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Anexo: Siglas y abreviaciones 

APS  Persulfato de amonio 

AKT  Proteína quinasa B  

ATP  Adenosín trifosfato 

ARNt Ácido ribonucleico de      
transferencia 

BRCA1/  Gen supresor de tumor 
BRCA2 

BSA  Albúmina sérica bovina 

CD  Ciclodextrina 

CRISPR Clustered Regularly 
Interspaced Short 
Palindromic Repeats 

DMEM Dulbecco’s Modified 
Eagle Medium 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

DOX  Doxorubicina 

DNA Ácido 
desoxirribonucleico 

pDNA  DNA plasmídico 

EDTA Ácido etilen 
diaminotetraacético 

ER Receptor de estrógenos 

ERBB Receptor de factores de 
crecimiento epidérmico 

ERK Quinasa regulada por 
señales extracelulares 

FBS Suero bovino fetal (Fetal 
bovine serum) 

FDA Administración de 
alimentos y 
medicamentos (EEUU) 

GFP Green fluorescent 
protein/Proteína 
fluorescente verde 

HEPES Ácido 4-(2-Hidroxietil)-
1-piperazina 
etanosulfónico 

HER2 Receptor para el factor 
de crecimiento de tipo 
epidérmico humano 2 

I330W Sustitución de una 
Isoleucina por un 
Triptófano en la posición 
330 

I334W Sustitución de una 
Isoleucina por un 
Triptófano en la posición 
334 

ICG Indocianina verde 

IMAC Cromatografía de 
afinidad inmovilizada de 
ion metálico 

IPTG Isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido 

IVIS Sistema de adquisición 
de imágenes in vivo (in 
vivo imaging system) 

LB  Luria-Bertani 

MAPK Proteína quinasa 
activada por mitógenos 

MBP Maltose binding 
protein/Proteína de 
unión a maltosa 

MTT Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol 



NIR Near infrared/Infrarrojo 
cercano 

NIR-Mal Infrarrojo cercano unido 
a maltosa 

O/N Over night/Durante la 
noche 

OMS Organización mundial de 
la salud 

P53 Gen/proteína supresora 
de tumores 

PBS  Tampón salino 

PCR Reacción en cadena de la 
polimerasa 

PEG  Polietilenglicol 

PEI  Polyethylenimine 

PEI2kDa Polietilenimina de 2.000 
Da 

PEI25kDa Polietilenimina de 
25.000 Da 

PI3K Fosfoinositol 3-quinasa 

PMSF Fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo 

PR Receptor de 
progesterona 

PVDF Fluoruro de 
polivinilideno 

TEMED Tetrametiletilendiamina 

TEV Proteasa del virus del 
grabado del tabaco 

RNA  Ácido ribonucleico 

ScFv Fragmento variable de 
cadena sencilla 

SDS  Dodecil sulfato sódico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas de la proteína de fusión 

NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2   
 
FL-MBPI334W-ScFvHER2   
 
DOX-βCDbPEI2k-Mal      
 
 
[DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W] 

 

[DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2]

 

[ICG-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W] 

 

[ICG-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2] 

 

 
PEI25k-Mal 

[bPEI25k-Mal]-[MBPI334W] 

 

[bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-
ScFvHER2] 

 

Una molécula de NIR unida covalentemente a la 
maltosa que a su vez se une a la proteína de fusión. 
 Una molécula de fluoresceína unida covalentemente a 
la maltosa que a su vez se une a la proteína de fusión. 
 Cuatro moléculas de doxorubicina ocluidas en cuatro 
ciclodextrinas unidas a un PEI2kDa, unido 
covalentemente a la maltosa. 
 Cuatro moléculas de doxorubicina ocluidas en cuatro 
ciclodextrinas unidas a un PEI2kDa, unido 
covalentemente a la maltosa. La maltosa se une a la 
proteína de unión a maltosa. 
 Cuatro moléculas de doxorubicina ocluidas en cuatro 
ciclodextrinas unidas a un PEI2kDa, unido 
covalentemente a la maltosa. La maltosa se une a la 
proteína de fusión. 
 Cuatro moléculas de indocianina ocluidas en cuatro 
ciclodextrinas unidas a un PEI2kDa, unido 
covalentemente a la maltosa. La maltosa se une a la 
proteína de unión a maltosa. 
 

PEI25kDa unido covalentemente a la maltosa. 
 
PEI25kDa unido covalentemente a la maltosa, unida a 
la proteína de unión a la maltosa. 
 
PEI25kDa unido covalentemente a la maltosa, unida a 
la proteína de fusión. 
 

Cuatro moléculas de indocianina ocluidas en cuatro 
ciclodextrinas unidas a un PEI2kDa, unido 
covalentemente a la maltosa. La maltosa se une a la 
proteína de fusión. 
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1. Resumen 

  El cáncer es un problema de salud a nivel mundial, aumentando cada año el número de 
personas que se ven afectadas por esta enfermedad. Un diagnóstico temprano es el 
método más eficaz para tratar el cáncer y disminuir el impacto negativo derivado de esta 
enfermedad. Además, los tratamientos actuales conllevan una serie de efectos 
secundarios que reducen la calidad de vida del paciente durante el tratamiento, 
pudiendo llegar a repercutir tanto en el pronóstico como en el bienestar del paciente. 

  En la actualidad, los agentes de diagnóstico por imagen intravenosos asumen un nuevo 
rol significativo en la prevención del cáncer. En la pasada década han evolucionado en 
cuanto a la cantidad de información que obtenemos, pasando de obtener información 
anatómica a adquirir conjuntamente una imagen anatómica y bioquímica. Estos datos 
permiten la monitorización de la enfermedad durante el tratamiento. 

  La idea de combinar en una única nanopartícula la capacidad de diagnóstico, 
transporte de fármaco y ácidos nucleicos, es una estrategia que se puede llevar a cabo 
en el campo de la nanotecnología. Si se consigue desempeñar estas funciones de manera 
selectiva podremos solucionar parte de los problemas descritos previamente.  

  El uso de fragmentos de anticuerpos monoclonales, como los fragmentos variables de 
cadena sencilla (ScFv) para la administración selectiva de agentes terapéuticos 
antitumorales a células cancerosas, es una idea atractiva debido a que junto a la 
especificidad que confieren presentan un tamaño más pequeño, una menor 
inmunogenicidad comparados con los anticuerpos monoclonales, y además, su 
producción tiene coste más bajo. No obstante, la preparación de conjugados 
terapéuticos basados en ScFv requiere generalmente una activación química previa, 
además de modificación tanto del ScFv como de la molécula terapéutica. En esta tesis 
doctoral proponemos una alternativa que no requiere modificaciones covalentes  y que 
se basa en la obtención de una proteína de fusión entre la proteína de unión a Maltosa 
(MBP) y un ScFv frente al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 
(HER2).  

  Una versión mutada de la MBP con mayor afinidad por sus ligandos se ha utilizado para 
la unión no covalente de diferentes compuestos maltosilados: Maltosa unida a un 
fluoróforo en el infrarrojo cercano (diagnóstico), maltosa unida a cuatro ciclodextrinas 
para transportar moléculas de doxorubicina (tratamiento dirigido), y maltosa unida a 
polímeros catiónicos para generar vectores de transfección no virales (terapia génica). 
Los ensayos in vitro e in vivo han demostrado la validez de la proteína de fusión MBPI334W-
ScFvHER2-His para diagnóstico (obtención de imágenes), y transporte de DNA o fármacos 
de manera dirigida al tumor. La modularidad de la plataforma MBPI334W-ScFvHER2-His 
permite el intercambio flexible de la secuencia codificada por el ScFv, lo que permite 
que la plataforma se dirija a otra diana terapéutica, sin ninguna optimización adicional, 
ya que MBPI334W actúa como eje fundamental de esta nanopartícula. 

  



2. Antecedentes 

2.1 Prevalencia del cáncer de mama 

  El cáncer constituye un problema importante en la salud pública a nivel mundial. 
Según los datos recogidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer de 
mama es la neoplasia maligna más común en las mujeres y uno de los tres cánceres con 
mayor incidencia a nivel mundial (Figura 2.1). Afecta a 2,1 millones de mujeres cada 
año. Este dato no distingue entre país desarrollado o en desarrollo por lo que podemos 
hablar de enfermedad endémica a nivel mundial. En la última década, la incidencia ha 
incrementado conjuntamente a la esperanza de vida. Según estimaciones de la OMS en 
2004 murieron 519.000 mujeres por cáncer de mama, y en 2020 esta cifra aumentó hasta 
627.000, es decir, aproximadamente el 15% de todas las muertes por cáncer (Figura 2.2). 

 

Figura 2.1 Estimación de la incidencia mundial de cáncer. Diagrama 
generado por los datos recopilados por la agencia internacional de 
investigación sobre el cáncer en 2020 [1]. 

  Constituye la primera causa de muerte antes de cumplir los 70 años en 91 de 172 países 
[2, 3]. Aproximadamente, el 12,9% de las mujeres serán diagnosticadas con cáncer de 
mama en algún momento de su vida. Se estima que desde 2017, 3.577.264 mujeres 
presentan cáncer de mama en los Estados Unidos (prevalencia a 5 años) [4].  

  Aproximadamente un 70% de las muertes relacionadas con esta enfermedad tienen 
lugar en países en vías de desarrollo. Este dato nos indica que el cáncer genera un 
impacto económico insostenible en estos países. Solo en EEUU el costo total atribuible 
a la enfermedad en 2015 ascendió a 80,2 billones US$ [5]. Aunque este cáncer está 
considerado como una enfermedad del mundo desarrollado, la mayoría (69%) de las 
defunciones por esta causa se registran en los países en vías de desarrollo. 



  El diagnóstico correcto del cáncer es esencial para poder prescribir un tratamiento 
adecuado y eficaz. Cada tipo de cáncer requiere un protocolo específico que puede 
abarcar una o más modalidades, tales como cirugía, radioterapia o quimioterapia. En 
2017, más del 90% de los países desarrollados ofrecen tratamiento a los enfermos 
oncológicos, mientras que en los países en vías de desarrollo este porcentaje es inferior 
al 30% [1, 6]. 

 

Figura 2.2 Estimación de la incidencia y la mortalidad mundial por 
cáncer de mama. Diagrama generado por los datos recopilados por la 
agencia internacional de investigación sobre el cáncer en 2020 [1]. 

  La tasa de supervivencia varía dependiendo de la población: desde un 80% en países 
como América del Norte o Japón, un 60% en países en fase de desarrollo, hasta bajar a 
un 40% en países sub-desarrollados [7]. Estos porcentajes son un reflejo de que un 
diagnóstico temprano, una monitorización de la evolución de la enfermedad y un 
tratamiento adecuado, influyen positivamente en la supervivencia.  

 

 

 

 

 

 



2.2 El cáncer de mama 

  La mama es un órgano túbulo-alveolar complejo rodeado de tejido adiposo. Los senos 
femeninos contienen de 12 a 20 lóbulos, que a su vez se dividen en lóbulos más pequeños 
conectados a través de conductos lácteos [8]. El cáncer de mama es una enfermedad 
maligna que inicia cuando las células cancerosas inhiben la expresión de los genes 
supresores del crecimiento, adquiriendo una proliferación acelerada e incontrolable [9].  

  Al igual que otros tumores malignos, existen numerosas causas que pueden aumentar 
la posibilidad de desarrollar cáncer de mama. El cáncer de mama ocurre debido a una 
asociación entre factores genéticos y ambientales. Algunos pacientes heredan defectos 
en genes como P53, BRCA1 y BRCA2. Generalmente, pacientes con antecedentes 
familiares de cáncer de mama o de ovario tienen mayor posibilidad de desarrollar cáncer 
de mama [10].  

  Es una enfermedad compleja que muestra un alto grado de heterogeneidad. Es 
necesario un enfoque y tratamiento personalizado para obtener y mejorar la respuesta 
de los pacientes [11]. Los tumores mamarios se puede clasificar en tres tipos 
dependiendo de si expresan o no receptores específicos: 

• Tumores con receptores de hormonas (ER+ o PR+). Se tratan con una serie de 
terapias dirigidas a receptores hormonales como tamoxifeno, inhibidores de la 
aromatasa o fulvestrant, con o sin quimioterapia. 

• Tumores con el receptor ERBB2 (HER2+), que se tratan con terapias dirigidas 
como trastuzumab con o sin quimioterapia. 

• Tumores de mama triple negativos, que son resistentes a las terapias dirigidas 
debido a la inexistencia de receptores diana. La quimioterapia parece ser la única 
modalidad de tratamiento disponible. 

  Las vías RAS/MEK/ERK y PI3K/AKT regulan la supervivencia en células sanas. Cuando 
se produce una mutación en los genes que participan en la codificación de proteínas 
protectoras y reguladoras de estas vías, las células se vuelven incapaces de activar el 
proceso apoptótico, lo que conduce al desarrollo de cáncer. Además, en las células 
cancerosas el enzima telomerasa se encuentra sobre-expresado, eliminando el 
acortamiento cromosómico y permitiendo la supervivencia y replicación prácticamente 
ilimitada de estas células. Las células tumorales obtienen sus nutrientes y oxígeno por 
angiogénesis, generando vasos sanguíneos a partir de células endoteliales. Finalmente, 
las células tumorales rompen sus límites ingresando en la sangre, los tejidos linfáticos 
y otros tejidos del cuerpo para producir metástasis [12, 13]. 

 

 

 



2.2.1 Receptor ERBB2 o HER2 

  La subclase I de la familia de los receptores tirosina quinasa (RTK) son un conjunto de 
receptores denominados ERBB o factores de crecimiento epidérmico [14]. Como 
característica común a toda la familia tienen una región de unión extracelular con un 
dominio tirosina quinasa. Esta familia se divide a su vez en cuatro subclases 
denominadas ERBB1, ERBB2, ERBB3 y ERBB4. Los receptores ERBB se expresan en una 
amplia variedad de tejidos de origen mesenquimático, epitelial y neuronal. Su activación 
induce la heterodimerización u homodimerización del receptor. La dimerización 
provoca la fosforilación de tirosinas quinasas, que desencadenan una cascada de 
fosforilación hasta llegar a una vía de señalización intracelular relacionada con 
proliferación, supervivencia, migración y diferenciación. Estos receptores se activan de 
manera fisiológica por factores de crecimiento, y se encuentran relacionados con 
procesos de desarrollo en el adulto [15-17] (Figura 2.3). 

 

 

Figura 2.3 La familia ERBB: la activación por parte de los ligandos 
conduce a la homodimerización y a la heterodimerización. Esta 
activación provoca una cascada de fosforilación de las MAPKs y AKT, 
dando como resultado un aumento de la proliferación, invasión y 
resistencia a la apoptosis. Su activación constante le confiere un poder 
de supervivencia y malignidad relacionado con un mal pronóstico [18]. 

 



  La participación de esta familia de receptores en el cáncer deriva de una serie de 
estudios que han demostrado un aumento de expresión en neoplasias [19]. El receptor 
ERBB2 o HER2 (Human Epidermal Growth Factor) se encuentra ubicado en el cromosoma 
17q12-21.32, y codifica para una glicoproteína de 185 kDa; con domino extracelular, 
transmembrana, y dominios intracelulares. El receptor HER2 está involucrado en 
numerosos tipos de cáncer, y es susceptible de convertirse en diana terapéutica [20-22].  

  Este receptor se encuentra sobre-expresado en el cáncer de mama y está relacionado 
con un mal pronóstico. Su activación desencadena la fosforilación de la vía de las MAPK 
que a su vez activan AKT, siendo esta última reguladora de la supervivencia y 
responsable de respuestas antiapoptóticas [17, 23]. La vía PI3K/AKT está implicada en 
la sensibilidad y resistencia de las células tumorales con receptores HER2 mutantes a 
inhibidores específicos [22, 24]. 

  La sobre-expresión de HER2 presenta una particularidad que la diferencia de otros 
cánceres: la homodimerización. Gracias a la homodimerización, el receptor es capaz de 
mantener una activación constante sin necesidad de la presencia de un ligando. La 
estructura del receptor permite que la dimerización esté siempre disponible para otros 
receptores de la familiar ERBB [15, 17, 25]. Este tipo de sobre-expresión es característica 
del cáncer de mama, pero también en cáncer de ovario, de pulmón y de próstata [20, 26]. 

 

2.3 Técnicas de diagnóstico empleadas en el cáncer 

  Siguiendo los datos proporcionados por la OMS, se puede llegar a la conclusión de que 
un diagnóstico temprano es la base sobre la cual se debe trabajar a la hora de aumentar 
la eficacia de los tratamientos. Las técnicas de diagnóstico constituyen un conjunto de 
técnicas tanto invasivas como no invasivas, que se utilizan con el propósito de extraer 
una imagen total o parcial del organismo para obtener información relacionada con la 
diagnosis del cáncer. 

 

2.3.1 Antecedentes en el diagnóstico por imagen 

  Aunque el primer documento escrito sobre el cáncer se remonta al antiguo Egipto 
(alrededor del 300 a. C.), el cáncer debe haber existido desde el origen de los seres 
humanos [27]. 

  Cuándo Hipócrates acuñó el término cáncer, lo hizo en referencia a los vasos 
sanguíneos presentes en tumores que se asemejan a las garras de un cangrejo; postulaba 
que era mejor no actuar frente a la enfermedad. Más adelante, los estudios de Galeno 
alertaron sobre la necesidad de detectar y tratar el cáncer. Esta premisa establece la 
necesidad de investigación con el fin de encontrar un método de diagnóstico adecuado 
y un tratamiento. Sin embargo, no ha sido hasta los últimos 100 años cuando fueron 
apareciendo técnicas de diagnóstico. 



  En 1895, Ilhelm Conrad Roentgen descubre los rayos X, constituyéndose la primera 
técnica de diagnóstico por imagen. En el año siguiente, 1896, Franz König utiliza los 
rayos X para obtener la imagen de una pierna amputada, en la que se observa un sarcoma 
en la tibia. 

  Gracias a esta imagen, los rayos X comienzan a emplearse en el diagnóstico del cáncer, 
hasta que en 1972 esta técnica fue sustituida por el invento de Godfrey Hounsfield: la 
Tomografía Computarizada [28]. Ambas técnicas se basan en la distinta absorción de 
la radiación emitida por los rayos X en función de su densidad. La ventaja que ofrece la 
tomografía es el procesamiento de las señales producidas por un haz estrecho de rayos 
X, componiendo imágenes transversales del organismo. Estas imágenes que 
denominamos cortes dan una información más detallada que una imagen de rayos X por 
sí sola. El apilamiento de estos cortes ofrece una estructura en 3D, sobre la cual 
podremos estudiar e identificar estructuras básicas del tumor [29]. 

  En 1942, Karl y Friederich Dussik descubrieron los ultrasonidos como aplicación para 
el diagnóstico médico [30]. La técnica se basa en la aplicación de ondas de sonido de 
gran frecuencia generadas por un transductor que se encuentra en contacto con el 
organismo. Las ondas se reflejan al interactuar con los distintos órganos y tejidos, para 
luego recogerse y procesarse, y así obtener una imagen [31]. 

  En 1973, Paul Lauterbur and Peter Mansfield desarrollan la técnica de resonancia 
magnética. Se basa en la obtención de una imagen a partir de las distintas señales de 
excitación que producen los protones al ser irradiados por radiofrecuencias en presencia 
de un campo magnético intenso [32].  

  Las técnicas de diagnóstico por imagen hasta la fecha proporcionaban únicamente  
información anatómica. Se hicieron intentos para perfeccionar alguna de las técnicas, 
como fue el caso de incluir agentes de contraste en las resonancias magnéticas, 
obteniéndose imágenes de mayor resolución. La aplicación de la Biología molecular en 
el campo del diagnóstico abrió un nuevo camino: obtener una imagen molecular. 

 

2.3.2 Técnicas de diagnóstico de imagen molecular por 
fluorescencia  

  El diagnóstico de imagen molecular es una disciplina que está comenzando a utilizarse 
cada vez más en biomedicina. Consiste en un grupo de técnicas que representan de 
manera visual datos de caracterización y cuantificación de procesos biológicos, los 
cuales ocurren en un organismo vivo a nivel celular y sub-celular [33]. La obtención de 
estas imágenes es esencial durante el diagnóstico del cáncer, tanto como en la 
predicción del tumor como durante la etapa de tratamiento [34].  

 

 



  La tomografía computarizada de emisión monofotónica se basa en la obtención de 
una imagen por radioisótopos que emiten radiación gamma. Estos radioisótopos, una 
vez en el organismo, participan en procesos biológicos como cualquier elemento. 
Cuando se analicen los datos de radiación, adquiriremos una imagen tridimensional con 
información de procesos biológicos en los que han participado los radioisótopos [35]. 

  La tomografía por emisión de positrones proporciona una imagen cuantitativa in 
vivo de las formas radiactivas de átomos que se encuentran de forma natural en los 
organismos vivos (Carbono-11, Nitrógeno-13, Oxígeno-15, Flúor-18, Galio-68 o 
Rubidio-81). Dado que estos positrones se comportan de la misma manera que los 
átomos del organismo, nos permite obtener una imagen cuantitativa de la bio-
distribución de las moléculas y los cambios en el tiempo mediante la obtención de 
imágenes secuenciales [34, 36].  

  Gracias a estas técnicas se pudieron estudiar procesos biológicos. Un ejemplo es el uso 
de la 2-18F-fluorodesoxiglucosa (18F FDG) como sustituto en el metabolismo de la 
glucosa para el diagnóstico del cáncer de pulmón (Figura 2.4). 

 

 

 

Figura 2.4 Sustitución de la glucosa por 18F FDG. Una hora más tarde 
el paciente presenta una acumulación en el mediastino y en las 
regiones hiliares, indicando la presencia del cáncer [37]. 

 

 



La fluorescencia como método de diagnóstico 

  La idea de utilizar moléculas fluorescentes para evaluar procesos biológicos supone 
una disminución de los costes y una mayor facilidad de diagnóstico. La fluorescencia es 
un proceso de emisión en el cual las moléculas son excitadas por la absorción de 
radiación electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado fundamental, 
liberando su exceso de energía en forma de fotones [38].  

  El ejemplo más común y utilizado de uso de moléculas fluorescentes es la proteína 
verde fluorescente (GFP). Es una proteína de 27 kDa procedente de la medusa Aequorea 
victoria, que al excitarse con luz ultravioleta emite fluorescencia verde a 510 nm, en la 
región del visible. Su importancia radica en que la GFP puede ser expresada fácilmente 
por cualquier tipo celular, llegando incluso a líneas celulares que la expresan 
continuamente [39]. La posibilidad de fusionar la GFP a otras proteínas le da la utilidad 
para monitorizar procesos dinámicos en las células, abriendo así un nuevo método de 
seguimiento de procesos biológicos por fluorescencia [40].  

  Para la determinación de la fluorescencia en un organismo vivo (Figura 2.5) 
necesitamos una fuente de energía capaz de excitar el fluoróforo a la longitud de onda 
de adecuada, filtros de emisión y excitación, y una cámara con receptores fotosensibles 
que nos dé una imagen tanto del espectro visible como fluorescente del organismo a 
estudiar [41]. 

 

Figura 2.5 Representación esquemática de la instrumentación 
requerida para la detección de fluorescencia en un organismo vivo. 
Observamos cómo la fuente de luz incide sobre el animal, excitando el 
fluoróforo. La fluorescencia y una imagen del espectro visible se 
recogen a través de la cámara [41], adaptación realizada en Biorender. 

 

 



Técnicas de fluorescencia 

  Las técnicas más utilizadas en la actualidad son la tomografía molecular de 
fluorescencia y la imagen multimodal. 

  La tomografía molecular de fluorescencia es un método de diagnóstico que emplea 
proteínas marcadas con fluoróforos. Si introducimos proteínas marcadas en un 
organismo se distribuirán desempeñando su función biológica. Al exponerlas a una luz 
pulsada, esta luz es capturada por las proteínas marcadas produciendo una emisión a 
una longitud de onda conocida que se recoge mediante un detector. El resultado de la 
combinación de modelos matemáticos con los datos de emisión obtenidos a partir de 
múltiples proyecciones detectadas por los distintos receptores, proporciona una 
imagen. Esta técnica se puede utilizar para identificar fases tempranas de una gran 
variedad de cánceres [41-43]. 

  La imagen multimodal consiste en la producción simultánea de imágenes al utilizar 
distintas técnicas de diagnóstico de imagen. Se pueden combinar técnicas de detección 
de fluorescencia con tomografía por emisión de positrones o tomografía computarizada. 
El fin de esta técnica es obtener más información en menos tiempo. Su aplicación en el 
cáncer radica en la capacidad de examinar simultáneamente más de una molécula en 
tiempo real [44, 45].  

  El empleo de la GFP en cáncer supondría una alternativa atractiva en el diagnóstico 
por imagen. Sin embargo, debido a que emite en el visible y su espectro se solapa in vivo 
[33] con el espectro de la hemoglobina, presente en la sangre, que absorbe desde el 
visible hasta la región del infrarrojo cercano. 

 

2.3.3 Moléculas Near infrared (NIR) 

  Son un tipo de moléculas que se caracterizan por emitir fluorescencia en el infrarrojo 
cercano. Este espectro abarca longitudes de onda de excitación y emisión que se 
encuentran comprendidas entre 600 nm y 1000 nm [46-49]. Este tipo de radiación de 
baja frecuencia no presenta el daño ionizante que suele ser característico de otras 
técnicas de diagnóstico de imagen, como es el caso de las técnicas que emplean rayos X 
o radiación gamma[50]. 

  Al encontrarse circulando en el torrente sanguíneo es capaz de detectar hasta un 
pequeño cambio en la vascularización. Los cromóforos tisulares principales 
(hemoglobina, mioglobina y melanina) tienen su absorción en el rango visible y UV pero 
no en el infrarrojo cercano, lo que nos permite detectar esas pequeñas variaciones [51]. 
Varios estudios han demostrado que los compuestos NIR tienen una alta sensibilidad en 
tejido mamario [52, 53].  

 

 



  Cabe destacar que aunque la autofluorescencia es baja en la región del espectro de NIR, 
es posible visualizar determinadas estructuras sin el uso de un agente de contraste. Es 
el caso en el cáncer de colon, donde la autofluorescencia de NIR es menor que en el 
tejido normal [54]. 

 

Sondas NIR 

  El desarrollo de sondas NIR es una modalidad de diagnóstico reciente. Las imágenes de 
diagnóstico deben ofrecer una resolución óptima, por lo que sería necesario  modificar 
las sondas NIR para obtener propiedades químicas y fotofísicas que nos permitan 
realizar el diagnóstico. Para conseguir una buena imagen, las sondas deben tener 
grandes desplazamientos entre el espectro de absorción y el de emisión para evitar 
solapamientos, alto coeficiente de absorción molar, un rendimiento cuántico suficiente 
y buena solubilidad para evitar agregados en soluciones acuosas. Se dividen atendiendo 
a su composición básica en sondas basadas en moléculas orgánicas, o en sondas basadas 
en moléculas inorgánicas o nanopartículas [47, 55].  

• Sondas orgánicas: Se basan en fluoróforos de moléculas pequeñas, que 
incluyen polimetina cianinas, ftalocianinas y squaraines. Se conocen métodos 
para la síntesis de estos colorantes y sus propiedades espectrales son ajustables. 
También se puede modificar las estructuras y propiedades de estas sondas para 
adecuarse a diversas necesidades biológicas, incluida la selección específica de 
biomoléculas de interés y el desarrollo de procesos moleculares a través de la 
activación de fluorescencia. Los más utilizados para realizar sondas son la 
familia de moléculas derivadas de cianina. Las modificaciones de estas sondas 
ha consistido en mejorar sus propiedades fotofísicas  para aumentar el 
rendimiento cuántico y la vida media, además de aumentar la especificidad para 
dirigirlos hacia determinadas dianas. Un ejemplo es la indocianina verde (ICG), 
que está formada por dos grupos de anillos aromáticos que contienen nitrógeno 
unidos por una cadena. Se utilizan para obtener imágenes tanto de tejidos 
superficiales como de órganos más profundos [47, 56]. Actualmente, este tipo de 
sondas es de las pocas aprobadas por la FDA para uso clínico, la mayoría tienen 
aplicación únicamente en el campo de investigación. Se utiliza la indocianina 
para estudiar la función cardiaca, hepática y para angiografías retinianas. 
 

• Sondas inorgánicas o nanopartículas: Las más usadas son los quantum dots 
[57, 58]. Comenzaron a utilizarse  para obtener imágenes in vitro e in vivo; no 
obstante su aplicación para procesos biológicos se ha ralentizado, debido a 
problemas de citotoxicidad [59], difícil escalado y preparación costosa [60], o por 
no ser fácilmente reproducibles [61]. 
 

 



2.4 Tratamientos contra el cáncer 

  La investigación en el cáncer ha permitido proponer tratamientos para cánceres con 
determinadas características. Anualmente se destina una gran cantidad de fondos para 
la búsqueda de nuevos tratamientos, y para la mejora de las estrategias actuales, que se 
traduzcan en una mejora de la calidad del paciente y un abaratamiento de los costes. 

 

2.4.1 Tratamientos actuales contra el cáncer de mama 

  El cáncer de mama se desarrolla a partir de tejido mamario. El seno está formado por 
lóbulos y conductos, cada lóbulo se compone de secciones más pequeñas capaces de 
generar leche, que se encuentran conectadas por los conductos a través de los cuales 
circula la leche. El tipo más común de cáncer de mama es el carcinoma ductal, que 
comienza en las células de los conductos. El cáncer que se inicia en los lóbulos se llama 
carcinoma lobular, y afecta con más frecuencia ambos senos que otros tipos de cáncer 
de seno. Por último, el cáncer de mama inflamatorio es un tipo de cáncer de mama poco 
común [62]. 

  Entre las mujeres, solo el cáncer de mama representa el 11% de todos los casos y el 15% 
de todas las muertes por cáncer, con una estimación de 2,2 millones de casos y 685.000 
muertes, respectivamente, en 2020 [1, 62, 63].  Entre un 5-10% de los cánceres de mama 
tienen un carácter hereditario. Así, la mutación en los genes BRCA1 o BRCA2, es un 
factor de riesgo importante de padecerlo [64, 65]. 

  Podemos distinguir entre tres tipos de cáncer de mama, y dependiendo de sus 
características tratarlo de una manera personalizada [66]. Los clasificamos a través de 
su perfil molecular en receptor hormonal positivo (ER+, PR+), receptor HER2/neu 
positivo (HER2+), y triple negativo (ER-, PR-  y HER2-). 

  Atendiendo a la malignidad y el riesgo que supone un cáncer de mama, los tratamientos 
[67] para combatir esta enfermedad que más se usan serían: 

 

Cirugía 

  El tratamiento más utilizado consiste en extirpar el tumor. Cuando se elimina el tumor 
del seno se procede a la extirpación del ganglio linfático centinela. Denominamos 
ganglio centinela al ganglio linfático más cercano al sitio del tumor. La biopsia de 
ganglio centinela es una técnica que ayuda a determinar si el cáncer se ha diseminado 
(metástasis) o está limitado localmente. 

