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INTRODUCCIÓN 

 

1. BIOLOGÍA DEL CÁNCER DE PULMÓN 

El cáncer de pulmón es una de las principales causas de muerte por cáncer a nivel 

mundial y el segundo más común entre todos los tipos de cáncer (Sung et al. 2021). En 

países en vías de desarrollo, se espera un incremento en la incidencia debido al aumento 

reciente en el consumo de tabaco, mientras que en países más desarrollados, la incidencia 

está disminuyendo ya que el consumo comenzó más pronto y ahora se está reduciendo. En 

mujeres, la mortalidad por cáncer de pulmón ha superado a la mortalidad por cáncer de 

mama en algunas regiones de Norteamérica, Norte de Europa, Australia y Nueva Zelanda 

(Bade et al. 2020). Esta tendencia al alza se debe en parte al aumento del consumo de 

tabaco en mujeres a partir de los años 70, mientras que en los varones el inicio del consumo 

fue anterior y se está reduciendo en los últimos años. Aun así, la mortalidad todavía sigue 

siendo mayor en hombres (Thai et al. 2021).  

A pesar de los avances realizados en las diferentes estrategias terapéuticas, la 

supervivencia media a los 5 años para el cáncer de pulmón es solo de un 19%. El cáncer de 

pulmón generalmente se diagnostica cuando el tumor se encuentra en una etapa avanzada, 

o incluso cuando ya ha desarrollado metástasis, siendo el cerebro el sitio más común de 

éstas. Esto incrementa las posibilidades de fracaso terapéutico, y disminuye la 

supervivencia de los pacientes notablemente, ya que las opciones de tratamiento son 

principalmente paliativas. Por tanto, la búsqueda de biomarcadores tumorales específicos es 

crucial para un diagnóstico precoz de la enfermedad (Li et al. 2022).  

1.1. Clasificación del cáncer de pulmón 

El cáncer de pulmón es una enfermedad heterogénea que implica una acumulación de 

eventos genéticos y epigenéticos en el epitelio respiratorio (Figura 1) (Langevin et al. 2015). 

En 2015, la Organización Mundial de la Salud (OMS) publicó una clasificación de tumores 

pulmonares que contenía numerosos cambios importantes con respecto a la edición anterior 

(Travis et al. 2015). La última clasificación de tumores pulmonares de la OMS de 2021, ha 

sido publicada recientemente (Nicholson et al. 2022), y recoge algunos avances con 

respecto a la de 2015. Los criterios de clasificación siguen siendo los de utilizar primero la 

morfología, apoyada por la inmunohistoquímica y, posteriormente, técnicas moleculares.  
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Figura 1. Histogénesis de los principales tipos de cáncer de pulmón. Los tumores de pulmón 

neuroendocrinos se originan a partir de células neuroendocrinas. El adenocarcinoma surge de las 

células secretoras, el carcinoma de células escamosas de las células epiteliales que recubren las vías 

respiratorias, y las células del carcinoma de célula grande carecen de diferenciación. Figura creada 

con Biorender. 

 

En 2015, se hizo especial hincapié en el uso de la inmunohistoquímica para hacer una 

clasificación más precisa, mientras que en la clasificación de 2021 hay un mayor énfasis en 

la patología molecular. Aunque algunas anomalías moleculares no tengan aún impacto en la 

clasificación de los tumores, pueden afectar al manejo del paciente. Según las últimas 

actualizaciones de la OMS, los principales subtipos de tumores pulmonares de origen 

epitelial son los siguientes (Figura 2):  

a) Tumores neuroendocrinos 

Los tumores neuroendocrinos se dividen en 4 subtipos: carcinoma de célula pequeña o 

microcítico (Small Cell Lung Cancer o SCLC), carcinoma neuroendocrino de célula grande 

(Large Cell Neuroendocrine Carcinoma o LCNEC) y tumores carcinoides típicos (Typical 

Carcinoid o TC) y atípicos (Atypical Carcinoid o AC). Los dos primeros, SCLC y LCNEC, se 

consideran carcinomas neuroendocrinos de alto grado (High Grade Neuroendocrine 
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Carcinoma o HGNEC), AC de grado intermedio y TC de grado bajo. La forma de diagnóstico 

más común es a través de inmunohistoquímicas de biopsias (Nicholson et al. 2022). 

I. Carcinoma de célula pequeña o microcítico (SCLC) 

Es el más frecuente entre los tumores de pulmón neuroendocrinos. Es un carcinoma 

agresivo, poco diferenciado y de alto grado, que representa aproximadamente el 13% de 

todos los carcinomas de pulmón. La tasa de supervivencia a 5 años en etapas avanzadas 

de la enfermedad es de menos del 10% (Araz et al. 2021). Suele estar localizado en zonas 

periféricas del pulmón. Las células son redondas y pequeñas, con bordes difusos, un 

citoplasma escaso o nulo, y un alto índice mitótico. Además, estos tumores poseen extensas 

zonas de necrosis, y se caracterizan por la aparición de desechos nucleares basófilos en las 

paredes de los vasos sanguíneos. Se observa con mayor frecuencia en fumadores 

compulsivos en etapas avanzadas de la enfermedad, se presenta clínicamente con una 

diseminación metastásica temprana y una buena respuesta a la terapia inicial, que, en la 

mayoría de pacientes, es seguida por una recaída con resistencia al tratamiento 

quimioterapéutico (Raso et al. 2021).  

II. Carcinoma neuroendocrino de célula grande (LCNEC)  

Es un tipo de cáncer muy agresivo y poco común, representa aproximadamente el 2% 

de todos los casos, y se asocia con antecedentes de tabaquismo. Se presenta como 

grandes masas con áreas necrosadas y metástasis tempranas. Es muy parecido al 

carcinoma microcítico, aunque está formado por células mucho más grandes y poligonales 

(Altmayer et al. 2020; Corbett et al. 2021). 

III. Tumores carcinoides típicos y atípicos 

Como se ha descrito anteriormente, los tumores carcinoides se dividen en típicos y 

atípicos, diferenciándose en el índice de proliferación celular del tumor, siendo más bajo 

para los típicos (por debajo del 5%) y más alto en los atípicos (entre 9-18%) (Nicholson et al. 

2022). En comparación con los tumores neuroendocrinos de grado alto (SCLC y LCNEC), 

los pacientes con tumores carcinoides son significativamente más jóvenes, tienen un mejor 

pronóstico, y no existe tanta relación con el tabaquismo. Además, los tumores carcinoides 

presentan índices mitóticos más bajos, menos zonas necrosadas, muy pocas anomalías 

genéticas, y están mejor diferenciados en comparación con SCLC y LCNEC (Travis et al. 

2015). Los pacientes tienen una supervivencia a largo plazo favorable tras la extirpación 

quirúrgica del tumor (Altmayer et al. 2020).  
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b) Cáncer de célula no pequeña o no microcítico (NSCLC) 

El carcinoma de célula no pequeña es el tipo de cáncer de pulmón más común, ya que 

se produce en aproximadamente un 85% de todos los casos diagnosticados (Thai et al. 

2021). Se divide en 3 subtipos diferenciados:  

I. Adenocarcinoma 

Es el tipo más común de cáncer de pulmón, representa aproximadamente el 50% de 

todos los casos, y es el más común entre los no fumadores, aunque el tabaco es un factor 

de riesgo importante. El adenocarcinoma suele desarrollarse en la periferia del pulmón y 

surge de las células glandulares de la mucosa bronquial. Las células poseen un nucléolo 

prominente y un citoplasma mucinoso con vacuolas (Altmayer et al. 2020). Comparado con 

otros tipos, su crecimiento es más lento, por lo que puede ser detectado antes de que se 

extienda. No obstante, entre todos los subtipos de NSCLC, el adenocarcinoma tiene la 

incidencia más alta de metástasis cerebral (Karimpour et al. 2021). Los subtipos del 

adenocarcinoma se agrupan en tres categorías según su grado de invasión: pre-invasivo, 

mínimamente invasivo e invasivo (Travis et al. 2015). Se diagnostican mediante 

características histológicas y citológicas (biopsias y citologías) complementadas 

normalmente con inmunohistoquímicas de marcadores específicos que distingan entre los 

diferentes subtipos.  

El adenocarcinoma es el subtipo que con mayor frecuencia presenta alteraciones o 

mutaciones genéticas con terapia molecular dirigida ya aprobada. Algunas de las 

mutaciones identificadas son en KRAS (virus del sarcoma de rata Kristen), EGFR (receptor 

del factor de crecimiento epidérmico), ALK (linfoma anaplásico quinasa), ROS-1 

(protooncogén tirosina proteína quinasa ROS), BRAF (V-RAF homólogo B1 del oncogén 

viral del sarcoma murino), HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano), 

RET (reorganizado durante la transfección), NTRK (receptor neurotrófico tirosina quinasa), 

el protooncogén MET y TP53 (proteína tumoral 53) (Herbst et al. 2018; Altmayer et al. 2020; 

Nicholson et al. 2022; Pendharkar et al. 2013; Tan 2020).  

II. Carcinoma de célula escamosa 

Representa aproximadamente el 30% de casos de cáncer de pulmón, y está muy 

asociado al hábito tabáquico. Se presenta como masas localizadas en la zona central del 

pulmón, envolviendo lóbulos o bronquios. Surge de las células escamosas inmaduras que 

recubren el interior de las vías respiratorias. Las células muestran un núcleo con una 

cromatina oscura y un nucléolo poco evidente (Altmayer et al. 2020). El carcinoma de célula 
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escamosa se subclasifica en queratinizante, no queratinizante y basaloide (Travis et al. 

2015). Las mutaciones o alteraciones de genes, para las cuales se emplean tratamientos de 

terapia dirigida, son menos frecuentes que en el adenocarcinoma (Herbst et al. 2018; 

Socinski et al. 2018). Su diagnóstico se basa en las mismas técnicas que los 

adenocarcinomas.  

III. Carcinoma de célula grande 

Comprende un grupo heterogéneo de neoplasias malignas indiferenciadas que carecen 

de las características citológicas del carcinoma de células pequeñas, y de la diferenciación 

glandular o escamosa (Zamay et al. 2017). Supone hasta el 5% de todos los casos, aunque 

su incidencia ha comenzado a disminuir en los últimos años, probablemente debido a los 

nuevos criterios de clasificación de los tumores poco diferenciados y al uso en mayor 

medida de marcadores de inmunohistoquímica. Está fuertemente asociado al tabaco y son 

muy agresivos. Suele originarse en la parte central de los pulmones aunque puede aparecer 

en cualquier zona como una masa grande con márgenes lobulados o espiculados, zonas 

necrosadas y metástasis tempranas (Altmayer et al. 2020). Se diagnostica por exclusión de 

otras posibilidades.  

1.2. Tratamiento del cáncer de pulmón  

Las principales estrategias terapéuticas en cáncer de pulmón incluyen cirugía, 

quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y terapia molecular dirigida. Los protocolos de 

tratamiento (con intención curativa o paliativa) se aplican en función de la extensión del 

tumor en el momento del diagnóstico, de su tipo histológico y/o molecular, de la existencia 

de otras patologías y de los antecedentes que rodean al paciente.   

a) Cirugía 

En el caso del cáncer de pulmón microcítico, la cirugía se limita a un pequeño grupo de 

pacientes con la enfermedad localizada en etapas muy iniciales (Raso et al. 2021). En el 

caso del cáncer no microcítico, se lleva a cabo la cirugía en etapas iniciales de la 

enfermedad, en estadíos I y II e incluso IIIA, siempre y cuando el paciente se encuentre en 

condiciones de ser operado. Para determinar si el tumor se puede extirpar, se combina con 

el diagnóstico por imagen. En muchos casos la cirugía se complementa con terapia 

adyuvante como quimioterapia o radioterapia (Nasim et al. 2019).  
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b) Quimioterapia 

Se suelen usar derivados del platino (cisplatino o carboplatino) combinados con otros 

agentes citotóxicos, siendo la combinación platino-etopósido la más frecuente. Además de 

terapia adyuvante de la cirugía, se usa en pacientes con cáncer microcítico y en aquellos no 

microcíticos en etapas avanzadas (estadío IV) en los que se descarta la cirugía (Hirsch et al. 

2017). El objetivo de tratar a estos pacientes es mejorar su supervivencia y reducir los 

efectos adversos de la enfermedad.   

c) Radioterapia 

Se emplea en algunos cánceres microcíticos y en aquellos pacientes con NSCLC en 

etapas tempranas que no pueden ser sometidos a cirugía o como paliativo para mejorar la 

calidad de vida de aquellos pacientes que no responden a cirugía o quimioterapia (Nasim et 

al. 2019). 

d) Inmunoterapia 

La inmunoterapia trata de aprovechar la respuesta inmunitaria del propio cuerpo humano 

como defensa natural para luchar contra el cáncer. Durante el proceso de tumorigénesis, la 

señalización de PD-1 (molécula de muerte programada 1), estimulada por su ligando PD-L1 

(ligando 1 de muerte programada), inactiva a las células T que reconocen antígenos 

específicos de tumores, permitiendo la progresión tumoral y metástasis (Iwai et al. 2002). El 

bloqueo de esta ruta mediante anticuerpos anti-PD-1 y anti-PD-L1 ha sido significativamente 

beneficioso en pacientes de cáncer de pulmón no microcítico. Se emplea en aquellos casos 

avanzados que no responden al tratamiento quimioterapéutico, o tienen unos niveles de 

expresión de PD-L1 de más del 50%. Es frecuentemente usada en casos de carcinoma de 

célula escamosa, donde los pacientes se benefician de esta terapia sola, o en combinación 

con quimioterapia (Herbst et al. 2018).  

e) Terapia molecular dirigida 

El análisis de las alteraciones moleculares de los tumores permite llevar a cabo una 

medicina personalizada en la que la decisión de la terapia depende de las características de 

cada tumor en cada paciente. En sujetos que presentan algunas de las mutaciones descritas 

anteriormente, se emplean como tratamientos de primera línea inhibidores específicos como 

erlotinib y gefitinib, para mutaciones en EGFR, o crizotinib, para mutaciones en ALK (Hirsch 

et al. 2017; Herbst et al. 2018; Duma et al. 2019). El desarrollo de estos fármacos, también 

conocidos como inhibidores tirosina-quinasa (TKIs), ha supuesto un avance exitoso en el 

abordaje terapéutico de estos tumores, ya que en algunos casos suponen una mejora en la 
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tasa de supervivencia y la calidad de vida de los pacientes, en comparación con otros 

tratamientos como la quimioterapia. No obstante, muchos acaban desarrollando resistencia 

a estos tratamientos, y progresión de la enfermedad, en una media de 10-12 meses (Yuan 

et al. 2019). Esto hace que sea crucial el desarrollo de nuevas terapias dirigidas, así como la 

identificación de nuevas dianas terapéuticas con el fin de mejorar el pronóstico del paciente.   

1.3. Factores de riesgo del cáncer de pulmón 

El tabaquismo es el principal factor de riesgo en el desarrollo del cáncer de pulmón, 

especialmente para el carcinoma escamoso y el de células pequeñas. De hecho, el 80% de 

casos de cáncer de pulmón se deben al tabaco, y los fumadores pasivos tienen altas 

probabilidades de desarrollarlo. La frecuencia de cigarrillos fumados o la duración del hábito 

afectan de forma proporcional al riesgo de padecer la enfermedad, es más, la reducción de 

cigarros fumados al día reduce de forma significativa el riesgo de cáncer de pulmón 

(Langevin et al. 2015).  

Los factores genéticos también están involucrados, ya que la existencia de antecedentes 

familiares de cáncer de pulmón aumenta el riesgo de padecer la enfermedad incluso en no 

fumadores (Molina et al. 2008). 

Otras de las principales causas de padecer cáncer de pulmón son la contaminación del 

aire, especialmente en grandes ciudades, y la exposición a factores ambientales 

cancerígenos como el gas radón, que se produce por la descomposición natural del uranio 

en el suelo y las rocas. La exposición laboral al asbesto, y otros agentes cancerígenos como 

el arsénico o los hidrocarburos policíclicos aromáticos, pueden aumentar el riesgo de 

padecer cáncer de pulmón, sobre todo en fumadores. El consumo de alcohol, el tipo de 

dieta, el ejercicio y la actividad física, también se han visto relacionados con la etiopatogenia 

de esta enfermedad (Molina et al. 2008; Torre et al. 2015). 

 

 



Introducción 

24 
 

 

Figura 2. Clasificación de los principales tipos de cáncer de pulmón y principales métodos de 

diagnóstico y terapia. 
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2. PROTEÍNAS QUINASAS QUE INTERACCIONAN CON MAPK: MNKs 

 

2.1. Familia de MNKs 

Las MNKs (MNK1 y MNK2), proteínas quinasas que interaccionan con MAP quinasas, 

fueron identificadas de forma simultánea en el año 1997 por dos grupos de investigación 

independientes cuyo objetivo era la búsqueda de proteínas de unión a ERK (quinasa 

regulada a través de señalización extracelular).  

Por una parte, el grupo de Waskiewicz y colaboradores (Waskiewicz et al. 1997), a 

través de la realización de ensayos de doble híbrido en levaduras, identificó a MNK1 y 

MNK2 como una nueva subfamilia de serina/treonina quinasas de ratón. Además se 

demostró que cuando ambas eran fosforiladas por ERK1/2 y por p38, se estimulaba su 

actividad quinasa in vitro hacia un sustrato, el factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E), 

identificando así a la proteína quinasa MNK como la responsable de la fosforilación de 

eIF4E (Waskiewicz et al. 1997).  

Por otra parte, Fukunaga y colaboradores (Fukunaga et al. 1997) identificaron la quinasa 

MNK1 humana a través de ensayos de expresión de librerías de cDNAs en bacterias. Estos 

estudios establecieron que MNK1 se fosforilaba y activaba in vitro, por ERK y por p38, pero 

no por JNK/SAPK y que, además, se activaba mediante estímulos que activan a ERK 

(suero, ésteres de forbol) o a p38 (debido a condiciones de estrés como la hiperosmolaridad 

y la radiación UV-C; o por citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral 

alfa, TNF-α, y la interleuquina 1 beta, IL-1β).  

Las proteínas MNKs están codificadas por los genes MKNK1 y MKNK2. En ratón, cada 

uno de los genes da lugar a una proteína, MNK1 y MNK2, mientras que en humanos, cada 

uno de los genes da lugar a dos isoformas distintas (MNK1a, MNK1b y MNK2a, MNK2b) por 

splicing o procesamiento alternativo (Slentz-Kesler et al. 2000; O'Loghlen et al. 2004). El 

extremo N-terminal de las cuatro isoformas es idéntico (Figura 3), y contiene una secuencia 

polibásica que funciona como una secuencia de localización nuclear (NLS) a la cual se une 

la proteína α-importina, la cual permite la entrada de las proteínas al núcleo celular (Parra-

Palau et al. 2003). Esta secuencia polibásica del extremo N-terminal también está implicada 

en la unión al factor de iniciación eucariótico 4G (eIF4G), proteína que sirve de anclaje para 

las MNKs, las cuales se unen para fosforilar de forma eficiente al eIF4E (Pyronnet et al. 

1999). Sin embargo, los residuos de esta secuencia polibásica implicados en la unión de la 

α-importina y del eIF4G no son los mismos (Parra-Palau et al. 2003).  
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El extremo C-terminal es distinto, lo que hace que las isoformas “a” sean más largas que 

las isoformas “b”. MNK1a y MNK2a presentan en su región C-terminal una zona de unión a 

MAPK, cuya secuencia difiere ligeramente, (LARRR y LAQRR, respectivamente), haciendo 

que MNK1a se una a las quinasas ERK1/2 y p38, y MNK2a solo se asocie con ERK1/2 

(Waskiewicz et al. 1997). Sin embargo, las isoformas cortas no poseen este dominio. 

MNK2b se identificó por primera vez como una proteína de unión al receptor de estrógenos 

β (Erβ) (Slentz-Kesler et al. 2000), y MNK1b fue descrita por primera vez en 2004 al clonar 

MNK1a a partir del RNA de células HL-60 (O'Loghlen et al. 2004). MNK1b se genera por 

procesamiento alternativo ya que ha perdido la región correspondiente al exón 12, lo cual 

produce un cambio en el marco de lectura generando un codón de parada. De esta manera, 

la proteína resultante pierde 89 aminoácidos del extremo C-terminal (336-424) que son 

reemplazados por 12 aminoácidos distintos (336-347), a los que se denomina región 

específica de MNK1b (MNK1bSR) (O'Loghlen et al. 2007). MNK1a se encuentra 

principalmente en el citoplasma debido a la presencia, en su extremo C-terminal, de una 

secuencia de exportación nuclear (NES) (Parra-Palau et al. 2003). MNK1b, al ser más corta, 

ha perdido esta secuencia, por lo que se puede encontrar tanto en el núcleo como en el 

citoplasma (O'Loghlen et al. 2004). El caso de MNK2a es más complicado, se encuentra 

principalmente en el citoplasma aunque carezca de NES, debido a una posible interferencia 

entre los extremos C-terminal y N-terminal, que dejaría inaccesible la zona de unión a la α-

importina, impidiendo la entrada de MNK2a al núcleo. MNK2b se localiza principalmente en 

el núcleo ya que también carece de NES (Scheper et al. 2003).  

