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RESUMEN 

 

Las poliaminas son metabolitos esenciales para el crecimiento de las células 

eucariotas y su metabolismo está frecuentemente desregulado en cáncer y otras 

enfermedades hiperproliferativas. Una de las dianas moleculares de las poliaminas es 

el factor de elongación de la traducción eIF5A, una proteína esencial y conservada 

evolutivamente.  

eIF5A es la única proteína celular conocida que contiene el aminoácido inusual 

hipusina, que deriva de la poliamina espermidina. En humanos existen dos isoformas, 

eIF5A1 y eIF5A2. EIF5A2 se encuentra en el cromosoma 3q26, una región 

frecuentemente amplificada en muchos tumores, y está altamente expresada en 

carcinoma colorectal, cáncer de ovario, cáncer de vejiga, carcinoma hepatocelular, 

cáncer de pulmón no microcítico (CPNM), cáncer de páncreas, carcinoma de células 

escamosas esofágicas, y cáncer gástrico. eIF5A2 es esencial para el mantenimiento de 

la proliferación celular y su inhibición la suprime en muchos tumores.  

Recientemente se ha correlacionado la sobreexpresión de eIF5A2 con la invasión y 

como biomarcador de mal pronóstico en algunos cánceres, incluido el CPNM y se ha 

observado que eIF5A2 induce la transición epitelio-mesenquimal (EMT) en CPNM. La 

EMT es un proceso complejo y reversible que induce la diferenciación de las células 

epiteliales a células mesenquimales migrantes con capacidad de invasión. Numerosos 

estudios han demostrado que la EMT está relacionada con la progresión del cáncer, 

metástasis y mal pronóstico en muchos tumores. Por tanto, la determinación de un 

método eficaz para inhibir la EMT en CPNM podría mejorar significativamente los 

regímenes de los tratamientos actuales.  

La naturaleza altamente selectiva de la hipusinación de eIF5A2 y su susceptibilidad 

a la inhibición farmacológica hacen de este proceso una diana terapéutica muy atractiva. 

Actualmente, se dispone de un análogo de poliamina, denominado GC7, que se utiliza 

para inactivar la reacción de hipusinación y se ha demostrado que inhibe el crecimiento 

de células cancerosas. Sin embargo, GC7 no es suficientemente selectivo y produce 

algunos efectos secundarios, además de que su biodisponibilidad está afectada por las 

poliaminooxidasas presentes en la sangre. Es por ello que no se utiliza en ensayos 

clínicos actualmente y es necesario realizar más estudios para identificar inhibidores 

más específicos de la hipusinación. 

El presente trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo caracterizar el papel 

patológico de eIF5A2 en el desarrollo del CPNM. Para ello, hemos estudiado, mediante 

alteraciones genéticas por silenciamiento y sobreexpresión, el papel de eIF5A2 en la 



 
 

proliferación, motilidad e invasión celular utilizando líneas celulares de cáncer de 

pulmón. Para comprender mejor las condiciones fisiológicas del microambiente tumoral, 

hemos utilizado la activación ectópica de la EMT mediante la aplicación de TGFβ1. Así 

mismo, se ha estudiado el efecto del inhibidor GC7 en líneas celulares de CPNM y 

modelos murinos para determinar si aumenta la quimiosensibilidad de las células, 

previene o revierte la EMT, y reduce la migración y la invasión de células de CPNM. Por 

último, se ha analizado la correlación entre la expresión de eIF5A2, las variables clínico-

patológicas y la supervivencia de los pacientes, en una colección de muestras de 

pacientes con CPNM. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de una regulación 

entre las isoformas eIF5A1 y eIF5A2 para compensar la expresión de ambos 

homólogos. Además, nuestros datos apuntan a una coordinación temporal y posicional 

entre las vías TGFβ1 y eIF5A2 para impulsar la traducción requerida de proteínas para 

los reordenamientos del citoesqueleto y las características de motilidad de las células 

cancerosas invasivas. 

Mediante experimentos llevados a cabo con modelos de ratón in vivo, demostramos 

que los tumores generados mediante xenotrasplante de células que sobreexpresan 

eIF5A2 tienen mayor capacidad invasiva. Finalmente, mostramos la existencia una 

correlación positiva entre la expresión de eIF5A2 y el marcador de proliferación Ki67 en 

tejido de tumores de CPNM, y que la tasa de supervivencia es menor en aquellos 

pacientes que expresaban altos niveles de eIF5A2. 

Todos los resultados obtenidos en este trabajo confirman que eIF5A2 podría ser 

empleado como un biomarcador de mal pronóstico en CPNM y su inhibición 

farmacológica podría emplearse como una posible herramienta terapéutica, sola o en 

combinación con otros fármacos, en aquellos casos en los que eIF5A2 se encuentre 

sobreexpresado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 
Polyamines are essential metabolites for eukaryotic cells growth, and their 

metabolism is frequently deregulated in cancer and other hyperproliferative diseases. 

One of the molecular targets of polyamines is the translation elongation factor eIF5A, an 

essential and evolutionarily conserved protein. 

eIF5A is the only cellular protein known that contains the unusual amino acid 

hypusine, which is derived from the polyamine spermidine. In humans there are two 

isoforms, eIF5A1 and eIF5A2. EIF5A2 is located on chromosome 3q26, a region 

frequently amplified in many tumors, and is highly expressed in colorectal carcinoma, 

ovarian cancer, bladder cancer, hepatocellular carcinoma, non-small cell lung cancer 

(NSCLC), pancreatic cancer, carcinoma of the esophageal squamous cells and gastric 

cancer. eIF5A2 is essential for the maintenance of cell proliferation and its inhibition 

suppresses it in many tumors.  

Recently, eIF5A2 overexpression has been correlated with invasion and as a 

biomarker of poor prognosis in NSCLC, and it has been observed that eIF5A2 induces 

epithelial-mesenchymal transition (EMT) in some cancers, including NSCLC. EMT is a 

complex and reversible process that induces the differentiation of epithelial cells into 

migrant mesenchymal cells with invasive capacity. Numerous studies have shown that 

EMT is related to cancer progression, metastasis, and poor prognosis in many tumors. 

Therefore, the determination of an effective method to inhibit EMT in NSCLC could 

significantly improve current treatment regimens. 

The highly selective nature of eIF5A2 hypusination and its susceptibility to 

pharmacological inhibition make this process a very attractive therapeutic target. 

Currently, a polyamine analog, called GC7, is available and is used to inactivate the 

hypusination reaction and has been shown to inhibit cancer cell growth. However, GC7 

is not sufficiently selective and produces some side effects, in addition to the fact that its 

bioavailability is affected by polyamine oxidases present in the blood. For this reason, it 

is not currently used in clinical trials and more studies are needed to identify more specific 

inhibitors of hypusination. 

The objective of this doctoral thesis is to characterize the pathological role of eIF5A2 

in the development of NSCLC. For this, we have studied, through genetic alterations by 

silencing and overexpression, the role of eIF5A2 in cell proliferation, motility and invasion 

using lung cancer cell lines. To better understand the physiological conditions of the 

tumor microenvironment, we have used the ectopic activation of EMT by the application 

of TGFβ1. Likewise, the effect of the GC7 inhibitor in NSCLC cell lines and murine 



 
 

models has been studied to determine if it increases the chemosensitivity of cells, 

prevents or reverses EMT, and reduces migration and invasion of NSCLC cells. Finally, 

the correlation between the expression of eIF5A2, clinicopathological variables and 

patient survival has been analyzed in a collection of samples from patients with NSCLC. 

The results obtained suggest the existence of a regulation between the eIF5A1 and 

eIF5A2 isoforms to compensate the expression of both homologues. Furthermore, our 

data point to a temporal and positional coordination between the TGFβ1 and eIF5A2 

pathways to drive the required translation of proteins for cytoskeletal rearrangements 

and motility characteristics of invasive cancer cells. 

Through experiments carried out with in vivo mouse models, we demonstrate that 

tumors generated by xenotransplantation of cells that overexpress eIF5A2 have a 

greater invasive capacity. Finally, we show the existence of a positive correlation 

between the expression of eIF5A2 and the proliferation marker Ki67 in NSCLC tumor 

tissue, and that the survival rate is lower in those patients who expressed high levels of 

eIF5A2. 

All the results obtained in this work confirm that eIF5A2 could be used as a biomarker 

of poor prognosis in NSCLC and its pharmacological inhibition could be used as a 

possible therapeutic tool, alone or in combination with other drugs, in those cases in 

which eIF5A2 is found overexpressed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

     RESUM 

 
Les poliamines són metabòlits essencials per al creixement de les cèl·lules 

eucariotes i el seu metabolisme està frequentment desregulat en càncer i altres malalties 

hiperproliferatives. Una de les dianes moleculars de les poliamines és el factor 

d'elongació de la traducció eIF5A, una proteïna essencial i conservada evolutivament. 

eIF5A és l'única proteïna cel·lular coneguda que conté l'aminoàcid inusual hipusina, 

que deriva de la poliamina espermidina. En humans hi ha dues isoformes, eIF5A1 i 

eIF5A2. EIF5A2 es troba al cromosoma 3q26, una regió freqüentment amplificada en 

molts tumors, i que està altament expressada en carcinoma colorectal, càncer d'ovari, 

càncer de bufeta, carcinoma hepatocel·lular, càncer de pulmó no microcític (CPNM), 

càncer de pàncrees, cèl·lules escamoses esofàgiques i càncer gàstric. eIF5A2 és 

essencial per al manteniment de la proliferació cel·lular i la seva inhibició la suprimeix 

en molts tumors.  

Recentment s'ha correlacionat la sobreexpressió d'eIF5A2 amb la invasió i com a 

biomarcador de mal pronòstic a CPNM i s'ha observat que eIF5A2 indueix la transicició 

epiteli-mesenquima (EMT) a alguns càncers, entre els quals es troba el CPNM. L'EMT 

és un procés complex i reversible que indueix la diferenciació de les cèl·lules epitelials 

a cèl·lules mesenquimals migrants amb capacitat d'invasió. Nombrosos estudis han 

demostrat que l'EMT està relacionada amb la progressió del càncer, la metàstasi i el mal 

pronòstic en molts tumors. Per tant, la determinació d'un mètode eficaç per inhibir l'EMT 

a CPNM podria millorar significativament els règims dels tractaments actuals. 

La naturalesa altament selectiva de la hipusinació d'eIF5A2 i la susceptibilitat a la 

inhibició farmacològica fan d'aquest procés una diana terapèutica molt atractiva. 

Actualment, es disposa d'un anàleg de poliamina, anomenat GC7, que s'utilitza per 

inactivar la reacció d'hipusinació i s'ha demostrat que inhibeix el creixement de cèl·lules 

canceroses. No obstant això, GC7 no és prou selectiu i produeix alguns efectes 

secundaris, a més que la seva biodisponibilitat està afectada per les poliaminooxidases 

presents a la sang. És per això que actualment no s'utilitza en assaigs clínics i cal fer 

més estudis per identificar inhibidors més específics de la hipusinació. 

Aquest treball de tesi doctoral té com a objectiu caracteritzar el paper patològic d'eIF5A2 

en el desenvolupament del CPNM. Per això, hem estudiat, mitjançant alteracions 

genètiques per silenciament i sobreexpressió, el paper d'eIF5A2 en la proliferació, la 

motilitat i la invasió cel·lular utilitzant línies cel·lulars de càncer de pulmó. Per 

comprendre millor les condicions fisiològiques del microambient tumoral, hem fet servir 

l'activació ectòpica de l'EMT mitjançant l'aplicació de TGFβ1. Així mateix, s'ha estudiat 



 
 

l'efecte de l'inhibidor GC7 en línies cel·lulars de CPNM i models murins per determinar 

si augmenta la quimiosensibilitat de les cèl·lules, prevé o reverteix l'EMT i redueix la 

migració i la invasió de cèl·lules de CPNM. Finalment, s'ha analitzat la correlació entre 

l'expressió d'eIF5A2, les variables clinicopatològiques i la supervivència dels pacients 

en una col·lecció de mostres de pacients amb CPNM. Els resultats obtinguts 

suggereixen que hi ha una regulació entre les isoformes eIF5A1 i eIF5A2 per compensar 

l'expressió dels dos homòlegs. A més, les nostres dades apunten a una coordinació 

temporal i posicional entre les vies de TGFβ1 i eIF5A2 per impulsar la traducció 

requerida de proteïnes per als reordenaments del citosquelet i les característiques de 

motilitat de les cèl·lules canceroses invasives. 

Mitjançant experiments duts a terme amb models de ratolí in vivo, demostrem que els 

tumors generats mitjançant xenotrasplantament de cèl·lules que sobreexpressen 

eIF5A2 tenen més capacitat invasiva. Finalment, mostrem l’existència una correlació 

positiva entre l’expressió d’eIF5A2 i el marcador de proliferació Ki67 en teixit de tumors 

de CPNM, i que la taxa de supervivència és menor en aquells pacients que expressaven 

alts nivells d’eIF5A2. 

Tots els resultats obtinguts en aquest treball confirmen que eIF5A2 podria ser emprat 

com un biomarcador de mal pronòstic a CPNM i la seva inhibició farmacològica podria 

utilitzar-se com una possible eina terapèutica, sola o en combinació amb altres fàrmacs, 

en aquells casos en què eIF5A2 es trobe sobreexpressat. 
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1. Poliaminas 

Las poliaminas son compuestos orgánicos policatiónicos que se encuentran en 

todos los organismos vivos. Se sintetizan a través de la L-ornitina o mediante la 

descarboxilación de aminoácidos (Sagar et al. 2021). Son esenciales para el crecimiento 

celular y están implicadas en funciones críticas como el desarrollo embrionario, la 

diferenciación y la proliferación (Novita Sari et al. 2021). 

Los primeros estudios realizados que las identificaron los realizó Antonie van 

Leeuwenhoek en 1678, cuando observó una sustancia cristalina a partir de una muestra 

de semen seco humano. No fue hasta 1924 que Roshenheim consiguió sintetizar la 

putrescina, la espermina y la espermidina, dando inicio a una nueva era en los estudios 

de las poliaminas (Bachrach 2010).  

 

 

1.1. Tipos y estructura 

Las poliaminas que se producen en mamíferos son tres, la putrescina, la espermina 

y la espermidina. Además de estas, en plantas y bacterias se sintetiza la agmatina, que 

aunque está presente en la flora intestinal, no está claro que tenga una función biológica 

importante (Pegg 2009). 

Las poliaminas con compuestos alifáticos de bajo peso molecular, que contienen 

grupos amino repartidos a lo largo de su cadena y están cargadas positivamente a pH 

fisiológico (Novita Sari et al. 2021). La putrescina es una diamina, al contener dos grupos 

amino. La espermidina es una triamina, al tener tres grupos amino en su estructura. Por 

último, la espermina se clasifica como una tetramina, al contener cuatro grupos amino 

(Fig. 1). 
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Figura 1. Estructura de las poliaminas.  

 

 

1.2. Metabolismo de las poliaminas 

En el metabolismo de las poliaminas se incluyen aquellas reacciones que dan lugar 

a su biosíntesis, su catabolismo y su transporte.  

En primer lugar, la síntesis de las poliaminas ocurre en el citoplasma celular. Se 

sintetizan a partir de los aminoácidos metionina y arginina, que se ingieren en la comida. 

Por un lado, la enzima arginasa descompone la arginina para dar lugar a la ornitina. La 

ornitina también puede producirse como un producto del ciclo de la urea. Esta ornitina 

es entonces descarboxilada por la ornitina descarboxilasa (ODC) produciendo la 

putrescina, poliamina precursora de la espermidina y la espermina. Por otro lado, la 

metionina se transforma en S-adenosil-L-metionina (AdoMet), que se descarboxila por 

la enzima AMD1 para generar el residuo DcAdoMet. Este residuo es empleado por la 

espermidina sintasa (SRM) para transferir su grupo aminopropil a la putrescina, 

generando así la espermidina. La adicción a la espermidina de un nuevo grupo 

aminopropil del residuo DcAdoMet por la espermina sintasa (SMS) da lugar a la 

espermina (Pegg 2009; Miller-Fleming et al. 2015; Sagar et al. 2021; Novita Sari et al. 

2021).  

Una vez sintetizadas, las poliaminas son transportadas a través de sistemas 

específicos de transporte de poliaminas (PTS), que requieren gasto energético y son 

saturables y dependientes de concentración, tiempo y temperatura (Palmer and Wallace 

2009). Estos PTS no se han descrito completamente, pero algunos de los sistemas 

implicados son el transportador de membrana SLC22A1, que ayudaría a la captación de 

poliaminas al interior de la célula, y la proteína MDR1 de la superfamilia de 

transportadores dependientes de ATP, que intervendría en la salida de moléculas 

similares a las poliaminas (Abdulhussein and Wallace 2013). Mediante estos canales 

también pueden entrar poliaminas a las células, lo que aumentará la cantidad de 
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poliaminas disponibles y activará al antizima (AZ) que a su vez inhibe la enzima ODC, 

deteniendo así la síntesis de más poliaminas.  

Finalmente, los mecanismos catabólicos existentes en el metabolismo de las 

poliaminas permiten que las poliaminas superiores vuelvan a transformarse en sus 

precursores, putrescina y espermidina. La espermina se oxida en espermidina mediante 

la acción de la espermidina oxidasa (SMOX). Además, a través de las enzimas 

espermina/espermidina N1-acetiltransferasa (SSAT), la espermina y la espermidina 

pueden acetilarse y secretarse al espacio extracelular, o bien convertirse en espermidina 

o putrescina mediante la enzima N1-acetilpoliamina oxidasa peroxisomal (PAOX) 

(Battaglia et al. 2014; Novita Sari et al. 2021). 

Un resumen de las rutas detalladas se muestra esquematizado en la Figura 2. 

 

 

Figura 2. Esquema del metabolismo de las poliaminas. En él se indican las rutas que 

participan en la biosíntesis, el catabolismo y el transporte de las poliaminas. Creado con 

BioRender.com, basada en (Novita Sari et al. 2021). 
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1.3. Funciones de las poliaminas 

Los procesos en los cuales las poliaminas están implicadas incluyen la diferenciación 

y proliferación celular, la regulación génica, la señalización celular, la apoptosis y la 

traducción (Sagar et al. 2021). 

En primer lugar, las poliaminas son necesarias para la correcta proliferación celular. 

Los tejidos de rápido crecimiento tienen un mayor contenido en poliaminas. Señales 

regenerativas y estímulos hormonales que promueven el crecimiento activan la síntesis 

de poliaminas (Pegg 2016). Además, la eliminación de la espermidina y la espermina 

aumenta la actividad de la enzima SSAT y provoca la disminución de la viabilidad celular 

y un paro en el crecimiento, induciendo la apoptosis (Mandal, Mandal, and Park 2015). 

Por otro lado, las poliaminas son moléculas que a pH fisiológico están cargadas 

positivamente, por lo que pueden unirse a grupos ácidos de macromoléculas como 

proteínas, ácidos nucleicos y fosfolípidos de membrana (Pegg 2009). Las poliaminas 

están implicadas en la regulación génica a través de multitud de procesos, como pueden 

ser la condensación de la cromatina o la conformación del ADN. Una elevada cantidad 

de poliaminas en la célula puede provocar la solubilización de la cromatina, haciendo 

accesible la cadena de ADN a la unión con la maquinaria de transcripción y replicación. 

También se ha visto que son capaces de activar la quinasa CK2 que, entre otras, 

fosforila proteínas como c-myc y p53 (Childs, Mehta, and Gerner 2003). 

Las poliaminas también juegan un papel importante en la regulación de canales 

iónicos de transporte, como pueden ser los canales del receptor de glutamato, que 

median la transmisión sináptica de señales excitadoras en el cerebro; los canales Kir, 

que regulan la cantidad de potasio dentro de las células y el potencial de membrana y 

otros canales relacionados con el transporte de sodio o calcio intracelular (Pegg 2009). 

Por último, las poliaminas actúan sobre la maquinaria de traducción para estimular la 

síntesis de proteínas. Intervienen en la regulación de la traducción de mRNAs que 

codifican proteínas clave en procesos metabólicos y regulatorios, como la antizima (AZ), 

el inhibidor 1 de la antizima (AZIN1) o la S-adenosilmetionina descarboxilasa 

(AdoMetDC)  (Dever and Ivanov 2018). Además, la espermidina sirve como precursor 

para la modificación post-traduccional del factor de traducción eIF5A, necesario para la 

traducción de proteínas difíciles de traducir por su rigidez, como son las proteínas con 

motivos de prolinas consecutivas en su secuencia. Esta modificación post-traduccional 

inusual se conoce como hipusinación. Para que ocurra, la espermidina transfiere su 

residuo aminobutilo a la lisina 50 de eIF5A, generando el aminoácido hipusina, en una 

reacción enzimática que es imprescindible para la actividad de eIF5A (M. H. Park and 
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Wolff 2018). Más adelante en este trabajo se profundizará sobre esta modificación post-

traduccional y el papel de eIF5A en la síntesis de proteínas. 

 

 

1.4. Poliaminas y cáncer 

Los niveles de poliaminas, así como de las enzimas que intervienen en su síntesis, 

están frecuentemente desregulados en varios tipos de cáncer, asociándose su aumento 

con un mayor crecimiento tumoral en cánceres como el de próstata, pulmón, mama o 

colorrectal, entre otros (Arruabarrena-Aristorena, Zabala-Letona, and Carracedo 2018). 

De esta forma, el exceso de poliaminas se acumula en las células tumorales, tejidos, 

orina y el suero de pacientes con cáncer, lo que ha permitido que se empleen como 

marcador de diagnóstico (Novita Sari et al. 2021; M. H. Park and Igarashi 2013).    

Esta desregulación positiva, llevó a investigar la ruta de las poliaminas como posible 

vía terapéutica, estudiando inhibidores de las proteínas que intervienen en su 

metabolismo o sintetizando análogos de poliaminas. El primero que se testó fue un 

inhibidor de la ODC, el α-difluorometilornitina (DMFO). Pese a que se realizaron ensayos 

in vitro en los que se tuvo éxito inhibiendo el crecimiento de varias líneas celulares de 

cáncer, en ensayos in vivo resultó ineficaz, tanto solo como en combinación con otros 

fármacos. También se han testado varios inhibidores de la adenosilmetionina 

descarboxilasa, algunos de los cuales han llegado a emplearse en ensayos clínicos en 

fase I y fase II. Respecto a los análogos sintéticos de poliaminas, lo que se busca es 

que sean capaces de interrumpir la síntesis natural de las poliaminas y puedan competir 

con ellas por su absorción celular, reduciendo la cantidad de poliaminas presente en las 

células, siendo lo suficientemente distintos a las poliaminas como para no impedir a las 

poliaminas realizar sus funciones. Existen análogos de primera, segunda y tercera 

generación, que han mostrados resultados positivos como agentes antiproliferativos y 

como causantes de apoptosis celular, aunque ninguno ha sido exitoso en ensayos 

clínicos por el momento (Damiani and Wallace 2018).  

Otra de las estrategias en las que se han utilizado las poliaminas para el diseño de 

tratamientos contra el cáncer, es emplearlas como vehículos para la distribución de 

fármacos. La captación de poliaminas a través de los PTS es mayor en células 

tumorales, y además, los PTS no se restringen a las poliaminas naturales, si no que 

aceptan otras moléculas como análogos o poliaminas conjugadas con fármacos que 

sean estructuralmente similares a las poliaminas naturales (Novita Sari et al. 2021). 

En el ámbito de la quimioprevención como estrategia en aquellas personas que 

tienen un riesgo elevado de padecer ciertos cánceres, interferir en el metabolismo de 
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las poliaminas ha resultado ser una herramienta efectiva. En este aspecto, el fármaco 

más empleado es el DFMO, que solo, o en combinación con otros fármacos esteroideos 

o antiinflamatorios, ha demostrado tener éxito en la prevención de cánceres como el de 

colon, próstata, piel y neuroblastomas (Damiani and Wallace 2018). 

Por último, además de la relación entre las poliaminas y el cáncer, cabe mencionar 

que existen numerosos estudios que indican el posible papel que pueden tener las 

poliaminas, su metabolismo y su abundancia, en procesos como el estrés y la memoria 

o en enfermedades como Alzheimer, Huntington o Parkinson (Sagar et al. 2021). 

 

 

2. Cáncer 

El cáncer es el término general que se emplea para hacer referencia a un conjunto 

de enfermedades en las cuales las células dejan de responder a las señales que 

normalmente dirigen su comportamiento y empiezan a dividirse descontroladamente, 

generando masas tumorales y pudiendo invadir tejidos adyacentes o diseminarse a 

otras partes del cuerpo en un proceso conocido como metástasis (World Health 

Organization 2022; National Cancer Institute at the National Institutes of Health 2021). 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Actualmente, 

se conocen más de 100 tipos distintos de cáncer, que se nombran normalmente en 

función del órgano o tejido donde se origina el tumor primario. Los más comunes en 

2022, en función de los nuevos casos diagnosticados son los de mama, pulmón, 

colorrectal, próstata, de piel y estómago, siendo el de pulmón el causante del mayor 

número de muertes asociadas al cáncer (World Health Organization 2022). 

 

 

2.1. Rasgos distintivos 

En el año 2000, Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg 2000) publicaron un 

trabajo seminal en el que revisaban y describían aquellas propiedades que caracterizan 

las células del cáncer y las clasificaron en seis rasgos distintivos o hallmarks. Esta 

revisión fue ampliada en el año 2011 (Hanahan and Weinberg 2011), donde se 

incluyeron dos características que resultaban favorables para el desarrollo y la 

progresión del cáncer y dos nuevos hallmarks. Recientemente, en 2022, Hanahan 

(Hanahan 2022) ha publicado una nueva revisión en la que amplía sus trabajos 

anteriores en dos características promotoras más y dos rasgos distintivos de las células 

tumorales (Fig. 3). 
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Figura 3. Rasgos distintivos y características promotoras del cáncer. Modificada de 

(Hanahan 2022). 

 

Los rasgos distintivos se describen como las capacidades funcionales que adquieren 

las células al convertirse en células tumorales. Según Hanahan y Weinberg, son diez. A 

continuación, se describen brevemente los detalles más importantes de estas 

características y rasgos distintivos de las células cancerosas: 

 

• Señalización proliferativa sostenida 

Los tejidos y células normales controlan estrictamente la producción de señales de 

crecimiento y división celular, con el fin de garantizar una adecuada homeostasis del 

número de células, manteniendo así el correcto funcionamiento y organización de los 

tejidos. Por el contrario, las células tumorales son capaces de desregular estas señales 

promoviendo su proliferación crónica. Las células tumorales emplean varios 

mecanismos para alcanzar este punto, como la secreción de factores de crecimiento por 

ellas mismas o por células de su entorno a las que estimulan, aumentando el número 

de receptores en su membrana, modificando los receptores para que puedan activarse 
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independientemente del ligando, activando de manera constitutiva componentes de las 

rutas de señalización que actúan tras la activación de los receptores o evadiendo las 

señales negativas que atenúan la proliferación (Lemmon and Schlessinger 2010; 

Witsch, Sela, and Yarden 2010). 

 

• Evasión de señales supresoras del crecimiento 

Los supresores tumorales actúan de diversas formas para limitar el crecimiento y la 

proliferación celular, y las células tumorales son capaces de inactivarlos o evadir su 

señalización para continuar proliferando. Entre estos supresores tumorales destacan la 

proteína del retinoblastoma (pRb) y la proteína tumoral 53 (p53). pRb recibe señales 

extracelulares e intracelulares y decide si una célula debe continuar con su ciclo celular 

o no (Lipinski and Jacks 1999). Por su parte, p53 recibe información del interior celular, 

detectando anomalías como daños en el genoma o condiciones subóptimas en los 

niveles de glucosa u oxígeno, deteniendo el ciclo celular cuando es necesario (Lane 

1992). Además de evadir a estos supresores tumorales, las células tumorales emplean 

otras herramientas para evitar este tipo de señales inhibidoras del crecimiento, como 

evadir las señales de inhibición del crecimiento generadas por contacto célula-célula en 

poblaciones celulares de alta densidad o el cambio en la actividad del factor de 

crecimiento transformante beta (TGFβ), que pasa de tener efectos antiproliferativos a 

promover la proliferación y la transición epitelio-mesénquima (EMT) en estados más 

avanzados de los tumores. 

 

• Resistencia a la muerte celular 

La muerte celular programada mediante apoptosis supone una barrera contra el 

desarrollo del cáncer. La apoptosis puede inducirse mediante señales extracelulares 

que activan la respuesta extrínseca, o mediante señales intracelulares que activan la 

respuesta intrínseca. En ambos casos, se produce la activación de las caspasas 8 y 9 

respectivamente, que inician la cascada proteolítica que lleva a la desintegración de la 

célula. Las células tumorales son capaces de esquivar la apoptosis mediante varios 

mecanismos, como la sobreexpresión del inhibidor de apoptosis BCL-2 o mutaciones en 

p53 que inhiben su actividad pro-apoptótica, permitiendo así que células tumorales con 

mutaciones o ADN dañado puedan seguir acumulándose, fomentando también el 

aumento de la resistencia a la quimioterapia (Strasser and Vaux 2020). 
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• Inducción de la angiogénesis 

El desarrollo de la vasculatura es un proceso muy importante durante la 

embriogénesis, que implica la unión de células endoteliales en tubos (vasculogénesis) 

y la creación de nuevos vasos a partir de los ya existentes (angiogénesis). En etapas 

adultas, aparte de para procesos como el cierre de heridas o durante el ciclo 

reproductivo femenino, estos procesos permanecen quiescentes. Sin embargo, la alta 

tasa proliferativa de las células tumorales hace que estas requieran del aporte continuo 

de nutrientes y oxígeno, así como de poder eliminar deshechos metabólicos, por lo que 

el proceso de angiogénesis está continuamente activo. En esto, el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) juega un papel clave, y la liberación de otros factores como 

angiopoyetinas o el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) también están 

implicados en la activación de la angiogénesis. Sin embargo, la rapidez con la que se 

desarrollan estos nuevos vasos afecta a su maduración, por lo que suelen ser vasos 

defectuosos. Esto implica modificaciones en el microambiente tumoral (TME), 

desarrollando hipoxia, la disminución de la infiltración y la actividad de las células 

inmunitarias y un mayor riesgo de diseminación metastásica (Viallard and Larrivée 

2017). 

 

• Activación de la invasión y la metástasis 

La invasión y metástasis es un proceso complejo que engloba multitud de pasos, en 

lo que se conoce como la cascada de invasión-metástasis. En primer lugar, las células 

tumorales son capaces de invadir localmente el tejido que las rodea, intravasar en los 

vasos sanguíneos y linfáticos cercanos y alcanzar puntos lejanos del organismo. Estas 

células podrán entonces extravasar los vasos y penetrar en el parénquima de estos 

tejidos lejanos, generando pequeños nódulos de células conocidos como 

micrometástasis. Finalmente, estos nódulos crecen colonizando el tejido y formando 

tumores. Un proceso clave en el desarrollo de estos procesos es la EMT, mediante la 

cual las células epiteliales son capaces de adquirir características mesenquimales a 

través de varias etapas celulares. La EMT está asociada con la iniciación tumoral, la 

invasión, la metástasis y la resistencia a terapias anticancerígenas (Pastushenko and 

Blanpain 2019). Sobre ella se hablará en profundidad en el apartado 3 de este trabajo. 

 

• Inmortalidad replicativa 

Las células normales pueden llevar a cabo un número limitado de ciclos de 

crecimiento y división, tras los cuales las células pueden entrar, o bien en un periodo 

irreversible de senescencia, en el cual las células son viables, pero no proliferan o entran 
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en una fase de crisis que conduce a la muerte celular. En esta limitación del número de 

divisiones está muy implicada la longitud de los telómeros, que protegen el extremo de 

los cromosomas y se van acortando en las distintas rondas de división, hasta que son 

incapaces de proteger el ADN de los cromosomas. Las células tumorales han 

desarrollado mecanismos para mantener la longitud de los telómeros y así evitar la 

senescencia y/o apoptosis y poder dividirse de manera indefinida. Estos mecanismos 

implican la expresión constitutiva de la enzima telomerasa y la activación de la vía 

alternativa de alargamiento de los telómeros, basada en procesos de recombinación 

homóloga dependiente de intercambios o dependiente de la síntesis de ADN telomérico 

(de Vitis, Berardinelli, and Sgura 2018). 

 

• Evasión del sistema inmune 

Las células y tejidos están siendo vigilados constantemente por el sistema inmune, 

que es capaz de reconocer y eliminar cualquier célula que detectan como una amenaza 

para el organismo, incluyendo la mayoría de las células tumorales que forman parte de 

los tumores nacientes. Por tanto, los tumores sólidos que acaban teniendo lugar en el 

organismo han sido capaces de evadir esta vigilancia de alguna forma. La supresión de 

la inmunidad tumoral y la creación de un entorno inmunosupresor parece ser una 

característica propia de las células madre tumorales (CSC), que son capaces de 

fomentar este entorno mediante distintos mecanismos como el fallo en la presentación 

de antígenos, la regulación positiva de ligandos inhibidores de células Natural Killer o la 

secreción de inmunosupresores como TGFβ, IL-6 y CCL20, entre otros (Tsuchiya and 

Shiota 2021). 

 

• Desregulación del metabolismo energético 

Las células tumorales deben ajustar su metabolismo energético para poder atender las 

necesidades metabólicas que conllevan su proliferación y crecimiento sostenido. Para 

ello, las células tumorales reprograman su metabolismo de la glucosa, y en vez de 

emplear la glicólisis como las células normales, emplean la vía glicolítica anaeróbica 

para obtener energía, incluso en presencia de oxígeno, en un fenómeno conocido como 

el “efecto Warburg” (Liberti and Locasale 2016). La desregulación de vías oncogénicas 

o supresoras de tumores como las de PI3K-AKT, Myc y Hippo median la expresión 

génica de genes relacionados con el metabolismo, aumentando así la actividad de 

enzimas metabólicos. Además, la desregulación de otras vías metabólicas contribuye a 

fallos en la transducción de señales celulares, proporcionando energía, potencial redox 
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y los componentes necesarios para la proliferación celular sin restricciones (Jae Hyung 

Park, Pyun, and Park 2020) . 

 

• Plasticidad fenotípica 

Durante la progresión del cáncer, las células tumorales sufren cambios moleculares 

y fenotípicos que se denominan en conjunto plasticidad celular, que permiten a las 

células revertir su estado de célula diferenciada y adquirir características de CSC. Estos 

cambios se producen en respuesta a señales en el TME o alteraciones genéticas y 

epigenéticas, y contribuyen a la heterogeneidad tumoral y por tanto, a que su tratamiento 

sea más complejo. Los procesos que dan lugar a esta plasticidad celular son tres. La 

desdiferenciación hace referencia a la readquisición de características de célula 

progenitora por parte de células ya diferenciadas. En segundo lugar, el bloqueo de la 

diferenciación impide que células parcialmente diferenciadas continúen su progreso 

hacia una diferenciación completa. Finalmente, la transdiferenciación, en la cual células 

ya diferenciadas son capaces de cambiar a otro tipo células también diferenciado (Yuan, 

Norgard, and Stanger 2019; Gupta et al. 2019). 