 

 

 



  Una vez extraído, es necesario realizar una citología del ganglio centinela, y en caso de 
no ser positiva finalizaría la cirugía. Si por el contrario aparecen células cancerosas se 
deberá proceder a extirpar el siguiente ganglio y realizar una nueva citología. A este 
proceso se le conoce como disección de ganglios linfáticos [62, 68]. Dependiendo del 
tipo de cirugía distinguimos: 

- Cirugía de conservación o lumpectomía: Consiste en extirpar  el cáncer junto 
a los tejidos colindantes, pero no la mama al completo.  

- Mastectomía total: Extirpación total del seno más los ganglios colindantes. 
- Mastectomía radical modificada: Extirpación total del seno, de los ganglios 

linfáticos colindantes, el revestimiento de los músculos torácicos, incluso parte 
del tejido muscular. 

 

Radioterapia 

  La radioterapia consiste en utilizar rayos X de alta energía u otro tipo de radiación con 
el fin de matar las células cancerosas. Dependiendo de la fuente se distingue  entre 
radiación externa e interna; siendo la radiación externa producida por una máquina 
externa al paciente, mientras que la interna proviene de moléculas radiactivas selladas 
en agujas o catéteres que se colocan cerca del tumor. Su aplicación depende del síntoma 
a tratar: se utiliza radiación externa para matar células cancerosas, pero usaremos la 
radiación interna para tratar dolores óseos provocados por la diseminación de un cáncer 
[62, 69]. 

  La radioterapia puede utilizarse conjuntamente con la cirugía. Se usa a veces 
previamente para disminuir el tamaño del tumor e intervenir al paciente con un riesgo 
menor. También puede ser utilizada después para disminuir las probabilidades de 
recidivas. 

 

Quimioterapia 

  La quimioterapia consiste en el tratamiento del cáncer mediante el uso de moléculas 
que sean capaces de disminuir o evitar el crecimiento de las células cancerosas; este tipo 
de fármacos se denominan antineoplásicos o quimioterápicos. Actúan sobre las células 
en crecimiento rápido por lo que sus efectos secundarios son un reflejo de su 
inespecificidad. La estrategia de su uso abarca tanto una respuesta curativa en la que se 
busca la eliminación del tumor; como paliativa, cuyo interés consiste en mejorar la 
calidad de vida del enfermo y prolongar su supervivencia [62, 70].  

  Los medicamentos más utilizados en quimioterapia son: 

 

 

 



Taxanos: Docetaxel y Paclitaxel 

  Los taxanos son un grupo de fármacos muy utilizados en la quimioterapia contra el 
cáncer de mama [71, 72]. A principios de la década de los 90, el paclitaxel se identificó 
como un agente con actividad significativa contra el cáncer de mama metastático, con 
tasas de respuesta objetivas superiores al 50%. Los taxanos son alcaloides vegetales que 
provienen de la corteza de tejo del Pacífico (Taxus) y se conocen como agentes 
antimicrotubulares. Su función es la desestabilización de estructuras microtubulares 
dentro de la célula, impidiendo así la replicación celular y provocando la muerte de la 
misma. Docetaxel y paclitaxel producen una alteración de la red tubular al inhibir la 
polimerización de la tubulina [73, 74]. 

 

Antraciclinas: Doxorubicina 

  Las antraciclinas son antibióticos que tienen actividad antitumoral. Son agentes 
citostáticos obtenidos a partir de cultivos de cepas de Streptomyces. La estructura plana 
de la molécula le permite actuar como agente intercalante en el DNA, lo que altera su 
síntesis. Además actúan como inhibidores de la topoisomerasa II, produciendo roturas 
en la cadena de DNA durante la replicación. Se cree que parte de la toxicidad de las 
antraciclinas se debe a que son responsables de la formación de radicales libres. 
Incluimos en este grupo a la daunorubicina, doxorubicina, idarubicina y epirubicina. El 
principal inconveniente en el uso de antraciclinas es el desarrollo de miocardiopatías. 
Las antraciclinas producen una toxicidad mitocondrial en las células cardiacas, 
limitando la dosis de uso [75, 76]. 

 

 

Figura 2.6 Estructura 3D de la doxorubicina [77] 

 

 



  La doxorubicina (Figura 2.6) se diferencia de la daunorubicina en un grupo hidroxilo. 
Se elimina rápidamente de la circulación y se concentra en los tejidos. Las formas 
encapsuladas liposomales de doxorubicina y daunorubicina permiten un mayor tiempo 
de circulación sanguínea y la posibilidad de una mayor actividad antitumoral y una 
disminución de la miocardiopatía [73, 78].  

 

Pirimidinas fluoradas: 5-fluorouracilo 

  La pirimidina fluorada, 5-fluorouracilo, se metaboliza en el interior de la célula a 5-
fluoro-2’-desoxiuridina monofosfato o FDMUMP. Este metabolito tiene la capacidad de 
inhibir la timidilato sintetasa, implicada en la metilación del ácido desoxiuridílico lo que 
se traduce en una inhibición de la síntesis de DNA, desencadenando la muerte celular. 
Otro metabolito es la 5-fluoroxiuridina monofosfato o 5-FUMP que se incorpora al RNA 
evitando que realice sus funciones de manera fisiológica. 

  El 5-fluorouracilo se administra por vía intravenosa durante semanas, debido a que 
posee una vida media corta. Actúa en la fase S del ciclo celular mediante los mecanismos 
descritos en el párrafo anterior. [73, 78]. 

 

Terapia Hormonal: tamoxifeno 

  La utilización de hormonas para detener el crecimiento de las células cancerosas se 
considera una técnica coadyuvante en el tratamiento. Fisiológicamente, las hormonas 
son producidas en diversas glándulas del organismo con el fin de interactuar con algún 
tipo de receptor específico y obtener una respuesta. La administración de hormonas 
combinada con fármacos o alguna de las dos técnicas citadas previamente aumenta la 
probabilidad de éxito [62].  

  El tamoxifeno se considera un medicamento revolucionario que ha salvado vidas en 
oncología [79]. Su función consiste en bloquear los receptores de estrógenos, actuando 
como coadyuvante disminuyendo la supervivencia de las células positivas para el 
receptor de estrógenos (ER+). Actualmente, se utiliza en el tratamiento del cáncer de 
mama ER+, desde su diagnóstico hasta una prevención prolongada en el tiempo. Se ha 
demostrado su utilidad como coadyuvante en tratamientos como la radioterapia [80] o 
quimioterapia [81].  

  Aun así este fármaco se ha asociado con un aumento del riesgo de padecer cáncer, 
además de efectos secundarios notables debido a que no tiene especificidad por células 
cancerosas. Es necesario por tanto mejorar la especificidad del tratamiento. 

  La terapia con hormona luteinizante (LHRH) está indicada en pacientes de cáncer de 
mama con receptores ER+. El LHRH disminuye la cantidad de estrógenos y progesterona 
del organismo limitando el crecimiento de las células. 



  Los inhibidores de la aromatasa se emplean en mujeres postmenopáusicas con 
cáncer de mama ER+. Estos actúan a nivel de la enzima aromatasa evitando que cumpla 
su función de transformar los andrógenos en estrógenos. 

  Estos dos últimos tratamientos, a pesar de tener menos efectos secundarios, no tienen 
la tasa de éxito del tamoxifeno, pero se pueden utilizar como coadyuvantes tras terapias 
prolongadas con tamoxifeno como sustitutivos [62]. 

 

Inmunoterapia: Los anticuerpos monoclonales y el trastuzumab 

  Los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas modificadas, diseñadas 
específicamente para unirse a dianas concretas, con el objetivo de interrumpir un 
proceso patológico definido, estimular una acción celular o desviar un mecanismo 
celular hacia una vía de interés. Los anticuerpos monoclonales reconocen 
específicamente determinados antígenos de superficie celular bloqueando la unión 
entre un ligando y su receptor correspondiente e inhibiendo de manera  vías de 
transducción de señales. Los anticuerpos monoclonales al ser específicos, presentan una 
toxicidad limitada. Una baja toxicidad conlleva una mayor aceptación por parte del 
paciente, y una mejora de la calidad de vida. 

  Los tratamientos de inmunoterapia con anticuerpos monoclonales normalmente se 
combinan con otros agentes terapéuticos. En el cáncer se produce una desregulación de 
varias vías de señalización y los anticuerpos al ser tan específicos no suelen tener efecto 
sobre varias vías. La inhibición en la señalización es por un tiempo limitado, ya que la 
mayoría de las células son capaces de compensar este bloqueo cambiando a una ruta de 
señalización distinta y conseguir el mismo efecto. La combinación de varios agentes 
terapéuticos produce un efecto sinérgico frente a la supervivencia de las células 
tumorales. 

  Para un uso efectivo de los anticuerpos monoclonales es fundamental la 
administración conjunta con otro anticuerpo u otro tipo de terapia sin que se produzca 
un aumento en los efectos secundarios [73, 78, 82].  



 

Figura 2.7 Rutas de transducción de señales en las células tumorales 
que favorecen su supervivencia y crecimiento inhibiendo mecanismos 
como la apoptosis. El anticuerpo monoclonal trastuzumab inhibe la 
activación y la señalización aguas abajo de estos receptores uniéndose 
a sus dominios extracelulares y neutralizando la unión entre el ligando 
y el receptor y por tanto su activación [83]. 

  El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal que actúa sobre el receptor 2 del factor 
de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Figura 2.7). La sobre-expresión de este 
receptor en el cáncer de mama aparece en un tercio de los casos, y se relaciona con el 
aumento de la agresividad del tumor. 

  El trastuzumab previene la homodimerización y la heterodimerización del receptor, 
aumentando su degradación intracelular e inhibiendo la proliferación de células que 
sobre-expresan el receptor. Es uno de los pocos anticuerpos aprobados por la FDA tras 
demostrar actividad en combinación con paclitaxel en pacientes con cáncer de mama 
metastásico. Además, gracias a su versatilidad puede utilizarse como terapia 
coadyuvante de diversos tratamientos que vayan adaptándose a la evolución de la 
enfermedad [84-86]. 

 

 



Anticuerpos de cadena sencilla (ScFv) 

  Los anticuerpos son un sistema de defensa modular que identifica y neutraliza posibles 
amenazas para el organismo como bacterias y virus. Para interactuar con la mayor 
cantidad de antígenos necesitan un gran número de moléculas diferentes, esta 
diversidad se crea por recombinación somática. Al ser una parte fundamental del 
sistema inmune, la biomedicina investiga su posible perfeccionamiento mediante la 
manipulación genética. Desde entonces, los anticuerpos monoclonales se han visto 
beneficiados, gracias a que pueden producirse en cantidades ilimitadas para unirse 
prácticamente a cualquier antígeno y se estandarizan fácilmente [87].  

  Los anticuerpos monoclonales presentan una serie de desventajas en la práctica. 
Principalmente su origen es murino, por lo que generan una respuesta inmune al ser 
inyectados en humanos. Su síntesis es conjuntamente laboriosa y costosa, y su gran 
tamaño dificulta el acceso a determinadas células para su uso terapéutico. Para superar 
estos problemas, Skerra y Plückthun propusieron el uso de una fracción del anticuerpo 
llamaba Fv [88, 89].  

  Los anticuerpos monoclonales se componen de dos cadenas pesadas y dos ligeras. 
Ambas cadenas contribuyen a dos sitios de unión a antígeno idénticos. Un anticuerpo 
convencional está compuesto por dos dominios variables asociados no covalentemente, 
designado VH y VL [90]. Un anticuerpo de cadena sencilla o ScFv es la fusión de las 
regiones variables de las cadenas pesada y ligera de las inmunoglobulinas, unidas 
mediante un péptido conector. Pueden ser fácilmente expresados en bacterias (Figura 
2.8) [91-93]. 

 

Figura 2.8 Modelo de anticuerpo y anticuerpo ScFv. Se muestra el 
anticuerpo formado por dos cadenas pesadas VH y dos ligeras VL. El 
anticuerpo de cadena sencilla (ScFv) está formado únicamente por  
una VH  y de una VL unidas por un péptido conector [91]. 



  Los anticuerpos ScFv se han obtenido  principalmente a partir de hibridomas formados 
por células de bazo de ratones inmunizados y linfocitos B de humanos. Para ello, se aisla 
RNAm del hibridoma, seguido de transcripción inversa en cDNA, para para que sirva 
como molde para la amplificación de genes de anticuerpos (PCR). Con este método, se 
podrían crear grandes bibliotecas con una amplia gama de genes de anticuerpos VH y VL 
[94]. 

  Los anticuerpos ScFv se han usado en cáncer, y su especificidad y afinidad también los 
hace atractivos para radioinmunoimagen y radioinmunoterapia  [95-97]. 

  El tamaño reducido de los ScFv ofrece ventajas frente a un anticuerpo convencional. 
Los fragmentos más pequeños presentan menos impedimentos estéricos para 
interaccionar con los receptores que reconocen específicamente en las células en 
comparación con otros anticuerpos de mayor tamaño. Todas estas propiedades son 
importantes en la terapia contra el cáncer, no obstante estos fragmentos tienen un 
aclaramiento bastante rápido de la sangre; lo que se traduce como una baja exposición 
en tejido sano (ventaja) y una eliminación rápida a nivel renal (inconveniente).  

  Otra aplicación de ScFv es como reactivos de diagnóstico. En general un anticuerpo 
monoclonal puede unirse a una variedad de antígenos. La detección de ScFv se puede 
hacer usando un anticuerpo secundario que reconoce una porción específica de este [90, 
98]. 

  La detección de células cancerosas residuales en el tejido mamario puede tener 
importantes implicaciones terapéuticas y de pronóstico. En el campo de la 
inmunoterapia los anticuerpos ScFv son capaces de interactuar con las células 
cancerosas, dando resultados prometedores in vitro [91, 97, 99]. 

 

Terapia génica en el cáncer 

  El estudio de las bases moleculares ha revelado los mecanismos de muchas 
enfermedades hereditarias o adquiridas, lo que ha permitido conocer las alteraciones 
que se producen en determinados genes La investigación en esta área ha conducido a 
intentar tratar estas enfermedades mediante terapia génica.  

  Inicialmente, los científicos desarrollaron la terapia génica para la administración de 
material genético con el fin de tratar enfermedades monogénicas. Con el tiempo este 
campo fue avanzando y pronto se adaptó para su empleo en la lucha contra el cáncer. 
Aproximadamente dos tercios de los ensayos clínicos en terapia génica se han dirigido 
al tratamiento de varios tipos de cánceres [100]. Recientemente se ha demostrado que 
las terapias genéticas celulares pueden considerarse como una plataforma nueva y 
prometedora para la terapia contra el cáncer [101, 102]. 

 

 



  Una forma de terapia génica consiste en el silenciamiento de genes, que se puede 
conseguir mediante el uso de RNA de interferencia (RNAi) [103, 104]. Esta terapia 
consiste en el empleo de una molécula pequeña de RNA de doble cadena para silenciar 
la expresión de un gen específico, impidiendo su traducción. El silenciamiento de genes 
mediante RNAi ha proporcionado a los investigadores una alternativa rápida y 
económica y, en algunas líneas celulares, su eficiencia de transfección es superior a la 
obtenida utilizando plásmidos [105]. Esta técnica, sin embargo, no es muy específica, 
variando los resultados entre experimentos y laboratorios.  

  Una nueva estrategia en terapia génica es la edición del genoma. Se basa en el empleo 
de nucleasas con dominios de unión a DNA específicos fusionados a dominios de corte 
no específicos, como las proteínas denominadas dedos de zinc y las enzimas TALENs 
(Transcription activator-like effector nuclease). 

  La versatilidad de los dedos de zinc (ZNF) y TALENs surge de la capacidad de 
personalizar el dominio de unión al DNA para reconocer prácticamente cualquier 
secuencia. Estos módulos de unión a DNA pueden combinarse con numerosos dominios 
efectores para alterar la estructura y función de los genes. Por lo tanto, la capacidad de 
ejecutar con éxito las alteraciones genéticas depende en gran medida de la especificidad 
de unión al DNA y la afinidad de las proteínas diseñadas [106, 107]. 

  El sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) asociado 
a una nucleasa denominada Cas9 ha surgido como una nueva alternativa en la terapia 
génica. Posee una mayor eficiencia y facilidad de manipulación en comparación a ZNF 
y las enzimas TALENs. CRISPR/Cas9 es una herramienta molecular capaz de corregir y 
editar una secuencia determinada del genoma de una célula de manera precisa [108, 
109]. 

  Cas9 es una nucleasa guiada por RNA mediante el emparejamiento de bases de Watson-
Crick. Representa un sistema fácil de diseñar, altamente específico, eficiente y adecuado 
para edición de genes. El sistema CRISPR presenta un alto rendimiento y una elevada 
diversidad en células y organismos [110, 111], ya que puede ser redirigido para escindir 
virtualmente cualquier secuencia de DNA. Las endonucleasas Cas9 también se han 
convertido en nickasas, lo que permite un nivel adicional de control sobre el mecanismo 
de reparación del DNA. 

 

 

 

 

 



2.5 Técnicas de transfección 

  Los tratamientos mediante terapia génica necesitan el empleo de un vector que sea 
capaz de protegerlos y transportarlos hasta el interior de la célula. La terapia génica 
tiene potencial para combatir diversas enfermedades con éxito, sin embargo su uso se 
ha visto limitado debido a la falta de sistemas de transporte seguros y eficientes [112].  

  La transfección es un procedimiento que introduce ácidos nucleicos (DNA o RNA) en 
el interior celular para producir células modificadas genéticamente [113]. Los vectores 
de transferencia génica generalmente se clasifican en dos tipos: virales y no virales.  

  Los vectores virales emplean un virus como agente de transfección. La transfección 
mediada por virus es muy eficiente. Es sencillo lograr una expresión  mantenida in vivo, 
debido a la naturaleza de algunos virus para integrarse en el genoma del huésped aunque 
otros vectores víricos como los adenovirales sólo producen una expresión génica 
transitoria [114]. Los vectores más comunes utilizados en ensayos clínicos incluyen 
retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adenoasociados (AAV), virus herpes simplex o 
poxvirus. 

  Los principales inconvenientes de los vectores virales son la inmunogenicidad y la 
citotoxicidad, la introducción de un vector viral puede causar una reacción inflamatoria. 
Los vectores virales se integran aleatoriamente en la célula huésped, pudiendo alterar 
genes supresores de tumores, activar oncogenes o interrumpir genes esenciales. Otra 
desventaja de los vectores virales es el tamaño del DNA que pueden transportar [113]. 

  Los vectores no virales o plasmídicos son episomales, lo que significa que no se 
integran en el genoma del huésped, y se pueden perder en la división celular. Todas las 
transfecciones no virales comparten un mismo procedimiento: los productos químicos 
cargados positivamente forman complejos con ácidos nucleicos cargados 
negativamente. Estos complejos cargados positivamente son atraídos por la membrana 
celular. Se desconoce el mecanismo exacto de cómo atraviesan la membrana celular, 
pero se acepta que la endocitosis y la fagocitosis están involucradas en el proceso. El 
DNA debe entrar en el núcleo para ser expresado [115]. 

  La eficiencia de transfección de los vectores no virales depende en gran medida de 
factores como la relación ácido nucleico/reactivo, el pH de la solución y las condiciones 
de la membrana celular. El proceso da como resultado una baja eficiencia de 
transfección, especialmente in vivo. Sin embargo, estos métodos tienen una 
citotoxicidad relativamente baja, sin mutagénesis y sin limitación de tamaño para  el 
ácido nucleico. Además, los vectores plasmídicos son simples de usar, fáciles de producir 
a gran escala y generan una respuesta inmune menos severa que la mediada por virus 
[100]. 

 

 



2.5.1 Polietilenimina o PEI 

  La polietilenimina (PEI) es uno de los polímeros más estudiados y empleados como 
reactivo de transfección en células eucariotas. PEI es polímero catiónico que puede 
tener una estructura lineal o ramificada. La fuerte carga positiva que posee PEI permite 
la unión a moléculas con carga negativa, como el DNA, y a membranas plasmáticas in 
vivo. Además, el esqueleto de PEI contiene numerosas aminas primarias y secundarias, 
que ofrecen numerosas posibilidades de modificaciones estructurales y de 
funcionalización [116, 117]. 

  A pH fisiológico, las moléculas de PEI se encuentran cargadas positivamente. La 
protonación de los grupos amino favorece la unión y condensación de ácidos nucleicos 
en su interior. El núcleo del polímero se encuentra compacto y con las cargas 
neutralizadas. Los ácidos nucleicos se encuentran protegidos del ataque de nucleasas, 
manteniendo la estabilidad e integridad del DNA durante su transporte hasta la llegada 
al núcleo de la célula [118, 119]. 

  El complejo PEI-DNA retiene una carga positiva neta que promueve interacciones con 
las cargas negativas que se encuentran en la superficie celular. Estas interacciones 
provocan que las células endociten el complejo, ocurriendo así la transfección. Una vez 
en el interior, la capacidad del PEI para actuar como esponja de protones, atrayendo 
protones en el medio ácido del endosoma, permite que el complejo PEI-DNA escape de 
la degradación por las enzimas lisosomales. Además, la entrada de agua en el interior 
del endosoma, provoca la ruptura de su membrana [118]. 

  El potencial de PEI como vector de transfección se describió por primera vez en 1995. 
Se utilizan polietileniminas de pesos moleculares entre 800 Da y 25 kDa [120]. Las 
polietileniminas ramificadas de alto peso molecular (más de 25 kDa) son agentes de 
transfección bastante eficientes. Las polietileniminas de bajo peso molecular son unos 
reactivos de transfección menos eficientes que el de 25 kDa, pero son mucho menos 
citotóxicos y permiten igualmente su funcionalización para mejorar la eficiencia de 
transfección o su especificidad [121-123]. 

 

2.6 Nanotecnología 

  El principal inconveniente de las estrategias actuales en la terapia contra el cáncer es 
la dificultad de administrar un fármaco específicamente. Actualmente, salvo en la 
inmunoterapia, el medicamento afecta a células sanas y cancerosas por igual. La 
mayoría de los fármacos que se usan en tratamientos anticancerosos presentan una baja 
solubilidad y un alto metabolismo e hidrofobicidad. Estas dos características conjuntas 
provocan una baja biodisponibilidad y toxicidad sistémica en el paciente, lo que dificulta 
la calidad del tratamiento. Como alternativa a este problema, la nanomedicina 
programa el transporte específico del fármaco, dirigiéndolo hacia una diana específica 
y minimizando los efectos secundarios del tratamiento [57, 124]. 



  La nanomedicina propone como solución el empleo de nanomateriales. Su pequeño 
tamaño les brinda múltiples posibilidades en investigación médica. Las nanopartículas 
son estructuras supramoleculares sólidas ultradispersas, que generalmente (aunque no 
necesariamente) usan polímeros como soporte estructural y que presentan un tamaño 
submicrométrico, preferiblemente menor de 500 nm [125]. Las nanopartículas se 
diseñan utilizando diferentes materiales para ser similares a las proteínas, virus y otras 
estructuras macromoleculares en la composición biológica, y así simular sus 
propiedades y funciones [126-128]. 

 

2.6.1 Características de las nanopartículas 

Tamaño de la partícula y superficie 

  La forma y el tamaño de las nanopartículas afectan a la distribución, toxicidad y a su 
especificidad. Si su tamaño lo permite, son capaces de cruzar la barrera 
hematoencefálica proporcionando una biodisponibilidad a fármacos que antes no eran 
capaces de cruzarla [129]. A medida que reducimos el tamaño de una partícula 
aumentamos la relación superficie/volumen. Esto se traduce en que una mayor cantidad 
de medicamento estaría próximo a la superficie de la partícula, conduciendo a una 
liberación más rápida y, por tanto, más eficiente. El tamaño de estas partículas no debe 
superar los 200 nm, ya que se ha demostrado que su biodisponibilidad es menor [130]. 

  La manipulación de las características superficiales empleando nanopartículas  
repercute en las propiedades del fármaco. Cuanto más hidrófoba es una partícula, mayor 
es la probabilidad de que se elimine en un corto período, lo que puede evitarse 
recubriéndolas con polímeros que disminuyan su hidrofobicidad [131].  

  La nanotecnología no es solo la miniaturización, es la preparación de nanomateriales 
con propiedades físicas y químicas, que difieran drásticamente de los materiales a granel 
por encontrarse a una escala nanométrica. Un ejemplo de esta propiedad es la 
administración intravenosa de suspensiones farmacéuticas; en la década de los 70 era 
impensable administrar suspensiones por vía intravenosa debido al riesgo de producir 
una embolia. En la actualidad, disponemos de suspensiones farmacéuticas de 
nanopartículas, que aumentan la biodisponibilidad del fármaco al mejorar la 
selectividad y el índice terapéutico (menor toxicidad y mayor actividad) [132].  

 

 

 

 

 

 



Carga y liberación del fármaco 

  El tamaño y la superficie de las nanopartículas se modifican para optimizar su 
biodisponibilidad. Controlando estos parámetros debemos ser capaces de transportar el 
fármaco a zonas del organismo donde no era posible alcanzar, de mejorar el 
aclaramiento y de aumentar la estabilidad. No obstante, si no es posible controlar su 
liberación, todos estos avances no tendrán ningún impacto sobre el resultado final. Para 
liberar el fármaco en la zona idónea se tienen en cuenta muchos factores, como son el 
pH, la temperatura, la solubilidad del fármaco y otras propiedades fisicoquímicas [131]. 

  La modificación de las características o la selección adecuada de las mismas, nos brinda 
una nueva estrategia en el campo de la farmacocinética. Sin embargo, lo que más 
interesa es que con las nanopartículas podemos administrar el fármaco de manera más 
eficiente. Las nanopartículas pueden actuar también como transportadores, 
protegiendo los compuestos anticancerosos de la biodegradación o eliminación y, por lo 
tanto, influir en el perfil farmacocinético de un compuesto [133]. 

  Otra de sus aplicaciones en el ámbito del cáncer es la disminución de resistencias 
contra el fármaco. Si prolongamos el tiempo de circulación de un fármaco en el 
organismo su eficiencia será mayor, disminuyendo la probabilidad de supervivencia y de 
aparición de resistencias al tratamiento [124, 134]. 

  Aprovechando el pequeño tamaño de la partícula, el siguiente desafío fue aumentar su 
selectividad. En la década de los 80, se realizaron los primeros intentos al unir 
anticuerpos específicos a nanopartículas [135]. Desafortunadamente no tuvieron éxito 
ya que el proceso de opsonización no se había optimizado. 

  En la actualidad se han realizado numerosas investigaciones para optimizar estos 
sistemas y dotarlos de especificidad. Sólo unas pocas nanopartículas han conseguido ser 
aprobadas como tratamiento; es el caso de Abraxane® y Endorem® [73]. El Abraxane® 
es un ejemplo de cómo los nanomateriales pueden ayudar a superar los problemas de 
solubilidad y estabilidad química de un medicamento contra el cáncer, en su caso el 
paclitaxel [136]. Los nanomateriales pueden albergar en su interior fármacos y 
transportarlos selectivamente a células tumorales [137]. 

 

 

 

 

 

 



2.6.2 Técnicas Teragnósticas 

  El término teragnosis apareció por primera vez en 2002 [138], y se asocia a partículas  
que combinan el tratamiento y diagnóstico por imagen al mismo tiempo [139, 140].  

  Las imágenes biomédicas tienen muchos beneficios sobre el diagnóstico. Permiten 
realizar un seguimiento en tiempo real y no suelen ser invasivas. Además, permitirían 
un diagnóstico temprano y, por tanto, un tratamiento pre-sintomático que se traduciría 
en una reducción de la mortalidad y de los costes asociados al cáncer (Figura 2.9). 

 

Figura 2.9 Esquema de las etapas del diagnóstico por imagen en el 
cáncer [141]. Adaptación de imagen. 

  Actualmente, se están utilizando biomarcadores, agentes de diagnóstico 
complementarios, que permiten el seguimiento de los tratamientos oncológicos. 
Disponer de un sistema de evaluación personalizado capaz de analizar la efectividad de 
un fármaco, y buscar si es necesario una alternativa más eficaz antes de que aparezcan 
resistencias constituye el futuro de la terapia [142, 143].  

  Los biomarcadores pueden ser de diagnóstico o de riesgo (Figura 2.9). Los 
biomarcadores permiten conocer una vez diagnosticado el cáncer, su agresividad y en 
qué estadio se encuentra. Así, se podría establecer el tratamiento apropiado y 
personalizado, como es, por ejemplo, el empleo de trastuzumab en el cáncer de mama 
HER2 positivo. Estos marcadores nos facilitarán información de la evolución, el 
pronóstico del paciente y la respuesta al tratamiento; y así modificar o mantener la 
estrategia para tratar al paciente [144-146]. 

 

 

 



Ciclodextrinas 

  Las ciclodextrinas (CD) son dextrinas cristalinas obtenidas por digestión enzimática 
del almidón de la patata mediante el uso de B. amylobacter, [147] y que su estructura está 
formada por oligosacáridos cíclicos [148, 149]. 

 

 

Figura 2.10 Representación esquemática de la estructura en dos y tres 
dimensiones (a, b), y de los tipos de ciclodextrinas naturales 
empleadas en el transporte de fármacos (c). Presentan una estructura 
de cono truncado con un hueco en su interior susceptible de alojar un 
fármaco para su transporte. Entre las ciclodextrinas naturales se 
distinguen las α, β y γ ciclodextrinas [150]. 

  Las CD (Figura 2.10) son, por tanto,  oligosacáridos cíclicos formados por unidades de 
D-glucopiranosa unidas por enlaces α-1,4. Se sintetizan por acción de la enzima 
ciclodextrina-α-glicosil transferasa [151, 152]. Las CD naturales más comunes, y 
utilizadas en farmacia, son αCD, βCD y γCD; formadas por 6, 7 y 8 unidades de D-
glucopiranosa respectivamente. Todas ellas tienen una estructura  en forma de cono 
truncado huecas en el interior, con la superficie externa hidrofílica y la cavidad central  
lipofílica [152], y no tóxicas para los seres humanos [153, 154]. La cavidad interior se ha 
utilizado para la inclusión de moléculas hidrofóbicas con el fin de mejorar la solubilidad, 
mejorar la estabilidad y aumentar la biodisponibilidad de las mismas  [155-157]. 

 

 



  Las moléculas de fármaco unidas al complejo están en equilibrio dinámico con las 
moléculas de fármaco libres, presentando tasas de formación y disociación cercanas a 
los límites controlados por difusión [158, 159]. La estructura cíclica de las CD hace que 
sean menos susceptibles a la degradación enzimática que las dextrinas lineales y, por 
ello, son mejores agentes complejantes y solubilizantes [153, 160]. 

 

2.7 Proteínas de fusión 

  Dentro de la estrategia de expresión de proteínas recombinantes la generación de 
proteínas de fusión ofrece múltiples ventajas por lo que constituye la técnica de elección 
para la expresión recombinante. Esto es aún más cierto cuando hablamos de expresión 
recombinante heteróloga en bacterias [161]. En una proteína de fusión se genera una  
macromolécula que presenta dos o más dominios proteicos diferentes integrados. De 
estos dos dominios proteicos, el primero de ellos corresponde a una proteína que 
presenta elevados niveles de expresión en bacterias; a partir de su secuencia codificante 
se inserta sin rotura de la pauta de lectura la proteína heteróloga de interés a expresar. 
De esta forma y desde un único promotor bacteriano contenido en el plásmido de 
expresión es posible la síntesis de una molécula de mRNA que codifica en la misma 
cadena peptídica para ambas proteínas. 

