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1.  Resumen 
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Los aptámeros son oligonucleótidos de cadena sencilla (ADN o ARN) que 

reconocen su diana con alta especificidad y afinidad, teniendo propiedades equiparables a 

las de los anticuerpos. Sin embargo, por su composición no proteica presentan ventajas 

significativas en cuanto a su tamaño, producción y modificación, además, no generan 

inmunogenicidad o efectos tóxicos. Estas características los hacen excelentes candidatos 

para el desarrollo de nuevas plataformas biotecnológicas, para su aplicación como agentes 

de imagen o terapia. 

El aptámero truncado Sgc8-c es de ADN (41 bases) y fue modificado previamente 

por este grupo de trabajo agregándole, en el extremo 5’, un grupo aminohexilo. Sgc8-c 

reconoce específicamente y con alta afinidad al receptor PTK7 (Kd=0,78 nM). Este 

receptor, que actúa como co-receptor en varias vías celulares, es un biomarcador tumoral 

que se sobreexpresa en diferentes tipos de leucemia, tumores gástricos, cánceres de 

colon, pulmón, mama y próstata, e incluso en metástasis.  

Durante este posgrado, en el capítulo I de esta tesis se describe la evaluación de la 

marcación de Sgc8-c como agente de imagenología molecular en cáncer, generando una 

sonda fluorescente y otra portadora de un radionucleido emisor gamma. Para ello, se 

realizaron modificaciones químicas en el extremo 5´ del aptámero incorporando:  

(I) un fragmento estructural derivado del fluoróforo Alexa FluorTM 647 (Sgc8-c-

Alexa647), lo que permitió hacer estudios de imagen óptica en la región del infrarrojo 

cercano, logrando un contraste óptimo, debido a que las moléculas presentes en los tejidos 

no exhiben importante absorción en esa región espectral;  

(II) un fragmento estructural derivado de ácido 1,4,7-triazaciclononano-1,4,7-

triacético, lo que permitió la coordinación con el radionucleido emisor gamma galio-67 

(Sgc8-c-NOTA-67Ga) para poder realizar imágenes gamma con una mayor penetración en 

el tejido y mejorando la capacidad de medir las señales con alta sensibilidad, adquiriendo 

imágenes cuantitativas de todo el cuerpo. 

Se evaluaron condiciones de reacción y purificación, y posteriormente se realizó la 

caracterización fisicoquímica, así como la verificación del reconocimiento por su receptor, 

mediante ensayos en diferentes líneas celulares tumorales. Para la evaluación biológica, 

se estudiaron las características farmacocinéticas, se adquirieron imágenes in vivo y ex 

vivo con ambas sondas y se evaluó su biodistribución, en diferentes modelos de ratones 
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portadores de tumor, siendo la primera vez que estas sondas son ensayada en un modelo 

de melanoma metastásico. Estos estudios indican que ambas sondas reconocen con alta 

especificidad su blanco y, junto con la rápida depuración en sangre, resultan en una 

captación con excelente relación tumor/no-tumor.  

Los resultados previos, junto con otros descriptos por nuestro grupo, proporcionaron 

las bases para el desarrollo del capítulo II de esta tesis, donde se evaluó la capacidad del 

aptámero Sgc8-c para dirigir fármacos al sitio de acción. Para ello, se desarrollaron 

conjugados aptámero-fármaco para terapia a través de la incorporación covalente de una 

subestructura derivada del fármaco dasatinib en el extremo 5´ del aptámero Sgc8-c. Así, se 

estudiaron diferentes condiciones de reacción variando el disolvente, el tiempo, la 

temperatura, la fuente de calor, el pH y los contraiones. El conjugado aptámero-fármaco, 

Sgc8-c-carb-da, se caracterizó fisicoquímicamente y se evaluó su capacidad de liberar 

dasatinib a distintos pH. Por último, se realizó una evaluación biológica in vitro en un 

modelo de linfoma, proporcionando una prueba de concepto del valor terapéutico de Sgc8-

c-carb-da. 

En conjunto, los resultados de este trabajo con el aptámero Sgc8-c abren las 

puertas al desarrollo de herramientas biotecnológicas versátiles con aplicación en 

biomedicina.  