 

• Senescencia celular 

Generalmente, la senescencia celular se refiere a un estado irreversible en el cual 

células dañadas ya no pueden continuar dividiéndose. En esta condición, las células 

sufren una serie de cambios como son una detención prolongada del ciclo celular, 

modificaciones transcripcionales, cambios morfológicos y en el metabolismo y la 

activación de un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). La senescencia 

juega un papel doble en el cáncer, ya que en determinadas condiciones puede suponer 

un efectivo supresor tumoral al bloquear la proliferación de células dañadas. Pero por 

otro lado, el SASP puede promover la progresión del cáncer al inducir el crecimiento de 

células preneoplásicas y modificar el TME. Por ejemplo, mediante la activación de 

proteasas que degradan la matriz extracelular (ECM) se favorece la invasión y la 

motilidad celular (Roger, Tomas, and Gire 2021). 

 

Por otro lado, las características promotoras que impulsan a las células a adquirir 

estos rasgos son cuatro: 
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• Inestabilidad genómica 

La inestabilidad genómica se define como el aumento de la frecuencia mutacional 

en el genoma. En tejidos normales, existen mecanismos capaces de detectar y resolver 

estos fallos en el ADN, manteniendo la tasa de mutaciones baja a lo largo de las distintas 

generaciones. Sin embargo, las células tumorales tienen defectos en estos sistemas, lo 

que permite la acumulación de mutaciones, llevando a las células a su proliferación 

descontrolada y por tanto, a un aumento de su supervivencia y la progresión del cáncer 

(H. Li, Zimmerman, and Weyemi 2021). 

 

• Inflamación 

La presencia de células del sistema inmune en todos los tipos de tumores, de 

pequeñas infiltraciones a grandes inflamaciones visibles mediante técnicas 

histoquímicas, es algo generalizado. Señales inflamatorias puntuales y agudas 

pretenden activar el sistema inmune innato y la respuesta adaptativa con el fin de dar 

una respuesta terapéutica y eliminar las células tumorales. Sin embargo, la inflamación 

puede cronificarse y las células tumorales continúan liberando al TME factores de 

crecimiento, factores pro-angiogénicos, factores de supervivencia, enzimas que 

modifican la matriz o especies reactivas de oxígeno que tienen un efecto mutagénico en 

las células cercanas. Esto tiene un efecto patológico en el tejido, favoreciendo la 

adquisición de diferentes hallmarks por las células tumorales, promoviendo así la 

supervivencia, proliferación, invasión, metástasis o quimioresistencia tumoral  (Singh et 

al. 2019). 

 

• Reprogramación epigenética 

Los cambios epigenéticos en el ADN son modificaciones que no afectan a la 

secuencia de ADN pero que estabilizan la expresión génica a lo largo de las diferentes 

etapas celulares, facilitando la respuesta a señales ambientales o del desarrollo. Estos 

cambios incluyen modificaciones en los genes, las histonas y la estructura de la 

cromatina. Con relación al cáncer, un estado restrictivo de la cromatina puede impedir 

la correcta inducción de genes supresores de tumores o, por el contrario, un estado 

permisivo de la cromatina puede activar oncogenes o funciones celulares no fisiológicas, 

contribuyendo en ambos casos a la patogénesis del cáncer (Flavahan, Gaskell, and 

Bernstein 2017). Así, las modificaciones epigenéticas suponen una herramienta distinta 

a la inestabilidad genómica y las mutaciones para conseguir una mayor plasticidad 

celular y que las células tumorales alcancen los distintos rasgos distintivos del cáncer.  
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• Microbiomas polimórficos 

Se conocen pocos microbios que causen cáncer directamente, pero existen 

evidencias de que algunas especies de bacterias en el colón y el intestino están 

implicadas en la modulación cancerígena, por ejemplo, estimulando señales 

proliferativas o inhibiendo el crecimiento. Estudios recientes han afirmado que las 

microbiota está presente en los tumores y que, por tanto, podría emplearse como una 

estrategia terapéutica (Sepich-Poore et al. 2021).  

 

 

3. La transición epitelio-mesénquima  

La transición epitelio-mesénquima (EMT) se define como un cambio reversible de 

fenotipo durante el cual células epiteliales pierden su polaridad apical-basal, modifican 

su citoesqueleto y disminuyen sus uniones célula-célula para adquirir, individual o 

colectivamente, características de un fenotipo mesenquimal, aumentando su motilidad 

y capacidad invasiva. Este proceso puede ir seguido de la transición inversa, conocida 

como transición mesénquima-epitelio (MET), en la cual las células mesenquimales 

adquieren propiedades de células epiteliales (J. Yang et al. 2020). 

Los estudios acerca de la EMT se iniciaron por el interés que existía en entender los 

cambios que experimentaban los tejidos durante la embriogénesis y el desarrollo. En 

este aspecto, la pionera fue Elizabeth Hay, que en 1985 demostró que las células 

epiteliales de la córnea de un embrión de pollo respondían a moléculas de la ECM 

aplanando su superficie basal, reorganizando el citoesqueleto de actina y aumentando 

la producción de estroma. También observó que estos cambios inducían el alargamiento 

de fibroblastos y pseudópodos (Hay 1985). Posteriormente, los estudios se centraron 

en tratar de identificar los factores que dirigían la EMT. Así, estudios genéticos llevados 

a cabo con Drosophila melanogaster, permitieron la identificación de los factores de 

transcripción SNAIL y Twist (Leptin 1991), y posteriormente el factor Slug (Snai2) se 

identificó como un inductor de la gastrulación de la cresta neural en polluelos (Nieto et 

al. 1994). 

Durante la EMT ocurren una serie de procesos moleculares entre los que se incluyen 

la activación de factores de transcripción específicos, la expresión de proteínas 

específicas de superficie celular, la reorganización y expresión de proteínas del 

citoesqueleto, la producción de enzimas que degradan la ECM y cambios en la 
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expresión de microARNs específicos (Kalluri and Weinberg 2009). Sobre estos eventos, 

se tratará en profundidad a continuación. 

 

 

3.1. Cambios morfológicos y reorganización del citoesqueleto 

Las uniones célula-célula son imprescindibles para garantizar la integridad del 

epitelio, lo que se consigue a través de distintos tipos de unión, como son las uniones 

estrechas subapicales, las uniones adherentes, uniones gap y los desmosomas 

laterales. Durante la EMT, es necesario que estas uniones se deshagan y las proteínas 

que forman parte de ellas se degraden o reubiquen en la célula. Huang et al. (Huang, 

Guilford, and Thiery 2012) describieron en 2012 los eventos que conllevan la destrucción 

de estas uniones que tienen lugar al iniciar la EMT. 

En primer lugar, se rompen las uniones estrechas. La ocludina, una proteína presente 

en estas uniones, forma un complejo en el receptor de TGFβ1 (TGFβR1) y PAR6, pero 

tras la estimulación de la EMT con TGFβ, TGFβR2 se recluta en este complejo y fosforila 

PAR6, iniciando una cascada que provoca la degradación de RhoA, lo que interfiere con 

el citoesqueleto de actina. A continuación, se desestabilizan las uniones adherentes a 

causa de una disminución de los niveles de E-cadherina y β-catenina producida por 

distintos mecanismo que llevan a su degradación. En el caso de los desmosomas, estos 

se deshacen al mismo tiempo que la uniones adherentes, mediante la fosforilación de 

la placofilina 2, lo que a su vez desestabiliza la desmoplaquina, una proteína clave en 

la integridad estructural de los desmosomas. Una vez desanclados estos complejos de 

unión, proteínas que formaban parte de ellos como la β-catenina, la p120-catenina y la 

placofilina 2, se localizan en el núcleo gracias a las señales de localización nuclear que 

poseen. Allí, se ha observado que la β-catenina podría participar en la inducción de la 

EMT mediante la activación de Wnt y ZEB1 (Huang, Guilford, and Thiery 2012). 

La reorganización del citoesqueleto de actina es otro paso clave en la progresión de 

la EMT. Las células en las que se activa el proceso de EMT reorganizan las fibras de 

estrés de actina adquiriendo una forma que permite el alargamiento dinámico de la 

célula y la motilidad direccional, creando proyecciones en la membrana como son los 

lamelipodios y los filopodios, que actúan como extensiones sensoriales del 

citoesqueleto y facilitan la movilidad y la invasión celular gracias a su función proteolítica 

degradando la ECM (Lamouille, Xu, and Derynck 2014). Para dirigir la motilidad, es muy 

importante la polaridad frontal-trasera, dirigida mayoritariamente por CDC42. Al 

romperse las uniones estrechas subapicales, CDC42 y el complejo PAR6-aPKC se 

relocalizan en el borde celular y mediante la estimulación quimiotáctica impulsan la 
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relocalización del centrosoma y el aparato de Golgi a esa zona de la célula.  Los centros 

organizadores de microtúbulos asociados con ellos promueven el crecimiento de los 

microtúbulos hacia el frente de la célula, facilitando la formación de frentes protusivos. 

Los microtúbulos ayudan a la formación de los lamelipodios mediante el reclutamiento 

del complejo CLIP-170-mDIA1, que acelera la elongación de los filamentos de actina, y 

además, ayudan a establecer la polaridad frontal-trasera mediante el transporte de 

quinasas y factores de intercambio de nucleótidos de guanina a las Rho GTPasas del 

borde celular (Rubtsova, Zhitnyak, and Gloushankova 2021). Las Rho GTPasas son las 

encargadas de regular la dinámica de la actina durante la EMT y controlar su 

reordenamiento. RhoA promueve la formación de fibras de estrés de actina a la vez que 

se localiza en la parte trasera de la célula y ayuda a conseguir la polaridad frontal-trasera 

mediante el desmontaje de los complejos de adhesión y la retracción celular.  RAC1 y 

CDC42 también estimulan la formación de lamelipodios y filopodios como se ha 

mencionado anteriormente (Lamouille, Xu, and Derynck 2014). Un resumen de estos 

cambios morfológicos se muestra en la Figura 4. 

 

Figura 4. Esquema de los cambios morfológicos y de expresión génica y proteica 

propios de la activación del programa de EMT.  
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(Continuación Fig. 4) Durante el desarrollo de la EMT las células epiteliales pierden sus 

uniones célula-célula y reorganizan su citoesqueleto de actina para adquirir el fenotipo 

característico de las células mesenquimales. Modificada de (Dongre and Weinberg 2019). 

 

 

3.2. Cambios en la expresión génica y proteica 

Como también muestra la Figura 4, durante la EMT las células desregulan la 

expresión de proteínas epiteliales y reforman su programa de expresión génica para 

inducir la expresión de aquellas proteínas que promueven cambios en la organización 

del citoesqueleto y la remodelación de la ECM, entre otros. Así, se consigue la 

progresión hacia la diferenciación mesenquimal de las células (Lamouille, Xu, and 

Derynck 2014). 

La desregulación de la E-cadherina es un rasgo distintivo de la EMT. Esto, junto a la 

represión de la expresión de claudinas, ocludinas, desmoplaquinas y placofilinas, 

consigue la desestabilización de las uniones adherentes, estrechas y desmosomas, 

respectivamente (Huang, Guilford, and Thiery 2012). Estos cambios van acompañados 

por la activación de genes cuyos productos promueven el paso a célula mesenquimal, 

como es un aumento de la N-cadherina, lo que resulta en un cambio de cadherinas que 

altera la adhesión celular y promueve la movilidad y la invasión celular (Wheelock et al. 

2008). La N-cadherina se conecta con el citoesqueleto a través de su interacción con la 

α-catenina, β-catenina y la catenina p120. Además, se relaciona con receptores de 

tirosina quinasas, como el factor PDGF y receptores del factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF). También interactúa con la molécula de adhesión de células neurales 

para modular la función de los receptores de tirosina quinasas asociados a ellas (Yilmaz 

and Christofori 2009). 

Además, durante la EMT tiene lugar la modificación de la expresión de genes que 

dan lugar a proteínas que intervienen en la organización del citoesqueleto y la polaridad 

celular. Por ejemplo, la disminución de los niveles de citoqueratinas y el aumento de la 

expresión de vimentina modifica la composición de los filamentos intermedios del 

citoesqueleto (Huang, Guilford, and Thiery 2012). Los filamentos intermedios son los 

encargados de mantener la integridad celular y organizar la localización de los distintos 

orgánulos dentro de la célula (Toivola et al. 2005), por lo que modificaciones en su 

composición afectan a la organización del citoesqueleto y a la motilidad celular. En 

células migratorias, la vimentina trabaja junto a otras proteínas para favorecer la 

formación de nuevas adhesiones focales a través de integrinas, la degradación de la 

ECM a través de la vía metaloproteasa MMP14, que es capaz de degradar el colágeno 
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I, y la pérdida de adhesiones célula-célula a través de los factores de transcripción que 

regulan la EMT. También protege a la proteína de anclaje Scrib de la degradación, 

favoreciendo la migración y la proliferación. Además, es capaz de unirse a gránulos de 

estrés para favorecer la supervivencia celular en situaciones de estrés interno (Usman 

et al. 2021). 

Finalmente, la remodelación y la degradación de la ECM, así como modificar las 

interacciones entre las células y la ECM es otro paso esencial para la iniciación y la 

progresión de la EMT. Conforme las células epiteliales adquieren un fenotipo más 

mesenquimal, dejan de interactuar con la membrana celular y se comunican con una 

ECM diferente. Así, se modifica la expresión de algunas integrinas, como por ejemplo, 

un aumento de las integrinas α1β1 y α2β1, que interaccionan con el colágeno I, 

facilitando la ruptura de los complejos de E-cadherina y el paso nuclear de la β-catenina 

(Koenig et al. 2006). Estas modificaciones en la expresión de distintas integrinas van 

acompañadas de un aumento de la expresión de ciertas proteasas, como un aumento 

de la expresión de las metaloproteasas de matriz MMP2 y MMP9, ayudando así a la 

degradación de proteínas de la ECM y facilitando la invasión (Nisticò, Bissell, and 

Radisky 2012). Además, la degradación de la ECM puede dar lugar a la liberación de 

factores de crecimiento que actúan sobre las mismas células invasoras. Por ejemplo, 

algunas proteasas y algunas integrinas, como αvβ6, activan el factor TGFβ (Sheppard 

2005), lo que a su vez promueve la continuidad de la EMT mediante la expresión de 

proteínas de ECM como la fibronectina y distintos colágenos, aumentando así la 

remodelación de la ECM, cambiando sus propiedades y composición molecular. 

 

 

3.3. Factores de transcripción que dirigen la EMT 

Todos los cambios y modificaciones mencionados anteriormente, que inducen el 

paso de un fenotipo más epitelial a uno más mesenquimal, implican la activación de 

factores de transcripción como SNAIL, TWIST y ZEB. Estos factores tienen distintos 

perfiles de expresión, y su contribución en la EMT depende del tipo de célula o tejido 

implicado y las rutas de señalización que inician la EMT. Juntos, coordinan la represión 

de genes epiteliales y la inducción de genes mesenquimales, y a menudo los mismos 

factores de transcripción dirigen tanto la represión como la activación (Craene and Berx 

2013).  

Entre los distintos componentes de la superfamilia SNAIL, SNAI1 (también conocido 

como SNAIL), y SNAI2 (también conocido como SLUG) activan la EMT durante el 

desarrollo, la fibrosis y el cáncer (Barrallo-Gimeno and Nieto 2005), reprimiendo genes 
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epiteliales uniéndose a secuencias E-box de su ADN, a través de dominios dedos de 

zinc carboxi-terminales (Peinado, Olmeda, and Cano 2007; J. Xu, Lamouille, and 

Derynck 2009).  

Por otro lado, de toda la familia bHLH (del inglés basic helix–loop–helix) de factores 

de transcripción; E12 y E47, TWIST1 y TWIST2 y el inhibidor de la diferenciación (ID) 

también tienen papeles clave en la progresión de la EMT (Craene and Berx 2013; 

Peinado, Olmeda, and Cano 2007). Específicamente, en células tumorales, TWIST1 

reprime la E-cadherina e induce la N-cadherina de forma independiente a SNAIL a 

través de su unión con otras proteínas, como la metiltransferasa SET8 (J. Xu, Lamouille, 

and Derynck 2009; F. Yang et al. 2012).  

Por último, ZEB1 y ZEB2 también se unen a las secuencias E-box del ADN y pueden 

actuar como represores o activadores transcripcionales en función del gen diana al que 

se unan. En concreto, reprimen algunas uniones epiteliales y genes de polaridad y 

activan genes mesenquimales que definen el fenotipo EMT (Peinado, Olmeda, and 

Cano 2007; J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009). 

Estos factores de transcripción pueden inducirse a través de diversas rutas de 

señalización, como muestra la Figura 5, que se activan cuando ligandos secretados por 

el microambiente estromal se unen a receptores de células epiteliales, desencadenando 

una serie de eventos que dan lugar a la activación del programa de EMT (Dongre and 

Weinberg 2019). 

 

Figura 5. Esquema de las vías de señalización que activan el programa de EMT. La 

activación de los principales factores de transcripción responsables de la inducción de 

la EMT se consigue a través de diferentes rutas de señalización que cooperan entre sí.  
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(Continuación Fig. 5) Estas rutas son principalmente la ruta WNT, la de TGFβ, la de 

NOTCH, la de PI3 kinasa y la de JAK/STAT. Modificada de (Dongre and Weinberg 

2019). 

 

TGFβ es una citoquina multifuncional que pertenece a una superfamilia que incluye 

tres isoformas de TGFβ, dos activinas y varias proteínas BMP. Las tres isoformas de 

TGFβ tienen un papel clave en la inducción de la EMT en diferentes tejidos y en 

enfermedades proliferativas como el cáncer (J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009; Hao, 

Baker, and Dijke 2019). TGFβ se une a los receptores de superficie de tipo 1 y 2 

(TGFβR1 y TGFβR2), activando su función serina/treonina quinasa para fosforilar a los 

factores SMAD2 y SMAD3, que a su vez forman complejos heteroméricos con SMAD4. 

Estos complejos pueden translocar al núcleo, donde pueden regular la expresión de un 

gran número de genes, activando genes mesenquimales como la vimentina y la 

fibronectina, así como los factores SNAIL, SLUG, ZEB1 y TWIST, que a su vez reprimen 

la E-cadherina. Los complejos SMAD también pueden interactuar con la β-catenina y el 

dominio intracelular de NOTCH (NOTCH-ICD), relacionando así distintas vías de 

activación de factores de transcripción. Por otro lado, mediante otras vías no canónicas, 

los receptores de TGFβ pueden activar otras rutas como la PI3K-AKT, que a su vez 

desencadena la activación del complejo mTOR y el factor nuclear-κB (NF-κB), la vía p38 

MAPK y el eje de señalización RAS-RAF-MEK-ERK (Hao, Baker, and Dijke 2019; 

Dongre and Weinberg 2019). Además, el factor TGFβ también desempeña un papel en 

el control de factores de transcripción de la EMT a nivel traduccional, ya que la 

señalización mediante TGFβ media la fosforilación del factor de inicio de la traducción 

eIF4E, promoviendo así la traducción de los ARN mensajeros (ARNm) de Snail1 y la 

metaloproteasa Mmp-3 (Robichaud et al. 2015). Finalmente, TGFβ es capaz de inducir 

modificaciones post-traduccionales, como la sumoilación de la lisina 234 del factor 

SNAIL, otorgándole su actividad transcripcional, induciendo la expresión de genes 

inductores de la EMT (Gudey et al. 2017). 

Existen tres vías de señalización por WNT que actúan en respuesta a la unión de 19 

ligandos distintos a la familia de receptores Frizzled, situados en la membrana 

plasmática. Tras la activación de la ruta canónica, la β-catenina se libera del complejo 

GSK3β–AXIN–APC, permitiendo su traslocación al núcleo, donde se une a los factores 

de transcripción TCF y LEF para inducir la expresión de genes relacionados con la 

diferenciación, la proliferación, el destino celular y la tumorigenesis (Dongre and 

Weinberg 2019). Además de la vía canónica, otras dos vías de WNT no canónicas 

actúan en las células, de manera independiente a β-catenina. Un ejemplo, es la 
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inducción de SNAIL y vimentina, y la represión de E-cadherina mediante la activación 

por WNT5A de la proteína quinasa C (Dissanayake et al. 2007). 

La vía NOTCH se activa tras la unión de los ligandos de las familias Delta y Jagged 

al receptor transmembrana NOTCH. Existen cuatro isoformas del receptor, NOTCH1-

NOTCH4 que, tras la unión con el ligando, provocan una serie de eventos proteolíticos 

que liberan NOTCH-ICD, translocándose al núcleo donde cumple se función como un 

coactivador transcripcional (Dongre and Weinberg 2019). 

Finalmente, factores de crecimiento mitógenos, que actúan estimulando la división 

celular, como PDGF o EGF, también pueden activar la EMT. La unión de estos factores 

a sus receptores específicos provoca la dimerización de los receptores, lo que a su vez 

desencadena la actividad de proteínas tirosina quinasas asociadas a los receptores. 

Estas proteínas son capaces de fosforilar los dominios C-terminal de estos, provocando 

la activación de las vías PI3K–AKT, ERK–MAPK, p38 MAPK y JNK, promoviendo el 

crecimiento, la proliferación y la migración celular mediante la inducción de la EMT 

(Domenico and Giordano 2017). 

En los últimos años se ha postulado que la EMT está regulada por al menos cuatro 

redes reguladoras fundamentales (Craene and Berx 2013), que están estrechamente 

relacionadas entre sí, por lo que la modulación de cualquiera de ellas tiene un gran 

efecto en las restantes. La red más estudiada es la que acabamos de detallar en este 

mismo apartado, la red transcripcional construida alrededor de los factores nucleares 

SNAIL, ZEB y TWIST. Las otras tres redes que están también implicadas en la 

activación del programa de EMT son la expresión de ARN no codificante, el splicing 

diferencial y el control traduccional y post-traduccional de las proteínas implicadas en 

este proceso. 

Actualmente, los mecanismos de regulación de la traducción durante la EMT son 

poco conocidos, con la excepción de los resultados ya mencionados que relacionan la 

señalización mediante TFGβ con la traducción de ARNm específicos mediada por 

fosforilación de eIF4E (Robichaud et al. 2015). Este proyecto de tesis doctoral se centra 

en la importancia del control de la traducción en la EMT activada por TFGβ. Entre los 

factores de traducción implicados en la EMT, se ha sugerido recientemente que la 

sobreexpresión del factor de traducción eIF5A podría promover la EMT en cáncer (F. 

Wang, Guan, and Xie 2013). 
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3.4. EMT en condiciones fisiológicas normales y cáncer 

La EMT es un proceso que tiene lugar tanto en condiciones fisiológicas, durante el 

desarrollo embrionario y la cicatrización de heridas, como en patologías como la fibrosis 

y el cáncer. Esto ha dado lugar a la clasificación de distintos procesos de EMT en tres 

tipos, el tipo 1, asociado con la formación de embriones, la implantación y el desarrollo 

de los órganos; el tipo 2, relacionado con los procesos de cicatrización de heridas y 

regeneración de tejidos, que puede terminar generando fibrosis; y por último, el tipo 3, 

que se asocia con procesos patológicos como el cáncer (Kalluri and Weinberg 2009). 

La EMT tipo 1 durante las primeras etapas de la embriogénesis juega un papel 

crucial en la implantación del embrión y la formación de la placenta, que ocurre gracias 

a que diferentes poblaciones del trofoblasto se someten a un proceso de EMT para 

favorecer la invasión del endometrio y la posterior fijación de la placenta (Vićovac and 

Aplin 1996; Aplin et al. 1998). Durante la gastrulación, una vez generado el 

mesendodermo a partir de la línea primitiva, este se separa para formar el mesodermo 

y endodermo a través de una EMT dirigida por factores de la familia Wnt y TGFβ, así 

como factores BMPs y Nodal y receptores FGF (L. Wang and Chen 2016). Además, 

durante el desarrollo embrionario, la EMT también participa en diferentes fases, como 

en la formación de las células migratorias de la cresta neural, y posterior diferenciación 

de estas células en otros tipos celulares como los melanocitos, o en la formación de las 

válvulas del corazón (Kalluri and Weinberg 2009). 

La EMT tipo 2 tiene lugar en respuesta a señales inflamatorias producidas tras 

traumatismos o heridas, a partir de las cuales las células epiteliales se diferencian en 

células similares a los fibroblastos para reparar los tejidos dañados en un proceso 

llamado reepitelización. Las células encargadas de esta reparación tienen morfología 

epitelial y siguen expresando marcadores como citoqueratinas y E-cadherina, pero a la 

vez expresan marcadores mesenquimales como α-SMA y FSP1, demostrando así que 

este proceso se dirige por una EMT parcial. En cuanto a la fibrosis, se caracteriza por 

una acumulación anómala de tejido conjuntivo fibroso en un tejido, que puede repararse 

gracias a miofibroblastos originados por una EMT. Si se producen miofibroblastos de 

manera puntual, se considera una fibrosis reparadora, sin embargo, cuando existe una 

inflamación crónica, estos miofibroblastos se acumulan, formando un depósito excesivo 

en la ECM y destruyendo el parénquima del órgano. Este proceso ocurre en órganos 

como el riñón, hígado, pulmón e intestino. Marcadores como FSP1, α-SMA, colágeno I, 

DDR2, vimentina y desmina se emplean para identificar las células epiteliales que se 

someten a EMT en respuesta a una inflamación crónica (Marconi et al. 2021). 
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Finalmente, la EMT tipo 3 tiene lugar mayoritariamente en células neoplásicas, en 

las cuales, como ya se ha mencionado anteriormente, la activación de la EMT y la 

adquisición de un fenotipo más mesenquimal, migratorio e invasivo es un rasgo clave 

en la progresión tumoral (Hanahan and Weinberg 2011). En respuesta a señales que 

promueven la EMT, las células epiteliales situadas en el borde invasivo del tumor, 

pueden perder parte de sus características epiteliales, separándose así del tumor. A 

medida que las células se individualizan, adquieren más características mesenquimales, 

lo que facilita su intravasación en los vasos linfáticos o capilares sanguíneos próximos, 

y también facilita su supervivencia durante la circulación. Estas células pueden 

extravasar en órganos distantes e invadirlos. Con las señales adecuadas, las células 

pueden someterse al proceso inverso, la MET, y readquirir características epiteliales, 

como una mayor capacidad proliferativa, favoreciendo el crecimiento de 

macrometástasis (Tam and Weinberg 2013). Actualmente, está aceptado que, en el 

caso del cáncer, los procesos de EMT y MET raramente son activados completamente, 

si no que en las células tumorales tiene lugar una EMT híbrida o parcial. Esto permite a 

las células tener características mesenquimales, como una mayor capacidad migratoria 

y mantener características epiteliales, como el contacto célula-célula, lo que permite una 

migración coordinada más eficiente (Nieto et al. 2016; Brabletz et al. 2021). 

 

 

4. El factor de traducción eIF5A 

El factor de inicio de la traducción eucariota 5A es una proteína esencial y 

abundante, que está altamente conservada a lo largo de la evolución, sugiriendo que 

eIF5A desempeña una función fundamental en los organismos (Wolff et al. 2007). La 

proteína eIF5A tiene un peso molecular de 17 kDa y posee dominios de unión al ARN. 

Es la única proteína conocida que sufre una modificación post-traduccional, única en la 

naturaleza, que genera el residuo hipusina (M.-H. Park, Cooper, and Folk 1981). Esta 

modificación es esencial para la actividad y función de la proteína. eIF5A, además de 

estar implicado en la traducción de proteínas, también se ha relacionado con la 

transcripción, el recambio de ARNm y el transporte nucleocitoplasmático (Mathews and 

Hershey 2015). 

En el siguiente apartado se describen las características y funciones de eIF5A.   
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4.1. Descubrimiento y estructura  

En 1970, Prichard et al., purificaron a partir de ribosomas de reticulocitos de ratón 

tres factores de iniciación que intervenían en la síntesis de la hemoglobina, IF-M1, IF-

M2 e IF-M3 (Prichard et al. 1970) . Comprobaron que los factores IF-M1 e IF-M2 eran 

necesarios para la síntesis polipeptídica dirigida por polyU a concentraciones bajas de 

Mg++ (D. A. Shafritz et al. 1970), para catalizar la unión del Met-tRNAf al codón de inicio 

AUG (David A. Shafritz and Anderson 1970) y para la formación del enlace peptídico 

entre la metionina (transportada por Met-tRNAf) y la puromicina (David A Shafritz, 

Laycock, and Anderson 1971). En 1972, este mismo grupo fue capaz de separar IF-M2 

en dos componentes, IF-M2A y IF-M2B, con tamaño y funciones distintivas (D. A. 

Shafritz et al. 1972). 

En 1976, Kemper et al., fueron un paso más allá y purificaron los dos componentes 

proteicos que formaban parte del factor IF-M2B, IF-M2Bα y IF-M2Bβ. Inicialmente, el 

bajo peso molecular de estos factores, de solo 17 kDa, contrastaba con otros factores 

de iniciación previamente purificados. Además, confirmaron que era el factor IF-M2Bβ 

el que era necesario para la síntesis de hemoglobina (Kemper, Berry, and Merrick 1976). 

Tras la introducción de un sistema único de nomenclatura para unificar todos los 

nombres de factores de iniciación, elongación y terminación de la traducción en 

eucariotas, IF-M2Bα pasó a llamarse eIF-5A, es decir, factor de iniciación eucariota 5A 

(Safer 1989). 

En 1998, Kim et al. consiguieron cristalografiar la primera estructura de un factor 

eIF5A en la arquea Methanococcus jannaschii (MJ-eIF5A). La estructura descrita, la 

comprenden dos dominios de hojas β antiparalelas, de unos 63 Å de largo y 23 Å de 

ancho. El primer dominio, con los residuos 0 a 73, lo conforman las hojas β1-β6 

dispuestas formando una hoja antiparalela plegada en forma de barril β parcialmente 

abierto, y la única hélice α presente en la estructura. Este dominio está cargado 

positivamente. El segundo dominio es ligeramente más pequeño que el primero y está 

cargado negativamente. Lo forman los residuos 74 a 182, que se agrupan en las hojas 

β7-β11, formando un sándwich en el que las hojas β7, β8 y β9 se enfrentan a las hojas 

β10, β11 y β7. En esta publicación, también se pudo identificar el sitio de modificación 

a hipusina, en la lisina 40 situada en un bucle largo que sobresale entre las hojas β3 y 

β4 (Kim et al. 1998).  

Años después, Tong et al. consiguieron cristalografiar el factor eIF5A humano, cuya 

estructura se muestra en la Figura 6. Comparando su estructura con la descrita 

previamente de MJ-eIF5A, observaron que el dominio N-terminal (residuos 15-83) del 

factor humano apenas se diferenciaba de MJ-eIF5A, sin embargo, el dominio C-terminal 
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de eIF5A humano (residuos 84-150) contiene una α hélice de tres vueltas que conecta 

las hojas β9 y β10, que en M. jannaschii se sustituye por un único bucle. En eIF5A 

humano, el sitio de modificación a hipusina es una lisina en posición 50, ubicada también 

en el bucle de alta exposición que conecta las hojas β3 y β4 del dominio N-terminal 

(Tong et al. 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estructura del factor de transcripción eIF5A. En la imagen se observa el 

dominio C-terminal del factor, cargado positivamente, y el dominio N-terminal, 

destacando el bucle de alta exposición que se localiza en la Lisina 50, donde tiene lugar 

la modificación post-traduccional de hipusinación. Obtenida del AlphaFold Protein 

Structure Database (“AlphaFold Protein Structure Database” n.d.). 

 

 

4.2. Isoformas de eIF5A 

En experimentos realizados en embriones de pollo, Wolff et al. consiguieron aislar 

por primera vez dos variantes de eIF5A que contenían el aminoácido hipusina, llamadas 

por ellos I, con una masa aproximada de 20 kDa y un punto isoeléctrico de 5,6 y II, con 

una masa de unos 18 kDa y punto isoeléctrico de 5,35. Ambas eran isoformas 

funcionales de eIF5A2, y al analizar la composición en aminoácidos de estas proteínas, 

observaron que eran proteínas que, pese a que guardaban un alto grado de similitud, 

eran distintas (Wolff et al. 1992) 

En 1995, Klier et al. purificaron y resolvieron la estructura de varias isoformas de 

eIF5A en células HeLa. Caracterizaron una isoforma principal, que suponía el 95% de 

la proteína total purificada, y otras tres isoformas, que conformaban el 5% restante de 

la proteína total purificada. La isoforma principal detectada tiene un peso medio de 
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16.830,7 ± 1,5 Da y un punto isoeléctrico de 5,1, y contiene el aminoácido hipusina en 

la posición 50.  

Las otras tres isoformas minoritarias, tienen un punto isoeléctrico de 5,2. De las tres, 

sólo una de ellas, la que tenía una masa de 16.870,8 ± 0,8 Da contenía el aminoácido 

hipusina, y todas sufren una modificación postraduccional que acetila la lisina en 

posición 47. Esta modificación podría tener un papel en la localización de las isoformas, 

ya que la isoforma principal fue purificada tanto de la fracción nuclear como de la 

citoplasmática, mientras que las isoformas minoritarias únicamente se detectaron en la 

fracción citoplasmática (Klier et al. 1995). 

El gen que codifica para eIF5A1 se encuentra en el cromosoma 17, en la región p12-

p13 (Steinkasserer et al. 1995), mientras que el gen que codifica para la proteína eIF5A2 

está localizado en el cromosoma 3, en la región q25-q27 (Jenkins, Hååg, and Johansson 

2001), una región conocida por ser muy inestable en varios tipos de cáncer, ya que se 

ha estimado que en un 20% de los casos de cánceres humanos, existe una ganancia 

del número de copias en esta región cromosómica (Fields, Justilien, and Murray 2016). 

La secuencia codificante de EIF5A2 comparte un 80% de identidad con el ADNc de 

EIF5A1, y sus proteínas son un 84% idénticas y un 94% similares (Jenkins, Hååg, and 

Johansson 2001).   

En los siguientes apartados nos referiremos a la isoforma eIF5A1, que es la más 

conocida y estudiada, simplemente como eIF5A. 

 

 

4.3. Expresión y localización celular de eIF5A 

La proteína eIF5A1 se expresa de forma ubicua en la mayoría de los tejidos y células 

(Clement et al. 2006), mientras que eIF5A2 únicamente se ha encontrado expresada en 

algunas zonas del cerebro y testículos (Jenkins, Hååg, and Johansson 2001; Clement 

et al. 2006). Además, existe una correlación entre la sobreexpresión de eIF5A1 y 

eIF5A2, especialmente con eIF5A2 y el cáncer (Ning et al. 2020; Mathews and Hershey 

2015; F. Wang, Guan, and Xie 2013), sobre la que se profundizará más adelante en 

este trabajo. 

Los primeros experimentos llevados a cabo con eIF5A, pusieron de manifiesto el 

papel que tenía este factor en la traducción proteica, uniéndose a los ribosomas al 

principio del proceso para estabilizar el ARNt-Met dentro del sitio peptidil del ribosoma 

(M.-H. Park et al. 1991; Hershey, Smit-McBride, and Schnier 1990), lo que indicaba que 

eIF5A es un factor que debía estar localizado en el citoplasma para llevar a cabo esta 
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función. Poco después, Shi et al. confirmaban la distribución mayoritariamente 

citoplasmática de eIF5A mediante inmunofluorescencia y Western Blot. En sus 

resultados, la expresión de eIF5A era muy intensa en la zona perinuclear, y se extendía 

a lo largo de todo el citoplasma celular hasta la membrana plasmática, mientras que 

apenas era detectable en el núcleo celular (Shi et al. 1996). Estos resultados 

contradecían los publicados unos años antes por Ruhl et al., en los que gran parte de 

eIF5A se detectaba en el núcleo de la célula (Ruhl et al. 1993).  