  La proteína quimérica así generada estará formada por nuestra proteína de interés a la 
que se “fusiona” en su extremo amino o carboxilo una segunda proteína. Para que la 
proteína de fusión se genere de manera adecuada, entre las secuencias codificantes de 
ambas proteínas no debe existir ninguna señal de parada de la traducción, y la pauta de 
lectura de la traducción para la segunda proteína debe mantenerse en fase con respecto 
a la primera. Usualmente los vectores de expresión para la generación de proteínas de 
fusión presentan un sitio múltiple de clonación en 5´ (en el caso que se desee una fusión 
en el extremo carboxilo de la proteína recombinante) o en 3´ (en el caso de que la fusión 
se produzca en el extremo amino) con respecto a la secuencia de la proteína 
acompañante.  

  La proteína a la que se fusiona la proteína de interés, reúne una serie de propiedades 
que hacen que la proteína de fusión sea más soluble, se facilite su plegamiento, se 
exprese a mayores niveles, sea fácil de detectar y pueda ser purificada con facilidad 
mediante cromatografía de afinidad. Todas estas propiedades hacen que el uso de 
proteínas de fusión constituya una de las principales estrategias para la expresión de 
proteínas recombinantes. 

 

 

 



2.7.1 Proteína de unión a maltosa (MBP) como proteína de fusión 

  Un buen ejemplo del uso de proteínas de fusión lo constituye la proteína de unión a 
maltosa (MBP) de E. coli. Esta proteína es muy soluble y se expresa en elevados niveles 
en bacterias, por lo que su empleo como proteína fusión incrementará la solubilidad y 
nivel de expresión de la proteína recombinante. Adicionalmente, la MBP presenta una 
alta afinidad por maltosa y maltotriosa, por lo que se puede llevar a cabo su purificación 
mediante una cromatografía de afinidad utilizando columnas de cromatografía con 
amilosa inmovilizada y realizando la elución en condiciones suaves mediante el uso de 
tampones que contienen maltosa libre. Además, se dispone de anticuerpos comerciales 
frente a la MBP, por lo que la detección de la misma mediante técnicas inmunológicas 
(ELISA o Western blot) permitirá la localización y cuantificación de la proteína de 
fusión. 

  La MBP pertenece a la familia de proteínas de unión periplásmicas bacterianas. Es  una 
superfamilia de proteínas diversificadas que han evolucionado para tener homólogos 
eucariotas. Toda la familia, aunque no mantengan una homología a nivel de secuencia 
comparten un motivo común: una estructura formada por dos dominios globulares, 
unidos por una región bisagra que rodea al sitio de unión del ligando, situado en la parte 
central [162] (Figura 2.11).  

 

Figura 2.11 A. Estructura de la MBP obtenida de uniprot y B 
explicación visual del mecanismo de bisagra (representado mediante 
la aplicación biorender). La Maltosa es reconocida por la MBP y al 
unirse produce un cambio conformacional que atrapa a la Maltosa. 

 

 



  La MBP participa en la absorción y catabolismo de las maltodextrinas ya que es capaz 
de unirse a Maltosa y a maltodextrinas como la maltotriosa. La MBP (Figura 2.11 A) 
tiene un peso de aproximadamente 43 kDa, y forma parte de un complejo multiproteico 
compuesto por dos proteínas de unión a ATP (MalK), dos proteínas transmembrana 
(MalG y MalF) y una proteína de unión a solutos (MalE). Participa en procesos biológicos 
como el transporte de carbohidratos, la quimiotaxis celular, detección de estímulos 
dependientes de la Maltosa y en la respuesta celular al estímulo de daño del DNA [163, 
164].  

  La MBP se ha propuesto como proteína de fusión a la hora de expresar proteínas 
recombinantes en bacterias por su actividad como chaperona [165]. La MBP mejora 
tanto la producción como la solubilidad de la proteína de fusión co-expresada [166]. 
Además, MBP se ha utilizado ampliamente para la purificación de proteínas 
recombinantes sobre la resina de amilosa, siendo este un método barato en el que 
obtenemos un grado de pureza bastante alto [167, 168]. 

  Debido a la amplia comprensión de su estructura y función la MBP es el miembro 
prototípico de esta superfamilia. La especificidad de MBP es bien conocida, la estructura 
cristalina tanto en forma abierta como ligada a ligando se ha resuelto, y una variedad de 
mutantes que tienen diferentes afinidades por la Maltosa han sido diseñados [169, 170]. 
Así, se ha estudiado la conformación abierto-cerrado que mantiene la MBP con su 
ligando (Figura 2.11 B)  [171]. La modificación de este equilibrio es una forma de alterar 
la afinidad de la proteína por su ligando, ya que las mutaciones introducidas tienden a 
facilitar la conformación en la forma cerrada que es la que presenta mayor afinidad por 
la maltosa [172, 173]. Algunas de las aplicaciones de estas MBP mutadas ha sido el 
diseño de biosensores [174-176]. 

 

  



3. Objetivos 

  El objetivo global de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de vectores teragnósticos que 
permitan el desarrollo de sistemas de tratamiento y diagnóstico específicos dirigidos 
frente a células tumorales. Una característica esencial que se persigue en estos sistemas 
de transporte dirigido es generar una estructura modular que proporcione una elevada 
versatilidad, tanto frente a diferentes dianas moleculares como para el transporte de 
diferentes moléculas terapéuticas o diagnósticas. 

Para alcanzar este objetivo global se pretende: 

• Desarrollar vectores teragnóstico basados en la generación de proteínas de fusión 
compuestas por: 

o Un dominio de unión a maltosa con una afinidad incrementada por la 
maltosa con capacidad de unir diferentes ligandos maltosilados. 

o Un anticuerpo de cadena sencilla que vaya dirigido frente a un receptor de 
membrana sobre-expresado en células tumorales. 

• Evaluar en modelos celulares y animales la utilidad de estos sistemas mediante: 
o Su uso para el transporte dirigido de agentes terapéuticos. 
o Su uso como agentes de análisis por imagen. 
o Su empleo como vectores de transfección génica. 

  



4. Material y Métodos 

4.1 Material 

4.1.1 Instrumentación 

 Cultivo de bacterias: 

• Mechero Bunsen. 
• Incubadora Gallenkamp con termostato y agitación circular. 
• Estufa Memmert 500. 

Cultivo de células eucariotas: 

• Campana de flujo laminar Microflow de MDH. 
• Incubadora de CO2 Memmert INC 153. 
• Microscopio óptico invertido Olympus CK2 
• Microscopio óptico invertido para fluorescencia Olympus CKX41. 
• Unidad de alimentación Olympus U-RFLT 50 para lámpara de mercurio 

de 100 W. 
• Microscopio confocal Leica DMI 6000. 
• Cámara digital refrigerada CCD Olympus XC30. 
• Fluorímetro Shimadzu RF-5301 PC. 

Análisis de ácidos nucleicos: 

• Cubetas Mini-Sub para electroforesis horizontal de Bio-Rad. 
• Transiluminador de luz ultravioleta de New Brunswick Scientific. 
• Termociclador GeneAmp system 9700 de Applied Biosystems. 
• Cámara digital Canon PC1234. PCR 

Análisis y purificación de proteínas: 

• Cubeta para electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell de Bio-Rad. 
• Dispositivo para transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-

Rad. 
• Sistema de detección de quimioluminiscencia ChemiDoc-It 810 Imager 

de UVP. 
• Sistema de detección de quimioluminiscencia y fluorescencia ChemiDoc 

MP de Bio-Rad. 
• Bomba peristáltica P-1 GE de Healthcare. 
• Columna de purificación HisTrap High Performance de GE Healthcare. 
• MiniOpticon Real-Time PCR System de Bio-Rad 

 

 

 



Equipos de uso común: 

• Autoclave Selecta. 
• Baño de agua con termostato Precisterm de Selecta. 
• Termobloque Multiplaces de Selecta. 
• Espectrofotómetro UVmini-1240 de Shimadzu. 
• Lector de placas Sunrise de Tecan. 
• pH metro XS Instruments modelo pH 510. 
• Centrífuga de sobremesa Eppendorf modelo 5415D. 
• Centrífuga de sobremesa refrigerada Axyspin R de Axygen. 
• Centrífuga J2-21 de Beckman. 
• Rota tubos de VWR. 
• Homogeneizador ultrasónico UP 100H de Hielscher Ultrasound 

Technology. 
• Balanzas AUW220D de Shimadzu. 
• Fuente de alimentación PowerPac 300 de Bio-Rad. 
• Agitador magnético con calefactor Benchmark Scientific H4000-HSE. 
• Agitador tipo vortex Reax Top de Heidolph. 
• Mesa agitadora Stuart SSM1. 
• Micropipetas Spinreact y Eppendorf. 
• Cámara fría a 4°C y congeladores a -20°C y a -80°C. 

  



4.1.2 Líneas celulares 

4.1.2.1 Líneas celulares procariotas 

  Se empleó la cepa XL1-Blue de Escherichia coli (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
supE44 relA1 lac[F´ proABlacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]); la cepa BL21(DE3) (fhuA2 [lon] 
ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS/ pLemo(CamR) λ DE3 = λ sBamHIo ∆EcoRI-B 
int::(lacI::PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 pLemo = pACYC184-PrhaBAD-lysY); la cepa 
Novagen’s Rosetta™ 2(DE3) y Rosetta-gami B (DE3). 

  XL1-Blue es una cepa de uso habitual en la clonación de plásmidos. Presenta 
mutaciones en los genes endA1, hsdR y recA. Los dos primeros codifican para 
endonucleasas y el tercero participa en el fenómeno de recombinación de DNA. En su 
conjunto, garantizan la integridad del plásmido. Por otra parte, incluye los genes lacIq 
y Z∆M15 en el episoma F’. El gen Z∆M15 es una mutación del gen LacZ que hace que se 
exprese la enzima β-galactosidasa sin la subunidad α. Este enzima es imprescindible si 
se desea usar el  sistema de selección por α-complementación y rastreo por color azul-
blanco de los clones.  

  BL21 (DE3) es una cepa químicamente competente adecuada para la transformación 
y expresión de proteínas. El ajuste fino de la expresión de la RNA polimerasa T7 puede 
disminuir la formación de cuerpos de inclusión o los efectos inhibidores sobre el 
crecimiento de las proteínas tóxicas. En muchos casos, una menor expresión equivale a 
mayor número de proteínas de interés producidas correctamente. La expresión de 
proteínas de membrana y la exportación de proteínas en E. coli están limitadas por la 
actividad dependiente de la translocasa Sec y en algunos casos de la translocasa Tat. 
Una actividad disminuida de la translocasa Sec a menudo puede conducir a la 
acumulación de cuerpos de inclusión o a la inhibición de la división celular si la 
expresión no está regulada. La expresión se logra variando el nivel de lisozima (lysY), el 
inhibidor natural de la RNA polimerasa T7. DE3 indica que el huésped es un lisógeno de 
λ DE3 y, por lo tanto, lleva una copia cromosómica del gen de la RNA polimerasa del 
fago T7 bajo el control del promotor lacUV5. Tales cepas son adecuadas para la 
producción de proteínas a partir de genes diana clonados en vectores pET por inducción 
con IPTG. 

  Novagen’s Rosetta™ 2(DE3) es una cepa derivada de BL21 diseñada para mejorar la 
expresión de proteínas eucariotas que contienen codones raramente utilizados en E. 
coli.  

  Rosetta-gami B (DE3) es una cepa derivada de BL21, Origami y Rosetta. Esta cepa es 
capaz de expresar proteínas eucariotas formando los puentes disulfuro necesarios en la 
estructura del anticuerpo ScFv.  

 



4.1.2.2 Líneas celulares eucariotas 

 MDA-MB-231 (ATCC HTB-26): Son células epiteliales procedentes de 
tejido mamario canceroso humano (adenocarcinoma). Son células cancerosas 
altamente agresivas invasivas y poco diferenciadas. Se las denominan triple 
negativo por carecer de receptores para hormonas (ER- y PR-) y del receptor 
del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). Estas células se 
aislaron por Cailleau 1973 a partir de una muestra de derrame pleural de una 
paciente con cáncer de mama [177]. Poseen la capacidad de formar tumores 
en ratones BALB/c y nude. [178]. 
 SK-BR-3 [SKBR3] (ATCC HTB-30): Son células epiteliales procedentes 

de tejido mamario canceroso humano (adenocarcinoma) que sobre-expresan 
el receptor HER2. Estas células se aislaron en 1970 a partir de una muestra de 
derrame pleural de una paciente con cáncer de mama. Las células SKBR3 se 
emplean como controles positivos en ensayos para HER2. Además, es un 
modelo preclínico útil para testar agentes terapéuticos frente a HER2. Son 
células capaces de formar tumores poco diferenciados en ratones 
inmunodeprimidos [179]. 
 Phoenix-AMPHO (ATCC CRL-3213): Son células epiteliales 

procedentes de tejido renal, con la característica de que son capaces de 
producir retrovirus de segunda generación, ectópicos y anfotrópicos [180]. Se 
obtuvieron por transformación de células HEK293T/17 con el adenovirus E1a. 
Se incluyó un inserto de aproximadamente 4,5 kilobases de genoma viral en 
el cromosoma 19 humano. Las células eucariotas Phoenix Ampho fueron un 
regalo del Dr. JL García-Pérez, Genyo.   

 

4.1.3 Animales de experimentación 

 Ratones NSG: Son ratones que llevan la cepa NOD.Cg-
PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJl. Se caracterizan por encontrarse entre los ratones 
más inmunodeficientes del mercado al carecer de linfocitos T maduros, 
linfocitos B o células Natural Killer. Además carecen de múltiples citoquinas, 
por lo cual son ideales como modelos para xenografts [181].  

 

 

 

 



4.1.4 Material de cultivo de células 

4.1.4.1 Medios de cultivo para células procariotas 

Utilizamos el medio Luria Bertani (LB) para el crecimiento de las cepas de E. coli  [182] 
cuya composición por litro es la siguiente:  

10 g de triptona 
5 g de extracto de levadura 
5 g de cloruro sódico  
 

  En caso de utilizar medio LB sólido, se añade a la mezcla de LB agar bacteriológico 
hasta alcanzar una concentración final de 1,5% (p/v). Los componentes utilizados en la 
preparación del medio fueron proporcionados por Scharlau Microbiology y Panreac. 

  Para la selección de bacterias transformadas, se prepararon soluciones madre de 
antibióticos 1000 x. La ampicilina (50 mg/mL, Sigma) se preparó en agua destilada y 
esterilizada por filtración, el cloranfenicol (30 mg/mL, Sigma) se disolvió en etanol; las 
soluciones se almacenaron a -20°C. 

  Para la preparación de células competentes, fueron necesarias las siguientes 
soluciones: 

Medio A: Medio LB  49 mL 
20% (p/v) glucosa 500 µL 
1 M MgSO4  500 µL 

Solución B: Disolver en medio LB 36% (v/v) glicerol, 12% (p/v) PEG 7500, 12 mM 
MgSO4. 

  Los medios de cultivo antes de ser usados se esterilizaron por calor húmedo a 120°C y 
1 bar de presión durante treinta minutos. 

 

4.1.4.2 Medios de cultivo para células eucariotas 

  Se empleó como medio de cultivo DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) 
suplementado con 100 U/mL penicilina, 2 mM L-glutamina y 10% (v/v) de suero bovino 
fetal (FBS). En el caso de la transfección de células eucariotas se utilizó el mismo medio 
de cultivo pero únicamente suplementado con 2 mM L-glutamina. 

  El material fungible empleado (placas, pipetas) fue suministrado por Cultek y VWR. 
Los medios y suplementos fueron suministrados por Merck. 



4.1.5 Material para la manipulación de ácidos nucleicos 

4.1.5.1 Plásmidos y Oligonucleótidos 

-pMAL-c2X: Vector de expresión de proteínas de fusión asociadas con la proteína 
de unión a Maltosa (Figura 4.1). Este vector nos permite clonar la secuencia 
codificante de una proteína para expresarla con la MBP como proteína de fusión, 
ocurriendo dicha producción en el citoplasma. La expresión proteica estaría 
regulada por un promotor Lac que permite su expresión por inducción en el 
momento que se crea oportuno. El vector incluye resistencia a Ampicilina para 
asegurar la preservación del mismo una vez transformada la bacteria [173]. 

 

Figura 4.1 Mapa de restricción del plásmido pMAL-c2X [173]. 

- pACgp67B-HER2: Vector de clonación que contiene la secuencia codificante 
para el anticuerpo ScFv ML39 (Figura 4.2), (regalo de Judy Lieberman (Addgene 
plasmid # 10794) [183].  



 

Figura 4.2 Mapa de restricción del plásmido pACgp67B-HER2 
(Plasmid #10794) [183]. 

- pBABEpuro-ERBB2: Vector retroviral derivado del virus de la leucemia murina de 
Moloney (Figura 4.3). El vector proporciona la señal del paquete viral, los 
elementos de transcripción y procesamiento, y un gen diana. La transfección 
produce virus de alta titulación e incompetentes para la replicación. Las células 
infectadas expresarán el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano, 
y proporcionaran resistencia a la puromicina (regalo de Matthew Meyerson, 
Addgene plasmid #40978) [184]. 



 

Figura 4.3 Mapa de restricción del plásmido pBABEpuro-ERBB2 
(Plasmid #40978)  [184]. 

  La secuencia codificante de ScFv, que incluye una cola de 3'-poli histidina, se amplificó 
a partir de pACgp67B-HER2 mediante PCR añadiendo sitios de restricción 5'BamHI y 
3'HindIII. El fragmento de PCR se subclonó en el vector pMAL-TEV, un vector de 
expresión pMAL-c2X modificado, donde el sitio de escisión del factor Xa se ha sustituido 
por un sitio de escisión de la proteasa TEV. El plásmido que se genera es pMAL-TEV-
ScFv-HER2. La incorporación de la mutación I334W en la secuencia codificante de MBP 
por mutagénesis sitio-específica dio lugar al plásmido pMALI334W-TEV-ScFv HER2-
His.  

Los oligonucleótidos utilizados se indican en la tabla complementaria. 

Lista de oligonucleótidos 

Cebadores Secuencia 
I330W F CAGAAAGGTGAAtggATGCCGAACATCCCGCAGATGTCC 
I330W R GGACATCTGCGGGATGTTCGGCATccaTTCACCTTTCTG 
I334W F CAGAAAGGTGAAATCATGCCGAACtggCCGCAGATGTCC 
I334W R GGACATCTGCGGccaGTTCGGCATGATTTCACCTTTCTG 
I330W-I334W F CAGAAAGGTGAAtggATGCCGAACtggCCGCAGATGTCC 
I330W-I334W R GGACATCTGCGGccaGTTCGGCATccaTTCACCTTTCTG 

Tabla 4.1 Tabla con los cebadores diseñados para las mutaciones 
sitio-específicas del  plásmido pMAL-TEV. Los codones en minúscula 
corresponden a los cambios realizados con respecto a la secuencia 
original. 

 



4.1.6 Material para la manipulación de proteínas 

    Material de electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes y su tinción: Tris 
(Sigma), ácido clorhídrico (VWR), acrilamida, SDS, TEMED, persulfato amónico, 
marcadores de peso molecular (Thermo Scientific), glicina, glicerol (Panreac), β-
mercaptoetanol (Merck), azul de bromofenol (Beckman), Coomassie Brillant Blue G‐250 
(Fluka) y metanol (VWR). 

  En la realización de los Western blots se utilizaron membranas de nitrocelulosa y PVDF 
(GE Healthcare), BSA (Sigma), luminol (Sigma), ácido p-cumárico, DMSO, Tris, glicina, 
metanol, NaCl, Tween-20, H2O2 (Sigma), ácido clorhídrico (VWR), anticuerpos anti-IgG 
con afinidad por el receptor HER. 

  Para la extracción y análisis de proteínas también se utilizaron los siguientes reactivos: 
Tris, ácido clorhídrico, cloruro sódico, Nonidet-P40, SDS, desoxicolato sódico, EDTA, 
PMSF, fluoruro sódico, pirofosfato sódico, ortovanadato sódico, EGTA, ácido okadaico, 
aprotinina, leupeptina, pepstatina, cloruro potásico, HEPES y DTT. Estos productos 
procedieron de las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio-Rad, Fluka, Merck, 
Panreac, Scharlau y Sigma. 

 

Nombre de la proteína Casa comercial del anticuerpo 
HER2 Herceptin® biotina/estreptavidina Síntesis en el laboratorio 
HER2 MBP-ScFv biotina/estreptavidina  Síntesis en el laboratorio 
GAPDH Santa Cruz Biotechnology sc-47724 

Tabla 4.2 Lista de anticuerpos empleados en los experimentos de 
Western Blot. 

  Los anticuerpos MBP-ScFv fluoresceína y Herceptin® fluoresceína se sintetizaron en 
el laboratorio. Marcamos la proteína heteróloga y la Herceptin® empleando un enlace 
vinil sulfona, con una etiqueta bifuncional que presenta biotina y fluoresceína como 
marcadores de afinidad [185]. 

 

 

 

 

 

 

 



4.1.7 Material informático y análisis estadístico 

  Los resultados se expresan como media ± SEM. El análisis estadístico se realizó 
mediante ANOVA uni- o bidireccional seguido del test de Tukey según corresponda. P 
<0,05 se consideró estadísticamente significativo. Todos los resultados se han procesado 
con las siguientes aplicaciones: 

• Living Image Software 4.7.2 (IVIS Imaging Systems) para la adquisición y el 
procesamiento de las imágenes obtenidas en el IVIS. 

• LAS AF Lite 2.6.0 (Leica Microsystems) para el procesamiento de las imágenes 
obtenidas por microscopía confocal de fluorescencia. 

• Kodak Digital Science 1D. Programa para el procesamiento de las imágenes de 
electroforesis de ácidos nucleicos obtenidas con la cámara fotográfica Kodak DC-
120. 

• Graphpad Prism 8 (GraphPad Software) para el diseño gráfico y análisis 
estadístico. 

• EndNote X7 (Thompsom Reuters) para la administración de la librería de 
referencias bibliográfica. 

• Serial cloner 2.6.1 (Serial Basics) para el análisis de secuencias de ácidos 
nucleicos y proteínas. 

• PyMol 2.0 para comparar las configuraciones abierta y cerrada de la proteína de 
unión a maltosa. 

• Dynamut para la predicción de cambios en la estabilidad de las proteínas tras la 
mutación. 
 

4.1.8 Material para la experimentación general 

• Polietilenimina ramificada 2 kDa y 25 kDa (PEI2kDa y PEI25kDa) (Merck). 
• Clorhidrato de doxorubicina (DOX) y verde de indocianina (ICG) (Merck). 
• LipofectamineTM 2000 (LP) de Invitrogen.  
• Plásmido pEGFP-N3 (Genbank U57609) obtenido de Clontech Laboratories. Este 

plásmido de 4729 pares de bases codifica para una variante mejorada de la GFP 
de tipo silvestre (eGFP), pero presenta desplazamiento hacia el rojo.  

• Vector pGL3 control (Genbank U47296.2). Codifica para la expresión de 
luciferasa regulada por el promotor SV40 (Promega). 

• Trastuzumab (Herceptin®a) fue regalado por la Farmacia Oncológica del 
Hospital Virgen del Mar de Cádiz. 

  Los plásmidos libres de endotoxinas se purificaron de bacterias transformadas 
usando el EndoFree Plasmid Maxi Kit de Quiagen. La concentración de DNA se midió 
por fluorimetría utilizando el colorante Hoechst 33258.  

  



4.2 Métodos 

4.2.1 Metodología en células procariotas 

 

4.2.1.1 Preparación de células competentes 

  Se preparan siguiendo el procedimiento de Nishimura [186]. Se parte de 50 mL de 
Medio A (ver 5.1.4.1), y se reservó 1 mL para su posterior uso.  Se añadieron 0,5 mL de 
la cepa bacteriana en crecimiento en medio LB y se incubaron a 37°C en agitación hasta 
alcanzar una densidad óptica de 0,6, midiendo a la longitud de onda 600 nm. 

  Una vez crecidas las bacterias se incubaron en hielo durante 10 minutos, y se 
centrifugaron a 1.500 xg durante 10 minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadante y el  
precipitado se re-suspendió en 250 µL de Medio A. A la suspensión se le añaden 1,25 mL 
de Solución B (ver 5.1.4.1). Se divide la suspensión bacteriana en  alícuotas de 100 µL 
cada uno y los eppendorfs se conservan a -80°C. 

 

4.2.1.2 Transformación bacteriana por choque térmico 

  Para realizar la transformación bacteriana se empleó el protocolo descrito por Hanahan 
[187]. 

  Las células competentes que han permanecido al menos 4 horas a -80°C podrán ser 
utilizadas para la transformación. 

  Las células competentes se sacan de -80ºC en hielo. Se añade el plásmido, se 
homogeniza con la pipeta suavemente, y las células se incuban durante 1 hora en hielo. 
Durante este período, el plásmido se introducirá en las bacterias competentes, una vez 
dentro procederemos a cerrar los poros de la pared bacteriana realizando un choque 
térmico. Incubamos las bacterias en un baño a 42°C durante dos minutos. Rápidamente, 
se transfiere el tubo al hielo durante 10 minutos. Se añaden 900 µL de medio LB y se 
dejan crecer a 37°C en la estufa durante 1 hora. 

  Mientras, se prepararon placas de cultivo de bacterias con medio LB-agar y los 
antibióticos de selección correspondientes al plásmido y la cepa bacteriana. Se siembran 
250 µL de bacterias y se incuban O/N a 37°C en la estufa. 

 

 

 

 



4.2.1.3 Inducción de la síntesis de proteínas 

  Se crecen las bacterias transformadas en medio LB y el antibiótico de selección a 37°C 
O/N. A continuación, se añade una alícuota de la suspensión bacteriana en matraces con 
500 mL de medio y los mismos antibióticos de selección correspondientes. Las células 
crecieron con agitación a 37°C hasta que se alcanzó una densidad óptica de 0,5 midiendo 
a 600 nm. En este momento, se añade IPTG 0,5 mM y las bacterias crecen con agitación 
a 30°C durante 6 horas. Después, se centrifuga a 8600 xg y se guardó el precipitado a -
20°C. 

 

4.2.2 Metodología para la manipulación de células eucariotas 

  Todos los procesos de manipulación de células eucariotas fueron realizados en 
condiciones de esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar y material fungible 
esterilizado. Tanto las preparaciones descritas a continuación como los medios de 
cultivo también se encontraban en esterilidad durante su manipulación.  

 

4.2.2.1 Cultivo celular y tripsinización 

  El cultivo de las células se realizó en el medio apropiado para cada línea celular, y 
fueron incubadas en una estufa a 37°C con una atmósfera al 5% CO2. 

  Para poder separar las células que, normalmente, se encuentran adheridas a la placa de 
cultivo utilizamos tripsina. Las células despegadas son necesarias para poder realizar 
recuentos, subcultivos o su almacenamiento en crioviales.  

  Para realizar este proceso, primero se lava dos veces con PBS y después se adiciona la 
tripsina. El lavado se realiza para eliminar el FBS que se encuentra en el medio de cultivo 
y puede inactivar la tripsina. 

  A continuación, se añade una solución de 0,25% tripsina-EDTA, en cantidad suficiente 
como para recubrir la superficie de la placa. Se incuba en la estufa utilizada para el 
cultivo, comprobando de visu la separación de las células. Por último, se añade medio 
completo con suero bovino fetal para inactivar la tripsina. 

 

4.2.2.2 Recuento celular 

  Tras la tripsinización, una vez homogenizada la suspensión celular, se procede a 
realizar el recuento de las células en la cámara de Neubauer. Dependiendo de la 
confluencia de la placa realizaremos una dilución mayor o menor del producto de la 
tripsinización (normalmente entre 1:5-1:10).  



  Las células se cuentan en una cámara de Neubauer, se añade un volumen adecuado de 
células en suspensión y se cuenta en el microscopio los 4 cuadrados coloreados en las 
esquinas de la cámara (Figura 4.4).   

 

Figura 4.4.4 Representación esquemática de la cámara de Neubauer. 

 

   El número de células se obtiene aplicando la siguiente ecuación: 

𝑛𝑛° 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑑𝑑𝑛𝑛 16 𝑐𝑐𝑙𝑙𝑙𝑙𝑑𝑑𝑐𝑐𝑙𝑙𝑑𝑑𝑐𝑐𝑙𝑙 ×   104

𝑛𝑛ú𝑚𝑚𝑑𝑑𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐𝑙𝑙𝑙𝑙𝑑𝑑𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑛𝑛𝑐𝑐𝑙𝑙𝑑𝑑𝑐𝑐𝑙𝑙
 = 𝑁𝑁ú𝑚𝑚𝑑𝑑𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑐𝑐é𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 

 

    Dependiendo de la superficie de la placa se siembran  un mayor o menor número de 
células: 

 cm² Células/pocillo 

p100 78,5 cm² 2 x106 

p60 20 cm² 650 - 800 x10³ 

p6 10 cm² 210 - 250 x10³ 

p12 4 cm² 72 - 89 x10³ 

p24 2 cm² 40 - 50 x10³ 

p48 0,7 cm² 18 - 22 x10³ 

p96 0,3 cm² 7 x10³ 
 

Tabla 4.3 Estimación de número de células a sembrar por superficie 
de placa. 

 

4.2.2.3 Criogenización celular 

  Tras la tripsinización, las células se pueden subcultivar o congelar, a este último 
proceso lo denominamos criogenización celular. Gracias a esta técnica una población de 
células vivas se conserva hasta su uso de nuevo. 



  Se mezclan 0,8 mL de células en suspensión con 1 mL de una solución de congelación 
(DMSO-FBS (80%-20% (v/v)) en crioviales que se introducen en un contenedor 
apropiado y se almacenan a -80°C. Estos contenedores (CoolCell Biocision) tienen la 
propiedad de disminuir la temperatura en su interior del orden de 1°C/minuto.  

  Transcurridas 24 horas, los viales congelados pueden ser almacenados en nitrógeno 
líquido (-195°C), o mantenerse en el congelador de -80°C. En este último, la viabilidad 
de la suspensión celular es aproximadamente de un año, mientras que las células 
conservadas en nitrógeno líquido mantienen su viabilidad durante periodos más largos 
de tiempo.  

 

4.2.2.4 Transfección celular retroviral 

  Esta técnica ha sido realizada con la finalidad de obtener partículas virales aptas para 
infectar a células MDA-MB-231 de cáncer de mama, introduciendo dentro de las células 
empaquetadoras Phoenix-Ampho el plásmido pBABEpuro-ERBB2. 