 
Figura 3. Esquema general de las MNKs humanas. Las cuatro isoformas presentan una secuencia 

de localización nuclear (NLS) y las treoninas (Thr) del dominio catalítico. Solamente MNK1a presenta 

una secuencia de exportación nuclear (NES) y  solo MNK1a y MNK2a tienen el dominio de unión a 

MAPK. Figura creada con Biorender. 
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Los dominios catalíticos de MNK1 y MNK2 presentan un 80% de similitud de secuencias 

(Jauch et al. 2006) y los sitios activos se encuentran altamente conservados. Estos poseen 

dos residuos de treonina (209 y 214 en MNK1 y 244 y 249 en MNK2) que conforman el 

bucle de activación de la actividad quinasa. Estos residuos de treonina van seguidos de 

prolinas que actúan como potenciales sustratos de fosforilación para las MAPK, 

característica que comparten con otras proteínas quinasas activadas por MAPK como 

MK2/3 y la proteína p90S6 quinasa (RSK) (Waskiewicz et al. 1997). Sin embargo, los 

dominios catalíticos de las MNKs también presentan ciertas particularidades, como la 

presencia de un dominio DFD (Asp-Phe-Asp) que marca el inicio del bucle de activación, en 

lugar de DFG (Asp-Phe-Gly) que presentan otras quinasas. Además, estos dominios 

catalíticos tienen dos insertos o secuencias cortas, uno de siete residuos situado entre el 

motivo DFD y el bucle de activación, y otro, de cinco residuos, localizado junto al motivo 

APE (Ala-Pro-Glu) (Buxade et al. 2008). Los estudios de las estructuras tridimensionales de 

MNK1 y MNK2 revelaron que el bucle de activación de MNK2 adquiere una inusual 

conformación abierta y que, además, el dominio DFD interfiere en la unión a ATP (Jauch et 

al. 2005). Por otro lado, el estudio de la estructura de MNK1 reveló que su bucle de 

activación se auto-inhibe debido a la presencia de residuos de fenilalanina localizados en el 

sitio de unión del ATP, impidiendo su unión (Jauch et al. 2006).  

En ratón, MNK1 y MNK2 se expresan en todos los tejidos adultos a excepción de MNK2 

en el cerebro, donde sus niveles se reducen considerablemente. La expresión de ambas 

proteínas es bastante abundante en músculo esquelético en comparación con el resto de 

tejidos (Waskiewicz et al. 1997). En humanos, se encuentran niveles elevados de MNK1a en 

corazón, hígado, placenta y páncreas, en comparación con cerebro, riñón, pulmón y 

músculo esquelético. MNK1b se expresa de forma similar en corazón, cerebro, placenta, 

pulmón, hígado, riñón o páncreas, mientras que en músculo esquelético los niveles son más 

bajos (O'Loghlen et al. 2004). MNK2a y MNK2b están presentes en una amplia variedad de 

tejidos, excepto en corazón y en cerebro donde los niveles de ambas isoformas son muy 

bajos, y también en timo y ovario, donde los niveles de MNK2a son muy reducidos (Slentz-

Kesler et al. 2000).  

La actividad basal de las MNKs y su regulación por parte de las MAPK varían en función 

de las distintas isoformas. MNK1a tiene una actividad basal baja que mejora en gran medida 

mediante la activación de las rutas de ERK o p38. Esto podría deberse a su extremo C-

terminal, el cual dificulta el acceso al dominio catalítico de la proteína reprimiendo así tanto 

su actividad basal como su fosforilación en el bucle de activación (Goto et al. 2009). Por el 

contrario, MNK2a posee una alta actividad basal débilmente modificable por los agonistas 

de la ruta de ERK, debido a la capacidad de MNK2a de mantenerse unida a ERK incluso 
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después de que éste haya sido activado por fosforilación. De esta forma se impide la 

desfosforilación e inactivación de ERK. (Parra et al. 2005). MNK1b posee una alta actividad 

basal mucho más alta que MNK1a e independiente de la activación por las quinasas ERK1/2 

y p38 (O'Loghlen et al. 2004). No obstante, se ha demostrado que aunque no se active por 

la vía de ERK, puede responder ligeramente a la activación de vías de señalización de 

MAPK como c-Jun o p38 (Goto et al. 2009). La falta de los 77 aminoácidos en el extremo C-

terminal de MNK1b no justifica su alta actividad eIF4E quinasa, por lo que esta podría 

deberse a la secuencia específica de 12 aminoácidos de su extremo C-terminal (MNK1bSR) 

(O'Loghlen et al. 2007). Sin embargo otros autores discrepan y consideran que esta región 

específica no es la responsable de la mayor actividad de MNK1b (Goto et al. 2009). MNK2b 

tiene una actividad basal muy baja y se desconoce qué condiciones promueven su actividad 

(Scheper et al. 2003). 

2.2. Sustratos de las MNKs 

 

a) Factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) 

El factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) fue el primer sustrato identificado de las 

MNKs tanto in vitro como in vivo (Waskiewicz et al. 1997; Waskiewicz et al. 1999). Estudios 

en ratones knockout para MNK1 y MNK2 han demostrado que las MNKs son las únicas 

quinasas de eIF4E (Ueda et al. 2004). En las células eucarióticas todos los mRNAs poseen 

en su extremo 5’ una estructura llamada cap (m7GpppN, donde N es cualquier nucleótido) a 

la que se une directamente el eIF4E, reclutando así la subunidad ribosómica 40 S y 

facilitando la síntesis de proteínas (Yang, Zhong, et al. 2020). El factor de iniciación 

eucariótico 4F (eIF4F) está formado por tres subunidades: eIF4A, una RNA helicasa 

dependiente de ATP, eIF4E, y eIF4G, que sirve de proteína de anclaje para las MNKs, las 

cuales se unen fosforilando así de forma eficiente al eIF4E  (Pyronnet et al. 1999).  

El eIF4E es fosforilado en la serina 209  tras el tratamiento de las células con mitógenos, 

hormonas y factores de crecimiento (Joshi et al. 1995; Makkinje et al. 1995; Flynn et al. 

1995), aunque el significado fisiológico de esta fosforilación sigue siendo indeterminado. 

Inicialmente se pensó que la fosforilación del eIF4E aumentaba su afinidad hacia el cap de 

los mRNAs (Minich et al. 1994). Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la 

fosforilación del eIF4E reduce su afinidad por el cap del mRNA, lo que podría deberse a una 

repulsión entre el fosfato de la serina 209 del eIF4E y los grupos fosfato del mRNA. De esta 

forma eIF4E quedaría libre y disponible para continuar con el proceso de traducción de otros 

mRNAs (Scheper and Proud 2002; Scheper, van Kollenburg, et al. 2002; Zuberek et al. 

2003).  
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La deleción de MNK1 y MNK2 en ratones muestra que tanto la expresión de ambas 

proteínas como la fosforilación del eIF4E son prescindibles para la supervivencia y que, 

además, estos ratones no muestran defectos en su reproducción o desarrollo (Ueda et al. 

2004). Asimismo, ratones con una mutación en eIF4E que impide su fosforilación, tampoco 

muestran defectos en la viabilidad o desarrollo (Furic et al. 2010). Estos resultados sugieren 

que aunque la fosforilación del eIF4E no sea crítica para la traducción general del mRNA, 

podría ser especialmente importante para la traducción de mRNAs con estructuras 

secundarias complejas en las regiones 5’ no traducidas (5’UTR) (Koromilas et al. 1992). 

La regulación del eIF4E es muy importante ya que la concentración presente en la célula 

es limitada (0.01-0.2 moléculas por ribosoma), en comparación con la de otros factores de 

iniciación (0.3-0.5 moléculas por ribosoma) (Duncan et al. 1987). La disponibilidad del eIF4E 

está regulada a través de interacciones reversibles con las proteínas de unión a 4E (4E-BPs, 

siendo 4E-BP1 la más estudiada), las cuales impiden la unión del eIF4E al eIF4G, evitando 

la formación del complejo eIF4F, y, por tanto, inhibiendo la síntesis de proteínas. Las 4E-

BPs compiten con eIF4G en su unión a eIF4E. Esta competición depende del estado de 

fosforilación de las 4E-BPs, que en su estado hipofosforilado se asocian fuertemente a 

eIF4E, mientras que su hiperfosforilación disminuye drásticamente la unión a dicho factor 

(Gingras et al. 2001). La fosforilación de las 4E-BPs se lleva a cabo por el complejo 1 de la 

proteína quinasa diana de rapamicina en mamíferos (mTORC1), la cual es activada por las 

vías de señalización de Ras/Raf/MEK/ERK y PI3K/AKT (Martineau et al. 2013; Proud 2015).  

b) Factor de iniciación eucariótico 4G (eIF4G) 

El factor de iniciación eucariótico 4G (eIF4G) es una proteína de anclaje que forma parte 

del complejo eIF4F uniéndose a diferentes componentes implicados en la traducción, 

incluidos las MNKs y eIF4E. Las MNKs se unen a la región C-terminal de eIF4G, eIF4E, 

eIF4A y eIF3 a su región central, y la proteína de unión a poli (A) (PABP) se une a su región 

N-terminal. Estas interacciones hacen que eIF4G esté implicado en diferentes procesos de 

la traducción ya que permite el reclutamiento de la subunidad ribosómica 40S al mRNA 

mediante su interacción con eIF3; facilita la circularización del mRNA mediante su unión a 

PABP, la cual se une al extremo 3’ del mRNA favoreciendo así su traducción; ayuda en la 

apertura de las estructuras secundarias de las regiones 5’ UTR mediante su unión con 

eIF4A; y favorece la fosforilación de eIF4E mediante la unión con las MNKs (Buxade et al. 

2008; Cargnello et al. 2011).  

MNK1 no puede interactuar con eIF4E en ausencia de eIF4G, por lo que la interacción 

MNK-eIF4G es esencial para la fosforilación del eIF4E (Pyronnet et al. 1999; Shveygert et al. 

2010). Además, MNK1 regula su propia interacción con eIF4G a través de la señalización de 
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ERK o p38 (Shveygert et al. 2010), pero también la quinasa PKCα fosforila a eIF4G en la 

serina 1186 facilitando su unión a MNK1, lo que podría desempeñar un papel importante en 

la regulación de la actividad de MNK1 mediante el control de forma indirecta de la 

fosforilación del eIF4E (Dobrikov et al. 2011). Aunque hay estudios que sugieren que eIF4G 

es fosforilado por MNK1 in vitro (Pyronnet et al. 1999), no parece ser relevante in vivo ya 

que al inhibir la quinasa, no se ve afectada la unión a eIF4G de otros factores como eIF3 o 

eIF4A (Raught et al. 2000). 

c) Ribonucleoproteína heterogénea nuclear 1 (hnRNP A1) 

La hnRNP A1 es una proteína nuclear muy abundante que tiene un papel importante en 

el metabolismo del mRNA. Aunque es principalmente nuclear, se desplaza entre el núcleo y 

el citoplasma mediante el motivo M9 que media el transporte bidireccional de la proteína 

(Izaurralde et al. 1997). La hnRNPA1 es una proteína de unión a regiones 3’ UTR ricas en 

residuos de A y U (AREs) y está implicada en el control de la estabilidad del mRNA 

(Hamilton et al. 1997). Se ha observado una disminución en la liberación de TNF-α, IL-1β e 

IL-6 en queratinocitos humanos tras la inhibición de MNK con CGP57380, en respuesta a 

agonistas de la quinasa p38 (Kjellerup et al. 2008). Otros estudios han observado que la 

inhibición de MNK induce una disminución en la producción de TNF-α por los macrófagos 

tras el tratamiento con agonistas de la familia de los TLRs (Toll like receptor) (Rowlett et al. 

2008). En respuesta a la activación de los linfocitos T, las MNKs fosforilan la serina 192 y la 

serina 310/311/312 de la proteína hnRNP A1, la cual pierde la capacidad de unión al mRNA 

del TNF-α, promoviendo la traducción de éste (Buxade et al. 2005). Esto sugiere que las 

MNKs juegan un papel importante en la regulación de la traducción de mRNAs específicos. 

Por otro lado, en respuesta a estrés osmótico a través de la ruta de p38, las MNKs fosforilan 

a hnRNP A1, lo que conlleva a su acumulación en gránulos de estrés, lo que indica que las 

MNKs tienen un papel importante en la fisiología celular a través de la regulación de la 

traducción de mRNAs específicos en situaciones de estrés (Guil et al. 2006). También se ha 

sugerido que las MNKs podrían estar implicadas en la senescencia celular mediante la 

regulación de la distribución celular de hnRNP A1 (Shimada et al. 2009).  

d) Factor de splicing asociado a la proteína de unión al tramo de 

polipirimidina (PSF) 

El factor de splicing asociado a la proteína de unión al tramo de polipirimidina (PSF) es 

una proteína nuclear implicada en la transcripción y en el procesamiento del RNA. Al igual 

que hnRNP A1, es una proteína de unión a AREs y junto con p54nrb, una proteína de unión a 

DNA/RNA, PSF forma un factor de transcripción-procesamiento implicado en diferentes 

procesos biológicos como la transcripción, el procesamiento del mRNA o la relajación del 
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DNA. PSF se identificó como sustrato de las MNKs al examinar la capacidad de éstas para 

fosforilar proteínas que se unieran al cap 5’. Las MNKs fosforilan a PSF en la serina 8 y la 

serina 283 favoreciendo su unión al mRNA de TNF-α, aunque esta fosforilación no afecta ni 

a la estabilidad, ni a la localización nuclear/citoplasmática de PSF o del mRNA de TNF-α 

(Buxadé et al. 2008). Por tanto, MNK parece estar implicada en la producción de TNF-α 

controlando la abundancia de su mRNA, aunque la implicación de PSF y/o hnRNP A1 no se 

ha determinado (Pashenkov et al. 2017).  

e) Fosfolipasa A2 citoplasmática (cPLA2) 

La cPLA2 es una enzima que cataliza la liberación del ácido araquidónico de los 

fosfolípidos de membrana, por lo que tiene un papel importante en la producción de 

eicosanoides, los cuales están implicados en inmunidad e inflamación. MNK1 fosforila a 

cPLA2 en la serina 727 a través de la vía de señalización de p38 MAPK. Esta fosforilación 

favorece la actividad enzimática de cPLA2, lo que indica que MNK está implicada en la vía 

de señalización de los eicosanoides (Hefner et al. 2000). Además, la cPLA2 también es 

fosforilada in vitro por otras quinasas activadas por p38 como MSK1 y MSK5 (Cargnello et 

al. 2011).   

f) Sprouty 2 (Spry2) 

Sprouty 2 (Spry) es una proteína asociada a membrana que suprime la activación y/o 

señalización de ERK (Bundschu et al. 2006). MNK1 fosforila a Spry2 en la serina 112 y la 

serina 121, y el cambio de estas serinas por alaninas hace que aumente la degradación de 

Spry2 mediada por proteasoma (DaSilva et al. 2006). La inhibición de MNK con CGP57380 

también produce una degradación de Spry2 mediada por proteasoma (Buxade et al. 2008), 

lo que sugiere que la fosforilación de Spry2 mediada por MNK1 proporciona un mecanismo 

para prolongar la vida media de Spry2 y, por tanto, su capacidad de inhibir la señalización 

de ERK.  

2.3. MNKs, eIF4E y cáncer 

Para conocer cómo las MNKs están implicadas en tumorigénesis, muchas 

investigaciones se han enfocado en estudiar su sustrato mejor conocido, el eIF4E y su 

función en la expresión génica (Pinto-Díez et al. 2020; Yang, Zhong, et al. 2020). Fue en 

1990 cuando el grupo de Lazaris-Karatzas y colaboradores (Lazaris-Karatzas et al. 1990) 

determinó por primera vez la relación del eIF4E con el control del crecimiento celular y la 

transformación neoplásica, ya que la sobreexpresión de eIF4E en las células NIH-3T3 daba 

lugar al crecimiento de colonias en agar, y a la formación de tumores cuando se inoculaban 
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en ratones. Además, hay diferentes estudios en los que se ha visto que la inhibición de 

eIF4E impide la proliferación y la alteración de la morfología celular, así como la formación 

de tumores, invasión y metástasis en diferentes modelos experimentales (De Benedetti et al. 

1991; Graff et al. 1995; DeFatta et al. 2000). Asimismo, varios estudios han demostrado que 

el eIF4E se encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de cáncer como tumores de 

colon, mama, vejiga, pulmón, próstata, tracto intestinal, cuello y cabeza, etc., lo que se 

correlaciona con la progresión y el pronóstico de la enfermedad (De Benedetti et al. 2004; 

Culjkovic et al. 2009; Kleiner et al. 2009; Proud 2015). 

El eIF4E puede tener diferentes efectos en la expresión génica. Por una parte, aumenta 

la eficiencia de la traducción de algunos mRNAs que ya están en el citoplasma, debido a la 

presencia de estructuras secundarias complejas en la región 5’UTR que las hace 

particularmente dependientes de la actividad del eIF4E (Koromilas et al. 1992). Algunas de 

estas proteínas facilitan la angiogénesis como el factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF); otras están implicadas en 

proliferación celular como la ciclina D1, ciclina D3, c-Myc, ornitina descarboxilasa (ODC) y 

Hdm2; en supervivencia como Bcl-2; o en invasión como metaloproteinasas (MMPs) o Snail 

(Rousseau et al. 1996; Culjkovic et al. 2007; Furic et al. 2010; Robichaud et al. 2015; 

Robichaud et al. 2018). 

Por otra parte, eIF4E participa en la exportación de algunos mRNAs del núcleo al 

citoplasma. El eIF4E interacciona con la proteína transportadora del eIF4E (4ET) (Dostie et 

al. 2000) para entrar al núcleo, donde su capacidad para exportar mRNAs depende tanto de 

su fosforilación, como de la presencia de los 4E-SE (elementos sensibles al eIF4E) en la 

región 3’UTR de dichos mRNAs (Culjkovic et al. 2005). Los mRNAs que contienen los 

elementos 4E-SE son exportados al citoplasma a través de la proteína CRM1, a diferencia 

de la mayoría de los mRNAs, que se exportan a través de la proteína NFX1 (nuclear RNA 

export factor 1) (Culjkovic et al. 2006). Algunos de los mRNAs que son exportados del 

núcleo al citoplasma mediante el eIF4E son de proteínas implicadas en la proliferación 

celular como ciclina D1, Hdm2 u ornitina descarboxilasa (Rousseau et al. 1996; Phillips et al. 

2008). 

La fosforilación del eIF4E en la serina 209 por las MNKs es un requisito indispensable 

para su acción oncogénica. De hecho, se han observado niveles elevados de eIF4E 

fosforilado en diferentes tipos de cáncer como carcinoma nasofaríngeo, astrocitoma o 

melanoma, lo que correlaciona con un peor pronóstico en la enfermedad (Yang, Zhong, et 

al. 2020). Es más, hay estudios que demuestran que la fosforilación del eIF4E tiene un papel 

importante en la transformación celular y en el control del transporte del mRNA de la ciclina 
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D1, ya que la inhibición de la fosforilación del eIF4E con CGP57380 disminuía los niveles 

citoplasmáticos tanto del mRNA como de los niveles de proteína de la ciclina D1 (Topisirovic 

et al. 2004).  

Asimismo, se ha observado una sobreexpresión de las MNKs en glioblastoma, cáncer de 

pulmón, de hígado, de ovario y de mama (Wheater et al. 2010; Grzmil et al. 2011; Guo et al. 

2017; Hou et al. 2017; Pinto-Díez et al. 2018; Wang, Wang, et al. 2018), además de una 

correlación significativa entre la alta expresión de MNK1 y un peor pronóstico en cáncer de 

hígado, riñón y próstata; y entre la alta expresión de MNK2 y un peor pronóstico en cáncer 

de próstata y glioma de grado bajo (Pinto-Díez et al. 2020). La sobreexpresión de MNK1 

está asociada con niveles elevados de c-Myc en leucemia mieloide aguda (AML), y la 

inhibición de MNK1 mediante CGP57380 disminuye de forma significativa la proliferación de 

las células hematopoyéticas (Worch et al. 2004). Otros estudios han demostrado que en 

varias líneas tumorales de mama, el aumento de la fosforilación y la actividad de las MNKs 

se correlacionan con la sobreexpresión de HER2, y que la inhibición de las MNKs con 

CGP57380 reduce la formación de colonias en agar (Chrestensen, Shuman, et al. 2007). 

Además, la pérdida de MNK1/2 reduce la tumorigénesis en un modelo de ratón con linfoma 

PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa) negativo (Ueda et al. 2010). Grzmil y 

colaboradores (Grzmil et al. 2011) observaron que la inhibición de MNK disminuye la 

traducción de mRNAs implicados en la vía del factor de crecimiento transformante beta 

(TGF-β) e induce una parada del ciclo celular en células de glioblastoma.  

Wendel y colaboradores (Wendel et al. 2007) demostraron que la expresión del mutante 

no fosforilable (eIF4ES209A) impedía la formación de tumores en un modelo de ratón de 

linfoma, mientras que el mutante de MNK1 constitutivamente activo disminuía la apoptosis 

mediante la regulación de la proteína antiapoptótica MCL-1, lo que aceleraba la aparición de 

tumores. Además, los fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs) doble knockout para 

MNK1/2 experimentan más fácilmente apoptosis tras la retirada de suero, que los MEFs WT 

(wild type) o los MEFs knockout para MNK1 o MNK2 por separado. La reintroducción de 

MNK1 en los MEFs doble knockout disminuyó la sensibilidad a la apoptosis  (Chrestensen, 

Eschenroeder, et al. 2007). Otro estudio ha observado que la inhibición de MNK con 

CGP57380 aumenta la apoptosis en células de NSCLC debido a una disminución en la 

proteína antiapoptótica MCL-1 (Wen et al. 2016), proteína cuya sobreexpresión se 

correlaciona con un peor pronóstico en pacientes de NSCLC (Wen et al. 2019). Estos 

resultados sugieren que las MNKs intervienen en rutas de señalización antiapoptóticas.  

También se ha observado la implicación de MNK-eIF4E en la activación de la vía Wnt/β-

catenina en leucemia mieloide crónica (CML). El aumento de eIF4E fosforilado produce un 
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aumento en la síntesis de β-catenina, facilitando su translocación al núcleo y, en 

consecuencia, su activación (Lim et al. 2013). El tratamiento con CGP57380 previno la 

implantación de células madre de leucemia mieloide crónica en modelos de ratón. 