Años más tarde, Lee et al. estudiaron la expresión subcelular de eIF5A en células 

HeLa, centrándose en las diferencias de localización que podían producirse a causa de 

las modificaciones postraduccionales que sufre eIF5A, en concreto, la hipusinación de 

la Lys50 y la acetilación de residuos de lisina. Mediante análisis inmunocitoquímicos 

descubrieron que eIF5A hipusinado se encuentra principalmente en el citoplasma, 

mientras que el precursor sin hipusinar se localizaba tanto en el núcleo como en el 

citoplasma. Además, identificaron que el principal residuo acetilable de eIF5A era la 

Lys47, aunque no pudieron confirmar un papel de la acetilación en la localización celular 

(Lee et al. 2009). La implicación de la acetilación en la localización celular fue 

confirmada en 2012 por Ishfaq et al., que demostraron que la forma acetilada de eIF5A 

se encontraba mayoritariamente en el núcleo, mientras que la forma desacetilada estaba 

mayoritariamente presente en el citoplasma. También comprobaron que la presencia de 

inhibidores de histonas deacetilasas promovían la acumulación de eIF5A en el núcleo, 

y concluyeron que al ser la acetilación una modificación reversible (al contrario de lo que 

ocurre con la hipusinación) era más probable que el control de la localización celular de 

eIF5A fuese dependiente de la acetilación y no de la hipusinación (Ishfaq et al. 2012b).  

Un estudio similar se llevó a cabo con la isoforma eIF5A2, obteniendo resultados 

similares (Ishfaq et al. 2012a). Pese a que eIF5A carece de una señal clásica de 

localización nuclear, se ha postulado que una extensión de 19 aminoácidos en el 

extremo N-terminal sería la encargada de marcar la localización nuclear del factor 

(Parreiras-e-Silva et al. 2007). 

La entrada y acumulación en el núcleo de eIF5A tiene lugar mediante difusión pasiva, 

ya que, debido a su pequeño tamaño, de unos 17 kDa, puede entrar por los poros 

nucleares. Sin embargo, la exportación debe producirse de manera activa y podría estar 

mediada por la exportina 4 (XPO4) (Lipowsky et al. 2000), o a través de su unión con el 

receptor CRM1 del complejo del poro nuclear (Rosorius et al. 1999). En el caso de la 

interacción con la XPO4, la hipusina parece jugar un rol principal, ya que en mutantes 

de eIF5A en los que se elimina esta modificación, la unión con XPO4 es 35 veces menor 

que con la proteína completa (Lipowsky et al. 2000). Además, se ha publicado que sería 
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directamente el residuo hipusina el que interaccionaría con un bolsillo de la XPO4, 

formando el complejo de exportación Xpo4-RanGTP-eIF5A (Aksu, Trakhanov, and 

Görlich 2016). Por tanto, el transporte de eIF5A fuera del núcleo tendría lugar tras su 

hipusinación. La exportación nuclear de eIF5A es importante, además de para que la 

función citoplasmática de eIF5A tenga lugar, para evitar una acumulación problemática 

de eIF5A en el núcleo, ya que este se une a estructuras nucleares como el nucleolo, 

lugar donde se ensamblan los ribosomas, impidiendo su correcta biogénesis (Lipowsky 

et al. 2000; Aksu, Trakhanov, and Görlich 2016). 

Finalmente, en 2016 Pereira et al. descubrieron que el uso de un codón de inicio 

alternativo en la traducción de algunas variantes del gen EIF5A1, daban lugar a una 

proteína 30 aminoácidos más larga en el extremo N-terminal, que también podía ser 

hipusinada. Esta proteína contenía una secuencia que marcaba su localización en la 

mitocondria, sugiriendo así una posible función de eIF5A en la mitocondria (Pereira et 

al. 2016). 

 

 

4.4. El aminoácido hipusina 

El aminoácido hipusina se identificó por primera vez en un ensayo de extracción con 

ácido tricloroacético a partir de tejido de cerebro bovino. Se nombró hipusina por su 

relación con la hidroxiputrescina y la lisina. Su estructura se determinó mediante 

resonancia magnética nuclear como ácido N6-(4-amino-2-hidroxibutil)-2,6-

diaminohexanoico y se concluyó que era un aminoácido muy básico (Shiba et al. 1971). 

Estudios posteriores observaron la presencia de hipusina en otros tejidos de mamíferos 

aparte de en el cerebro, como en hígado, riñones, músculo y sangre. Además, se 

encontró presente en orina humana de sujetos de diferentes sexos y edades (Nakajima 

et al. 1971). 

Años después, Park et al. fueron capaces de aislar una única proteína a partir de 

linfocitos humanos que contenía el aminoácido hipusina (M.-H. Park, Cooper, and Folk 

1981), que más tarde fue identificada por Cooper et al. como eIF5A (Cooper et al. 1983). 

Actualmente, es la única proteína conocida que contiene el residuo hipusina, pero hay 

que ser prudentes respecto a esta afirmación, ya que es posible que exista una proteína 

muy poco abundante que pudiese contenerla y que no haya podido ser detectada 

todavía a causa de la elevada cantidad de eIF5A presente en las células (Mathews and 

Hershey 2015). 
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4.4.1. Ruta de hipusinación 

En 1973, Imaoka y Nakijama encontraron la primera evidencia de que la formación 

de la hipusina podía deberse a la unión del residuo 4-amino-2-hidroxibutilo al radical N6-

amino de una lisina (Imaoka and Nakajima 1973). Se identificó la lisina 50 como el 

residuo que sufre la modificación a hipusina (Smit-McBride, Dever, et al. 1989), y 

también que el precursor de la hipusina era la poliamina espermidina (M.-H. Park, 

Cooper, and Folk 1981) y no la putrescina, como se creía hasta ese momento. 

La hipusinación tiene lugar mediante una ruta que incluye dos reacciones 

enzimáticas consecutivas (Fig. 7). En la primera de ellas, de carácter reversible, la 

desoxihipusina sintasa (DHS) cataliza la transferencia del grupo aminobutil de la 

poliamina espermidina al grupo ε-amino de la Lys-50 de eIF5A, usando como cofactor 

NAD+. Así se forma el residuo desoxihipusina (Dhp), dando lugar a eIF5A-Dhp, que es 

parcialmente activo. A continuación, la desoxihipusina hidroxilasa (DOHH) hidroxila Dhp 

para formar la hipusina (Hpu), en una reacción irreversible y dependiente de la presencia 

de oxígeno y de Fe(II). Se genera así eIF5A-Hpu, que es la forma activa y funcional del 

factor (M.-H. Park, Wolff, and Folk 1993; Mathews and Hershey 2015). 

 

 

Figura 7. Ruta de hipusinación del factor eIF5A, generando el factor activo eIF5A 

hipusinado.  
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(Continuación Fig. 7) El residuo hipusina se genera a través de la acción consecutiva de 

las enzimas DHS y DOHH, que catalizan la transferencia del grupo aminobutil de la 

espermidina a la Lys-50 de eIF5A y su posterior hidroxilación. En rojo se destaca el 

fármaco GC7, que actúa como inhibidor competitivo de la DHS impidiendo la activación 

de eIF5A.  

 

 

4.4.2. Importancia de la hipusinación 

eIF5A, el aminoácido hipusina y las enzimas DHS y DOHH se encuentran presentes 

en todos los eucariotas (Wolff et al. 2007). Además, la secuencia que flanquea la Lys-

50 en la que se produce la modificación, que comprende desde la serina en posición 45 

hasta la alanina en posición 54, también está estrictamente conservada en los 

eucariotas (Cano et al. 2008), poniendo de manifiesto la importancia de la modificación 

en el correcto funcionamiento de eIF5A. En el dominio archaea, existe una proteína 

homóloga a eIF5A que se llama aIF5A y también existe la DHS (Bartig, Schümann, and 

Klink 1990), aunque aún no se ha encontrado un homólogo para la DOHH (Jong Hwan 

Park et al. 2006). Además, eIF5A y aIF5A comparten la lisina en la que ocurre la 

hipusinación (M. H. Park and Wolff 2018). En bacterias existe un ortólogo a eIF5A, el 

factor de elongación P (EF-P), que estimula la actividad de la peptidil transferasa en los 

ribosomas (Wolff et al. 2007). Aunque la enzima DHS no se ha encontrado en la gran 

parte de las bacterias que han sido estudiadas, si se ha detectado la existencia de genes 

relacionados con la DHS, que probablemente han sido transferidos de arqueas mediante 

transferencia horizontal (Brochier, López-García, and Moreira 2004). Por tanto, EF-P no 

se hipusina, pero existen evidencias de que algunas de las proteínas EF-P contienen un 

residuo correspondiente a la Lys-50 que se puede conjugar con una β-lisina, generando 

una cadena básica que es importante para la funcionalidad del factor (M. H. Park and 

Wolff 2018). 

La hipusinación es necesaria para la actividad de eIF5A y que este sea capaz de 

estimular la síntesis metionil-puromicina in vitro, aunque se ha observado que eIF5A-

Dhp es parcialmente activo (Smit-McBride, Schnier, et al. 1989). Estudios de 

inactivación llevados a cabo en varias especies, como son S. cerevisiae, C. elegans y 

ratones, han puesto de manifiesto la esencialidad tanto de eIF5A como de la DHS. En 

levaduras, se ha observado un descenso de la viabilidad al eliminar EIF5A (Schnier et 

al. 1991) o el gen que codifica para la DHS, DHPS (M. H. Park, Joe, and Kang 1998; 

Sasaki, Abid, and Miyazaki 1996). Sin embargo, se ha observado que la proteína DOHH 

no es esencial en levaduras, ya que son viables al eliminarla, aunque su crecimiento 
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empeora (Jong Hwan Park et al. 2006). La deleción de cualquiera de los genes de 

EIF5A, DHSP (Nishimura et al. 2012) o DOHH (Sievert et al. 2014), conduce a letalidad 

embrionaria en ratones. Además, la pérdida de DOHH también resulta letal en C.elegans 

(Sugimoto 2004) y drosófila (Patel et al. 2009). Todo lo anterior, pone de manifiesto el 

papel esencial que tiene la espermidina, a través de la hipusinación, en el crecimiento y 

la viabilidad de las células (M. H. Park and Wolff 2018). 

Por último, cabe destacar que la reacción de hipusinación puede ser inhibida con la 

adición de inhibidores específicos de las enzimas DHS y DOHH, y de esta forma se 

inhibe de forma específica la activación de eIF5A, y por tanto su actividad, ya que es la 

única proteína conocida actualmente que lleva a cabo la reacción de hipusinación. Entre 

los inhibidores existentes hoy en día, es el N1-guanil-1,7-diaminoheptano (GC7) el que 

ha demostrado ser más efectivo de todos los compuestos guanidino para inhibir la 

actividad de la DHS in vitro uniéndose de forma específica a su sitio activo (M.-H. Park 

et al. 1994; Y. Tanaka et al. 2020). Que la actividad de eIF5A pueda inhibirse de forma 

específica mediante GC7 puede revelar posibles dianas terapéuticas en aquellos 

cánceres en los que eIF5A pueda estar sobreexpresado. Sin embargo, debemos ser 

precavidos en este aspecto, ya que la inhibición de eIF5A, al estar implicado en varios 

procesos celulares, tendrá múltiples efectos colaterales (Tauc et al. 2021). 

 

 

4.5. Función biológica 

Inicialmente, cuando se identificó eIF5A se describió como un factor de inicio de la 

traducción, ya que se observó que dirigía el proceso de síntesis del ensayo de la 

metionil-puromicina empleado en su aislamiento (Kemper, Berry, and Merrick 1976). 

Poco después se comprobó que eIF5A no estimulaba otros ensayos de inicio de la 

traducción, como la unión del metionil-ARNt o la formación del complejo 80S (Benne 

and Hershey 1978), por lo que dejó de considerarse un factor de inicio de la traducción 

general. Estudios recientes apuntan a que el papel de eIF5A en el proceso de inicio de 

la traducción está más relacionado con la selección del codón de inicio adecuado, ya 

que su inhibición conlleva un aumento del inicio de la traducción aguas arriba, 

generando así proteínas con el extremo N-terminal más largo (Manjunath et al. 2019). 

La función de eIF5A durante el proceso de elongación ha sido mucho más estudiada. 

Diversos estudios llevados a cabo en S. cerevisiae pusieron de manifiesto que la 

deleción de eIF5A conlleva un descenso del ratio de síntesis proteica y una acumulación 

de los polisomas más ligeros (Saini et al. 2009; Henderson and Hershey 2011). Además, 

eIF5A juega un papel crucial en la traducción de motivos de prolinas consecutivos 
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(Fig.8). En bacterias, los ribosomas se estancan durante la elongación de proteínas que 

contienen tres codones prolina consecutivos, a causa de la rigidez que tiene este 

aminoácido (Woolstenhulme et al. 2013; Shin et al. 2017), y en mamíferos se han 

identificado varios puntos de estancamiento, la mayoría de ellos formados por un 

glutamato o un aspartato en el sitio A, seguidos por una prolina o una glicina y a 

continuación otra prolina (Ingolia, Lareau, and Weissman 2011). De hecho, se ha visto 

que la ausencia de eIF5A provoca el estancamiento del ribosoma en más de 200 

tripletes distintos, la mayoría de ellos con prolinas, glicinas o aminoácidos cargados en 

el sitio P (Pelechano and Alepuz 2017). 

 En este punto, eIF5A es capaz de relajar este estancamiento, permitiendo la 

continuación de la síntesis (Gutierrez et al. 2013). Cuando un peptidil-ARNtPro
 reside en 

el sitio P del ribosoma y llega otro Pro-ARNtPro
 al sitio A, el factor eIF5A se une al sitio E 

ribosomal (Pochopien et al. 2021) y presenta el bucle que contiene la hipusina al sitio P, 

uniéndose al extremo CCA del ARNt y permitiendo de forma alostérica la formación del 

siguiente enlace peptídico entre prolinas, previniendo así el estancamiento ribosomal 

(Schmidt et al. 2015).,  

 

 

 

 

Figura 8. Modelo de la función de eIF5A en la traducción de proteínas con motivos de 

prolinas consecutivas. La prolina es un aminoácido muy rígido, que puede causar el 

estancamiento del ribosoma en aquellas proteínas que contienen más de tres prolinas 

consecutivas en su secuencia, deteniendo la traducción proteica.  



33 
 

(Continuación Fig. 8) En este punto, el factor eIF5A es capaz de relajar este 

estancamiento, permitiendo que la traducción continúe. Modificada de (Gutierrez et al. 

2013). 

 

Esta función concreta de eIF5A llevó a los laboratorios de Señalización Oncogénica 

del CIPF y Mecanismos Moleculares de Acción de las Poliaminas en Plantas del IBMCP-

CSIC, a realizar análisis de ontología génica para estudiar la distribución de proteínas 

que contuviesen motivos de más de tres prolinas consecutivas en diferentes sistemas 

eucariotas (T. Li et al. 2014). Los resultados obtenidos indican un enriquecimiento de 

proteínas relacionadas con la organización del citoesqueleto de actina, como las 

forminas, y otras proteínas implicadas en el proceso de EMT, como ezrina (resultados 

no publicados). Las forminas son proteínas clave en el proceso de polimerización de la 

actina (Chesarone, DuPage, and Goode 2010) y además se han relacionado con la 

progresión del cáncer, ayudando a la reorganización del citoesqueleto de actina durante 

la EMT en respuesta a señales de TGFβ (Rana et al. 2018). Por su parte, ezrina funciona 

como conector junto a la radixina y moesina (ERM) entre la membrana plasmática y el 

citoesqueleto de actina y participan en la adhesión celular y la formación de 

microvellosidades. La sobreexpresión de ezrina, induce una serie de cambios en el 

citoesqueleto que fomentan la invasión celular (Clucas and Valderrama 2014). 

eIF5A también se ha relacionado con la terminación de la traducción, ya que podría 

promover la hidrólisis del pepitidil-ARNt mediada por eRF1, y la ausencia del factor 

provoca la acumulación de los ribosomas en codones de terminación y en el extremo 3’ 

UTR  (Pelechano and Alepuz 2017; Schuller et al. 2017).  

Además de estar relacionado con la traducción en todas sus etapas, eIF5A también 

realiza otras funciones en la célula. La estructura de eIF5A pone de manifiesto la 

posibilidad de que pueda unirse a ácidos nucleicos, ya que contiene un dominio C-

terminal similar al dominio de choque frío que poseen algunas proteínas de unión a ADN 

y ARN. Además, el dominio N-terminal contiene la hipusina, que tiene dos cargas 

positivas y es muy similar a la espermidina y la espermina, moléculas que se sabe que 

interaccionan con el ADN y el ARN (Tauc et al. 2021). Respecto a esto, Xu et al. 

identificaron una serie de ARNm que coprecipitaban con el factor eIF5A, entre los que 

se incluían la subunidad deshidrogenasa de la NADH o la ADP-ribosa pirofosfatasa, 

confirmando así el papel de eIF5A como proteína de unión al ARN (A. Xu, Jao, and Chen 

2004).  

También se ha relacionado eIF5A con el transporte núcleo-citoplasma del ARNm 

(Hofmann et al. 2001) y el balance entre el reclutamiento del ARNm por los ribosomas 
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para su traducción y su degradación (Zuk and Jacobson 1998; Schrader et al. 2006). 

Otros estudios han puesto de manifiesto el rol de eIF5A-Hpu en la respiración y función 

mitocondrial, aunque un exceso de eIF5A desregula el funcionamiento de la mitocondria 

(Barba-Aliaga and Alepuz 2022). 

Finalmente, se ha relacionado eIF5A y el metabolismo de las poliaminas con el 

sistema inmune y la inmunomodulación de células senescentes. Por ejemplo, Puleston 

et al. han demostrado que el correcto metabolismo de las poliaminas es crucial para la 

activación y especificidad de los linfocitos Th CD4+ (Puleston et al. 2021). Por otro lado, 

altos niveles de eIF5A hipusinado mantienen la expresión de diferentes componentes 

senostáticos como citoquinas, que en etapas tempranas de la senescencia juegan un 

papel importante estimulando el sistema inmune para eliminar células premalignas 

(Jiang and Loayza-Puch 2022).  

 

 

4.6. eIF5A y cáncer 

Existe una fuerte correlación entre el aumento de los niveles de eIF5A y algunos 

cánceres. 

eIF5A1 está sobrexpresado en diferentes tipos de cáncer, incluyendo el 

adenocarcinoma de pulmón, neoplasia vulvar intraepitelial, carcinoma colorrectal, 

cáncer cervical, glioblastoma y adenocarcinoma pancreático. Además, el ARNm de 

EIF5A1 también se ha encontrado elevado en pacientes con leucemia mieloide crónica 

(Mathews and Hershey 2015). Aunque el mecanismo exacto por el cual eIF5A1 está 

relacionado con estos cánceres aún necesita ser investigado, varios trabajos han 

empezado a dilucidar su papel en esta enfermedad. Por ejemplo, en cáncer de pulmón 

se ha visto que, aunque el ARNm aumenta, esto no coincide con un aumento de los 

niveles proteicos de eIF5A1, por lo que su regulación podría ser post-transcripcional, 

traduccional o post-traduccional. Además, niveles proteicos elevados de eIF5A1 

coincidían con mutaciones oncogénicas en la vía K-ras, por lo que su regulación podría 

estar relacionada con esta vía (G. Chen et al. 2003). En una línea celular de cáncer de 

esófago se ha encontrado que existe una expresión alterada de las proteínas Hsc70 y 

eIF5A1, que están involucradas en el transporte nucleocitoplasmático de 

macromoléculas y, por tanto, fallos en este sistema pueden tener un papel en la 

carcinogénesis de esófago (Moghanibashi et al. 2013). Por último, en cáncer de cérvix 

se ha comprobado que una mayor expresión de EIF5A1 está relacionada con peor 

prognosis y tasas de supervivencia y con un aumento de la proliferación, la migración y 
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la invasión celular. Además, la inhibición de eIF5A1 mediante la adición de GC7 revertía 

este efecto (J. Zhang et al. 2018).  

Por su parte, ya se ha hecho referencia a que EIF5A2 se localiza en la región 

cromosómica 3q26, que está frecuentemente amplificada en muchos tipos de tumores. 

Esta región se identificó por primera vez en cáncer ovárico, planteándose que EIF5A2 

podría ser un posible oncogén (Guan et al. 2001). Otros cánceres en los que se ha 

observado la sobreexpresión de eIF5A2 son el colorrectal, el de vejiga, hepatocelular, 

páncreas, gástrico, de células escamosas del esófago o cáncer de pulmón no 

microcítico (CPNM). La sobreexpresión de eIF5A2 también se ha relacionado con un 

estado más avanzado y agresivo de la enfermedad, un aumento de la recurrencia, 

metástasis y disminución de la supervivencia, lo que apoya que eIF5A2 pueda 

emplearse como marcador de pronóstico en el cáncer (Mathews and Hershey 2015). Al 

igual que con eIF5A1, existen un gran número de estudios que tratan de esclarecer el 

mecanismo biológico que relaciona eIF5A2 con el cáncer. En cáncer de células 

escamosas del esófago, se ha relacionado la sobreexpresión de eIF5A2, inducida por 

una amplificación génica o condiciones de hipoxia, con un aumento de la expresión de 

HIF1-α y VEGF, lo que conlleva a un aumento de la metástasis y la angiogénesis (Y. Li 

et al. 2014). En carcinoma hepatocelular, la sobreexpresión de eIF5A2 se ha 

correlacionado con un aumento de la movilidad celular y la inducción de la EMT, lo que 

contribuye a la metástasis celular. Además, EIF5A2 era capaz de activar la vía 

RhoA/Rac1 para estimular la creación de lamelipodios y fibras de estrés. La inhibición 

de EIF5A2 mediante GC7 o ARN pequeño interferente (ARNpi) disminuía la movilidad 

(Tang et al. 2010). El papel activo de EIF5A2 en la inducción de la EMT también se ha 

observado a través de la regulación al alza de la proteína asociada a metástasis MTA1, 

a través de un aumento del reclutamiento de c-myc, GCN5 y TIP60 en el promotor de 

MTA1 (Zhu et al. 2012). La proteína MTA1 también se ha relacionado con el proceso de 

EMT en otros tipos de cáncer, como el CPNM (Ma et al. 2017), y con eIF5A2 en cáncer 

gástrico, donde se ha observado que la sobreexpresión de eIF5A2 en células de este 

tipo de cáncer se correlaciona con la disminución de la expresión de E-cadherina y un 

aumento de la expresión de vimentina, c-myc, las ciclinas D1 y D3 y MTA1 (Meng et al. 

2015). En CPNM también se ha asociado eIF5A2 con una mayor migración y capacidad 

invasiva, ya que su inhibición mediante ARNpi disminuye estas capacidades y además 

provoca el descenso en la expresión de vimentina, c-myc o el regulador de la apoptosis 

Bcl-2 (C. Chen et al. 2018) y se le considera como un marcador de peor pronóstico y 

estado más avanzado de la enfermedad (He et al. 2011). Además, se ha relacionado 

eIF5A2 con el microambiente tumoral, mediante la mediación de señales que regulan la 
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apoptosis, angiogénesis, invasión y metástasis, como las de las rutas Akt/MMP-2, 

MTA1, Ros, HIF1-α, PEAK1 y TGFβ1 (Ning et al. 2020).  

En conclusión, la diferencia existente entre la expresión de eIF5A1 y eIF5A2 en 

tejidos normales y su sobreexpresión en algunos tipos de cánceres, especialmente en 

el caso de eIF5A2, que es prácticamente indetectable en la mayoría de los tejidos en 

condiciones fisiológicas normales, los posiciona como posibles marcadores de peor 

pronóstico de la enfermedad. Su inhibición mediante GC7 u otros inhibidores específicos 

de la hipusinación ha mostrado signos de disminuir el crecimiento tumoral y la 

metástasis, por lo que sería una interesante diana terapéutica sola, o en combinación 

con otros fármacos. 
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Actualmente, el cáncer de pulmón es la principal causa de muerte asociada al cáncer 

en hombres y la segunda más común en mujeres. La cirugía y la quimioterapia son las 

estrategias terapéuticas principales para el tratamiento de este cáncer, pero la 

metástasis y la resistencia a los fármacos provocan el fracaso terapéutico. Es por ello 

que existe la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.  

Con este proyecto se propone investigar el efecto patológico de eIF5A2 en CPNM, y 

profundizar en los mecanismos moleculares que regulan su actividad en las células 

cancerosas. 

El objetivo final es la identificación de eIF5A2 como un marcador de pronóstico en 

CPNM, y abrir una nueva ventana terapéutica para pacientes con cáncer de pulmón 

avanzado que muestran altos niveles de eIF5A2, mejorando así la probabilidad de una 

respuesta terapéutica efectiva. 

 

Los objetivos concretos son:  

 

1. Analizar la expresión génica y proteica de eIF5A2 en líneas derivadas de CPNM.  

 

2. Investigar el papel de eIF5A2 en la proliferación celular, la capacidad de 

migración e invasión celular y el desarrollo de la EMT. 

 

3. Estudiar el efecto del inhibidor de la hipusinación GC7 en la proliferación celular, 

la capacidad de migración e invasión celular y el desarrollo de la EMT. 

 

4. Relacionar eIF5A2 con la maquinaria de traducción e investigar el papel de 

eIF5A2 en la síntesis de proteínas específicas de la EMT. 

 

5. Estudiar el efecto de la sobrexpresión de eIF5A2 en la generación de tumores y 

migración e invasión celular en modelos de ratón xenotrasplantados. 

 

6. Correlacionar la expresión de eIF5A2 en muestras de tumores de pacientes con 

CPNM con variables clínico-patológicas y curso clínico de la enfermedad, con el 

fin de evaluar su papel como biomarcador. 
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1. Ácidos nucleicos 

 

 

1.1. ARN de interferencia 

Para inhibir la expresión génica de EIF5A1 y EIF5A2 de forma específica, se introdujo 

en las células mediante transfección un ARN pequeño de interferencia (ARNpi), como 

se indica en el apartado 3.2. 

Las secuencias de los ARNpi se diseñaron específicamente para silenciar cada una 

de las isoformas de EIF5A, EIF5A1 y EIF5A2. La secuencia para silenciar EIF5A1 es 

GTACGACTGTGGAGAAGAG, y para silenciar EIF5A2 es GACAGAAACTGGTGAAG-

TT, ambos de Sigma-Aldrich Corporation (MO, USA). Ambos se conservan a una 

concentración de 100 uM en un ultracongelador a -80°. 

 

 

1.2. ADNs y plásmidos 

Los plásmidos empleados para la transfección y obtención de líneas celulares que 

sobreexpresen eIF5A2 de manera estable, y su respectiva línea control, fueron las 

construcciones pCIG-IRES-GFP (vector vacío-EV) y pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP. 

Ambos fueron cedidos por el Dr. Antonio Herrera (Neurodevelopmental system biology 

lab, Swiss Federal Institute of Technology Lausanne, Lausana, CH). Ambos plásmidos 

son resistentes a geneticina. 

El diseño del plásmido pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP se muestra en la Figura 9. Para 

su construcción, se digirió el plásmido pcDNA3-Flag-eIF5A2 con las enzimas EcoRI y 

PmeI y el fragmento Flag-eIF5A2 resultante se insertó en el plásmido pCIG-IRES-GFP. 

La etiqueta FLAG, cuya secuencia es DYKDDDDK, está fusionada a la proteína eIF5A2 

y permite su purificación mediante cromatografía de afinidad y observar su localización 

dentro de las células vivas. También para ayudar a comprobar su localización y 

expresión en las células, este plásmido incluye la expresión de GFP, por lo que las 

células transfectadas con este plásmido emitirán luz verde fluorescente cuando se 

exponga a la luz en el rango azul a ultravioleta. Finalmente, el elemento IRES (Sitio 

interno de entrada al ribosoma) es una secuencia de nucleótidos que permite el inicio 

de la síntesis proteica de forma independiente a la caperuza en 5’.  
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Figura 9. Construcción del plásmido pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP. 

 

 

1.3. Transformación de bacterias por choque térmico 

Mediante choque térmico, se transformaron las bacterias E. Coli químicamente 

competentes (One Shot™ MAX Efficiency™ DH10B T1 Phage-Resistant Cells, REF 

12331013, Invitrogen, MA, USA) para introducirles los dos plásmidos de interés, pCIG-

IRES-GFP y pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP. Para ello, se mezcló el ADN con las 

bacterias competentes y se incubó la mezcla en hielo durante 30 min. Tras este tiempo, 

se realizó el choque térmico, incubando el vial a 42°C durante 45 seg, y después, 2 min 

más en hielo.  

A continuación, se añadió 1 mL de medio LB líquido (10 g/L de bacto‑triptona 

(Condalab, Madrid, ES), 5 g/L de bacto-extracto de levadura (Condalab, Madrid, ES) y 

10 g/L de NaCl (VWR, PA, USA) y se incubaron las bacterias durante 1h a 37°C. 

Finalmente, se sembraron las bacterias en placas LB-agar (medio LB con 15 g/L de 

bacto-agar (Condalab, Madrid, ES)), suplementado con ampicilina (Sigma-Aldrich, 

Darmstadt, DE)  a 50 mg/mL para la selección de aquellas bacterias que han insertado 

el plásmido, y se crecieron durante la noche en una estufa a 37°C.    

 

 

1.4. Purificación del ADN 

Se seleccionaron colonias crecidas en la placa de LB-agar y se crecieron en medio 

LB selectivo en tubos de ensayo tapados, durante la noche a 37°C y en agitación.  

En primer lugar, con este cultivo, se realizó una Miniprep con el kit Nucleospin 

Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, DE), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
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comprobó la cantidad e integridad del ADN obtenido mediante el Nanodrop ND1000 

(Thermo Scientific, MA, USA) y posteriormente se secuenció en el servicio de Genómica 

y Genética Traslacional del Centro de Investigación Príncipe Felipe (CIPF), con el fin de 

comprobar que el plásmido amplificado coincide en algún punto, en este caso, con la 

secuencia de eIF5A2. 

Una vez realizada esta comprobación, se volvió a realizar todo el proceso de 

transformación bacteriana y crecimiento, hasta cultivar las bacterias seleccionadas en 

un matraz de 1 L con medio LB selectivo, durante la noche a 37°C y en agitación. 

Finalmente, se extrajo el ADN plasmídico mediante Maxiprep con el kit NucleoBond 

Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Düren, DE), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 

comprobó la cantidad e integridad del ADN obtenido mediante Nanodrop y se 

conservaron a -20°C alícuotas de los plásmidos a una concentración de 1 µg/µL. 

 

 

2. Cultivos celulares 

 

 

2.1. Líneas celulares estables comerciales de CPNM 

Se han empleado células de las líneas de cáncer de pulmón A549, NCI-H1395 (en 

adelante nombrada como H1395) y NCI-H441 (en adelante nombrada como H441), 

obtenidas de la ATCC (American Type Culture Collection, VA, USA). También se empleó 

la línea celular PC-9 (conocidas anteriormente como PC-14), obtenidas de la ECACC 

(European Collection of Authenticated Cell Cultures, Salisbury, UK).  

Las células A549 se derivaron de tejido de un adenocarcinoma de pulmón de un 

varón caucásico de 58 años. Las células H1395 también se derivaron de tejido de un 

adenocarcinoma de pulmón, pero en este caso, de una mujer blanca de 55 años. Las 

células H441 fue derivada a partir del líquido pericárdico de un paciente con 

adenocarcinoma papilar de pulmón. Por último, la línea PC-9 se derivó de un 

adenocarcinoma de pulmón diferenciado. 

 

 

2.2. Generación de líneas celulares estables 

Con la construcción que codifica eIF5A2 junto a la proteína fluorescente verde GFP 

(pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP) y el plásmido control que sólo expresa GFP (pCIG-

IRES-GFP), se han generado líneas celulares que sobreexpresan eIF5A2 de manera 

estable. 
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En primer lugar, se transfectaron las células parentales H1395 con estos plásmidos, 

como se detalla más adelante en el apartado 3.1. A las 48 h de la transfección, se 

comprobó mediante microscopía de fluorescencia que las células expresaban GFP y 

por tanto eran verdes, y en ese momento se añadió al cultivo el antibiótico G418 

(geneticina) (Corning Incorporated, NY, USA) con el fin de seleccionar por resistencia a 

este antibiótico aquellas células en las que se había insertado el plásmido. Las células 

se mantuvieron en cultivo, cambiando el medio con el antibiótico de forma periódica, 

hasta llegar a tener células únicas que tenían incorporado el plásmido con las que se 

las había transfectado.  

Estas células se amplificaron hasta obtener un cultivo confluente, que se pasó por 

Cell Sorter MoFlo XDP (Beckman-Coulter, CA, USA) para identificar aquellas células 

que eran GFP+ y continuar con ellas en el cultivo. Así, las líneas estables cuentan con 

una doble selección. 

De esta forma, se generaron dos líneas celulares, H1395-eIF5A2, que sobreexpresa 

Flag-eIF5A2 junto a GFP de manera estable y su correspondiente línea control, H1395-

EV (por Empty vector), que expresan el vector IRES-GFP vacío. La sobreexpresión de 

eIF5A2 y la expresión de Flag y GFP se comprobó posteriormente mediante Western 

Blot. 

 

 

2.2.1. Análisis de la capacidad proliferativa celular 

Para analizar la capacidad proliferativa de las líneas celulares estables generadas, 

se realizaron pases consecutivos de las células hasta 20 pases seriados. Cada vez, se 

sembraron las células a 1500 células/cm2 y se renovó el medio de cultivo cada 3-4 días. 

Semanalmente, se levantaron las células y se contaron con la cámara Neubauer. Los 

doblajes poblacionales (DP) se calcularon mediante la fórmula: DP=[(log10 (NH)-

log10(N1)/log10(2),  donde NH es el número de células recogidas y N1 es el número 

de células sembradas. Los doblajes poblacionales acumulativos (DPA) se calcularon 

añadiendo a cada pase el DP de los pases anteriores. 

 

 

2.3. Cultivo en adherencia de las líneas celulares 

Con la excepción de la línea H441, el medio de cultivo estándar para el crecimiento 

en adherencia de las líneas celulares (incluidas las líneas estables generadas en el 

laboratorio y las derivadas de paciente) fue DMEM/F-12 (medio Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) + GlutaMAX. La línea H441 se cultivó con medio 
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comercial RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute) (Gibco, Paisley, UK). Ambos 

medios se suplementaron con un 10% de suero bovino fetal (FBS) (Biowest, Nuaillé, 

FRA) y un 1% de los antibióticos Penicilina-Estreptomicina (Gibco, Paisley, UK). El 

crecimiento de todas las líneas se realizó en el interior de un incubador Steri-Cycle CO2 

Incubador HEPA class 100 (Hucoa Erlös, Madrid, ES), a 37° de temperatura, con 

humedad atmosférica del 80% y 5% de CO2.  

Para el mantenimiento de las líneas, se emplearon placas de 100 mm o frascos de 

cultivo celular de 25 cm2 o 75 cm2 (Corning Costar, Corning Incorporated, NY, USA). 

Para la siembra de experimentos, se utilizaron placas de 6 o 96 pocillos (Corning Costar, 

Corning Incorporated, NY, USA) o placas de 150 mm (Sarstedt, Nümbrecht, DE). En 

todos los casos, los frascos y placas estaban fabricados en poliestireno y tratadas para 

el cultivo en adherencia. Se eligió la placa de siembra en función del experimento a 

realizar.  