  Primero se realiza la transfección de las células Phoenix-Ampho; se siembran 250.000 
células/pocillo en  placas p6 y se dejan crecer en medio DMEM completo hasta que se 
encuentran en una confluencia del 70-80% (normalmente O/N). Al día siguiente se 
realizó la transfección mezclando por separado el DNA en 100 µl de medio Optimen 
(medio de cultivo especial pobre en suero), y en otro eppendorf el reactivo de 
transfección, Lipofectamina 2000 en 100 µl de medio Optimen, dejándose ambos 
incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, para luego añadir la mezcla de DNA 
sobre la del reactivo de transfección. Se volvieron a incubar 20 minutos más a 
temperatura ambiente para permitir la formación de complejos entre el reactivo de 
transfección y el DNA. Tras esto, se lavaron las placas de cultivo dos veces con PBS 
eliminando todo resto de FBS (contiene DNAsas que degradarían el DNA plasmídico) y 
se añadieron los complejos a las células. Durante el día se agitaron las placas cada una 
o dos horas para asegurar que todas las células están cubiertas por el medio. Al final del 
día se eliminó el medio de las placas y se añadió 2 ml de DMEM completo.  

  Al día siguiente se volvió a cambiar el medio. A las 48 horas, se recogió el sobrenadante 
que presenta partículas virales ya ensambladas, conteniendo en su interior pBABEpuro-
ERBB2, procedentes del cultivo de las células Phoenix Ampho. Los sobrenadantes (sopas 
virales) se recogieron a las 72 y 96 horas. Cada vez que se recogían para ser usados en la 
infección, se añadían 2 ml de medio de cultivo completo. 

  Para realizar la infección, se sembraron 400.000 células MDA-MB-231 en placas p100 
y la infección tuvo lugar 24 horas más tarde. Para ello se mezclaron 2 ml de sopa 
retroviral con 4 ml de DMEM completo y 6 µl de polibreno (de un stock 100x). El 
polibreno es un polímero catiónico que aumenta la eficiencia de la infección, al 
neutralizar la repulsión de cargas existente entre las partículas virales y la membrana 
celular.  

 



  Tras esto, se aspiró el medio que cubría las placas, se lavó una vez con DMEM completo 
y se volvió a aspirar por completo, para añadir a continuación la mezcla preparada 
anteriormente a las células, y agitar suavemente. Tras esto, se dejó la sopa en las placas 
durante toda la noche. Este procedimiento se repitió con cada uno de los sobrenadantes 
recogidos del crecimiento de las células Phoenix-Ampho. Finalmente, 48 horas de la 
última infección, se cambió el medio por uno selectivo, que contenía 8 µg/mL de 
puromicina, para así seleccionar solamente las células infectadas.  Una vez 
seleccionadas se confirmó la sobre-expresión de ERBB2 mediante Western Blot y a estas 
células se les asignó el nombre de MDA-HER2+.  

 

4.2.2.5 Transfección celular no retroviral  

  Para realizar la transfección se ha utilizado como reactivo Lipofectamina™2000, que 
está formado por liposomas catiónicos. Las cargas positivas interaccionan mediante 
fuerzas electrostáticas con los restos fosfato que se encuentran en la parte exterior de 
la doble hélice del DNA, y con las cargas negativas de la superficie de la membrana 
celular. Se han utilizado además como reactivos de transfección PEI2kDa y PEI25kDa, 
modificados o no. El pDNA utilizado en estos ensayos de transfección es pEGFP-N3, que 
codifica para la proteína verde fluorescente. 

  Se siembran en una p48 entre 1,7x104 y 2,2x104 por pocillo y se incuban O/N para tener 
al día siguiente una confluencia que oscilará entre el 60% y 80%. La transfección se 
realiza tal como se ha descrito en 4.2.2.4. El DNA y el reactivo de transfección se incuban 
de forma separada en eppendorfs en medio bajo en suero o sin suero por 5 minutos, se 
mezclan y se dejan 20 minutos a temperatura ambiente para que se formen los 
correspondientes complejos. En el caso de utilizar PEI25kDa y derivados, se utilizan 
distintas cantidades de los reactivos de transfección para una cantidad fija de DNA (0.3 
µg/pocillo).  

  Cuando fue requerido, una vez formados los complejos que contienen PEI25kDa o 
derivados, éstos se incubaron con MBP o MBP-ScFv (10 µg/mL) por 20 minutos. Las 
células se lavan 2x con PBS estéril para eliminar los restos de antibióticos y FBS 
remanentes. Se añade DMEM sin FBS y a continuación los complejos formados. Las 
células se incuban a 37°C durante unas 4 o 6 horas. A continuación, se retira el medio y 
se vuelve a añadir el medio de cultivo completo de crecimiento de las células.  

  Las cantidades utilizadas están pensadas para una placa de 48 pocillos, siempre que se 
use un tipo diferente de placa deberemos ajustar los cálculos a la superficie de cada 
pocillo para que el procedimiento sea reproducible. 

 

 



4.2.2.6 Cuantificación de la eficiencia de transfección 

  Pasadas 24 horas de la transfección, las células expresarán el DNA transfectado y se 
puede  medir la eficiencia de transfección.  

  Primero, se comprueba en el microscopio de fluorescencia (Olympus CKX41) si las 
células expresan proteína fluorescente verde. En caso afirmativo, se  lisan las células, 
utilizando un  reactivo de lisis (Promega). Se lavan los pocillos con PBS dos veces, y se 
añaden 50 µL del reactivo de lisis a cada pocillo. Las placas se dejarán incubando a 
temperatura ambiente en agitación, observando al microscopio hasta comprobar que las 
células se han despegado. A continuación, se añade 150 µL de PBS a cada pocillo y se 
mide la fluorescencia en un fluorímetro (Shimadzu RF-5301 PC) usando los siguientes 
parámetros: Excitación: 485 nm, Emisión: 510 nm; apertura de las ventanas 5 para 
excitación y 10 para emisión. 

La fluorescencia de cada pocillo se normaliza usando la  concentración de proteínas. 

 

4.2.2.7 Microscopía confocal de fluorescencia 

  Las células se siembran en cubreobjetos empleando placas de 12 pocillos (densidad 
igual a 9 x 105 células/pocillo), y se incubaron a 37°C (24 horas) para alcanzar una 
confluencia celular de 80-90%. Una vez crecidas e incubadas con los diferentes 
efectores, las células se lavan tres veces con PBS. A continuación, se incuban a 
temperatura ambiente con paraformaldehído al 2% (p/v) en PBS. Se lava  de nuevo con 
PBS, y se montan los cubreobjetos sobre un portaobjetos en el que se ha depositado una 
gota de líquido de montaje (Vectashield mounting media, Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, CA). 

  Para la detección de células positivas para HER2, se sembraron células SKBR3 que 
expresan HER2 o células MDA-MB-231 negativas para HER2, en cubreobjetos y 24 horas 
después se fijaron e incubaron con el fluoróforo correspondiente, se lavaron y 
montaron. 

  Una vez montadas las preparaciones se pueden almacenar a 4ºC hasta el momento de 
su visualización. Se utilizó un microscopio confocal espectral de alta velocidad y 
miltifotón Leica TCS-SP5 II para la toma de imágenes (Servicios Centrales de la 
Universidad de Granada).  

  Las muestras no se expusieron más de 5 minutos al láser para evitar fotoblanqueo. Se 
utilizaron los fotomultiplicadores al máximo voltaje posible para utilizar la mínima 
potencia necesaria para visualizar la fluorescencia. Se usó un pinhole de un tamaño 
correspondiente a una unidad Airy. Los datos se procesaron usando el software Leica 
LAS AF. Las imágenes adquiridas poseen una resolución 1024x1024p y se recogieron las 
series en modo xyz. 

 



4.2.2.8 Ensayos de captación de Doxorubicina por fluorescencia 

    El ensayo de captación se emplea para conocer la capacidad cuantitativa y cualitativa 
de entrada de fármaco al interior de la célula. La Doxorubicina (DOX) se ocluyó en β-
ciclodextrinas (βCD) mediante la incubación de ambos componentes en una relación 
molar nDOX: nβCD = 0: 9 O/N a 4ºC. La solución se liofilizó y se confirmó la inclusión 
de DOX en la ciclodextrina mediante espectroscopia de fluorescencia y UV-Vis. Este 
procedimiento se realizó para ocluir Indocianina Verde (ICG) en la βCD usando el mismo 
protocolo y estequiometria. 

  Tras la incubación de las células con 1 µM doxorubicina o concentraciones equivalentes 
ocluídas en βCD, se determinó la entrada del fármaco al interior de las células y la 
citotoxicidad del mismo. 

  Para determinar la entrada de DOX, las células se lisaron con 200 µL de Tritón X-100 
al 0,5% en PBS y la fluorescencia debida a la DOX se midió en un espectrofluorímetro 
JASCO FP-8300 con ventanas de apertura de 2,5 nm a una excitación de 499 nm y 
longitudes de onda de emisión de 555 nm. 

 

4.2.2.9 Ensayos de captación de Doxorubicina empleando citometría de 
flujo 

  El ensayo de captación se emplea para conocer la capacidad cuantitativa y cualitativa 
de entrada de fármaco al interior de la célula. 

  Tras la incubación de las células con 1 µM doxorubicina o concentraciones equivalentes 
ocluidas en βCD, se determinó la entrada del fármaco al interior de las células.  

  Se retiró el medio de cultivo y se tripsinizaron las células adheridas. El producto de la 
tripsinización se recogió en un tubo de 1,5 mL y se centrifugó a 400 xg durante 5 
minutos. Se lavó dos veces con PBS y centrifugándose nuevamente a 400 xg durante 1 
minuto entre cada lavado, y se resuspendieron de nuevo en PBS. Las células se 
procesaron por citometría de flujo. 

 

4.2.2.10 Ensayos de viabilidad celular y proliferación celular basados 
en MTT 

  El ensayo MTT o Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol es 
ampliamente usado en el estudio de viabilidad o proliferación celular. Las células vivas, 
por acción de sus deshidrogenasas  mitocondriales, convierten el MTT en formazán, un 
compuesto morado con un máximo de absorbancia a 570 nm.  

 

 



  Tras la incubación con los correspondientes efectores, las células se lavan con PBS y se 
incuban en medio DMEM sin FBS al que se ha añadido 0,5 mg/mL MTT. Se incuba en 
estufa a 37°C durante 45-70 minutos (según el tipo celular). Transcurrido el tiempo de 
incubación se retira el medio, se adiciona una solución de 40 mM de HCL en isopropanol 
con el fin de extraer el formazán del interior de la célula y se mide la densidad óptica a 
570 nm. 

  La intensidad de la señal generada es dependiente de varios parámetros entre los que 
se encuentran la concentración de MTT, el tiempo de incubación, el número de células 
viables y su actividad metabólica. Todos estos parámetros deben tenerse en cuenta para 
la optimización del ensayo; y deben de ser constantes a fin de ser comparables. 

 

4.2.3 Métodos para la manipulación de proteínas 

4.2.3.1 Purificación de proteínas 

  Tras la inducción de la síntesis de proteínas en las bacterias que sobre-expresan el 
plásmido que la codifica, se necesita purificar la proteína de interés. La purificación de 
las proteínas usadas en esta tesis doctoral, MBP y MBP-ScFv, se ha realizado a partir del 
pellet de bacterias inducidas correspondientes a un cultivo de 500 ml. 

  Para ello, el precipitado bacteriano se resuspendió en un tampón HEPES 20 mM, 
imidazol 20 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,2%, pH 8, al que se le había añadido PMSF 
1 mM y 100 µg/mL de lisozima, y las células se lisaron por sonicación (100% y 0,5 ciclos). 
El lisado se centrifuga a 12000 xg durante 30 minutos para eliminar los restos celulares. 
Se transfiere  el sobrenadante a un tubo de 50 mL y se le añade sulfato de protamina 
0,1% para precipitar las endonucleasas; se incuba por agitación en un rotatubos durante 
30 minutos a 4ºC. A continuación, se centrifuga durante 30 minutos a 12000 xg para 
precipitar la protamina junto con las endonucleasas. El sobrenadante se filtra con un 
filtro de 0,45 µm para eliminar posibles contaminantes. El sobrenadante de la 
centrifugación se considera el punto de partida de la purificación. 

  Para la purificación de la proteína de interés, se utiliza  una columna de cromatografía 
de afinidad (HisTrap GE®). Primero, se equilibra la columna con el tampón de equilibrio 
(HEPES 20 mM, imidazol 20 mM, pH 7,4), y después el sobrenadante se pasa a través de 
la columna. Tras el lavado en el tampón de equilibrio (se utiliza tanto tampón como sea 
necesario hasta que no eluyan proteínas de la columna), y con objeto de eliminar 
cualquier residuo que pueda contaminar la proteína de interés, se realiza un segundo 
lavado utilizando un  tampón 20 mM HEPES, NaCl 500 mM, pH 7,4.  

  Finalmente, se eluye  la proteína con tampón de elución (HEPES 20 mM, imidazol 500 
mM, pH 7,4). El eluato se concentra con tampón HEPES 20 mM a pH 7,4 en un filtro de 
centrífuga de membrana de polietersulfona con corte de peso molecular en 10 kDa 
(VWR) a 10000 xg. 

 



4.2.3.2 Preparación de extractos proteicos 

  El Western Blot es un método empleado para medir, de manera cuantitativa y 
cualitativa, proteínas en un extracto celular. Para poder utilizar esta técnica es necesario 
obtener y aislar las proteínas de otros restos celulares que puedan interferir en el 
estudio. 

  Tras la incubación de las células con los diferentes efectores, se retira el medio y las 
células se lavan con PBS dos veces. Se añaden  50 µL de tampón de lisis RIPA (50 mM 
Tris-HCl, pH8; 150 mM NaCl; 1% (v/v) Nonidet P-40; 0,1% (p/v) SDS; 1% (p/v) 
desoxicolato sódico; 5 mM EDTA; 1 mM PMSF). Se recogen las células, se sonican (50% 
y 0,5 ciclos) y el lisado resultante  se centrifuga a 10.000 xg a 4ºC. El sobrenadante se 
transfirió a otro tubo. 

 

4.2.3.3 Cuantificación de la concentración de proteínas 

   Para el empleo de una proteína obtenida por purificación, o los extractos proteicos de 
un cultivo celular, se debe conocer su concentración con el fin de que nuestros 
resultados sean reproducibles. 

  Existen varios métodos para la cuantificación de proteínas, como las muestras poseen 
detergentes el mejor método para cuantificar sin interferencias sería el método del ácido 
bicinconínico (BCA) [188]. 

El método de detección de proteínas BCA se basa en la reacción de reducción del cobre, 
desde Cu2+ a Cu1+ por grupos reductores de las proteínas. El ion Cu1+ reacciona con dos 
moléculas de ácido bicinconínico, mostrando una coloración medible en un 
espectrofotómetro. Este método se caracteriza además de por su sensibilidad, por una 
baja interferencia en la medida de moléculas como SDS, glicerol o imidazol. El método 
se ha adaptado a su uso en placas de ELISA y como curva de calibrado se han utilizado 
soluciones de albúmina bovina desde 0-10 µg/pocillo. La medida espectrofotométrica se 
ha realizado a 595 nm. 

4.2.3.4 Electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 

  La electroforesis de proteínas en geles SDS-poliacrilamida se ha realizado utilizando el 
sistema Mini-Proteam II (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
acrilamida es un polímero entrecruzado que permite la separación de las proteínas por 
tamaño. El porcentaje de acrilamida a emplear dependerá de las necesidades de 
eficiencia en cuanto a la resolución, en el caso de esta tesis utilizamos geles con 
acrilamida al 10% (p/v). Los geles de acrilamida contienen dos partes; la primera parte 
es la zona de compactación o Stacking y la segunda la zona de resolución. Su 
composición se muestra en la Tabla 4.4. 

 



 Compactación o Stacking Gel de resolución 

Tris-HCl, pH 6,8 0,125 M -------------- 

Tris-HCl, pH 8,8 -------------- 0,375 M 

Acrilamida 4% (p/v) 10% (p/v) 

SDS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v) 

TEMED 0,1% (v/v) 0,05% (v/v) 

APS 0,05% (p/v) 0,05% (p/v) 

Tabla 4.4 Composición de los geles de acrilamida 

  El SDS es un detergente que presenta carga negativa y se emplea para que la separación 
de proteína se realice en función del peso molecular. La carga negativa del SDS se 
considera alta, por lo que la carga intrínseca de la proteína queda reducida a un valor 
insignificante. Al ser un detergente provoca una desnaturalización de las proteínas al 
unirse a ellas.  

Las muestras se preparan mezclando 30 µg de proteínas con tampón de carga 5x (200 
mM Tris-HCl, pH 6,8; 2% (p/v) SDS; 20% (v/v) glicerol; 5% (v/v) β-mercaptoetanol; 0,1% 
(p/v) azul de bromofenol). A continuación, se calientan a 98ºC durante 5 minutos. En 
este proceso de calentamiento y de incubación con el tampón de carga favorece la 
desnaturalización de las proteínas. 

  El gel se sumerge en tampón de electroforesis 1x TGS pH8,3 (25 mM Tris; 192 mM 
glicina; 0,1% (p/v) SDS) y las muestras se cargan en los pocillos del gel de compactación. 
La electroforesis tiene lugar a 150 V durante unos 70 minutos aproximadamente. El 
tiempo de resolución variará en función del tamaño de las proteínas de interés y de la 
calidad de resolución que necesitemos.  La tinción de las proteínas se realiza con  0,2% 
(p/v) Coomassie Brilliant Blue G‐250, 40% (v/v) metanol y 15% (v/v) ácido acético. El gel 
se deja sumergido O/N en agitación suave a temperatura ambiente. Al día siguiente los 
geles se pasan a la solución de decoloración (40% (v/v) metanol,  15% (v/v) ácido acético) 
hasta que las bandas coloreadas correspondientes a las proteínas se hacen visibles. 
Inmediatamente después, los geles son fotografiados. 

 

4.2.3.5 Western Blot 

  Esta técnica permite la detección y cuantificación de una proteína concreta de interés, 
mediante el uso de anticuerpos específicos. Tras la electroforesis vertical, las proteínas 
se transfieren del gel de acrilamida a una membrana, que puede ser de nitrocelulosa o 
PVDF según las características del anticuerpo. Para realizar la transferencia, utilizamos 
un dispositivo Trans-Blot Transfer System de Bio-Rad. La transferencia se realiza a 25 
V/1 A durante 30 minutos. El tampón de transferencia pH 8,3 contiene 25 mM Tris; 0,2 
M glicina; 20% (v/v) metanol.  



  Después de la transferencia, las membranas se introducen en un Falcon de 50 mL y se 
añade una solución de bloqueo formada por 5% (p/v) de BSA o leche desnatada en polvo, 
en TBS-Tween (50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween20). Esta 
solución de bloqueo tiene la misión de ocupar sitios de unión inespecíficos que se 
encuentren en la membrana y evitar así interferencias. La membrana se agita con la 
solución de bloqueo durante una hora.  

  Tras la hora de incubación se retira la solución de bloqueo y se procede a la incubación 
con agitación de la membrana en la solución de bloqueo que contiene el anticuerpo 
primario O/N a 4ºC. Se realizan tres lavados con TBS-Tween durante 5 minutos con 
rotación a temperatura ambiente y, a continuación, se incuba la membrana con el 
anticuerpo secundario diluido en una solución igual a la de bloqueo durante 2 horas. El 
anticuerpo secundario tiene la capacidad de unirse al anticuerpo primario, además tiene 
una peroxidasa unida cuya actividad utilizaremos para su detección. 

  Se realizan otros tres lavados con TBS-Tween y un último lavado, esta vez con TBS sin 
Tween durante 5 minutos. Por último detectamos la proteína mediante 
quimioluminiscencia empleando un reactivo [189] y un dispositivo de detección 
ChemiDoc-It 810 Imager de UVP. En el caso de los anticuerpos fluorescentes el proceso 
es exactamente igual, salvo que las imágenes se obtuvieron en un ChemiDoc MP de Bio-
Rad. 

 

4.2.3.6 Ensayo de estabilidad térmica empleando Thermal Shift Assay 

  La determinación de las curvas de desnaturalización por temperatura de la MBP y MBP-
ScFv se ha realizado mediante el uso de la técnica de Thermal Shift Assay. Para ello se 
ha utilizado un Termociclador a tiempo real miniOpticon de 48 pocillos (Bio Rad). Se ha 
empleado para la determinación como fluoróforo Sypro® Orange (Sigma Aldrich) y 
como filtros de excitación y emisión la pareja HEX del equipo (excitación en el rango de 
470-505 nm y emisión entre 540 y 700 nm). Se han realizado curvas de desnaturalización 
entre 30 y 75ºC, con un incremento de temperatura de 0.2ºC. A partir de los datos de 
fluorescencia obtenidos se han determinado las curvas de fusión (melt curves), los picos 
de fusión (melt peaks) y la temperatura de fusión (Tm) de cada condición experimental. 

  Para la preparación de las muestras, a partir de la solución comercial de Sypro® Orange 
se realiza una dilución 1:500 en DMSO y se dispone en tiras de PCR ópticamente 
transparentes en un volumen final de PBS de 30 µl. Incluímos en el volumen la dilución 
1x del colorante y 5 µM de concentración final de la MBP purificada. En algunas 
determinaciones, la MBP ha sido incubada con concentraciones crecientes (0-500 µM) 
de maltosa (Merck) durante 10 minutos antes de iniciar las curvas de desnaturalización. 



4.2.4 Métodos para la manipulación de ácidos nucleicos 

4.2.4.1 Aislamiento y purificación de DNA plasmídico 

  DNA miniprep 

  La purificación de DNA plasmídico se ha realizado utilizado el kit comercial GeneJET 
Plasmid Miniprep Kit. Este kit se basa en la realización de una etapa de lisis alcalina a 
partir de un cultivo saturado de bacterias (1.5-3 ml), en presencia de SDS para liberar el 
DNA plasmídico y la precipitación del DNA cromosómico. Una vez neutralizado el lisado 
se separaron las proteínas y restos celulares por centrifugación y el sobrenadante se 
aplicó a microfiltros de centrifugación con membranas de sílice, contenidos en el kit. El 
DNA absorbido se lavó para eliminar contaminantes y se eluyó con H20 miliQ. La pureza 
y cuantificación del DNA se llevó a cabo espectrofotométricamente. 

  Tras este procedimiento, el plásmido purificado queda preparado para su uso en  
procedimientos como la digestión con las enzimas de restricción, PCR, transformación 
y secuenciación automática. 

 

  DNA midiprep 

  Este método se ha empleado con el objetivo de obtener grandes cantidades de DNA 
plasmídico de gran pureza y libre de endotoxinas. Para ello, se ha inoculado 1 ml de 
cultivo saturado de bacterias transformadas con el plásmido de interés en 500 ml de 
medio LB suplementado con los antibióticos de selección y se ha incubado a 37°C en 
agitación a 200 rpm. Pasadas 24 horas, se ha centrifugado el cultivo a 7000 rpm durante 
10 minutos a 4°C y se ha re-suspendido el pellet en solución I (25 mM TRIS pH 8, 10 mM 
EDTA).  

  A continuación, se han lisado las bacterias con la solución de lisis (0,4 M NaOH, 0,1% 
(p/v) SDS), se ha neutralizado el lisado con acetato potásico (5 M, pH 4,8) y se ha 
centrifugado a 7000 rpm durante 15 minutos. Pasado el tiempo, se ha filtrado el 
sobrenadante, se han añadido 0,6 volúmenes de isopropanol y se ha vuelto a centrifugar 
15 minutos a 10 000 rpm. El pellet se ha re-suspendido en solución I con LiCl 5 M para 
eliminar las toxinas y se ha centrifugado. Posteriormente, se ha incubado con 20 µg/ml 
de RNAsa A durante 30 minutos a 37°C y se ha añadido 13% PEG 8000 en NaCl 1,6 M y 
se ha centrifugado a 13500 rpm durante 20 minutos a 4°C.  

  El precipitado de DNA se ha re-suspendido con solución I y se ha extraído dos veces 
con solución fenol-cloroformo (1:1) a pH 8 y una vez con cloroformo. A la fase acuosa 
se le ha adicionado acetato amónico 7,5 M y dos volúmenes de etanol absoluto y se ha 
centrifugado 15 minutos a 13500 rpm a 4°C. Finalmente, el DNA plasmídico se ha lavado 
con etanol al 70% y se ha diluido en agua MiliQ. 

 



4.2.4.2 Cuantificación DNA 

Método fluorimétrico 

  Se basa en el empleo de un reactivo comercial denominado Hoechst 33258, que se 
intercala en la doble hebra del DNA y emite fluorescencia. Dicha fluorescencia es 
proporcional a la cantidad de DNA presente en la muestra, por lo que podemos 
cuantificarlo comparando con la de un DNA de  concentración conocida. 

  En primer lugar se prepara una recta patrón con cantidades crecientes (1-5 µg/µL) de 
DNA de esperma de salmón (1 mg/mL). El DNA se mezcla con reactivo de Hoechst y 
tampón TNE (0,2 M NaCl; 10 mM Tris‐HCl; 1 mM EDTA, pH 7,4). A continuación se mide 
la fluorescencia a una longitud de onda de 365 nm de excitación y 460 nm de emisión. 

  La concentración de DNA de la muestra problema se calcula por interpolación de los 
valores de fluorescencia obtenidos en la recta patrón. 

Cuantificación espectrofotométrica en dispositivo NanoDrop 

  Se utiliza un espectrofotómetro NanoVue Plus (GE Healthcare) para hacer una medida 
directa de la concentración de pDNA. El equipo se calibra con agua destilada y la 
densidad óptica de la muestra a 260 nm, es proporcional a la concentración de DNA en 
la muestra.  

 

4.2.4.3 Digestión con endonucleasas de restricción 

  Una endonucleasa de restricción es una enzima capaz de reconocer secuencias 
específicas de DNA generando una serie de fragmentos más pequeños. Existe una 
variedad amplia de estas enzimas de diferentes especies bacterianas. Estas enzimas se 
aislaron, purificaron y catalogaron por su interés en el campo de la bioquímica como 
herramienta de trabajo. 

  Para digerir el DNA con enzimas de restricción se han seguido las instrucciones del 
fabricante (ThermoFisher Scientific). Usualmente, se han utilizado 0,1- 0,5 µg de DNA, 
1 µl de tampón de digestión Fast Digest 10x y 10 U/µg de DNA del enzima de restricción 
Fast Digest en un volumen final de 10 µl. Las digestiones se han realizado incubando a 
37°C en el termobloque durante 30-90 minutos. 

 

4.2.4.4 Electroforesis horizontal en geles de agarosa 

  Utilizamos este tipo de electroforesis para la separación de DNA y poder visualizarlo 
posteriormente mediante tinción con bromuro de etidio, un agente intercalante y 
fluorescente cuando se expone a luz ultravioleta. La electroforesis se ha realizado en 
geles de agarosa de 0,8% (p/v) preparados en tampón de electroforesis o TAE (40 mM 
Tris; 0,11% (v/v) ácido acético glacial; 1 mM EDTA‐Na2 pH 8).  



  Sumergimos el gel en tampón TAE y cargamos las muestras de DNA, disueltas en un 
tampón de carga (40% (v/v) glicerol, 60% (v/v) dH2O y cantidad suficiente de azul de 
bromofenol) en proporción 5:1. A continuación se aplica un voltaje de 90 V durante 30 
minutos. 

  Una vez transcurrido el tiempo de electroforesis, se sumerge el gel en una disolución 
de bromuro de etidio en tampón TAE a una concentración de 1 µg/mL durante al menos 
10 minutos. Después podremos visualizar el gel y fotografiarlo en presencia de luz 
ultravioleta. El tamaño de los fragmentos se ha determinado utilizando marcadores de 
peso molecular como Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker o 100 pb DNA Ladder 
(ThermoFisher Scientific).  

 

4.2.4.5 Ligación de DNA 

  La reacción de ligación consiste en la unión de dos fragmentos de DNA mediante el 
empleo de una DNA ligasa. La reacción debe realizarse en hielo. Los fragmentos 
obtenidos por digestión con endonucleasas, o por el resultado de una reacción de PCR, 
se mezclan con vectores que se encuentran linealizados y cuyos extremos son 
compatibles en una proporción molar 3:1. Se añaden 5 µL de T4 DNA ligasa y 10 µL de 
tampón para la ligación (Reaction Buffer 2x  Thermo Scientific). La mezcla se lleva 
usualmente a un volumen final de 20 µL con agua destilada y se incubó a 10°C O/N. 

 

4.2.4.6 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

  Utilizamos la PCR para aumentar de forma exponencial una hebra de DNA de cadena 
doble que presenta una secuencia específica. En el proceso añadimos una pareja de 
oligonucleótidos que hibridan con esta secuencia concretamente, su función es de 
actuar como molde para la duplicación de la hebra. Por último, se usa una DNA 
polimerasa termorresistente y desoxirribonucleótidos libres para formar las nuevas 
hebras. 

  Las reacciones de amplificación se realizan en un termociclador Perkin Elmer 9700. Las 
reacciones se llevan a cabo en un volumen final de 50 µL que incluye los 
oligonucleótidos (forward y reverso) a una concentración final 0,1 pM, los 
desoxirribonucleótidos a 100 µM y 1,25 U.I. de Pfu polimerasa, en el tampón apropiado 
para la enzima. 

  La reacción comienza con un ciclo de desnaturalización de una duración de 5 minutos 
a 94°C. A continuación un número variable de ciclos (entre 20 y 35) en cada cual se 
repetirán tres fases: 

- Desnaturalización de la hebra a 94°C durante 30 segundos. 
- Fase de hibridación (la temperatura depende de la longitud de los 

oligonucleótidos) 
- Fase de amplificación a 72°C. 



  La última de estas fases tiene una duración variable en función del tamaño final del 
fragmento a amplificar. Finalmente un último ciclo de amplificación de 7 minutos a 
72°C para asegurar que se acabaran de sintetizar todos los fragmentos iniciados. Para 
conocer la temperatura de la fase de hibridación de los oligonucleótidos, se utiliza el 
programa informático Serial Cloner 2.6.1. 

 

4.2.4.7 Mutación dirigida Quick Change 

  La mutagénesis dirigida se basa en una reacción de termociclado no-PCR que emplea 
cebadores con la mutación incluida, seguido de la eliminación del plásmido original 
mediante su digestión con DpnI [190]. Para las reacciones de mutagénesis, no se utilizan 
kits comerciales. Las reacciones de PCR se preparan de acuerdo con Laible y Boonrod 
[191]: se adiciona 60 ng del molde del plásmido, el par seleccionado de oligonucleótidos 
mutagénicos (concentración final de 0,4 µM cada uno), nucleósidos trifosfato 0,25 mM, 
Tris-HCl 20 mM (pH 8,8 a 25°C ), (NH4)2SO4 10 mM, KCl 10 mM, 0,1 mg/ml de albúmina 
de suero bovino, Triton X-100 al 0,1% (v/v), MgSO4 2 mM y 2,5 U de DNA polimerasa 
recombinante Pfu (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Alemania) en un volumen final de 
50 µL.  