La regulación de la actividad del eIF4E converge con dos vías de señalización: la vía de 

Ras/Raf/MAPK y la de PI3K/AKT/mTOR (Figura 4). La vía de Ras/Raf/MAPK está implicada 

en la supervivencia celular en cáncer. La ruta se activa por factores de crecimiento y 

mitógenos y Ras-GTP se une a Raf-1 que activa a MEK (MAP quinasa de ERK), también 

denominada MAPKK (MAP quinasa quinasa). Las diferentes variantes de MEK fosforilan a 

ERK1/2  y a p38 α/β, que a su vez fosforilan a MNK1/2. La vía de ERK suele estar activada 

en muchos cánceres, como consecuencia de mutaciones que conducen a la expresión de 

Ras constitutivamente activo (ocurre en el 30% de los cánceres humanos) (Asati et al. 2016) 

o por la pérdida de la neurofibromina 1 (NF1), la cual hidroliza el GTP y Ras pasa a su 

estado inactivo, Ras-GDP (Hou et al. 2012).  

La vía de PI3K/AKT/mTOR es muy importante en el metabolismo de las células 

cancerosas ya que regula el inicio de la traducción y la síntesis de proteínas. La 

desregulación en esta vía está asociada con tumorigénesis, se encuentra activada en el 

70% de los cánceres humanos y está relacionada con la resistencia a terapias antitumorales 

(Lineham et al. 2017; Batool et al. 2019). La proteína fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) es 

activada por factores de crecimiento, mitógenos y citoquinas, iniciando así la cascada. La 

quinasa dependiente de 3’ fosfoinositol 1 (PDK1)  activa a AKT, que en consecuencia se 

fosforila. AKT fosforilado, inactiva al complejo supresor de tumores 1 y 2 (TSC1 y TSC2), lo 

que resulta en la activación de mTORC1 mediante Rheb-GTP. La activación de PDK1 y AKT 

por PI3K está regulada negativamente por PTEN (Chappell et al. 2011), el cual es un gen 

supresor de tumores que suele estar mutado o silenciado en cánceres humanos (Chen et al. 

2018). Su pérdida produce la activación de AKT y del resto de la cascada de señalización. 

mTORC1 regula la formación del complejo eIF4F a través de la fosforilación e inactivación 

de las 4E-BPs, que se disocian del eIF4E. Esto permite la interacción del eIF4E con el 

eIF4G y, en consecuencia, el ensamblaje del complejo de iniciación de la traducción eIF4F. 

mTORC1 también activa a la proteína quinasa S6K, la cual fosforila a la proteína ribosomal 

S6 y otros sustratos como eIF4B (Shahbazian et al. 2006). La señalización de mTORC1 es 

inhibida por la rapamicina y sus análogos (rapálogos). Dada la importancia de la ruta 

PI3K/AKT/mTOR en la regulación de la traducción de proteínas pro-oncogénicas, y la 

activación de esta vía en numerosos tipos de cáncer, las quinasas de esta ruta se han 

utilizado como dianas terapéuticas, y se han identificado numerosos inhibidores de las 

mismas (Noorolyai et al. 2019).  
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Figura 4. Mecanismo de acción de MNK. La activación de las MNKs se produce a través de la 

activación previa de las rutas Ras/Raf/ERK y de las p38 MAP quinasas. Además, la activación de la 

vía PI3K/AKT/mTOR en respuesta a factores de crecimiento, entre otros, estimulan la unión de MNK 

a mTORC1, facilitando la unión a su sustrato. Figura creada con Biorender. 

Sin embargo, se ha observado que el tratamiento prolongado con inhibidores de mTOR 

produce un aumento en la fosforilación de eIF4E por las MNKs, a través de PI3K, lo que 

promueve la supervivencia de las células cancerígenas y limita los efectos antitumorales de 

los tratamientos (Wang et al. 2007). De hecho, la combinación de inhibidores de mTORC1 y 

MNK1/2 es mucho más potente que el uso de cada uno por separado en la inhibición del 

crecimiento celular en cáncer de próstata y glioblastoma (Bianchini et al. 2008; Grzmil et al. 

2011). En células de NSCLC, la inhibición de MNK con CGP57380 disminuye la fosforilación 

del eIF4E inducida por everolimus, inhibidor de mTORC1. Esta combinación de inhibidores 

produce un incremento de la respuesta antitumoral a través de la inducción de apoptosis y 

de la inhibición de la proliferación celular (Wen et al. 2016). Este doble tratamiento también 

disminuyó la fosforilación de los sustratos de mTORC1 insensibles a rapamicina, ULK1 

(quinasa 1 activadora de la autofagia tipo Unc-51) y 4E-BP1, en MEFs WT, pero no en 

MEFs doble knockout para MNK1/2, lo que indica que la inhibición de mTORC1 se produce 

por efecto de la inhibición de MNK (Brown et al. 2017a). Todos estos datos demuestran que 

las MNKs contribuyen a la resistencia a la rapamicina en las células tumorales. 
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MNK actúa como punto de convergencia entre las rutas de PI3K/AKT/mTOR y de MAP 

quinasas. Recientemente se ha observado que las MNKs estimulan la señalización de 

mTORC1 (Figura 4), ya que desplazan a DEPTOR de mTORC1 facilitando la unión de 

TELO2 al complejo, lo que mejora la unión de mTORC1 a su sustrato (Brown et al. 2017a, 

2017b). A su vez, mTORC1 fosforila a MNK2a en la serina 74, inhibiendo su actividad e 

impidiendo su unión a eIF4G. Esto proporciona un mecanismo de retroalimentación que 

puede inhibir la señalización de MNK. Sin embargo, la mutación de la serina 74 a alanina en 

MNK2 mejora la fosforilación del eIF4E y aumenta la actividad de mTORC1, lo que está 

asociado con un aumento de las capacidades transformadoras e invasivas de las células de 

cáncer de próstata. Estos datos indican que la fosforilación de MNK2 en la serina 74 está 

inversamente relacionada con la progresión tumoral en cáncer de próstata (Xie et al. 2020), 

y además explicaría el incremento de la actividad de MNK2a y la fosforilación del eIF4E tras 

el tratamiento con rapamicina en células de cáncer de próstata (Stead et al. 2013). 

2.4. MNKs en otras patologías 

La traducción cap-independiente está mediada por los sitios internos de entrada al 

ribosoma (IRES), localizados en la región 5’UTR de los mRNAs (Jang et al. 1988; Pelletier et 

al. 1988). Los IRES facilitan la traducción de los mRNAs cuando la traducción cap-

dependiente no se puede llevar a cabo, lo que ocurre en situaciones como infecciones 

virales (Hanson et al. 2012), entre otras. Además, la traducción de oncogenes mediada por 

IRES está regulada por las rutas de ERK y p38 MAPK (Shi et al. 2005), lo que sugiere que 

las MNKs tienen un papel importante en la traducción cap-independiente. Es más, se ha 

observado que la inhibición de mTOR con rapamicina hace que el crecimiento de las células 

tumorales dependa de la traducción cap-independiente mediada por IRES y que, además, 

produzca una activación de MNK en células de mieloma múltiple (MM). Por el contrario, la 

inhibición de MNK impide la traducción de c-Myc dependiente de IRES (Shi et al. 2013). 

Otros estudios han descrito también el papel de las MNKs en la regulación de la traducción 

viral mediada por IRES (Goetz et al. 2010; Brown et al. 2014). También se ha demostrado la 

implicación de MNK en la infección por el virus Chikungunya, en la cual se produce una 

inhibición de mTORC1, que induce la hiperfosforilación de eIF4E y, en consecuencia, una 

síntesis de proteínas virales elevada vía cap-dependiente (Joubert et al. 2015). 

Recientemente, se ha demostrado que el SARS-CoV-2 aprovecha la vía de 

ERK/MNK1/eIF4E para su replicación en las células y que, además,  la inhibición de la 

interacción del eIF4E con el mRNA viral podría ser una estrategia para impedir su 

replicación (Kumar et al. 2021). MNK1 y MNK2 también regulan la señalización del interferón 

tipo I y II (Joshi et al. 2009; Joshi et al. 2011). Asimismo, están implicadas en las 

enfermedades relacionadas con las citoquinas como por ejemplo enfermedades 
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autoinmunes (Bao et al. 2017), inflamatorias (Seidel et al. 2016) o neurodegenerativas 

(Shiers et al. 2020), al igual que en la sensación del dolor (Moy et al. 2017).  

Las MNKs no solo están implicadas en el desarrollo del cáncer o de otras enfermedades, 

sino también en la resistencia a tratamientos antitumorales usados en cáncer de páncreas 

(Adesso et al. 2013), glioblastoma (Grzmil et al. 2016) o cáncer de mama (Geter et al. 2017), 

así como la resistencia a fármacos usados en infecciones virales (Kumar et al. 2018).  

2.5. Inhibidores de MNK 

La desregulación de la síntesis de proteínas es un marcador distintivo en el cáncer (Diab 

et al. 2014). Las MNKs han demostrado ser unas dianas potencialmente atractivas en la 

búsqueda de tratamientos frente al cáncer. Se han identificado numerosos inhibidores de 

MNK (Tabla I), aunque muchos no son específicos e inhiben otras quinasas (Xu et al. 2022).  

Los primeros inhibidores identificados y más usados de MNK son CGP57380 (Tschopp 

et al. 2000) y cercosporamida (Konicek et al. 2011). CGP57380 es un potente inhibidor con 

valores en el rango micromolar, aunque también inhibe a la caseína quinasa 1 (CK1) o la 

MAP quinasa quinasa 1 (MKK1) de una forma similar a las MNKs. Inhibe la proliferación 

celular induciendo una parada del ciclo celular en la fase G1 (Bain et al. 2007; Xu et al. 

2022). La cercosporamida, un antifúngico natural, es un potente inhibidor de las MNKs con 

valores en el rango nanomolar, capaz de inducir apoptosis e impedir la migración y la 

angiogénesis en células de carcinoma hepatocelular (Liu et al. 2016), aunque es más 

potente frente a otras quinasas que frente a las MNKs (Beggs et al. 2015).  

Más recientemente, se ha identificado el compuesto MNK-I1, un derivado de piridina, 

como un potente inhibidor de las MNKs, que bloquea la fosforilación del eIF4E e impide la 

migración de las células tumorales sin producir efectos en las vías de señalización 

estudiadas, con valores en el rango micromolar bajo, y una especificidad mayor que el 

CGP57380 y la cercosporamida (Beggs et al. 2015). Otros derivados de piridina han sido 

sintetizados también como potentes inhibidores de MNK en cáncer de mama, de colon, de 

próstata, etc. (Teo et al. 2015; Yu et al. 2015); derivados del ácido retinoico, que inducen la 

degradación de MNK en cáncer de mama y de próstata (Ramalingam et al. 2019), derivados 

de benzofurano (Wang, Li, et al. 2018)  o  compuestos que se unen a la forma inactiva de 

las MNKs (Kannan et al. 2017), entre otros (Tabla I). Referente a estos últimos, cabe 

destacar el reciente hallazgo del compuesto EB1, capaz de unirse al motivo DFD, 

característica única de las MNKs. Así, se une a la forma inactiva de MNK1 e inhibe la 

proliferación en células tumorales de mama, pero no en normales (Bou-Petit et al. 2022). 
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Tabla I. Inhibidores de MNK. Modificada de (Pinto-Díez et al. 2020) 

COMPUESTO APLICACIÓN DESCRIPCIÓN 

BAY1143269 NSCLC, leucemia Inhibidor de MNK en ensayos 

clínicos 

CGP57380 NSCLC, leucemia, linfoma, 

mieloma, glioma, PCNSL, 

meduloblastoma, carcinoma 

nasofaríngeo, PDAC, cáncer de 

mama y de ovario 

Inhibidor de MNK 

Cercosporamida NSCLC, cáncer de colon, hígado, 

mama, leucemia, linfoma 

Inhibidor de MNK 

Merestinib NSCLC, leucemia, glioma Inhibidor multi-quinasa en 

ensayos clínicos 

Derivados de benzofurano Cáncer de colon, leucemia Degradador de MNK 

Derivados del ácido retinoico  Cáncer de próstata y mama Degradador de MNK 

Galeterona y análogos Cáncer de próstata y páncreas Degradador de MNK en 

ensayos clínicos 

Derivados de piridinas Cáncer de cérvix, mama, colon, 

ovario, páncreas, próstata, 

meduloblastoma, leucemia, 

mieloma y carcinoma nasofaríngeo 

Inhibidor MNK 

SEL201 Cáncer de mama, leucemia, 

melanoma 

Inhibidor MNK 

NUCC-54139 Leucemia Inhibidor MNK 

Niclosamidas Leucemia Afecta la ruta 

ERK/MNK/eIF4E 

eFT508 Linfoma Inhibidor MNK en ensayos 

clínicos 

QL-X-138 Leucemia, linfoma Inhibidor BTK/MNK 

FL3 (flavaglina sintética) Linfoma  

Derivados de ciclopropano 

carboxamida 

Leucemia Inhibidor MNK 

Cabozantinib MPNSTs Inhibidor multi-quinasa 

apMNK2F, apMNK3R 

(aptámeros) 

Cáncer de mama Inhibidor de MNK 

EB1 Cáncer de mama Inhibidor de MNK 

NSCLC – Cáncer de pulmón de célula no pequeña; PCNSL – Linfoma primario del sistema nervioso central; 

PDAC – Adenocarcinoma pancreático ductal; MPNSTs – Tumores malignos de la vaina de los nervios 

periféricos. 
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Hasta la fecha, no hay fármacos aprobados por la Administración de Alimentos y 

Medicamentos (FDA) que actúen de forma específica sobre las MNKs, pero existen algunos 

compuestos que están siendo evaluados en estudios clínicos. Recientemente se ha 

identificado un inhibidor de MNK1 con efecto anti-tumoral, BAY1143269 de Bayer, que 

disminuye la fosforilación del eIF4E, produce una parada del ciclo celular en fase G0/G1, 

disminuye la expresión de las ciclinas B1, A2, D3 y H, así como de proteínas implicadas en 

invasión, e induce apoptosis en células de NSCLC y de leucemia mieloide agua. Además, 

disminuye la resistencia al tratamiento con docetaxel en modelos experimentales de ratón 

de NSCLC (Santag et al. 2017) y ha sido evaluado en fase I de ensayos clínicos en 

pacientes con tumores sólidos avanzados (NCT02439346; ClinicalTrials.gov). Por otra parte, 

eFT508 (tomivosertib), es un nuevo y potente inhibidor oral de MNK1 y MNK2 capaz de 

reducir la fosforilación del eIF4E y la producción de citoquinas proinflamatorias en diferentes 

líneas celulares tumorales. Además, es un potente inhibidor de la actividad tumoral en 

modelos de linfoma difuso de células B grandes. Actualmente se encuentra en fase II en 

ensayos clínicos para el tratamiento de tumores sólidos y linfomas en combinación con los 

inhibidores de PD-1/PD-L1 (Reich et al. 2018). ETC-206, un compuesto generado por el 

Centro Experimental de Terapias de Singapur, inhibe la actividad de MNK1 y MNK2 y en 

combinación con el inhibidor tirosina quinasa dasatinib, inhibe el crecimiento tumoral en 

modelos de leucemia mieloide crónica. Aunque completó la fase I de ensayos clínicos para 

el tratamiento de tumores hematológicos en combinación con dasatinib, fue cancelado 

posteriormente por falta de pacientes (Jin et al. 2021; Xu et al. 2022). El inhibidor multi-

quinasa merestinib actúa frente a las MNKs, entre otras quinasas, impidiendo el crecimiento 

tumoral y la metástasis en modelos de NSCLC. Este inhibidor se encuentra actualmente en 

fase II en ensayos clínicos para NSCLC, AML, cáncer de vías biliares y de colon. Por otro 

lado, la galeterona promueve la degradación de MNK y está siendo evaluada en fase II de 

ensayos clínicos en pacientes con cáncer de páncreas y de próstata (Pinto-Díez et al. 2020). 

3. APTÁMEROS COMO HERRAMIENTAS TERAPEUTICAS  

Los aptámeros son oligonucleótidos de RNA o DNA de cadena sencilla (ssDNA) capaces 

de reconocer a una molécula diana con alta especificidad y afinidad, gracias a su capacidad 

para formar estructuras terciarias bajo determinadas condiciones de temperatura, salinidad y 

pH. Fueron descubiertos en 1990 por dos grupos de investigación independientes (Ellington 

et al. 1990; Tuerk et al. 1990) que, juntos, introdujeron un nuevo método para la generación 

de aptámeros de alta afinidad que sigue siendo de uso común en la actualidad.  

Este proceso, mediante el cual los aptámeros son seleccionados, se denomina SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) y consiste en la realización de 
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varias rondas de selección. Tanto para seleccionar aptámeros de DNA como de RNA, el 

proceso comienza con una población inicial de aproximadamente 1014-1015 oligonucleótidos 

de DNA cadena sencilla obtenidos por síntesis química y formados por una secuencia 

central y variable de 20-80 nucleótidos, flanqueada por dos regiones de secuencia conocida, 

de 18-20 nucleótidos, a las que se unirán los cebadores durante la PCR (Zhuo et al. 2017). 

Los aptámeros que forman esta población inicial adoptarán distintas estructuras terciarias 

según su secuencia, lo que les permitirá interaccionar con la molécula diana. Esta librería 

inicial es incubada con la diana bajo unas condiciones determinadas. Las moléculas no 

unidas son eliminadas, mientras que las unidas son amplificadas mediante PCR, 

enriqueciendo la población obtenida y finalizando así una ronda de selección (Figura 5). En 

el caso de los aptámeros de RNA, la población inicial de DNA se transcribe previamente a 

RNA, se expone a la diana, y los aptámeros unidos son amplificados mediante RT-PCR 

(Darmostuk et al. 2015).  

 

Figura 5. Esquema del método SELEX. Proceso de selección de aptámeros in vitro que parte de 

una población inicial de oligonucleótidos de ssDNA o RNA con secuencias aleatorias. El proceso 

SELEX se caracteriza por la repetición de las etapas sucesivas de incubación, amplificación y pasos 

intermedios que conforman la ronda. Los aptámeros seleccionados en una ronda sirven de población 

en la siguiente, con una media general de 6-20 rondas de selección. La ronda final terminará tras la 

amplificación. Figura creada con Biorender. 

 

El producto de PCR obtenido al final de cada ronda de selección es de doble cadena, 

por lo que hay que separar las cadenas complementarias para obtener aptámeros de 

cadena sencilla que sean enfrentados de nuevo a la diana en el siguiente ciclo de selección. 
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Para ello, se llevan a cabo diferentes técnicas como desnaturalización a 90ºC y posterior 

renaturalización a 4ºC para que el aptámero se estructure, electroforesis y posterior elución 

de la banda correspondiente, digestión enzimática con exonucleasa, PCR asimétrica o 

marcaje de una de las cadenas con biotina para separarlas con esferas magnéticas 

conjugadas con estreptavidina (Svobodová et al. 2012).  

Para mejorar la especificidad de la técnica, se llevan a cabo procesos de contraselección 

o selección negativa, donde las secuencias seleccionadas se incuban con una molécula 

diana inespecífica, o con el soporte con el que se realiza la selección (por ejemplo, una 

resina). Los aptámeros que se unan serán descartados, eliminando así los aptámeros no 

específicos (Ellington et al. 1992). Esta técnica puede incrementar la especificidad de los 

aptámeros hasta 10 veces, por lo que es muy conveniente cuando se quieren obtener 

aptámeros que sean capaces de distinguir dianas muy similares como por ejemplo, células 

de un tipo de cáncer específico o mutaciones puntuales de una proteína (Ospina 2020).  

Las diferentes variables que se manejan en el entorno de una selección dependen de la 

naturaleza de la diana (punto isoeléctrico, tamaño, etc.) y del uso final del producto 

(diagnóstico o terapia). Para optimizar una selección se debe hacer un estudio previo de 

estas características ya que, dependiendo de ellas se elegirá el tampón, la temperatura, el 

tiempo de incubación, el soporte con el que se realiza la selección y el ratio aptámero-

proteína (Zhou et al. 2017). Además, se pueden utilizar condiciones de selección más 

restrictivas con la finalidad de aumentar la afinidad de los aptámeros obtenidos, mediante, 

por ejemplo, la disminución de la cantidad de aptámero empleada en cada ronda (Moreno et 

al. 2003) o la reducción en el tiempo de incubación (de Arriba et al. 2022). 

Desde su descubrimiento en 1990, se han desarrollado diferentes modificaciones sobre 

el método SELEX tradicional mediante el uso de técnicas como electroforesis capilar, 

citometría de flujo, resonancia de plasmón de superficie, selección en células (cell-SELEX) o 

en animales (in vivo SELEX), oro coloidal, etc. (Moreno et al. 2003; Mendonsa et al. 2004; 

Raddatz et al. 2008; Mi et al. 2010; Polonschii et al. 2010; Zhuo et al. 2017; de Arriba et al. 

2022), con la finalidad de mejorar el rendimiento de la selección. Junto con los parámetros 

anteriores bien establecidos, se conseguirá que el proceso SELEX sea más eficaz y el 

número de rondas de selección se optimice.  

Para comprobar si está habiendo enriquecimiento de la población se realizan pruebas 

cada cierto número de rondas como ensayos enzimáticos en placa con aptámeros (ELONA), 

western blot, slot blot u otras (Frezza et al. 2020; Carrión-Marchante et al. 2021). Una vez se 

comprueba que es así, el proceso SELEX se da por finalizado y se identifican aptámeros 
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individuales mediante clonaje y secuenciación Sanger o NGS (Next-gene sequencing) para 

caracterizarlos (Ruiz Ciancio et al. 2018).  

3.1. Estructura de los aptámeros 

Los aptámeros son capaces de formar estructuras secundarias complejas como tallos, 

bucles, horquillas, pseudonudos, G-quadruplex, etc., que a su vez forman estructuras 

tridimensionales que determinan su unión a la diana. Estas estructuras se producen como 

resultado de fuerzas electrostáticas e hidrofóbicas, puentes de hidrógeno, fuerzas de van 

der Waals, complementariedad de bases y son esenciales para la afinidad y la especificidad 

de unión del aptámero (Keefe et al. 2010). Existen programas informáticos que permiten 

predecir las posibles estructuras secundarias de los aptámeros en función de su secuencia, 

y además detectar la posibilidad de que formen estructuras G-quadruplex, como mFold y 

QGRS Mapper, entre otros (Chen et al. 2021).   