Al llegar cerca de la confluencia en el cultivo de mantenimiento, se realizaban los 

pases del cultivo. Para ello, se empleaba tampón fosfato salino (PBS, Phosphate 

buffered saline (Biowest, Nuaillé, FRA)) atemperado para los lavados del cultivo y 

Tripsina-EDTA (Gibco, Paisley, UK) para hidrolizar los enlaces peptídicos de las 

proteínas de adhesión de la membrana celular y así dejar las células en suspensión. A 

continuación, un volumen de 10 µL de la suspensión celular se mezclaba 1:1 con el tinte 

azul tripán (Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE) para comprobar la viabilidad celular y realizar 

el contaje de las células en una cámara de recuento Neubauer (Hirschmann, 

Neckartenzlingen, DE). Según el experimento a realizar o si es un pase de 

mantenimiento, se realiza la resiembra celular con un determinado número de células 

por pocillo o placa de siembra. 

 

 

3. Ensayos celulares 

 

3.1. Transfección transiente 

Se realizaron transfecciones transitorias en la línea H1395. Las células transfectadas 

son las que posteriormente se seleccionaron para desarrollar las líneas estables, tal y 

como se indica en el apartado 2.2. Para las transfecciones se empleó el reactivo 

Lipofectamina LTX (Invitrogen, MA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Los plásmidos pCIG-IRES-GFP y pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP se añadieron en 

proporción 1:3 con el reactivo Lipofectamina LTX y 1:1 con el reactivo Plus Reagent, 

utilizando el medio reducido en suero Opti-MEM (Invitrogen, MA, USA). 
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La transfección se llevó a cabo en cultivo con medio sin antibióticos y tras 6h con el 

reactivo de transfección se cambió el medio de cultivo a medio de adherencia completo. 

 

 

3.2. Silenciamiento génico mediado por ARN pequeño de 

interferencia 

La introducción de un ARN pequeño de interferencia (ARNpi) es una de las 

herramientas más empleadas para silenciar de forma específica la expresión génica. Su 

mecanismo se basa en la complementariedad de secuencia que tiene con el mRNA 

diana, y al unirse a él, provoca su rotura y degradación. 

Para este trabajo, el silenciamiento se realizó con el reactivo Lipofectamina 3000 

(Invitrogen, MA, USA), utilizado según las instrucciones del fabricante. 

El ARNpi específico para silenciar EIF5A1 y EIF5A2, se introdujo junto al reactivo 

Lipofectamina 3000 en proporción 1:1 en el silenciamiento llevado a cabo en las células 

H1395 y en proporción 1:2 en el silenciamiento realizado en A549. En todos los casos, 

se utilizó el medio reducido en suero Opti-MEM. Como control, se empleó la mezcla de 

transfección sin ningún ARNpi. 

La transfección se llevó a cabo en cultivo con medio sin antibióticos y tras 6h con el 

reactivo de transfección se cambió el medio de cultivo a medio de adherencia completo. 

 

 

3.3. Inducción de la EMT con TGFβ1 

En este trabajo se ha utilizado la citoquina TGFβ1 para inducir el desarrollo de la 

EMT en el cultivo en adherencia, tanto en las células en las que se silenciaba EIF5A1 y 

EIF5A2, como en las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. 

Estas células se trataron en cultivo con la proteína humana recombinante TGFβ1 

(PeproTech, London, UK) a una concentración de 10 ng/mL, durante los tiempos 

indicados en los distintos experimentos.  Como la proteína es inestable en cultivo, se 

suplementaba periódicamente en el medio que se añadía al cultivo. El control en estos 

experimentos fueron células sin tratamiento. 

 

 

3.4. Inhibición farmacológica de eIF5A con GC7 

En las líneas celulares estables H1395-EV y H1395-eIF5A2 se llevó a cabo la 

inhibición farmacológica de eIF5A empleando GC7 (N1-guanil-1,7-diamino-heptano). 
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GC7 es un inhibidor competitivo de la enzima de la ruta de hipusinación DHS, y por 

tanto, impide la hipusinación de eIF5A y que este se active en la célula. 

En primer lugar, se hizo una curva de dosis letal media (DL50), con distintas 

concentraciones de GC7 (Sigma-Aldrich Corporation, MO, USA) que comprendían 

desde 0 µM hasta 68,12 µM. Los resultados obtenidos mostraron que la DL50 para la 

línea H1395-EV es de 16,53 µM y en el caso de las células H1395-eIF5A2, de 17,04 

µM, por lo que se empleó esta concentración más alta en todos los experimentos 

llevados a cabo con este inhibidor.  

El inhibidor se añadía directamente al medio de cultivo en adherencia y se dejaba 

actuar durante un tiempo determinado en función del experimento. Como control en 

estos experimentos, se emplearon células sin tratamiento. 

 

 

4. Análisis de expresión génica 

 

 

4.1. Extracción de ARN 

En función del experimento, se puso fin a los cultivos a distintos tiempos. En el caso 

de los silenciamientos génicos, se recogieron los extractos 72 h después de realizar el 

silenciamiento y tras 48 h de tratamiento con TGFβ1. En el caso de la inducción de la 

EMT a distintos tiempos con TGFβ1 en las líneas estables, se recogieron extractos tras 

4 h, 8 h, 24 h, 48 h y 72 h de tratamiento con la citoquina TGFβ1. Por último, en los 

experimentos en células de la línea estables H1395-eIF5A2 tratada con TGFβ1 y GC7, 

se recogieron extractos tras 24 h, 48 h y 72 h de tratamiento. 

Todos los extractos se recogieron sobre lecho de hielo, rascando en 200 µL de PBS 

frío. Se extrajo el ARN de todas las muestras con el kit High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche, Basilea, CH), siguiendo los pasos detallados por el fabricante. 

Para determinar la concentración y pureza de las muestras obtenidas, se 

cuantificaron en el Nanodrop. Tanto en el ratio OD260nm/OD230nm como en el ratio 

OD260nm/OD280nm se obtuvieron unos niveles óptimos, lo que indicaba que no había 

contaminaciones con sales o proteínas en las muestras. También se extrajo cantidad 

suficiente para continuar con la transcripción reversa. 
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4.2. Transcripción reversa 

Para continuar con el estudio de la expresión génica, se retrotranscribió el ARN 

obtenido a su ADN complementario (ADNc). Para ello, se prepararon diluciones con 1 

µg de ARN en un volumen máximo de 10 µL en agua libre de RNasas. Se empleó el kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, MA, USA), que 

contiene el tampón de reacción 10X, la mezcla equimolar de dNTPS, un mix aleatorio 

de cebadores y la enzima transcriptasa reversa. Se siguieron las instrucciones del 

fabricante para preparar la mezcla de componentes y se llevó a cabo la reacción de 

transcripción en un termociclador (Eppendorf, Hamburgo, DE), incubando la muestra a 

25°C durante 10 min, seguido de 120 min a 37°C. La reacción se detuvo subiendo la 

temperatura hasta 85°C durante 5 min. Se prepararon diluciones 1:100 y se conservó el 

ADNc obtenido a -20°C hasta su uso. 

 

 

4.3. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)  

Las qPCR se llevaron a cabo en placas de 96 o 384 pocillos (Axygen Scientific, CA, 

USA), cargando en cada una de ellas, por triplicado, 5 µL de ADNc de la muestra de 

interés, 0.5 µL de la mezcla de oligonucleótidos directo + inverso, 2 µL de la mezcla 5X 

PyroTaq EvaGreen (Cultek, Madrid, ES) y agua libre de RNasas hasta completar un 

volumen final de reacción por pocillo de 10 µL. 

Los oligonucleótidos empleados estaban previamente diluidos a una concentración 

de uso de 10 µM. Sus secuencias, tanto del oligo directo como el inverso, se detallan 

en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Oligonucleótidos empleados en qPCR. 

 

Gen Secuencia oligonucleótido 

EIF5A2 
Directo: AACTGCCAGAAGGTGAACTAGG 

Inverso: GTTTCCGTTTATTTGCAGGGT 

EIF5A2 
(plasmídico) 

Directo: GGCTTCCAGCACTTACCCTA  

Inverso: ATGGTCGTCCTTTGAGCACC 

EIF5A1 
Directo: TTGGCAAGGAGATTGAGCAG 

Inverso: TTTGCCATGGCCTTGATTGC 

FN1 
Directo: TGCTTCCTGGCCGAAAATAC 

Inverso: ATCAGGCGCTGTTGTTTGTG 

CDH1 
Directo: TGCCCCCAATACCCCAGCGT 

Inverso: ACGGTGGCTGTGGAGGTGGT 

CDH2 
Directo: GGACCGAGAATCACCAAATG 

Inverso: AACACTTGAGGGGCATTGTC 

VIM 
Directo: CCTTGAACGCAAAGTGGAAT 

Inverso: TTTGGACATGCTGTTCCTGA 

FHOD1 
Directo: GCCAGCTGATGCTCTTTGTG 

Inverso: CAGCTTCAGGGCTGTCTTCA 

P85 
Directo: GTCCGAGATGCTTCTAGCAAG 

Inverso: CAGCTTATTGTTCCCGCCTTT 

MTA1 
Directo: AGATACGTGCAGCAGAAACG 

Inverso: TTGACGCTGATTTGGTTCGG 

EZR 
Directo: CTGAGACTGCCGTGCTCTTG 

Inverso: GTAAGTTTGTGCTGGTCCATCACT 

SNAI1 
Directo: CTAGGCCCTGGCTGCTACAA 

Inverso: CCTGGCACTGGTACTTCTTGA 

S26 
Directo:  CTGCACTAACTGTGCCCGATGCGTG 

Inverso: GACGCTCGCTTCAGAAATGTCCCTG 

 

La amplificación del ADN y la detección de la fluorescencia emitida se realizó en un 

termociclador LightCycler 480 (Roche, Basilea, CH), con un programa que consistía en 

una incubación previa de 15 min a 95°C para activar la enzima Taq polimerasa, seguida 

de 45 ciclos de 15 seg de desnaturalización a 95°C, hibridación con los cebadores 

durante 20 seg a 65°C y 20 seg de elongación a 72°C. Finalmente, se llevó a cabo una 

curva de desnaturalización, incrementando la temperatura de forma continua desde 

60°C a 97°C a una velocidad de 0.11°C/s para comprobar la especificidad de la 

amplificación. 

Por último, se cuantificó la cantidad relativa de ADN en cada muestra siguiendo el 

método de ΔΔCt descrito por Applied Biosystems (Livak and Schmittgen 2001), 

normalizando la expresión de cada gen de interés respecto a la del gen de referencia 

S26. 
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5. Análisis de expresión proteica 

 

 

5.1. Preparación de extractos proteicos 

Los experimentos se finalizaron a los mismos tiempos que aquellos recogidos para 

la extracción de ARN.  

Todos los extractos se recogieron de la misma forma. Sobre lecho de hielo, se 

lavaron las placas de cultivos con PBS frío y se rascaron las células con ayuda de un 

raspador con 300 µL de buffer de lisis proteico, compuesto por Laemmly Buffer casero 

1X sin azul de bromofenol ni DTT, 150 mM de NaCl y 1% de Tritón-X100 (Sigma-Aldrich 

Corporation MO, USA). Los extractos obtenidos se hirvieron 5 min a 95°C y se 

centrifugaron 5 minutos a velocidad máxima. Se conservaron a -20°C hasta su uso. 

 

 

5.2. Cuantificación de la concentración proteica 

Todos los extractos obtenidos se cuantificaron con el kit de ensayo de proteínas BCA 

Pierce (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Este kit se basa en una reacción 

colorimétrica producida por la reducción del catión Cu+2 a Cu+1. Este cambio de color se 

detectó mediante el espectrofotómetro Victor2 (PerkinElmer, MA, USA), midiendo la 

absorbancia a 562 nm.  

Se prepararon diluciones 1:10 de las muestras obtenidas con PBS y se cargaron por 

duplicado en una placa de fondo plano (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) junto a la 

curva estándar de concentraciones conocidas de BSA, incluida en el kit de BCA Pierce. 

Se siguieron las instrucciones del fabricante del kit para la cuantificación proteica. 

 

 

5.3. Western Blot 

Las proteínas obtenidas se separaron mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) con porcentajes del 10% al 15%, 

lo que permite la separación por tamaño de las proteínas. Se empleó la cámara 

electroforética Mini-PROTEAN 2-D (Bio-Rad Laboratories, CA, USA), con el tampón de 

electroforesis compuesto de 3 g/L de Tris base (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), 

14,4 g/L de glicina (VWR, PA, USA) y un 0,1% de SDS (VWR, PA, USA) y se utilizó el 

marcador de pesos moleculares PageRuler (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), que 

contiene un estándar de proteínas preteñidas de 10 kDa a 180 kDa.  
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Tras la electroforesis se procedió a la transferencia de las proteínas del gel a una 

membrana de PVDF Immun-Blot PVDF Membrane (0,45 μm) (Bio-Rad Laboratories, 

CA, USA). La transferencia se llevó a cabo en condiciones húmedas, utilizando el 

sistema “Mini Trans-Blot® Cell” (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). El tampón de 

transferencia empleado se compuso de 6 g/L de Tris base y 3,1 g/L de ácido bórico 

(Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Previamente a la transferencia, la membrana de 

PVDF se activó con metanol 100% siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

transferencia se realizó durante 16 h a temperatura ambiente con un voltaje fijo de 12 

V. El tampón de transferencia se agitó suavemente durante toda la transferencia con 

ayuda de un agitador magnético. 

Tras la transferencia, se comprobó que ésta se había realizado satisfactoriamente 

tiñendo la membrana con Ponceau (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) al 0,1% en 

ácido acético (Merck, Darmstadt, DE) al 1%. Este colorante se une de manera reversible 

a las bandas de proteínas adheridas a la membrana de PVDF. La membrana teñida se 

escaneó y se eliminó el tinte con lavados sucesivos con agua. 

Para la detección inmunológica de las proteínas de interés, las membranas se 

bloquearon con solución de bloqueo (5% leche desnatada (Panreac, Barcelona, ES) en 

TBS/Tween (2,42 g/L de Tris base, 8,77 g/L de NaCl y 0,05% de Tween-20 (Sigma-

Aldrich Corporation MO, USA)) durante una hora a temperatura ambiente, en agitación. 

A continuación, se incubó la membrana con anticuerpo primario. Los anticuerpos 

utilizados, así como su dilución de uso se especifican en la Tabla 2. Todos se incubaron 

durante toda la noche en cámara fría y rotación. Tanto el secundario anti-conejo-HRP, 

como el anti-ratón-HRP (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) se emplearon en dilución 

1:5.000 en TBS/Tween y se incubaron dos horas a temperatura ambiente y en rotación.  

Finalmente se detectó la unión antígeno-anticuerpo mediante quimioluminiscencia, 

empleando un kit comercial de ECLs (Electroquimioluminiscencia). Para una detección 

normal, se empleó el kit Pierce (Pierce ECL Western Blotting Substrate, (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA)), y cuando fue necesario, se empleó el kit de sustratos de máxima 

sensibilidad SuperSignal WestFemto (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Ambos kits 

contienen soluciones de peróxido de hidrógeno y luminol y se emplean en proporción 

1:1. Para detectar la señal, se utilizó una reveladora automática de películas 

radiográficas (AGFA, Mortsel, BE) y películas Carestream Medical X-Ray Film (Kodak, 

Rochester, USA) o películas Cytiva Amersham Hyperfilm (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA).  

Finalmente, la cuantificación de los niveles de expresión se realizó normalizando la 

señal obtenida para cada proteína respecto al Ponceau de la membrana 

correspondiente y empleando el software ImageJ (NIH, USA). 
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para Western Blot y su uso. 

 

Anticuerpo Especie Dilución Casa comercial y referencia 

Anti-E-cadherina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX100443 

Anti-eIF5A2 Policlonal de conejo 1:1.000 Proteintech Group, 17069-1-AP 

Anti-ezrina Monoclonal de ratón 1:1.000 Thermo Fisher Scientific, MA5-13862 

Anti-Flag Monoclonal de ratón 1:1.000 Sigma-Aldrich Corporation, F3165 

Anti-FHOD1 Policlonal de conejo 1:500 Merck Millipore, ABS53 

Anti-fibronectina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX112794 

Anti-GFP Policlonal de conejo 1:1.000 Rockland Immunochemicals, 600-401-215 

Anti-Hipusina Policlonal de conejo 1:5.000 Merck Millipore, ABS1064 

Anti-HSP90 Monoclonal de ratón 1:5.000 Santa Cruz Biotechnology, sc-13119 

Anti-MTA1 Policlonal de conejo 1:500 Bethyl Laboratories, A300-280A-M 

Anti-N-cadherina Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX127345 

Anti-p85 Policlonal de conejo 1:500 Bethyl Laboratories, A302-593A-M 

Anti-SNAI1 Policlonal de conejo 1:500 GeneTex, GTX125918 

Anti-vimentina Monoclonal de ratón 1:1.000 Abcam, ab8978 

 

 

6. Análisis de la traducción celular 

En este trabajo, se han llevado a cabo dos aproximaciones experimentales con el 

objetivo de relacionar de forma específica la maquinaria traduccional celular con la 

isoforma eIF5A2. 

 

 

6.1. Perfiles polisomales 

Varios ribosomas pueden unirse al mismo tiempo a un mismo ARNm y llevar a cabo 

su traducción, creando complejos que se pueden separar en gradientes lineales de 

sacarosa, ya que las ribonucleoproteínas unidas a mensajero (RNPm) que están siendo 

traducidas por polirribosomas sedimentan más que aquellas que no están siendo 

traducidas (Pringle, McCormick, and Cheng 2019).  

Entre otros métodos para el estudio de los mRNA traducidos, como los perfiles 

ribosomales o la purificación de ribosomas traductores por afinidad, los perfiles 

polisomales son los más empleados, y además ofrecen ciertas ventajas como que 

gracias a ellos es posible acceder a la secuencia completa del ARNm, incluidas las 

regiones no codificantes, y que puede emplearse tanto para estudios posteriores de 

transcriptómica como de proteómica (Chassé et al. 2017).  
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En este trabajo, hemos llevado a cabo la recogida de extractos celulares sembrados 

en placa de 150 mm y su posterior lisis basándonos en el protocolo descrito por Gandin 

et al. (Gandin et al. 2014) . Brevemente, las células se trataron con cicloheximida (CHX) 

(Merck, Darmstadt, DE) 100 µg/mL para detener la síntesis proteica y se levantaron las 

células con tripsina y tras centrifugar 5 min a 400 g a 4°C y retirar el medio con tripsina, 

se lavaron bien las células con PBS frío + CHX 100 µg/mL. Se centrifugó de nuevo y el 

pellet se resuspendió en el buffer de lisis hipotónico, compuesto por 5 mM Tris-HCl (pH 

7,5), 2,5 mM MgCl2, 1,5 mM KCl y el mix de proteasas PMSF 1 mM (Bio-Techne, Bristol, 

UK), aprotinina 1 µg/mL (Bio-Techne, Bristol, UK), leupeptina 1 µg/mL (Bio-Techne, 

Bristol, UK) y pepstatina 1 µg/mL (Bio-Techne, Bristol, UK). Posteriormente se añadió 

Tritón X-100 al 10% para tener una concentración final de 0,5% y deoxicolato (Sigma-

Aldrich Corporation MO, USA) al 10% para alcanzar una concentración final de 0,5%. El 

extracto se centrifugó 7 min a 16.000 g a 4°C y se midió la OD a 260 nm del 

sobrenadante para cargar en todos los gradientes de sacarosa la misma cantidad de 

muestra.  

Los gradientes lineales de sacarosa 10%-50% se realizaron en el Gradient Master 

(Biocomp, Fredericton, CA) y se conservaron en frío hasta su uso. Se depositó la 

muestra con cuidado en cada gradiente, y tras equilibrarlos con ayuda de una balanza, 

se cargaron en los soportes del rotor SW40Ti (Beckman Coulter, CA, USA). Se 

centrifugaron en la ultracentrífuga Beckman Optima XL-100 (Beckman Coulter, CA, 

USA) a 36.000 rpm durante 2 h a 4°C en aceleración y desaceleración lenta. 

A continuación, se recogieron las fracciones del perfil polisomal. Para ello, se empleó 

el Piston Gradient Fractionator (Biocomp, Fredericton, CA), adaptado con un 

espectrofotómetro y dirigido por el software Triax (Biocomp, Fredericton, CA), que a 

medida que el pistón absorbía la muestra en el gradiente lineal de sacarosa, el 

espectrofotómetro medía su absorbancia a 254 nm y el software dibujaba el perfil 

polisomal.  

Las fracciones recogidas se emplearon para precipitar proteína. Para ello, en función 

de los distintos picos de RNPm, monosomas, bisomas, etc. obtenidos en el perfil, se 

agrupó el volumen de varias fracciones. Se añadió ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich 

Corporation MO, USA) al 50% para llegar a una concentración final del 10% y se dejó 

toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se precipitaron las proteínas centrifugando a 4ºC 

a 16.000 g durante 10 min. Tras lavar el pellet con acetona a -20ºC, se dejó secar el 

pellet a temperatura ambiente y finalmente se resuspendió en Laemmly buffer completo 

2X. 

El extracto proteico se empleó para estudiar la expresión de diferentes proteínas 

mediante Western Blot, tal y como se describe en el apartado 5.3. 
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6.2. Ensayos de marcaje con puromicina 

La puromicina es un antibiótico aminonucleósido, que es producido por la bacteria 

Streptomyces alboniger. Estructuralmente, es un análogo de una tirosina unida a un 

ARNt, y al tratar las células con puromicina, esta se incorpora a la cadena polipeptídica 

naciente y detiene la elongación (Nathans 1964). 

La siembra, fijación celular y la inmunofluorescencia se realizó tal y como se describe 

en los distintos apartados del punto 7, con la diferencia en este experimento, de que 

previamente a la fijación celular, se trató el cultivo con 50 µg/mL de puromicina (Sigma-

Aldrich Corporation MO, USA) durante 5 min a 37ºC, para permitir su incorporación en 

las cadenas polipeptídicas. 

 

 

7. Análisis de imagen 

Todas las células que se utilizaron para ensayos de inmunofluorescencia se 

sembraron sobre cubreobjetos redondos (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) que se 

habían depositado en el fondo del pocillo de la placa de cultivos, a la densidad necesaria 

para que el día en el que finalizaba el experimento, el cultivo estuviese 

aproximadamente a un 60% de la confluencia. Esta confluencia más baja es necesaria 

para poder tener zonas en el cubreobjetos con células individuales que observar al 

microscopio. 

Las células se fijaron en el cubreobjetos incubándolas en la misma placa de cultivo 

20 min con paraformaldehido (PFA) al 4% (ANAME, Madrid, ES). Tras varios lavados 

con PBS, se conservaron añadiendo a los pocillos PBS con azida sódica (Sigma-Aldrich 

Corporation MO, USA) al 0,05% y sellando la tapa de la placa con Parafilm. Se 

guardaron en cámara fría a 4°C hasta su uso. 

 

 

7.1. Fijación del citoesqueleto 

En los experimentos realizados para el estudio del citoesqueleto de actina, las células 

se sometieron a un protocolo específico para fijar el citoesqueleto.  

Para ello se incubaron las células con 0,2 mg/mL de DSP (dithiobis (succinimidyl 

propionate)) (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Se lavó el cultivo con una solución 

atemperada de glicina 0,1 M en medio de cultivo sin suplementar, para inactivar el DSP, 

y tras lavar con PBS, se incubaron las células con tampón Tsb pH 6,9 (1mM EGTA 
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(Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), 4% de polietilenglicol 6.000 (Sigma-Aldrich 

Corporation MO, USA), 100 mM PIPES (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) y 0,5% 

Tritón x-100 en agua destilada)). Tras esta incubación, se fijaron las células con PFA 

4% y se lavaron con glicina 0,1 M disuelta en PBS. Como en el resto de los 

experimentos, las placas fijadas se conservaron en PBS con azida sódica al 0,05%, 

selladas con Parafilm y a 4°C hasta su uso. 

 

 

7.2. Inmunofluorescencia 

La inmunofluorescencia se llevó a cabo en cámara húmeda, en la cual se colocaron 

los cubreobjetos con las células fijadas sobre Parafilm. Las células se permeabilizaron 

con Tritón x-100 1% en PBS durante 10 min. A continuación, se incubaron a temperatura 

ambiente 1 hora con BSA al 5% en PBS para bloquear las posibles uniones 

inespecíficas. Tras retirar la solución de bloqueo, se añadió el anticuerpo primario, en 

las condiciones detalladas en la Tabla 3.  

Tras retirar el anticuerpo primario y lavar con PBS, se añadió el anticuerpo 

secundario, en las condiciones especificadas en la Tabla 4. En los experimentos en los 

que se estudió la integridad del citoesqueleto de actina, las células se incubaron con 

faloidina conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), durante 2 h a 

temperatura ambiente y concentración 1:800. La faloidina es una micotoxina del grupo 

de las falotoxinas producida por el hongo Amanita phalloides, que es capaz de unirse 

específicamente microfilamentos y de estabilizarlos, lo cual la faculta para ensayos de 

microscopía empleando una variante marcada fluorescentemente con un fluorocromo. 

La faloidina-TRITC también se incubó durante 2 h a temperatura ambiente. 

 

 

Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para inmunofluorescencia y su uso. 

 

Anticuerpo  Especie Dilución  Casa comercial y referencia 

Anti-eIF5A2 Policlonal de conejo 1:250 Sigma-Aldrich Corporation, HPA029090 

Anti-Flag Policlonal de conejo 1:200 Cell Signaling, #2368T 

Anti-Flag Monoclonal de ratón 1:200 Sigma-Aldrich Corporation, F3165 

Anti-Hipusina Policlonal de conejo 1:1.000 Merck Millipore, ABS1064 

Anti-Puromicina Monoclonal de ratón 1:1.000 Merck Millipore, MABE343 
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Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados para inmunofluorescencia y su uso. 

 

Anticuerpo  Especie Dilución  Casa comercial 

Anti-ratón IgG Texas Red  Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, T862 

Anti-ratón IgG Alexa Fluor 633 Policlonal de cabra  1:600 Invitrogen, A21053 

Anti-conejo IgG Alexa Fluor 568 Policlonal de cabra  1:600 Invitrogen, A11036 

Anti-conejo IgG Alexa Fluor 633 Policlonal de cabra 1:600 Invitrogen, A21072 

 

Finalmente, tras realizar lavados con PBS, los cubreobjetos se montaron sobre un 

portaobjetos con el medio acuoso permanente Dako Ultramount (Agilent Dako, CA, 

USA), que ya lleva incorporado el fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), para 

el marcaje de los ácidos nucleicos del núcleo. 

Las imágenes se adquirieron en un microscopio confocal invertido Leica TSC SP2 

(Leica Biosystems, Wetziar, DE), en un microscopio confocal multifotón de alta 

resolución Leica TSC SP8 (Leica Biosystems, Wetziar, DE) o en un microscopio óptico 

Apotome (Carl Zeiss AG, Jena, DE). 

 

 

8. Análisis celular 

 

 

8.1. Citometría de flujo 

Para analizar el porcentaje de células del cultivo de H1395-EV y H1395-eIF5A2 que 

han incorporado el plásmido transfectado, se analizó la expresión de la GFP mediante 

citometría de flujo. Tras tripsinizar el cultivo, se recogieron 100.000 células en 350 µL 

de PBS con 0,5 µg/mL de yoduro de propidio (Sigma-Aldrich Corporation MO, USA), y 

se analizaron por el citómetro de flujo CytoFLEX S (Beckman-Coulter, CA, USA). El 

yoduro de propidio es un agente intercalante fluorescente que se une al material 

genético de las células muertas, ya que no es capaz de atravesar la membrana celular 

de las células vivas, por lo que se obtiene como resultado el número de células viables 

que expresan GFP. 
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8.2. Ensayos de proliferación 

Se realizaron ensayos de proliferación celular tanto en células silenciadas de las 

líneas A549 y H1395, como en las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. En el 

caso de los experimentos con células silenciadas, éstas se sembraron en placas de 6 

pocillos y se silenciaron como se indica en el apartado 3.2. A las 24 h del silenciamiento, 

las células se levantaron y se resembraron las distintas condiciones del silenciamiento 

por triplicado en una placa de 96 pocillos (Corning, MA, USA) tratada para el cultivo en 

adherencia, a una densidad de 1.000 células por pocillo. Para los experimentos con las 

líneas estables, las células se sembraron directamente en la placa de 96 pocillos, a una 

densidad de 1.000 células por pocillo, y en esta misma placa se realizaron los distintos 

tratamientos con TGFβ1 y GC7. 

Para cuantificar la proliferación celular, se empleó el kit CellTiter 96 (Promega 

Corporation, Madison, USA), que emplea un método colorimétrico para determinar el 

número de células viables en el cultivo. Este kit contiene una sal de tetrazolio (MTS) (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), y un 

reactivo de acoplamiento de electrones, el PMS (metosulfato de fenazina). El MTS es 

reducido por las células viables gracias a las enzimas deshidrogenasas que se 

encuentran en las células metabólicamente activas, y genera un compuesto de 

formazán que es soluble en el medio de cultivo de las células y le da color. Tras aplicar 

los reactivos del kit en proporción 1:20, se incubaron durante 3 horas y se midió la 

absorbancia a 490 nm en el espectrofotómetro Victor2.  

Con el fin de utilizar los ensayos MTS para estudiar la proliferación celular, se 

sembraron 1.000, 2.000, 4.000, 6.000, 8.000 y 10.000 células H1395-EV y H1395-

eIF5A2 por pocillo P96 y por triplicado. 72 horas después de la siembra, se realizó el 

MTS y se verificó la linealidad entre la densidad celular y la absorbancia a 490 nm 

mediante un análisis de regresión lineal simple en Graphpad (Fig. S1). Por tanto, el valor 

de la absorbancia obtenida en los ensayos de MTS realizados en las distintas líneas 

celulares, es directamente proporcional al número de células vivas en el cultivo, lo que 

nos permite relacionar la viabilidad con la proliferación. 

 

 

8.3. Ensayos de migración 

Para el estudio de la migración celular se llevaron a cabo ensayos de herida, en los 

que se estudia la movilidad que tienen las células calculando el tiempo que tardan en 

cerrar una herida realizada sobre el cultivo en monocapa. 
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Se realizaron ensayos de migración en células silenciadas de las líneas A549 y 

H1395, y en las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. Previamente a la siembra, 

las células silenciadas se trataron en las mismas condiciones detalladas para los 

experimentos de proliferación. En la siembra en placa de 96 pocillos se sembraron 

50.000 células por pocillo en el caso de las células H1395, y las líneas H1395-EV y 

H1395-eIF5A2 y se sembraron 30.000 células por pocillo en el caso de la línea A549.  

La herida sobre la monocapa en adherencia se realizó de forma automática con el 

equipo AutoScratch (BioTek, VT, USA). Posteriormente, se lavaron bien las placas con 

PBS y se añadió en cada pocillo el medio de crecimiento en adherencia suplementado 

con TGFβ1 o GC7 en las condiciones necesarias. La placa se colocó en el sistema 

BioSpa 8 (BioTek, VT, USA), que mantiene la temperatura a 37ºC y la concentración de 

CO2 al 5% y lleva acoplado el sistema Cyation 5 (BioTek, VT, USA), que realiza fotos 

en contraste de fases de cada pocillo cada hora durante un máximo de 96h. 

Posteriormente, estas imágenes se analizaron con el software Gene 5 (BioTek, VT, 

USA), que permitió calcular el ancho de la herida a lo largo del tiempo y así observar su 

cierre. 

 

 

9. Modelos experimentales in vivo 

 

 

9.1. Animales de experimentación 

El manejo de los animales y procedimientos experimentales se realizaron según los 

requisitos estipulados en el Real Decreto 53/2013 sobre la protección de los animales 

de experimentación y otros fines científicos. El procedimiento (2019 / VSC / PEA /0156) 

fue aprobado por la Dirección General de Agricultura, Ganadería y Pesca de la 

Generalitat Valenciana (Comunidad Valenciana, España). Se siguieron en todo 

momento las normas y recomendaciones del Comité de Ética para el Bienestar Animal 

del Centro de Investigación Príncipe Felipe. 

Un total de 24 ratones NSG (JAX® Mice Strain, NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1WjI/SzJ, 

Charles River Laboratories, MA, USA) se incluyeron sin distinción por sexo, en los 

distintos estudios llevados a cabo en este proyecto de tesis doctoral, y que son 

detallados a continuación.  De ellos, 3 fallecieron antes del fin del experimento y la 

recogida de muestras y no se incluyeron en los análisis posteriores. 
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9.2. Inyección subcutánea de células 

Previamente a la inyección, las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 se prepararon en 

un volumen final de 200 µL de medio sin suero y Matrigel (Falcon Corning, Glendale, 

USA) en proporción 1:1. Se realizaron cuatro tandas de inyecciones, una con 1.000.000 

de células por inyección, dos con 50.000 células por inyección y otra con 500 células 

por inyección. 

Ratones con 5-6 semanas de edad se anestesiaron con Isofluorano (B. Braun 

VetCare, Barcelona, ES), con una dosis inicial al 5% y dosis de mantenimiento al 2,5%. 

Se colocaron los ratones en posición supina y se inyectaron las células, de forma 

subcutánea, en el lado derecho del abdomen. Tras esto, se esperó a la recuperación 

del ratón de la anestesia antes de devolverlo a su jaula. 

Se observó el comportamiento de los ratones y el crecimiento tumoral durante las 

semanas posteriores, midiendo el tumor creciente con el pie de rey dos veces por 

semana. Según los criterios de fin de experimento, los ratones podían mantenerse en 

crecimiento hasta que el tumor alcanzase un volumen de 1200 mm3, aunque en todos 

los casos los experimentos se detuvieron antes de acuerdo con otros criterios de 

bienestar animal como cambios en el comportamiento o la pérdida de peso de los 

animales. Se realizó la eutanasia de los ratones con CO2. El volumen del tumor se 

calculó mediante la fórmula VT (mm3) =d2 × D/2, donde D es el diámetro mayor y d es 

el diámetro menor del tumor (Tomayko and Reynolds 1989). 

 

 

9.3. Obtención de muestras 

Al fin de cada experimento, se realizó la eutanasia de los ratones mediante 

sobredosis de CO2, tras lo cual, se procedió a la disección de cada animal, recogiendo 

para su procesado posterior el tumor, los pulmones y el hígado de cada ratón. 

 

 

10. Análisis histológico de las muestras de modelo animal 

 

 

10.1. Fijación en PFA 

El tumor, los pulmones y el hígado recogidos de los ratones se fijaron sumergiéndolos 

en PFA al 4% durante toda la noche en agitación y a 4ºC. Al día siguiente, se realizaron 

varios lavados con PBS para retirar los restos de PFA y la muestra se almacenó en PBS 

+ azida sódica 0,05% hasta su análisis posterior. 
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10.2. Inclusión en parafina y criopreservación 

Los tejidos preservados en PFA se deshidrataron previamente a la inclusión con 

lavados de etanol al 70% a 45ºC, seguidos de lavados de etanol al 95% a 45ºC, lavados 

de etanol 100% a 45ºC y por último, lavados de xileno a 45ºC. El tejido se incluyó en 

parafina en el procesador de tejidos Leica ASP300S (Leica Biosystems, Wetziar, DE), 

realizando varios lavados de parafina a 64ºC. Por último, se crearon los bloques 

parafinados con la estación de inclusión EC350 (Leica Biosystems, Wetziar, DE). 

El hígado y los pulmones obtenidos de los ratones se observaron en la lupa de 

fluorescencia con el filtro de GFP, con la finalidad de observar si las células inyectadas, 

que son GFP+, podrían haber migrado a estos órganos y haber generado posibles 

puntos de metástasis. Al encontrar zonas positivas en los pulmones, se decidió 

crioproteger los tejidos mediante la incubación durante 16 h en sacarosa al 30% en PBS. 