El plásmido pMal-TEV-His, que codifica para la MBP unida a una cadena de 
polihistidina, se ha utilizado de molde para realizar las mutaciones sitio-específicas 
I330W e I334W. 

  En la secuencia de aminoácidos QKGEIMPNIPQMS, la primera isoleucina corresponde 
a la posición Ile330 y la segunda a la posición Ile334. La secuencia traducida será la 
siguiente (resaltando en negrita los codones que codifican para la isoleucina): 

CAGAAAGGTGAAATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCC 

  Con la secuencia definida, diseñamos los cebadores (Merck) para cada una de las 
mutaciones (Tabla 4.1). 

  Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una fase de desnaturalización inicial 
(30 segundos, 95°C); seguida de 18 ciclos de desnaturalización (30 segundos, 95°C), 
hibridación (30 segundos, 55°C) y extensión (4 minutos, 72°C). Después del ciclo, se 
programó la PCR para una extensión adicional de 10 minutos a 72°C seguido de 
enfriamiento a 4°C. 

  Una vez que se completa la reacción de termociclado, se reserva una alícuota de 10 µL 
para el análisis de electroforesis en agarosa y se agrega 1 µL (10 U) de enzima DpnI al 
resto de la reacción. Se incuba a 37°C durante al menos 2 horas para eliminar el molde 
de DNA plásmidico. Para confirmar que se ha producido la mutación se realiza una 
electroforesis en un gel de agarosa de la reacción de amplificación antes y después de la 
digestión con DpnI, y la cantidad equivalente del plásmido base utilizado para la 
reacción de mutagénesis.  



4.2.4.8 Construcciones realizadas en el laboratorio 

  Partiendo de un vector de expresión comercial (pMAL-c2X) se realizaron varias 
modificaciones empleando la técnica Quick Change. Se sustituyó el sitio de escisión del 
factor Xa por el de escisión para la proteasa TEV [192], y se insertó una cola de poli 
histidina en el extremo 3’. Tras las modificaciones se obtuvo un  plásmido que codifica 
para la MBP silvestre (pMAL-TEV-HIS). 

  Se realizó una mutagénesis dirigida en el pMAL-TEV-HIS amplificando por PCR [193]. 
Se cambiaron las isoleucinas situadas en las posiciones 330 y en 334 de la secuencia 
codificante, por triptófanos (Tabla 4.1). Con estas modificaciones se generaron tres 
tipos de mutaciones, que junto con el plásmido original se denominaron pMAL-TEV-
HIS, pMALI330W-TEV-HIS, pMALI334W-TEV-ScFv-HIS y pMALI330W-I334W-TEV-HIS. 

  Tanto el plásmido que codifica para la MBP silvestre como los mutados, se 
complementaron con la secuencia que codifica para el anticuerpo ScFv. Se insertó a 
continuación del sitio TEV empleando enzimas de restricción y la técnica de ligación. 
Los plásmidos resultantes se denominaron pMAL-ScFvHER2-HIS, pMALI330W-TEV-
ScFvHER2-HIS, pMALI334W-TEV-ScFvHER2-HIS, pMALI330WI334W-TEV-ScFvHER2-HIS. 

 

4.2.4.9 Ensayo de cambio en la movilidad electroforética 

  La capacidad para unir DNA de un compuesto de transfección es una de las cualidades 
a ensayar para conocer su eficacia. A mayor capacidad de unión, mayor es la 
probabilidad de que sea eficaz. Con el fin de conocer esta cualidad, se realiza una 
incubación de un pDNA con el compuesto de transfección y luego se observa su 
comportamiento mediante electroforesis en geles de agarosa.  

  El pDNA utilizado es pEGFP-N2 (5 µL a 0.1 mg/mL). Se mezcla con bPEI25kDa como 
control y con su derivado con Maltosa, y se incuba durante 30 minutos a temperatura 
ambiente; en caso de ser necesario, tras la incubación se incuba con las proteínas 
(MBPI334W o MBPI334W-ScFvHER2) otros 20 minutos. 

  Se recoge una alícuota de 5 µl de cada mezcla para someterla a electroforesis en un gel 
de agarosa (0,8% p/v) en tampón TAE. La electroforesis se llevó a cabo a 7 V/cm y los 
geles se tiñen después de la electroforesis con bromuro de etidio. 

  La cuantificación de la intensidad de la banda se realizó con el software NIH ImageJ 
[194]. Se asigna un valor del 100% a la banda que contiene el DNA desnudo y se calcula 
el porcentaje de unión con respecto a la banda de control.  

 

 



4.2.4.10 Ensayos de protección frente a DNAsas 

  Otra de las cualidades a conocer en un compuesto de transfección es su capacidad para 
proteger frente a DNAsas el DNA que lleva unido. Esta capacidad puede ser crucial para 
el éxito de la transfección. El DNA de pEGFP-N2 (10 µL a 0.1 mg/mL) se mezcla con los 
derivados de PEI (0.25, 0.5, 1 ratio N/P), y se incuba durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación, se añade una solución de DNAsa I (10 µL, 50 µg/mL en Tris-
HCl 50 mM, pH 8), y se incuba durante 1 hora a 37°C. 

  Después de la digestión con DNAsa, se añade SDS al 20% para desnaturalizar la DNAsa 
y detener la reacción. Las muestras se incuban durante 15 minutos a 65°C. Con el fin de 
comprobar la integridad del pDNA se disocia la unión con el compuesto de transfección 
añadiendo 30 µg heparina para luego realizar una electroforesis en gel de agarosa.  

  Los geles se tiñeron después de la electroforesis con bromuro de etidio. La 
cuantificación de la intensidad de la banda se realizó con el software de imágenes NIH 
[194]. Se asignó un valor de 100 a la banda correspondiente al DNA no digerido control. 

 

4.2.5 Manipulación in vivo 

  Se emplean ratones inmunodeficientes NSG hembra (6-8 semanas de edad, 25-30 g de 
peso) en las instalaciones del Animalario de la Universidad de Granada. Se mantienen 
de acuerdo con las pautas establecidas por la Directiva 2012/707/UE, y la aprobación del 
Comité de Investigación Animal en la Universidad de Granada (15/11/2017/154). 

  Para los modelos xenografs, se utilizaron células SKBR3 que se tripsinizaron y se 
resuspendieron en PBS (densidad igual a 2x107 células/mL). Se inyectaron 1x106 células 
por vía intradérmica, en el área de la mama. Cuando el tamaño de los tumores alcanza 
un diámetro de 1 a 6 mm, se procedió a inyectar en la vena de la cola las nanopartículas 
unidas a los fluoróforos a ensayar. 

  La obtención de imágenes in vivo se realiza en un equipo IVIS (xCaliper Life Sciences). 
Se colocan los ratones, anestesiados con isofluorano, en la cámara oscura para la 
adquisición de luminiscencia o fluorescencia. Las imágenes se toman y se analizan con 
el paquete de software Living Image 2.6 (Xenogen). 

 

4.2.5.1 Ensayos de captación de Doxorubicina in vivo 

  Debido a que el espectro de la DOX no es capaz de detectarse in vivo en tumores 
animales, se utiliza la ICG como fluoróforo para detectar la captación. El complejo ICG-
βCDbPEI2k-Mal se incubó con cantidades equimoleculares de MBPI334W-ScFvHER2 durante 
30 minutos a temperatura ambiente con el objeto de obtener el complejo [ICG-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. Como control negativo se emplea el mismo 
complejo pero incubado con MBPI334W sin el receptor. Los complejos se administran por 
vía intravenosa en la cola, y las imágenes se obtienen en el IVIS durante 30 minutos. 



 

4.2.5.2 NIR in vivo 

  Para la detección de células que presenten el receptor HER2 por fluorescencia 
incubamos MBPI334W-ScFvHER2 con cantidades equimoleculares de NIR-Mal. Tras 30 
minutos de incubación obtenemos el complejo [(NIR) Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. Como 
control negativo utilizamos una cantidad equivalente de NIR-Mal. Los compuestos se 
administraron por vía intravenosa en la cola y 24 horas más tarde se obtuvieron las 
imágenes in vivo mediante IVIS. 

 

4.2.5.3 Transfección in vivo 

  Para la detección de la eficiencia de transfección de las nanopartículas recogidas en 
esta tesis doctoral, 50 µg de plásmido pGL3 control (Genbank U47296.2) se incuban con 
bPEI25k-Mal en un ratio N/P de 7, durante 20 minutos. Tras la incubación, se realiza 
una segunda incubación de 20 minutos con la proteína MBPI334W-ScFvHER2 en cantidades 
equimoleculares. Los complejos se administran por vía intravenosa en la cola y 24 horas 
más tarde se mide la emisión de luminiscencia tras la inyección intraperitoneal de 150 
mg/kg de D-Luciferina (Melford Laboratories). Se obtienen las imágenes in vivo 
mediante IVIS. 

 

  



5. Resultados 

5.1 Estrategia de diseño de vectores teragnósticos 

  Se considera molécula teragnóstica a cualquier molécula con la capacidad para operar 
como agente de diagnóstico y tratamiento de manera específica, sobre un tipo celular o 
de tejido. Como se ha indicado en los objetivos propuestos para esta Tesis, el objetivo 
fundamental es el desarrollo de sistemas teragnósticos que permitan tanto la 
visualización como el transporte dirigido a células tumorales en modelos celulares y 
animales de procesos neoplásicos. 

  El disponer en una misma partícula la capacidad de visualización de la misma junto 
con la de un transporte activo y específico de fármacos permitiría combinar el 
diagnóstico de la evolución del proceso tumoral junto con la administración del 
tratamiento. La combinación de un transporte dirigido con la visualización del mismo 
permite el desarrollo de agentes terapéuticos más específicos, con menos efectos 
secundarios y una mayor eficacia, al mismo tiempo que validar la utilidad de los mismos 
mediante técnicas de imagen. 

  Existen varias posibilidades para el desarrollo de estos agentes terapéuticos. En todos 
los casos es necesario disponer de una molécula directora hacia una diana molecular que 
se exprese en las células tumorales. En numerosas ocasiones la molécula directora 
elegida es un anticuerpo monoclonal, y en el caso que se ocupa esta Tesis, es un 
anticuerpo de cadena sencilla (ScFv) dirigido frente a receptores HER2, que se sobre-
expresan en diferentes tumores como algunos tipos de cáncer de mama y de pulmón 
[146, 195].  

  En adición a la molécula directora es necesario disponer de una molécula que sea 
responsable de la unión del agente terapéutico (fármaco) y del agente de visualización. 
Esto se puede lograr por diversas estrategias, que en general implican la modificación 
covalente del anticuerpo director a distintas moléculas implicadas en el transporte de 
fármacos y la visualización. Esto constituye una de las etapas limitantes del proceso, ya 
que en función de la secuencia de aminoácidos del anticuerpo será necesario utilizar 
diferentes estrategias de conjugación que tendrán que ser individualizadas. Esta 
optimización no es sólo necesaria para cada uno de los anticuerpos que se empleen sino 
también para las diferentes moléculas que se unan a los mismos, lo que hace el proceso 
especialmente complejo. 

  Para solventar los problemas expuestos en el párrafo anterior, proponemos una 
estrategia que permita el desarrollo de agentes terapéuticos modulares que puedan ser 
aplicados a diferentes dianas moleculares mediante el cambio de la secuencia 
codificante del anticuerpo director, pero que mantenga el resto de la estructura 
modular, de forma que la optimización para cada aplicación sea fácil. El sistema que 
proponemos tiene como núcleo central una proteína de fusión entre la proteína de 
unión a maltosa de E. coli (MBP) y un anticuerpo de cadena sencilla. Como prueba de 



concepto, el anticuerpo ScFv utilizado está dirigido frente al receptor del factor de 
crecimiento epidérmico 2 o receptor HER2) (Figura 5.1). 

  Mientras que ScFv-HER2 actuará como la molécula directora, MBP tiene una doble 
función. Por una parte permitir el desarrollo de un sistema de expresión heterólogo en 
bacterias del ScFv, debido a la capacidad de la MBP de facilitar la expresión de proteínas 
recombinantes incrementando sus niveles de expresión y solubilidad. En segundo lugar, 
la MBP aprovechando la afinidad que presenta por maltosa y derivados maltosilados 
permitirá la unión de distintas moléculas que serán las responsables del transporte de 
fármacos, la transfección génica y la visualización.  

  Los derivados maltosilados, sintetizados por el grupo de investigación del Profesor 
Francisco Santoyo González (Departamento de Química Orgánica, Facultad de Ciencias, 
Universidad de Granada), que se utilizarán son: 

1. NIR-Mal: Contiene una molécula de maltosa unida covalentemente a un 
colorante que emite fluorescencia en el infrarrojo cercano derivado de  
heptametina de cianina (NIR),  con la finalidad de permitir la detección in vivo e 
in vitro de células con receptores para HER2 (HER2+). 

2. βCD-PEI-Mal: Maltosa unida a bPEI2kDa unido a cuatro β-Ciclodextrinas (βCD) 
en las que se pueden ocluir diferentes agentes terapéuticos, de manera que 
permitan el transporte selectivo del fármaco antineoplásico a células HER2+ in 
vivo e in vitro. Como fármaco modelo a ocluir se ha seleccionado la  Doxorubicina 
(DOX). 

3. bPEI25k-Mal: bPEI25kDa unido a cinco moléculas de Maltosa, para su uso in vivo 
e in vitro como agente de transfección. 

 

 

 

Figura 5.1 Esquema de la proteína recombinante MBP-ScFvHER2. La 
proteína de fusión recombinante contiene la secuencia codificante de 
la MBP, una región flexible que contiene la secuencia de escisión 
proteolítica de la proteasa TEV, un anticuerpo de cadena sencilla 
frente a HER2 (ScFv) y una cola de poli histidina para su purificación. 
Los diferentes ligandos conteniendo maltosa se unirán al centro activo 
de la MBP. 



  La proteína de fusión propuesta contiene en su estructura dos regiones de interés 
adicionales. Así, entre los dominios MBP y ScFv se ha dispuesto un linker flexible en el 
que además se ha incluido una secuencia de reconocimiento por la proteasa TEV 
(Tobacco Etch Virus Protease). Esto permite, si es necesario el procesamiento proteolítico 
de la proteína de fusión. En segundo lugar se ha incluido en el extremo carboxilo de la 
proteína de fusión una cola de poli histidina para disponer de un mecanismo alternativo 
de purificación de la proteína recombinante mediante cromatografía IMAC (Immobilized 
Metal Affinity Chromatography). 

 

5.2 Optimización mediante mutagénesis dirigida de la proteína 
de unión a maltosa 

  Dentro de la estrategia que hemos presentado en el apartado anterior, la MBP tiene un 
papel central ya que va a ser responsable de la unión de los diferentes ligandos 
maltosilados que posibiliten la teragnosis. Se han descrito diferentes proteínas capaces 
de unir ligandos con una elevada afinidad. Dentro de ellas, la avidina o la estreptavidina 
tienen una posición destacada, ya que presentan una muy elevada afinidad por la 
biotina. No obstante, estas proteínas presentan diferentes problemas. Por una parte, 
tienen una limitada solubilidad, lo que dificulta su expresión recombinante. Por otra 
parte se trata de proteínas tetraméricas, lo que puede presentar problemas de 
multivalencia. Aunque se han diseñado sistemas de expresión de avidina monomérica, 
su solubilidad también es limitada. Por otra parte, la elevada afinidad de la avidina por 
la biotina presenta un problema adicional que es la dificultad de liberación del ligando 
en el interior celular, limitando en parte la capacidad de transporte de estas proteínas. 

  La MBP es una proteína monomérica que además presenta una muy elevada 
solubilidad. Además actúa como una chaperona facilitando el correcto plegamiento de 
las proteínas fusionadas a ella. Mediante sistemas de expresión heteróloga en bacterias 
permite niveles de expresión elevados de las proteínas de fusión. Estas propiedades la 
hacen un buen candidato para el desarrollo de nuestro sistema teragnóstico.  

  Por el contrario, la MBP presenta una afinidad moderada por la maltosa. Aunque 
presenta una baja capacidad de liberación de los maltósidos unidos a ella (una baja Koff), 
un aumento en la afinidad de unión a la maltosa incrementaría la utilidad de la proteína 
para el desarrollo de nuestro sistema teragnóstico. El aumento de la afinidad entre 
proteína y ligando reduce las posibilidades de romper el complejo, mejorando así su 
eficacia. Con esta mejora será mayor la probabilidad de que se mantenga la integridad 
estructural del complejo en momentos críticos, como por ejemplo en el torrente 
sanguíneo cuando se administra in vivo. 

 

 



  Se han descrito diferentes mutaciones en la MBP que son capaces de incrementar su 
afinidad por la maltosa. La mayoría de estas mutaciones se localizan en la región de 
bisagra, que constituye el centro de unión a ligandos de la proteína (Figura 5.2). Una de 
las mutaciones descritas, sustituye la Isoleucina del residuo 330 por un triptófano 
(I330W) [196]. Esta sustitución por un residuo de mayor volumen desestabiliza la forma 
abierta desplazando el equilibrio a cerrado, al mismo tiempo que disminuye la entalpía 
libre de formación. Si comparamos el nuevo residuo en la conformación abierta y 
cerrada, descubrimos que se encuentra expuesto al solvente en el estado abierto y 
empaquetado en conformación cerrada [197]. De esta manera, al desplazar el equilibrio 
hacia la forma cerrada, se incrementa la afinidad de la proteína mutada por la maltosa. 
Empleando una estrategia similar y basándonos en la estructura tridimensional de la 
proteína, hemos encontrado otra posición equivalente, Ile334, que es predecible que 
también pudiera afectar al equilibrio abierto-cerrado en la MBP y por ende a la afinidad 
de unión por la maltosa. 

 

 

Figura 5.2 Representación de la unión de la maltosa a la proteína MBP 
en PyMol. A Configuración abierta. B Configuración cerrada, maltosa 
en rojo. C Superposición de ambas estructuras. D Representación 
esquemática del cambio conformacional resultante [198]. Las 
configuraciones abiertas y cerradas se renderizaron en PyMol [199]. 

 

 

 

 

 



  A partir de la estructura tridimensional de la secuencia silvestre de la proteína de unión 
a maltosa (MBPwt) depositada en el Protein Data Bank, tanto de las conformaciones 
abierta (1JW4) como cerrada (1JW5) de la proteína; es posible llevar a cabo una 
modelización y un estudio de la influencia que las posiciones Ile330 e Ile334 tienen en 
la estructura de la proteína. Para ello se ha utilizado un programa de modelización, 
denominado Dynamut [200], que permite el cálculo del efecto de mutaciones puntuales 
sobre la estructura de la proteína de partida. Los resultados de esta modelización sobre 
las conformaciones abierta y cerrada de la MBPwt se muestran en las Figuras 5.3 y 5.4. 

 

5.2.1 Optimización de la Proteína de unión a Maltosa empleando 
mutagénesis dirigida para aumentar la afinidad 

  Se postularon varias mutaciones en la MBP de tipo silvestre con la finalidad de sustituir 
un residuo por otro de mayor volumen. De esta forma se pretende desplazar el equilibrio 
de abierto hacia cerrado, disminuyendo la entalpía libre de formación. Gracias a los 
datos obtenidos de la cristalización de la MBP tanto en su configuración abierta (Figura 
5.3) como cerrada (Figura 5.4), se puede observar la influencia de las mutaciones en 
ambas conformaciones. 

 

Figura 5.3 Configuración abierta de la proteína de unión a Maltosa. 
Imágenes y datos obtenidos a partir de la estructura 1JW4 (Protein 
Data Bank) y la modelización realizada mediante el programa Dynamut 
de la Universidad de Melbourne [200].  A Representación de la proteína 
de unión a Maltosa silvestre, B mutación de la I330W, C mutación de 
I334W, y D doble mutación I330W y I334W. Las zonas en azul en los 
mutantes B, C y D corresponden a un aumento de la rigidez de enlace. 



 

Figura 5.4 Configuración cerrada de la proteína de unión a Maltosa. 
Imágenes y datos obtenidos a partir de la estructura 1JW5 (Protein 
Databank) y la modelización realizada mediante el programa Dynamut 
de la Universidad de Melbourne [200].  A Representación de la proteína 
de unión a Maltosa silvestre, B mutación de la I330W, C mutación de 
I334W, y D doble mutación I330W y I334W. Las zonas en azul en los 
mutantes B, C y D corresponden a un aumento de la rigidez de enlace. 

 

  La modelización de estas mutaciones ofrece los siguientes datos: 

o Una mutación en el residuo 330 sustituyendo una isoleucina por un triptófano 
(MBPI330W). provoca un incremento en la estabilidad de la proteína con una 
variación de la energía libre de Gibbs ∆∆G=1,218 kcal/mol, que aumenta hasta 
∆∆G=1,666 kcal/mol en la configuración cerrada.  

o Una mutación en el residuo 334 sustituyendo una isoleucina por un triptófano 
(MBPI334W). provoca un incremento en la estabilidad de la proteína con una 
variación de la energía libre de Gibbs ∆∆G=1,811 kcal/mol, que aumenta hasta 
∆∆G=1,005 kcal/mol en la configuración cerrada.  

o Una doble mutación que comprende las dos anteriores (MBPI330W-I334W) provoca 
un incremento en la estabilidad de la proteína con una variación de la energía 
libre de Gibbs ∆∆G=1,218 kcal/mol y ∆∆G=1,811 kcal/mol, que aumenta hasta 
∆∆G=1,666 kcal/mol y ∆∆G=1,005 kcal/mol en la configuración cerrada.  



 

Figura 5.5 Modelo predictivo de las interacciones moleculares antes y 
después de insertar las mutaciones en la proteína de unión a Maltosa 
en la configuración abierta. A Isoleucina en la posición 330, B 
Triptófano mutado en la posición 330, C Isoleucina en la posición 334, 
y D Triptófano mutado en la posición 334. Se modelizaron mediante 
el programa Dynamut de la Universidad de Melbourne [200]. En rojo se 
representan puentes de hidrógeno, en azul enlaces de halógeno, en 
verde oscuro interacciones hidrofóbicas, en amarillo interacciones 
iónicas, y en verde claro el residuo a mutar/mutado.  

  Un análisis detallado de las posibles interacciones que se establecen entre los restos 
mutados de las proteínas y el resto de la estructura se muestran en las Figuras 5.4 y 5.5. 
Se puede observar en el modelo predictivo de la configuración abierta, un aumento de 
las interacciones moleculares al sustituir la isoleucina (Figura 5.5 A y C), fortaleciendo 
los enlaces en la zona como predice la imagen (Figura 5.5 B y D). Estas interacciones 
aumentan aún más en los modelos predictivos de la configuración cerrada. Se producen 
un aumento de las interacciones iónicas tanto en la posición Ile330 como la Ile334 
(Figura 5.6 B y D) en comparación con la conformación cerrada de la MBPwt.  Por tanto, 
ambas mutaciones, tanto por separado como juntas, aumentan la estabilidad y la rigidez 
de la proteína al mismo tiempo que deberían favorecer un incremento de la afinidad de 
la MBP por la maltosa. 

 



 

Figura 5.6 Modelo predictivo de las interacciones moleculares antes y 
después de insertar las mutaciones en la proteína de unión a Maltosa 
en la configuración cerrada. A Isoleucina en la posición 330, B 
Triptófano mutado en la posición 330, C Isoleucina en la posición 334, 
y D Triptófano mutado en la posición 334. Se modelizaron mediante 
el programa Dynamut de la Universidad de Melbourne [200]. En rojo se 
representan puentes de hidrógeno, en azul enlaces de halógeno, en 
verde oscuro interacciones hidrofóbicas, en verde claro el aminoácido 
a mutar/mutado y en amarillo interacciones iónicas. 

 

5.2.1.1 Expresión y análisis de los mutantes de la proteína de unión a maltosa 

  De los datos de modelización de la MBP, las posiciones Ile330 e Ile334 resultan 
atractivas para la introducción de mutaciones que incrementen la afinidad de unión a la 
maltosa. En ambos casos, la sustitución por aminoácidos voluminosos como el 
triptófano, debería producir un incremento en la afinidad. Para confirmar esta hipótesis 
es necesario en primer lugar disponer de un sistema de expresión de la MBP y en 
segundo lugar introducir las mutaciones propuestas:  

- Una sustitución de una isoleucina por un triptófano en la región 330 (I330W). 

- Una sustitución de una isoleucina por un triptófano en la región 334 (I334W). 

- Una doble mutación recogiendo ambas mutaciones anteriores (I330W-I334W). 

 

 

 
 



  Para la producción y purificación de la MBP, es necesario disponer de un sistema de 
expresión de la misma. Se ha diseñado un sistema de expresión homólogo en bacterias, 
de tal manera que la purificación de la proteína expresada no se realiza mediante 
cromatografía de afinidad sobre columnas de amilosa sino mediante cromatografía 
IMAC, al incluirse en el extremo carboxilo de la proteína expresada una cola poli-His. 
De esta manera se mantiene el sitio de unión a ligandos de la MBP libre y es posible 
realizar sin interferencias (la proteína tiene una baja Koff) el estudio de su capacidad de 
unión a maltosa. 

  Para conseguir expresar esta proteína, se ha diseñado un vector de expresión en 
bacterias, partiendo de un vector comercial pMAL-C2x (New England Biolabs) diseñado 
para generar proteínas de fusión, que codifica para la MBP, y en el que se ha sustituido 
el sitio de corte para el factor Xa por un sitio de corte para la proteasa TEV, y se ha 
adicionado la secuencia codificante para una cola de poli histidina seguida de una señal 
de parada de la traducción. El plásmido resultante se ha denominado pMAL-TEV-His y 
se ha utilizado para la expresión recombinante de la MBP silvestre así como punto de 
partida para la obtención por mutagénesis dirigida de los mutantes de la misma (Figura 
5.7). 

 

Figura 5.7 Fragmento de la secuencia del plásmido pMal-TEV-His 
correspondiente al final de la región codificante para la MBP, el sitio 
de procesamiento de la proteasa TEV, el polilinker y la cola de poli-
His. 

 

 



  La mutagénesis dirigida se ha realizado mediante la técnica denominada Quick Change 
(tal y como se describe en la sección de materiales y métodos) utilizando 
oligonucleótidos que introducen las mutaciones deseadas junto con mutaciones 
silenciosas que permiten modificar sitios de restricción del plásmido y, por tanto, 
realizar un análisis rápido de las mutaciones mediante digestión con los enzimas 
apropiados. La secuencia de los oligonucleótidos utilizados se encuentra en la sección 
de materiales y métodos. En todos los casos la presencia de las mutaciones se ha 
confirmado mediante secuenciación automática. 

  Una vez obtenidas las construcciones que codifican para la MBPwt y los diferentes 
mutantes propuestos, el primer paso ha sido estudiar el efecto que las diferentes 
mutaciones ejercen sobre los niveles de expresión y la solubilidad de la MBP. Para ello, 
bacterias competentes Rosetta-gami B (DE3) fueron transformadas con los 
correspondientes plásmidos. Se analizaron mediante electroforesis en SDS-PAGE los 
niveles de expresión tras la inducción en lisados celulares (fracción total), así como en 
la fracción soluble tras una centrifugación de los extractos (Figura 5.8). 

 

 

Figura 5.8 Expresión recombinante de la MBPwt y MBPs mutadas en 
bacterias crecidas A 30ºC o B 37ºC tras la inducción de la síntesis de 
proteína con IPTG. M, Marcador de tamaño; Ft, Fracción total; Fs, 
Fracción soluble. 

  A 37ºC se observa que mientras que los niveles de expresión en la fracción total para 
todos los mutantes es elevada, en la fracción soluble se produce claramente una 
disminución de la cantidad de proteína soluble para el mutante MBPI330W-I334W. Por el 
contrario, cuando la inducción se produce a una temperatura de 30ºC, los niveles de 
expresión soluble se incrementan de una manera apreciable para todos los mutantes 
ensayados. Se seleccionó 30ºC para la inducción de proteínas recombinantes basados en 
estos vectores. Además, y tal y como se muestra en la Figura 5.9, utilizando un 
protocolo de purificación basado en una columna IMAC (descrito en la sección de 
Materiales y Métodos) es posible la purificación de todas las proteínas recombinantes 
ensayadas. Tras la electroforesis se observa una única banda que presenta el peso 
molecular esperado, por lo que estas muestras se han considerado idóneas para 
caracterizar su capacidad de unión a maltosa. 



  Se han realizado dos tipos de determinaciones, una mediante fluorescencia utilizando 
un NIR maltosilado, y una segunda determinación mediante ensayos de estabilidad 
térmica de la proteína (Thermal Scan Shift Assay). 

 

Figura 5.9 Expresión de las proteínas recombinantes purificadas a 
partir de los extractos crudos. MWM, MBP, MBPI330W, MBPI334W, 
MBPI330W-I334W. 

 

5.2.2 Análisis de la afinidad de la MBP y sus mutantes por la maltosa 
empleando Thermal Shift Scan Assay 

  El grupo de investigación del Profesor Santoyo ha sintetizado a partir de un derivado 
NIR, IR-783, una molécula fluorescente que incorpora una molécula de maltosa. A esta 
molécula se le denomina NIR-Mal. Los fluoróforos con base de heptamethine cyanine 
tienen un marcado carácter hidrofóbico y por tanto, en medio acuoso tienden a apilarse 
formando agregados autoensamblados, este apilamiento provoca una disminución de la 
fluorescencia (Quenching). Por el contrario, si la molécula NIR-Mal se une a la MBP se 
provoca un desmontaje del apilamiento producido en el fluoróforo, aumentando la 
intensidad de la señal [201]. Este incremento de la fluorescencia puede ser usado para 
calcular la afinidad de la proteína por el ligando. 

  En primer lugar se incubó NIR-Mal en ausencia o presencia de cantidades fijas de MBPwt 
y sus mutantes. La adición de la proteína al NIR-Mal es capaz de producir un incremento 
significativo en los espectros de emisión de fluorescencia (Figura 5.10). Además, la 
adición posterior de un exceso de maltosa es capaz de disminuir esta emisión de 
fluorescencia por desplazamiento del NIR-Mal del centro de unión de la proteína por la 
maltosa libre. 



 

Figura 5.10 Espectro de fluorescencia de emisión de NIR-Mal unido a 
MBP y sus mutantes. En cada gráfica se observan espectros de emisión 
correspondientes al NIR-Mal sólo, unido a la MBP, o en presencia de 
maltosa. Los espectros se realizaron analizando 15 µM de NIR-Mal y 
50 µM de Maltosa en 20 mM de Na-HEPES, 120 mM NaCl pH 7,4. La 
excitación se ajustó a 550 nm y se registraron con ventanas de banda  
de 2,5 nm. En las muestras en las que se analizó la fluorescencia en 
presencia de proteína se emplearon concentraciones de 10 µM de MBP. 

  Una vez determinado que la variación de fluorescencia del NIR-Mal en presencia de 
MBP podía constituir un método válido de ensayo de la afinidad de la MBP por la 
maltosa, se realizaron ensayos en los que a una cantidad fija de NIR-mal. Se adicionaron 
cantidades crecientes de proteína purificada y se determinó el incremento de la 
fluorescencia. A partir de estos datos fue posible calcular (Figura 5.11) las constantes 
de unión para la maltosa de cada uno de los mutantes ensayados. 
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Figura 5.11 Determinación de la constante de afinidad de la MBP y sus 
mutaciones. Representación gráfica de las curvas de fluorescencia de 
la MBPwt y sus mutaciones.  