3.2. Ventajas y limitaciones de los aptámeros 

Los aptámeros son comparados con frecuencia con los anticuerpos, ya que, al igual que 

los anticuerpos monoclonales, los aptámeros reconocen su diana de forma específica y con 

gran afinidad, aunque con notables diferencias (Ospina 2020). Las características de los 

aptámeros les confieren diversas ventajas con respecto a los anticuerpos como se resume 

en la Tabla II. Los aptámeros presentan características útiles en clínica, ya que son muy 

estables a cambios de temperatura, pH y a las condiciones iónicas de su entorno (Mayer 

2009). Además, muestran una baja inmunogenicidad y toxicidad, lo que amplía 

enormemente sus potenciales usos, y son fácilmente sintetizados y modificados en grandes 

cantidades sin variaciones de lote a lote (Pereira et al. 2018), con un bajo coste (Zhang et al. 

2019). Su pequeño tamaño y estructura flexible les permite unirse a moléculas más 

pequeñas, a dominios que resultarían inaccesibles para los anticuerpos, ya que estos son 

más grandes y, además, penetrar con mayor facilidad en los tumores (Zhou et al. 2017). Se 

pueden seleccionar frente a numerosas dianas como iones, moléculas orgánicas e 

inorgánicas, ácidos nucleicos, proteínas, toxinas, péptidos, partículas virales, bacterias y 

parásitos entre otros (Ruiz Ciancio et al. 2018). Los aptámeros se pueden unir a fármacos, a 

RNAs no codificantes, proteínas y nanopartículas, lo que les convierte en prometedoras 

herramientas tanto para el diagnóstico como para el tratamiento en cáncer (Nimjee et al. 

2017; Pereira et al. 2018; Ruiz Ciancio et al. 2018; Shigdar et al. 2021). 

 



Introducción 

43 

 

Tabla II. Principales ventajas de los aptámeros respecto a los anticuerpos. 

APTÁMEROS ANTICUERPOS 

No requieren el uso de animales y se seleccionan 

frente a todo tipo de moléculas incluyendo 

proteínas no inmunogénicas y toxinas 

Requieren el uso de animales y solo pueden ser 

frente a proteínas inmunogénicas 

Se producen por síntesis química con muy baja o 

nula variación entre lotes 

Suelen sufrir variaciones entre lotes 

Pequeño tamaño (5-30 KDa) que permite una 

entrada más eficiente en la célula 

Mayor tamaño (150-180 KDa) que limita el 

acceso a compartimentos celulares 

Pueden renaturalizarse en minutos, transportarse 

a temperatura ambiente y almacenarse durante 

tiempos prolongados 

Su vida media es limitada, son sensibles a las 

variaciones de temperatura sin posibilidad de 

renaturalización  

Condiciones de selección modificables según 

necesidad 

Obtención solo bajo condiciones fisiológicas 

Pueden ser modificados para aumentar su 

estabilidad, conjugarse con marcadores, etc. 

Solo pueden marcarse, lo que puede provocar 

pérdida de afinidad 

No suelen ser inmunogénicos Suelen ser inmunogénicos 

 

Algunas limitaciones de los aptámeros son su sensibilidad a nucleasas, o que su tamaño 

pequeño les hace susceptibles a la filtración renal. Sin embargo, pueden realizarse 

modificaciones químicas que mejoren su rendimiento, como por ejemplo, acoplando 

polietilenglicol (PEG) o biotina en los extremos para incrementar su peso molecular e 

impedir su filtración (Haruta et al. 2017). También se pueden realizar modificaciones en el 

anillo de azúcar para evitar la degradación por nucleasas (Ni et al. 2017).  

3.3. Aptámeros en biomedicina 

Los usos de los aptámeros son tan variados como las dianas que pueden reconocer. 

Gracias a su alta afinidad, los aptámeros se han desarrollado como herramientas 

diagnósticas (Ruiz Ciancio et al. 2018). Por ejemplo, aptámeros específicos frente a EGFR 

pueden ser usados para detectar células tumorales y para una detección temprana de 

metástasis (Wan et al. 2010). Los aptámeros también pueden utilizarse como 

transportadores de fármacos, ya que son fácilmente modificables y pueden conjugarse con 

moléculas pequeñas, nanopartículas o RNAs de interferencia (siRNAs), dirigiendo así los 

distintos compuestos a un lugar concreto (Zhuo et al. 2017). Se han utilizado también en la 

marcación para imágenes biológicas (Tan et al. 2013) y en la inspección de alimentos (Dong 

et al. 2014). 
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Una de las aplicaciones más importantes de los aptámeros es su uso como agentes 

terapéuticos. Generalmente, los aptámeros pueden ejercer su efecto en terapia de dos 

maneras distintas, produciendo un efecto antagonista al unirse a su diana impidiendo otras 

interacciones, o como agonista al incrementar la función de su proteína diana. Entre 2012 y 

2013 el número de artículos sobre aptámeros era inferior a 100, mientras que entre 2019 y 

2021 fue superior a 300. De hecho, más del 22% de los artículos tratan sobre el uso de 

aptámeros en cáncer (Cruz-Hernández et al. 2022). Existen numerosos aptámeros que se 

han probado en líneas celulares y tejidos tumorales con buenos resultados. El aptámero A30 

se une al dominio extracelular del receptor 3 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(HER3) y reduce la proliferación celular en cáncer de mama (Cruz-Hernández et al. 2022). 

También se han desarrollado aptámeros de DNA que se unen al dominio extracelular de PD-

1, impidiendo la interacción PD-1/PD-L1 e inhibiendo el crecimiento de células en un modelo 

murino de cáncer de colon (Fu et al. 2020). Los aptámeros se han usado también para evitar 

la resistencia a los tratamientos con TKIs en cáncer de pulmón. Así, el aptámero E0727 

inhibe la excesiva proliferación de las células cancerígenas e induce apoptosis en aquellas 

células con un EGFR mutado. Además, el aptámero AX102 ha mostrado efectos anti-

angiogénicos en cáncer de pulmón tanto in vitro como in vivo (Wieleba et al. 2020). 

 Hasta la fecha, solo un aptámero (Pegabtanib o Macugen®), ha sido aprobado por la 

FDA para su uso en clínica en el tratamiento de la degeneración macular asociada a la edad 

(AMD). Es un aptámero de RNA que inhibe la isoforma del factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) causante de la angiogénesis exacerbada de esta enfermedad (Ng et al. 

2006). Se ha utilizado desde 2004 para el tratamiento de la AMD, aunque en los últimos 

años el uso de este aptámero ha sido relegado debido a la aparición de anticuerpos más 

efectivos (Zhou et al. 2017). No obstante, existen muchos más aptámeros en distintas fases 

de ensayos clínicos (Tabla III). AS1411 es el primer aptámero en estudio clínico para el 

tratamiento del cáncer. Es un aptámero de DNA que se une a la nucleolina, proteína 

implicada en supervivencia celular, crecimiento y proliferación, sobreexpresada en la 

superficie de las células tumorales. Tras la unión a la nucleolina, el aptámero se internaliza y 

desestabiliza el mRNA de Bcl-2, induciendo apoptosis (Nimjee et al. 2017; Kaur et al. 2018; 

Fu et al. 2020). Ha sido evaluado en fases I y II de ensayos clínicos en carcinoma renal y 

leucemia mieloide aguda (Clinicaltrials.gov). NOX-A12 es un aptámero de RNA conocido 

como Spiegelmer ® que reconoce el ligando 12 de la quimioquina CXC (CXCL-12), el cual 

juega un papel importante en la proliferación tumoral, angiogénesis y metástasis. Tras la 

unión del aptámero, NOX-A12 interrumpe la actividad de CXCL-12 y modula el 

microambiente tumoral impidiendo la proliferación del tumor y la metástasis. Ha sido 

evaluado en ensayos clínicos en fase II para el tratamiento de leucemia linfocítica crónica 
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(CLL) y mieloma múltiple y actualmente ha comenzado un estudio en fase I/II para evaluar 

su eficacia en pacientes con cáncer de páncreas y con cáncer de colon (Clinicaltrials.gov) 

(Poolsup et al. 2017; Kaur et al. 2018; Kumar Kulabhusan et al. 2020).  

Tabla III. Aptámeros terapéuticos en ensayos clínicos. Basada en (Zhang et al. 2021). 

APTÁMERO DIANA APLICACIÓN FASE CLÍNICA 

ARC1905  C5 Degeneración macular asociada a la edad Fase I, completada  

Enfermedad de Stargardt Fase II, completada 

Zimura C5 Vasculopatía coroidea polipoidea Fase II, completada 

Degeneración macular asociada a le edad Fase II, completada 

Fovista PDGF BB Degeneración macular asociada a le edad Fase I, terminada 

E100300 PDGF Degeneración macular asociada a la edad Fase II, completada 

EYE001 VEGF Enfermedad de Von Hippel-Lindau Fase II, completada 

Degeneración macular Fase II, completada 

Neovascularización coroidea Fase III, 
completada 

NU172 Trombina Enfermedad cardíaca Fase II, en 
reclutamiento 

ARC1779 vWF Enfermedad de Von Willebrand tipo 2b Fase II, completada 

BT200 vWF Enfermedad de Von Willebrand Hemofilia A Fase II, completada 

ApTOLL TLR4 Ictus Fase IIa, 
completada 

NOX-H94 Hepcidina Anemia Fase II, completada 

Enfermedad renal en etapa terminal 

NOX-E36 CCL2 Enfermedad inflamatoria crónica  

Fase I, completada Diabetes mellitus tipo 2 

Lupus eritematoso sistémico 

NOX-A12 CXCL12 Leucemia linfocítica crónica Fase II, completada 

Mieloma múltiple Fase II, completada 

ARC 19499 TFPI Hemofilia Fase I, completada 

AS1411 Nucleolina Carcinoma renal  Fase II, terminada 

Leucemia mieloide aguda 

RBM-007 FGF2 Degeneración macular asociada a la edad 
exudativa 

Fase II, completada 

BC-007 GPCRAAb Cardiomiopatía dilatada Fase II, en 
reclutamiento 

REG1 Factor de 
coagulación IXa 

Enfermedad de la arteria coronaria Fase II, completada 
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En nuestro laboratorio, en 2015, se caracterizó el aptámero apMNK2F frente a MNK1b, 

capaz de inhibir la proliferación, migración y la formación de colonias en las células MDA-

MB-231 de cáncer de mama (García-Recio et al. 2016). Con el objetivo de optimizar el 

aptámero, se llevó a cabo un análisis in silico de la estructura de apMNK2F utilizando los 

programas informáticos mFold y QGRS Mapper. El análisis mostró regiones que, a priori, no 

participan en la estructura secundaria del aptámero, por lo que estas secuencias fueron 

eliminadas del aptámero parental apMNK2F de 75 nucleótidos, para sintetizar el aptámero 

truncado apMNK2FT de 48 nucleótidos. Los ensayos mostraron que apMNK2FT conserva 

las características estructurales del aptámero precursor y que, además, mantiene la 

capacidad para unirse a MNK1, pero es menos efectivo en la inhibición de la proliferación y 

migración de las células tumorales de mama, por lo que se siguieron otras estrategias en la 

optimización del aptámero.  

A través de un análisis más detallado del programa QGRS Mapper, se obtuvieron cuatro 

secuencias distintas a partir de apMNK2FT en base a la formación de G-quadruplex, entre 

las que destacó la secuencia denominada apMNKQ2 por ser la más eficaz inhibiendo la 

actividad MTT en las líneas celulares de cáncer de mama, por lo que se eligió este aptámero 

para continuar con su caracterización funcional. El aptámero apMNKQ2 posee una alta 

estabilidad y especificidad hacia su diana, siendo capaz de reconocer ambas isoformas de 

MNK1, aunque muestra más afinidad por MNK1b que por MNK1a. Además, es capaz de 

producir apoptosis e inhibir la proliferación, formación de colonias y procesos metastásicos 

en células tumorales de cáncer de mama, y de reducir el crecimiento tumoral y número de 

metástasis en modelos in vivo (Pinto-Díez et al. 2022).  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

El cáncer  de pulmón es una de las enfermedades con más malignidad y mortalidad a 

nivel mundial (Sung et al. 2021). La alta mortalidad se debe principalmente a que la mayoría 

de los casos de cáncer de pulmón son diagnosticados en estadíos avanzados. De hecho, a 

pesar de las mejoras en las estrategias terapéuticas desarrolladas en los últimos años 

(Alexander et al. 2020), el pronóstico para estos pacientes sigue siendo malo.  

El aptámero apMNKQ2 frente a la proteína MNK1 ha sido desarrollado en nuestro 

laboratorio demostrando un gran potencial como agente antitumoral mediante la inhibición 

de procesos moleculares característicos de células tumorales de mama, tanto in vitro como 

in vivo (Pinto-Díez et al. 2022). Por ello, pensamos que apMNKQ2 podría tener también un 

efecto inhibitorio de los procesos tumorigénicos inducidos por MNK1 en cáncer de pulmón 

no microcítico, en el cual la sobreexpresión de MNK1 está asociada con una peor 

supervivencia para estos pacientes (Wen et al. 2016). En este trabajo nos hemos propuesto 

estudiar el efecto de apMNKQ2 en cáncer de pulmón no microcítico para poder establecer 

su uso como agente antitumoral en un futuro. 

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos principales: 

1. Caracterizar el efecto de apMNKQ2 en la progresión tumoral y la metástasis en 

cultivos celulares de líneas tumorales de pulmón.   

 

2.  Estudiar la eficacia de apMNKQ2 en un modelo murino de cáncer de pulmón.
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MATERIALES  
 

Equipos, reactivos químicos generales y material de laboratorio  

Análisis de imagen: Image Lab Software Versión 6.1 (BioRad, EEUU), ImageJ Java 

1.8.0_172 (National Institutes of Health, EEUU).  

Adquisición de imagen: ChemiDoc MP Imaging Systems (BioRad, EEUU), cámara Nikon 

DS-Fi3 (Nikon, Japón) integrada en el microscopio Olympus. 

Anticuerpos: los anticuerpos empleados y su título aparecen detallados en las Tablas V y 

VI. 

Aptámeros: los aptámeros utilizados en este trabajo y sus secuencias se detallan en la 

Tabla VII. 

Centrífugas: B4i/BR4i Jouan de DJB (Labcare, Reino Unido), Beckman J2-HS (Beckman 

Coulter, Alemania), microfuga Mini-Spin ® (Eppendorf, Alemania), centrífuga Compact 

Tabletop 2100 (Kubota, Japón).  

Contador de células: contador TC20 (BioRad, EEUU). 

Espectrofotómetros: Nanofotómetro GmbH (Implen, Alemania), Infinite ® F200 e Infinite ® 

200PRO (TECAN, Suiza). 

Inhibidores: los inhibidores de fosfatasas y proteasas fueron suministrados por Sigma-

Aldrich (EEUU) y Merck (Alemania).  

Membranas de transferencia: PVDF Hybond-P (GE Healthcare, Reino Unido) 

Método de revelado: ECLTM y ECL-AdvanceTM (GE Healthcare, Reino Unido), ECL SelectTM 

Western Blotting Detection Reagent (ThermoFisher Scientific, EEUU), ClarityTM Western ECL 

Substrate (BioRad, EEUU), sustratos BCIP y NBT (BioRad, EEUU). 

Microscopio: microscopio de luz transmitida Leica DM 1000 (Leica Microsystems S.L.U., 

Alemania), Olympus IX70 (Olympus, Japón). 

Oligonucleótidos: los oligonucleótidos utilizados y sus secuencias aparecen en la Tabla IV. 

Papel de transferencia: Munktell (GE Healthcare, Reino Unido). 

Sistemas de electroforesis y transferencia: equipo Mini-Protean II y III para electroforesis 

y sistema de transferencia húmeda (BioRad, EEUU). El marcador de peso molecular es de 
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ThermoFisher Scientific (EEUU), y la acrilamida, la bisacrilamida y el resto de reactivos para 

electroforesis fueron suministrados por GE Healthcare (Reino Unido).  

Termobloque: ThermoStat plus (Eppendorf, Alemania). 

Termocicladores: StepOne Plus Real Time PCR (Applied Biosystem, EEUU), iQ5 Multicolor 

Real-Time PCR detection System (Bio-Rad, EEUU), Applied BiosystemsTM SimpliAmpTM 

(ThermoFisher Scientific, EEUU).  

Otros productos: el suero de ternera fetal, el piruvato sódico, la glutamina, y el 

antibiótico/antimicótico fueron suministrados por Gibco (ThermoFisher Scientific, EEUU). La 

lipofectamina 2000 fue suministrada por Invitrogen (EEUU).  Los transwell fueron 

suministrados por Corning (EEUU). Las sales, ácidos y bases inorgánicas, solventes 

orgánicos, detergentes, giemsa, etc., fueron suministrados por las siguientes casas 

comerciales: Panreac (España), Sigma (EEUU), GE Healthcare (Reino Unido), Merck 

(Alemania), ThermoFisher Scientific (EEUU) y BioRad (EEUU). 

Tabla IV. Relación de oligonucleótidos empleados en qPCR 

NOMBRE SECUENCIA 

5’ MNK1a/b AGCATCCAGGAAGGCAAGTA 

3’ MNK1a GTCCCTTTTCTGGAGCTTGC 

3’ MNK1b CTGCTGTTCCCCTGCACCC 

5’ MNK2a/b TCCGTGACGCCAAGCAG 

3’ MNK2a GGTCTTTGGCACAGCTG 

3’ MNK2b GAGGAAGTGACTGTCCCAC 

5’β-actina TGGACTTCGAGCAAGAGATG 

3’β-actina GAAGGAAGGCTGGAAGAGTG 

QR short ACACCAGTCTTCATCCGCTCGTATTTAGACCAGTCTTCATCCGCACCACCCC

CACCCCC 

QF TGGGGTGGGCGGGC 

R3 GTTGCTCGTATTTAGGGC 
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Tabla V. Relación de anticuerpos primarios empleados 

ANTICUERPO CASA COMERCIAL PM (kDa) TIPO TÍTULO 

β-actina Sigma-Aldrich, EEUU 45 Monoclonal ratón 1/10000 

Cleaved PARP 

(Asp
214

) 

Cell Signaling, EEUU 89 Policlonal conejo 1/1000 

MCL-1 Cell Signaling EEUU 40 Monoclonal conejo 1/1000 

XIAP BD Biosciences, EEUU 57 Monoclonal ratón 1/1000 

MNK1 Cell Signaling, EEUU 50 Policlonal conejo 1/1000 

MNK1 (M-20) Santa Cruz 

Biotechnology, EEUU  

38 Policlonal cabra 1/1000 

eIF4E (Ser
209

P) Abcam, EEUU 25 Monoclonal conejo 1/2000 

eIF4E BD Biosciences, EEUU 25 Monoclonal ratón 1/2000 

ZEB-1 Genetex 124 Policlonal conejo 1/1000 

E-cadherina Cell Signaling, EEUU 135 Monoclonal conejo 1/1000 

N-Cadherina Cell Signaling, EEUU 140 Monoclonal conejo 1/1000 

Ocludina Genetex 59 Policlonal conejo 1/1000 

Snail Cell Signaling, EEUU 29 Monoclonal conejo 1/1000 

 

Tabla VI. Relación de anticuerpos secundarios utilizados. 

ANTICUERPO/ESPECIFICIDAD CASA COMERCIAL TÍTULO 

Frente a IgG de ratón conjugado con peroxidasa GE Healthcare, Reino Unido 1/5000 

Frente a IgG de conejo conjugado con peroxidasa GE Healthcare, Reino Unido 1/5000 

Frente a IgG de ratón conjugado con fosfatasa 

alcalina 

Sigma-Aldrich, EEUU 1/3000 
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Tabla VII. Relación de aptámeros utilizados 

APTÁMERO SECUENCIA 

apMNKQ1 TGGGGTGGGCGGGCGGGG 

apMNKQ2 TGGGGTGGGCGGGCGGGGGTGGGGGTGGT 

apMNKQ3 GGGTGGGGGTGGT 

apMNKQ4 GGGTGGTATGGCGCGTTGGCCC 

P29 GCGGTCGACTTAAATGTCCATCTCAAACT 

 

La procedencia del resto de los materiales empleados se detalla en el texto.  
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MÉTODOS 

 

1. CULTIVOS CELULARES  

Las líneas celulares eucariotas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: 

A549 (ATCC® CCL-185TM): línea celular epitelial derivada de adenocarcinoma pulmonar 

humano. Verificadas en mayo de 2019 utilizando el Sistema GenePrint® 10 System.  

SW900 (ATCC® HTB-59TM): línea celular epitelial derivada de carcinoma de célula 

escamosa de pulmón humano. Verificadas en mayo de 2019 utilizando el Sistema 

GenePrint® 10 System.  

H460 (ATCC® HTB-177TM): línea celular epitelial derivada de carcinoma de célula grande 

de pulmón humano. Verificadas en septiembre de 2022 utilizando el Sistema GenePrint® 10 

System.  

Las células A549 se mantuvieron en cultivos monocapa en frascos de 75 cm2 con medio 

DMEM (Biowest SAS, Francia) suplementado con 10% de suero de ternera fetal, 1% de 

piruvato, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml de anfotericina, en 

un incubador con ambiente saturado de humedad a 37ºC y 5% CO2/95%O2. 

Las células SW900 y H460 se mantuvieron en cultivos monocapa en frascos de 75 cm2 

con medio RPMI (Lonza, Suiza) suplementado con 10% de suero de ternera fetal, 1% de L-

glutamina, 1% de piruvato, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina y 25 µg/ml 

de anfotericina, en un incubador con ambiente saturado de humedad a 37ºC y 5% 

CO2/95%02.  