A continuación, las muestras se encastraron en OCT (VWR, PA, USA) para su corte con 

el criotomo. 

 

 

10.3. Obtención de cortes 

Los cortes de los bloques de parafina se realizaron en el micrótomo giratorio 

electrónico de parafina Microm HM 340E (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), 

obteniendo cortes de 7 µm de grosor. 

Los cortes de los pulmones conservados en OCT se realizaron en el Criostato Leica 

LC1900 (Leica Biosystems, Wetziar, DE), obteniendo cortes de 7 µm de grosor. 

 

 

10.4. Inmunofluorescencia 

Los cortes de los pulmones se montaron sobre portaobjetos con el medio de montaje 

acuoso Fluoromount-G (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Finalmente, se realizaron 

fotografías en un microscopio óptico Apotome de zonas aleatorias en cada corte de 

tejido. 
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11. Análisis histológico de las muestras de biopsias de 

pacientes 

 

 

11.1. Micromatrices de tejido (TMA) y técnicas de marcaje 

inmunohistoquímico 

Se recibieron muestras de tejido tumoral y tejido sano adyacente de pacientes 

intervenidos en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, ES). Los criterios 

para incluir a los pacientes en el estudio fueron que el tumor fuese extirpable, que no 

hubiese penetrado, y que fuese de cáncer de pulmón primario. Los pacientes incluidos 

en este estudio y sus características clínicas se detallan en la Tabla 5. 

En el momento de la extracción, las muestras fueron revisadas por un patólogo y 

posteriormente se enviaron en medio DMEM/F-12 + GlutaMAX (Gibco, Paisley, UK) a 

nuestro laboratorio en el CIPF. 

Los TMA (del inglés Tissue microarrays, micromatrices de tejido) son bloques 

parafinados que se formaron con cilindros tisulares extraídos de los bloques de parafina 

donde se habían incluido originariamente el tejido tumoral y sano de las muestras de 

pacientes. Estos cilindros son reembebidos en un único bloque de parafina, lo que 

permite tener hasta 100 muestras distintas en un único bloque. 

La construcción del TMA se realizó con la ayuda del Dr. Cremades (Hospital 

Universitario de la Ribera, Alzira, España), quien nos indicó la zona que era 

representativa de cada tejido en los bloques iniciales. Se incluyeron dos cilindros por 

muestra. Una vez construido el TMA se realizaron cortes de 7 μm con el micrótomo de 

parafina. 

Estos TMA se emplearon para realizar tinciones inmunohistoquímicas con las que 

describir las características del tejido gracias a la hematoxilina-eosina (H&E) y observar 

la expresión de los marcadores Ki67 (marcador de proliferación) y eIF5A2. 

La tinción con H&E se llevó a cabo con el preparador de muestras Dako CoverStainer 

(Agilent, Santa Clara, USA), que realiza de forma automatizada la rehidratación, tinción, 

deshidratación y montaje de las preparaciones. La inmunohistoquímica con los 

marcadores Ki67 y eIF5A2 se realizó con el Autostaiener Link48 (Agilent, Santa Clara, 

USA).  El anticuerpo para Ki67 (IR626, Agilent, Santa Clara, USA), se utilizó sin diluir y 

el anticuerpo para eIF5A2 (HPA029090, Sigma-Aldrich Corporation MO, USA) se utilizó 

a una dilución 1:150.  
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Finalmente, los TMA se fotografiaron utilizando el escáner PANNORAMIC 250 Flash 

III Scanner (3DHISTECH, Budapest, HU) y el software Panoramic Viewer/Case Viewer 

(3DHISTECH, Budapest, HU). 

 

Tabla 5. Características clínico-patológicas de los pacientes. 

 

Muestra Género Edad Estadio 
Estadio 

TNM 
Histología Fumador 

Progresión 

/ Exitus 

Estatus 

mutacional 

SLE 

(meses) 

LF01 Masculino 57 IIb T2aN1MX 

ADC 

predominantemente 

acinar 

Sí No EGFR WT 31,53 

LF05 Femenino 67 IVa T3N1M1b 

ADC 

predominantemente 

sólido 

Sí No 
EGFR WT / 

ALK WT 
29,23 

LF09 Masculino 75 Ib T2aN0MX 

ADC mucinoso 

predominantemente 

lepídico 

Sí No EGFR WT 27,57 

LF15 Masculino 54 IIb T3N0M0 

ADC 

predominantemente 

sólido 

Sí Sí EGFR WT 14,23 

LF19 Masculino 76 Ia3 T1cN0M0 ADC acinar Sí No EGFR WT 24,30 

LF20 Masculino 61 IIIa T2bN2M0 ADC acinar Sí Sí EGFR WT 12,10 

LF21 Masculino 79 Ia3 T1cN0M0 
Carcinoma 

Escamoso 
Sí No EGFR WT 22,10 

LF29 Masculino 52 IVb T2bN0M1b 

ADC sólido 

escasamente 

diferenciado 

Sí Sí 
EGFR WT / 

ALK WT 
15,90 

 

 

12. Análisis estadísticos 

Todos los experimentos mostrados en este trabajo de tesis doctoral se realizaron por 

triplicado. El análisis bioinformático de los datos obtenidos se realizó empleando el 

software de gráficos y estadísticas científicas GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, 

San Diego, USA). Se empleó la prueba T de Student, el test ANOVA de dos vías con el 
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test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras o el test ANOVA de una vía 

con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras, en función del 

experimento a analizar. Se consideraron estadísticamente significativas las diferencias 

con un intervalo de confianza del 95% y un p-valor menor de 0,05.  
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La proteína eIF5A mejor estudiada es, con diferencia, eIF5A1. Esta proteína es muy 

abundante y su expresión es ubicua. Su función biológica, además de con la traducción, 

se ha relacionado con la transcripción, la renovación del ARNm y el transporte 

nucleocitoplasmático. Según el contexto celular, eIF5A1 es un supresor de tumores u 

oncogén (Ning et al. 2020; Wu, Xu, and Lau 2020). 

eIF5A2 sin embargo no se expresa en tejido normal, a excepción de cerebro y 

testiculos, y su sobreexpresión se asocia con cáncer (Ning et al. 2020; Wu, Xu, and Lau 

2020), por ello se ha postulado como un marcador potencial de mal pronóstico y etapa 

más agresiva de la enfermedad. Sin embargo, la regulación y la función de eIF5A2 en 

las células cancerosas, incluido el CPNM, todavía no están bien definidas. El hecho de 

que los ratones knock-out para eIF-5A2 son viables y tienen un desarrollo normal 

(Pällmann et al. 2015) y su sobreexpresión en el cáncer, hacen de eIF5A2 una diana 

terapéutica muy atractiva en el cáncer. Sin embargo, la regulación de eIF5A2, su 

modificación por hipusinación y su papel funcional como factor de traducción en células 

de NSCLC que experimentan migración e invasión aún está mal definida. 

En este proyecto de investigación hemos analizado la expresión y función de eIF5A2 

en células de CPNM.  

 

1. Clasificación fenotípica de las líneas celulares A549, 

H1395, PC9 y H441 

En primer lugar, se ha analizado la expresión basal a nivel de ARNm y proteína de 

marcadores de fenotipo epitelial (E-cadherina) y mesenquimal (vimentina) en las 

diferentes líneas celulares de CPNM disponibles en el laboratorio, para poder 

clasificarlas como líneas celulares epiteliales o mesenquimales. Los resultados 

muestran que las células con mayor nivel de ARNm y de proteína de E-cadherina son 

las H441, seguidas de las H1395 y las PC9. Estas líneas celulares no expresan 

vimentina, y por tanto las podemos clasificar como epiteliales. Las A549 apenas 

expresan E-cadherina, pero expresan elevados niveles de vimentina, y por tanto las 

podemos clasificar como una línea celular mesenquimal (Fig. 10).  
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Figura 10. Expresión basal de E-cadherina y vimentina en las líneas celulares de 

CPNM A549, PC9, H1395 y H441. A. Expresión de ARNm de CDH1 y VIM. Los niveles 

de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR a las 72 h de la siembra. Las medias 

de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante 

análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las 

muestras (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Expresión de los niveles proteicos de 

E-cadherina y vimentina. Se muestra una imagen representativa de los experimentos 

realizados (N=3) C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas E-cadherina 

y vimentina. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis 

ANOVA de una vía con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, ****p<0,0001). 
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A continuación se analizaron los niveles de ARNm y proteína de eIF5A1 y eIF5A2 

(Fig. 11A), además de los niveles proteicos de la forma hipusinada de eIF5A1 y eIF5A2 

(Fig. 11B y C). 

Todas las líneas celulares analizadas expresan eIF5A1. Las A549 son las que mayor 

niveles de ARNm de EIF5A1 expresan, mientras que las H441 son las que menos 

EIF5A1 expresan. Sin embargo, esto no coincide con los niveles proteicos observados, 

ya que las líneas PC9 y H1395 expresan más proteína eIF5A1 que las A549. Los análisis 

de la forma hipusinada de eIF5A1, muestran que sus niveles de expresión son muy 

similares en estas tres líneas celulares, mientras que H441 es la línea que menos 

eIF5A1 hipusinado expresa. 

En cuanto a los niveles de ARNm de EIF5A2, las líneas PC9 y H1395 expresan 

niveles similares de EIF5A2, siendo estos niveles 0,5 veces mayores que en la línea 

A549. Las células H441 apenas lo expresan. Esta tendencia coincide con los niveles de 

proteína de eIF5A2 y eIF5A2 hipusinado observados, siendo las células H1395 y PC9 

la que mayores niveles expresan. En las células A549 también se observó la expresión 

de eIF5A2 y eIF5A2 hipusinado al realizar mayor exposición del Western Blot,  por lo 

que se muestra un panel con este resultado separado para esta línea celular (Figura 

11B, panel derecho). 
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Figura 11. Expresión basal de eIF5A1 y eIF5A2 y sus respectivas formas 

hipusinadas en las líneas celulares de CPNM A549, PC9, H1395 y H441.  A. 

Expresión de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de expresión de ARNm se 

analizaron por RT-qPCR a las 72 h de la siembra. Las medias de los experimentos (N=3 

con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos vías 

con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (****p<0,0001). B. 

Expresión de los niveles proteicos de eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 

hipusinado. En el panel de la derecha se muestra una imagen de mayor exposición de 

Western Blot para visualizar la expresión de eIF5A2 hipusinado en la línea A549. Se 

muestra una imagen representativa de los experimentos realizados (N=3). 
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(Continuación Fig. 11) C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas eIF5A1, 

eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 hipusinado. Las medias de los experimentos (N=3) 

se compararon mediante análisis ANOVA de una vía con el test de Tukey para la 

comparación múltiple de las muestras (*p<0,05).  

 

 

2. Estudio de la inhibición génica de eIF5A1 y eIF5A2 

A continuación se analizó el fenotipo producido por la pérdida de función de  eIF5A1 

y eIF5A2 mediante silenciamiento génico con ARN pequeño de interferencia (ARNpi) en 

las líneas A549 y H1395. Para ello se diseñaron oligonucleótidos para silenciar de 

manera específica eIF5A1 y eIF5A2 a pesar de la gran homología en su secuencia 

génica (Fig. 12). 

 

 

Figura 12. Secuencia de oligonucleótidos específicos para el silenciamiento por 

ARNpi contra eIF5A1 y eIF5A2. La imagen muestra las secuencias de eIF5A1 y 

eIF5A2. En azul de destaca la secuencia de oligonucleótidos utilizada para silenciar 

eIF5A1 y en verde destaca la secuencia de oligonucleotidos utilizada para silenciar 

eIF5A2. 

 

 

2.1. El silenciamiento génico de eIF5A es específico de cada isoforma 

y existe una regulación entre ambas 

Se ha comprobado que el silenciamiento de eIF5A1 y eIF5A2 es específico mediante 

el análisis de su expresión génica por qPCR, en el que se observa el descenso de los 

niveles de mensajero de cada gen en la muestra en la que se silencia (Fig. 13A). 
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Además, observamos, tanto mediante qPCR como por Western Blot, que al silenciar 

EIF5A1, los niveles de eIF5A2 aumentan, lo que sugiere que podría haber una 

compensación entre ambas isoformas (Fig. 13). Como se ha comentado en la 

introducción, eIF5A2 promueve la EMT en distintos tipos de cáncer (Tang et al. 2010; 

Zhu et al. 2012; Meng et al. 2015), y una citoquina clave en la inducción de la EMT es 

TGFβ1 (J. Xu, Lamouille, and Derynck 2009; Hao, Baker, and Dijke 2019). Para 

examinar una posible co-regulación entre eIF5A2 y TGFβ1 en células de cáncer de 

pulmón, las células silenciadas con EIF5A1pi o EIF5A2pi se trataron con 10 ng/ml de 

TGFβ durante 48 h. En estas condiciones de cultivo, se observó que el incremento de 

los niveles de eIF5A2 es mayor en las células silenciadas con EIF5A1pi tratadas con 

TGFβ1, por lo que esta citoquina estaría induciendo la expresión de eIF5A2 (Fig. 13). 

Respecto a los niveles proteicos de la proteína hipusinada, y por tanto, la forma 

activa, la expresión de eIF5A2 hipusinado aumenta en las células silenciadas con 

EIF5A1pi presencia de TGFβ1 casi un 50%, y la inhibición de la forma hipusinada al 

silenciar EIF5A2 es mayor en presencia de TGFβ1, lo que corrobora la posible 

regulación de la expresión de eIF5A2 mediante TGFβ1. Respecto a eIF5A1 hipusinado, 

en ambas líneas se observa un descenso de aproximadamente 0,8 veces al silenciar 

EIF5A1, pero no se observa aumento de los niveles de eIF5A1 hipusinado al tratar las 

células con TGFβ1 (Fig. 13B y C). 
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Figura 13. Expresión de eIF5A1 y eIF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en 

las líneas de CPNM A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o 

ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se trataron con TGFβ1 durante 48 h. A. Expresión de 

ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de expresión de ARNm se analizaron por RT-

qPCR. Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se 

compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la 

comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001). B. Extractos 

proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos 

de eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 hipusinado. Se muestra una imagen 

representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificación del nivel de 

expresión de las proteínas eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 hipusinado. 

Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis ANOVA de una 

vía con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001).  
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2.2. El silenciamiento génico de EIF5A2 disminuye la proliferación 

celular 

Se analizó la proliferación celular al silenciar eIF5A1 y eIF5A2 con los ARNpi 

específicos en células A549 y H1395 mediante ensayo de viabilidad con MTS. Los 

resultados obtenidos en ambas líneas indican una disminución de la proliferación celular 

al inactivar genéticamente eIF5A2. Esta disminución de la proliferación se incrementa al 

añadir TGFβ1 en el cultivo celular. De hecho, en presencia de TGFβ1, se observa una 

disminución de la proliferación celular en todas las muestras en comparación con las 

muestras sin tratar con TGFβ1.  

Al silenciar EIF5A1 se observa un ligero aumento de la proliferación celular respecto 

a sus controles. Además, este incremento es más pronunciado en las células tratadas 

con TGFβ1 en comparación con las células sin tratar (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Ensayos de viabilidad por MTS en las líneas de CPNM A549 y H1395. 

Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se 

trataron con TGFβ1 durante 48 h. El MTS se realizó a las 96 h de la siembra. A.  

Viabilidad en las células A549. Las gráficas muestran el porcentaje de viabilidad de las 

medias de los experimentos (N=6 con triplicados experimentales), que se compararon 

mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple 

de las muestras (**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Viabilidad en las células 

H1395. Las gráficas muestran el porcentaje de viabilidad de las medias de los 

experimentos (N=6 con triplicados experimentales), que se compararon mediante 

análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las 

muestras (*p<0,05, ****p<0,0001). 
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2.3. El silenciamiento génico de EIF5A2 inhibe el cambio de la 

morfología celular en la EMT inducida por TGFβ1 

Para determinar si EIF5A2 contribuye al cambio fenotípico de las células durante la 

EMT inducida por TGFβ1 se silenció EIF5A1 y EIF5A2 en células tratadas o no con 

TGFβ1 durante 48 horas y se analizó la morfología de las células mediante microscopia 

de contraste de fases. 

Al tratar las células A549 con TGFβ1 las células adquieren un fenotipo mesenquimal. 

Son más alargadas, desarrollan largos filopodios y además las células pierden las 

conexiones célula-célula, apareciendo como células más individualizadas. Sin embargo, 

se observa que al silenciar EIF5A2, las células permanecen más pequeñas y 

redondeadas. La inhibición de esta morfología de célula mesenquimal no fue tan 

marcada al silenciar EIF5A1, ya que en esta condición las células, aunque menos 

individualizadas que en la condición control, sí son más alargadas y tienen más 

filopodios al ser tratadas con TGFβ1 (Fig. 15A). 

En las células H1395 la inhibición de la morfología mesenquimal en las células con 

eIF5A1 y eIF5A2 silenciado también se aprecia pero el cambio es menos visible si lo 

comparamos con las células A549. Esto podría deberse a que, al ser células con 

fenotipo epitelial (Fig. 10), necesitarían más tiempo de tratamiento con TGFβ1 para 

poder desarrollar una EMT completa, y no una EMT parcial como podría ser en este 

caso (Fig. 15B). 

Estos resultados coinciden con los obtenidos en el apartado 2.2 (Fig. 14) donde se 

aprecia un menor número de células al inhibir genéticamente la expresión de eIF5A, 

especialmente en el caso de eIF5A2, lo que sugiere que el silenciamiento también 

afectaría a la proliferación celular.  
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Figura 15.  Imágenes de contraste de fases en las líneas de CPNM A549 y H1395. 

Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se 

trataron con TGFβ1 durante 48 h. Se muestran imágenes representativas de los 

experimentos realizados (N=3).  A. Imágenes de contraste de fases de células A549 

(barra de escala 100 µm). B. Imágenes de contraste de fases de células H1395 (barra 

de escala 100 µm). 

 

 

2.4. El silenciamiento génico de eIF5A2 inhibe la migración celular 

También se ha estudiado el efecto sobre la migración celular mediante un ensayo 

de herida. El cierre de la herida se monitorizó mediante microscopia de contraste de 

fases a tiempo real (time lapse). Los resultados mostraron que el silenciamiento de 

EIF5A2 induce una disminución de la migración celular tanto en las células A549 como 

H1395 (Fig. 16). La inhibición de la migración celular al silenciar EIF5A2 es mayor en la 

línea celular A549, cuyas células son incapaces de cerrar la herida tras 72 h en cultivo 

(Fig. 16A).  

Al añadir TGFβ1 en el cultivo, también se observa una disminución de la migración 

en las células A549 y H1395 (Fig. 16B) transfectadas con EIF5A2pi respecto a las 

células control y las transfectadas con EIF5A1pi. 

. 
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Figura 16. Análisis de la migración celular mediante ensayos de herida en las 

líneas de CPNM A549 y H1395. La herida se realizó a las 96 h de la siembra sobre el 

cultivo confluente en monocapa, y se monitorizó el cierre de la herida mediante 

microscopía de contraste de fases. Se muestran imágenes representativas de los 

experimentos realizados (N=3) (barra de escala 500 µm) (paneles izquierdos). Se 

analizó el ancho de la herida calculando las micras que habían recorrido las células en 

cada foto tomada respecto a la foto tomada en tiempo 0. Las medias de los experimentos 

(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos 

vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, 

**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001) (paneles derechos) A.  Análisis de la migración 

celular en células transfectadas con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 h. B. 

Análisis de la migración celular en células se transfectadas con ARNpi EIF5A1 o ARNpi 

EIF5A2 durante 72 h y tratadas con TGFβ1 durante 48 h. 
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2.5. El silenciamiento génico de EIF5A2 en presencia de TGFβ1 

disminuye la expresión de marcadores de tipo mesenquimal 

Se ha analizado la expresión de distintas proteínas implicadas en el proceso de la 

EMT en células transfectadas con EIF5A1pi y EIF5A2pi con el fin de elucidar el papel 

de eIF5A2 en la adquisición del fenotipo mesenquimal característico de una EMT 

avanzada (Fig. 17). En concreto, se ha analizado la expresión de fibronectina, N-

cadherina y vimentina como marcadores de fenotipo mesenquimal y E-cadherina como 

marcador de fenotipo epitelial. Cabe destacar que todas estas proteínas, con la 

excepción de vimentina, contienen motivos de prolinas consecutivas, como se muestra 

en sus secuencias proteicas incluidas en el Anexo (Fig. S2).  

En las células A549, mientras que los niveles de ARN mensajero de FN1 y VIM 

aumentan, el nivel de expresión proteica desciende al inhibir eIF5A2 en presencia de 

TGFβ1. Respecto a la N-cadherina, se observa un aumento de su expresión en 

presencia de TGFβ1 en comparación con las células control. Aunque no se observa un 

descenso de la expresión proteica al silenciar EIF5A2, sí se observa un aumento en los 

niveles de ARNm al silenciar EIF5A2 y en presencia de TGFβ1.  Por último, se ha 

analizado la expresión de E-cadherina. Se observa un aumento de los niveles del ARNm 

de CDH1 al inhibir eIF5A1, y también una disminución en todas las condiciones al añadir 

TGFβ1. El aumento de ARNm no se aprecia al inhibir eIF5A2, ya sea en presencia o 

ausencia de TGFβ1. Por otro lado, la expresión proteica de E-cadherina aumenta al 

inhibir tanto eIF5A1 como eIF5A2, lo que estaría indicando un fenotipo más epitelial de 

estas células. 

En la línea H1395 no se ha podido de detectar la vimentina ni a nivel de mensajero 

ni a nivel proteico, al ser esta una línea celular muy epitelial. También observamos en 

esta línea un descenso en la expresión proteica de la fibronectina al silenciar EIF5A1 y 

EIF5A2, coincidiendo también con un aumento de la expresión de ARNm de FN1 en 

comparación con las células control, especialmente en las células transfectadas con 

EIF5A2pi y tratadas con TGFβ1. Al inhibir eIF5A1 y eIF5A2, la expresión proteica de E-

cadherina aumenta, mientras que a nivel de ARNm, sólo se observa un aumento de 

CDH1 al inhibir eIF5A1. Por último, al analizar la expresión proteica de la N-cadherina 

en la línea H1395 se observa una banda de aproximadamente 55 kDa que no 

corresponde con el peso molecular de 130 kDa esperado para esta proteína. La banda 

observada podría corresponder al dominio citoplasmático intracelular de la N-cadherina, 

tal y como se detectó por Tanaka et al. (H. Tanaka et al. 2000). Al contrario de lo 

observado en la línea A549, la N-cadherina no aumenta su expresión proteica al añadir 

TGFβ1, lo que refuerza nuestra hipótesis de que el tratamiento con TGFβ1 durante los 
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tiempos indicados en esta línea celular produce una EMT parcial y por ello solo se 

observa el aumento de expresión de algunos marcadores de EMT. Al silenciar ambas 

isoformas de eIF5A se observa un descenso leve de los niveles proteicos de N-

cadherina, especialmente en las células tratadas con TGFβ1 en contraste con el 

aumento de ARNm de CDH2 observado. 
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Figura 17. Expresión de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina en las 

líneas de CPNM A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o 

ARNpi EIF5A2 durante 72 h y se trataron con TGFβ1 durante 48 h. A. Expresión de 

ARNm de FN1, CDH1, CDH2 y VIM. Los niveles de expresión de ARNm se analizaron 

por RT-qPCR. Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se 

compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la 

comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. 

Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresión de los niveles 

proteicos de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina. Se muestra una 

imagen representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificación del nivel 

de expresión de las proteínas fibronectina, E-cadherina, N-cadherina y vimentina. Las 

medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis ANOVA de una vía 

con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05).  

 

 

2.6.  El silenciamiento génico de EIF5A2 en presencia de TGFβ1 

disminuye la expresión de proteínas implicadas en la EMT 

A continuación se analizó la expresión de proteínas que tienen un papel en la 

organización del citoesqueleto y el desarrollo de la EMT como son FHOD1 y ezrina, la 
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subunidad reguladora p85 de la PI3-quinasa, MTA1 y SNAI1 en células A549 y H1395 

transfectadas con EIF5A1pi o EIF5A2pi, tratadas o no con TGFβ1 (Fig. 18). Estas 

proteínas también contienen en su secuencia motivos de prolinas consecutivas, como 

se indica en sus secuencias, incluidas en el Anexo (Fig. S1). Por tanto, estas proteínas 

podrían ser potenciales dianas traduccionales de eIF5A2.  

En el caso de las células A549, se observa a nivel de ARNm que los niveles de los 

genes FHOD1, P85, MTA1, EZR y SNAI1 apenas varían o incluso aumentan al silenciar 

EIF5A2, tanto en las células tratadas como sin tratar con TGFβ1 en comparación con 

las células control (Fig. 17A). Sin embargo, sí que disminuye su expresión proteica, más 

notablemente al inhibir eIF5A2 y tratar las células con TGFβ1 (Fig. 17B y C). Estos 

resultados sugieren que la regulación de la expresión de estas proteínas podría ser 

dependiente de eIF5A2. Resultados similares se observaron al analizar la expresión de 

N-cadherina y fibronectina en la Figura 17. Por otro lado, cuando se silencia EIF5A1, la 

expresión de ARNm de FHOD1, p85, MTA1, EZR y SNAI1 desciende ligeramente o no 

varía. El descenso es más notable en el caso de P85 y EZR en las células sin tratar con 

TGFβ1. Respecto a la expresión de la proteína MTA1, se observa una mayor inhibición 

de su expresión al silenciar EIF5A1 en comparación con las células con EIF5A2 

silenciado, mientras que la expresión de FHOD1 y ezrina aumenta respecto a las células 

control al tratarlas con TGFβ1. Este efecto podría deberse a que, como se ha mostrado 

en la figura 13, la expresión de eIF5A2 aumenta al inhibir eIF5A1, y por tanto, podría 

promover el aumento de la expresión proteica de estas dos proteínas. 

Por otro lado, en la línea H1395 se observa mayor disminución de los niveles de 

mensajero de FHOD1 y EZR al silenciar EIF5A2, solo o en presencia de TGFβ1, 

mientras que los niveles de SNAI1 aumentan al silenciar eIF5A2 en ausencia de TGFβ1 

y los de MTA1 y P85 apenas varían (Fig. 17A). A nivel proteico se observa una 

disminución de los niveles de las proteínas FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 al 

silenciar EIF5A2 en presencia de TGFβ1. Además, como ocurría en las células A549, el 

descenso de la expresión en MTA1 es mayor al silenciar eIF5A1, por lo que en la 

regulación de esta proteína estaría implicado eIF5A1, y no eIF5A2. También 

observamos un aumento de la expresión proteica de FHOD1 y SNAI1 al silenciar eIF5A1 

en presencia de TGFβ1. 
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Figura 18. Expresión de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en las líneas de CPNM 

A549 y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 

72 h y se trataron con TGFβ1 durante 48 h A. Expresión de ARNm de FHOD1, P85, 

MTA1, EZR y SNAI1. Los niveles de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. 

Las medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon 

mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple 

de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos 

de las células se utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos de FHOD1, 

p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los experimentos 

realizados (N=3). C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas FHOD1, p85, 

MTA1, ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante 

análisis ANOVA de una vía con el test de Tukey para la comparación múltiple de las 

muestras (*p<0,05, ***p<0,001).  
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2.7.  El silenciamiento génico de eIF5A2 provoca la rotura de los 

filamentos de actina y su acumulación en nudos 

Como se ha indicado en la introducción, estudios de ontología génica han 

demostrado el enriquecimiento de proteínas con secuencias consecutivas de Pro en 

proteínas implicadas en la regulación del citoesqueleto de actina como las forminas y 

ezrina, con funciones directas en morfología celular, migración y adhesión. Por ello, 

hemos analizado si el silenciamiento de EIF5A2 en células A549 y H1395 tratadas o no 

con TGFβ1 produce alteraciones en el citoesqueleto de actina, mediante microscopia 

de fluorescencia, en células marcadas con Faloidina-Rodamina para visualizar los 

filamentos de actina.  

En la figura 19 se observa en las células control de las líneas A549 y H1395, que las 

fibras y filamentos de actina del citoesqueleto están ordenadas, mientras que estas 

fibras aparecen desorganizadas y rotas, y la actina se acumula en nudos al inhibir 

eIF5A2.  

Además, al añadir TGFβ1 en las células control, se observa un aumento de las fibras 

de actina y un mayor número de filopodios, mientras que en las células silenciadas con 

EIF5A2pi esto no ocurre y se sigue observando la desaparición de las fibras de estrés y 

la acumulación en nudos de los filamentos de actina.  

En el caso de las células con EIF5A1 silenciado, el citoesqueleto es similar al 

observado en las células control, con fibras ordenadas a lo largo de todo el citoesqueleto 

y un gran número de filopodios, que además, aumentan su cantidad al tratar las células 

con TGFβ1.   
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Figura 19. Imágenes de microscopía de fluorescencia en las líneas de CPNM A549 

y H1395. Las células se transfectaron con ARNpi EIF5A1 o ARNpi EIF5A2 durante 72 

h y se trataron con TGFβ1 durante 48 h. Las células se tiñeron con faloidina rodamina 

(rojo) para observar la conformación del citoesqueleto de actina y con DAPI (azul) para 

observar los núcleos. Se muestran imágenes representativas de los experimentos 

realizados (N=3). A. Microscopia confocal de fluorescencia en células A549 (barra de 

escala 25 µm). B. Microscopia confocal de fluorescencia en células H1395 (barra de 

escala 10 µm). 

 

En conjunto, todos los resultados presentados a lo largo del apartado 2, sugieren que 

eIF5A2 podría estar regulando la organización del citoesqueleto de actina mediante la 

regulación de la expresión de proteínas implicadas en la organización de citoesqueleto 

y la EMT, como fibronectina, ezrina y FHOD1 y esto podría explicar el efecto que 

observamos sobre la alteración en la migración y la viabilidad celular o al silenciar 

eIF5A2. 

 

 

3. Estudio de la sobreexpresión constitutiva de eIF5A 

Con el fin de mimetizar lo que ocurre en los tumores de CPNM en los que eIF5A2 

está sobreexpresado, hemos analizado los efectos a nivel fenotípico y molecular de la 

ganancia de función de eIF5A2. Para ello, hemos generado poblaciones celulares que 
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sobreexpresan de manera estable un plásmido que codifica eIF5A2 y su 

correspondiente población control que expresa el plásmido vacío. 

 

 

3.1.  Generación de las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2 

Las líneas estables se han generado tal y como se ha descrito en el apartado 2.2 de 

Materiales y Métodos transfectando la línea H1395, por un lado, con un plásmido que 

codifica Flag-eIF5A2 junto a GFP (pCIG-Flag-eIF5A2-IRES-GFP) y por otro, con el 

plásmido control vacío (pCIG-IRES-GFP, llamado EV por Empty Vector) que sólo 

expresa GFP. Las células transfectadas se seleccionaron con el antibiótico G418. 

Tras una primera selección de las células que habían incorporado el plásmido 

mediante resistencia al antibiótico G418, las células GFP positivas (GFP+) se separaron 

mediante Cell Sorting. Como se puede observar en la Figura 20A, mientras que las 

células H1395 parentales no expresan GFP, se seleccionaron un 95.34% de células 

GFP positivas en la línea H1395-EV y un 88.26% de células GFP positivas en la línea 

H1395-eIF5A2. A partir de este punto, se trabajó con las células H1395-eIF5A2 y su 

control H1395-EV. 

Se analizó el tiempo de duplicación de las líneas establecidas para comprobar que 

la capacidad proliferativa no se veía afectada al introducir de manera estable los 

plásmidos en las células. Para ello, se mantuvieron las células H1395-eIF5A2 y H1395-

EV en cultivo durante 21 pases seriados (5 meses y una semana), y en cada pase, se 

contaron las células en cultivo. Como muestra la Figura 20B, se comprobó que el tiempo 

de duplicación de las H1395-eIF5A2 es ligeramente menor que el de las H1395-EV, 

pero no existen diferencias significativas entre ambas líneas celulares. Además, el 

aumento progresivo de los doblajes acumulativos a lo largo de los pases seriados, indica 

que el crecimiento de estas líneas se mantiene a lo largo de todos estos pases, sin 

estancarse el crecimiento a causa de llevar demasiado tiempo en cultivo.  

La expresión ectópica de eIF5A2 se confirmó mediante Western Blot con anticuerpos 

contra eIF5A2 y contra el epítopo Flag (Fig. 20C). Este epítopo coincide en tamaño con 

la banda superior de las dos observadas para eIF5A2 en las células H1395-eIF5A2.  La 

banda inferior corresponde a la proteína eIF5A2 que ha sufrido una escisión en N-

terminal perdiéndose el epítopo Flag. Los niveles proteicos de eIF5A1 y GFP 

expresados por esta línea celular también son similares a los expresados por la línea 

H1395-EV.  

Además, se analizó la morfología celular de las células H1395-eIF5A2 y H1395-EV 

mediante microscopia de contraste de fases en el equipo InCell Analizer 2200 que 
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permite el análisis de células en cultivo in vivo. Se realizaron fotografías en contraste de 

fase de 5 campos distintos en cuatro pocillos de la placa de cultivo, y mediante el 

software del equipo se midió la longitud del eje más corto que cruza el núcleo de la 

célula (MI de Minor axis length) y la longitud del eje más largo que cruza el núcleo de la 

célula (MA de Major axis length). La división de ambos da un ratio, que indica la 

esfericidad de las células, ya que si el ratio es 1 las células son redondas y cuanto mayor 

de 1 sea el valor de este ratio, más alargadas son las células. Los resultados obtenidos 

se muestran en la Figura 20D y muestran que las células H1395-eIF5A2 son ligeramente 

más alargadas que las células H1395-EV, aunque la diferencia no es significativa. 
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Figura 20. Generación de las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. A. Análisis 

de las poblaciones celulares GFP positivas separadas mediante Cell Sorting. De 

izquierda a derecha, en el primer histograma, sobre todos los eventos detectados por el 

Cell Sorter, se selecciona la población celular (population). En el segundo histograma, 

sobre todos los eventos detectados por el Cell Sorter, se seleccionan los eventos únicos 

(single cell, célula única) para eliminar agregados. En el tercer histograma, sobre la 

población de células únicas se seleccionan las células vivas (live cells) gracias al 

marcaje con yoduro de propidio. En el cuarto histograma, sobre la población de células 

vivas se seleccionan las células GFP+, que son las que se recogen y resiembran. B. 

Comparación de la capacidad proliferativa entre las células H1395-EV y H1395-eIF5A2. 

Las células se sembraron a 1.500 células/cm2 y se les renovó el medio cada 3-4 días. 

Siete días después de la siembra, se levantaron y se procedió al contaje celular. Los 

doblajes poblacionales (DP) se calcularon mediante la fórmula DP= [(log10 (NH)-log10 

(NI)/log10 (2), donde NH el número de células recogidas y NI es el número de células 

sembradas inicialmente.  
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(Continuación Fig. 20) Las medias de los experimentos (N=6) se compararon mediante 

análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las 

muestras (ns). C. Análisis de la expresión proteica de eIF5A1, eIF5A2, Flag y GFP en 

células H1395-EV y H1395-eIF5A2 mediante Western Blot. Se muestra una imagen 

representativa de los experimentos realizados (N=3). D. Análisis de la morfología celular 

mediante microscopia de contraste de fases. En el panel de la izquierda se muestran 

imágenes representativas del cultivo de las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 tomadas 

7 días después de la siembra. El panel de la derecha muestra el ratio de esfericidad de 

las células. La media de los experimentos (N=4 con cinco campos fotografiados por 

experimento) se compararon mediante análisis T de Student no pareado (ns). 