 

 

Palabras clave: Aptámero, Cáncer, Imagenología Molecular, Terapia, Sondas 

imagenológicas, Conjugados aptámero-fármaco, Entrega activa 
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2.  Introducción y Antecedentes 
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2.1. Aspectos generales del cáncer 

El cáncer es la segunda causa de muerte entre enfermedades no transmisibles, 

siendo responsable de más de 9 millones de defunciones anuales a nivel mundial 

(Globocan, 2020; Sung, 2020). Una de cada cinco personas en todo el mundo desarrolla 

cáncer durante su vida (Globocan, 2020; Sung, 2020). En Latinoamérica, Uruguay es el 

país que presenta las tasas de incidencia y mortalidad más altas por cáncer (Globocan, 

2020; Garau, 2022). Según la International Agency for Research on Cancer, la tasa de 

incidencia estimada estandarizada por edad para el año 2020 fue de 269,3 cada 100.000 

personas al año para todos los tipos de cáncer, en ambos sexos (Globocan, 2020; Ferlay, 

2021).  

En el período analizado entre los años 2015 y 2019 por el Registro Nacional De 

Cáncer se describió que en el sexo femenino los tipos de cáncer con mayor incidencia 

fueron de mama (75,33 cada 100.000 mujeres), colo-recto (25,17), pulmón (14,87), cuello 

uterino (14,35) y tiroides (12,50). Mientras que los tipos de cáncer más frecuentes en el 

sexo masculino fueron de próstata (58,78 cada 100.000 hombres), pulmón (45,69), colo-

recto (37,05), vejiga (16,97) y riñón (18,57) (Figura 1) (CHLCC, 2020; Garau 2022).  

 

Figura 1. Incidencia del cáncer en Uruguay entre los años 2015 y 2019. Principales sitios de 

Incidencia con su respectiva Mortalidad en Mujeres A. y Hombres B. (*) La categoría colo-recto 

involucra los códigos C18-C20 de la CIE-O 3ª Ed. IARC-OMS (colon, recto sigmoidea y recto). 

Extraída y adaptada de CHLCC, 2020. 
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El cáncer se considera una enfermedad de etiología multifactorial, que posee la 

potencialidad de afectar a cualquier célula del organismo (Alberts, 2004; PDQ, 2023). 

Dentro de los factores involucrados se encuentran los genéticos, hormonales, problemas 

inmunitarios, la edad y los factores ambientales o externos, como la exposición a agentes 

infecciosos, a diferentes fuentes de radiación y al estilo de vida, como el tabaquismo y una 

mala alimentación (PDQ, 2023). Dichos factores pueden interactuar ejerciendo su acción 

en conjunto o en serie, y afectar las funciones de las células, incidiendo principalmente en 

su división y crecimiento (Islami, 2021). Esto puede derivar en la proliferación celular 

incontrolada, lo que conduce a la formación de agregados celulares que crecen y terminan 

originando o promoviendo el desarrollo del cáncer (Islami, 2021; PDQ, 2023). Además, 

estas células tumorales pueden migrar e invadir tejidos circundantes o distantes, 

continuando con su crecimiento y originar metástasis (Michor, 2004; Islami, 2021). 

Entre los diversos rasgos que caracterizan a las células tumorales se encuentran las 

alteraciones fenotípicas de las células que van a determinar cambios morfológicos y 

funcionales (Baba, 2007; Hanahan, 2011). A nivel funcional se pueden encontrar los 

siguientes cambios: evasión de los factores supresores del crecimiento y mantenimiento de 

la señalización proliferativa; evasión del sistema inmunológico; promoción de la 

inmortalidad replicativa; resistencia a la muerte celular; desregularización del metabolismo 

celular; inducción de la angiogénesis y activación de la invasión y la metástasis; 

inestabilización y mutación del genoma; inflamación promotora de tumores (Hanahan, 

2011; Sanchez, 2013). A nivel morfológico se puede encontrar la sobreexpresión de 

moléculas a nivel de la superficie celular, u otros compartimientos celulares o promover la 

situación opuesta, entre otras (Sanchez, 2013). En el 2022 Hanahan describió nuevos 

parámetros para incorporarse como componentes centrales de las características 

distintivas de la conceptualización del cáncer. Estos son: plasticidad fenotípica; 

reprogramación epigenética no mutacional; microbiomas polimórficos y senescencia celular 

(Hanahan, 2022). 

Es fundamental identificar los mecanismos de estímulo y proliferación celular, con el 

fin de crear estrategias específicamente dirigidas contra dianas celulares que participan en 

estos procesos (Pinheiro, 2021). Asimismo, el análisis de los genes, proteínas y 

microambiente que caracteriza a los tumores, otorga información específica para la 

búsqueda de biomarcadores tumorales y la identificación de potenciales blancos 
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terapéuticos (Sanchez, 2013; Pinheiro, 2021). Mediante estrategias de detección precoz de 

tumores se han reducido las tasas de mortalidad de todos los tipos de cáncer (Globocan, 

2020; Ferlay, 2021). En este sentido, se ha demostrado que el factor pronóstico más eficaz 

está relacionado con la extensión de la enfermedad al momento del diagnóstico (Klein, 

2020; Pinheiro, 2021). Es por ello que las investigaciones adquieren gran relevancia al 

buscar optimizar los métodos de diagnóstico, así como los tratamientos existentes, e 

incorporar el desarrollo de nuevas estrategias y enfoques. 