Las células se sembraron a diferentes densidades según el ensayo a realizar, la placa y 

la línea celular. Así, se sembraron 1x104 células/pocillo o 6x103 células/pocillo en las placas 

de 96 pocillos (p96), 5x104 células/pocillo en las placas de 24 pocillos (p24), y 2.5x105 

células/pocillo o 5x105 células/pocillo en las placas de 6 pocillos (p6). Para los ensayos de 

migración, en los que se utilizaron transwell, la densidad fue de 4x104 células/transwell. En 

los ensayos de formación de colonias, la densidad fue de 1x103 células/pocillo en placas de 

6 pocillos.  

Las células se levantaron de forma química empleando tripsina 1x (Gibco, Reino Unido) 

lavando previamente con PBS (tampón fosfato salino: fosfato de sodio 10 mM, cloruro de 

sodio 137 mM y cloruro de potasio 2.7 mM, pH 7.4) (BioMerieux, Francia) para eliminar 
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restos de suero que pudieran interferir en la actividad de la tripsina. Las células se 

recogieron resuspendidas en su medio correspondiente, y para su contaje se mezcló una 

alícuota de 90 µl de las células con 10 µl de azul tripán (Sigma-Aldrich, EEUU). Aquellas 

células que excluyeron el colorante se consideraron vivas y los resultados se expresaron 

como número de células vivas/ml. 

Las células se almacenaron a -196ºC en nitrógeno líquido, o a -80ºC en congelador, a 

una densidad entre 3-5x106 células/ml en suero de ternera fetal con un 10% (v/v) de dimetil 

sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, EEUU). Su descongelación se realizó a 37ºC y 

posteriormente, los viales fueron centrifugados durante 5 minutos a 400 g. Las células se 

resuspendieron en 8 ml de medio correspondiente y se sembraron en frascos de 25 cm2.   

2. TRANSFECCIÓN Y PROCESAMIENTO CELULAR 

 

2.1. Transfección de células 

El tratamiento de las células con los aptámeros y con los siRNAs utilizados en este 

trabajo se ha realizado con el sistema de transfección LipofectamineTM 2000 (Invitrogen, 

EEUU). La transfección se llevó a cabo 16-24 horas después de que las células fueran 

sembradas, y habiendo alcanzado una confluencia del 70-80%, y de un 30-40% para las 

transfecciones con siRNA. 

Los aptámeros se estructuraron previamente a la transfección, disolviéndolos en tampón 

de aptámeros (Tris-HCl 20 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, MgCl2 1 mM y KCl 5 mM) y 

calentándolos durante 10 minutos a 90ºC. Posteriormente se renaturalizaron en hielo 

durante 10 minutos. 

En la transfección, la lipofectamina se utilizó siguiendo las instrucciones del fabricante 

ajustando los reactivos según el tipo de placa y la densidad de las células. Primeramente, se 

diluyeron los aptámeros o los siRNAs y la lipofectamina por separado en opti-MEM (Gibco, 

EEUU) y se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos en oscuridad. 

Posteriormente se mezclaron para formar el complejo aptámero-lipofectamina o siRNA-

lipofectamina y se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Por último, 

se añadieron los complejos sobre las células lavadas previamente dos veces con medio sin 

antibiótico para evitar las interferencias de éste con la lipofectamina. Las células se 

incubaron a 37ºC durante 4 horas, y tras este tiempo, se retiró el reactivo para añadir medio 

completo.  
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2.2. Procesamiento celular 

 

2.2.1. Obtención de lisados celulares 

Las células se recogieron mecánicamente en frío en tampón A (Tris-HCl 20 mM pH 7.6, 

ditiotreitol (DTT) 1 mM, ácido etilendiaminotetracético (EDTA) 1 mM, fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, benzamidina 1mM, molibdato sódico 10 mM, β-

glicerofosfato sódico 10 mM, ortovanadato sódico 1 mM, cloruro potásico 120 mM, 10 µg/ml 

de antipaína y 1 µg/ml de pepstatina A y leupeptina) y se centrifugaron a 400 g durante 5 

minutos realizando un lavado para retirar las células muertas. Posteriormente, las células se 

lisaron con tampón A en presencia de 1% tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EEUU) en proporción 

1:2 en volumen, donde el volumen de las células es el que ocupa el sedimento tras la 

centrifugación. Se centrifugaron 10 minutos a 12000 g y se recogió el sobrenadante (lisado 

celular) para determinar la concentración de proteínas de la muestra mediante el kit BCA 

(PierceTM ThermoFisher Scientific, EEUU), se alicuotaron y se almacenaron a -80ºC hasta su 

uso.  

2.2.2. Obtención de RNA 

Para la extracción de RNA total, las células se levantaron químicamente como se ha 

descrito en el apartado 1 y se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. El sedimento celular 

se resuspendió en 500 µl de reactivo NucleoZOL (Macherey-Nagel, Alemania) y se continuó 

el protocolo siguiendo las indicaciones del fabricante. El RNA total obtenido fue cuantificado 

en el nanodrop y las muestras se almacenaron a -80ºC. 

3. MÉTODOS DE SEPARACIÓN Y ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

 

3.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Se  usó el sistema de electroforesis analítica vertical de proteínas Mini-Protean II y III 

(BioRad, EEUU) utilizando geles de poliacrilamida del porcentaje correspondiente para cada 

experimento en condiciones reductoras y desnaturalizantes (SDS-PAGE). Los agentes 

polimerizantes que se usaron fueron N-N-N´-N´-tetrametilen-diamina (TEMED) al 0.86% y 

persulfato amónico a una concentración final de 0.45 mg/ml. La electroforesis se llevó a 

cabo en presencia de dodecil-sulfato-sódico (SDS) al 0.1%, y tampón de electroforesis (Tris-

HCl 250 mM pH 8.3, Glicina 192 mM y SDS al 0.1%). Para la preparación de las muestras 

se utilizó tampón de carga de electroforesis (Tris-HCl 180 mM pH 6.8, 6% de β-

mercaptoetanol, 15% de glicerol, 9% de SDS y 0.025% de azul de bromofenol) y se 

resolvieron a 200 V durante 1 hora, junto con el marcador de peso molecular (PageRuler 
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Plus Prestained Protein Ladder, ThermoFisher Scientific, EEUU). Posteriormente, el gel fue 

transferido a una membrana para detectar las proteínas por inmunodetección (western blot). 

3.2. Transferencia de proteínas e inmunodetección  

Las proteínas resueltas mediante electroforesis se transfirieron a membranas de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF). Para la transferencia se utilizó un sistema continuo y 

húmedo en Tris-Glicina/Metanol (Tris-HCl 25 mM pH 8.3, metanol al 20% y Glicina 192 mM). 

Las membranas de PDVF se activaron previo uso sumergiéndolas 1 minuto en metanol y, 

posteriormente, 3 minutos en agua. Sobre el soporte del cátodo se colocó una esponja 

humedecida, 4 papeles humedecidos, el gel, la membrana activada, 4 papeles 

humedecidos, otra esponja y el soporte del ánodo hacia donde se desplazan las proteínas. 

La transferencia de proteínas se realizó a 100 V durante 1 hora.  

Cuando terminó la transferencia, la membrana se bloqueó con PBS-Blotto (leche 

desnatada) al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, se realizaron 3 lavados 

de 10 minutos con Tween 20 (Sigma-Aldrich, EEUU) al 0.05% en PBS y se incubaron con 

los anticuerpos primarios diluidos en PBS-Tween 0.1% a 4ºC durante toda la noche en 

agitación.  

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos PBS-Tween 0.05% y se 

incubaron las membranas con los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de 

rábano y diluidos en PBS-Blotto al 1%, o con fosfatasa alcalina y diluidos en PBS-BSA 

(albúmina de suero bovino) al 1%, durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido este 

tiempo, se volvieron a realizar lavados en las membranas y se revelaron de dos maneras 

diferentes en función del anticuerpo utilizado: 

 Con fosfatasa alcalina: se añadió azul de nitrotetrazolio/x-fosfato (NBT) 30 mg/ml y 5-

bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 15 mg/ml, diluidos 1/100 en tampón AP (Tris-HCl 

100 mM pH 9.5, MgCl2 5mM, NaCl 100 mM). 

 Quimioluminiscencia para los anticuerpos conjugados con peroxidasa. Se utilizaron los 

kits de revelado ECLTM, ECL-AdvanceTM ECL SelectTM Western Blotting Detection 

Reagent y ClarityTM Western ECL Substrate, siguiendo el protocolo del fabricante, y se 

revelaron con el sistema de adquisición de imagen.  

Los tipos de anticuerpos primarios y secundarios, y las diluciones utilizadas se detallan 

en la Tabla V y Tabla VI. Para la cuantificación de las bandas se utilizó el software Image 

Lab (Bio-Rad, EEUU) y los datos se obtuvieron en unidades de densidad óptica/mm2. 
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La membrana se reutilizó para detectar dos proteínas que se encontraban a alturas 

parecidas con dos anticuerpos diferentes, y también cuando se valoraron los niveles 

fosforilados y totales de una proteína. Para su reutilización se eliminaron el anticuerpo 

primario y secundario antes de llevar a cabo la segunda inmunodetección. Para ello, la 

membrana se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos en solución Re-Blot Plus 

Strong Solution (Millipore, EEUU) según las especificaciones del fabricante.  

4. ENSAYOS 

 

4.1. Ensayos de viabilidad celular. Determinación de la reducción de las sales de 

tetrazolio (MTT) 

Con el fin de medir la viabilidad celular, se determinó la actividad de las enzimas 

oxidoreductasas mitocondriales dependientes de NAD(P)H de las células, analizando su 

capacidad para reducir las sales de metiltiazol tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, EEUU) a un 

producto azul formazán (Denizot et al. 1986) bajo diferentes variables experimentales. Las 

células se sembraron en placas p96 y se transfectaron y/o trataron a las 16-24 horas 

después de la siembra. Transcurridas 48 horas postransfección, se retiró el medio de cultivo 

y se añadieron 100 µl/pocillo de MTT a 1 mg/ml en medio de cultivo. Dependiendo de la 

línea celular, las placas se incubaron 1.5 o 3 horas en incubador a 37ºC con ambiente 

saturado de humedad y 5% CO2/95%O2. Posteriormente, para disolver los cristales, se 

añadieron 100 µl/pocillo de solución de lisis (10% SDS y HCl 10mM). Transcurridas 16-24 

horas, se determinó la reducción de MTT por espectrofotometría a 540 nm. Los resultados 

fueron expresados como porcentaje de viabilidad con respecto al control.  

4.2. Determinación de la citotoxicidad celular por LDH 

Para medir la muerte celular por necrosis de las células, se realizaron ensayos de 

citotoxicidad midiendo la actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH). Esta 

enzima, que se encuentra en el citoplasma de las células, cataliza la reacción de NAD+ a 

NADH en presencia de L-lactato, y se libera al medio de cultivo celular cuando se 

permeabiliza la membrana de las células muertas afectadas por algún agente tóxico. De 

esta manera, el incremento de la actividad de la enzima en el sobrenadante es proporcional 

al número de células lisadas.  

Las células fueron sembradas en p96 y transfectadas 16-24 horas después. Pasadas 48 

horas tras la transfección, se recogieron los sobrenadantes celulares y se añadió el reactivo 

LDH del kit Citotoxicity Detection kit (LDH) (Roche, EEUU) según las indicaciones del 

fabricante. Tras 30 minutos de incubación a temperatura ambiente y oscuridad, se detuvo la 
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reacción con HCl 1M y se leyó la absorbancia a 490 nm en el espectrofotómetro. Para la 

cuantificación de la muerte celular por necrosis, también se necesita calcular la actividad de 

la LDH máxima liberada al medio (LDHhigh), obtenida mediante la lisis de las células con 

Tritón X-100 al 0.2%; y la actividad LDH liberada al medio por la actividad celular normal 

(LDHlow). Estos parámetros, junto con la actividad de la LDH liberada al medio después del 

tratamiento (LDHm), permiten calcular el porcentaje de citotoxicidad celular, expresado 

como % citotoxicidad = ((LDHm – LDHlow) / (LDHhigh – LDHlow) x 100)), de cada punto 

experimental con respecto al control.  

4.3. Ensayos de formación de colonias 

Para realizar estos ensayos, las células se sembraron a una densidad de 5x104 

células/pocillo en placas p24, usando 2 pocillos por punto experimental, y transcurridas 16-

24 horas, se transfectaron. A las 16-24 horas postransfección, las células fueron recogidas y 

contadas, y tras realizar las diluciones adecuadas, se resembraron por duplicado en placas 

p6 a una concentración de 1x103 células/pocillo. Las placas se dejaron en el incubador con 

ambiente saturado de humedad a 5% CO2/95%O2 y 37ºC durante 5-8 días. Posteriormente, 

se retiró el medio y las colonias se fijaron 10 minutos a temperatura ambiente con 1 

ml/pocillo de metanol (Merck, Alemania), se tiñeron con giemsa (Sigma-Aldrich, EEUU) al 

0.02% durante 30 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con agua para eliminar los 

restos del colorante. Por último, se dejaron secar a temperatura ambiente y se escanearon 

con el sistema de adquisición de imagen ChemiDocMP Imaging Systems (BioRad, EEUU). 

Las imágenes se analizaron con el software ImageJ y los resultados se expresaron como 

porcentaje del número de colonias con respecto al control. 

4.4. Ensayos de migración celular por hendidura o herida (Wound healing assay) 

Para la realización de estos ensayos, se sembraron 5x105 células/pocillo en placas p6 y 

a las 16-24 horas se transfectaron. A las 24 horas postransfección y con una confluencia 

entre 90-100%, las células fueron tratadas durante 2 horas con mitomicina C (ThermoFisher 

Scientific, EEUU) 1 µM con el objetivo de detener su replicación. Transcurrido este tiempo, 

se retiró el medio de los pocillos y se realizó una herida en cruz con una punta de pipeta 

estéril. Se lavaron dos veces con PBS para eliminar las células muertas y/o levantadas y, 

antes de cambiar el PBS por medio de cultivo e incubarlas a 37ºC, se tomaron fotografías a 

tiempo 0 horas en el microscopio (Olympus IX70). Este proceso se repitió a tiempos 24 

horas y 48 horas. El área de la herida en los distintos tiempos fue analizada con el software 

ImageJ. Los resultados se expresaron como incremento de herida abierta con respecto al 

control. 



Materiales y métodos 

 

63 

 

4.5. Ensayos de migración e invasión por transwells 

Estos ensayos se realizaron empleando transwells (Corning, EEUU), que son 

dispositivos de soporte permeable diseñados para generar un entorno para el cultivo celular 

lo más parecido posible al estado in vivo. Así, los pocillos de la placa quedan separados en 

compartimentos superior e inferior (Figura 6). En los ensayos de migración, las células se 

sembraron en placas p24 a una densidad de 5x104 células/pocillo y fueron transfectadas tras 

16-24 horas. Posteriormente, se privaron de suero durante 18 horas y, transcurrido este 

tiempo, se recogieron y se contaron. Tras realizar las diluciones adecuadas, se resembraron 

4x104 células/pocillo en el interior del transwell, en 300 µl de medio completo sin suero. Los 

transwell fueron introducidos en pocillos de una placa p24 con 500 µl/pocillo de medio 

completo con FBS al 10%. De esta manera, se tienen las células cuya migración va a ser 

estudiada en el compartimento superior, y una solución quimio-atrayente en el 

compartimento inferior (Figura 6). Tras 24 horas, se retiraron ambos medios y la membrana 

del transwell, que contendrá las células que hayan migrado, se fijó sumergiéndolo durante 2 

minutos en paraformaldehído al 4%, seguido de 20 minutos en metanol, a temperatura 

ambiente. Posteriormente, las células se tiñeron 15 minutos con Hoechst 30 µM en 

oscuridad. Por último, los transwell fueron lavados dos veces con PBS y se captaron 5 

fotografías de cada membrana del transwell en el microscopio de fluorescencia (Olympus 

IX70). El número de células se cuantificó con el software ImageJ y los resultados se 

expresaron como porcentaje del número de células que han migrado con respecto al control.  

 

Figura 6. Esquema del ensayo de migración/invasión en transwell. Creada con Biorender. 

Para los ensayos de invasión, las células transfectadas con los aptámeros se dejaron 

18 horas en medio sin suero. Posteriormente, se recogieron y contaron, para sembrar 5x104 

células en 250 µl de medio sin suero, en el transwell en el que previamente se había 

polimerizado una capa de 100 µl de matrigel (Corning, EEUU) a 2.5 mg/ml en medio sin 

suero. Tras 48 horas de incubación a 37ºC, las células que no invadieron junto con el 

matrigel, se eliminaron con un hisopo estéril humedecido en agua. Las células que sí habían 
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invadido se fijaron, tiñeron y analizaron como se ha descrito anteriormente para la 

migración. 

4.6. Ensayos de adhesión celular  

En los ensayos de adhesión se sembraron 5x105 células/pocillo en una placa p6 y tras 

16-24 horas fueron transfectadas. Transcurridas 16-24 horas postransfección, las células 

fueron recogidas, contadas y resembradas en placas p96, previamente tratadas durante 1 

hora a 37ºC con 10 µg/ml de colágeno de cola de rata tipo I (Sigma-Aldrich, EEUU) en ácido 

acético 10 mM o BSA 1% en PBS como control negativo, y posteriormente lavadas 2 veces 

con PBS. Las células se resembraron a una densidad de 3x104 células/pocillo en un 

volumen final de 200 µl de medio sin suero, se dejaron 15 minutos a temperatura ambiente 

para que se depositaran en el fondo del pocillo y se metieron 1 hora en el incubador a 37ºC 

y con un ambiente saturado de humedad a 5% CO2/95%O2. Después, se retiró el medio, se 

hicieron 2 lavados con PBS para retirar las células no adheridas y las células adheridas se 

cuantificaron mediante ensayos de actividad MTT, realizados como se detalla en el apartado 

4.1, dejando en este caso 1 hora de incubación entre la adición de MTT y la solución de lisis. 

Los resultados fueron expresados como porcentaje de células adheridas con respecto al 

control.  

4.7. Zimograma 

El zimograma se realiza mediante electroforesis en gel de poliacrilamida como se 

describe en el apartado 3.1, pero en este caso, en condiciones no reductoras y donde el gel 

separador polimeriza en presencia de gelatina al 10%. Esta técnica permite observar la 

actividad de proteinasas presentes en la muestra, ya que éstas serán capaces de degradar 

la gelatina del gel.  

Para estos ensayos, las células fueron transfectadas, y tras 4 horas, se retiró el suero 

del medio de cultivo. A las 18 horas, se recogió el medio y se concentró utilizando filtros 

para centrifugación EMD AmiconTM Ultra de 3 KDa (Merck, Alemania) siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Las muestras se prepararon en tampón de carga de 

electroforesis sin β-mercaptoetanol (Tris-HCl 180 mM pH 6.8, 15% de glicerol, 9% de SDS y 

0.025% de azul de bromofenol) y se resolvieron durante 1 hora a 200 V. Después, el gel se 

incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente con Tritón X-100 al 2.5% en agua. 

Transcurrido este tiempo, se retiró el Tritón X-100 y se incubó con tampón de revelado (Tris-

HCl 50 mM pH 7.5, CaCl2 5 mM, NaCl 200 mM y Tween 0.02%) durante 30 minutos, tras los 

cuales, se retiró y se volvió a añadir el mismo tampón de revelado para incubarlo a 37ºC 

durante 16 horas. Por último, el gel fue teñido con azul de Coomassie (Sigma-Aldrich, 
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EEUU) 0.2%, ácido acético 10% y metanol 40% durante 30 minutos a 37ºC y posteriormente 

desteñido con una solución de ácido acético al 7% y etanol al 20%. Se capturó una imagen 

para cuantificar las bandas con el software Image Lab (Bio-Rad, EEUU). La ausencia de 

colorante azul indica la degradación de la gelatina por la proteinasa.  

4.8. Cuantificación intracelular de apMNKQ2  

Con el fin de detectar el aptámero, de tan solo 29 nucleótidos de longitud, dentro de las 

células, se diseñó un método que utiliza el aptámero como cebador sobre un oligonucleótido 

molde denominado QR short, de 59 nucleótidos de longitud. El producto de esta reacción 

genera un molde de 76 nucleótidos que es amplificado posteriormente con los cebadores 

adecuados (R3 y QF) (Figura 7). En ausencia de apMNKQ2 no se produce amplificación, 

por lo que la cantidad de producto es proporcional a la cantidad de apMNKQ2 presente en la 

muestra. 

 

Figura 7. Esquema del método de cuantificación de apMNKQ2. 

Para ello, las células fueron transfectadas con apMNKQ2 y tras 4, 24 y 48 horas, se 

lavaron con PBS y se lisaron en 1 ml de agua durante 5 minutos. Posteriormente, se 

calentaron 10 minutos a 90ºC y se centrifugaron a 12000 g durante 10 minutos. El 

sobrenadante se recogió para realizar la PCR a tiempo real y el sedimento celular se 

resuspendió en 10 µl de NaOH 0.1 M para determinar la concentración de proteínas 

mediante BCA. La qPCR se llevó a cabo en un termociclador StepOnePlusTM con el kit AceQ 

qPCR SYBR® Green Master Mix – Vazyme (Quimigen, España). Los oligonucleótidos 

utilizados para cuantificar apMNKQ2 fueron QR short, QF y R3 (Tabla IV). El volumen final 

de la reacción fue de 10 µl, y contiene: Mix FastGene® IC Green, los oligonucleótidos a una 

concentración final de 1 pmol para QR short y 100 nM para QF y R3, 1 µl de molde, Rox dye 

I y agua hasta completar el volumen final de reacción. El protocolo de PCR utilizado se 

muestra en la Tabla VIII.  
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Tabla VIII. Programa de PCR a tiempo real utilizado en la cuantificación intracelular de 

apMNKQ2. 

95ºC  5 minutos 1 ciclo 

60ºC 1 minuto 1 ciclo 

95ºC 10 segundos  

60ºC  30 segundos 

35 ciclos 

60ºC  1 minuto Desnaturalización 

95ºC  15 segundos  

 

Para cuantificar las cantidades de aptámero intracelular, se hizo una recta patrón con 

cantidades conocidas de aptámero entre 100 fmol y 100 amol. Los resultados se expresaron 

en fmoles por µg de proteína.  