 

Por último, para verificar que el plásmido de expresión se había insertado y no se 

perdía con los pases sucesivos, se analizó la expresión de GFP en el pase 2 (P2), 

después de haber separado las células GFP positivas mediante Cell Sorting y en el pase 

9 (P9), con 7 semanas de diferencia entre ellos (Fig. 21). Se confirmó que los niveles de 

expresión de GFP no solo permanecían estables, si no que se el porcentaje de células 

GFP positivas en el cultivo era mayor, y que por tanto, no se pierde la expresión del 

plásmido al mantener las células en cultivo durante varias semanas consecutivas. 
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Figura 21. Citometría de flujo en las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2 para 

analizar las poblaciones de células GFP positivas en distintos pases del cultivo 

celular. De izquierda a derecha, en el primer histograma, sobre todos los eventos 

detectados por el citómetro, se selecciona la población celular. En el segundo 

histograma, sobre la población celular se seleccionan los eventos únicos (célula única) 

para eliminar agregados. En el tercer histograma, sobre la población de células únicas 

se seleccionan las células GFP+. 

 

 

3.2. La sobreexpresión de eIF5A2 aumenta la proliferación celular 

Mediante ensayo de MTS se comprobó que la sobreexpresión de eIF5A2 aumenta la 

proliferación de las células H1395-eIF5A2 más de un 38% respecto a las células H1395-

EV tras 24 h en cultivo, llegando a incrementarse en más de un 85% tras 72 h en cultivo 

(Fig. 22A).  

En la figura 22B se analiza el efecto que tiene distintos tiempos de tratamiento con 

TGFβ1 y GC7 sobre cada una de las líneas celulares, individualmente. Para ello, se 

compara el efecto de cada tratamiento respecto a las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 

sin tratar. Al añadir TGFβ1, a las 24 h de cultivo no se aprecian cambios en la 

proliferación celular, mientras que a las 48 h y 72 h de cultivo la proliferación disminuye 

ligeramente en ambas líneas celulares respecto a sus controles (Fig. 22B).  
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Para analizar el efecto del inhibidor de la hipusinación GC7 en la proliferación celular 

de las líneas establecidas, en primer lugar se determinó la dosis letal media (DL50) en 

las líneas H1395-EV y H1395-eIF5A2, con el fin de establecer la concentración 

adecuada para tratar a esta células. Para ello, se trataron las células con distintas 

concentraciones de GC7, comprendidas entre 0 µM y 68,12 µM. Los resultados 

indicaron que la DL50 en el caso de la línea H1395-EV era de 16,53 µM y en el caso de 

las células H1395-eIF5A2, era de 17,04 µM (Fig. 23). Se utilizó esta última concentración 

del fármaco para todos los experimentos en los que se utiliza el inhibidor GC7. 

Al tratar las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 con 17.04 µM de GC7, la proliferación 

celular es similar tras 24 h y 72 h de tratamiento en ambas líneas, ya que la proliferación 

celular disminuye alrededor de un 40% a las 24 h de tratamiento y un 80% a las 72 h de 

tratamiento. Sin embargo, a las 48 h de tratamiento con GC7 se inhibe la proliferación 

celular cerca de un 70% en la línea H1395-eIF5A2 mientras que en la línea H1395-EV 

solo un 50% (Fig. 22B). En base a estos resultados, en experimentos posteriores se 

trataron las células con GC7 durante 24 h, ya que en este tiempo el efecto de la 

inhibición observado era suficiente y se evitaba comprometer el cultivo celular con un 

tratamiento más largo. 
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Figura 22. Ensayos de viabilidad por MTS en las líneas estables H1395-EV y H1395-

eIF5A2. A. Viabilidad en las células H1395-EV y H1395-eIF5A2. El MTS se realizó a las 

24 h, 48 h y 72 h de la siembra. Las gráficas muestran el porcentaje de viabilidad de las 

medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) que se compararon 

mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple 

de las muestras (**p<0,01). B. Viabilidad en las células H1395-EV y H1395-eIF5A2. Las 

células se trataron durante 24 h, 48 h y 72 h con TGFβ1 o GC7. El MTS se realizó a las 

24 h, 48 h y 72 h de la siembra. Las gráficas muestran el porcentaje de viabilidad de las 

medias de los experimentos (N=3 con triplicados experimentales) que se compararon 

mediante análisis ANOVA de una vía con el test de Tukey para la comparación múltiple 

de las muestras (*p<0,05, ****p<0,0001). 

 

 

Figura 23. Curvas de dosis letal media en las líneas estables H1395-EV y H1395-

eIF5A2.  Las células se trataron con distintas concentraciones de GC7 comprendidas 

entre 0 µM y 68,12 µM. 
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3.3. La sobreexpresión de eIF5A2 induce la migración celular 

Para comprobar si la sobrexpresión de eIF5A2 promueve la migración celular se 

realizaron ensayos de cierre de herida en las células H1395-eIF5A2 y H1395-EV. Los 

resultados mostraron un aumento de la migración celular en las células H1395-eIF5A2, 

que son capaces de cerrar la herida a las 12 h, mientras que en las células H1395-EV 

la herida permanece abierta (Fig. 24).  

En las células tratadas con TGFβ1 durante 72 h, la migración celular aumenta en 

ambas líneas celulares. A las 9 h tras realizar la herida, la herida está casi cerrada en 

las células H1395-EV y en las H1395-eIF5A2 está completamente cerrada. 

Por último, tras tratar las células con el inhibidor GC7 durante 24 h, se inhibe la 

migración en ambas líneas celulares, siendo mayor el efecto sobre las H1395-EV. 
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Figura 24. Análisis de la migración celular mediante ensayos de herida en las 

líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. La herida se realizó a las 96 h de la 

siembra sobre el cultivo confluente en monocapa, y se monitorizó el cierre de la herida 

mediante microscopía de contraste de fases. Se muestran imágenes representativas de 

los experimentos realizados (N=3) (barra de escala 500 µm) (panel izquierdo). Se 

analizó el ancho de la herida calculando las micras que habían recorrido las células en 

cada foto tomada respecto a la foto tomada en tiempo 0. Las medias de los experimentos 

(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos 

vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05) 

(paneles derechos). A. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-eIF5A2 control. 

B. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-eIF5A2 tratadas durante 72 h con 

TGFβ1. C. Ensayo de herida en células H1395-EV y H1395-eIF5A2 tratadas durante 24 

h con GC7. 

 

 

3.4. Efecto del tratamiento con TGFβ1 

Además de observar el efecto del tratamiento con TGFβ1 sobre la migración y la 

proliferación celular, se estudió la implicación que la señalización por TGFβ1 podría 

tener sobre la expresión de eIF5A2 y el resto de las proteínas relacionadas con la EMT 

y la organización del citoesqueleto estudiadas. Para ello, se trataron las células H1395-

EV y H1395-eIF5A2 con TGFβ1 a distintos tiempos. 

 

 

3.4.1. El tratamiento con TGFβ1 induce la expresión de eIF5A2 y eIF5A2 

hipusinado 

Se analizó el ARNm de las células tratadas con TGFβ1 y se observó, como era de 

esperar, que las células H1395-eIF5A2 expresan niveles más elevados de EIF5A2 que 
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las células H1395-EV, y que no hay cambios en la expresión al tratar las células con 

TGFβ1 a diferentes tiempos, al igual que tampoco se observan diferencias en la 

expresión de EIF5A1 entre ambas líneas celulares (Fig. 25A).  

Al tratar las líneas con TGFβ1 se observa un aumento progresivo de la expresión 

proteica de eIF5A2 en las células H1395-eIF5A2, con un pico de expresión a las 72 h 

de tratamiento. En las células H1395-EV no se observa la expresión de eIF5A2, aunque 

esta línea también lo expresa ligeramente, como se puede observar en la en la Figura 

20C. Tampoco se aprecian cambios significativos en la expresión de eIF5A1 en ninguna 

de las líneas. Sin embargo, sí se han detectado diferencias entre los patrones de 

hipusinación de eIF5A1 y eIF5A2 después del tratamiento con TGFβ1. Aunque en el 

perfil de hipusinación de eIF5A1 no se aprecia ninguna variación, el patrón de 

hipusinación de eIF5A2 aumenta con el tratamiento con TGFβ1 y se observa un pico de 

expresión alrededor de las 24-48 h (Fig. 25B y C). 

Estos resultados sugieren que TGFβ1 induce la expresión y actividad de eIF5A2 y 

que eIF5A2 podría promover la señalización por TGFβ1 en el desarrollo de la EMT, lo 

que se estudiará en los siguientes apartados.  
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Figura 25. Expresión de eIF5A1 y eIF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en 

las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8 

h, 24 h, 48 h o 72 h con TGFβ1.  



96 
 

(Continuación Fig. 25) A. Expresión de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. Los niveles de 

expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos (N=3 

con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos vías 

con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001). Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados 

(N=3). B. Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresión de 

los niveles proteicos de eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 hipusinado. C. 

Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 

hipusinado y eIF5A2 hipusinado. Las medias de los experimentos (N=3) de eIF5A1 y 

eIF5A1 hipusinado se compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de 

Tukey para la comparación múltiple de las muestras (ns). Las medias de los 

experimentos (N=3) de eIF5A2 y eIF5A2 hipusinado se compararon mediante análisis 

ANOVA de una vía con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(ns).  

 

 

3.4.2. El tratamiento con TGFβ1 aumenta la expresión de algunos 

marcadores de fenotipo mesenquimal en las células H1395-

eIF5A2 

Se analizó la expresión de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina, tanto a nivel de 

ARNm como proteico, en las líneas celulares H1395-EV y H1395-eIF5A2 (Fig. 26).  

Respecto a los niveles de expresión de fibronectina, mediante qPCR observamos un 

aumento de sus niveles, coincidiendo con el aumento de su expresión proteica a medida 

que aumenta el tiempo de tratamiento con TGFβ1, siendo este efecto más notable en 

las células que sobreexpresan eIF5A2.  

Los niveles de CDH1 prácticamente no varían y tienen una tendencia a la baja a las 

48 h y 72 h de tratamiento con TGFβ1, especialmente en las células H1395-eIF5A2. A 

nivel proteico, excepto en las células control, la expresión de E-cadherina es menor en 

las células H1395-eIF5A2 respecto a las H1395-EV, y su expresión apenas varía con el 

tratamiento con TGFβ1. 

Por último, mientras que no se observa un aumento del mensajero de CDH2 en las 

células H1395-eIF5A2 hasta las 72 h de tratamiento con TGFβ1, a nivel proteico las 

células H1395-eIF5A2 expresan más la proteína detectada de 55 kDa con el anticuerpo 

contra N-cadherina desde tiempos cortos de tratamiento con TGFβ1 (4 h y 8 h), respecto 

a las células H1395-EV. 

. 
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Figura 26. Expresión de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina en las líneas 

estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8 h, 24 h, 48 

h o 72 h con TGFβ1. A. Expresión de ARNm de FN1, CDH1, CDH2 y VIM. Los niveles 

de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos 

(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos 

vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (ns). 
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(Continuación Fig. 26) B. Extractos proteicos de las células se utilizaron para analizar la 

expresión de los niveles proteicos fibronectina, E-cadherina y N-cadherina. Se muestra 

una imagen representativa de los experimentos realizados (N=3). C. Cuantificación del 

nivel de expresión de las proteínas fibronectina, E-cadherina y N-cadherina. Las medias 

de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el 

test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (ns).  

 

 

3.4.3. El tratamiento con TGFβ1 aumenta la expresión de proteínas 

involucradas en la EMT en las células H1395-eIF5A2 

Por último, hemos analizado la expresión de proteínas implicadas en la organización 

del citoesqueleto de actina y la EMT en las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 tratadas 

con TGFβ1 (Fig. 27). 

Los resultados muestran que no hay cambios significativos en el ARNm FHOD1, 

siendo su expresión ligeramente mayor en las células H1395-EV en comparación con 

las células que sobreexpresan eIF5A2. En las células H1395-EV, la expresión proteica 

de FHOD1 de las células sin tratar o a tiempos cortos de tratamiento con TGFβ1 (4 h y 

8 h) es mayor que en las células H1395-eIF5A2. Sin embargo, a tiempos largos de 

tratamiento (48 h y 72 h), la expresión es mayor en las células que sobreexpresan 

eIF5A2.   

Los niveles de ARNm de P85 tampoco varían al tratar las células con TGFβ1. La 

expresión proteica de p85 sí varía con el tratamiento, siendo mayor en las células 

H1395-EV en los tiempos largos de tratamiento con TGFβ1, mientras que en las células 

H1395-eIF5A2 la expresión aumentan a las 4 h y 8 h y después disminuye.  

Los niveles de MTA1 son similares entre las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 y no 

varían con el tratamiento con TGFβ1. No obstante, los niveles de expresión de la 

proteína MTA1, son mayores en las células que sobreexpresan eIF5A2, teniendo un 

pico de expresión a las 8 h y 24 h, para después descender a medida que continua el 

tratamiento con TGFβ1. 

Los niveles de ARNm de EZR aumentan en las células H1395-eIF5A2 respecto a las 

H1395-EV a las 8 h de tratamiento con TGFβ1. Por el contrario, en el resto de tiempos 

la expresión en H1395-EV es superior, siendo esta diferencia significativa a las 24 h de 

tratamiento. Sin embargo, los niveles de proteína de ezrina también son ligeramente 

mayores a tiempos largos de tratamiento con TGFβ1 (24 h, 48 h y 72 h) en las células 

H1395-eIF5A2. 
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Por último, los niveles de expresión del factor de transcripción SNAI1 aumentan al 

tratar las células con TGFβ1. Su expresión es ligeramente superior en las células 

H1395-EV, aunque la diferencia no es significativa. Al contrario, el incremento de los 

niveles de la proteína SNAI1 es mayor en las células H1395-eIF5A2 en comparación 

con las células H1395-EV. 
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Figura 27. Expresión de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en las líneas estables 

H1395-EV y H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 4 h, 8 h, 24 h, 48 h o 72 h 

con TGFβ1. A. Expresión de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y SNAI1. Los niveles 

de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los experimentos 

(N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis ANOVA de dos 

vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (ns). B. Extractos 

proteicos de las células se utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos 

de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los 

experimentos realizados (N=3). C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas 

FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se 

compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la 

comparación múltiple de las muestras (*p<0,05).  

 

 

3.5. Efecto de la inhibición farmacológica con GC7, solo o en 

combinación con TGFβ1 

Se ha examinado el efecto del inhibidor de la enzima DHS, GC7, en las células 

H1395-eIF5A2 a diferentes tiempos de tratamiento, solo o en combinación con TGFβ1.  
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3.5.1. La inhibición farmacológica con GC7 inhibe la expresión de eIF5A 

y eIF5A-Hip 

Al tratar las células H1395-eIF5A2 con GC7, sólo o en combinación con TGFβ1, 

observamos un aumento de la expresión de EIF5A2 a las 24 y 72 h, mientras que los 

niveles de ARNm de EIF5A1 disminuyen (Figura 28A). 

Los resultados de Western Blot (Fig. 28B y C) muestran una disminución proteica de 

eIF5A2 y de eIF5A2 hipusinado con el tiempo de exposición al inhibidor. Los niveles de 

ambas proteínas se recuperan, e incluso aumentan, con el tratamiento solo con TGFβ1, 

como se ha mostrado también en la Figura 24. Combinando ambos tratamientos, 

disminuye el efecto de la adición de TGFβ1 sobre la expresión proteica, siendo más leve 

el incremento de eIF5A2. En el caso de la forma hipusinada, su expresión es menor que 

en las células sin tratamientos, y además disminuye con el tiempo de tratamiento, 

confirmando así el papel de GC7 como inhibidor de la hipusinación, mientras que TGFβ1 

promovería la expresión global de eIF5A2. Este mismo patrón de expresión se observa 

en la expresión de eIF5A1 y eIF5A1 hipusinado. 
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Figura 28. Expresión de eIF5A1 y eIF5A2 y sus respectivas formas hipusinadas en 

la línea estable H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con 

TGFβ1, GC7 o la combinación de ambos. A. Expresión de ARNm de EIF5A1 y EIF5A2. 

Los niveles de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los 

experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis 

ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0.00001). B. Extractos proteicos de las células se 

utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos de eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 

hipusinado y eIF5A2 hipusinado. Se muestra una imagen representativa de los 

experimentos realizados (N=3). C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas 

eIF5A1, eIF5A2, eIF5A1 hipusinado y eIF5A2 hipusinado. Las medias de los 

experimentos (N=3) se compararon mediante análisis ANOVA de dos vías con el test 

de Tukey para la comparación múltiple de las muestras (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0.00001). 
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3.5.2. El tratamiento con GC7 inhibe la expresión de marcadores de 

fenotipo mesenquimal en las células H1395-eIF5A2 

Al tratar las células con GC7 disminuyen los niveles de mensajero de CDH1, mientras 

que los niveles de FN1 no varían y los niveles de CDH2 aumentan ligeramente con el 

tratamiento con GC7, tanto solo como en combinación con TGFβ1. Al tratar solo con 

TGFβ1, el ARNm de FN1 aumenta su expresión, y también aumenta aunque en menor 

medida, con el doble tratamiento. En el caso de CDH1 no se aprecian diferencias al 

tratar las células con TGFβ1 en la expresión de mensajero. En CDH2, se observa una 

disminución del ARNm al tratar con TGFβ1 (Fig. 29A). 

En concordancia a esto, en la Figura 29B y C también se observa un descenso de los 

niveles de las proteínas fibronectina, E-cadherina y N-cadherina al tratar las células con 

GC7 durante 72 h, siendo mayor la disminución de los niveles de E-cadherina cuando 

se combina los tratamientos con GC7 y TGFβ1.  

En presencia de solo TGFβ1, se observa un aumento de la expresión de fibronectina 

y N-cadherina, coincidiendo con los resultados mostrados en la Figura 25; y mientras 

que este aumento de la fibronectina es menor al tratar las células en combinación con 

el GC7, en el caso de la N-cadherina se observa una mayor expresión proteica con el 

doble tratamiento, con un pico de expresión a las 48 h.  
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Figura 29. Expresión de fibronectina, E-cadherina y N-cadherina en la línea estable 

H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con TGFβ1, GC7 o la 

combinación de ambos. A. Expresión de ARNm de FN1, CDH1, CDH2 y VIM. Los 

niveles de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los 

experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis 

ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos de las células se 

utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos fibronectina, E-cadherina y 

N-cadherina. Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados 

(N=3). C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas fibronectina, E-cadherina 

y N-cadherina. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis 

ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, **p<0,01).  
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3.5.3. El tratamiento con GC7 inhibe la expresión de proteínas 

involucradas en la EMT en las células H1395-eIF5A2 

Se analizaron mediante qPCR os niveles de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y 

SNAI1, cuyos resultados se muestran en la Figura 30A.   

En el caso de FHOD1 se observa una disminución de sus niveles al tratar las células 

con GC7, y al añadir TGFβ1 se aprecia un aumento general del ARNm, que disminuye 

con el tiempo de tratamiento. Con el tratamiento combinado la expresión de ARNm 

apenas varía. Los niveles de ARNm de P85 aumentan al tratar las células con GC7 a 

las 48 h, y en el caso de MTA1 además del aumento al añadir GC7, se observa también 

aumento con la adición combinada de GC7 y TGFβ1. Los niveles de ARNm de EZR se 

mantienen similares con los diferentes tratamientos. Por último, se observa un aumento 

de la expresión de ARNm de SNAI1 a las 48 h de tratamiento tanto en presencia de 

GC7, como con TGFβ1 y GC7; así como en todos los tiempos con TGFβ1. 

Al analizar la expresión proteica de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 también se 

observó un aumento de sus niveles en presencia de TGFβ1. Al tratar con GC7, se 

produce una disminución de los niveles proteicos de FHOD1 y SNAI1 respecto a su 

control, mientras que no se apreciaron cambios en MTA1, y los niveles de p85 y ezrina 

aumentaron. Respecto a estas dos últimas proteínas, la disminución de los niveles 

proteicos se produce con el doble tratamiento de GC7 y TGFβ1 (Fig. 30B y C).  

El aumento observado en la expresión de mRNA y proteína de SNAI1 con el 

tratamiento con TGFβ1, unido a los resultados expuestos en la Figura 26, en la que los 

niveles de SNAI1 aumentaban en las células H1395-eIF5A2 respecto a H1395-EV a las 

24, 48 y 72 h de tratamiento con TGFβ1, es acorde al papel de SNAI1 como factor de 

transcripción promotor de la EMT, ya que al añadir TGFβ1 sus niveles aumentan tanto 

a nivel proteico como de ARN mensajero. 
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Figura 30. Expresión de FHOD1, p85, MTA1, ezrina y SNAI1 en la línea estable 

H1395-eIF5A2. Las células se trataron durante 24 h, 48 h o 72 h con TGFβ1, GC7 o la 

combinación de ambos. A. Expresión de ARNm de FHOD1, P85, MTA1, EZR y SNAI1. 

Los niveles de expresión de ARNm se analizaron por RT-qPCR. Las medias de los 

experimentos (N=3 con triplicados experimentales) se compararon mediante análisis 

ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001). B. Extractos proteicos de las células se 

utilizaron para analizar la expresión de los niveles proteicos de FHOD1, p85, MTA1, 

ezrina y SNAI1. Se muestra una imagen representativa de los experimentos realizados 

(N=3). C. Cuantificación del nivel de expresión de las proteínas FHOD1, p85, MTA1, 

ezrina y SNAI1. Las medias de los experimentos (N=3) se compararon mediante análisis 

ANOVA de dos vías con el test de Tukey para la comparación múltiple de las muestras 

(*p<0,05, **p<0,01).  
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3.6. El tratamiento con TGFβ1 induce la localización en la membrana 

plasmática de eIF5A2-Hip 

Se ha estudiado la localización de eIF5A2 en las células H1395-eIF5A2 a distintos 

tiempos de tratamiento con TGFβ1 y también en presencia del inhibidor GC7 (Fig. 31). 

En las células no tratadas, eIF5A2 se encuentra principalmente en el núcleo celular, 

pero a medida que aumenta el tiempo de tratamiento con TGFβ1, la expresión de 

eIF5A2 aumenta en el citoplasma y a las 72 h de tratamiento con TGFβ1 se observa su 

localización también en la membrana plasmática y los lamelipodios, como se señala con 

las flechas en la imagen. Este fenotipo se observa mejor al realizar la 

inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Flag (Fig. 31B), que reconoce específicamente 

a Flag-eIF5A2, es decir, detecta únicamente eIF5A2 sobreexpresado, mientras que la 

inmunofluorescencia con anticuerpo contra eIF5A2 (Fig. 31A) detecta a tanto eIF5A2 

endógeno como sobreexpresado, además de detectar, probablemente, también a 

eIF5A1.  

Al añadir GC7 durante 24 h, la expresión de eIF5A2 disminuye y ya no aparece tan 

intensa en la membrana citoplasmática.  
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Figura 31. Imágenes de microscopía de fluorescencia en la línea estable H1395-

eIF5A2.  Las células se trataron con TGFβ1 durante 24 h, 48 h y 72 h y con la 

combinación de TGFβ1 72 h y GC7 24 h. Se muestran imágenes representativas de los 

experimentos realizados (N=3).  A. Las células se tiñeron con anticuerpo anti-eIF5A 

(rojo) y con DAPI (azul) para observar los núcleos. En verde se observa la GFP 

endógena que expresan las células estables. Barra de escala 10 µm. B. Las células se 

tiñeron con anticuerpo anti-Flag (rojo) y con DAPI (azul) para observar los núcleos. En 

verde se observa la GFP endógena que expresan las células estables. Barra de escala 

10 µm. 

 

 

4. Papel de eIF5A2 en la traducción de proteínas 

A continuación, se realizaron varias aproximaciones experimentales para analizar si 

eIF5A2 es un regulador de la maquinaria de traducción proteica. 
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4.1. La sobreexpresión de eIF5A2 aumenta la cantidad de polisomas 

en las células 

Una de las aproximaciones que se han llevado a cabo ha sido el análisis del perfil de 

ribosomas en las líneas celulares que expresan eIF5A2 o el vector vacío generadas en 

el laboratorio. Con estos experimentos, se puede estudiar el perfil traduccional de las 

células, ya que permite separar en un gradiente de densidad continuo el ARNm libre o 

asociado a monosomas, bisomas y polisomas de distinto tamaño. 

Los resultados muestran que al comparar los perfiles polisomales obtenidos de las 

células H1395-EV y H1395-eIF5A2 hay un aumento del número de polisomas pesados 

en las células que sobreexpresan eIF5A2, lo que sugiere un aumento del ratio de 

traducción de proteínas en estas células (Fig. 32A). 

Además, comprobando mediante Western Blot la expresión de eIF5A2 en las 

distintas fracciones polisomales recogidas (Fig. 32B), observamos un aumento de la 

asociación de eIF5A2 en las fracciones de polisomas (Fracciones 12-21), por lo que 

eIF5A2 estaría implicado en el aumento de la tasa traduccional observado en estas 

células respecto a las células H1395-EV. Como controles se han empleado las proteínas 

RPL4, que forma parte de la subunidad pesada del ribosoma (60S) y la proteína rpS6, 

que forma parte de la subunidad ligera del ribosoma (40S). En ambas líneas celulares, 

estas proteínas mostraban un patrón de expresión similar. 
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Figura 32. Perfil polisomal de las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2. Los 

extractos celulares se separaron en un gradiente continuo de sacarosa y se midió la OD 

a 254nm en el fraccionador. A. Perfil del fraccionamiento de las células H1395-EV y 

H1395-eIF5A2. De izquierda a derecha, cada pico representa: la subunidad 40S, la 

subunidad 60S, monosomas (80S) y polisomas de bajo peso molecular (BPM) y alto 

peso molecular (APM). Se muestra una gráfica representativa de los experimentos 

realizados (N=3). B. Las distintas fracciones recogidas se emplearon para extraer 

proteína mediante TCA y analizar la expresión de los niveles proteicos de eIF5A1, 

eIF5A2, RPL4 y rpS6. Se muestra una imagen representativa de los experimentos 

realizados (N=2). 

 

 

4.2. eIF5A2-Hip colocaliza con puromicina en puntos de traducción 

activos 

La segunda aproximación llevada a cabo en el laboratorio para relacionar eIF5A2 con 

la maquinaria de síntesis de proteínas, ha consistido en realizar microscopía de 

fluorescencia en células marcadas con puromicina. La puromicina es un análogo 

estructural de una tirosina unida a un ARNt y, al tratar las células con ella, la síntesis 

celular se detiene. Al realizar inmunofluorescencia con anticuerpos contra puromicina, 

podemos detectar puntos en los que tiene lugar una traducción activa (Starck et al. 

2004). 
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Los resultados obtenidos muestran que en las células que sobreexpresan eIF5A2 

tratadas con TGFβ1, aumentan los niveles de puromicina (Fig. 33A y B), lo que indicaría 

una mayor actividad traduccional respecto a las células EV, coincidiendo con lo 

observado en el perfil polisomal en la Figura 32A. Este aumento no se observa al añadir 

GC7 en las células durante 24 h (Fig. 33B). 

Además, Flag e hipusina colocalizan con la puromicina, con lo que podemos observar 

puntos de traducción activos en los que está implicado eIF5A2 hipusinado (Fig. 33A y 

B). Al tratar las células H1395-eIF5A2 con TGFβ1, estos puntos localizan en la 

membrana celular y los lamelipodios. 

Cabe destacar que la expresión de Hipusina también aumenta al tratar las células 

H1395-eIF5A2 con TGFβ1 (Fig. 33A). Esto coincide con los resultados de Western Blot 

mostrados en las Figuras 25 y 28. Además, al tratar las células H1395-eIF5A2 con GC7, 

también se observa una menor expresión de Flag-eIF5A2, lo que también concuerda 

con los resultados mostrados en la Figura 28. 
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Figura 33. Imágenes de microscopía de fluorescencia en las líneas estables 

H1395-EV y H1395-eIF5A2.  Las células se trataron con TGFβ1 durante 24 h, 48 h y 72 

h y con la combinación de TGFβ1 72 h y GC7 24 h. Se muestran imágenes 

representativas de los experimentos realizados (N=3). A. Las células se tiñeron con 

anticuerpo anti-hipusina (rojo), con anticuerpo anti-puromicina (verde) y con DAPI (azul) 

para observar los núcleos. Barra de escala 10 µm. B. Las células se tiñeron con 

anticuerpo anti-Flag (rojo), con anticuerpo anti-puromicina (verde) y con DAPI (azul) 

para observar los núcleos. Barra de escala 10 µm. 
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5. Estudio de eIF5A2 in vivo en modelos de xenotrasplante en 

ratón  

 

 

5.1. La sobreexpresión de eIF5A2 promueve la formación de masas 

de células metastásicas  

Las líneas celulares H1395-EV y H1395-eIF5A2 generadas en el laboratorio también 

se han empleado para xenotrasplantarlas de manera subcutánea en ratón NSG para 

analizar su capacidad en la formación de tumores.  

Se inyectaron células H1395-eIF5A2 o H1395-EV de forma subdérmica en tres 

grupos de ratones inmunodeprimidos, cada vez con un distinto número de células 

(1.000.000 células, 50.000 células o 500 células). Observamos que a menor número de 

células inyectadas, el tiempo de latencia para el inicio del crecimiento del tumor 

aumenta, lo que permite observar diferencias entre la velocidad de crecimiento de los 

tumores generados por cada una de las líneas (Fig. 34B). Aunque no se aprecian 

diferencias entre el volumen tumoral final alcanzado por las células H1395-EV y H1395-

eIF5A2 en cada uno de los grupos (Fig. 34A), al observar en detalle la gráfica de 

crecimiento de los tumores generados a partir de la inyección de 500 células, se aprecia 

que el tumor correspondiente a las células que sobreexpresan eIF5A2 aumenta su 

tamaño mucho más rápido que el tumor generado a partir de las células H1395-EV, que 

tiene un crecimiento más lineal a lo largo del tiempo. El tumor H1395-eIF5A2 alcanza 

un tamaño muy similar al que tiene en el momento de la eutanasia una semana antes 

que el tumor H1395-EV (Figura 34D).  

Al tener estos tumores un crecimiento diferencial, se comprobó si una vez el tumor 

H1395-eIF5A2 había alcanzado el tamaño máximo, las células tumorales habían sido 

capaces de migrar y colonizar otros tejidos. Para ello, se realizaron 

inmunofluorescencias en cortes de los pulmones recogidos en el momento de la 

eutanasia, y se pudo confirmar que existe una diferencia en la capacidad invasiva de las 

células. En el caso de los ratones inyectados con las células H1395-EV, las células que 

llegan al tejido pulmonar lo invaden como células individuales, mientras que en los 

pulmones de los ratones inyectados con las células H1395-eIF5A2 se observa la 

existencia de acúmulos y masas mucho más grandes de células (Fig. 34D).  
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Figura 34. Estudio de la capacidad iniciadora de tumores y capacidad invasiva de 

las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2 en ratones NSG. A. Imágenes de los 

tumores generados en tres grupos de ratones NSG xenotrasplantados con las células 

H1395-eIF5A2 y H1395-EV. En el primer grupo se inyectaron 1 millón de células, en el 

segundo grupo se inyectaron 50.000 células y en el último grupo se inyectaron 500 

células. Las imágenes se tomaron en el momento de la eutanasia y recogida de la 

muestra. 
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(Continuación Fig. 34) B. Gráfica de crecimiento tumoral de las tres tandas de inyección 

en ratones NSG. El volumen tumoral se midió con la ayuda de un pie de rey cada 3-4 

días mientras se comprobaba el estado de los ratones. C. Gráfica individual del 

crecimiento tumoral del grupo 3 de ratones NSG, inyectados con 500 células. El volumen 

tumoral se midió con la ayuda de un pie de rey cada 3-4 días mientras se comprobaba 

el estado de los ratones.  D. Imágenes de microscopía de fluorescencia en tejido 

pulmonar recogido en el grupo 3 de los ratones NSG, inyectados con 500 células. El 

tejido se tiñó con Dapi (azul) para visualizar los núcleos. En verde se observa la GFP 

endógena que expresan las células estables. Barra de escala en las imágenes de las 

células H1395-EV 50 µm; barra de escala en las imágenes de las células H1395-eIF5A2 

100 µm. 

 

  

6. Expresión de eIF5A2 en muestras de pacientes de CPNM 

En colaboración con el Hospital La Fe de Valencia, se obtuvieron en el laboratorio un 

total de 33 muestras de tejido sano y tumor primario de cáncer de pulmón no microcítico 

de pacientes, que se implantaron en ratón NSG y 9 generaron tumor en el ratón (Patient-

derived xenograft, PDX). 8 de estos tumores corresponden a CPNM (Pardo-Sánchez et al. 

2021), que son los que se analizan a continuación. 

En primer lugar, se realizó tinción con hematoxilina-eosina (H&E) para identificar las 

células tumorales, y se analizó la expresión de eIF5A2 mediante inmunohistoquímica 

con anticuerpos contra eIF5A2 en el tejido del tumor primario y tejido normal adyacente 

al tumor. Los resultados obtenidos, mostraron que las 8 muestras expresan eIF5A2 en 

distintas intensidades (Fig. 35). También se analizó la expresión del marcador de 

proliferación Ki67 (Hitchcock 1991), cuyo valor como indicador de mal pronóstico se ha 

descrito en CPNM (Martin et al. 2004). En la Tabla 5 del apartado de Materiales y 

Métodos se resume la información clínica de los pacientes a los que pertenecen estas 

muestras tumorales. 

La tinción con H&E se une a componentes celulares y biomoléculas, permitiendo 

distinguirlos gracias a los distintos colores (de rojo a azul) que se obtienen por la 

naturaleza ácida y básica de las distintas moléculas teñidas. Así, podemos distinguir, 

entre otros, células tumorales presentes en un nicho de tejido, ya que estas células 

tienen un pH más ácido, lo que les confiere una tinción morada característica. Por este 

motivo, observamos en la Figura 35 como en general, todas las muestras tumorales 

tienen masas más grandes y compactas de células teñidas de violeta más oscuro, que 

corresponden a estas células tumorales. 
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La muestra LF01 se ha descrito como un adenocarcinoma acinar, en estadio IIb. Esta 

muestra tiene una baja expresión de eIF5A2, tanto en tejido normal como en el tumor 

primario, y su localización es nuclear. Esto coincide con la localización observada para 

el marcador Ki67, cuya expresión también es baja y localiza en el núcleo de las células 

tumorales. En el tejido sano no se aprecia expresión de este marcador. 

La muestra LF05 es un adenocarcinoma sólido, diagnosticado en un estadio 

avanzado de la enfermedad, en estadio IVa. En esta muestra se aprecia un claro 

aumento de la expresión de eIF5A2 en el tejido tumoral respecto al sano, con una 

localización citoplasmática y perinuclear. Este aumento de la expresión coincide 

también con un aumento de la expresión de Ki67 en la muestra tumoral, localizándose 

este marcador en el núcleo. En esta muestra, tampoco se observan células positivas 

para Ki67 en el tejido sano. 