 MBP 
 WT I330W I334W I330W-I334W 
Bmax (nmol) 38,77 ± 6,22 13,06 ± 1,27 62,01 ± 2,153 206,00 ±24,29 
Kd (nM) 53,85 ± 15,16 7,79 ± 2,26 3,77 ± 0,48 42,59 ± 7,50 

Tabla 5.1 Valores de la concentración de saturación (Bmax) y la 
constante de disociación (Kd) de la MBP de tipo silvestre y sus 
derivados. 

  De los valores de incremento de fluorescencia y tras calcular la constante de 
disociación Kd y concentración de saturación Bmax para cada uno de los mutantes, se 
observa que la mutación  I334W es la que posee una Kd menor y que es del orden de 10 
veces inferior a la del tipo silvestre. Puesto que el objetivo que se perseguía para el 
desarrollo de una plataforma teragnóstica basada en la MBP era el incremento de la 
afinidad, la mutación I334W ofrece en principio un resultado idóneo. Además y, tal y 
como se muestra en la Figura 5.8, la mutación I334W no afecta negativamente los 
niveles de expresión de la MBPI334W o su solubilidad comparada con MBPwt. Un último 
aspecto a destacar que justifica la elección de MBPI334W es que además en este mutante 
(Tabla 5.1), el desplazamiento de NIR-Mal por maltosa libre es inferior (medido como 
disminución de la intensidad de fluorescencia), en comparación con los otros mutantes 
o el tipo silvestre. Esto es indicativo de una menor Koff, que también es uno de los 
objetivos perseguidos. 

  Un aspecto adicional de la unión de NIR-Mal a la MBP es su posible utilización como 
método de análisis de los niveles de expresión de proteínas de fusión basadas en MBP. 
Para demostrar su utilidad se ha realizado una electroforesis en poliacrilamida en 
condiciones no desnaturalizantes (Figura 5.12). En ella se han separado muestras 
correspondientes a la MBPwt, tras la incubación con NIR-Mal. En la Figura 5.12 A se 
muestra el contenido total de proteínas del gel (mediante una tinción mediante la 
técnica  Stain-Free basada en la reacción del tricloroetanol con los triptófanos de las 
proteínas). En la Figura 5.12 B se muestra una imagen de fluorescencia en el espectro 
de emisión del infrarrojo cercano.  

  Puede observarse que es posible detectar en geles la presencia de la MBP, y que esta 
fluorescencia es proporcional a la cantidad de MBP presente en el gel. Esta técnica puede 
ser utilizada no sólo a partir de MBP purificada sino también en extractos celulares que 
contengan la proteína (datos no mostrados), lo que constituye un método rápido y 
sencillo de análisis de los niveles de expresión de proteínas recombinantes basadas en 
la MBP. 

  Necesitamos conocer primeramente si se produce la unión entre la MBP y el NIR-Mal. 
Se incubó durante 20 minutos NIR-Mal (2 mg/ml) con concentraciones decrecientes de 
MBP. Después se resolvieron en un gel de acrilamida para observar si la macromolécula 
emitía fluorescencia en el infrarrojo cercano.   



 

Figura 5.12 Ensayo de capacidad de unión de la MBP a NIR-Mal en 
geles no desnaturalizantes de poliacrilamida. A Imagen Stain-Free de 
cantidades crecientes de MBPwt (5-0.2 µg). B Imagen de la 
fluorescencia en el infrarrojo cercano. C Cuantificación de la emisión 
de NIR obtenida en la imagen B. 

 

 

 

 



5.2.3 Análisis de la proteína de unión a Maltosa empleando Thermal 
Shift Assay 

  Las determinaciones realizadas para calcular la afinidad de los diferentes mutantes de 
la MBP por su ligando las hemos realizado utilizando la variación de la intensidad de 
fluorescencia, que se produce cuando se une un ligando modificado, NIR-Mal.  

  Aunque en principio esta determinación debe ser correcta, se basa en el uso no de 
maltosa sino de un derivado en el que el NIR podría ejercer alguna influencia sobre la 
capacidad de unión a la proteína. Por ello, hemos empleado un método alternativo que 
utiliza maltosa como ligando y que se basa en la técnica del Thermal Shift Scan.  

  Esta técnica permite la determinación de la estabilidad de una proteína frente a la 
desnaturalización por incremento de la temperatura. El incremento de la temperatura 
produce un desplegamiento de la proteína que expone hacia el exterior restos 
hidrofóbicos normalmente ocultos. Estos restos interaccionan con el colorante SYPRO® 
Orange y se produce un incremento de la fluorescencia asociada a esta interacción. 
Incrementos adicionales de temperatura conducen a la disociación del colorante con los 
restos hidrofóbicos, originando un pico de desnaturalización que puede ser medido de 
manera precisa.  

  La unión de un ligando a la proteína se traduce en el establecimiento de interacciones 
adicionales, que conducen a la estabilización de la proteína y al incremento en 
temperatura del pico de desnaturalización obtenido. Midiendo estos incrementos de 
temperatura en función de cantidades crecientes de ligando se pueden determinar las 
constantes de unión de los ligandos a las proteínas.  

  Adicionalmente, esta técnica proporciona un dato de interés que es la temperatura de 
desnaturalización en ausencia de ligando. Esta temperatura va a ser reflejo de la 
estabilidad estructural de la proteína, y nos va a indicar si las mutaciones introducidas 
en ella pueden tener algún efecto negativo sobre la misma. 

  En primer lugar se determinaron las temperaturas de desnaturalización de cada una de 
las proteínas mutadas en ausencia de la Maltosa, y se compararon con la proteína de 
tipo silvestre (Figura 5.13). 



 

Figura 5.13 Valores de termoestabilidad base de la proteína MBP, y 
los mutantes seleccionados para su estudio. A Representación gráfica 
de la curva de desnaturalización de la MBPwt y la temperatura media de 
desnaturalización de la proteína MBP y sus mutaciones. B 
Comparación en gráfica de la temperatura media de desnaturalización 
de la proteína MBP y sus mutaciones. 

  De los datos de la Figura 5.13, se deduce que las mutaciones a priori no suponen una 
mejora de la termoestabilidad, en ausencia de ligandos. Esta disminución de estabilidad 
es pequeña en el caso de las mutaciones I330W y I334W por separado, pero es 
significativamente más importante en el caso del doble mutante. Por tanto, de nuevo a 
partir de estos datos, la doble mutación queda descartada para un posterior uso. 

 



 

Figura 5.14 Incremento de termoestabilidad entre la MBP y los 
mutantes de estudio a concentraciones crecientes de Maltosa. 

 

 MBP 
 WT I330W I334W I330W-I334W 
Bmax (µmol) 4.992 3.309 3.382 6.232 

Kd (µM) 22.61 10.18 11.35 3.963 

Tabla 5.2 Constantes de disociación del equilibrio (Kd) y 
concentración de saturación (Bmax), de la proteína silvestre, la 
proteína de fusión y sus respectivos mutantes. 

  A continuación se analizó mediante la adición de concentraciones crecientes de 
maltosa la afinidad de los diferentes mutantes de la MBP por la maltosa. Los datos 
obtenidos se muestran en la Figura 5.14. En ella puede observarse de nuevo que las 
mutaciones I330W e I334W producen un incremento en la afinidad de la proteína por la 
maltosa. La mutación I334W presenta una mayor estabilidad térmica, una mayor 
solubilidad y niveles de expresión. La mutación I334W presenta un valor de Koff menor, 
por lo que fue seleccionada para ser empleada en nuestro sistema teragnóstico (Tabla 
5.2). 
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5.3 Clonación y expresión heteróloga de la proteína de fusión 
MBPI334W-TEV-ScFvHER2-His 

  Una vez establecida la proteína MBPI334W como punto de partida para la generación de 
nuestro sistema teragnóstico, se seleccionó la secuencia de un anticuerpo de cadena 
sencilla frente a HER2 como molécula directora. La secuencia de este anticuerpo está 
contenida en un plásmido para la expresión en células de insecto pACgp67B-HER2 
(proporcionado por la profesora  Judy Lieberman, Addgene plasmid # 10794) [183]. 

  Puesto que se pretendía el desarrollo de un sistema de expresión heterólogo en 
bacterias; a partir de este plásmido se realizó una amplificación por PCR de la secuencia 
codificante de ScFvHER2, incluyendo los sitios de restricción BamHI y SalI, y se subclonó 
manteniendo la pauta de lectura en el vector de expresión pMALI334W-TEV-His. La 
secuencia del plásmido resultante pMALI334W-TEV-ScFvHER2-HIS, se secuenció para 
confirmar que el plásmido resultante contenía la secuencia correcta. 

  El plásmido pMalI334W-TEV-ScFvHER2-His se transformó en cuatro cepas bacterianas de 
E. coli XL1-Blue, BL21(DE3), Novagen Rosetta™ 2(DE3) y Rosetta-gami B. Las cepas   
BL21(DE3) Novagen Rosetta y Rosetta-gami B se utilizan normalmente en la expresión 
heteróloga. El uso de la cepas Novagen Rosetta y Rosetta-gami B tienen la ventaja de 
permitir la expresión recombinante de proteínas que incluyan en su secuencia 
codificante codones raros y además, Rosetta-gami B expresa como chaperonas para 
facilitar el plegamiento de las proteínas recombinantes prolina isomerasa y disulfuro 
isomerasa, por lo que tras una prueba inicial esta cepa fue utilizada para la expresión 
recombinante. Los niveles de expresión tras la inducción de la expresión a 30ºC se 
muestran en la Figura 5.15. 

 

Figura 5.15 Expresión de las proteínas recombinantes MBPI334W y 
MBPI334W-ScFvHER2-His antes y después de la inducción de la expresión 
a 30ºC. 



  Para MBPI334W-ScFvHER2-His se observan niveles de expresión adecuados de la proteína, 
que se localiza en la fracción soluble de los extractos bacterianos, y por tanto se 
estableció como punto de partida para la purificación. 

  Puesto que el uso de la proteína de fusión se seleccionó como etapa fundamental, 
empleamos la cromatografía de afinidad por metales inmovilizados de Níquel 
(Cromatografía IMAC) para purificar, aprovechando la presencia de la cola de poli His 
en nuestra proteína de fusión. Este método evita el uso de una cromatografía sobre 
amilosa utilizando la proteína MBPI334W, garantizando que el sitio de unión a maltosa de 
esta proteína se encuentra libre para la unión de los diferentes ligandos maltosilados 
que se adicionarán posteriormente. Un último paso de purificación implica el uso de una 
cromatografía sobre una columna de heparina, para la eliminación de restos de ácidos 
nucleicos.  

  Utilizando este protocolo de purificación se ha obtenido una proteína recombinante 
soluble, libre de ácidos nucleicos y endonucleasas con un grado de purificación 
suficiente para permitir usos posteriores (Figura 5.16). Se ha obtenido un rendimiento 
aproximado por cada 500 mL de cultivo bacteriano de 0,5 mg de la proteína MBPI334W-
ScFvHER2 purificada. 

 

 

Figura 5.16 Composición extracto proteico de MBP-ScFv durante las 
etapas de purificación, el lavado de la proteína se realizó con 20 mM. 
La proteína, cercana a la región de 70 kDa se encuentra libre de 
contaminantes. 

 

 

 

 



  La proteína de fusión MBPI334W-ScFvHER2 tiene un sitio de corte para la proteasa TEV. 
Aunque el procesamiento proteolítico no es necesario en el sistema teragnóstico 
propuesto, se ensayó la capacidad de corte por esta proteasa. Esto, de manera indirecta 
sirve para confirmar que la proteína de fusión se pliega de manera correcta y que el linker 
que contiene la secuencia de procesamiento por la proteasa es accesible. La incubación 
con concentraciones crecientes de la proteasa TEV durante 20 minutos (Figura 5.17) 
produce dos fragmentos, una aproximado de 50 kDa (MBPI334W) y otro más pequeño por 
encima de los 25 kDa (ScFvHER2). 

 

 

Figura 5.17 A Incubación de la proteína MBPI334W-ScFvHER2 con la 
proteasa TEV. A continuación del marcador tenemos la proteína 
incubada con la proteasa, la proteasa TEV sola y la proteína sin 
incubación. B Incubaciones crecientes (0-30-80-130 µM)  de TEV con 
la proteína MBPI334W-ScFvHER2. A medida que aumentamos la 
concentración aumenta la escisión. 

 

5.3.1 Análisis de la funcionalidad de la proteína de fusión MBPI334W-
ScFvHER2-His 

  Una vez expresada y purificada la proteína de fusión, se ensayó tanto su capacidad de 
unión a maltosa como de reconocimiento de epítopos en el receptor HER2. El 
mantenimiento de ambas capacidades es esencial en el desarrollo de nuestro sistema 
teragnóstico. 

  En primer lugar se ensayó la capacidad de unión a maltosa utilizando como ligando de 
la MBPI334W el NIR-Mal. Como se observa en la Figura 5.18, la incubación con nuestra 
proteína de fusión produce un incremento significativo de la intensidad de emisión de 
fluorescencia, cosa que no se produce cuando se utiliza como proteína control BSA. 
Consideramos que se mantiene la capacidad de unión a ligandos maltosilados. 

  En segundo lugar se ha ensayado la capacidad del ScFvHER2 en la proteína de fusión de 
detectar HER2. 
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Figura 5.18 Desapilamiento del fluoróforo basado en cianuro (NIR) 
inducido por la unión de la Maltosa a la proteína de fusión. Los 
espectros se realizaron analizando 15 µM de NIR-Mal en 20 mM de Na-
HEPES, 120 mM NaCl pH 7,4. La excitación se ajustó a 550 nm y se 
registraron con ventanas de banda de 2,5 nm. En las muestras en las 
que se analizó la fluorescencia en presencia de proteína se emplearon 
concentraciones de 10 µM de cada una (BSA, y MBPI334W-ScFvHER2). 

 

5.4 El complejo MBP-ScFv como sistema de diagnóstico de 
imagen 

5.4.1 Ensayos in vitro 

5.4.1.1 Uso de la proteína de fusión como anticuerpo anti-HER2 

  Una vez demostrada que la proteína de fusión MBPI334W-ScFvHER2 puede unir derivados 
de maltosa, a continuación se analizó la habilidad de la misma para reconocer el epítopo 
HER2. Para ello, la proteína de fusión y el Herceptin® (anticuerpo trastuzumab 
comercial frente a HER2, que se utilizó como referencia) se utilizaron como anticuerpos 
en un Western Blot, con el fin de distinguir entre células que expresan o no el receptor.  

  En primer lugar, se procedió al marcaje de estos anticuerpos covalentemente. Se 
incubaron Herceptin® y MBPI334W-ScFvHER2 con una etiqueta bifuncional que contiene 
biotina y fluoresceína unidos por un enlace vinil sulfona [202]. Esta molécula reacciona 
preferentemente, a través del grupo vinil sulfona, con las colas de histidinas (Figura 
5.19), de manera que permite el marcaje de la proteína sin modificar el dominio ScFv. 
Esto se puede comprobar mediante el análisis por electroforesis en SDS-PAGE de la 
proteína marcada y digerida con la proteasa TEV.  

 

 



  La MBPI334W-ScFvHER2 marcada con Fluoresceína-Biotina se digirió con concentraciones 
crecientes de proteasa TEV, y el resultado de las digestiones se resolvió en una 
electroforesis SDS-PAGE (Figura 5.19 A). La calle 1 corresponde con la proteína sin 
digerir y las siguientes (2-5) con las muestras obtenidas tras la incubación de la proteasa 
TEV. Se observa que a medida que aumenta la concentración de proteasa, disminuye la 
banda correspondiente a la proteína de fusión de aproximadamente 70 kDa y aumentan 
las bandas correspondientes a la MBP (42.5 kDa) y ScFv (27.5 kDa). La calle 6 
corresponde con la proteasa TEV. En la imagen de fluorescencia se observa que la 
proteína MBPI334W-ScFvHER2 está marcada con fluorescencia y que al añadir proteasa TEV 
va disminuyendo la fluorescencia de la proteína completa y que las bandas 
correspondientes a ScFv son más fluorescentes que las de MBP (Figura 5.19 B). 

 

 

Figura 5.19 Electroforesis de la proteína MBPI334W-ScFvHER2 marcada 
con Fluoresceína-Biotina. La proteína de fusión se incubó con  una 
etiqueta bifuncional y a continuación, se digirió con concentraciones 
crecientes de la proteasa TEV. A Imagen del gel de poliacrilamida 
teñido con Comassie Blue. B Imagen de Fluorescencia. 

  Las dos proteínas marcadas con fluoresceína-biotina se utilizaron como anticuerpos 
para la detección de células que expresan receptores HER2 mediante un Western Blot 
en el que se utilizaron extractos de células HER2+, las líneas celulares SKBR3 y MDA-
HER2+, y HER2-, la línea celular MDA-MB-231.  

  Tal y como se ha indicado en la sección de Materiales y Métodos, las células MDA-
HER2+ se han obtenido en nuestro laboratorio mediante infección de la línea MDA-MB-
231 que es HER2-, con un vector retroviral que codifica para la expresión de HER2. Así 
se ha obtenido una línea celular isogénica, que sólo se diferencia de la parental en la 
expresión de este receptor de membrana. Esta línea así obtenida se ha utilizado como 
control positivo a lo largo de esta Tesis Doctoral. 

 

 



  Como se muestra en la Figura 5.20, tanto MBPI334W-ScFvHER2 como Herceptin® sólo 
reconocen los extractos de las células que sobre-expresan receptores HER2, mientras 
que no se detecta expresión de HER2 en los procedentes de las células MDA-MB-231. La 
expresión de HER2 fue mayor en las células MDA-HER2+ que en las SKBR3. Esta figura 
además confirma que las células MDA-MB-231 infectadas con el vector viral que codifica 
para HER2 y, que hemos denominado MDA-HER2+, realmente lo expresan. 

  

Figura 5.20 Expresión de HER2 en diferentes líneas celulares. Los 
niveles de HER2 se midieron mediante Western Blot usando 
Herceptin® o MBP-ScFv marcados con fluoresceína. Se muestra una 
imagen representativa, así como la cuantificación de la intensidad de 
las bandas detectadas. Los datos se muestran como medias ± SEM (n = 
4). * p <0.05 vs la intensidad de expresión de HER2 en las células MDA-
MB-231. 

 

5.4.1.2 Uso del complejo MBPI334W-ScFvHER2 como agente de diagnóstico 

  La unión de la proteína de fusión MBPI334W-ScFvHER2 a un derivado de la Maltosa 
marcado con un fluoróforo NIR (NIR-Mal), es la base para el empleo como agente de 
diagnóstico para la detección de células receptor HER2+. Mientras que la emisión 
infrarroja del fluoróforo NIR puede ser detectada a través de tejidos y órganos, 
convirtiendo el complejo en un candidato a agente de diagnóstico, la presencia de 
maltosa garantiza la capacidad de unión a la proteína de fusión para general el agente 
de diagnóstico. 

 



Detección por microscopía confocal de fluorescencia de células HER2+ utilizando 
MBPI334W-ScFvHER2 como ligando  

  Para comprobar la validez de esta aproximación, se ha realizado en primer lugar un 
experimento de microscopía confocal empleando dos fluoróforos. Se ha marcado la 
proteína MBPI334W-ScFvHER2 (empleada para los ensayos de expresión de HER2 por 
Western Blot) con fluoresceína (FL-MBPI334W-ScFvHER2) como control de detección de 
células HER2+. La fluorescencia del control se ha comparado con el segundo fluoróforo 
NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2. Se han usado células que expresan (SKBR3) o no (MDA-MB-
231) el receptor HER2.  

  En la Figura 5.21 se muestran las células SKBR3 (Figura 5.21 A) y células MDA-MB-
231 (Figura 5.21 B), incubadas con FL-MBPI334W-ScFvHER2 o NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2. 
En las células SKBR3 utilizando ambas proteínas, la fluorescencia se localiza en la 
membrana plasmática, una localización compatible con la del receptor HER2. Por el 
contrario en las células HER2- se observa únicamente una fluorescencia difusa en todo 
el interior celular. Estos resultados confirman la posibilidad del uso de NIR-Mal-
MBPI334W-ScFvHER2 como agente de diagnóstico específico para la detección de células que 
sobre-expresen receptores HER2. 



 



Figura 5.21 Imágenes de células que expresan el receptor HER2 o no 
utilizando la proteína MBPI334W-ScFvHER2 unida a fluoresceína o a NIR-
Mal. Células SKBR3 (A) y MDA-MB-231 (B) se sembraron en 
cubreobjetos, 24 horas más tarde se fijaron y se incubaron con 
MBPI334W-ScFvHER2 marcada con FL (a, b, c) o con NIR-mal (d, e, f), se 
lavaron y se montaron para microscopía confocal de fluorescencia. 
Imágenes de fluorescencia (a, d), de contraste de interferencia 
diferencial (Nomarski) (b, e) y fusionadas (c, f). C: Promedio de la 
fluorescencia/µm2 asignada a cada tipo celular. Los datos se muestran 
como media ± SEM (n = 10). * p <0,05 frente a fluorescencia de las 
células MDA-MB-231. 

 

5.4.2 Ensayos in vivo 

  Una vez demostrado el uso en cultivos celulares del complejo NIR-Mal-MBPI334W-
ScFvHER2 para la detección de células HER2+, se analizó el uso de este complejo in vivo en 
modelos animales. Se emplearon ratones hembra inmunosuprimidos NSG, en los cuales 
se inocularon células SKBR3 en el panículo adiposo de la mama, para obtener xenografts 
que expresaran el receptor HER2. Los tumores se hicieron visibles tras 3 o 4 semanas de 
la inoculación, y una vez que alcanzaron un tamaño de 4-6 mm, se procedió a la 
inyección del agente de diagnóstico (NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2) por vía intravenosa en 
la cola. Como control se inyectó una concentración equivalente de NIR-Mal. A las 24 
horas, se analizó la fluorescencia de la sonda NIR-780 incluida en las nanopartículas. 
Los animales inyectados con NIR-Mal presentan la fluorescencia localizada 
mayoritariamente en el hígado y parcialmente  en el tumor, tal y como había descrito 
nuestro grupo de investigación [203], indicando que el colorante NIR tienen afinidad por 
células tumorales.  

  No obstante, los ratones a los que se inyectó la proteína de fusión unida a NIR-Mal 
presentan una intensidad fluorescencia en los xenografts significativamente superior a 
la de los animales control (Figura 5.22 A). Estos resultados se confirmaron tras el 
sacrificio de los animales y aislamiento de los xenografts e hígado (en el que se 
localizaban lesiones metastásicas) (Figura 5.22 C). En los animales tratados NIR-Mal-
MBPI334W-ScFvHER2, la intensidad de fluorescencia fue significativamente mayor en los 
xenografts y metástasis de los animales, lo que confirma el uso de NIR-Mal-MBPI334W-
ScFvHER2 como agente de diagnóstico in vivo hacia células que sobreexpresen HER2 
(Figura 5.22 B). 



 

Figura 5.22 Imágenes in vivo de ratones NSG con xenografts de 
células que expresan HER2. Los compuestos NIR-Mal y NIR-Mal-
MBPI334W-ScFvHER2 se inyectaron en la vena de la cola de ratones NSG 
con xenografts de células HER2+, SKBR3. Transcurridas 24 horas se 
midió la fluorescencia debida al NIR tal y como se describe en el 
apartado correspondiente del material y métodos. A: Imágenes de 
fluorescencia, B: representación gráfica de la medida de fluorescencia 
(fluorescencia/cm2) en los tumores e hígados, C Imágenes de 
fluorescencia de los tumores e hígados extraídos de los animales. Los 
datos se muestran como media ± SEM (n = 4). * p <0.05 vs NIR-Mal. 

 

 

 

 

 

 

 



5.5 Uso de MBPI334W-ScFvHER2 para el transporte de fármacos 

  El siguiente uso que proponemos de MBPI334W-ScFvHER2 es como transportador de 
fármacos, lo que permitiría su transporte dirigido hacia células que sobre-expresen una 
diana concreta. Para ello, se ha diseñado (por el grupo de investigación del Profesor 
Santoyo) otra molécula maltosilada basada en bPEI de 2kDa como plataforma, a la que 
se une β-ciclodextrinas (βCD), en las que se ocluirán los fármacos, y maltosa que será 
reconocida por la MBP. Se unió maltosa-vinil-sulfona al PEI en una proporción 1:1 y a 
continuación, se le unieron a este complejo cuatro βCD para obtener βCDbPEI2k-Mal. 
Esta molécula se incubó con doxorubicina (DOX) en una relación 1:3,6 para formar un 
complejo que presenta la DOX ocluida en las βCD y que se denominó DOX-βCDbPEI2k-
Mal. 

  La DOX se ha elegido como fármaco quimioterápico por su relevancia clínica, si bien 
es conocida la aparición de resistencias al fármaco durante el tratamiento y su 
cardiotoxicidad. La molécula de DOX entra en el interior celular por difusión pasiva, y 
se localiza principalmente en el núcleo aunque también puede encontrarse en el 
citoplasma celular. Las resistencias a DOX en numerosos tipos de cáncer se debe a la 
sobre-expresión de la glicoproteína P en la superficie de las células tumorales, que causa 
el bombeo activo del fármaco hacia el exterior celular [204]. DOX es una molécula 
fluorescente con una emisión a 550 nm, que permite monitorizar el transporte del 
fármaco, incluido en la plataforma, al interior celular. 

  La combinación de DOX-βCDbPEI2k-Mal con cantidades equimoleculares de MBPI334W 
o MBPI334W-ScFvHER2 dio lugar a los complejos [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W]  o [DOX-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. A partir de estos complejos, se evaluó in vitro la 
capacidad de [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] para transportar DOX. Para 
ello, células MDA-MB-231 (HER2-) y HER2+ (SKBR3 y MDA-HER) se incubaron durante 
dos horas con 1 µM DOX o cantidades equimoleculares de DOX ocluida en DOX-
βCDbPEI2k-Mal, [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] o [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2], y la medida de captación de DOX se realizó mediante la 
determinación de fluorescencia asociada a DOX en los extractos celulares.  
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Figura 5.23 Transporte dirigido de DOX mediado por el complejo 
MBPI334W-ScFv HER2. Células  MDA-MB-231 (HER2-) y HER2+ (SKBR3 y 
MDA-HER2+) se incubaron con 1µM de DOX libre y concentraciones 
equivalentes de DOX-βCDbPEI2k-Mal, [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W], o [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] durante 2 
horas. Se representa la fluorescencia de los lisados respecto a la 
concentración de proteínas. Los resultados se expresaron como media 
± SEM (n=8) *:p<0.05 vs células tratadas con DOX. #: p<0.05 vs células 
tratadas con [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W]. 

  La entrada de DOX libre fue similar en las 3 líneas celulares, mientras que cuando se 
administró unida a βCDbPEI2k-Mal (el módulo de transporte sin la plataforma 
directora) o MBPI334W (el módulo de transporte unido a la MBP pero sin la molécula 
directora), se produjo una disminución en su captación. Por el contrario, es de destacar 
el transporte de DOX aumentó significativamente en las células con receptores para 
HER2 cuando era vehiculizada por la [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2], lo que 
pondría de nuevo de manifiesto la especificidad del transporte hacia las células que 
presentan receptores que son reconocidos por el ScFvHER2 (Figura 5.23). 

  Resultados similares se obtuvieron cuando lisados de células que expresan (SKBR3) o 
no (MDA-MB-231) se analizaron por citometría de flujo (Figura 5.24). Para ello, ambos 
tipos celulares se incubaron durante una hora con los diferentes complejos que 
contenían DOX y se determinó la captación. Se ha observado que las células SKBR3 
incubadas en presencia del módulo de transporte y la plataforma directora hacia 
receptores HER2 tienen unos valores de PE-A tres veces mayores que los de las células 
que no expresan el receptor.  



 

Figura 5.24 Análisis de citometría de flujo del transporte de DOX 
mediado por el complejo MBPI334W-ScFvHER2. Se muestran los 
histogramas de fluorescencia de células MDA-MB-231 o SKBR3 que 
han sido incubadas durante 1 hora en ausencia (izquierda) o presencia 
de 1µM DOX (derecha): a Control, b DOX-βCDbPEI2k-Mal, c [DOX-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W],  d [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-
ScFvHER2]. Se muestra en la tabla los valores medios de PE-A de las 
células MDA-MB-231 y SKBR3. 

 

 



  Finalmente, el uso como agente de diagnóstico específico de [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2] se estudió por microscopía confocal de fluorescencia. En este caso, 
se analizó la distribución celular y la intensidad de fluorescencia de la DOX. La DOX 
libre o vehiculizada en el módulo de transporte se ha localizado principalmente en los 
núcleos, aunque se ha observado una distribución difusa en el citoplasma. La intensidad 
de fluorescencia asociada a las células confirma los resultados de entrada de DOX 
(Figura 5.25). Cuando las células SKBR3 se han incubado con los complejos DOX-
βCDbPEI2k-Mal (Figura 5.25 b), [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] (Figura 5.25 c), se 
observa una disminución de la fluorescencia, que puede deberse a que el fármaco 
necesita difundir desde la ciclodextrina en el primer caso; y en el segundo a que la 
MBPI334W impediría la entrada del complejo al no presentar la molécula directora y, por 
tanto, la única DOX libre es la que se va liberando de la CD.  

  Por último, la fluorescencia de las células incubadas con [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2] presenta una intensidad de fluorescencia mayor que las que lo 
hicieron en presencia de DOX libre en las dos líneas celulares que expresan receptores 
HER2 pero no en las que no lo expresan.  

 



 

Figura 5.25 Imágenes de microscopia confocal de células que 
expresan o no HER2 incubadas con DOX vehiculada en MBPI334W-
ScFvHER2. Las células SKBR3 A se incubaron con 1µM de DOX libre a o 
concentraciones equivalentes de DOX-βCDbPEI2k-Mal b, [DOX-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] c, o [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-
ScFvHER2] d  durante 2 horas. B Células MDA-HER2+ y MDA-MB-231 se 
incubaron con DOX libre a y [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-
ScFvHER2] b durante 2 horas. La imagen de fluorescencia se muestra 
conjuntamente con imágenes de contraste de interferencia diferencial 
(Nomarski). 

  Por tanto, estos resultados en su conjunto demuestran que la entrada de DOX es 
dependiente de la presencia o no en la superficie celular del receptor HER2, ya que los 
niveles de captación en las células HER2- son similares a los de DOX libre u ocluida en 
CD (DOX-βCDbPEI2k-Mal), o unida a la MBPI334W sin molécula directora ([DOX-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W]). 