4.9. Análisis de los niveles de RNA mensajero 

La cuantificación de los niveles de mRNAs se llevó a cabo usando los RNAs obtenidos 

como se detalla en el apartado 2.2.2. Primero, se obtuvieron los DNA copia (cDNAs) con el 

kit SensiFASTTM cDNA synthesis kit (Bioline, Reino Unido) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Después, se realizó una PCR a tiempo real en un termociclador StepOnePlusTM 

con el kit AceQ qPCR SYBR® Green Master Mix – Vazyme (Quimigen, España). Los 

oligonucleótidos empleados se muestran en la Tabla IV. Como control se midieron los 

niveles de mRNA de la β-actina. El volumen final de la reacción fue de 10 µl, y contiene: Mix 

FastGene® IC Green, 1 µl de cDNA, las parejas de oligonucleótidos a una concentración 

final de 0.2 µM, Rox dye I y agua hasta completar el volumen final. El protocolo de PCR 

utilizado se muestra en la Tabla IX. 

Tabla IX. Programa de PCR a tiempo real utilizado en el análisis de los niveles de mRNA 

95ºC 5 minutos 1 ciclo 

95ºC 10 segundos  

60ºC 30 segundos 

40 ciclos 

95ºC 15 segundos  

60ºC 1 minuto Desnaturalización 

95ºC 15 segundos  
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Para cuantificar los niveles de los mRNA de las MNKs tras la transfección con los 

aptámeros, se calculó el valor de 2-ΔΔCt siguiendo la siguiente fórmula, utilizando como gen 

de referencia β-actina: 

ΔΔCt = ΔCt en células transfectadas con apMNKQ2/aptámero control (p29) -  ΔCt en células control  

             ΔCt = Ct gen MNK – Ct gen referencia 

Para comparar los niveles de mRNA de las MNKs entre líneas celulares, se calculó el 

valor de 2-ΔCt. 

5. MODELOS ANIMALES 

 

5.1. Ensayos de eficacia en ratones con xenoinjertos de células tumorales de 

pulmón 

Para los ensayos in vivo, ratones hembra desnudos ATHYM-Foxn1nu/nu* (Janvier Labs, 

Francia) de 9 semanas de vida se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales, y 

todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con las directrices 

institucionales para el bienestar de los animales de experimentación aprobadas por el 

Comité de Ética de la Universidad Autónoma de Madrid (CEI 60-1057-A068 y CEI 103-1958-

A337) y de la Comunidad de Madrid (PROEX 294/19) y de acuerdo con las directrices de 

Conducta Ética en el Cuidado y Uso de los Animales, tal y como se recoge en los Principios 

Rectores Internacionales para la Investigación Biomédica con Animales, elaborados por el 

Consejo de Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS). Los ratones 

fueron alojados de acuerdo con las siguientes directrices: ciclos de 12 horas de luz/12 horas 

de oscuridad, sin acceso durante el ciclo de oscuridad; temperaturas de 18-23ºC con una 

humedad del 40-60%; una dieta estándar con un contenido de grasa que oscilaba entre el 4-

11%; el agua esterilizada era accesible en todo momento; para el manejo, los ratones fueron 

manipulados cuidadosamente, y lo menos posible; se minimizaron los ruidos, las vibraciones 

y los olores para evitar el estrés y la disminución de la cría; y el enriquecimiento se utilizó 

siempre según las directrices de la instalación para ayudar a aliviar el estrés.   

En estos ensayos, 8x106 de células A549 (libres de Micoplasma, comprobadas mediante 

el kit Mycoplasma Gel Detection de Biotools, España) resuspendidas en 100 µl de Matrigel 

(Corning®, EEUU) se inyectaron por vía subcutánea en los flancos dorsales de los animales. 

El crecimiento de los xenoinjertos fue monitorizado con un calibre manual hasta alcanzar un 

tamaño aproximado de 4 x 4 mm, momento en el que fueron divididos aleatoriamente en 

tres grupos de 5 animales: un grupo control, al que se le administró tampón de aptámeros, y 

dos grupos a los que se les administró apMNKQ2 a 10 mg/kg y 25 mg/kg. El aptámero se 
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administró en inyecciones intraperitoneales diariamente. El tamaño de los tumores se midió 

con un calibre manual cada 3 días durante 25 días. El porcentaje de inhibición del 

crecimiento tumoral (TGI) se calculó siguiendo la siguiente fórmula: % TGI = [1 – (Tt/T0 / 

Ct/C0)] x 100, donde Tt y T0 corresponden al volumen del tumor del grupo tratado a tiempo 

final e inicial del tratamiento, respectivamente; y Ct y C0, corresponden al volumen del tumor 

del grupo control a tiempo final e inicial del tratamiento, respectivamente.  

El sacrificio de los animales se realizó 24 horas después de la última inyección, y se 

llevó a cabo mediante la liberación paulatina de CO2 en cámara. Transcurrido este proceso, 

los tumores fueron pesados y congelados hasta su uso. Para la extracción de RNA, fracción 

en la que se encuentran los aptámeros, los tumores se cortaron y pesaron para obtener 

muestras de entre 50-80 mg. Posteriormente, se homogeneizaron en 500 µl de reactivo 

NucleoZOL (Macherey-Nagel, Alemania) y se siguieron las indicaciones del fabricante. El 

RNA total obtenido fue cuantificado en el nanodrop y las muestras se almacenaron a -80ºC. 

Para la obtención de proteína, los tumores se cortaron, pesaron, y se homogeneizaron en 

tampón A en presencia de 1% tritón X-100 (Sigma-Aldrich, EEUU) en proporción 1:2 

peso:volumen. Se centrifugaron 10 minutos a 12000 g y se procedió como se detalla en el 

apartado 2.2.1.  

5.2. Cuantificación de apMNKQ2 en tumores 

Para determinar la presencia de apMNKQ2 en los tumores, una alícuota de 10 µl del 

RNA obtenido se trató con 2 mg/ml RNAsa I (Invitrogen, EEUU) durante 30 minutos a 37ºC y 

seguidamente se incubó a 65ºC durante 10 minutos para parar la reacción de la enzima. 

Posteriormente, se utilizó 1 µl de esta alícuota como molde en la PCR a tiempo real que se 

realizó como se detalla en el apartado 4.8. Los resultados se expresaron en pmol de 

apMNKQ2 por µg de tejido. 

6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Todos los datos analizados están calculados como la media ± error estándar de la media 

(SEM). Las diferencias significativas entre la media de los grupos experimentales con 

respecto a la media de los grupos control se han determinado mediante el análisis 

estadístico de la “t” de Student para el análisis de dos grupos, y el análisis de la varianza 

(ANOVA) para más de dos grupos. Cuando este último resultó significativo, se realizó 

posteriormente el Test de Tukey’s.  La significación estadística se ha expresado como: *, 

p<0.05 (significativo); **, p<0.01 (muy significativo) o ***, p<0.001 (altamente significativo). El 

análisis estadístico se llevó a cabo con el programa informático GraphPad Prism® versión 

8.0. 
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RESULTADOS 

 

1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL APTÁMERO EN LA TUMORIGÉNESIS EN LÍNEAS 

CELULARES 

 

1.1. Efecto de los aptámeros sobre la proliferación de líneas tumorales de pulmón 

Como se ha descrito anteriormente, a partir del aptámero apMNK2FT seleccionado en 

nuestro laboratorio frente a la proteína MNK1, se obtuvieron cuatro secuencias distintas en 

base a la formación de G-quadruplex. De estos cuatro aptámeros, apMNKQ2 fue el que 

mayor efecto tuvo sobre la actividad MTT en líneas tumorales de mama, por lo que 

posteriormente se realizó su caracterización funcional mediante ensayos in vitro e in vivo en 

cáncer de mama, obteniendo resultados prometedores (Pinto-Díez et al. 2022).  

Con el objetivo de estudiar el efecto de estos cuatro aptámeros en cáncer de pulmón, se 

utilizaron las líneas celulares A549 y SW900, que representan adenocarcinoma pulmonar y 

carcinoma de célula escamosa, respectivamente. Las células fueron transfectadas con los 

aptámeros apMNKQ1, apMNKQ2, apMNKQ3 y apMNKQ4 a 250 nM, y se midió su actividad 

MTT a las 48 horas.  En paralelo se utilizó el aptámero inespecífico p29 como control, que 

se transfectó a la misma concentración. Como se puede observar en la Figura 8, apMNKQ2 

es el que produce un mayor efecto sobre la actividad MTT en ambas líneas, reduciendo la 

viabilidad celular de forma estadísticamente significativa un 77% para A549 y un 51% para 

SW900. 

 

Figura 8. Efecto de los aptámeros sobre 

la actividad MTT de las líneas A549 y 

SW900. Las células se sembraron en p96 a 

una densidad de 6x10
3
 células/pocillo para 

las A549 y 10
4
 células/pocillo para las 

SW900. Tras 16-24 horas se transfectaron 

con los aptámeros p29, apMNKQ1, 

apMNKQ2, apMNKQ3 y apMNKQ4 a 250 

nM. Transcurridas 48 horas, se realizaron 

los ensayos de actividad MTT. Las gráficas 

representan las medias ± SEM de 3-4 

experimentos independientes (*p<0.05,  

**p<0.01 y ***p<0.001 respecto al control). 
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En ambas líneas, apMNKQ1 disminuye la viabilidad celular de forma estadísticamente 

significativa (30% en las células A549 y 40% en las células SW900)  aunque su efecto es 

menor que el producido por apMNKQ2. Por otra parte, apMNKQ4 disminuye la viabilidad, 

aunque no de forma significativa, y apMNKQ3 tiene un efecto similar al obtenido con el 

aptámero control inespecífico. A la vista de estos resultados, elegimos el aptámero 

apMNKQ2 para su caracterización funcional en líneas tumorales de pulmón.  

1.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la proliferación y la necrosis en células tumorales 

de pulmón 

Para determinar el potencial uso terapéutico de apMNKQ2 en cáncer de pulmón, se 

seleccionaron como modelos tres líneas tumorales de pulmón: A549, SW900 y H460, 

representativas de los tres subtipos de NSCLC: adenocarcinoma, carcinoma de célula 

escamosa y carcinoma de célula grande, respectivamente.  

En primer lugar, para analizar con más detalle el efecto del aptámero apMNKQ2 sobre la 

viabilidad celular, las células fueron transfectadas con concentraciones crecientes de 

aptámero, desde 0 hasta 500 nM, y se midió la actividad MTT a las 48 horas. Asimismo, el 

aptámero inespecífico p29 se transfectó en paralelo a las mismas concentraciones. Con la 

finalidad de estudiar la posible muerte celular por necrosis, simultáneamente se midió la 

actividad de la enzima LDH en los sobrenadantes de las células transfectadas, antes de 

añadir el reactivo MTT.  

Como se puede observar en la Figura 9A, el aptámero apMNKQ2 disminuyó la actividad 

MTT en las tres líneas, de forma dependiente de la concentración, permitiendo calcular la 

IC50, siendo las células A549 las más sensibles. El aptámero control p29 produjo un ligero 

efecto, aunque significativamente menor que la disminución producida por apMNKQ2. Como 

se muestra en la Figura 9B, la disminución de la viabilidad celular no parece estar 

ocasionada por necrosis, ya que la citotoxicidad fue nula o prácticamente nula a todas las 

concentraciones estudiadas. 
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Figura 9. Efecto del aptámero apMNKQ2 sobre la actividad MTT y LDH de las líneas celulares 

de pulmón. Las tres líneas se sembraron en una p96 a una densidad de 6x10
3
 células/pocillo para 

las A549 y las H460, y de 1x10
4
 células/pocillo para las SW900. Tras 16-24 horas se transfectaron 

con apMNKQ2 y p29 a 0, 25, 50, 250 y 500 nM, y a las 48 horas se realizaron los ensayos de 

actividad MTT (A), con el cálculo de la concentración inhibitoria del 50% indicada en el margen 

inferior de las gráficas MTT, y (B) LDH. Las gráficas representan las medias ± SEM de 6 y 3 

experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01 respecto al aptámero control p29).  

A partir de este punto, se fijó una concentración de trabajo para el resto de los 

experimentos que fue la IC50 de cada línea, es decir, 70 nM para las A549, 250 nM para 

SW900, y 100 nM para las H460.  

1.3. Análisis de la vida media de apMNKQ2 en las líneas tumorales de pulmón 

Una de las características más importantes a la hora de utilizar aptámeros frente a 

dianas intracelulares, es conocer su vida media en el interior de la célula, que puede estar 

afectada por su naturaleza molecular (DNA o RNA) o por su estructura. Para estudiar la 

estabilidad intracelular de apMNKQ2, las células fueron transfectadas con la IC50 de 

apMNKQ2 correspondiente a cada línea celular. Después de 4, 24 y 48 horas, las células 

fueron procesadas para cuantificar los niveles de aptámero intracelular mediante qPCR, 

como se indica en el apartado 4.8 de Materiales y Métodos. Los resultados se expresaron 

en fmol de aptámero por µg de proteína, para corregir la cantidad de aptámero con respecto 

a la cantidad de células procesadas. La Figura 10 muestra que apMNKQ2 entra a las 

células de forma eficiente a la concentración de trabajo establecida y que, además, es 

estable en éstas al menos durante 48 horas.   
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 Figura 10. Estudio de la vida media de 

apMNKQ2 en líneas tumorales de pulmón. 

Las células se sembraron en p6 a una 

densidad de 5x10
5
 células/pocillo y a las 16-

24 horas se transfectaron con 70 nM, 250 nM 

y 100 nM para las células A549, SW900 y 

H460, respectivamente. Transcurridas 4, 24 

y 48 horas, las células fueron lisadas y 

apMNKQ2 cuantificado por qPCR, cuyos 

valores fueron interpolados en la recta patrón 

del aptámero. Las gráficas representan la 

media ± SEM de 3 experimentos 

independientes.   

 

1.4. Efecto de apMNKQ2 sobre la apoptosis celular en células tumorales de 

pulmón  

Para determinar si la disminución en la viabilidad celular es consecuencia de que 

apMNKQ2 promueve la apoptosis celular, se analizó la actividad de la caspasa 3, una 

proteasa que se activa en apoptosis. Para ello, se realizó la inmunodetección de la enzima 

Poli ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), la cual es procesada por la caspasa 3 en etapas 

tardías de la apoptosis, produciéndose un fragmento específico de 89 kDa. 

En la Figura 11 se observa la detección por western blot del fragmento producido por la 

proteólisis de PARP en las células A549, SW900 y H460, 24 horas después de haber sido 

transfectadas con los aptámeros apMNKQ2 y p29. Los resultados mostraron un aumento en 

la intensidad de la banda correspondiente a PARP procesada, evidenciando el efecto 

apoptótico de apMNKQ2 sobre las tres líneas celulares. 

 

Figura 11. Efecto de apMNKQ2 sobre la actividad de la caspasa 3 a través del sustrato PARP 

en líneas tumorales de pulmón. Inmunodetección (SDS-PAGE 7.5%) de PARP procesada para 

detectar la actividad proteolítica de la caspasa 3 tras la transfección de las líneas A549, SW900 y 

H460 con apMNKQ2 y el aptámero control p29. La actividad de la caspasa 3 genera un fragmento 

específico de 89 kDa. La imagen muestra un experimento representativo de 3 experimentos 

independientes.  

Además, para confirmar que apMNKQ2 es capaz de inducir apoptosis en las líneas 

celulares, se analizaron los niveles de las proteínas antiapoptóticas XIAP y MCL-1. XIAP 

inhibe la apoptosis uniéndose a la caspasa iniciadora 9 y a las caspasas ejecutoras 3 y 7, 
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promoviendo la supervivencia celular durante la progresión tumoral (Holcik et al. 2001). 

MCL-1 pertenece a la familia de proteínas Bcl-2, y sus altos niveles están relacionados con 

la resistencia a terapias que inducen apoptosis (Mohammad et al. 2015). Ambas proteínas 

están reguladas por MNK1 (Wendel et al. 2007; Evans et al. 2018; Pinto-Díez et al. 2018).  

En la Figura 12 se muestran los niveles de XIAP (Figura 12A) y MCL-1 (Figura 12B) de 

las células A549, SW900 y H460, 24 horas después de haber sido transfectadas con los 

aptámeros. Como se puede observar, apMNKQ2 redujo de forma significativa los niveles 

tanto de XIAP como de MCL-1 en las células A549 y SW900. Estos resultados confirmarían 

el efecto proapoptótico del aptámero. En cambio, en la línea H460, apMNKQ2 no produce 

efecto sobre la expresión de XIAP, y, además, aumenta los niveles de MCL-1 de forma 

significativa.  

 

Figura 12. Efecto de apMNKQ2 sobre los niveles de XIAP y MCL-1. Inmunodetección (SDS-PAGE 

12%) a las 24 horas tras la transfección de las células con los aptámeros de (A) XIAP y (B) MCL-1 en 

células A549, SW900 y H460. Los valores obtenidos se han normalizado con respecto a los de β-

actina, utilizada como control de carga. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las 

gráficas representan la media ± SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01).   
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1.5. Actividad anticlonogénica de apMNKQ2 en células tumorales de pulmón 

Los ensayos clonogénicos miden la capacidad de una sola célula para dividirse y formar 

una colonia de al menos 50 células (Puck et al. 1956). Aunque ésta sea una cualidad 

necesaria para la integridad y el funcionamiento de los tejidos normales, se intenta erradicar 

en las células tumorales para evitar recidivas (Franken et al. 2006). Esta característica se 

produce debido a la pérdida de la inhibición por contacto, y es utilizada en este tipo de 

ensayos para estudiar los efectos de agentes citotóxicos o de terapias antitumorales (Rafehi 

et al. 2011). Así, se podría analizar el efecto del aptámero apMNKQ2 estudiando si la célula 

conserva su capacidad de dividirse de forma ilimitada tras el tratamiento.  

Las células fueron transfectadas con apMNKQ2 y el aptámero control p29, y recogidas a 

las 24 horas para ser resembradas a una densidad de 1000 células/pocillo, tal y como se 

detalla en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. Las colonias se dejaron crecer durante 6 

días en el caso de las A549, 8 días en las SW900, y 5 días en las H460.  

 

Figura 13. Efecto de apMNKQ2 sobre la capacidad de formación de colonias de las células. Las 

líneas A549, SW900 y H460 se sembraron a densidad 5x10
4
 células/pocillo en p24 y a las 24 horas 

se transfectaron con las concentraciones de trabajo establecidas previamente. Tras 24 horas, se 

recogieron y se resembraron en p6 a una densidad de 1000 células/pocillo para las tres líneas. Los 

datos se han normalizado con respecto al control. Las gráficas representan la media ± SEM de 3 

experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01).    

Como muestra la Figura 13, el aptámero apMNKQ2 disminuye la capacidad clonogénica 

de las tres líneas celulares. Esta disminución fue estadísticamente significativa para las tres 

líneas con respecto al control sin tratar y con respecto al aptámero control, y con distinta 

eficacia según la línea celular. El aptámero control produce un ligero efecto, aunque 

significativamente menor que la disminución producida por apMNKQ2.  
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2. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LA ACTIVIDAD METASTÁSICA DE 

LAS CÉLULAS DE PULMÓN 

 

2.1. Efecto de apMNKQ2 en la migración, invasión y adhesión de las células 

tumorales de pulmón 

El efecto de apMNKQ2 sobre la migración de las células se estudió primero mediante el 

ensayo de cierre de herida o Wound healing como se detalla en el apartado 4.4 de 

Materiales y Métodos. Las células fueron transfectadas con los aptámeros y, tras 24 horas, 

tratadas con mitomicina 1µM durante 2 horas, tras las cuales se realizó una hendidura. La 

evolución de los cultivos se realizó a los tiempos 0 y 24 horas para las A549, 0 y 48 horas 

para las SW900 y 0 y 72 horas para las H460.  

Como se observa en la Figura 14, apMNKQ2 retrasa el cierre de la herida en las tres 

líneas, aumentando de forma significativa el porcentaje de herida abierta en las células 

SW900.  

 

Figura 14. Efecto del aptámero apMNKQ2 en la migración de las líneas celulares tumorales de 

pulmón mediante ensayos Wound healing. Las células se sembraron a una densidad de 5x10
5
 

células/pocillo en p6 y se transfectaron con los aptámeros a las 24 horas. Transcurridas 16-24 horas 

se trataron con mitomicina 1 µM durante 2 horas, tras las cuales se les realizó una herida. Se tomaron 

fotografías a los tiempos 0, 24, 48 o 72 horas en función de la línea celular. El área de la herida se 

cuantificó con ImageJ y los datos fueron expresados como el incremento de herida abierta respecto al 

control. Las gráficas representan la media ± SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 ). 

Debido a la dificultad para obtener una herida casi cerrada en las líneas A549 y H460 sin 

tratar, se estudió la migración utilizando transwells, tal y como se detalla en el apartado 4.5 

de Materiales y Métodos. Tras 16-24 horas de haber sido transfectadas con los aptámeros y 

privadas de suero, las células son recogidas y sembradas en los transwells en medio sin 

suero. El transwell se sumerge en medio completo con suero, previamente añadido al pocillo 
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de la placa, de manera que las células migran del transwell al pocillo por quimioatracción, 

atravesando la membrana del transwell. Después de 24 horas, las células que hayan 

atravesado dicha membrana se fijan y se tiñen con Hoechst para su posterior cuantificación 

por microscopía de fluorescencia (Figura 6). 

Como se muestra en la Figura 15, el aptámero apMNKQ2 reduce la migración en las 

tres líneas celulares, aunque de forma estadísticamente significativa para las células A549 y 

SW900. Asimismo, también se realizaron ensayos de invasión con transwell, a los que 

previamente se añadió matrigel, una preparación de membrana basal solubilizada extraída 

de sarcoma de ratón. Las células se sembraron sobre el matrigel con la intención de que 

migren hacia el medio con suero, degradando la matriz. No se pudieron detectar células al 

teñir la membrana de los transwells, lo que sugiere que ninguna de las tres líneas tiene 

capacidad de invasión o, al menos, no es detectada mediante esta técnica.  

