El transcrito KGA es el más largo (transcrito canónico) que fue 
aislado por primera vez en cerebro y riñón de rata (Campos-Sandoval et al., 2015) 
y está formado por la unión de los exones del 1-14 más los del 16 al 19, careciendo 
del exón 15. Por su parte GAC fue descrito por primera vez en células de cáncer 
de colon (Campos-Sandoval et al., 2015) y el transcrito está formado por la unión 
de los exones del 1 al 15. El tercer transcrito GAM, surge de la inclusión del intrón 
(forma de ayuste alternativo en los mamíferos) 2-3 y, difiere de KGA/GAC a par-
tir del residuo aminoacídico 162 (Katt et al., 2017). Además, parece que no tiene 
actividad glutaminasa (Elgadi et al., 1999).

El gen GLS2 está localizado en el cromosoma 12 (Aledo et al., 2000) y tiene 
18 kb y 18 exones (Márquez et al., 2016). Este gen, tiene dos transcritos, uno la 
glutaminasa B o GAB (transcrito canónico) que es el más largo y fue aislado en 
células de cáncer de mama ZR-75 (Campos-Sandoval et al., 2015). El transcrito 
surge de la unión de los 18 exones. El otro transcrito de glutaminasa tipo hígado, 
LGA, fue clonado desde hígado de rata (Campos-Sandoval et al., 2015) y, está 
formado por las 71 bases finales del intron 1-2 y todos los exones del 2 al 18 (Katt 
et al., 2017) (Figura 30).
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Figura 30. Estructura y transcritos de los genes hGLS y hGLS2. En la parte 
superior se muestra el gen GLS y en la inferior el gen GLS2. El gen GLS tiene 19 exones 
que produce dos transcritos, hKGA que deriva de los exones 1-14 y 16-19, mientras hGAC 
se forma con los exones 1-15. Los números indican los exones (amarillo, rojo, naranja y 
verde), la línea negra indica intrones. Figura adaptada de (Márquez et al., 2016).

A nivel de secuencia aminoacídica si se realiza un alineamiento múltiple 
de GLS2 (GAB, LGA) y GLS (KGA y GAC) humanas con la herramienta Clustal 
Omega de EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Figura 31), 
se observa identidad aminoacídica (representada por un asterisco). Este análisis 
permite saber el grado de conservación entre las distintas proteínas.
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Figura 31. Alineamiento múltiple de las isoformas de los genes GLS2 (GAB, 
LGA) y GLS (KGA y GAC), con la herramienta bioinformática Clustal Ome-
ga del EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Los identificadores 
de cada proteína se han obtenido del NBCI de la base de datos Protein. El asterisco (*) 
indica residuos idénticos; los dos puntos (:) residuos con características muy similares 
y un punto (.) residuos con pocas propiedades similares. Los residuos en rojo tienen la 
propiedad de ser hidrofóbicos y pequeños; el azul son residuos ácidos y el verde con gru-
po funcional hidroxilo, sulfidrilo y amina.
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Para poder cuantificar el porcentaje de identidad, se recurre al visor MView 
del EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mview/) sobre este mismo 
análisis, que permite cuantificar el porcentaje de identidad tomando como re-
ferencia una de las proteínas. En este caso, se calcula el porcentaje de identidad 
(pid) tomando de referencia a la secuencia de GAB. También se muestra el por-
centaje de cobertura del alineamiento (cov). Como se muestra en la Figura 32.

Figura 32. Alineamiento múltiple de GLS2 (GAB y LGA) y GLS (KGA y GAC) 
con la herramienta MView del EMBL-EBI. Se toma como referencia a la proteína 
GAB. Se muestra los valores de identidad (pid) y la cobertura del alineamiento (cov) en 
porcentaje.

5.2. Estructura y características moleculares de GLS 
(KGA Y GAC)

La isoenzima KGA tiene una longitud de 669 aminoácidos que codifica un 
precursor de 74 kDa. Los 16 primeros aminoácidos forman una α-hélice anfipá-
tica que funciona como señal mitocondrial para translocarse a la mitocondria. 
Las proteasas de la matriz mitocondrial eliminan esta señal, produciendo una 
forma madura de 66 kDa después de un segundo corte después del aminoácido 72 
(Curthoys, 2017).