 



Ensayos de citotoxicidad de la Doxorubicina mediada por MBPI334W-ScFvHER2 

  La localización de la DOX en el interior de la célula es principalmente nuclear [205]. La 
citotoxicidad de la DOX se debe a que estabiliza el complejo de la topoisomerasa II con 
el material genético durante la replicación, evitando la separación del DNA de la enzima 
y produciendo su rotura. Asimismo, actúa como un agente intercalante formando 
aductos con el DNA al establecer puentes de hidrógeno con la guanina en los sitios con 
numerosas guaninas-citosinas adyacentes, causando daño en el material genético [206]. 
Sin embargo, la inhibición por parte de la DOX sobre la topoisomerasa II presente en los 
cardiomiocitos va a ocasionar la cardiotoxicidad de este fármaco. 

  La siguiente pregunta que se ha tratado de resolver es si se mantienen los efectos 
citotóxicos de la DOX, al ser administrada asociada a los complejos directores. Si se 
mantiene el efecto citotóxico sobre las células tumorales de una manera dirigida, sería 
posible disminuir la dosis efectiva del fármaco y reducir sus efectos secundarios. Por 
tanto, se determinó la citotoxicidad tanto de DOX libre y como de los complejos que la 
contienen en células HER2+ o HER2-. 
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Figura 5.26 Citotoxicidad de la DOX vehiculada en MBPI334W-ScFvHER2. 
Células MDA-MB-231 (HER2-) y HER2+ (SKBR3 y MDA-HER2+) se 
incubaron con 1µM de DOX libre y concentraciones equivalentes de 
DOX-βCDbPEI2k-Mal, [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2], o 
[DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] durante 48 horas. Se 
representa la viabilidad fluorescencia de los lisados respecto a la 
concentración de proteínas. Se midió la viabilidad celular utilizando el 
método MTT. A las células no tratadas se le asignó el valor de 100% de 
viabilidad. Los resultados se expresaron como media ± SEM (n=8) 
*:p<0.05 vs células tratadas con DOX; #: p<0.05 vs células tratadas con 
[DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W]; +: p<0.05 vs células tratadas 
únicamente con MBPI334W-ScFvHER2. 

 

 



  Para realizar este estudio de citotoxicidad, células MDA-MB-231, SKBR3 y MDA-HER2+ 
se incubaron con concentraciones equimoleculares a 1 µM DOX de DOX-βCDbPEI2k-
Mal, [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] o [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] 
durante 48 horas. βCDbPEI2k-Mal, MBPI334W y MBPI334W-ScFvHER2, se utilizaron también 
para analizar el posible efecto que estas moléculas individuales pudieran tener sobre la 
viabilidad celular. A la viabilidad de las células incubadas en ausencia de efectores se le 
asignó un valor del 100%. La incubación con βCDbPEI2k-Mal o MBPI334W no ha afectado 
a la viabilidad celular. Sin embargo, la viabilidad celular disminuyó un 50% cuando las 
células se incubaron en presencia de DOX libre, o incluida en el módulo de transporte 
βCDbPEI2k-Mal solo o unido a MBPI334W.  

  La MBPI334W-ScFvHER2 aislada produjo una disminución en la viabilidad en aquellas 
células que expresan receptores HER2 (SKBR3 y MDA-HER2+), incluso mayor que la 
producida por la DOX. Sin embargo, cuando las células se incuban con el módulo de 
transporte más la molécula directora [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2], la 
citotoxicidad es significativamente mayor que la molécula directora sola en las células 
SKBR3 y MDA-HER2+, mientras que en las células que carecen de receptores HER2 la 
toxicidad de este último complejo es inferior y  similar a la de DOX libre. Este 
incremento del rango terapéutico de DOX cuando se asocia al sistema director podría en 
cierta medida ayudar a disminuir los efectos secundarios del fármaco al aumentar su 
eficacia sobre las células tumorales HER2+. 

 

Figura 5.27 Activación de las rutas de señalización dependientes de 
AKT y ERK1/2 mediada por MBPI334W-ScFvHER2. Células MDA-MB-231  o 
SKBR3 A fueron incubadas en ausencia B o presencia de Herceptin® 
(H) o MBPI334W-ScFvHER2 (ScFv) durante 24 horas. La activación de AKT 
y ERK1/2 se midió por Western Blot usando anticuerpos específicos. C 
Cuantificación de la activación de las dos quinasas. Los resultados se 
representa como medias ± SEM (n=4). * p<0.05 respecto a las células 
control. 



  El Herceptin® cuando se une al receptor HER2 produce una disminución en el 
crecimiento celular, ya que disminuye la señalización dependiente de PI3K/AKT y 
MAPKs [207]. Sin la presencia de DOX, MBPI334W-ScFvHER2 mantiene una alta 
citotoxicidad en las células que expresan receptores HER2. Para establecer las bases 
moleculares de este efecto citotóxico, se  incubaron células MDA-MB-231 y SKBR3 en 
ausencia o presencia de 50 µg/mL de Herceptin® o de la proteína de fusión MBPI334W-
ScFvHER2 durante 48 horas y se analizó el estado de fosforilación de AKT y ERK1/2 por 
Western Blot. En el caso de las células MDA-MB-231, la incubación con las dos proteínas 
no ha alterado la fosforilación de ninguna de las quinasas, mientras que en las células 
SKBR3 que sí presentan receptores HER2. Tanto Herceptin® como MBPI334W-ScFvHER2 
producen una disminución significativa de la fosforilación de AKT y de ERK1/2. Esto 
validaría que la propia molécula directora, MBPI334W-ScFvHER2 constituiría una alternativa 
al Herceptin® para el tratamiento de cánceres HER2+, con la ventaja adicional de 
poderse usarse en diagnóstico, y complementar el tratamiento con fármacos 
antineoplásicos que se incluirían en el módulo de transporte (Figura 5.27). 

 

5.5.1 Uso in vivo de MBPI334W-ScFvHER2 para el transporte de fármacos 

  Se ha establecido que el complejo [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] entra de 
forma específica en células que expresan el receptor HER2, tal y como se ha demostrado 
midiendo su entrada por fluorescencia, citometría de flujo y microscopia confocal de 
fluorescencia. Además, presenta una mayor citotoxicidad que MBPI334W-ScFvHER2, al 
potenciar la toxicidad producida por el anticuerpo con la de DOX. Estos efectos son 
específicos y están dirigidos exclusivamente a células que expresan los receptores HER2. 
Por tanto, el siguiente paso fue analizar su capacidad como agente de diagnóstico in 
vivo. 

  Los espectros de excitación y emisión de DOX, debido a su relativa baja longitud de 
onda de excitación y de emisión, no son adecuados para la visualización del compuesto 
en modelos animales debido a la baja capacidad de penetración de la señal de 
fluorescencia a estas longitudes de onda. Por el contrario, se ha descrito que las 
propiedades espectrales de la indocianina green (ICG) permiten su detección en 
modelos animales [208]. Alternativamente a DOX, se ocluyó ICG en βCDbPEI2k-Mal y 
se comprobó la viabilidad de su uso como sustituto de DOX  primero in vitro, en células 
SKBR3 que se incubaron en presencia de [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W], y de [ICG-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. En la Figura 5.28 A, se observa que la captación 
de la ICG por las células es mayor cuando es vehiculizada en MBPI334W-ScFvHER2 que en 
MBPI334W, y que los patrones de distribución subcelular son similares a los que se 
producen cuando DOX se ocluye en los complejos directores.  

 

 



  Una vez validado el uso de ICG como sustituto de DOX, los dos complejos [ICG-
βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] y [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] se han 
inyectado en la vena de la cola de ratones hembra NGS portadores de xenografts de 
células SKBR3, y se ha observado la emisión de fluorescencia de la ICG a los 30 minutos 
de su administración (Figura 5.28 B). La fluorescencia debida a ICG se encuentra 
localizada en los xenografts de los animales que recibieron [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2], y no en los tumores que fueron inyectados con [ICG-βCDbPEI2k-
Mal]-[MBPI334W]. En los dos animales se observa fluorescencia compatible con una 
localización hepática, tal y como también sucedía en el caso del uso de NIR-Mal como 
agente de imagen. Los resultados obtenidos confirman que la proteína [MBPI334W-
ScFvHER2] convenientemente unida a derivados de βCDbPEI2k-Mal que presenten 
ocluidos fármacos, es una herramienta útil para el tratamiento de células tumorales que 
expresan receptores HER2, tanto in vitro como in vivo. 

 

Figura 5.28 Distribución in vitro e in vivo de [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2]. A Células SKBR3 se incubaron en presencia de 
[ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] a, y de [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2] b. La señal de la ICG se detectó por microscopía 
confocal de fluorescencia. Se muestran imágenes de fluorescencia y de 
contraste de interferencia diferencial (Nomarski). B [ICG-βCDbPEI2k-
Mal]-[MBPI334W] y [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] se 
inyectaron por vía intravenosa en la cola a ratones NSG con xenografts 
de células SKBR3. C Cuantificación de la fluorescencia en xenografts 
de los ratones inyectados con [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] y 
[ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. Los datos representan la 
media ± SEM (n = 4). *p < 0.05 vs [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W]. 



5.6 Ensayos de transfección mediados por MBPI334W-ScFvHER2 

  Una ventaja adicional empleando compuesto teragnósticos es que además de poder 
utilizarse en diagnóstico de imagen y transporte de fármacos, pueda presentar la 
capacidad de transportar genes y poder ser utilizado en terapia génica. Ya hemos 
demostrado que MBPI334W-ScFvHER2 puede ser usado tanto in vitro como in vivo para la 
visualización y transporte. Basándonos en que la MBP es capaz de unir maltosa y 
derivados maltosilados, se ha diseñado una última molécula en la que 5 maltosas se han 
unido covalentemente a bPEI25kDa. La síntesis de la misma se realizó por el grupo de 
investigación del Profesor Francisco Santoyo del Departamento de Química Orgánica de 
la Universidad de Granada.  

  Se ha elegido PEI de alto peso molecular puesto que es conocida su capacidad como 
agente de transfección [209] para introducir el material genético de interés (DNA, 
siRNA) en las células diana. Así, el PEI presenta en su estructura aminas primarias, 
secundarias y terciarias que pueden formar complejos con las cargas negativas de los 
ácidos nucleicos mediante interacciones electrostáticas.  

  En ensayos anteriores a esta Tesis Doctoral, se evaluó la eficiencia de transfección del 
PEI funcionalizado con 1, 2.5 y 5 Maltosas y su capacidad para transfectar de forma 
específica células que expresan HER2. En este caso, los derivados de PEI-Maltosa se 
incubaron con MBPI334W-ScFvHER2 y se ensayó la eficiencia de transfección del complejo 
en células SKBR3. El compuesto con el que se obtuvieron mejores resultados fue aquel 
en que PEI está unido covalentemente a 5 moléculas de maltosa por enlaces vinilsulfona 
(bPEI25k-Mal). 

 

5.6.1 Ensayos in vitro 

  Para que un reactivo de transfección sea eficiente es necesario que se una DNA, lo 
compacte y lo proteja de la acción de las DNAsas que se encuentran tanto en el medio 
extracelular como intracelular. Antes de analizar la eficacia de un compuesto de 
transfección, es necesario comprobar si nuestros sistemas directores basados en el PEI 
maltosilado reúnen las características óptimas para proteger y transportar el DNA hasta 
el interior de la célula. 

5.6.1.1 Ensayos de cambio en la movilidad electroforética 

  La capacidad de un reactivo de transfección para retener DNA se puede analizar 
mediante un ensayo de cambio en la movilidad electroforética del DNA en geles de 
agarosa. El DNA se incuba con diferentes cantidades del reactivo de transfección, lo que 
produce distintas relaciones nitrógeno/fósforo (N/P) y los complejos formados se 
resuelven por electroforesis en un gel de agarosa. Se ha calculado el porcentaje relativo 
de unión a partir de la intensidad de las bandas correspondientes al plásmido pEGFP-
N2 en ausencia de PEI, comparada con la intensidad en la presencia del polímero 
(Figura 5.29). 



 

 

Figura 5.29 Cambio en la movilidad electroforética de los complejos 
entre los diferentes compuestos y el DNA. Incubamos los compuestos 
de transfección con el pDNA a un ratio N/P determinado, a 
concentración constante de pDNA (5µg) a bPEI25kDa, b bPEI25kDa-
Mal, c [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W], d [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. 
Después en caso necesario se incubaron con la proteína a ensayar y se 
resolvieron en un gel de agarosa. El porcentaje relativo de unión se 
calculó cuantificando la intensidad de las bandas de plásmidos 
independientemente de los otros compuestos.  

  Los resultados de retención del DNA en los geles, como indicación de la 
formación de los complejos de transfección indican que la adición de maltosas 
al bPEI25kDa no modifica su capacidad de retener  y compactar el pDNA; y más 
importante que la incubación posterior con MBPI334W o MBPI334W-ScFvHER2 
tampoco supone una variación importante en la capacidad de retención, como 
se observa en la gráfica (Figura 5.29). 

 

5.6.1.2 Ensayos de protección frente a DNAsas 

  A continuación, para comprobar la capacidad del PEI para proteger el material genético 
de la degradación por DNAsas, y evitar su rotura precoz durante el transporte hacia el 
núcleo celular; bPEI25kDa y bPEI25kDa-Mal se han incubado durante 30 minutos con el 
plásmido pEGFP-N2 en ratios N/P= 1, 2 y 5. Una vez formados los complejos PEI-DNA, 
se añadieron MBPI334W y MBPI334W-ScFvHER2 en cantidades equimoleculares. Tras su unión 
fueron incubados en presencia de DNAsa I. Se han utilizado como controles, el plásmido 
pEGFP-N2 en presencia (+) y en ausencia (-) de DNAsa I y el grado de protección se ha 
determinado mediante electroforesis en geles de agarosa.  



    Las imágenes de la electroforesis muestran que ni la adición de 5 maltosas al PEI, ni 
la formación de complejos con MBPI334W o MBPI334W-ScFvHER2 suponen una disminución 
de la capacidad de protección del DNA por el PEI. (Figura 5.30). Por tanto, los ensayos 
in vitro de unión y protección del DNA validan la hipótesis de partida del uso de estos 
sistemas para mediar la transfección de células eucariotas. 

 

Figura 5.30 Ensayo de protección del DNA frente a DNAsaI.  Se 
incuban los compuestos de transfección con el pDNA a diferentes 
ratios N/P para una concentración constante de pDNA (10µg), y se 
incubaron con la DNAsaI: a bPEI25kDa, b bPEI25kDa-Mal, c [bPEI25k-
Mal]-[MBPI334W], d [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. La 
cuantificación se realiza a partir de la intensidad relativa de la suma 
de las bandas relajada y sobreenrollada tratada con DNasa I. La banda 
de pDNA sin tratar ha recibido un valor de 100. 

 

 

 

 



5.6.1.3 Ensayos de eficiencia de transfección en cultivos celulares 

  Los complejos [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W] y [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] son 
capaces de compactar y proteger al DNA de la acción de DNasas. A continuación se 
ensayaron sus capacidades de transfección en células que expresan o no el receptor 
HER2. Se realizaron ensayos empleando los reactivos de transfección en las líneas 
celulares que han sido utilizadas en esta Tesis Doctoral. Como DNA se utilizó pEGFP, 
que al codificar para la proteína fluorescente verde permite comprobar visualmente en 
un microscopio de fluorescencia la eficiencia de transfección, y su cuantificación 
midiendo la intensidad de fluorescencia con un fluorímetro en los lisados celulares. Se 
ha utilizado una relación N/P de 7 para bPEI25k y bPEI25k-Mal, ya que es la relación a 
la que se ha observado la mejor transfección en los tres tipos celulares. 

 

 

Figura 5.31 A Transfección in vitro con el plásmido pEGFP-N3 
incubado con bPEI25k, bPEI25k-Mal, [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W] y 
[bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] en células que expresan HER2 
(SKBR3 y MDA-HER2+) y en células que carecen del receptor (MDA-
MB-231). Se midió fluorescencia tras 24 horas y se representó en 
porcentajes relativos a los resultados obtenidos con 
LipofectamineTM2000. Los resultados representan la media ± SEM (n = 
8). * p < 0.5 comparado con bPEI25k; # p < 0.5 comparado con 
[bPEI25k-Mal]-[MBPI334W]. B Transfección in vitro con el plásmido 
pEGFP-N3 incubado con [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] en células 
SKBR3 (HER2+), incubadas con concentraciones crecientes de 
Herceptin® por 30 minutos antes de la adición de los complejos. Se 
midió fluorescencia tras 24 horas y se representó en porcentajes 
relativos a los resultados obtenidos en ausencia de Herceptin®. Los 
resultados representan la media ± SEM (n = 4). * p < 0.5 comparado con 
las células control. 

 

 

 



  En la Figura 5.31 A la eficiencia de los diferentes reactivos de transfección es similar 
en las células MDA-MB-231 que no expresan HER2. En las células SKBR3 y MDA-HER2 
(HER2+), el empleo de DNA-bPEI25k-Mal unido a la proteína de fusión MBPI334W-
ScFvHER2 produjo un aumento significativo en la transfección, con respecto a los PEIs sin 
la proteína de fusión. Los resultados obtenidos confirman la posibilidad de utilizar la 
proteína de fusión como herramienta para el transporte dirigido de genes hacia células 
que presenten receptores frente al ScFv en cuestión.  

  Para comprobar el papel de MBPI334W-ScFvHER2 en el aumento de la eficiencia de 
transfección y la especificidad de la misma, células SKBR3 se pre-incubaron en presencia 
de concentraciones crecientes de Herceptin® para bloquear el receptor HER2. A 
continuación, se añadieron los complejos [bPEI25k-Mal/pDNA]-[MBPI334W-ScFvHER2] y 
como se observa en la Figura 5.31 B,  la eficiencia de transfección disminuyó de forma 
dosis dependiente por la preincubación con Herceptin®, demostrando por tanto que el 
aumento de la transfección depende de la unión de los complejos PEI-DNA con la 
proteína de fusión. 

 

5.6.2 Ensayos in vivo 

  Finalmente y teniendo en cuenta las mejores condiciones de transfección in cellula, se 
ha realizado un ensayo de transfección utilizando como DNA el plásmido pGL3-control 
que codifica para la luciferasa de luciérnaga. Como vector de transfección se ha utilizado 
bPEI25k-Mal (N/P 7) unido a la proteína de fusión MBPI334W-ScFvHER2. Como control 
negativo se ha empleado el reactivo comercial Lipofectamina 2000. Los complejos se 
han inyectado por vía intravenosa en la cola de ratones hembra NSG, en los que se había 
inducido el crecimiento de xenografts con células SKBR3. La bioluminiscencia, como 
reportero de la transfección, se midió de manera no invasiva 24 horas después, tras 
inyectar D-luciferina como sustrato de la luciferasa por vía intraperitoneal (Figura 
5.32).  

  Al igual que en los ensayos en células se ha observado una transfección específica en 
los xenografts de los animales cuando se utilizó PEI-DNA unido a la molécula directora. 
Por el contrario, los ratones que recibieron el DNA vehiculizado con Lipofectamina no 
presentaron luminiscencia en los tumores. Por tanto, la proteína de fusión actúa como 
un agente de transporte de genes de forma específica hacia células tumorales con 
receptores HER2. Esta especificidad se debe al ScFv que funciona como molécula 
directora hacia estos receptores. 

 



 

Figura 5.32 Transfección dirigida hacia células HER2+ in vivo. A 
Transfección realizada en Ratones NSG con xenografts tumorales 
SKBR3. Se inyectó LipofectamineTM2000-pGL3 o [bPEI25k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2]–pGL3 por vía intravenosamente en la vena de la 
cola, se tomaron imágenes 24 horas más tarde. El tamaño de las 
xenografías se indica en la imagen con una línea de puntos. B 
Resplandor promedio de las xenografías de los ratones inyectados con 
LP2000-pGL3 o [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]–pGL3. Los datos se 
muestran como medias ± SEM (n = 4). * p <0.05 vs LP2000-pGL3.  



6. Discusión 

  El cáncer supone desde un punto de vista personal, social y económico un gran desafío 
para la sociedad y los sistemas de salud pública. La carencia de tratamientos eficaces en 
algunos casos, la dificultad de encontrar tratamientos específicos para cada tipo tumoral 
y la necesidad de mantener un seguimiento de los pacientes durante el transcurso de la 
enfermedad (que además usualmente se extiende a toda la vida de los pacientes), hace 
que el desarrollo de sistemas de tratamiento específicos, eficaces y con escasos efectos 
secundarios sea una necesidad. Además, no es un aspecto menor el seguimiento 
diagnóstico de los pacientes, por lo que disponer de métodos de diagnóstico no invasivos 
y basados en las características moleculares de los tumores mejoraría el diagnóstico, y 
por tanto no sólo la orientación terapéutica sino también la calidad de vida de los 
pacientes. 

  En la actualidad se están diseñando sistemas denominados teragnósticos, en los que a 
una partícula se le añaden moléculas que permiten un diagnóstico y también moléculas 
que actúan como fármacos para el tratamiento de la patología. Estos sistemas suelen 
presentar una estructura modular, en la que sobre una partícula inicial (liposomas, 
diversos polímeros, carbon dots, proteínas, carbohidratos complejos, etc…) se disponen 
diferentes grupos funcionales que permiten el diagnóstico y el tratamiento. Además, 
usualmente en estos sistemas teragnósticos se incluye una molécula directora, que es la 
que confiere especificidad al sistema al reconocer y unirse específicamente a dianas 
moleculares sobre-expresadas en las células, frente a las que va dirigido el tratamiento.  

  La elección de la diana molecular y la molécula directora por lo tanto es clave para el 
éxito de estos nuevos agentes terapéuticos. Con frecuencia se utilizan con la finalidad 
de dirección anticuerpos frente a proteína expresadas en la superficie de las células 
diana. Dentro de las diferentes familias de anticuerpos existentes, los anticuerpos de 
cadena sencilla (ScFv) son usados con frecuencia. Por una parte, debido a su 
especificidad son ideales para el desarrollo de técnicas de radioinmunoimagen e 
inmunoterapia. Por otra parte, su tamaño reducido (capaz de entrar de manera rápida y 
uniforme en tejidos) los hacen atractivos como moléculas directoras. Para su empleo 
como sistema de direccionamiento en agentes teragnósticos, las nanopartículas que 
constituyen la base del sistema se funcionalizan con estos anticuerpos mediante 
adsorción pasiva o el establecimiento de enlaces covalentes, aunque la unión covalente 
parece ser una técnica más ventajosa. Una unión más fuerte permite controlar la 
orientación de las moléculas de anticuerpo en la superficie de la partícula, garantizando 
así la unión en el tiempo del anticuerpo y las características funcionales de la partícula. 

 

 

 

 



  En esta Tesis Doctoral se abordan los primeros pasos para el desarrollo futuro de 
agentes teragnósticos. Puesto que estos agentes se han desarrollado mayoritariamente  
como agentes antitumorales, en este trabajo se ha seleccionada cáncer de mama como 
modelo para el desarrollo de estos agentes. El cáncer de mama es la segunda causa de 
muerte en mujeres de entre 40-59 años en países desarrollados. Aunque la mortalidad 
se ha ido reduciendo con la implantación de tratamientos cada vez más eficaces, cada 
año se diagnosticas miles de casos [210]. Un diagnóstico temprano y preciso permite 
actuar rápidamente frente a la enfermedad, aumentando así la probabilidad de éxito. Al 
mismo tiempo, una terapia dirigida aseguraría una disminución de los efectos 
secundarios de dos maneras: la especificidad evita daños colaterales por parte del 
tratamiento en células no cancerosas, y la cantidad de fármaco a administrar disminuiría 
por lo que el riesgo de efectos secundarios también.  

  No existe un único tipo de cáncer de mama, sino que a lo largo de los años se han ido 
descubriendo diferentes perfiles moleculares en este tipo de tumores, lo que ha 
permitido su clasificación, pronóstico y tratamiento preferente. Dentro de los 
marcadores moleculares que permiten clasificar este tipo de tumores se encuentra el 
receptor para el factor crecimiento humano 2 o también conocido como HER2/neu o 
ERBB2. Su expresión está relacionada con un aumento de la malignidad, ya que la vía de 
señalización mediada por este receptor genera señales proliferativas en las células 
tumorales lo que facilita su crecimiento y diseminación en el organismo. Sin embargo, 
este receptor HER2 también constituye una diana terapéutica a la hora del diagnóstico 
y tratamiento. Así, uno de los primeros tratamientos específicos contra el cáncer de 
mama HER2+ fue el empleo de anticuerpos monoclonales con la capacidad de bloquear 
el receptor al unirse al mismo en la región correspondiente al dominio extracelular del 
receptor. De hecho, un anticuerpo monoclonal de este tipo, el transtuzumab o 
Herceptin® fue el primer anticuerpo aprobado para uso humano [211]. El anticuerpo 
funciona uniéndose al receptor HER2 en la membrana celular comportándose como un 
antagonista al prevenir la homodimerización y la heterodimerización del receptor. El 
bloqueo de la dimerización del receptor evita que se transmita la cascada de señalización 
proliferativa dependiente de este receptor al mismo tiempo que favorece la destrucción 
endocítica del receptor. Ambos procesos inhiben la proliferación de células que sobre-
expresan el receptor [212]. Este tratamiento, además de seguir utilizándose en la 
actualidad, abrió la puerta al desarrollo de nuevos anticuerpos anti-HER2 [213].  

  Se han desarrollado sistemas dirigidos para la obtención de imágenes y la 
administración de fármacos contra el cáncer de mama HER2+ basados en la Herceptin®. 
En estos sistemas se han empleado distintas nanopartículas como dendrímeros de 
poli(amido)amina G4, poli(ácido láctico-co-glicólico), chitosan y albúmina que se han 
conjugado a grupos –NH2 y –COOH, ubicados en la superficie del anticuerpo 
estableciendo así la unión entre nanoportador y anticuerpo [18, 214-218]. Sin embargo 
establecer este tipo de uniones covalentes resulta un proceso tedioso y difícilmente 
reproducible, ya que se basa en el número, naturaleza y reactividad de los aminoácidos 
expuestos en la superficie del anticuerpo monoclonal utilizado, y por tanto la 
metodología de conjugación requiere su optimización para cada anticuerpo específico 



empleado. Estas limitaciones podrían conducir a un mal marcaje del anticuerpo 
monoclonal y una multivalencia variable del número de moléculas unidas 
covalentemente necesarios para el diagnóstico o el transporte. En el peor de los casos la 
unión covalente de los restos puede conducir a la pérdida total de la función que posee 
el anticuerpo monoclonal. Si adicionalmente se ha de unir covalentemente las 
moléculas responsables del diagnóstico por imagen y los fármacos necesarios para el 
tratamiento, el desarrollo de estos agentes teragnósticos basados en uniones covalentes 
se hace sumamente complejo y poco reproducible. 

  En esta Tesis Doctoral se ha iniciado el trabajo de desarrollar agentes teragnósticos que 
sean versátiles, reproducibles y que no precisen una síntesis química individualizada 
para el desarrollo de cada uno de ellos en función de la diana molecular a la que se 
dirijan. Como base de este tipo de teragnósticos se ha desarrollado un sistema de 
expresión recombinante heterólogo en bacterias de una proteína de fusión entre la 
proteína de unión a maltosa (MBP) y un anticuerpo monoclonal de cadena sencilla 
(ScFv). Como sistema modelo para la validación de este sistema teragnóstico se ha 
seleccionado células tumorales de cáncer de mama HER2+.  

  La MBP con una afinidad frente a la maltosa, ha demostrado ser una proteína de fusión 
ideal ya que confiere un aumento de la solubilidad a la proteína de fusión, actúa como 
una chaperona molecular y permite la fácil purificación de las proteínas recombinantes 
mediante cromatografía de afinidad [166]. En nuestra proteína de fusión se ha empleado 
ScFv, en vez de un anticuerpo monoclonal como molécula directora. El anticuerpo ScFv 
está compuesto por regiones variables de las cadenas ligeras (VL) y pesadas (HL) de 
inmunoglobulinas, unidas por un péptido conector flexible [219, 220]. Los fragmentos 
de anticuerpos (ScFv) se han aislado con éxito, y se han empleado principalmente en 
insectos o en células eucariotas [91] y más escasamente en bacterias [219, 221]. Se ha 
seleccionado para este estudio un anticuerpo ScFv dirigido hacia el receptor HER2. Este 
ScFv se ha desarrollado mediante la diversificación de las regiones determinantes de la 
complementariedad del sitio de unión de un ScFv humano para mejorar su afinidad 
[222], y se ha utilizado fusionado con protamina para administrar RNAip a las células 
cancerosas HER2 +. 

  Para que la plataforma teragnóstica esté completa el grupo de investigación de 
Profesor Francisco Santoyo ha diseñado y sintetizado distintos compuestos unidos 
covalentemente a maltosa para posibilitar su unión al dominio MBP de la proteína de 
fusión. Así se ha unido maltosa a un compuesto que emite en el infrarrojo cercano (NIR-
Mal) para el diagnóstico; a ciclodextrinas unidas a polietilenimina de bajo peso 
molecular (βCD-bPEI2k-mal) para el transporte de fármacos; y a un compuesto de 
transfección basado en polietilenimina de alto peso molecular (bPEI25k-mal) para la 
transfección dirigida. De esta manera se pretendía que cada una de estos compuestos 
unidos a la proteína de fusión MBP-ScFv, adquieran la capacidad de actuar 
específicamente sobre las células que presentan el receptor HER2 (HER2+). 

 



  Varios estudios muestran que el empleo de la MBP como proteína de fusión aumenta 
la solubilidad y favorece el plegamiento de la proteína fusionada [165, 223, 224]. Además 
estructuralmente la MBP es una proteína muy interesante ya que aunque se trata de una 
proteína monomérica, la cadena peptídica que la forma se encuentra plegada de tal 
manera que se pueden distinguir dos dominios, que cuando se pliegan sobre una bisagra 
central forma el sitio de unión para los ligandos de la proteína. Este centro de unión a 
ligandos está formado por una amplia hendidura que le permite unir no sólo maltosa 
sino también sustituyentes más voluminosos unidos a maltosa, lo cual ha sido una de 
las razones para seleccionar esta proteína en el diseño de los agentes teragnósticos. 

  En biología, el uso de sistema de reconocimiento por proteínas de ligandos es una de 
las técnicas más empleadas y estudiadas. Existen proteínas que presentan una fuerte 
afinidad por sus ligando, siendo el caso más destacado el constituido por la avidina o la  
estreptavidina y la biotina [225]. Si se marca covalentemente un ligando con biotina, ese 
ligando se unirá fuertemente a la estreptavidina en el momento en el que interactúen. 
Frente a la alta afinidad que la estreptavidina presenta por la biotina, existen una serie 
de inconvenientes. Así, estreptavidina, avidina y sus derivados monoméricos son muy 
poco solubles y la generación de proteínas de fusión a partir de ellos es cuanto menos 
difícil. Otro inconveniente se encuentra en el sistema biotina-estreptavidina, es que 
tanto la avidina como la estreptavidina presentan una estructura tetramérica con 4 
sitios de unión para la biotina, lo que puede provocar problemas de multivalencia al 
desarrollar sistemas basados en estas proteína. Además la interacción entre la biotina y 
la estreptavidina es tan fuerte que es difícil de revertir, imposibilitando la liberación del 
ligando unido y dificultando su posterior función. Aun así se han realizado esfuerzos en 
el diseño de mutaciones específicas de avidina que presentasen una menor afinidad 
hacia la biotina, pero por el momento siguen presentando inconvenientes para su uso. 