 

Figura 15. Estudio del efecto de apMNKQ2 sobre la migración de las líneas tumorales de 

pulmón mediante ensayos con transwell. Las células se sembraron a una densidad de 5x10
4
 

células/pocillo en placas p24 y se transfectaron con los aptámeros a las 24 horas. A las 6 horas, se 

privaron de suero, y tras 24 horas se recogieron y resembraron en transwells a 4x10
4
 células/pocillo 

en medio sin suero. A las 24 horas, las células que atravesaron la membrana se tiñeron con Hoechst 

para ser cuantificadas por microscopía de fluorescencia. Los datos se han normalizado con respecto 

al control. Las gráficas representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. (*p<0.05 y 

**p<0.01)   

 

Las metaloproteinasas (MMPs) son proteínas encargadas de degradar la matriz 

extracelular favoreciendo el proceso de migración e invasión celular. El estudio del efecto de 

apMNKQ2 en la actividad de las MMPs, se realizó mediante zimogramas, técnica en la cual 

se realiza una electroforesis en gel de poliacrilamida con gelatina en condiciones no 

desnaturalizantes, para impedir la pérdida de actividad enzimática. De esta manera, se pone 

de manifiesto la actividad de las metaloproteinasas, analizando la degradación de la 

gelatina, que actúa de sustrato para las enzimas.  
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Como se muestra en la Figura 16, apMNKQ2 es capaz de disminuir la actividad de las 

metaloproteinasas 2 y 9 en las A549 y SW900, siendo estadísticamente significativa la 

disminución que se observa en la actividad de la MMP9 en la línea A549, y en la de la 

MMP2 en la línea SW900. Sin embargo, en las células H460, apMNKQ2 parece aumentar la 

actividad de la MMP9 y no tener efecto sobre la MMP2.  

 

Figura 16. Efecto de apMNKQ2 sobre la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9. Los 

sobrenadantes de las células A549, SW900 y H460 previamente transfectadas con los aptámeros, se 

recogieron a las 24 horas postransfección y se estudiaron en un gel de poliacrilamida con gelatina, tal 

y como se detalla en Materiales y Métodos. Los datos se han normalizado con respecto al control. 

Las gráficas representan la media ± SEM de 3-4 experimentos independientes. (*p<0.05 y **p<0.01). 

El proceso de adhesión a la matriz extracelular es un paso clave cuando las células 

tumorales migran y se adhieren en otras localizaciones durante la metástasis. Uno de los 

componentes de la matriz extracelular es el colágeno, el cual ha sido utilizado en estos 

ensayos para estudiar si apMNKQ2 afecta a la capacidad de adhesión celular.  

Para ello, 24 horas después de haber sido transfectadas, las células se recogieron y re-

sembraron en placas p96 incubadas previamente con 10 µg/ml de colágeno tipo I, tal y como 

se detalla en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos. Posteriormente, se realizaron 

ensayos MTT (apartado 4.1 de Materiales y Métodos) para cuantificar el número de células 

adheridas. Como muestra la Figura 17, apMNKQ2 disminuyó la capacidad de adhesión de 

forma estadísticamente significativa en las células A549, mientras que no se observó efecto 

en las líneas SW900 y H460.   
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Figura 17. Efecto de apMNKQ2 sobre la adhesión celular en líneas tumorales de pulmón. 

Transcurridas 24 horas después de la transfección, las células fueron recogidas y resembradas a 

3x10
4
 células/pocillo en p96 tratadas previamente con colágeno tipo I a 10 µg/ml. Posteriormente, se 

llevaron a cabo ensayos MTT para cuantificar las células adheridas. Los datos se han normalizado 

con respecto al control. Las gráficas representan la media ± SEM de 3-4 experimentos 

independientes. (*p<0.05, respecto al control).  

2.2. Efecto de apMNKQ2 sobre la transición epitelio-mesénquima (TEM) 

La transición epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso en el cual las células tumorales 

pierden los marcadores epiteliales y se facilita su migración a órganos distales. En este 

trabajo se ha analizado la expresión de marcadores de distintos estadíos y de factores de 

transcripción implicados en el proceso. Como marcadores epiteliales se estudiaron la E-

cadherina, proteína de adhesión de células epiteliales supresora de tumores, cuya pérdida 

de expresión ocurre durante la metástasis (Na et al. 2020); y la ocludina, proteína implicada 

en las uniones estrechas entre células, cuya expresión disminuye en las etapas iniciales de 

la TEM (Nowak et al. 2021). Como marcador mesenquimal se analizó la N-cadherina, 

proteína transmembrana implicada en adhesión celular y que promueve la migración e 

invasión de las células (Nowak et al. 2021). En la TEM también están implicados diversos 

factores de transcripción que favorecen que las células adquieran capacidad metastásica. 

Algunos de ellos, como ZEB-1 o Snail, fueron analizados en este trabajo. 

En la Figura 18, se puede observar que solo se pudieron detectar niveles de E-

cadherina y N-cadherina en las líneas A549 y SW900, siendo las células A549 las que 

presentan de forma significativa niveles mayores de E-cadherina, sin embargo, no se 

observan diferencias de expresión de N-cadherina entre ambas líneas. Asimismo, las tres 

líneas expresan ocludina, aunque las células H460 en menor medida. En cuanto a los 

factores de transcripción (Figuras 18D y E) las células H460 presentan de forma 

significativa niveles mayores de ambos, indicando un fenotipo mesenquimal.  
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Figura 18. Expresión de marcadores y factores de transcripción de TEM en líneas tumorales de 

pulmón. Inmunodetección de (A) E-cadherina, (B) N-cadherina, (C) Ocludina,  (D) ZEB-1 y (E) Snail. 

Los valores obtenidos se normalizaron con respecto a los de β-actina. Las gráficas representan la 

media ± SEM de 3 experimentos independientes. (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001). 

Una vez caracterizada la expresión de estos marcadores de TEM en las líneas celulares 

utilizadas, se quiso ver si apMNKQ2 era capaz de revertir el estado mesenquimal al estado 

epitelial. Como muestra la Figura 19, apMNKQ2 es capaz de disminuir de forma 

estadísticamente significativa los niveles de N-cadherina en las células SW900 y de 

aumentar los niveles de ocludina en la línea H460. Sin embargo, el aptámero disminuyó los 

niveles del marcador epitelial E-cadherina en las células A549 y SW900.   

 

Figura 19. Efecto de apMNKQ2 sobre los niveles de expresión de marcadores de TEM en las 

líneas tumorales de pulmón. Inmunodetección (SDS-PAGE 12%) de (A) E-cadherina, (B) N-

cadherina y (C) ocludina en células A549 y SW900 a las 24 horas postransfección de las células con 
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los aptámeros. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las gráficas representan la 

media ± SEM de 3 experimentos independientes (*p<0.05 y **p<0.01, respecto al control).  

En cuanto al efecto de apMNKQ2 sobre los factores de transcripción, la expresión de 

ZEB-1 tiende a disminuir en las células A549 y SW900 (Figura 20A) tras la transfección con 

el aptámero, aunque no es una diferencia estadísticamente significativa. Sin embargo, 

apMNKQ2 no parece afectar la expresión de ZEB-1 en las células H460. Como se observa 

en la Figura 20B, el aptámero no produce efecto sobre Snail en las líneas A549 y H460, 

pero sí es capaz de disminuir los niveles en las células SW900, aunque de la misma manera 

que el aptámero control p29 y no de una forma estadísticamente significativa.   

 

Figura 20. Efecto de apMNKQ2 sobre los niveles de expresión de factores de transcripción de 

TEM en las líneas tumorales de pulmón. (A) Inmunodetección (SDS-PAGE 7.5%) de ZEB-1 en las 

líneas A549, SW900 y H460 tras 24 horas después de la transfección con los aptámeros. (B) 

Inmunodetección (SDS-PAGE 12%) de Snail en las líneas A549, SW900 y H460, 24 horas 

postransfección de las células con los aptámeros. Los valores se normalizaron con respecto a los de 

β-actina. Los datos se han normalizado con respecto al control. Las gráficas representan la media ± 

SEM de 3-4 experimentos independientes.  

 

3. ESTUDIO DEL EFECTO DE apMNKQ2 SOBRE LAS MNKs 

 

3.1.  Expresión de MNK1a, MNK1b y eIF4E en líneas tumorales de pulmón 

Primero, se determinaron los niveles de proteína y mRNA de MNK1a y MNK1b, así como 

los niveles y el estado de fosforilación de su sustrato eIF4E en las líneas utilizadas en este 

trabajo. Para ello, se obtuvieron los lisados celulares y se analizaron por western blot 

usando anticuerpos específicos, tal y como se detalla en los apartados 2.2.1 y 3 de 

Materiales y Métodos.     
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Los resultados obtenidos tras la cuantificación de las bandas, muestran que las células 

A549 y SW900 presentan niveles de MNK1a significativamente más altos que las células 

H460, mientras que las células A549 son las que presentan menores niveles de MNK1b 

(Figura 21A).   

 

Figura 21. Niveles de las MNKs en líneas tumorales de pulmón. (A) Inmunodetección mediante 

SDS-PAGE al 12% de los niveles de MNK1a y MNK1b en las líneas A549, SW900 y H460. Los 

valores obtenidos tras la cuantificación fueron corregidos con los de β-actina. Las gráficas 

representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes. (B) Cuantificación de los niveles de 

mRNA de MNK1a/b mediante qPCR como se describe en Materiales y Métodos. Los datos se 

representan como 2
-ΔCt

 y representan la media ± SEM de 3 experimentos independientes (*p<0.05).   

Para determinar si los cambios en la expresión de las proteínas se deben a diferencias 

en los niveles de mRNA, se realizó un análisis cuantitativo de la expresión de dichos RNAs 

mensajeros mediante qPCR como se describe en el apartado 4.9 de Materiales y Métodos. 

Como se puede observar en la Figura 21B, las diferencias en la expresión de MNK1a y 

MNK1b no se deben a cambios en los niveles de mRNA.  

Posteriormente, se estudiaron en las tres líneas los niveles y el estado de fosforilación 

de eIF4E, el sustrato mejor caracterizado de las MNKs (Figura 22). Los resultados 

mostraron que las células A549 son las que presentan menores niveles de eIF4E. Por otro 

lado, las células SW900 presentan una fosforilación de eIF4E significativamente más alta, 

que no parece mostrar correlación con los niveles de las MNKs.  
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Figura 22. Fosforilación de eIF4E en las líneas celulares de cáncer de pulmón. Se emplearon 

lisados celulares de las líneas A549, SW900 y H460. (A) Niveles de eIF4EP y eIF4E detectados 

mediante SDS-PAGE al 12% e inmunodetección. (B) Cuantificación de los niveles de eIF4E respecto 

a los de la β-actina. (C) Cuantificación de los niveles de eIF4EP respecto a los de eIF4E.  Las gráficas 

representa la media ± SEM de 3 experimentos independientes (**p<0.01).  

 

3.2. Efecto de apMNKQ2 sobre las isoformas de MNK1 y la fosforilación de eIF4E 

Dado que apMNKQ2 es capaz de reducir la fosforilación de eIF4E y la expresión de 

MNK1a/b en las células de cáncer de mama MDA-MB-231 (Pinto-Díez et al. 2022), se 

analizaron los niveles de ambas isoformas y la fosforilación de eIF4E tras el tratamiento con 

el aptámero en las líneas tumorales de pulmón.  

Como se puede observar en la Figura 23A, apMNKQ2 produce un aumento en la 

fosforilación de eIF4E en las células A549. Además, el aptámero es capaz de disminuir de 

forma significativa los niveles de MNK1a en las tres líneas celulares (Figura 23B), mientras 

que no parece afectar los niveles de MNK1b, aunque parece que se observa una tendencia 

a la baja en las células SW900 y H460 (Figura 23C).  

ApMNKQ2 no parece afectar a los niveles de mRNA de ambas isoformas de MNK1, 

salvo en el caso de las células SW900, donde la reducción en los niveles de MNK1a 

producida por el aptámero, podría estar relacionada con una bajada en sus niveles de 

mRNA (Figura 23D).  
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Figura 23. Efecto de apMNKQ2 sobre la fosforilación de 4E y las isoformas de MNK1 en líneas 

tumorales de pulmón. Inmunodetección (SDS-PAGE 12%) de (A) eIF4EP,  (B) MNK1a y (C) MNK1b 

tras 24 horas postransfección con los aptámeros en las células A549, SW900 y H460. Cuantificación 

de los niveles de mRNA de (D) MNK1a y (E) MNK1b 24 horas tras la transfección de las células 

A549, SW900 y H460 con los aptámeros. Las gráficas representan la media ± SEM de 3-5 

experimentos independientes (*p<0.05 y ***p<0.001). 

 

Con el objetivo de conocer si MNK2 es la responsable del aumento en la fosforilación de 

eIF4E que se produce en las células A549 tras el tratamiento con apMNKQ2, se utilizó un 

siRNA para silenciar MNK2 y analizar el papel de esta quinasa en la fosforilación de eIF4E. 

Para ello, las células fueron transfectadas con el siRNA de MNK2 (siMNK2) o un siRNA 

inespecífico como control (siC), y tras 24 horas, se transfectaron con apMNKQ2. Después 

de 24 horas, las células se recogieron y se obtuvieron los lisados celulares, que fueron 

analizados por western blot, tal y como se detalla en el apartado 3 de Materiales y Métodos, 

para estudiar el estado de fosforilación de eIF4E.  
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El silenciamiento de MNK2 se confirmó mediante qPCR, donde se observó que se 

silencian ambas isoformas de la proteína, aunque en mayor medida la isoforma MNK2b 

(Figura 24A). Cuando se analizan los niveles de fosforilación de eIF4E en las células 

transfectadas con siMNK2, se observa que disminuyen de forma estadísticamente 

significativa con respecto al control (35%). Además, la fosforilación de eIF4E es 

parcialmente revertida cuando las células son co-transfectadas con siMNK2 y apMNKQ2 

(Figura 24B). Estos resultados indican que MNK2 podría estar implicada en la fosforilación 

de eIF4E en las células A549.  

 

Figura 24. Efecto del silenciamiento de MNK2 sobre la fosforilación de eIF4E en las células 

A549. Las células se sembraron a una densidad de 1.5x10
5
 células/pocillo en placas p6 y tras 16-24 

horas se transfectaron con 75 pmol/pocillo de siC y siMNK2. Tras 24 horas, se transfectaron con 

apMNKQ2 a 70 nM y, pasadas 24 horas, las células se recogieron para obtener RNA y proteína, que 

se utilizaron en qPCR y western blot. (A) Cuantificación de los niveles de mRNA de MNK2 tras su 

silenciamiento con un siRNA. Los valores obtenidos se normalizaron con respecto a los de siC. (B) 

Cuantificación de eIF4EP tras el silenciamiento de MNK2 con un siRNA. Los valores obtenidos se 

normalizaron con los de eIF4E. Los resultados se expresan normalizados con respecto a siC. Las 

gráficas representan la media ± SEM de 3-6 experimentos independientes (*p<0.05, **p<0.01 y 

***p<0.001).   

 

4. ESTUDIO DE LA EFICACIA IN VIVO DE apMNKQ2 EN UN MODELO DE 

ADENOCARCINOMA PULMONAR 

Los ensayos de eficacia in vivo se llevaron a cabo en ratones inmunodeprimidos 

Foxn1nu/nu* a los que se inoculó en los flancos dorsales por vía subcutánea la línea celular 

A549 para generar los tumores, a una concentración de 8x106 células/flanco. Los ratones se 

repartieron de forma aleatoria en tres grupos de 5 animales. A dos de los grupos se les 

administró por vía intraperitoneal apMNKQ2 a 10 mg/kg y a 25 mg/kg en tampón de 

aptámeros, cinco veces por semana. Al grupo control se le inyectó el mismo volumen de 
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tampón de aptámeros. Como parámetros de seguimiento se midieron el peso de los 

animales y el volumen del tumor cada tres días, y el peso tumoral tras el sacrificio de los 

animales a los 25 días del inicio del tratamiento. Los resultados indican que apMNKQ2 

disminuye tanto el volumen del tumor, con una inhibición del crecimiento tumoral del 18.2% 

y del 28.5% para las dosis de 10 mg/kg y 25 mg/kg, respectivamente (Figura 25A), como el 

peso (Figura 25B) de los tumores de los ratones tratados, de una manera dependiente de la 

dosis,  aunque no de forma estadísticamente significativa.  

 

Figura 25. Eficacia in vivo de apMNKQ2 en un modelo de ratón con xenoinjerto subcutáneo de 

células A549. (A) Volumen de los tumores en la última medida antes del sacrificio de los animales. 

(C) Peso de los tumores de células A549 tratadas con apMNKQ2 respecto al control tras el sacrificio 

de los animales. Las gráficas representan la media ± el máximo y el mínimo de 4-10 tumores.  

Para comprobar la presencia del aptámero en los tumores, se llevó a cabo una PCR a 

tiempo real para cuantificar apMNKQ2, como se detalla en el apartado 5.2 de Materiales y 

Métodos. La Figura 26 muestra la presencia de apMNKQ2 en los tumores de ratones 

tratados a ambas dosis, lo que confirma por una parte que el aptámero ha alcanzado el 

tumor tras su administración a través de la vía intraperitoneal y, por otra, que apMNKQ2 

sigue manteniendo su integridad en los tumores al menos 24 horas después del sacrificio de 

los animales.  

  

Figura 26. Cantidad de apMNKQ2 detectada en los 

tumores de células A549. La fracción de RNA, que 

contiene el aptámero, se trató con RNAsa y se utilizó como 

molde para la cuantificación de apMNKQ2 mediante qPCR. 

La gráfica representa la media ± el máximo y el mínimo de 

4-5 tumores (*p<0.05 y **p<0.01).  
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Por último, se analizaron los niveles de las proteínas antiapoptóticas MCL-1 y XIAP en 

los tumores procedentes de los animales controles y tratados con las dos dosis de 

apMNKQ2. Como se pude observar en la Figura 27, el aptámero es capaz de reducir la 

expresión de MCL-1 cuando se administra a 25 mg/kg, y de reducir los niveles de XIAP, 

aunque no de forma estadísticamente significativa.  

 

Figura 27. Efecto de apMNKQ2 en la expresión de proteínas antiapoptóticas de xenoinjertos 

tumorales de células A549. Inmunodetección de (A) MCL-1 y (B) XIAP. Los valores obtenidos se 

normalizaron respecto a los de β-actina. Las gráficas representan la media ± el máximo y el mínimo 

de 4 tumores.  
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El cáncer de pulmón, considerado uno de los más invasivos y uno de los más rápidos en 

producir metástasis, es la principal causa de muerte por cáncer en todo el mundo. Según la 

Sociedad Española de Oncología Médica, el cáncer de pulmón se mantiene como el tercer 

tumor más frecuentemente diagnosticado en 2022, por detrás del cáncer colorrectal y de 

mama, y es el que más mortalidad genera (18% del total de muertes por cáncer), por lo que 

la tasa de supervivencia a los 5 años sigue siendo muy baja (Li et al. 2022) . Hasta la fecha, 

se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas como quimioterapia, terapia 

molecular dirigida o inmunoterapia (Alexander et al. 2020), que han ayudado a mejorar la 

supervivencia de los pacientes con cáncer de pulmón. A pesar de estas mejoras en los 

tratamientos, el pronóstico para estos pacientes sigue siendo malo, por lo que los nuevos 

enfoques terapéuticos son necesarios para mejorar el pronóstico de esta enfermedad.  

Como se ha descrito anteriormente, las MNKs están implicadas en diferentes tipos de 

cáncer (Pinto-Díez et al. 2020). Estudios recientes han demostrado una asociación 

significativa entre la sobreexpresión de MNK1 y una supervivencia global reducida para los 

pacientes de NSCLC (Wen et al. 2016). Es más, esta sobreexpresión de MNK1 serviría 

como biomarcador de mal pronóstico para estos pacientes, lo que sugiere que bloquear la 

vía MNK/eIF4E mediante la inhibición de MNK y la fosforilación de eIF4E es una buena 

estrategia terapéutica para el tratamiento de los pacientes con NSCLC. De hecho, la 

degradación de MNK1 impide la fosforilación de eIF4E y en consecuencia inhibe el 

crecimiento celular, colonización, invasión y migración e induce apoptosis en células de 

cáncer de mama (Ramalingam et al. 2014).  

En este trabajo se ha pretendido estudiar el potencial antitumoral del aptámero 

apMNKQ2, previamente seleccionado en nuestro laboratorio frente a la proteína MNK1 

(García-Recio et al. 2016), y posteriormente validado como agente antitumoral en cáncer de 

mama (Pinto-Díez et al. 2022), como herramienta terapéutica en cáncer de pulmón. Para 

ello, se han llevado a cabo ensayos funcionales en líneas tumorales de pulmón, en los que 

se han evaluado los efectos antitumorigénicos y antimetastásicos del aptámero; y ensayos 

de eficacia en un modelo de cáncer de pulmón en ratones.  

Las líneas celulares utilizadas en este estudio son A549, SW900 y H460, representativas 

de los 3 tipos de cáncer de pulmón no microcítico: adenocarcinoma, carcinoma de célula 

escamosa y carcinoma de célula grande, respectivamente. Las tres líneas presentan una 
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mutación activadora del gen KRAS. Además, las células A549 tienen mutado el gen de la 

serina/treonina quinasa 11 (STK11), las células SW900 poseen una mutación que inactiva el 

gen supresor de tumores TP53, y las células H460 presentan mutaciones en STK11 y 

PIK3CA, gen de la proteína p110α, subunidad catalítica de la proteína PI3K (Blanco et al. 

2009; Korrodi-Gregório et al. 2016).  