La isoenzima GAC es más corta que KGA, tiene 598 aminoácidos con una 
cola C-terminal única, que hace diferenciarse de KGA desde el aminoácido 551 al 
598. También, se transloca a la mitocondria para sufrir un proceso parecido al de 
KGA y, obtener una forma madura de 58 kDa (Curthoys, 2017).

Ambas isoenzimas presentan, la región N-terminal en la que se encuentran 
los 72 aminoácidos para el procesamiento mitocondrial (como se ha indicado 
arriba). A continuación, está el motivo de interacción con receptores nuclea-
res (138-144 aa) que comprende la secuencia LXXLL, y el dominio glutaminasa 
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(244-530 aa) que es donde reside la actividad catalítica. A continuación, exclu-
sivamente en KGA hay tres repeticiones de anquirina (556-656 aa), que son mó-
dulos de 33 residuos de interacción con proteínas y además está la caja KEN y D 
que es reconocida por la ubiquitina E3 ligasa del Complejo Promotor de la Ana-
fase/Ciclosoma APC/C-Cdh1 del ciclo celular (Anaphase Promoting Complex/
Cyclosome), que tiene como diana a KGA para su degradación por el proteosoma 
(Figura 33) (Thangavelu et al., 2012).

Figura 33. Dominios y motivos de las isoenzimas humanas KGA y GAC. Las 
dos isoenzimas presentan desde el aminoácido 1 al 550 la misma estructura. La señal de 
localización mitocondrial (1-72 aa), incluyendo la señal péptido (1-16 aa) que va a ser la 
que dirija la proteína a la mitocondria. Además, comparten el motivo de interacción con 
receptores nucleares (138-144 aa) y el dominio glutaminasa (244-530 aa) con actividad 
catalítica. La hKGA codifica para 816 aminoácidos siendo la canónica y más larga. Pre-
senta tres repeticiones de anquirina (556-656 aa) y las cajas KEN y D (656-658 aa) que 
son motivos que reconoce el complejo APC/C-Cdh1. hGAC comprende 598 aminoácidos 
con una cola única (551-598 aa) que la diferencia de KGA. La estructura se ha dibujado 
conforme a la información obtenida de (Thangavelu et al., 2012).

GLS (KGA/GAC) está formada por cuatro monómeros y puede existir en 
forma dimérica (inactiva) o tetramérica (activa). Un cambio conformacional es 
necesario para su actividad catalítica. El fosfato inorgánico (Pi), en condiciones in 
vitro, es el que va a facilitar la activación y por tanto la formación del tetrámero. 
El equilibrio entre tetrámero y dímero es dosis dependiente de Pi. Sin embargo, 
se ha demostrado que incluso en ausencia de Pi y aumentando la concentración 
de enzima GAC está puede oligomerizar (Márquez et al., 2016). Además, un es-
tudio realizado mediante mutagénesis de GAC, ha demostrado que la estructura 
tetramérica no es indispensable para la actividad enzimática (Li et al., 2016).

La actividad de la glutaminasa puede ser inhibida por el inhibidor competi-
tivo glutamato ya que, la glutamina y el glutamato se unen al mismo sitio activo 
(Curthoys, 2017). Asimismo, el citrato, protones, calcio e intermediarios del ciclo 
de Krebs pueden regular la actividad de KGA y GAC (Xu et al., 2018).
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Estudios cristalográficos han determinado el sitio de unión del sustrato al 
centro activo y a los bolsillos alostéricos entre los dímeros de GLS para poder in-
hibir la actividad de la proteína (Figura 34). El sitio activo tiene carácter básico y 
la glutamina (sustrato) establece enlaces de hidrógeno e interacciones hidrofóbi-
cas con Gln285, Ser286, Asn335, Glu381, Asn388, Tyr414, Tyr466 y Val484 (Xu 
et al., 2018).

Figura 34. Estructura tetramérica de GLS con los sitios de unión del sustrato 
y los bolsillos alostéricos. (A) Se muestran cuatro monómeros (a, b, c, d). Se forman 
dos dímeros, a+b y c+d y el tetrámero a+b+c+d. En verde se muestra el sitio catalítico 
del sustrato y en rojo los sitios de unión alostérico para pequeñas moléculas, para inhibir 
la actividad enzimática, formando un tetrámero inactivo. (B) Unión del sustrato con los 
residuos claves. La glutamina se representa en varillas rosa. Los enlaces de hidrógeno se 
muestran en líneas de puntos. Figura adaptada de (Xu et al., 2018).