  Aunque el modelo estreptavidina-biotina presente numerosos inconvenientes, la idea 
de base es atractiva. Empleando la proteína de unión a Maltosa se puede solventar los 
problemas de solubilidad y multivalencia mencionados previamente al ser la MBP es una 
proteína monomérica altamente soluble con un solo sitio de unión para los ligandos. No 
obstante, la afinidad de la MBP por la maltosa y derivados maltosilados es moderada. Si 
fuese posible el incremento de la misma sin detrimento del resto de sus propiedades 
constituiría una mejor base para el desarrollo del sistema teragnóstico propuesto. 

  La MBP se une con una afinidad moderada-alta tanto a maltosa como a sus derivados. 
Como se ha indicado la proteína presenta una región central flexible que permite que la 
proteína se cierre sobre sí misma para formar el sitio de unión a sus ligandos. Esto 
permite distinguir en la estructura de la proteína dos conformaciones, una de ellas que 
denominaremos abierta con baja afinidad por los ligandos y una que denominaremos 
cerrada que tiene una afinidad alta por los mismos. La unión de la maltosa a la proteína 
es capaz de desplazar el equilibro entre formas abiertas y cerradas hacia la forma cerrada 
de la proteína. Estudiando el equilibrio de la conformación abierto-cerrado que se 
produce cuando la MBP se une a su ligando, se descubrió que pequeñas mutaciones en 
la proximidad del centro activo mejoraban la afinidad [172, 173]. Estos mutantes son el 
resultado de pequeños cambios en la zona de bisagra que se encuentra en el sitio activo. 



La sustitución de un residuo por uno de mayor volumen puede llegar a desestabilizar la 
estructura desplazando el equilibrio de la conformación abierta a cerrada favoreciendo 
la afinidad de unión de los ligandos [196]. La principal sustitución descrita siguiendo 
esta estrategia afecta a la posición 330 en la que la sustitución de la isoleucina (Ile) por 
triptófano (Trp) incrementa la afinidad de la proteína por la maltosa [196]. 

  En esta Tesis y basándonos en la estructura tridimensional de la MBP y programas 
informáticos que permiten simular la conformación tridimensional de una proteína tras 
una mutación puntual como Dynamut [200], hemos propuesto una mutación adicional 
en la posición 334, en la que es posible introducir también un cambio de Ile por Trp. Así, 
una sustitución en las regiones 330 y 334 de una Ile por un Trp supondrá un aumento 
del volumen de los residuos de la zona, mientras que los programas de modelización 
predicen un incremento de la estabilidad de las proteínas mutadas a nivel 
macromolecular.  

  Basados en estas predicciones se realizaron mutagénesis sitio específicas y se 
generaron a partir de la MBPwt los mutantes MBPI330W, MBPI334W y el doble mutante 
MBPI330W-I334W. Estos mutantes se clonaron en un vector de expresión pMAL-TEV-His. 
Este vector de expresión permite generar la MBP fusionada a una cola de poliHis, lo que 
facilita su purificación sin utilizar el sitio de unión a maltosa de la MBP. Esto es 
importante ya la MBP presenta la propiedad de que una vez unida la maltosa a la misma, 
es relativamente lenta la salida del ligando del sitio de unión de la proteína y por tanto, 
permanecería bloqueado en el caso de haber utilizado una estrategia de purificación 
mediante cromatografía en columnas de amilosa y posterior elución con un exceso de 
maltosa libre. 

  Por tanto, los vectores que expresan MBPwt y sus mutantes se transformaron en E. coli, 
se indujo la expresión y se purificaron las proteínas recombinantes mediante 
cromatografía IMAC aprovechando la presencia de las colas de poliHis. Un análisis de 
los niveles de expresión y de solubilidad de estas proteínas nos indicó que tanto MBPI330W 
como MBPI334W eran expresados a altos niveles y de manera soluble, mientras que la 
introducción de la doble mutación disminuía la solubilidad de la proteína. 

  La determinación de la afinidad de la MBP por la maltosa ha sido clásicamente un 
proceso complejo. Clásicamente se han utilizado dos posibles métodos, en uno de ellos 
se aprovecha los cambios de fluorescencia que la unión de maltosa produce en una 
cadena lateral de Trp que se localiza en el sitio de unión del ligando. Monitorizando 
estos cambios de fluorescencia es posible determinar la afinidad. No obstante es un 
método poco sensible que requiere concentraciones elevadas de proteína y ligando para 
ser fiable. Alternativamente se ha propuesto la modificación química de la MBP 
mediante la unión covalente de grupos fluorescentes puedan monitorizar los cambios 
conformacionales que la unión del ligando induce. El inconveniente de este método es 
la introducción de modificaciones covalentes en la proteína que en definitiva alteran su 
estructura y la validez de las medidas. 

 



  En esta Tesis hemos desarrollado un método alternativo que soslaya los 
inconvenientes de los métodos anteriores. Los fluoróforos basados en cianinas como es 
el caso de IR-780 e IR-783 debido a su estructura con múltiples anillos planos 
hidrofóbicos tienden en medio acuoso a sufrir un apilamiento de manera que quedan 
menos expuestos hacia un entorno hidrofílico. Este apilamiento hace que la emisión de 
fluorescencia se encuentre disminuida. La unión de estos fluoróforos por ejemplo a 
proteína permite su solubilización, desapilamiento e incremento de la intensidad de 
fluorescencia [201]. En el caso del NIR unido a maltosa (NIR-Mal), se presenta este 
mismo comportamiento. En este caso, la unión del NIR-Mal a la MBP se traduce en un 
incremento de la intensidad de fluorescencia y por a partir de esta medida monitorizar 
la afinidad de la MBP por este ligando. Del análisis de estos cambios de intensidad de 
fluorescencia se deduce que la mutación MBPI334W es la que presenta una mayor afinidad 
por NIR-Mal, mientras que mantiene elevados niveles de expresión y solubilidad. 
Además mediante ensayos de competencia entre maltosa libre y NIR-Mal es posible 
intuir que este mutante es el que presenta un menor ratio de salida del ligando una vez 
que se ha unido a la proteína (Koff). Esta propiedad es importante para el diseño de 
nuestra plataforma teragnóstica, la combinación de una mayor afinidad por los ligandos 
maltosilados así como una menor tendencia de los mismos de salida del centro de unión 
de la proteína, permiten garantizar el transporte de los mismos in vivo hasta su lugar de 
acción. La proteína MBPI334W ha sido el candidato elegido para el desarrollo de nuestro 
sistema teragnóstico. 

  Una ventaja adicional del uso del NIR-Mal es que permite su uso para la determinación 
en extractos celulares y en electroforesis no desnaturalizante de la presencia y los 
niveles de expresión de MBP. La generación de proteína de fusión basadas en la MBP 
para la expresión de proteínas recombinantes es una de la técnicas más empleadas 
actualmente, el disponer de un sistema basado en NIR-Mal y la medida de fluorescencia 
que permita medir rápidamente los niveles de expresión de estos sistemas 
recombinantes es de utilidad biotecnológica. 

  Aunque el uso de NIR-Mal para la determinación de la afinidad de los diferentes 
mutantes de la MBP por la maltosa es un método muy ventajoso, se debe tener una cierta 
prudencia. En este caso se está determinando la afinidad por un derivado de la maltosa 
más que por la propia maltosa. Por ello y para validar el uso de NIR-Mal como sistema 
de medida de la afinidad, hemos utilizado una segunda técnica alternativa, el Thermal 
Shift Scan. Mediante esta técnica se determina la estabilidad térmica de una proteína. Se 
mide la emisión de fluorescencia de la proteína en presencia de un fluoróforo 
fluorescente de naturaleza hidrofóbica. La desnaturalización de la proteína debido a un 
incremento de temperatura produce que la proteína parcialmente desplegada exponga 
hacia el exterior restos hidrofóbicos a los que el fluoróforo puede unirse incrementando 
la emisión de fluorescencia. Incrementos adicionales de la temperatura conducen a la 
desnaturalización total de la proteína y la liberación del fluoróforo por lo que la 
fluorescencia disminuye.  

 



  De las curvas de fluorescencia en función de los cambios de temperatura se deduce la 
estabilidad de la proteína. El análisis de esta estabilidad en el caso de los mutantes de 
MBP, nos indica de nuevo que la mutación I334W produce pocos cambios en la 
estabilidad estructural de la proteína. Más interesante, la unión de ligandos a una 
proteína permite el establecimiento de nuevas interacciones que se traduce en un 
incremento en la temperatura de desnaturalización de la proteína. Monitorizando esos 
cambios en presencia de concentraciones crecientes de ligando, maltosa en nuestro 
caso, es posible determinar la afinidad de los distintos mutantes de MBP por la maltosa. 
Los resultados obtenidos por esta técnica corroboran los datos obtenidos usando NIR-
Mal como ligando, validan su uso para la medida de la afinidad de MBP por maltosa y 
reafirman la validez del uso del mutante MBPI334W para el desarrollo de la plataforma 
teragnóstica. 

  A continuación, se diseñó un sistema de expresión para la proteína de fusión MBPI334W-
ScFvHER2. La secuencia codificante para el anticuerpo ScFvHER2 se había descrito y 
utilizado previamente [91], para el desarrollo de un sistema de expresión basado en 
baculovirus en células de insectos. Aunque este sistema de expresión ofrecía niveles de 
expresión adecuados, nosotros hemos optado por un sistema de expresión heterólogo 
en bacterias ya que la expresión bacteriana presenta grandes ventajas desde el punto de 
vista de rapidez, rendimiento y economía. Para el desarrollo del sistema es preciso que 
ScFv sea expresado en un vector adecuado que debe garantizar un plegamiento proteico 
correcto, mantenga la funcionalidad y una solubilidad adecuada. Para ello la MBP, o en 
este caso su mutante MBPI334W es un compañero de expresión adecuado. Además, 
durante el diseño del vector de expresión de la proteína de fusión, se ha añadido una 
cola de poli histidina a la secuencia que codifica para ScFvHER2. Esta cola de seis histidinas 
unidas a la proteína de fusión va a ser necesaria a la hora de purificar la proteína una 
vez expresada, empleando una columna de cromatografía de afinidad metálica (IMAC). 
De esta forma preservamos libre el sitio de unión a maltósidos de la MBP como ya hemos 
indicado anteriormente. El vector de expresión final desarrollado fue denominado 
pMALI334W-TEV-ScFvHER2-His y debe considerarse la base general de la plataforma para 
el desarrollo de agentes teragnósticos ya que la sustitución, mediante técnicas de 
clonación rutinarias, de la secuencia codificante de ScFvHER2 por la secuencia 
correspondiente a otro anticuerpo dirigido a un epítopo diferente permitiría utilizar este 
sistema sobre células que expresasen otras proteínas de superficie. En definitiva este 
carácter modular de cada región de la proteína de fusión otorga la verdadera 
versatilidad: su amplio espectro de actuación y su variedad en aplicaciones. 

  A partir de este vector de expresión se ha puesto a punto la producción de la proteína 
de fusión. Se han optimizado una serie de parámetros relevantes que incluyen la 
selección de la cepa bacteriana para la expresión, la selección de la temperatura y 
protocolos de inducción y finalmente el establecimiento de un protocolo de 
purificación. Para la expresión se ha seleccionado la cepa Rosseta Gami B, esto es debido 
a que en la secuencia codificante ScFvHER2 se incluyen numerosos codones no frecuentes 
en bacterias, por lo que el uso de esta cepa que codifica para tRNA correspondientes a 
estos codones produjo un incremento significativo de los niveles de expresión. La 



temperatura de inducción se seleccionó a 30ºC, ya que la inducción a esta temperatura 
produce los mayores niveles de proteína soluble y finalmente el protocolo de 
purificación basado principalmente en una cromatografía de afinidad con metales 
inmovilizados (IMAC), permitió la obtención de una proteína de fusión soluble, 
purificada y con niveles de endonucleasas no detectables lo que posibilitaba su uso 
posterior. 

  Antes de proceder al uso de la proteína recombinante en el desarrollo de la plataforma 
teragnóstica era necesario confirmar que la proteína de fusión mantenía por una parte 
la capacidad de unir derivados maltosilados; y por otra parte el ScFvHER2 era capaz de 
reconocer a HER2, tanto en extractos celulares como en la superficie de células 
tumorales. La capacidad de unir derivados maltosilados fue establecida fácilmente 
mediante el uso de NIR-Mal y un análisis de los espectros de emisión de fluorescencia 
en presencia y ausencia de la proteína de fusión. El análisis del mantenimiento de la 
capacidad de reconocimiento de HER2 implicó el marcaje de la proteína de fusión 
mediante el uso de un agente de marcaje doble (fluorescenina y biotina) basado en vinil 
sulfona y desarrollado por el grupo del Profesor Santoyo. Estos reactivos basados en vinil 
sulfonas reaccionan covalentemente con colas de poliHis y por tanto permiten la 
modificación covalente de la proteína sin alterar la secuencia del ScFv. Experimentos de 
proteólisis de la proteína de fusión con proteasa TEV, nos permitieron confirmar este 
extremo. El uso de esta proteína de fusión marcada nos permitió mediante técnicas de 
Western blot confirmar el mantenimiento de la capacidad de unión al epítopo HER2 en 
extractos celulares. 

  Una vez obtenidas y validadas las funciones de la proteína de fusión (unir ligandos 
maltosilados y reconocer específicamente lisados de células que expresan HER2), era 
necesario confirmar la hipótesis de trabajo y determinar si la plataforma era capaz de 
poder ser utilizada como agente de diagnóstico por imagen. Si era capaz de unir y 
transportar fármacos y si podía ser utilizada en transfección de células eucariotas. Todas 
estas capacidades de la nanopartícula debían ser específicas y dirigidas hacia una diana 
concreta, el receptor HER2.  

  Una de las aplicaciones mencionadas al inicio de la discusión y fundamental en un 
teragnóstico es la de presentar capacidad de diagnóstico por imagen [203]. Para analizar 
esta funcionalidad se han utilizado dos aproximaciones. Por un lado, se ha usado NIR-
Mal que se une como acabamos de demostrar al centro activo de la MBP, dando lugar a 
una nanopartícula fluorescente. La fluorescencia emitida por NIR, un derivado de 
cianina, es una radiación de baja frecuencia que no produce un daño ionizante como 
otras técnicas de diagnóstico por imagen como es el caso de los Rayos X; tiene baja 
autofluorescencia y una capacidad para penetrar en los tejidos, que hace que sea un 
fluoróforo atractivo para la obtención de imágenes de forma no invasiva. Además, su 
espectro de emisión se encuentra alejado de la longitud de onda de otros cromóforos 
como la hemoglobina o la mioglobina, por lo que no se presentarán interferencias en la 
obtención de imágenes [46]. La fluorescencia de NIR-Mal en un medio acuoso es muy 
pequeña, debido a la agregación de las cianinas. Sin embargo, cuando se une el NIR-Mal 
a la MBP se observa un aumento significativo de la fluorescencia producida por el 



desapilamiento de las moléculas de NIR [201].  Además, como ya se ha descrito y como 
control positivo, la proteína de fusión se marcó fluorescentemente utilizándose un 
agente de marcado doble [185], que se une a la cola de histidinas sin alterar la 
funcionalidad del ScFv.  

  La detección de células HER2+ se realizó por microscopía confocal de fluorescencia 
utilizando NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2 y FL-MBPI334W-ScFvHER2. Ambas moléculas se 

detectaron en la membrana plasmática de las células tumorales que sobre-expresan 
receptores HER2, y no en las células HER2-. La localización en la membrana es 
compatible con la localización celular del receptor, el hecho que sea específico hacia 
células HER2+ nos permite afirmar que la plataforma MBPI334W-ScFvHER2 se puede utilizar 
para el diagnóstico in vitro de células tumorales HER2+.  

  Si se pretende utilizar esta nanopartícula en diagnóstico, ésta debe ser capaz de 
poderse utilizar in vivo. Para ello, se usaron ratones NSG que presentaban xenografts de 
células SKBR3 (HER2+). NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2, que se usó como agente de 
diagnóstico, se detectó específicamente en el tumor y en las metástasis hepáticas que 
presentaban los animales (Figura 5.22). Los animales que fueron inyectados con NIR-
Mal presentaban una fluorescencia menor en los tumores, lo que corrobora nuestros 
estudios previos [203], ya que el colorante NIR presenta una afinidad hacia células 
tumorales.  

  En la actualidad la tomografía por emisión de positrones es la técnica más utilizada 
como biomarcador para pacientes con cáncer de mama que presentan el receptor HER2. 
Esta técnica es sensible y de precisión, sin embargo presenta la desventaja del uso de 
radionúclidos: tienen una vida media baja en la circulación sanguínea, son poco 
penetrantes y se observan señales en otros tejidos como el hígado y médula ósea,  
dificultando la discriminación del tejido tumoral [226]. Los resultados obtenidos 
experimentalmente en esta tesis demuestran que el empleo de NIR-Mal-MBPI334W-
ScFvHER2 puede sustituir los radionúclidos como reactivos de diagnóstico.  

  Estos resultados nos permiten concluir que la molécula NIR-Mal-MBPI334W-ScFvHER2 
puede utilizarse en el diagnóstico por imagen de células tumorales HER2+ tanto en 
estudios in vitro como in vivo, y por tanto, cumple con una de las premisas para ser un 
teragnóstico, que es la de permitir el diagnóstico o el seguimiento de la eficacia en el 
tratamiento del cáncer, porque permitiría visualizar la remisión del tumor o de las 
metástasis.  

  Además, de permitir el diagnóstico y seguimiento de cánceres, un teragnóstico tiene 
otra característica principal que es su capacidad de transportar fármacos. Por tanto, el 
estudio de la capacidad de MBPI334W-ScFvHER2 para el transporte dirigido tanto de 
fármacos como de ácidos nucleicos constituyó la segunda parte de la caracterización de 
una nanopartícula. 

 

 



  Para el análisis de la capacidad para transportar fármacos, se utilizó un derivado 
maltosilado en el que la maltosa se unió a polietilenimina (PEI) de 2kDa y a este PEI se 
le unieron 4 moléculas de βCD por enlaces vinilsulfona. Este compuesto, denominado 
βCDbPEI2k-Mal, puede utilizarse para el transporte de fármacos, ya que las βCD pueden 
incluir moléculas en la cavidad hidrofóbica que presentan. La principal ventaja de 
vehiculizar fármacos, generalmente hidrofóbicos y de pequeño tamaño, es la de 
conseguir una mayor biodisponibilidad y estabilidad, además de evitar las interacciones 
entre los fármacos o con otras moléculas. 

  En los experimentos presentados en esta Tesis Doctoral se ha vehiculizado 
doxorubicina (DOX) por ser un medicamento frecuentemente empleado en el 
tratamiento del cáncer, y en concreto junto con la epirubicina para el tratamiento de 
tumores HER2+. No obstante, al basarse el transporte en el uso de ciclodextrinas en 
nuestro sistema, cualquier fármaco de naturaleza hidrofóbica, por ejemplo paxitacel, 
que se acomode en la cavidad central de estas moléculas podría ser empleado, lo que 
aumenta la versatilidad de la plataforma que aquí presentamos. 

  La DOX es un compuesto citotóxico que actúa bloqueando la replicación del DNA al 
tratarse de un agente intercalante formando aductos con el DNA al establecer puentes 
de hidrógeno con la guanina en los sitios con numerosas guaninas-citosinas adyacentes, 
causando daño en el material genético [206]. Al mismo tiempo, la citotoxicidad de la 
DOX también se debe a que estabiliza el complejo que forma la topoisomerasa II con el 
material genético durante la replicación, evitando así la separación del DNA de la 
enzima y produciendo su rotura. Una limitación de la doxorubicina es el desarrollo de 
las resistencias debido a la sobre-expresión de los transportadores ABC (glicoproteínas 
Pgp/ABCB1), las proteínas MRPs (multidrug resistance-associated proteins) y la BCRP 
(breast cancer resistance protein) [204]. La resistencia a la doxorubicina  forma parte de 
una resistencia combinada a varios agentes quimioterapéuticos conocida como 
resistencia MDR (multidrug resistance) que afecta a más del 70% de los tumores y 
favorece la progresión tumoral, la formación de las metástasis y las recidivas [227]. Por 
el contrario, la inhibición por parte de la DOX sobre la topoisomerasa II-β presente en 
los cardiomiocitos va a ocasionar la cardiotoxicidad de este fármaco como efecto 
secundario más importante [228].  

  La DOX carece de especificidad hacia las células tumorales, pero al ocluirla en las β-CD 
[229] y vehiculizarla específicamente hacia células que expresen HER2, aumentaría su 
eficacia y disminuiría sus efectos secundarios al minimizarse sus efectos sobre células 
sanas. La unión de [DOX-βCDbPEI2k-Mal] a la plataforma teragnóstica dio lugar a un 
compuesto [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] que se utilizó para comprobar 
que la entrada del mismo era mayor en las células que expresaban receptores HER2 
mediante experimentos de captación y microscopia confocal aprovechando que DOX es 
una molécula fluorescente que emite en el espectro visible.  

 

 



  Este mismo complejo se utilizó para estudiar la citotóxicidad de la DOX vehiculizada 
en el vector teragnóstico. Los resultados del ensayo de viabilidad celular respaldan los 
datos obtenidos de captación y microscopía confocal. Se ha observado un incremento 
en la muerte celular de las células HER2+ incubadas con [DOX-βCDbPEI2k-Mal]-
[MBPI334W-ScFvHER2] con respecto a las incubadas con DOX libre. Esta mayor citotoxicidad 
con respecto a DOX libre no aparece cuando células MDA-MB-231, que carecen del 
receptor, se incuban con [DOX-βCDβCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2]. 

  Los datos de viabilidad celular mostraron que la molécula teragnóstica MBPI334W-
ScFvHER2 per se, produce una mayor citotoxicidad incluso que la DOX libre. Esto es debido 
a que el ScFvHER2 debe tener un mecanismo de acción parecido al del propio Herceptin®. 
Cuando el Herceptin® se une a su receptor HER2 se produce una disminución en el 
crecimiento celular, ya que se reduce las señalización dependiente de PI3K/AKT y 
MAPKs [230]. Para establecer las bases moleculares del efecto citotóxico de ScFvHER2, se  
incubaron células HER2+ y HER2- en ausencia o presencia de Herceptin® o de la 
proteína de fusión MBPI334W-ScFvHER2 durante 48 horas. El análisis del estado de 
fosforilación de AKT y ERK1/2 permitió concluir que la proteína de fusión era citotóxica 
porque disminuía la señalización dependiente de estas dos quinasas solo en las células 
HER2+. Por ello, se podría sugerir que la propia molécula directora, MBPI334W-ScFvHER2 se 
considerase como una alternativa a la Herceptin® para el tratamiento de cánceres 
HER2+, con la ventaja adicional de poderse usar en diagnóstico. Por último, el complejo 
[DOX-βCDβCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] producía una reducción adicional en la 
viabilidad celular en células que expresan receptores HER2, por lo que se produce un 
efecto sinérgico entre los mecanismos de muerte celular dependientes de ScFvHER2 y la 
DOX específicamente vehiculizada a este tipo de células.  

  Se puede concluir que se dispone de una nanopartícula con capacidad de transportar 
fármacos de forma específica hacia células HER2. Es citotóxica per se debido a la 
capacidad de inhibir la señalización de rutas que conducen al crecimiento y división 
celular. Además, al poder transportar fármacos antineoplásicos vehiculizados en las 
βCD su capacidad citotóxica es aún mayor [231].  

  Un paso importante en la caracterización biológica de la plataforma teragnóstica fue la 
de confirmar que es posible su uso para dirigir fármacos específicamente a xenografts 
de células HER2+ en un modelo animal. En este caso y puesto que el espectro de la DOX 
coincide con el de otros cromóforos biológicos como la hemoglobina o hemoglobina, se 
ha utilizado como sustituto de DOX el fluoróforo indocinanina Green (ICG) que presenta 
un espectro de emisión en el infrarojo cercano [208]. 

 

 

 

 



  Los ratones inyectados con [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] mostraron una 
fluorescencia localizada en el tumor y en el hígado, mientras que los ratones inyectados 
con [ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W] solo localizaron la señal en el hígado. La aparición 
de señal en el hígado puede deberse en parte a la disociación de la Maltosa de la proteína 
MBPI334W. Este dato nos muestra probablemente la necesidad de incorporar mutaciones 
adicionales en MBP para aumentar la afinidad por sus ligandos y evitar esta disociación, 
con lo que se incrementaría la especificidad del tratamiento. Por tanto, el complejo 
[ICG-βCDbPEI2k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] se dirige específicamente a las células 
tumorales, lo que podría traducirse en una disminución de la dosis de fármaco a emplear 
que junto a la selectividad provocarían una disminución los efectos secundarios 
derivados del tratamiento, y un aumento de la calidad de vida de los pacientes.  

  Por último, y una vez demostrada la capacidad de [MBPI334W-ScFvHER2] como 
transportador de fármacos de forma dirigida hacia células HER2, se ha evaluado si esta 
plataforma podría utilizarse como vector de transfección, En este caso, el derivado 
maltosilado utilizado como ligando consistió en PEI25kDa ramificado, un polímero 
catiónico con capacidad demostrada como vector de transfección [232, 233] al que se le 
han unido cinco moléculas de maltosa por enlaces vinilsulfona (bPEI25k-Mal). Esta 
molécula presenta capacidad para formar complejos con DNA y protegerlo de la acción 
de las DNasas [203, 234] y los primeros experimentos realizados demostraron que la 
decoración del complejo bPEI25k-Mal/DNA con la MBP o la proteína de fusión tampoco 
afectó su capacidad de unión y protección del DNA. Así, mientras que el PEI, a través de 
las cargas positivas de los grupos amino se une por fuerzas electrostáticas al DNA,  las 
maltosas se unen a la MBPI334W o MBPI334W-ScFvHER2 a través del centro activo de la MBP. 

  Primero, la viabilidad de usar este sistema como un agente de transfección dirigido se 
ensayó en cultivos celulares, usando como DNA el plásmido pEGFP-N3. Este plásmido 
codifica para la proteína fluorescente verde y por tanto permite determinar la eficiencia 
de la transfección mediante la medida de la fluorescencia debida a esta proteína en los 
extractos celulares de las células transfectadas. Nuestros resultados muestran que la 
unión [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2] y el DNA pEGFP-N3, ha demostrado un 
aumento significativo de la eficiencia de transfección en las células que presentan el 
receptor HER2 (Figura 5.31 A). Se demuestra que la proteína de fusión cumple la 
función de entrega específica del material genético. Para asegurarse de esta 
especificidad y de que la entrada se produce vía receptor HER2 dependiente, incubamos 
previamente las células con concentraciones crecientes de Herceptin® (Figura 5.31 B), 
para bloquear el receptor HER2. En este caso, la preincubación con el anticuerpo produjo 
una disminución dosis dependiente de la eficiencia de transfección, lo que nos permite 
concluir que la entrada del plásmido es dependiente del receptor HER2 y por tanto es 
específica para este tipo de células. 

 

 

 



  El último ensayo pretende demostrar la implementación de un sistema de transporte 
de genes. Se realizó in vivo ya que muchos agentes de transfección de ácidos nucleicos 
eficientes para la transfección celular in vitro, no son capaces de replicar su efecto in 
vivo. En nuestro caso de [bPEI25k-Mal]-[MBPI334W-ScFvHER2], se ha demostrado su 
capacidad para transfectar un plásmido (luciferasa) de manera selectiva en ratones con 
xenografts de células de cáncer de mama HER2+ (SKBR3) (Figura 5.32), confirmándose 
que la proteína de fusión tiene potencial de mediar la transfección in vivo de una manera 
específica. 

  La plataforma teragnóstica que se propone, al menos en estos estudios iniciales parece 
que es válida para el diagnóstico, transporte de medicamentos y transfección génica. La 
especificidad del sistema basada en su capacidad de direccionar los agentes terapéuticos 
y de diagnóstico es uno de sus puntos fuertes. La versatilidad del sistema es el otro punto 
a valorar. La posibilidad de cambiar la secuencia codificante del anticuerpo empleado 
hacia otras dianas moleculares y la capacidad de usar diferentes ligandos maltosilados 
para cada una de las funciones de nuestra plataforma son los dos pilares fundamentales 
de la versatilidad. 

  Es importante destacar que se trata de una aproximación experimental, en células y en 
ratones, muy lejana aún de la posibilidad de su aplicación en tratamientos reales a 
pacientes y que por tanto es más una prueba de concepto que el desarrollo real de un 
medicamento, pero consideramos que al menos los resultados iniciales son 
prometedores. Quedan bastantes aspectos por mejorar. Por ejemplo incrementar la 
afinidad de la MBP por los derivados maltosilados para evitar la disociación prematura 
de los complejos formados. Otro aspecto a contemplar es la posible inmunogenicidad 
del uso de la MBP administrada por vía parenteral. Tal y como hoy es factible la 
humanización de anticuerpos para evitar la respuesta inmune del organismo, sería 
posible realizar mutaciones de la MBP que disminuyeran la presencia en la misma de 
epítopos potencialmente inmunógenos. Finalmente, la validación usando otros 
anticuerpos o proteínas directoras del sistema así como otros agentes terapéuticos 
diferentes de la DOX será necesaria. 

 

  



7. Conclusiones 

  Se ha generado un novedoso agente teragnóstico dirigido basado en una proteína de 
fusión que incluye una versión mutada de la proteína de unión a maltosa, que presenta 
la capacidad de unir derivados maltosilados y un anticuerpo ScFv que actúa como 
molécula directora hacia una diana molecular. Es un sistema versátil ya que la 
modificación de la secuencia codificante del anticuerpo permite dirigir el vector hacia 
diferentes dianas moleculares, mientras el uso de diferentes ligandos maltosilados 
permite su empleo en técnicas de diagnóstico, transporte de fármacos o transfección de 
ácidos nucleicos. 

El sistema se ha validado experimentalmente generando un vector dirigido a células de 
cáncer de mama HER2+. Los resultados obtenidos en este sistema modelo permiten 
concluir: 

1. Es posible diseñar un sistema de expresión heterólogo para una proteína de fusión 
que contiene una versión mutada de la proteína de unión a maltosa, MBPI334W, con 
mayor afinidad de unión para derivados maltosilados y un anticuerpo monoclonal 
de cadena sencilla frente a HER2 que retiene la capacidad de reconocer a su diana 
molecular.  

2. A través del uso de derivados maltosilados fluorescentes, NIR-Mal, esta plataforma 
permite la visualización selectiva de células HER2+ tanto in vitro como in vivo.  

3. La proteína de fusión es capaz de transportar selectivamente a células que expresen 
el receptor HER2 tanto in vitro como in vivo DOX o fármacos que puedan ser ocluidos 
en ciclodextrinas. 

4. La plataforma, utilizando polímeros catiónicos maltosilados como ligando es capaz 
de mediar una transfección específica de material genético a células HER2+ in vitro 
e in vivo. 
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