De las cuatro secuencias obtenidas a partir del aptámero apMNK2FT, apMNKQ2 fue la 

que produjo mayor disminución en la actividad MTT de las dos líneas celulares empleadas 

(Figura 8), al igual que ocurre con las líneas celulares de mama (Pinto-Díez et al. 2022), por 

ello fue seleccionado para continuar con el estudio. Sin embargo, el aptámero apMNKQ1 

también redujo de forma significativa la viabilidad celular en ambas líneas tumorales de 

pulmón, por lo que sería interesante evaluar su posible uso como agente antitumoral en 

estudios futuros. 

Las dianas intracelulares son difíciles de alcanzar en células vivas, por lo que uno de los 

aspectos más importantes a tener en cuenta es la entrada del aptámero en las células, así 

como su estabilidad y vida media en el interior celular. En este trabajo, la internalización del 

aptámero en las células se ha llevado a cabo mediante el uso de liposomas. La 

cuantificación intracelular del aptámero (Figura 10) se realizó a diferentes tiempos: cuando 

se retira el aptámero tras la transfección (4 horas), cuando se realizan los ensayos (24 

horas), y cuando se determina la viabilidad y toxicidad celular (48 horas). El ensayo se 

realizó con las concentraciones de trabajo empleadas durante todo el estudio, por lo que no 

se puede obtener una comparativa de la entrada del aptámero entre las líneas celulares. 

Aun así, los resultados muestran la entrada eficiente de apMNKQ2 en las tres líneas 

celulares a la concentración de trabajo empleada y, además, demuestran que el aptámero 

permanece en el interior de las células en el momento de los ensayos. El hecho de que 

apMNKQ2 sea estable al menos durante 48 horas en el interior de las células, se podría 

considerar una ventaja de cara a su aplicación en clínica a la hora de espaciar las dosis en 

el tiempo, disminuyendo el número de inyecciones, y facilitando la comodidad del paciente 

(Zhang et al. 2022).  

Una de las características que se buscan a la hora de encontrar nuevos fármacos 

antitumorales es la capacidad de estos para inhibir los procesos relacionados con el 

desarrollo del tumor, como la proliferación celular, la actividad clonogénica y la evasión de la 

apoptosis. En este aspecto, en este trabajo se demuestra que apMNKQ2 es capaz de 

reducir la viabilidad en las tres líneas celulares de cáncer de pulmón estudiadas (Figura 9). 

Las células no muestran señales de toxicidad tras el tratamiento con apMNKQ2, por lo que 

queda descartado como causa en la disminución de la viabilidad celular. Según los 
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resultados obtenidos, se puede concluir que la viabilidad de las células se reduce debido a 

la inducción de apoptosis mediada por caspasa 3 (Figura 11), aunque no podemos 

descartar que esta reducción también se deba a un bloqueo en la proliferación celular, dato 

que por ahora desconocemos, y que sería interesante analizar en el futuro, ya que en 

células de cáncer de mama, apMNKQ2 produce una parada del ciclo en la fase S (Pinto-

Díez et al. 2022). Algunos inhibidores de MNK como CGP57380 y los derivados de 

pirimidinas producen una parada del ciclo en células de cáncer de mama (Wheater et al. 

2010; Abdelaziz et al. 2019). Además, el inhibidor de MNK1, BAY1143269, produce una 

parada en la fase G0/G1 del ciclo celular en células de NSCLC, entre otras (Santag et al. 

2017). 

XIAP es una proteína antiapoptótica cuya expresión se encuentra elevada en diferentes 

cánceres (Holcik et al. 2001). Su sobreexpresión correlaciona con tumores de mama de alto 

grado, y su expresión está regulada por MNK (Evans et al. 2018). Por otra parte, la 

sobreexpresión de MCL-1 induce la transformación oncogénica, y además, el aumento en la 

expresión de esta proteína se encuentra en la mayoría de los cánceres humanos, 

incluyendo NSCLC (Zhang et al. 2011). Es más, el aumento en la expresión de MCL-1 se 

correlaciona con un alto índice de proliferación y un bajo índice de apoptosis en tejidos de 

NSCLC, lo que sugiere que la sobreexpresión de MCL-1 está implicada en la inhibición de la 

apoptosis y en promover la supervivencia celular en cáncer de pulmón. Por otra parte, 

Wendel y colaboradores demostraron que una expresión constitutiva de MNK1 promueve la 

expresión de MCL-1, disminuyendo la apoptosis y acelerando el desarrollo del tumor 

(Wendel et al. 2007). De la misma manera, en nuestro laboratorio se observó que la 

sobreexpresión de MNK1b induce un aumento en la expresión de MCL-1 (Pinto-Díez et al. 

2018). El hecho de que apMNKQ2 reduzca los niveles de estas dos proteínas 

antiapoptóticas tanto in vitro, en las líneas A549 y SW900, como in vivo, demuestra que el 

aptámero ejerce su efecto a través de MNK1. La inhibición de MNK1 mediante CGP57380 o 

BAY1143269 produce una disminución en los niveles de la proteína antiapoptótica survivina 

en leucemia y NSCLC, concretamente en las células A549 y H460 (Santag et al. 2017; 

Huang et al. 2018). Según esto, cabría la posibilidad de que apMNKQ2 esté induciendo la 

apoptosis en las células H460 por otro mecanismo independiente de XIAP o MCL-1 que 

sería interesante estudiar en ensayos futuros.  

Otra de las propiedades implicadas en la formación de tumores es la actividad 

clonogénica de las células cancerígenas. El hecho de que apMNKQ2 sea capaz de inhibir 

este proceso en las tres líneas celulares estudiadas indica que, tras el tratamiento con el 

aptámero, se reduce la capacidad de estas células de dividirse de forma ilimitada, 

característica distintiva de las células cancerígenas (Hanahan et al. 2000).  
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La metástasis es un proceso complejo que requiere múltiples pasos, entre los que 

destaca la transición epitelio-mesénquima, proceso en el cual se van perdiendo las 

características epiteliales de las células, que acaban convirtiéndose en células 

mesenquimales migratorias, capaces de colonizar órganos distales. Es un proceso que 

puede ser revertido por la transición mesénquimo-epitelial (TME), que afecta a las células 

tumorales circulantes cuando alcanzan un nicho metastásico en el que se asientan para 

proliferar y desarrollar tumores secundarios (Nowak et al. 2021). Las MNKs están implicadas 

en la metástasis tumoral (Robichaud et al. 2015), y muchos de los inhibidores de MNK 

desarrollados hasta ahora son capaces de reducir estos procesos de migración e invasión 

de células tumorales (Ramalingam et al. 2014; Beggs et al. 2015; Kwegyir-Afful et al. 2016; 

Santag et al. 2017; Zhan et al. 2017). En este trabajo hemos demostrado que apMNKQ2 es 

capaz de reducir la capacidad migratoria e invasiva de tres líneas tumorales de pulmón. 

En el proceso de metástasis, las células migran y se adhieren a otras localizaciones 

mediante su capacidad de adhesión a componentes de la matriz extracelular. En este 

sentido, este trabajo muestra que apMNKQ2 es capaz de disminuir la capacidad de 

adhesión a colágeno tipo I de las células A549. La integrina β1 es una proteína implicada en 

la interacción de las células tumorales con componentes de la matriz extracelular 

(Brakebusch et al. 2005), y está sobreexpresada en las células A549 (Guo et al. 2009). Su 

inhibición disminuye la capacidad de adhesión de las células A549 a través de la inhibición 

de la vía de ERK1/2 (Wang et al. 2013), por lo que apMNKQ2 podría estar reduciendo la 

capacidad adhesiva de estas células a través de la inhibición de MNK1. En cambio, 

apMNKQ2 no parece tener efecto sobre la adhesión de las células SW900 y H460. Se ha 

visto que las células A549 tienen una mayor expresión en comparación con las células 

SW900 de la proteína oncogénica SLC3A2, cuya interacción con la integrina β1 tiene un 

papel importante en la transformación celular (Korrodi-Gregório et al. 2016). Quizás esta 

diferencia de expresión proteica entre ambas líneas sea la causa de no ver efecto del 

aptámero en la adhesión celular de la línea SW900. Por otra parte, p110α media la 

activación de AKT inducida por la integrina β1, lo que podría contribuir a las propiedades 

tumorigénicas de las células que expresan p110α de manera constitutivamente activa (Zeller 

et al. 2010), como es el caso de la línea celular H460 (Blanco et al. 2009), y explicar la 

ausencia de efecto del aptámero sobre la capacidad de adhesión de estas células.  

Las células A549 y SW900 presentan un fenotipo intermedio de TEM, ya que expresan 

tanto marcadores epiteliales como mesenquimales. Por el contrario, la poca o nula 

expresión de marcadores epiteliales, y la alta expresión de factores de transcripción que 

inducen TEM, en las células H460, indican su fenotipo mesenquimal (Figura 18).  
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El inhibidor de MNK, VNLG-152, es capaz de revertir la TEM reduciendo los niveles de 

N-cadherina en cáncer de próstata (Ramamurthy et al. 2018). En este sentido, apMNKQ2 

disminuye la expresión del marcador mesenquimal N-cadherina en las células SW900 y 

además, aumenta la expresión del marcador epitelial ocludina en las células H460, 

recuperando parte de los rasgos epiteliales. La inhibición de MNK reduce la expresión de 

ZEB-1 y aumenta los niveles de E-cadherina, revirtiendo la TEM en células de cáncer de 

páncreas (Kumar et al. 2016). Además, la inhibición de MNK1 produce una reducción en la 

expresión de Snail y ZEB-1 en las células A549 y H460 (Santag et al. 2017). En este trabajo 

se muestra que tras el tratamiento con apMNKQ2 hay una tendencia a la disminución en los 

niveles de ZEB-1 en las células A549 y SW900, aunque la dificultad de encontrar un buen 

anticuerpo para su detección, añadido a la complicación de transferir a la membrana una 

proteína de elevado peso molecular, han dificultado el análisis de su expresión, obteniendo 

resultados poco concluyentes. Por otra parte, Snail es un represor directo de E-cadherina 

(Puisieux et al. 2014), lo que podría justificar la reducción en la expresión de E-cadherina 

tras el tratamiento con apMNKQ2 en las células A549. Sin embargo, esta reducción de E-

cadherina también se observa en las SW900, donde los niveles de Snail también se ven 

reducidos tras la transfección con el aptámero, por lo que este mecanismo no parece ser el 

responsable de la bajada observada en los niveles de E-cadherina.  

Hay estudios que evidencian que no todas las células adquieren un estado mesenquimal 

durante la transición (Nowak et al. 2021) y que, además, hay carcinomas que adoptan 

rasgos mesenquimales conservando características de células epiteliales bien diferenciadas 

(Christiansen et al. 2006). Por tanto, el amplio uso del término TEM no es siempre apropiado 

para describir los diferentes procesos asociados con invasión y metástasis. Un proceso tan 

complejo como éste dificulta el estudio del efecto del aptámero sobre la transición epitelio-

mesénquima.  

El aptámero apMNKQ2 parece producir más efectos antitumorales en las células A549 y 

SW900, que en las células H460. Una mayor actividad de la vía de PI3K en estas últimas 

podría compensar los efectos que produce apMNKQ2, por lo que sería interesante estudiar 

el tratamiento combinado con inhibidores de la vía de PI3K, para aumentar la sensibilidad de 

las células a apMNKQ2. 

Muchos inhibidores de MNK desarrollados hasta ahora como MNK-I1, BAY1143269, 

MNK-7g, eFT508 o derivados del ácido retinoico (Beggs et al. 2015; Santag et al. 2017; 

Ramalingam et al. 2019; Jin et al. 2019; Suarez et al. 2021), ejercen su efecto a través de la 

inhibición de la fosforilación de eIF4E, al igual que ocurre con el aptámero apMNKQ2 en 

células de cáncer de mama (Pinto-Díez et al. 2022). Como se muestra en el apartado de 
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resultados, apMNKQ2 no parece afectar a la fosforilación de eIF4E en las líneas de cáncer 

de pulmón estudiadas, y es que, no siempre se ve efecto sobre eIF4E tras la inhibición de 

MNK: los aptámeros apMNK2F y apMNK3R, que disminuyen la viabilidad celular, migración 

y formación de colonias en células MDA-MB-231 (García-Recio et al. 2016); y los análogos 

de ferroceno, que inhiben la viabilidad celular y el crecimiento de esferoides, no producen 

ningún efecto sobre la fosforilación de eIF4E (Sansook et al. 2018). Una posible hipótesis es 

que MNK2 sea la principal quinasa responsable de la fosforilación de eIF4E. Este trabajo 

muestra que el silenciamiento de MNK2 en las células A549 produce una bajada en la 

fosforilación de eIF4E, sin embargo, este silenciamiento no es suficiente para revertir la 

subida en la fosforilación de eIF4E que se produce en estas células tras el tratamiento con 

apMNKQ2. Se ha demostrado que MNK2b actúa como protooncogén aumentando la 

fosforilación de eIF4E (Maimon et al. 2014). Además, la fosforilación de eIF4E en las células 

de cáncer de mama MDA-MB-231 está mediada principalmente por MNK2 (García-Recio et 

al. 2016) y hay estudios que indican que MNK2 está implicada en la tumorigénesis de 

NSCLC a través de la fosforilación de eIF4E (Guo et al. 2017). Todos estos datos, en 

consonancia con los resultados obtenidos en este trabajo, apuntan a que MNK2 podría estar 

implicada en la fosforilación de eIF4E en las células A549. No obstante, el silenciamiento de 

MNK2 con los siRNAs utilizados no es del 100%, por lo que la mejor estrategia para poder 

analizar en profundidad este efecto sería mediante un sistema de CRISPR/Cas o un modelo 

knockout para estudiar por separado el papel de MNK1 y MNK2 en la fosforilación de eIF4E. 

Una posible teoría para explicar el efecto de apMNKQ2 sobre MNK1, de forma 

independiente de la fosforilación de eIF4E, es que el aptámero impida la fosforilación de 

otros sustratos de MNK1 como PSF, hnRNP A1 o Spry2.  

En este trabajo se ha demostrado que apMNKQ2 ejerce su efecto antitumoral a través 

de proteínas reguladas por MNK1 como XIAP y MCL-1, pero en los últimos años se han 

descrito otras como NODAL, una proteína implicada en invasión y metástasis, cuyos niveles 

disminuyen con la pérdida de MNK1 (Guo et al. 2019); NDRG1 (N-myc downregulated gene 

1), supresor de metástasis cuya fosforilación está regulada por MNK1, pero no por MNK2 

(Tian et al. 2017) o la proteína similar a la angiopoyetina 4 (ANGPTL-4), cuya 

sobreexpresión en melanoma promueve la invasión y la metástasis mediante el aumento de 

la expresión de las metaloproteinasas (Yang, Khoury, et al. 2020). Quizás la inhibición de 

MNK1 por apMNKQ2 pueda estar afectando a la capacidad migratoria e invasiva de las 

células mediante alguno de estos mecanismos.  

El siguiente paso durante el desarrollo de un fármaco es validar su actividad en modelos 

animales. La vía de administración del fármaco es un factor importante a tener en cuenta, 

por lo que en nuestro laboratorio se ha estudiado la eficacia de diferentes formas de 
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administración de apMNKQ2 en ensayos preliminares con ratones. El aptámero se 

administró por vía oral, intravenosa e intraperitoneal, siendo ésta última la más eficaz en 

modelos de cáncer de mama y cáncer de páncreas. A la vista de estos resultados, se eligió 

la vía intraperitoneal como forma de administración del aptámero en este trabajo. Cabe 

destacar, que en los ensayos de eficacia in vivo en cáncer de mama el aptámero se 

administró usando transfectante (Pinto-Díez et al. 2022), mientras que en este trabajo se ha 

administrado el aptámero sin vehiculizar, lo que supone una ventaja ya que permite 

aumentar la dosis de aptámero administrada. La línea celular A549 es una de las más 

utilizadas habitualmente en modelos in vivo de adenocarcinoma por su gran capacidad para 

desarrollar tumores (Kellar et al. 2015), por lo que fue la línea de elección en los ensayos de 

eficacia de este trabajo. Hay que tener en cuenta que el crecimiento de los tumores fue más 

lento de lo esperado, por lo que los resultados han podido verse afectados por este factor. 

Aun así, se trata de un ensayo piloto en el que se han obtenido resultados prometedores 

para apMNKQ2 como agente terapéutico.  

Los modelos de xenoinjertos de tumores derivados de pacientes (PDX) se han 

establecido con éxito en diferentes tipos de cáncer ya que reflejan con mayor precisión los 

aspectos fisiológicos del tumor primario del paciente. En los modelos PDX, las células 

cancerígenas crecen en el microambiente tumoral, y, además, el tumor implantado mantiene 

las anormalidades genéticas y epigenéticas encontradas en el paciente (Jung et al. 2018). 

Actualmente, se está llevando a cabo un ensayo de eficacia de apMNKQ2 en un modelo 

PDX de adenocarcinoma, lo que mostrará en un futuro, el potencial terapéutico del aptámero 

en un tumor primario de pulmón.  

Uno de los aspectos importantes a tener en cuenta es la toxicidad que muestran los 

fármacos antitumorales y es que, para muchos tipos de cáncer, incluyendo NSCLC, la 

quimioterapia sigue siendo el tratamiento estándar en determinados casos, a pesar de los 

efectos secundarios documentados y el desarrollo de quimiorresistencia (Landi et al. 2015). 

Los tratamientos basados en platino, como el carboplatino y el cisplatino, suelen producir 

náuseas, vómitos, neuropatías, ototoxicidad, hepatotoxicidad o nefrotoxicidad, entre otros 

(Rossi et al. 2016). Otras estrategias terapéuticas como la inmunoterapia o la terapia 

molecular dirigida, han sido mejor toleradas por los pacientes, mostrando además resultados 

satisfactorios. A pesar de ello, muchos fármacos basados en la inmunoterapia generan 

toxicidad hepática, diarrea, colitis, prurito o neumonitis (Barquín-García et al. 2019). 

Erlotinib, gefitinib o afatinib, utilizados en terapia dirigida en NSCLC con mutación en EGFR, 

producen diarrea, erupciones cutáneas, estomatitis o erosiones en la córnea (Hsu et al. 

2018). En línea con esto, cabe destacar que en general, los aptámeros se consideran 

seguros debido a la baja toxicidad que muestran como herramientas terapéuticas. De hecho, 
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el aptámero AS1411 fue administrado a ratas y a perros en ensayos preclínicos sin mostrar 

signos de toxicidad. Además, fue evaluado en una primera fase de ensayos clínicos, 

mostrando una ausencia de toxicidad grave en estos pacientes (Bates et al. 2009). El 

aptámero NOX-A12 fue administrado a pacientes, en los que no se observó ningún signo de 

toxicidad que pudiera delimitar la dosis (Steurer et al. 2019). Al igual ocurre con el aptámero 

ApTOLL, el cual ejerce un efecto protector contra las enfermedades isquémicas (Fernández 

et al. 2018), y ha sido llevado a ensayos clínicos, donde no se han notificado efectos 

adversos, ni se han descrito parámetros o signos vitales alterados asociados a su 

administración (Hernández-Jiménez et al. 2022). La administración de apMNKQ2 en un 

modelo in vivo de cáncer de mama no produjo cambios en el peso de los animales, además, 

estudios de tolerabilidad de nuestro laboratorio indican que la máxima dosis tolerada de 

apMNQ2 en ratones es de 400 mg/kg, por lo que los datos obtenidos hasta ahora podrían 

indicar la baja toxicidad del aptámero.  

En este trabajo se demuestra como el aptámero frente a MNK1 desarrollado 

previamente en nuestro laboratorio, apMNKQ2, es capaz de inhibir ciertos procesos 

relacionados con el desarrollo y la metástasis tumoral en células de cáncer de pulmón, así 

como de reducir el crecimiento del tumor e inducir apoptosis en un ensayo preliminar 

empleando un modelo in vivo de adenocarcinoma. A partir de este punto, habría que seguir 

investigando para conocer la dosis óptima efectiva del aptámero, así como estudiar su 

seguridad farmacológica y su farmacocinética. Cabe destacar, que algunos de estos 

aspectos están siendo estudiados actualmente en nuestro laboratorio con la finalidad de 

poder conocer el potencial antitumoral de apMNKQ2 y su prometedora aplicación como 

herramienta terapéutica en los diferentes tipos de cáncer en los que MNK1 tiene un papel 

relevante.   
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1. De los cuatro aptámeros diseñados a partir del aptámero parental apMNK2F 

obtenido frente a la proteína MNK1, el aptámero apMNKQ2 es el que muestra mayor 

eficacia en líneas celulares tumorales de pulmón.  

 

2. El aptámero apMNKQ2 inhibe procesos relacionados tanto con la actividad 

tumorigénica (viabilidad celular, formación de colonias y evasión de apoptosis); como 

metastásica (migración, invasión y adhesión) en las líneas tumorales de pulmón 

A549, SW900 y H460, representativas de los tres subtipos de cáncer de pulmón de 

célula no pequeña: adenocarcinoma, carcinoma de célula escamosa y carcinoma de 

célula grande. 

 

3. El mecanismo por el que el aptámero apMNKQ2 regula la apoptosis en células 

representativas de adenocarcinoma y carcinoma escamoso podría estar mediado por 

la reducción en la expresión de las proteínas antiapoptóticas MCL-1 y XIAP, lo cual 

difiere del mecanismo que podría estar implicado en las células de carcinoma de 

célula grande. 

 

4. Resultados preliminares en un modelo murino de adenocarcinoma pulmonar 

muestran que el aptámero apMNKQ2 produce un efecto antitumoral (reducción del 

tamaño del tumor e inhibición de la actividad de proteínas antiapoptóticas), 

dependiente de dosis, lo que permite concluir que apMNKQ2 alcanza su diana en el 

tumor cuando se administra intraperitonealmente y sin necesidad de ser 

vehiculizado.  

 

5. Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el aptámero 

apMNKQ2 podría ser un buen candidato como potencial agente antitumoral para el 

tratamiento de algunos tipos de cáncer de pulmón.  
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