5.3. Expresión de GLS (KGA/GAC) en tejidos normales

GLS (KGA/GAC) al igual que ERK5 está expresada en muchos tejidos norma-
les. Se consultó la base de datos ProteomicsDB (https://www.ProteomicsDB.org) 
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donde el análisis datos corresponde a grandes colecciones de proteómicos cuan-
titativos, mediante espectrometría de masas. Se realiza una búsqueda por separa-
do de la expresión de las isoenzimas KGA y GAC y, se muestra un mapa de calor 
con el valor del iBAQ (intensity Based Absolute Quantification), que consiste en 
sumar las intensidades de todos los picos de los péptidos que corresponden a una 
proteína determinada y dividirlo por el número de péptidos trípticos medibles 
(Krey et al., 2014). Los resultados obtenidos indican que la expresión es muy pa-
recida entre KGA y GAC (Figura 35).

Figura 35. Mapa de calor de la 
base de datos Proteomics -DB 
que muestra la expresión de KGA 
y GAC en tejidos normales. Las ci-
fras de expresión están basados en es-
pectrometría de masas con el algorit-
mo iBAQ y expresados en log 10 de la 
mediana. Figura obtenida de (https://
www.proteomicsdb.org).
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5.4. GLS (KGA/GAC) en la tumorogénesis

Diversos estudios han demostrado que GLS está regulada al alza en leuce-

mias, gliomas, melanomas, páncreas, pulmón y mama (Zhang et al., 2019). En 

la Figura 36, se observa un análisis realizado en la base de datos The Human 

Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000115419-GLS/patholo-

gy) en 17 tipos de cáncer obtenidos del TCGA mediante RNA-seq. La expresión 

de GLS se expresa en unidades de fragmentos de kilobase por exón por millón de 

lecturas (FPKMs Fragments Per Kilobase of exon per Million reads), que permi-

te comparar muestras al estar normalizados. La mayor expresión se presenta en 

cáncer renal con 25,4. A nivel de cáncer de pulmón, páncreas y mama, presenta 

valores de 9.7, 9 y 6 FPKMs respectivamente.

Figura 36. Datos de RNA-seq en 17 tipos de tumores humanos del estudio 
TCGA obtenidos en la base de datos The Human Protein Atlas. Los datos se re-
presentan como mediana de FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million reads). 
Los tipos de cáncer de interés en esta Tesis Doctoral se enmarcan en rojo. Los valores de 
las líneas celulares tumorales de pulmón, páncreas y mama son 9.7, 9 y 6 FPKMs res-
pectivamente. Figura adaptada de (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000115419-
GLS/pathology).
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Diversos oncogenes y supresores de tumores regulan la expresión de GLS 
(Figura 37) (Zhang et al., 2019). Los miRNAs regulan a GLS y el primero que se 
descubrió fue el miR23a/b que actúa por medio de MYC reprimiendo su trans-
cripción, lo que conlleva una mayor expresión de GLS. A lo largo del tiempo se 
han ido añadiendo otros miRNAs reguladores de GLS (Matés et al., 2020). En 
concreto, el miR-122 está vinculado a la glutaminolisis, ya que modula el metabo-
lismo de la glutamina tanto in vitro como in vivo. Cuando el miR-122 está inhibido 
se produce un aumento de la glutaminasa (Sengupta et al., 2020). La isoenzima 
GAC está regulada por el factor nuclear NF-κB que a través de Rho GTPasa hipe-
ractiva, fosforila a GAC y provoca una proliferación del cáncer de mama y linfoma 
de células B. Además, c-Jun se une al promotor de GLS, aumentando su expresión 
en cáncer de mama (Matés et al., 2020). En células de páncreas, los niveles de la 
fosforilacion de S6, MYC y de GLS son altos y, al tratamiento con rampamicina, 
(un inhibidor de mTORC1), se redujó los niveles de expresión de GLS (Csibi et al., 
2014). Asimismo, en células de leucemia la sobreexpresión de la vía de NOTCH-1 
disminuye la expresión de GLS y el consumo de glutamina (Basak et al., 2014).

Figura 37. Regulación de GLS por miRNAs y diversas vías de señalización y 
el oncogén c-MYC. Figura adaptada de (Matés et al., 2020).