La muestra LF09 corresponde a un adenocarcinoma mucinoso lepídico, 

diagnosticado en estadio temprano Ib. Este tipo de cáncer es menos invasivo que otros 

subtipos, como el ADC acinar. En esta muestra se observa una expresión media de 

eIF5A2 en el tejido tumoral, algo mayor a la observada en el tejido sano. En este tejido 

la expresión es nuclear, mientras que en el tumor se aprecia marcaje tanto en el núcleo 

como en el citoplasma. Además, las células positivas para eIF5A2 se sitúan mayormente 

en el lumen de la parte tumoral. Ki67 es negativo en el tejido sano, y se aprecian sólo 

algunas células positivas en el tejido tumoral. 

La muestra LF15, al igual que en el caso de la LF05, es un adenocarcinoma sólido, 

en este caso diagnosticado en un estadío más inicial de la enfermedad (estadío IIb). En 

esta muestra se observa una sobreexpresión de eIF5A2 en el tejido tumoral respecto al 

tejido sano, con la mayoría de las células presentes en el corte positivas para eIF5A2, 

con un marcaje nuclear, perinuclear y citoplasmático. Esta elevada expresión de eIF5A2 

coincide con una elevada expresión del marcador Ki67, siendo positivo en las mismas 

zonas en las que se expresa eIF5A2. 

La muestra LF19 se describió como un adenocarcinoma acinar, detectado en estadío 

Ia3. En la tinción de H&E se puede observar cómo las células tumorales crecen en esos 

conjuntos de células que se parecen a glándulas, característicos de este tipo de cáncer. 

eIF5A2 tiene una elevada expresión en esta muestra, y también localiza de forma 

nuclear, perinuclear y citoplasmática. En su mayoría, las células positivas para eIF5A2 

se localizan dentro de estas regiones glandulares de células. En la periferia de este 

mismo espacio, es decir, en contacto con el estroma tumoral, localizan las células que 

son positivas para Ki67. 

La muestra LF20 también se describió como un adenocarcinoma acinar en estadio 

IIIa, un estadio más tardío de la enfermedad. En esta muestra se observa una baja 
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expresión de eIF5A2 y de Ki67 en el tumor primario. Aun así, cabe destacar que esta 

muestra es la que menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) presentó, de poco 

más de un año. 

La muestra LF21 es la única muestra de esta colección que no es un 

adenocarcinoma. Se diagnosticó como un carcinoma escamoso en estadio Ia3. En la 

tinción con H&E se observa claramente diferenciada la zona de células tumorales 

escamosas con un color purpura más intenso. Son estas células las que expresan 

eIF5A2 de una manera más intensa, localizándose la expresión mayoritariamente 

alrededor del núcleo. En este caso, Ki67 muestra una expresión más baja, siendo 

positivas sólo aquellas células que se encuentran en contacto con el estroma en el tumor 

primario. 

Por último, la muestra LF29 también se identificó como un adenocarcinoma sólido, 

pero en este caso se observó que está escasamente diferenciado, es decir que apenas 

conserva el fenotipo de las células en las cuales se originó. Se diagnosticó en un estadio 

avanzado de la enfermedad, en estadio IVb, lo cual puede explicar, en parte, el estado 

de indiferenciación del tumor. En esta muestra, la expresión de eIF5A2 es elevada en el 

tumor primario, con una gran cantidad de células positivas repartidas por todo el tejido, 

con marcaje nuclear y perinuclear. Sin embargo, Ki67 apenas se expresa en el tumor 

primario. 

Un resumen de la información descrita se presenta en la Tabla 6. En todos los 

tumores la localización de eIF5A2 es nuclear y perinuclear, y también se observa en 

algunas células expresión citoplasmática.  Además, en la muestra LF15, una de las 

muestras con mayor expresión de eIF5A2, esta se correlaciona con una mayor expresión 

de Ki67. 
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Figura 35. Inmunohistoquímica de la micromatriz de tejido de las muestras LF01, 

LF05, LF09, LF15, LF19, LF20, LF21 y LF29. Se muestra tejido normal (sano) y tejido 

del tumor primario. Se realizó inmunohistoquímica de  hematoxilina y eosina (H&E), con 

el anticuerpo anti-eIF5A2 y con el anticuerpo anti-Ki67. Barra de escala para las 

imágenes 5x; 500 µm, barra de escala para las imágenes 20x; 100 µm. 
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Tabla 6. Resumen de las características clínicas e inmunohistoquímicas de las 
muestras de los pacientes LF01, LF05, LF09, LF15, LF19, LF20, LF21 y LF29. 

 

 

Además, se calculó el H-score de eIF5A2 y el marcador de proliferación y Ki67 y para 

cada paciente, a partir de las imágenes obtenidas del TMA, Se calculó aplicando la 

fórmula: (1 × % células positivas con baja intensidad 1+) + (2 x % % células positivas 

2+) + (3 x % % células positivas con alta intensidad 3+). La intensidad para cada célula 

     eIF5A2 Ki67 

Paciente Estadio Histología SLE Muestra Intensidad Localización Intensidad Localización 

LF01 IIb 
ADC 

predominantemente 
acinar 

31,53 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

+/- Núcleo +/-- Núcleo 

LF05 IVa 
ADC 

predominantemente 
sólido 

29,23 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

+ 
Citoplasma, 
perinuclear 

++/- Núcleo 

LF09 Ib 
ADC mucinoso 

predominantemente 
lepídico 

27,57 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

+/- 
Citoplasma, 
perinuclear, 

núcleo 
+/-- Núcleo 

LF15 IIb 
ADC 

predominantemente 
sólido 

14,23 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

++ 
Núcleo, 

perinuclear, 
citoplasma 

++/- Núcleo 

LF19 Ia3 ADC acinar 24,30 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

++/- 
Perinuclear, 
núcleo (algo 
citoplasma) 

+/- Núcleo 

LF20 IIIa ADC acinar 12,10 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

+/-- 
Perinuclear 

(algo 
citoplasma) 

+/-- Núcleo 

LF21 Ia3 
Carcinoma 
Escamoso 

22,10 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

++/- 
Perinuclear 
(algo núcleo 
y citoplasma) 

+/- Núcleo 

LF29 Ivb 
ADC sólido 

escasamente 
diferenciado 

15,90 

Tejido 
normal 

+/- Núcleo n.d. 

Tumor 
primario 

++/- 
Núcleo, 

perinuclear 
+/- Núcleo 
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positiva se obtuvo mediante una deconvolución de color empleando el plugin IHC 

Profiler (Pardo-Sánchez et al. 2021; Varghese et al. 2014).  

Los H-score obtenidos se analizaron mediante el coeficiente de correlación de 

Spearman, obteniendo así una matriz de correlación que evalúa la relación entre ambas 

proteínas (Fig. 36). Los resultados muestran que existe una ligera relación positiva 

(coeficiente 0,17) entre Ki67 y eIF5A2. Sería necesario ampliar el tamaño muestral para 

poder establecer una mejor correlación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Matriz de correlación entre eIF5A2 y Ki67. La matriz se obtuvo tras aplicar 

el coeficiente de correlación de Spearman a los H-score obtenidos a partir del TMA de 

cada paciente. 

 

Finalmente, con el fin de estudiar la relación entre la supervivencia de los pacientes 

y la mayor o menor expresión de eIF5A2, se realizó una curva de Kaplan-Meier. Los 

resultados, aunque no son estadísticamente significativos (debido al bajo número 

muestral) indican que una mayor expresión de eIF5A2 se asocia a una menor tasa de 

supervivencia (Fig. 37A). Este resultado coincide con lo observado en los datos de 

TCGA Pan-Cancer Atlas Studies en cBioPortal for Cancer Genomics, que muestran que 

una mayor expresión de EIF5A2 se relaciona de manera significativa (p-Valor: 0.0465) 

con una menor tasa de supervivencia y peor pronóstico. Al contrario, niveles elevados 

de EIF5A1 no están relacionados con mal pronóstico. Estos resultados ponen de 

manifiesto el papel potencial de eIF5A2 como un posible marcador de mal pronóstico en 

CPNM. 

 



123 
 

 

 

Figura 37. Curvas de supervivencia de pacientes de CPNM con relación a la 

expresión de eIF5A2. A. Curva de supervivencia de los pacientes incluidos en este 

estudio. Las curvas de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier. 

(Continuación Fig. 37) El análisis de supervivencia se realizó mediante la prueba de 

Mantel-Cox (rango logarítmico) (ns). B. Curvas de supervivencia de pacientes con 

adenocarcinoma pulmonar (ADCP) con alta y baja expresión de EIF5A1 (ns) y EIF5A2 

(*p<0,05) incluidos en el conjunto de datos de TCGA Pan-Cancer Atlas Studies en 

cBioPortal for Cancer Genomics. 
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1. Características fenotípicas de las líneas de CPNM 

estudiadas 

Mediante qPCR y Western Blot se ha analizado la expresión basal de marcadores 

epiteliales y mesenquimales en las líneas de CPNM establecidas A549, H441, H1395 y 

PC9 (Fig. 10). Los resultados obtenidos nos han permitido clasificar la línea A549 como 

una línea mesenquimal, ya que expresa niveles elevados de vimentina, tanto a nivel de 

ARNm como a nivel proteico, mientras que las otras tres líneas celulares son líneas 

epiteliales que expresan E-cadherina en distintos grados, siendo las H441 las que mayor 

expresión de E-cadherina muestran. 

Con estas mismas técnicas se ha analizado la expresión de las dos isoformas de 

eIF5A, eIF5A1 y eIF5A2. En general, las cuatro líneas muestran mayor expresión de 

eIF5A1 que de eIF5A2, tanto a nivel de mRNA como a nivel proteico, siendo las líneas 

PC9 y H1395 las que mayor expresión de eIF5A1 presentan. Respecto a eIF5A2, las 

líneas que más lo expresan son también PC9 y H1395, seguidas de A549.  

En los experimentos llevados a cabo en este proyecto de tesis, por limitaciones de 

tiempo, se ha trabajado únicamente con las líneas A549, como modelo de una línea 

mesenquimal que expresa eIF5A2, y la línea H1395, como modelo de una línea epitelial 

que expresa eIF5A2. 

 

 

2. Inhibición génica de eIF5A 

Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia codificante de EIF5A2 

comparte un 80% de identidad con el ADNc de EIF5A1, y sus proteínas son un 84% 

idénticas y un 94% similares (Jenkins, Hååg, and Johansson 2001), por lo que es difícil 

inhibir de manera específica cada una de las dos isoformas, sin interferir en la expresión 

de la otra. Con este fin, se realizó un estudio informático de las secuencias de ambas 

isoformas, y se buscaron las zonas con menor homología de bases entre ellas, para 

diseñar secuencias de oligonucleótidos pequeños, de 19 pares de bases, que sirviesen 

de ARNpi específicos para cada una de las isoformas. 

Estos oligonucleótidos se testaron en las líneas A549 y H1395 mediante qPCR y 

Western Blot para analizar si la inhibición, tanto a nivel de expresión de mensajero, como 

a nivel proteico, era efectiva.  

Los resultados obtenidos (Fig. 13) mostraron que los oligos diseñados eran 

específicos para el silenciamiento de cada una de las isoformas de forma específica, ya 

que con el uso de cada uno, sólo se observaba la disminución de los niveles de 

mensajero y proteicos de la isoforma diana. También se observó que existe una 



127 
 

regulación entre ambas isoformas de eIF5A, ya que al silenciar eIF5A1 aumenta la 

expresión de mensajero y proteica de eIF5A2, lo que no ocurre al contrario. Por lo tanto, 

la inhibición dirigida de EIF5A1 podría tener efectos secundarios derivados de la 

sobreproducción de EIF5A2 con los que debe tenerse cuidado. 

Diversos trabajos han mostrado que eIF5A es esencial para distintos procesos 

celulares como la fase de elongación y terminación de la traducción (Schuller et al. 

2017), el recambio de ARNm, el ciclo celular, la proliferación (M.-H. Park et al. 2010), la 

activación del factor HIF-1α en condiciones de hipoxia (Tariq et al. 2016) o la autofagia 

(H. Zhang et al. 2019). La regulación entre ambas isoformas observada en este trabajo, 

que no se había observado en publicaciones relacionadas con eIF5A, refuerza la 

esencialidad de eIF5A1 para el correcto funcionamiento de las células, ya que eIF5A2 

aumenta para suplir su inhibición y podría ser que, por homología de secuencia y 

conformación, realizase las funciones que habitualmente realiza eIF5A1 en las células.  

Sin embargo, los resultados de los estudios de migración y viabilidad realizados (Figs. 

14 y 16) en estas mismas células mostraron que la inhibición de eIF5A2 provoca un 

mayor descenso tanto de la viabilidad, como de la migración celular. Además, al silenciar 

eIF5A1 la viabilidad celular aumenta tanto en la línea A549 como en H1395, y también 

aumenta la migración en células A549, fenómeno que puede deberse al aumento de la 

expresión de eIF5A2 que tiene lugar al silenciar eIF5A1.  Por el contrario, al 

sobreexpresar eIF5A2 de forma estable en la línea H1395-eIF5A2 encontramos el efecto 

contrario, ya que los resultados de estos mismos ensayos (Fig. 22 y 24) muestran un 

aumento tanto de la viabilidad como de la migración en las células en las que eIF5A2 

está sobreexpresado. Esto coincide con los resultados publicados por otros autores, en 

los que se muestra la relación entre eIF5A2 y un aumento de la migración y la 

agresividad de varios tipos de cáncer, como el CPNM (C. Chen et al. 2018), gástrico 

(Meng et al. 2015), ovárico (Zhao et al. 2021), hepático (Tang et al. 2010) o de próstata 

(Zhong et al. 2020). Además, cabe destacar que tanto en los experimentos de viabilidad 

como de migración, en las muestras que se silencia eIF5A1 se produce un ligero 

aumento de la viabilidad y también de la migración respecto a las células control, por lo 

que el aumento de eIF5A2 observado en estas células podría ser el responsable de este 

incremento. Estos resultados sugieren que eIF5A2 tiene mayor capacidad para 

promover la proliferación y migración celular respecto a eIF5A1. Cuando se silencia 

EIF5A2, los niveles de expresión de eIF5A1 presente en las células es suficiente para 

que la célula, aunque se limiten algunas funciones, continue siendo viable, por lo que 

no sería necesario que aumente la expresión de eIF5A1. 

El descenso observado en la motilidad de las células al silenciar EIF5A2 podría 

deberse a la desorganización del citoesqueleto de actina observada (Fig. 19), en las que 
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los filamentos de actina se destruyen y se acumula en nudos. El citoesqueleto de actina 

y su correcta organización es imprescindible para el establecimiento de la polaridad 

celular, la morfogénesis, la adhesión y la migración celular (T. M. Svitkina 2018; T. 

Svitkina 2018), así como para la determinación de la capacidad invasiva de las células 

cancerosas durante la metástasis (Fife, McCarroll, and Kavallaris 2014). Se ha visto que 

eIF5A2 promueve la formación de fibras de estrés y lamelipodios a través de la 

activación de las GTPasas RhoA y Rac1 (Tang et al. 2010). Estas estructuras son 

necesarias para la adquisición de un fenotipo más mesenquimal y el desarrollo de la 

EMT y la invasividad celular, por lo que la falta de eIF5A2, y por tanto de la actividad de 

estas GTPasas provocaría un descenso de la motilidad celular, tal y como se observa 

en los resultados presentados en este proyecto de tesis. 

Por último, se analizó la expresión de algunos marcadores de fenotipo mesenquimal 

y epitelial, así como algunas proteínas y factores de transcripción implicados en la EMT, 

en las células con EIF5A1 y EIF5A2 silenciado con el fin de estudiar su influencia en la 

promoción de la EMT (Figs. 17 y 18). En estos ensayos pudimos comprobar que la 

inhibición de eIF5A impide a las células la adquisición de un fenotipo mesenquimal 

completo característico de la EMT, ya que causa un aumento en la expresión de la E-

cadherina. Sin embargo, los resultados obtenidos al estudiar las proteínas FHOD1, p85, 

MTA1, ezrina y SNAI1 no fueron concluyentes, ya que en cada una de las líneas 

celulares estudiadas se observa indistintamente el aumento y el descenso de estas 

proteínas, por lo que se pensó que las células necesitaban un estímulo adicional para 

activar la EMT y observar mejor los efectos del silenciamiento de cada isoforma. De esta 

forma, se trataron las células con TGFβ1, cuyos resultados se discuten en las secciones 

siguientes. 

 

 

3. Efecto del tratamiento con TGFβ1 sobre la expresión de 

eIF5A 

TGFβ1 es una citoquina que, entre otras funciones, estimula el programa de EMT y 

la metástasis en células tumorales (Hao, Baker, and Dijke 2019; J. Xu, Lamouille, and 

Derynck 2009). Al tratar con TGFβ1 las células A549 y H1395 (Fig. 13) observamos un 

incremento de la expresión, tanto del ARNm de EIF5A2 como de la proteína eIF5A2, 

respecto a las células sin tratamiento. Además, el incremento de eIF5A2 que se observa 

al silenciar eIF5A1 en las células es aún mayor en presencia de TGFβ1, por lo que esta 

citoquina podría estar regulando tanto la expresión de eIF5A2 como su actividad, ya que 
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en presencia de TGFβ1 también aumenta la expresión de eIF5A2 hipusinado y, por 

tanto, activo.  

Esta observación se confirmó en los experimentos realizados con las líneas celulares 

establecidas en el laboratorio que expresan de manera constitutiva el plásmido vacío 

(H1395-EV) y eIF5A2 (H1395-eIF5A2). Al tratar con TGFβ1 a distintos tiempos en las 

células que sobreexpresan eIF5A2 (Fig. 25), se observó un aumento progresivo de la 

expresión de eIF5A2, tanto a nivel de ARNm como proteico, con el tiempo de exposición 

con TGFβ1. Además, también aumenta la expresión de eIF5A2-Hip hasta alcanzar un 

pico de expresión a las 24 y 48 h de tratamiento. Estos resultados coinciden con los 

mostrados en otro estudio en el cual TGFβ también induce la expresión de eIF5A2 en 

las líneas de cáncer de ovario SKOV3 y OVCA8 (Zhao et al. 2021).  

Además, los resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia (Fig. 31) muestran 

que el tratamiento con TGFβ1 induce un cambio en la localización de eIF5A2 en el 

citoplasma, localizándose en la membrana celular y lamelipodios a las 72 h de 

tratamiento. Futuros experimentos de colocalización utilizando el anticuerpo contra 

paxilina nos ayudarán a confirmar la localización de eIF5A2 en las adhesiones focales. 

También a las 72 h de tratamiento se observa mayor expresión de eIF5A2 mediante 

Western Blot y qPCR. Además, como se muestra en Figura 19, tanto en A549 como en 

H1395, al tratar las células con TGFβ1 se observa un aumento de las fibras de actina 

en el citoplasma y la formación de numerosos filopodios, necesarios para un aumento 

de la invasividad celular, como ya se ha mencionado. Estos resultados refuerzan nuestra 

hipótesis de que la expresión y localización de eIF5A2 es dependiente de la señalización 

por TGFβ1, y el tratamiento con esta citoquina promovería la localización de eIF5A2 a 

la membrana celular y prolongaciones celulares. 

Por último, el tratamiento con TGFβ1 también aumenta la migración en las líneas 

establecidas (Fig. 24) y en células H1395 en los experimentos de silenciamiento con 

EIF5A1pi y EIF5A2pi (Fig. 16), como era de esperar dado su papel en la inducción de 

la EMT.  

En los ensayos de viabilidad realizados, tanto en los experimentos de silenciamiento 

(Fig. 14) como los realizados con las líneas establecidas (Fig. 22), se observa una 

disminución de la viabilidad al tratar las células con TGFβ1, más notablemente en el 

caso de las A549. El descenso en la migración en estas células podría relacionarse con 

esta disminución de la viabilidad. TGFβ1 es un factor con múltiples funciones en las 

células, por lo que además del estímulo de la EMT, podríamos estar observando su 

papel en la inhibición del ciclo celular. Esto se produce gracias al papel regulador que 

tiene TGFβ1 sobre las ciclinas G1 y las quinasas que se asocian a ellas mediante la 

inducción de proteínas como p21 o p53 (Datto et al. 1995; Samarakoon et al. 2019).  



130 
 

4.  Papel de eIF5A2 en la señalización por TGFβ1 

Con el fin de elucidar el papel específico que eIF5A2 puede estar llevando a cabo en 

la señalización mediada por TGFβ1, y descubrir si efectivamente interviene en la 

traducción de proteínas específicas, se estudió mediante Western Blot y qPCR la 

expresión de marcadores específicos de fenotipo mesenquimal y epitelial, como 

fibronectina, E-cadherina, vimentina y N-cadherina, y también otras proteínas 

relacionadas con la organización del citoesqueleto de actina como FHOD1 y ezrina, y la 

EMT, como p85, MTA1 y SNAI1. Se seleccionaron estas proteínas, además por el 

importante papel que cumplen en el proceso de EMT, porque todas ellas, excepto la 

vimentina, contienen motivos de prolinas consecutivas (secuencias mostradas en el 

anexo, Fig. S2), ya sea de tres o más prolinas seguidas (Gutierrez et al. 2013)  o algunos 

de los motivos con dos prolinas identificados por Pelechano & Alepuz (Pelechano and 

Alepuz 2017). Por tanto, en estas proteínas sería necesaria la presencia de eIF5A para 

facilitar el proceso de elongación de la traducción. Se analizaron estas proteínas tanto 

al silenciar EIF5A1 y EIF5A2 y tratar las células con TGFβ1 durante 48 h; como en las 

líneas H1395-EV y H1395-eIF5A2 tratadas con TGFβ1 hasta 72 h. 

Respecto a las proteínas empleadas como marcadores de los fenotipos epitelial y 

mesenquimal, los resultados en los experimentos de silenciamiento (Fig. 17) muestran 

que, coincidiendo con lo esperado, en la línea A549 aumentan los niveles proteicos de 

E-cadherina y descienden los de vimentina, mientras que en la línea H1395 disminuyen 

tanto los de fibronectina como los de N-cadherina. Curiosamente, en la línea H1395 al 

silenciar eIF5A1, la expresión de ARNm de CDH1 y proteica de E-cadherina aumenta, 

mientras que, al silenciar EIF5A2 la expresión de E-cadherina disminuye, tanto a nivel 

proteico como de ARNm. El hecho de que en cada una de las líneas los marcadores de 

comporten de forma diferente, pone de manifiesto que no se está consiguiendo una EMT 

completa en estas líneas, y quizá sería necesario probar otros tiempos de tratamiento 

con TGFβ1 para activar completamente el programa de EMT.  

Estos resultados contrastan con otros estudios publicados en los que el 

silenciamiento de EIF5A2 sí provoca la inhibición completa del programa de EMT, lo que 

conlleva al aumento de los niveles de E-cadherina y β-catenina y la disminución de 

vimentina y N-cadherina (C. Chen et al. 2018; Sun et al. 2018; Wei et al. 2014; Y. Zheng 

et al. 2021). Sin embargo, de todos estos estudios, solo uno se ha llevado a cabo en 

CPNM, y aun así, las líneas celulares empleadas son distintas, con las mutaciones 

propias de cada línea y la variabilidad de resultados que eso conlleva. Además, en 

ninguno de ellos se ha comprobado que la inhibición de eIF5A2 esté siendo específica 

de esa isoforma y no esté afectando a los niveles de eIF5A1, por lo que algunos 
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resultados de los observados en estos trabajos podrían ser producidos por el 

silenciamiento off target de EIF5A1.  

Además, es necesario destacar que en ambas líneas se produce un aumento de la 

expresión de ciertos ARNm como FN1 y CDH2, y también de VIM en A549 al inhibir 

eIF5A2, mientras que su expresión proteica desciende o no se ve afectada, lo que podría 

indicar una posible regulación a nivel transcripcional mediada por eIF5A2 para paliar los 

efectos que el silenciamiento pueda estar provocando sobre la traducción de estas 

proteínas, ya que son necesarias para la adquisición de un fenotipo más mesenquimal 

y por tanto el desarrollo de la EMT. 

Los resultados en las líneas H1395-EV y H1395-eIF5A2 (Fig. 26) muestran que la 

sobreexpresión de eIF5A2 induce la EMT, al mostrar mayores niveles de fibronectina y 

N-cadherina y menores de E-cadherina la línea H1395-eIF5A2 respecto a la línea 

H1395-EV, coincidiendo con los resultados observados en otros estudios en los que la 

sobreexpresión de eIF5A2 también causaba estas mismas variaciones en la expresión 

de estas proteínas (Bao et al. 2015; Y. Li et al. 2014; Zhu et al. 2012). Además, el 

tratamiento con TGFβ1 a distintos tiempos muestra que mientras para la fibronectina sí 

es efectivo un tratamiento a tiempos largos, con picos de expresión a las 48 h y 72 h, 

tanto para la E-cadherina como para la N-cadherina, un tiempo corto de tratamiento es 

más efectivo, ya que es a las 8 h cuando se observa el mayor aumento de expresión de 

N-cadherina y la mayor inhibición de E-cadherina, confirmando así que para los 

experimentos de inhibición habría sido interesante testar otros tiempos de tratamiento 

con TGFβ1 para observar el proceso completo de EMT. 

Respecto a las proteínas relacionadas con la organización del citoesqueleto de actina 

como FHOD1 y ezrina, los resultados de los experimentos de silenciamiento (Fig. 18) 

han puesto de manifiesto que eIF5A2 es necesario para su correcta traducción bajo la 

señalización por TGFβ1, ya que al silenciarlo, desciende drásticamente su expresión 

proteica en ambas líneas celulares. Curiosamente, al silenciar EIF5A1 se produce un 

ligero aumento de la expresión proteica de ezrina en ambas líneas y FHOD1  en H1395, 

lo que puede estar produciéndose por el aumento de la expresión de eIF5A2 observado 

en estas muestras. En la línea A549 el descenso observado no va acompañado de una 

disminución tan acuciada de los niveles de ARNm de estas proteínas, por lo que la 

regulación se estaría dando a nivel traduccional. Al sobreexpresar eIF5A2 y tratar las 

células con TGFβ1 (Fig. 27), hemos observado que a tiempos largos de tratamiento hay 

una mayor expresión proteica de FHOD1 y ezrina, mientras que los niveles de ARNm 

apenas varían, obteniendo así un resultado complementario a lo observado al silenciar 

eIF5A2. 
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Como se ha indicado en la introducción, las forminas son proteínas necesarias para 

la correcta polimerización de la actina (Chesarone, DuPage, and Goode 2010), y otros 

procesos como la formación del anillo durante la citocinesis en el último paso de la 

mitosis (Bohnert et al. 2013). En concreto, la formina FHOD1 parece estar regulada 

positivamente durante la EMT, donde contribuye a la formación del huso y la 

organización de la actina F mesenquimal, favoreciendo así a la migración celular y la 

invasión. Además, la desregulación de FHOD1 reduce la capacidad de las células que 

han entrado en el proceso de la EMT de formar invadopodios y degradar la matriz celular 

(Gardberg et al. 2013). Las forminas se han podido relacionar previamente con eIF5A, 

demostrando que el factor es necesario para la traducción de forminas con motivos 

poliprolina como la Bni1 en levaduras o la mDia en mamíferos (Muñoz-Soriano et al. 

2017). Por su parte, la ezrina está implicada en procesos de morfogénesis, tráfico 

vesicular, adhesión, migración celular y también en el desarrollo del cáncer (Arpin et al. 

2011; Clucas and Valderrama 2014). En concreto, diversos estudios han podido 

relacionar la ezrina con el proceso de EMT, indicando que la inhibición génica de la 

ezrina conlleva a una menor tasa de proliferación, migración e invasividad (LI et al. 2021; 

Xie et al. 2009; M. J. Chen et al. 2014). También se ha relacionado específicamente con 

la señalización por TGFβ, confirmando que su silenciamiento disminuye la expresión de 

elementos clave de la ruta de TGFβ como p-Smad2/3 (Xie et al. 2009) y también que 

tras la inducción de la EMT por TGFβ, la ezrina interacciona con la podocalyxina (M. J. 

Chen et al. 2014), promoviendo la extravasión celular tras su contacto (Fröse et al. 

2018).  

La inhibición observada en la expresión de FHOD1 y ezrina al silenciar eIF5A2 

también la observamos en la expresión de las proteínas p85, MTA1 y SNAI1 (Fig. 18), 

involucradas en el desarrollo de la EMT. En estas proteínas también observamos que 

los niveles correspondientes de ARNm no descienden de manera significativa al 

silenciar EIF5A2, si no que apenas varían o incluso aumentan, como ocurre en el caso 

de SNAI1, lo que de nuevo pone de manifiesto el importante papel de la regulación 

traduccional mediante eIF5A2 de estas proteínas. Además al analizar la expresión de 

estas proteínas al silenciar EIF5A1 se ha observado un aumento de la expresión 

proteica de ezrina y p85 en ambas líneas celulares, especialmente en presencia de  

TGFβ1. Esto también nos ayuda a confirmar el papel de eIF5A2 en la traducción de 

estas proteínas, ya que en estas condiciones, la expresión de eIF5A2 aumenta, como 

se muestra en la Figura 13, y esto podría relacionarse con el aumento de la expresión 

de ezrina y p85. 

El único caso en el que se provoca un mayor descenso al inhibir eIF5A1 que con 

eIF5A2 es en la proteína MTA1. Sin embargo, esto se contradice con lo observado al 
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sobreexpresar eIF5A2 (Fig. 27), donde se observa que la expresión de MTA1 es mayor 

en  las células H1395-eIF5A2 en todos los tiempos de inducción con TGFβ1. Este 

resultado sí va acorde a los estudios publicados por otros autores, en los que la 

sobreexpresión de eIF5A2 promueve la invasividad del cáncer al aumentar la expresión 

de MTA1 y c-myc (Meng et al. 2015; Zhu et al. 2012).  

Respecto a p85 y SNAI1, la sobreexpresión de eIF5A2 (Fig. 27) induce una mayor 

expresión de p85 a tiempos cortos (4 h y 8 h) de tratamiento con TGFβ1, mientras que 

en el caso de SNAI1, el aumento de la expresión es más notable a tiempos largos de 

tratamiento (24 h, 48 h y 72 h). Este aumento de la expresión proteica únicamente va 

acompañado de un aumento de la expresión de ARNm en el caso de SNAI1, que 

aumenta con el tratamiento con TGFβ1, aunque su expresión es mayor en las células 

H1395-EV. A lo largo del apartado dedicado al proceso de EMT en la introducción, ya 

se ha destacado el importante papel que juega la familia transcripcional SNAIL en la 

regulación de este proceso, por lo que es destacable que este con este trabajo se haya 

conseguido relacionar la regulación a nivel traduccional mediante eIF5A2 con SNAI1, 

ya que eso refuerza que eIF5A2 pueda ser un marcador de mal pronóstico en cáncer.  

Finalmente, la ruta de señalización PI3K/AKT/mTor es una de las rutas más importantes 

en la regulación del cáncer, controlando mecanismos de crecimiento, movilidad, 

metabolismo celular, supervivencia y angiogenesis (J. Yang et al. 2019), por lo que 

conocer el mecanismo regulador de cualquiera de sus componentes es importante para 

su uso como posible diana terapéutica. En concreto, p85 es la subunidad reguladora α 

de PI3K, que junto a la subunidad catalítica p110, conforman la forma activa de PI3K. 

Concretamente, la sobreexpresión de p85 se ha relacionado con un menor ratio de 

supervivencia y menor tiempo libre de enfermedad en pacientes con cáncer de mama 

(Zhou et al. 2014) y además su fosforilación es clave en la resistencia al tratamiento con 

inhibidores de PI3K (Han et al. 2018). 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, los resultados refuerzan la relación existente 

entre la sobrexpresión de eIF5A2 y el proceso de EMT inducido por TGFβ1, a través de 

su implicación en la regulación traduccional de proteínas como la formina FHOD1, 

ezrina, p85, MTA1 y SNAI1, todas ellas muy importantes en el desarrollo de una EMT 

completa. 
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5. La inhibición de eIF5A2 mediante GC7 como posible diana 

terapéutica 

Como ya se ha mencionado en la introducción, la activación de eIF5A puede inhibirse 

mediante compuestos específicos que bloquean la actividad de las enzimas de la ruta 

de hipusinación DHS y DOHH. En este trabajo, hemos utilizado el compuesto GC7, que 

es un inhibidor competitivo de la DHS. 

Existen otros compuestos para inhibir la activación de eIF5A, tal y como describen 

en su revisión Tauc et al. (Tauc et al. 2021). En nuestro laboratorio hemos realizado 

pruebas preeliminares con los compuestos Ciclopirox (CPX) y deferiprona (DFO), 

ambos inhibidores de la enzima DOHH. Al emplear cantidades mínimas de estos 

compuestos descritas en la bibliografía en nuestros experimentos de inhibición con las 

células H1395-Ev y H1395-eIF5A2, el efecto nocivo sobre las células era muy grande, 

inhibiendo totalmente el crecimiento y la proliferación celular, por lo que estos 

compuestos deben estar afectando a más dianas que eIF5A, y al no poder realizar los 

experimentos en las mismas condiciones de crecimiento que con GC7, no se muestran 

los resultados previos en este trabajo. 

Los resultados obtenidos muestran que la adición de GC7 inhibe tanto la viabilidad 

(Fig. 22) como la migración celular (Fig. 24). En ambos casos el efecto es mayor en la 

línea H1395-EV, ya que mientras el efecto sobre H1395-eIF5A2 puede verse paliado 

por la alta expresión de eIF5A2 que hay y no se consigue inhibir todo el factor activo, en 

la línea H1395-EV se expresan bajos niveles de eIF5A1 y eIF5A2 en comparación con 

H1395-eIF5A2, por lo que sí se puede estar consiguiendo una inhibición completa de 

eIF5A y por tanto que el efecto sea mayor. 

En concreto, los resultados de  los experimentos con GC7 y TGFβ1 en las línea 

H1395-eIF5A2 muestran que la inhibición proteica de eIF5A y eIF5A hipusinado es 

efectiva con la adición de GC7, mientras que con TGFβ1 se estimula su expresión. 

Respecto a la expresión de ARNm de ambas isoformas, cabe destacar que se observa 

un aumento de la expresión de EIF5A2 al tratar las células con GC7 a 24 y 72 h, sólo o 

en combinación con TGFβ1, lo que podría indicar que se está produciendo una 

regulación a nivel transcripcional para suplir la falta de eIF5A2 activo que hay en la célula 

(Fig. 28).  La adición de GC7 en el cultivo celular también afecta a la expresión proteica 

de los marcadores de fenotipo fibronectina, E-cadherina y N-cadherina (Fig. 29) y en las 

proteínas FHOD1, p85 y SNAI1 (Fig. 30). En el caso de los ARNm de CDH1, CDH2, 

FHOD1 y SNAI1 se produce un aumento de sus niveles en algunos tiempos del 

tratamiento con GC7. Además, en el experimento de microscopia de fluorescencia 

realizado con estas células H1395-eIF5A2, tratadas con GC7 y  TGFβ1 (Fig. 31), hemos 
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podido observar que el tratamiendo con GC7 durante 24 h provoca una disminución de 

los niveles de eIF5A2 localizado en la membrana citoplasmática, lo que en conjunto, 

ayuda a confirmar nuestra hipótesis de que estas proteínas pueden ser dianas 

traduccionales de eIF5A2, traduciéndose en el lugar en el que van a emplearse y que, 

al inactivar su actividad mediante la adición de GC7 se inhibiría su traducción. Por tanto, 

es necesaria una regulación a nivel transcripcional para aumentar los niveles de mRNA 

de estas proteínas para favorecer su expresión proteica.  