Otro importante regulador de KGA es la vía de RAF-MEK-ERK activada por 
EGF. Se realizaron ensayos con la forma doble negativa de MEK o se utilizaron 
inhibidores de MEK, obteniendo una inhibición de la actividad de KGA (Thanga-
velu et al., 2012).
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5.5. Inhibidores de GLS (KGA/GAC)

El primero de los inhibidores desarrollados (2007) contra GLS es DON 
(6-diazo-5-oxo-L-norleucine) que se une covalentemente al sitio activo de la en-
zima, por tanto es un antagonista de la glutamina. Se demostró que no era espe-
cífico y era tóxico (Chen y Cui, 2015)

El compuesto 968 5-(3-bromo-4-(dimethylamino) phenyl)-2,2-dime-
thyl-2,3,5,6-tetrahydrobenzo[a]phenanthridin-4(1H)-one, es un inhibidor alos-
térico que no compite por la glutamina e inhibe a GAC, uniéndose entre los mo-
nómeros de un dímero (Katt y Cerione, 2014).

El compuesto BPTES [bis-2-(5 phenylacetamido-1, 2, 4-thiadiazol-2-yl) 
ethyl sulfide] es un inhibidor no competitivo de KGA, que se une entre los dos 
dímeros, cerca del sitio activo. Produce una inactivación de KGA independien-
temente de la presencia de Pi. Entre sus efectos está el reducir la captación de 
glutamina, eleva los niveles de ROS y disminuye los niveles de GSH. Asimismo, 
presenta un alto peso molecular, poca solubilidad y baja disponibilidad. Por tanto 
no es un buen fármaco para inhibir KGA pero se usa en la investigación rutinaria 
por tener pocos efectos adversos (Chen y Cui, 2015).

El compuesto CB-839 (N-(5-(4-(6-((2-(3-(Trifluoromethoxy)phenyl)acetyl)
amino)-3-pyridazinyl)butyl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl)-2-pyridineacetamide), de la 
compañía Calithera Biosciences, Inc es el único que está bajo ensayos clínicos. 
El fármaco se une a un sitio alostérico de la enzima provocando un tetrámero 
inactivo (Figura 38). Inhibe a KGA pero fuertemente a GAC (Masisi et al., 2020). 
Presenta una cinética reversible lenta (Chen y Cui, 2015). Además el CB-839 es 
un compuesto potente, selectivo y oral. En los ensayos clínicos está indicado solo 
o con otros inhibidores, en múltiples tumores sólidos y líquidos (Xu et al., 2018). 
En la Tabla 2 se muestran los ensayos clínicos en determinados tipos de cáncer y 
en la fase clínica en la que se encuentran.
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Tabla 2. Ensayos clínicos en curso con el compuesto CB-839. Figura de (Masisi 
et al., 2020).

En la siguiente Figura 38 se muestra el mecanismo de activación por Pi y 
por inhibición del compuesto CB-839 (Figura 39).

Figura 38. Esquema de la activación e inhibición de GAC. Los dímeros inactivos 
de GAC se unen para formar tetrámeros inactivos. El Pi se une al tetrámero inactivo para 
inducir una conformación activa, dando lugar a tetrámeros activos. El inhibidor CB-839 
se une al tetrámero bloqueando su activación. Figura adapta de (Stalnecker et al., 2017).
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Figura 39. Imagen de la estructura de GAC unido al inhibidor CB-839. Ima-
gen obtenida en PDB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/structure/5HL1). Iden-
tificador de la estructura cristalográfica 5HL1. Se muestra el tetrámero de GAC unido a 
dos moléculas del inhibidor CB-839 que se sitúa entre los dos dímeros de GAC (recuadro 
rojo), impidiendo la activación del tetrámero.

6. REPROGRAMACIÓN METABÓLICA EN EL CÁNCER 
DE PÁNCREAS

Se hace una mención a este tipo tumoral porque la línea celular estrella de 
esta Tesis Doctoral deriva de un tumor de páncreas. En el cáncer de páncreas tie-
ne lugar una reprogramación metabólica de sus principales vías, para suplir sus 
requerimientos energéticos. En la Figura 40, se recogen las vías afectadas por la 
activación de KRAS, que es muy frecuente en este tipo de cáncer. En primer lugar 
se produce un aumento de la captación de glucosa (círculo rojo 1) que en última 
instancia va a producir un aumento de ácido láctico (círculo rojo 2) y por consi-
guiente mayor capacidad de invasión e inmunosupresión (círculo rojo 3). Por otro 
lado, hay sobreexpresión de las enzimas glucolíticas, incluyendo al transportador 
de glucosa GLUT1 (círculo rojo 4). Este aumento de la glucólisis, tiene su reper-
cusión en los pacientes, ya que, suelen padecer hiperglucemia (Blum y Kloog, 
2014). Una características de los tumores malignos es la hipoxia y que estimula 
a la principal vía del factor inducible por hipoxia (HIF)-1α (Muz et al., 2015) que 
origina junto al aumento de glucosa, un aumento en la migración celular (círculo 
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rojo 5). La glucólisis que realizan las células tumorales es menos eficiente que la 

respiración mitocondrial, el ATP que se produce por molécula de glucosa es de 2 

frente a 30-32 moléculas, respectivamente. Esto, aunque parece contradictorio 

supone una ventaja en las células tumorales ya que el flujo inconstante de oxíge-

no no las impide seguir creciendo. Otra ventaja es la producción de lactato, que 

promueve la invasividad.

Otra vía biosintética, es la de las pentosas fosfato (Figura 40 círculo rojo 6) 

que utiliza la glucosa 6-fosfato como su metabolito inicial. Esta vía consta de dos 

procesos, uno oxidativo, que produce NADPH para las reacciones biosintéticas 

(círculo rojo 6A) y otro proceso no oxidativo, que produce la ribosa 5-fosfato que 

sirve para la síntesis de nucleótidos y ácidos nucleicos (círculo rojo 6B) (Blum y 

Bloom, 2014). En un estudio, se evidenció que la mutación de Kras G12D (es la 

mutación más frecuente encontrada en pacientes de cáncer) promueve la bio-

génesis de la ribosa pero desvinculándola del control oxidativo NADP/NADPH 

(Ying et al., 2012).

Otro aspecto a destacar son las mutaciones encontradas en B-Raf y PI3K 

en cáncer de páncreas. También hay casos, donde no se encuentran mutaciones, 

pero existe sobreexpresión de PI3K y AKT, debido a la expresión desregulada del 

antagonista PTEN (círculo rojo 7) que en cáncer de páncreas está disminuid0 o 

perdido.

La glutamina es uno de los principales precursores anapleróticos que sumi-

nistra al ciclo de Krebs, tanto en carbono como en nitrógeno (Figura 40, círculo 

rojo 8). Este aminoácido, puede seguir dos rutas, una un metabolismo anabólico 

canónico por la enzima mitocondrial glutamato deshidrogenasa (GLUD1) (círcu-

lo rojo 8A) o la otra ruta no canónica llevada a cabo por transaminasas. En la vía 

no canónica las células tumorales pancreáticas transportan aspartato al citoplas-

ma proveniente del glutamato que finalmente se convertirá en piruvato (círculo 

rojo 8B) (Blum y Kloog, 2014). En la vía canónica de la glutamina se ha observado 

que las enzimas implicadas en esta vía: glutaminasa (GLS), glutamato oxacelato 

transaminasa 1 (GOT1) y glutamato oxacelato transaminasa 2 (GOT2) están des-

reguladas (Chakrabarti et al., 2015).



IntroduccIón

[ 68 ]

Los lípidos son fundamentales en la progresión del cáncer. Contribuyen a 
la formación de membranas y producen moléculas de señalización y sustratos 
para la modificación postraduccional de proteínas. En las células de cáncer de 
páncreas muchas enzimas están sobreexpresadas, para la síntesis de colesterol y 
ácidos grasos (Qin et al., 2020). La síntesis de lípidos se inicia con la conversión 
del citrato a acetil-CoA por la enzima ATP-citrato liasa (ACLY) (Figura 40, círcu-
lo rojo 9).Posteriormente, acetil-CoA se convierte a manonil-COA por la enzima 
acetil-CoA carboxilasa (ACC). Estos dos compuestos se unen a la enzima sintasa 
de ácidos grasos (FASN) de una forma dependiente de NAPDH para dar ácido 
palmítico (Li et al., 2019).

Figura 40. Metabolismo aberrante en cáncer de páncreas inducido por acti-
vación del oncogén KRAS. Los números indican los pasos descritos en el texto. En el 
círculo rojo número 9, la línea discontinua azul, indica que faltan reacciones hasta llegar 
a la última reacción. Figura adaptada de (Blum y Kloog, 2014).
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