Los resultados obtenidos en este trabajo ayudan a esclarecer el mecanismo 

molecular por el cual eIF5A2 tiene un papel en el desarrollo del cáncer. Tanto el 

silenciamiento génico de EIF5A2 como su inhibición farmacológica con GC7 tienen un 

efecto inhibitorio en la EMT, la migración y la viabilidad celular, confirmando que la 

inhibición de eIF5A2 y su actividad, en combinación con otros fármacos, podría ser una 

nueva vía terapéutica que debe explorarse.  

 

 

6. Modelos experimentales in vivo para el estudio de la 

función de eIF5A 

Diversos trabajos han relacionado la sobreexpresión de eIF5A2 con un peor 

pronóstico y menor tasa de supervivencia en cánceres como el CPNM o el gástrico, 

entre otros (W. Chen et al. 2009; He et al. 2011; Meng et al. 2015; X. Zheng et al. 2020), 

por lo que comprender el mecanismo biológico subyacente que hace que los cánceres 

en los que se sobreexpresa eIF5A2 sean más agresivos es de interés para el diseño de 

nuevas estrategias terapeuticas. 

En este trabajo se han empleado modelos murinos para el estudio de la capacidad 

formadora de tumores y metastásica de eIF5A2, y también se han empleado muestras 

de tejido sano y tumoral de pacientes con CPNM para estudiar la expresión y 

localización de eIF5A2 y su posible correlación con el marcador de proliferación Ki67. 

Los experimentos en ratones inmunodeprimidos NSG (Fig. 34A y B) han confirmado 

la capacidad iniciadora de tumores de las líneas estables H1395-EV y H1395-eIF5A2 

generadas en el laboratorio y muestran que el número de células inyectado es 

importante para el desarrollo tumoral, ya que a mayor número de células, mayor 

velocidad de crecimiento. Además, hemos podido comprobar al inyectar 500 células que 

las células H1395-eIF5A2 generan un tumor más grande más rápido que las células 

H1395-EV, aunque el volumen final sea el mismo (Fig. 34C), lo que confirma que las 

células H1395-eIF5A2 tienen una mayor capacidad proliferativa, como se ha observado 

también en los ensayos de MTS realizados (Fig.22).  
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También cabe destacar que los ratones inyectados con H1395-eIF5A2 tienen una 

menor tasa de supervivencia, ya que en dos de los tres experimentos realizados, varios 

ratones con estas células no se han podido incluir en el estudio por una muerte 

prematura. Esto coincide con lo observado en los estudios mencionados anteriormente, 

en los que la sobreexpresión de eIF5A2 se correlaciona con un peor pronóstico y menor 

tasa de supervivencia. Esta menor tasa de supervivencia podría estar relacionada con 

la mayor capacidad invasiva y mestastática de las células H1395-eIF5A2, como puede 

observarse en los resultados de inmunofluorescencia observados en la figura 34D. Esta 

mayor capacidad invasiva in vivo coincide con lo publicado por Wei et al., que también 

observaron un mayor número de nódulos tumorales en los pulmones de los ratones 

inyectados con células que sobreexpresaban eIF5A2 (Wei et al. 2014). Esta 

inmunofluorescencia se ha realizado en tejido pulmonar, por lo que también sería 

interesante observar otros tejidos como el hígado o hueso, otras de las dianas 

principales de las metástasis ocasionadas por cáncer de pulmón (Riihimäki et al. 2014), 

para comprobar si efectivamente la capacidad invasiva de estas células es mayor al 

sobreexpresar eIF5A2. 

Por otro lado, los resultados de inmunohistoquímica en las muestras de pacientes 

(Fig. 35) mostraron que eIF5A2 se puede localizar tanto en el núcleo, como fuera de él, 

ya sea de forma perinuclear o en el citoplasma, lo que coincide con las imágenes de 

microscopía de fluorescencia realizadas en las células H1395-EV y H1395-eIF5A2, 

donde también observamos las distintas expresiones de eIF5A2. De las muestras 

observadas, es en la LF15 donde se relacionan los niveles de expresión más elevados 

de eIF5A2, cuya localización abarca la totalidad de la célula, con una mayor intensidad 

del marcador de proliferación Ki67 (Hitchcock 1991). Como se ha mencionado 

anteriormente, Ki67 se ha descrito como un indicador de mal pronóstico en CPNM 

(Martin et al. 2004), lo que coincide con lo observado en esta muestra, ya que la 

supervivencia libre de enfermedad de este paciente es la segunda más baja, inferior al 

año y medio. Los resultados de la matriz de correlación entre Ki67 y eIF5A2 (Fig. 36) 

muestran que existe una ligera relación positiva entre ellos, aunque los datos no son 

significativos debido al pequeño número de muestras analizadas. Además, la curva de 

supervivencia (Fig. 37) realizada muestra que una mayor expresión de eIF5A2 se asocia 

con una menor tasa de supervivencia de los pacientes, confirmando así el papel de 

eIF5A2 como marcador de mal pronóstico. Sería necesario ampliar el tamaño muestral 

para poder establecer una correlación significativa, ya que en este trabajo únicamente 

se han incluido 8 muestras. También sería interesante correlacionar la expresión de 

eIF5A2 con algún marcador mesenquimal para ver si se asocia con células con mayor 

capacidad de migración e invasión. 
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7. Relación de eIF5A2 con la maquinaria de traducción 

Actualmente, los estudios funcionales realizados para descubrir la implicación de 

eIF5A en el proceso de traducción de proteínas, se han realizado con la isoforma eIF5A1 

(Gutierrez et al. 2013; Saini et al. 2009; Shin et al. 2017), ya que es la mayoritaría en las 

células y la que primero se descubrió. Por tanto, no hay estudios que relacionen 

específicamente eIF5A2 con la maquinaria traduccional, y la mayor parte de lo que se 

conoce sobre las funciones de esta isoforma, se asume por su homología con eIF5A1. 

De hecho, se ha relacionado más a eIF5A2 con la transcripción que con la síntesis de 

proteínas (Farache, Liu, and Lee 2022). Es por este motivo, que en el laboratorio se 

realizaron varios experimentos para relacionar de forma concreta eIF5A2 con el proceso 

de traducción. 

En el primero de ellos, se han analizado las diferencias en los perfiles polisomales 

generados por las células H1395-EV y H1395-eIF5A2 (Fig. 23), y se ha observado un 

aumento de la cantidad de polisomas en las células que sobreexpresan eIF5A2, por lo 

que este factor estaría favoreciendo la traducción de proteínas. En un estudio llevado a 

cabo en la línea de cáncer de ovario UACC-1598, se observó un patrón de expresión 

diferente de los ARNm de EIF5A1 y EIF5A2 asociados a polisomas, en el cual EIF5A1 

estaba presente tanto en monosomas como en polisomas, mientras que EIF5A2 estaba 

mayormente relacionado con los monosomas (Clement et al. 2006). Por tanto, estos 

resultados son novedosos en esta área, y el trabajo resulta de interés extra al ser capaz 

de relacionar la sobreexpresión de eIF5A2 con una mayor cantidad de polisomas en las 

células en cáncer de pulmón, y también para comprobar que eIF5A2 está presente en 

estos polisomas más pesados, como se observa en los resultados de Western Blot. 

Experimentos futuros de perfiles polisomales con células tratadas con TGFβ1 nos 

permitirán comprobar si efectivamente eIF5A2 es un factor implicado en la síntesis de 

proteínas aguas abajo en la señalización por TGFβ1.  

En el segundo experimento llevado a cabo, se ha empleado el tratamiento con 

puromicina como estrategia para detectar mediante inmunofluorescencia puntos de 

traducción activa en la célula (Starck et al. 2004) (Fig. 24), y ver si estos puntos 

colocalizan tanto con eIF5A2 como con la hipusina, detectando así eIF5A2 activo. Los 

resultados mostraron que en las células H1395-eIF5A2 se produce un aumento de la 

cantidad de puromicina detectada, por lo que existe una mayor actividad traduccional. 

Esto concuerda con los resultados mencionados de los polisomas, en los que también 

hay una mayor cantidad de polisomas en estas células. Además, la expresión también 

aumentaba al tratarse las células con TGFβ1, confirmando que esta citoquina aumenta 

la expresión y la actividad de eIF5A2, mientras que al añadir GC7, la expresión 
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disminuye, por lo que la inhibición de eIF5A2 se relaciona con una menor actividad 

traduccional. Además, eIF5A2 y la hipusina colocalizan con la puromicina en puntos de 

la membrana celular y los filopodios celulares, sobre todo en las células tratadas con 

TGFβ1, lo que coincide con los resultados mostrados en la Figura 22. 

 

 

8. Modelo de acción y perspectivas futuras 

En conjunto, este trabajo pone de manifiesto el papel que tiene eIF5A2 en la 

regulación de las expresión de eIF5A presente en las células para su correcto 

funcionamiento y confirma la relación entre eIF5A2 y la EMT inducida por la señalización 

por TGFβ1.  

La hipótesis de partida de este trabajo de investigación, resumida en la Figura 38 y 

discutida a lo largo de este manuscrito, es que eIF5A2 se hipusina en el interior del 

núcleo (como ya se ha mostrado por otros autores), y gracias a la estimulación mediante 

TGFβ1 sale al citoplasma y la membrana celular, donde participa en la síntesis de 

proteínas con motivos poliprolina cuya actividad es requerida en la progresión de la EMT 

y la organización del citoesqueleto de actina, como pueden ser la ezrina, FHOD1, p85, 

MTA1 y SNAI1. Su sobreexpresión causa un aumento de la proliferación, migración e 

invasión celular. Que la actividad de eIF5A2 pueda inhibirse de forma específica cpn 

inhibidores de la hipusinación,  hace que sea de interés ya que eIF5A2 podria emplearse 

como un marcador de mal pronóstico en cáncer de pulmón (y oros cánceres donde esté 

activo) y  su inhibición podría ser de utilidad para prevenir la metástasis en cánceres en 

sus primeros estadíos.  
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Figura 38. Modelo de acción planteado para eIF5A2. Creado con BioRender.com. 

 

Puesto que nuestros resultados muestran que eIF5A2 está relacionado con la 

maquinaria de síntesis de proteínas, futuros trabajos de proteómica y de química de 

Click-it (Belda-Palazón, Ferrando, and Farràs 2016) podrán ayudarnos a identificar las 

dianas en cuya traducción está implicado de forma específica eIF5A2. Además, 

actualmente en el laboratorio contamos con una colección de organoides derivados de 

las muestras de biopsias de pacientes incluidos en los experimentos de TMA. Cultivar 

estos organoides y conseguir derivar lineas estables celulares de estos pacientes puede 

resultar muy interesante para verificar los resultados obtenidos en este trabajo y poder 

testar además del GC7, otros inhibidores de eIF5A.  

Estas células, una vez caracterizadas mediante citometría, Western Blot y qPCR, 

también pueden inyectarse en ratones para estudiar el crecimiento tumoral de líneas 

que expresan eIF5A2 y otros marcadores de célula madre en distintos grados, y ver que 

combinación puede ser la más agresiva, creando así un posible paner de marcadores 

de peor pronóstico en cáncer. Esto, junto al planteamiento de nuevos experimentos 

realizados en ratones, para poner a punto la dosis y tiempo de tratamiento de GC7, solo 

o en combinación con otros inhibidores específicos de la hipusinación, nos permitirá 

elucidar la implicación de eIF5A2 en el proceso de metástasis celular y evaluar el papel 
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de GC7 como una posible diana terapéutica en aquellos cánceres en los que se 

encuentre sobreexpresado. 
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1. Las líneas celulares de CPNM H441, H1395, PC9 y A549 se definieron como 

epiteliales o mesenquimales en función de la expresión ARNm y proteica de E-

cadherina y vimentina. Las líneas celulares H441, H1395 y PC9 expresan niveles 

elevados de E-cadherina y muy bajos de vimentina por lo que las hemos definido 

como líneas celulares epiteliales. La línea celular A549 expresa niveles elevados 

de vimentina y muy bajos de E-cadherina por lo que la hemos definido como 

mesenquimales. Las líneas celulares con mayor nivel endógeno de eIF5A2 y 

eIF5A2 hipusinado (activo) son PC9 y H1395, seguido de la línea celular A549. 

No se detectó expresión de eIF5A2 en la línea celular H441.  

 

2. Al inhibir genéticamente EIF5A1 en las líneas A549 y H1395 se observa un 

aumento en los niveles de ARNm y proteína de eIF5A2, pero no al revés, lo que 

sugiere una compensación unidireccional entre ambos homólogos. 

 

3. La sobreexpresión de eIF5A2 aumenta la viabilidad e induce la migración celular. 

Al contrario, el silenciamiento de EIF5A2 y el tratamiento con el inhibidor de 

hipusinación GC7 disminuyen la viabilidad y reducen la migración celular. 

 

4. La depleción de eIF5A1 y eIF5A2 induce a la desorganización del citoesqueleto 

de actina, siendo esta alteración más dramática en las células depletadas de 

eIF5A2, provocando la rotura de los filamentos de actina y su acumulación en 

nudos. Por el contrario, la sobreexpresión de eIF5A2 induce a la formación de 

filopodios en el citoesqueleto de actina.  

 

5. La expresión de eIF5A2 y eIF5A2 hipusinado (activo) se induce al añadir TGFβ1. 

Este resultado sugiere que eIF5A2 es un mediador de la señalización por TGFβ1 

y por tanto podría promover la EMT, la migración y la invasión celular en 

respuesta a TGFβ1. Cabe destacar que la sobreexpresión de eIF5A2 se asoció 

con la inducción de proteínas implicadas en la EMT como MTA1, p85 y SNAI1 y 

en la organización del citoesqueleto, como FHOD1 y ezrina, que son proteínas 

que contienen motivos de poliprolinas. 

 

6. TGFβ1 induce la traslocación de eIF5A2 al citoplasma y la membrana celular, en 

sitios de traducción activa. Lo que sugiere que puede facilitar la traducción de 

proteínas específicas en el mismo lugar en el que van a emplearse. 
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7. A diferencia de eIF5A1, eIF5A2 se ha implicado en la regulación de la 

transcripción, pero no en la traducción de proteínas. Los resultados presentados 

en los perfiles polisomales e inmunofluorescencia con puromicina muestran que 

la sobreexpresión de eIF5A2 está asociada con un aumento de la tasa 

traduccional en las células de CPNM.  

 

8. La sobrexpresión de eIF5A2 se asocia con un mal pronóstico en pacientes con 

CPNM, y estos datos se correlacionaron con nuestra evidencia experimental de 

una mayor capacidad de invasión celular cuando se injerta en ratones 

inmunocomprometidos. Estos datos refuerzan que eIF5A2 es un marcador de 

mal pronóstico en CPNM. 

 

9. Nuestros resultados sugieren que la inhibición de eIF5A2 es una potencial diana 

terapéutica en cáncer. 
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Figura S1. Comprobación de la linealidad entre la densidad celular y la 

absorbancia a 490nm por MTS. Los ensayos de viabilidad por MTS en células H1395-

EV y H1395-eIF5A2 se realizaron 72 h después de sembrar 1.000, 2.000, 4.000, 6.000, 

8.000 y 10.000 por pocillo. Las medias experimentales (N=3 con triplicados 

experimentales) de absorbancia a 490nm se analizaron mediante un análisis de 

regresión linear simple. 
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>sp|P02751|FINC_HUMAN Fibronectin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FN1 

PE=1 SV=5 

 

MLRGPGPGLLLLAVQCLGTAVPSTGASKSKRQAQQMVQPQSPVAVSQSKPGCYDNGKHYQ 

INQQWERTYLGNALVCTCYGGSRGFNCESKPEAEETCFDKYTGNTYRVGDTYERPKDSMI 

WDCTCIGAGRGRISCTIANRCHEGGQSYKIGDTWRRPHETGGYMLECVCLGNGKGEWTCK 

PIAEKCFDHAAGTSYVVGETWEKPYQGWMMVDCTCLGEGSGRITCTSRNRCNDQDTRTSY 

RIGDTWSKKDNRGNLLQCICTGNGRGEWKCERHTSVQTTSSGSGPFTDVRAAVYQPQPHP 

QPPPYGHCVTDSGVVYSVGMQWLKTQGNKQMLCTCLGNGVSCQETAVTQTYGGNSNGEPC 

VLPFTYNGRTFYSCTTEGRQDGHLWCSTTSNYEQDQKYSFCTDHTVLVQTRGGNSNGALC 

HFPFLYNNHNYTDCTSEGRRDNMKWCGTTQNYDADQKFGFCPMAAHEEICTTNEGVMYRI 

GDQWDKQHDMGHMMRCTCVGNGRGEWTCIAYSQLRDQCIVDDITYNVNDTFHKRHEEGHM 

LNCTCFGQGRGRWKCDPVDQCQDSETGTFYQIGDSWEKYVHGVRYQCYCYGRGIGEWHCQ 

PLQTYPSSSGPVEVFITETPSQPNSHPIQWNAPQPSHISKYILRWRPKNSVGRWKEATIP 

GHLNSYTIKGLKPGVVYEGQLISIQQYGHQEVTRFDFTTTSTSTPVTSNTVTGETTPFSP 

LVATSESVTEITASSFVVSWVSASDTVSGFRVEYELSEEGDEPQYLDLPSTATSVNIPDL 

LPGRKYIVNVYQISEDGEQSLILSTSQTTAPDAPPDTTVDQVDDTSIVVRWSRPQAPITG 

YRIVYSPSVEGSSTELNLPETANSVTLSDLQPGVQYNITIYAVEENQESTPVVIQQETTG 

TPRSDTVPSPRDLQFVEVTDVKVTIMWTPPESAVTGYRVDVIPVNLPGEHGQRLPISRNT 

FAEVTGLSPGVTYYFKVFAVSHGRESKPLTAQQTTKLDAPTNLQFVNETDSTVLVRWTPP 

RAQITGYRLTVGLTRRGQPRQYNVGPSVSKYPLRNLQPASEYTVSLVAIKGNQESPKATG 

VFTTLQPGSSIPPYNTEVTETTIVITWTPAPRIGFKLGVRPSQGGEAPREVTSDSGSIVV 

SGLTPGVEYVYTIQVLRDGQERDAPIVNKVVTPLSPPTNLHLEANPDTGVLTVSWERSTT 

PDITGYRITTTPTNGQQGNSLEEVVHADQSSCTFDNLSPGLEYNVSVYTVKDDKESVPIS 

DTIIPEVPQLTDLSFVDITDSSIGLRWTPLNSSTIIGYRITVVAAGEGIPIFEDFVDSSV 

GYYTVTGLEPGIDYDISVITLINGGESAPTTLTQQTAVPPPTDLRFTNIGPDTMRVTWAP 

PPSIDLTNFLVRYSPVKNEEDVAELSISPSDNAVVLTNLLPGTEYVVSVSSVYEQHESTP 

LRGRQKTGLDSPTGIDFSDITANSFTVHWIAPRATITGYRIRHHPEHFSGRPREDRVPHS 

RNSITLTNLTPGTEYVVSIVALNGREESPLLIGQQSTVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWD 

APAVTVRYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTGRGDSPA 

SSKPISINYRTEIDKPSQMQVTDVQDNSISVKWLPSSSPVTGYRVTTTPKNGPGPTKTKT 

AGPDQTEMTIEGLQPTVEYVVSVYAQNPSGESQPLVQTAVTNIDRPKGLAFTDVDVDSIK 

IAWESPQGQVSRYRVTYSSPEDGIHELFPAPDGEEDTAELQGLRPGSEYTVSVVALHDDM 

ESQPLIGTQSTAIPAPTDLKFTQVTPTSLSAQWTPPNVQLTGYRVRVTPKEKTGPMKEIN 

LAPDSSSVVVSGLMVATKYEVSVYALKDTLTSRPAQGVVTTLENVSPPRRARVTDATETT 

ITISWRTKTETITGFQVDAVPANGQTPIQRTIKPDVRSYTITGLQPGTDYKIYLYTLNDN 

ARSSPVVIDASTAIDAPSNLRFLATTPNSLLVSWQPPRARITGYIIKYEKPGSPPREVVP 

RPRPGVTEATITGLEPGTEYTIYVIALKNNQKSEPLIGRKKTDELPQLVTLPHPNLHGPE 

ILDVPSTVQKTPFVTHPGYDTGNGIQLPGTSGQQPSVGQQMIFEEHGFRRTTPPTTATPI 

RHRPRPYPPNVGEEIQIGHIPREDVDYHLYPHGPGLNPNASTGQEALSQTTISWAPFQDT 

SEYIISCHPVGTDEEPLQFRVPGTSTSATLTGLTRGATYNVIVEALKDQQRHKVREEVVT 

VGNSVNEGLNQPTDDSCFDPYTVSHYAVGDEWERMSESGFKLLCQCLGFGSGHFRCDSSR 

WCHDNGVNYKIGEKWDRQGENGQMMSCTCLGNGKGEFKCDPHEATCYDDGKTYHVGEQWQ 

KEYLGAICSCTCFGGQRGWRCDNCRRPGGEPSPEGTTGQSYNQYSQRYHQRTNTNVNCPI 

ECFMPLDVQADREDSRE 
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>sp|P12830|CADH1_HUMAN Cadherin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CDH1 PE=1 SV=3 

 

MGPWSRSLSALLLLLQVSSWLCQEPEPCHPGFDAESYTFTVPRRHLERGRVLGRVNFEDC 

TGRQRTAYFSLDTRFKVGTDGVITVKRPLRFHNPQIHFLVYAWDSTYRKFSTKVTLNTVG 

HHHRPPPHQASVSGIQAELLTFPNSSPGLRRQKRDWVIPPISCPENEKGPFPKNLVQIKS 

NKDKEGKVFYSITGQGADTPPVGVFIIERETGWLKVTEPLDRERIATYTLFSHAVSSNGN 

AVEDPMEILITVTDQNDNKPEFTQEVFKGSVMEGALPGTSVMEVTATDADDDVNTYNAAI 

AYTILSQDPELPDKNMFTINRNTGVISVVTTGLDRESFPTYTLVVQAADLQGEGLSTTAT 

AVITVTDTNDNPPIFNPTTYKGQVPENEANVVITTLKVTDADAPNTPAWEAVYTILNDDG 

GQFVVTTNPVNNDGILKTAKGLDFEAKQQYILHVAVTNVVPFEVSLTTSTATVTVDVLDV 

NEAPIFVPPEKRVEVSEDFGVGQEITSYTAQEPDTFMEQKITYRIWRDTANWLEINPDTG 

AISTRAELDREDFEHVKNSTYTALIIATDNGSPVATGTGTLLLILSDVNDNAPIPEPRTI 

FFCERNPKPQVINIIDADLPPNTSPFTAELTHGASANWTIQYNDPTQESIILKPKMALEV 

GDYKINLKLMDNQNKDQVTTLEVSVCDCEGAAGVCRKAQPVEAGLQIPAILGILGGILAL 

LILILLLLLFLRRRAVVKEPLLPPEDDTRDNVYYYDEEGGGEEDQDFDLSQLHRGLDARP 

EVTRNDVAPTLMSVPRYLPRPANPDEIGNFIDENLKAADTDPTAPPYDSLLVFDYEGSGS 

EAASLSSLNSSESDKDQDYDYLNEWGNRFKKLADMYGGGEDD 

 

 

 

>sp|P19022|CADH2_HUMAN Cadherin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 

GN=CDH2 PE=1 SV=4 

MCRIAGALRTLLPLLAALLQASVEASGEIALCKTGFPEDVYSAVLSKDVHEGQPLLNVKFSNCN

GKRKVQYESSEPADFKVDEDGVYAVRSFPLSSEHAKFLIYAQDKETQEKWQVAVKLSLKPTLTE

ESVKESAEVEEIVFPRQFSKHSGHLQRQKRDWVIPPINLPENSRGPFPQELVRIRSDRDKNLSL

RYSVTGPGADQPPTGIFIINPISGQLSVTKPLDREQIARFHLRAHAVDINGNQVENPIDIVINV

IDMNDNRPEFLHQVWNGTVPEGSKPGTYVMTVTAIDADDPNALNGMLRYRIVSQAPSTPSPNMF

TINNETGDIITVAAGLDREKVQQYTLIIQATDMEGNPTYGLSNTATAVITVTDVNDNPPEFTAM

TFYGEVPENRVDIIVANLTVTDKDQPHTPAWNAVYRISGGDPTGRFAIQTDPNSNDGLVTVVKP

IDFETNRMFVLTVAAENQVPLAKGIQHPPQSTATVSVTVIDVNENPYFAPNPKIIRQEEGLHAG

TMLTTFTAQDPDRYMQQNIRYTKLSDPANWLKIDPVNGQITTIAVLDRESPNVKNNIYNATFLA

SDNGIPPMSGTGTLQIYLLDINDNAPQVLPQEAETCETPDPNSINITALDYDIDPNAGPFAFDL

PLSPVTIKRNWTITRLNGDFAQLNLKIKFLEAGIYEVPIIITDSGNPPKSNISILRVKVCQCDS

NGDCTDVDRIVGAGLGTGAIIAILLCIIILLILVLMFVVWMKRRDKERQAKQLLIDPEDDVRDN

ILKYDEEGGGEEDQDYDLSQLQQPDTVEPDAIKPVGIRRMDERPIHAEPQYPVRSAAPHPGDIG

DFINEGLKAADNDPTAPPYDSLLVFDYEGSGSTAGSLSSLNSSSSGGEQDYDYLNDWGPRFKKL

ADM YGGGDD  
 

 

 

>sp|P08670|VIME_HUMAN Vimentin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VIM 

PE=1 SV=4 

 

MSTRSVSSSSYRRMFGGPGTASRPSSSRSYVTTSTRTYSLGSALRPSTSRSLYASSPGGV 

YATRSSAVRLRSSVPGVRLLQDSVDFSLADAINTEFKNTRTNEKVELQELNDRFANYIDK 

VRFLEQQNKILLAELEQLKGQGKSRLGDLYEEEMRELRRQVDQLTNDKARVEVERDNLAE 

DIMRLREKLQEEMLQREEAENTLQSFRQDVDNASLARLDLERKVESLQEEIAFLKKLHEE 

EIQELQAQIQEQHVQIDVDVSKPDLTAALRDVRQQYESVAAKNLQEAEEWYKSKFADLSE 

AANRNNDALRQAKQESTEYRRQVQSLTCEVDALKGTNESLERQMREMEENFAVEAANYQD 

TIGRLQDEIQNMKEEMARHLREYQDLLNVKMALDIEIATYRKLLEGEESRISLPLPNFSS 

LNLRETNLDSLPLVDTHSKRTLLIKTVETRDGQVINETSQHHDDLE 
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>sp|Q9Y613|FHOD1_HUMAN FH1/FH2 domain-containing protein 1 

OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FHOD1 PE=1 SV=3 

 

MAGGEDRGDGEPVSVVTVRVQYLEDTDPFACANFPEPRRAPTCSLDGALPLGAQIPAVHR 

LLGAPLKLEDCALQVSPSGYYLDTELSLEEQREMLEGFYEEISKGRKPTLILRTQLSVRV 

NAILEKLYSSSGPELRRSLFSLKQIFQEDKDLVPEFVHSEGLSCLIRVGAAADHNYQSYI 

LRALGQLMLFVDGMLGVVAHSDTIQWLYTLCASLSRLVVKTALKLLLVFVEYSENNAPLF 

IRAVNSVASTTGAPPWANLVSILEEKNGADPELLVYTVTLINKTLAALPDQDSFYDVTDA 

LEQQGMEALVQRHLGTAGTDVDLRTQLVLYENALKLEDGDIEEAPGAGGRRERRKPSSEE 

GKRSRRSLEGGGCPARAPEPGPTGPASPVGPTSSTGPALLTGPASSPVGPPSGLQASVNL 

FPTISVAPSADTSSERSIYKARFLENVAAAETEKQVALAQGRAETLAGAMPNEAGGHPDA 

RQLWDSPETAPAARTPQSPAPCVLLRAQRSLAPEPKEPLIPASPKAEPIWELPTRAPRLS 

IGDLDFSDLGEDEDQDMLNVESVEAGKDIPAPSPPLPLLSGVPPPPPLPPPPPIKGPFPP 

PPPLPLAAPLPHSVPDSSALPTKRKTVKLFWRELKLAGGHGVSASRFGPCATLWASLDPV 

SVDTARLEHLFESRAKEVLPSKKAGEGRRTMTTVLDPKRSNAINIGLTTLPPVHVIKAAL 

LNFDEFAVSKDGIEKLLTMMPTEEERQKIEEAQLANPDIPLGPAENFLMTLASIGGLAAR 

LQLWAFKLDYDSMEREIAEPLFDLKVGMEQLVQNATFRCILATLLAVGNFLNGSQSSGFE 

LSYLEKVSEVKDTVRRQSLLHHLCSLVLQTRPESSDLYSEIPALTRCAKVDFEQLTENLG 

QLERRSRAAEESLRSLAKHELAPALRARLTHFLDQCARRVAMLRIVHRRVCNRFHAFLLY 

LGYTPQAAREVRIMQFCHTLREFALEYRTCRERVLQQQQKQATYRERNKTRGRMITETEK 

FSGVAGEAPSNPSVPVAVSSGPGRGDADSHASMKSLLTSRPEDTTHNRRSRGMVQSSSPI 

MPTVGPSTASPEEPPGSSLPSDTSDEIMDLLVQSVTKSSPRALAARERKRSRGNRKSLRR 

TLKSGLGDDLVQALGLSKGPGLEV 

 

 

 

>sp|P27986|P85A_HUMAN Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory 

subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PIK3R1 PE=1 SV=2 

 

MSAEGYQYRALYDYKKEREEDIDLHLGDILTVNKGSLVALGFSDGQEARPEEIGWLNGYN 

ETTGERGDFPGTYVEYIGRKKISPPTPKPRPPRPLPVAPGSSKTEADVEQQALTLPDLAE 

QFAPPDIAPPLLIKLVEAIEKKGLECSTLYRTQSSSNLAELRQLLDCDTPSVDLEMIDVH 

VLADAFKRYLLDLPNPVIPAAVYSEMISLAPEVQSSEEYIQLLKKLIRSPSIPHQYWLTL 

QYLLKHFFKLSQTSSKNLLNARVLSEIFSPMLFRFSAASSDNTENLIKVIEILISTEWNE 

RQPAPALPPKPPKPTTVANNGMNNNMSLQDAEWYWGDISREEVNEKLRDTADGTFLVRDA 

STKMHGDYTLTLRKGGNNKLIKIFHRDGKYGFSDPLTFSSVVELINHYRNESLAQYNPKL 

DVKLLYPVSKYQQDQVVKEDNIEAVGKKLHEYNTQFQEKSREYDRLYEEYTRTSQEIQMK 

RTAIEAFNETIKIFEEQCQTQERYSKEYIEKFKREGNEKEIQRIMHNYDKLKSRISEIID 

SRRRLEEDLKKQAAEYREIDKRMNSIKPDLIQLRKTRDQYLMWLTQKGVRQKKLNEWLGN 

ENTEDQYSLVEDDEDLPHHDEKTWNVGSSNRNKAENLLRGKRDGTFLVRESSKQGCYACS 

VVVDGEVKHCVINKTATGYGFAEPYNLYSSLKELVLHYQHTSLVQHNDSLNVTLAYPVYA 

QQRR 
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>sp|Q13330|MTA1_HUMAN Metastasis-associated protein MTA1 OS=Homo 

sapiens OX=9606 GN=MTA1 PE=1 SV=2 

 

MAANMYRVGDYVYFENSSSNPYLIRRIEELNKTANGNVEAKVVCFYRRRDISSTLIALAD 

KHATLSVCYKAGPGADNGEEGEIEEEMENPEMVDLPEKLKHQLRHRELFLSRQLESLPAT 

HIRGKCSVTLLNETESLKSYLEREDFFFYSLVYDPQQKTLLADKGEIRVGNRYQADITDL 

LKEGEEDGRDQSRLETQVWEAHNPLTDKQIDQFLVVARSVGTFARALDCSSSVRQPSLHM 

SAAAASRDITLFHAMDTLHKNIYDISKAISALVPQGGPVLCRDEMEEWSASEANLFEEAL 

EKYGKDFTDIQQDFLPWKSLTSIIEYYYMWKTTDRYVQQKRLKAAEAESKLKQVYIPNYN 

KPNPNQISVNNVKAGVVNGTGAPGQSPGAGRACESCYTTQSYQWYSWGPPNMQCRLCASC 

WTYWKKYGGLKMPTRLDGERPGPNRSNMSPHGLPARSSGSPKFAMKTRQAFYLHTTKLTR 

IARRLCREILRPWHAARHPYLPINSAAIKAECTARLPEASQSPLVLKQAVRKPLEAVLRY 

LETHPRPPKPDPVKSVSSVLSSLTPAKVAPVINNGSPTILGKRSYEQHNGVDGNMKKRLL 

MPSRGLANHGQARHMGPSRNLLLNGKSYPTKVRLIRGGSLPPVKRRRMNWIDAPDDVFYM 

ATEETRKIRKLLSSSETKRAARRPYKPIALRQSQALPPRPPPPAPVNDEPIVIED 

 

 

 

>sp|P15311|EZRI_HUMAN ezrina OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EZR PE=1 

SV=4 

 

MPKPINVRVTTMDAELEFAIQPNTTGKQLFDQVVKTIGLREVWYFGLHYVDNKGFPTWLK 

LDKKVSAQEVRKENPLQFKFRAKFYPEDVAEELIQDITQKLFFLQVKEGILSDEIYCPPE 

TAVLLGSYAVQAKFGDYNKEVHKSGYLSSERLIPQRVMDQHKLTRDQWEDRIQVWHAEHR 

GMLKDNAMLEYLKIAQDLEMYGINYFEIKNKKGTDLWLGVDALGLNIYEKDDKLTPKIGF 

PWSEIRNISFNDKKFVIKPIDKKAPDFVFYAPRLRINKRILQLCMGNHELYMRRRKPDTI 

EVQQMKAQAREEKHQKQLERQQLETEKKRRETVEREKEQMMREKEELMLRLQDYEEKTKK 

AERELSEQIQRALQLEEERKRAQEEAERLEADRMAALRAKEELERQAVDQIKSQEQLAAE 

LAEYTAKIALLEEARRRKEDEVEEWQHRAKEAQDDLVKTKEELHLVMTAPPPPPPPVYEP 

VSYHVQESLQDEGAEPTGYSAELSSEGIRDDRNEEKRITEAEKNERVQRQLLTLSSELSQ 

ARDENKRTHNDIIHNENMRQGRDKYKTLRQIRQGNTKQRIDEFEAL 

 

 

 

 

>sp|O95863|SNAI1_HUMAN Zinc finger protein SNAI1 OS=Homo sapiens 

OX=9606 GN=SNAI1 PE=1 SV=2 

 

MPRSFLVRKPSDPNRKPNYSELQDSNPEFTFQQPYDQAHLLAAIPPPEILNPTASLPMLI 

WDSVLAPQAQPIAWASLRLQESPRVAELTSLSDEDSGKGSQPPSPPSPAPSSFSSTSVSS 

LEAEAYAAFPGLGQVPKQLAQLSEAKDLQARKAFNCKYCNKEYLSLGALKMHIRSHTLPC 

VCGTCGKAFSRPWLLQGHVRTHTGEKPFSCPHCSRAFADRSNLRAHLQTHSDVKKYQCQA 

CARTFSRMSLLHKHQESGCSGCPR 

 

 

Figura S2. Secuencia proteica de fibronectina, E-cadherina, N-cadherina, 
vimentina, FHOD1, p85, MTA1 ezrina y SNAI1. Los motivos de prolina consecutivos 
están marcados en rojo en las secuencias. 

 

 

 

 

 