 

2.2 Aptámeros 

 

2.2.1. Características de los aptámeros 

Los aptámeros han ganado una posición destacada en el campo de la biotecnología. 

El nombre en sí, que deriva de una combinación de la palabra latina aptus, que significa 

"ajustar a", y el término griego meros, que significa "partícula"; sugiere fuertemente la 

versatilidad de estos compuestos (González, 2016).  

Los aptámeros son oligonucleótidos monocatenarios pequeños, de ácido 

desoxirribonucleico (ADNss) o de ácido ribonucleico (ARN), de entre 20 y 100 bases de 

largo. Presentan una estructura tridimensional única y estable, caracterizada por bucles, 

tallos, u horquillas. Se unen a blancos moleculares selectivamente, con alta afinidad y 

especificidad mediante enlaces no-covalentes. Los aptámeros interaccionan con el ligando, 

principalmente, a través de las fuerzas electrostáticas y motivos conformacionales. 

Participan en la unión fuerzas de van der Waals, interacciones de carga y enlaces de 

hidrógeno. La estructura tridimensional que presentan los aptámeros favorece una mayor 

interacción, formando complejos fuertes a través de ajustes conformacionales (Musumeci, 

2017; Calzada, 2020). La unión del blanco con el aptámero se ve afectada por la 

complementariedad de conformación espacial; por lo tanto, investigar estructuras 

tridimensionales de interacciones aptámero/blanco, a nivel atómico y molecular, pueden 

ayudar al descubrimiento de fármacos basado en estas estructuras (Reinemann, 2014).  

Los aptámeros son capaces de unirse a moléculas que no son ácidos nucleicos, 

como moléculas orgánicas e inorgánicas, iones metálicos, péptidos, proteínas, diversos 
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componentes celulares, toxinas, bacterias, e incluso se pueden unir a blancos no 

inmunogénicos contra los que es difícil generar anticuerpos de alta afinidad y especificidad 

(Smith, 2018; Calzada, 2020; García Melián, 2023). 

Los aptámeros son seleccionados a partir de bibliotecas masivas mediante el 

proceso in vitro denominado Evolución Sistemática de Ligandos por Enriquecimiento 

Exponencial (SELEX) (Ellington, 1990; Tuerk, 1990). Este proceso utiliza una biblioteca de 

secuencias de ácidos nucleicos (> 1015 oligonucleótidos aleatorios). Estas secuencias son 

incubadas con un blanco molecular de interés, y las secuencias que presenten 

reconocimiento con el blanco, son aisladas y amplificadas por PCR o RT-PCR, y el pool 

enriquecido es expuesto nuevamente a una nueva ronda de selección. Por lo general, se 

realizan entre 6 y 10 rondas de selección. Luego de la selección, se realiza una 

secuenciación y un análisis informático exhaustivo y finalmente, las secuencias 

seleccionadas son sintetizadas químicamente y caracterizadas individualmente, evaluando 

su afinidad por el blanco (González, 2016; Calzada 2020). En suma, SELEX es una técnica 

que, por sus características, permite obtener aptámeros con la selectividad por su blanco y 

valores de constante de disociación (Kd) deseables (Kinghorn, 2017; Calzada, 2020).  

Sin embargo, la técnica de SELEX se ha ido perfeccionando para que el 

procedimiento de selección sea aún más eficiente. Dentro de sus variantes se encuentra 

Cell-SELEX, que agrega células como blanco de interés (Figura 2). En contraste con los 

otros enfoques, Cell-SELEX elige un aptámero enfrentándolo a toda la célula, esto asegura 

que los blancos moleculares en la membrana celular estén en su estado natural y 

representen su estructura de plegamiento normal. Por lo que, Cell-SELEX permite 

seleccionar aptámeros con un gran potencial de selectividad por su blanco, identificar 

nuevos blancos presentes en líneas celulares tumorales, y también, distinguir entre 

“molecular signatures” de varios tipos de células sin conocimiento previo de sus 

propiedades moleculares (Kaur, 2018; Li, 2021). 
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Figura 2. Representación esquemática de la selección de aptámeros utilizando la técnica 

Cell-SELEX. Extraída de Chen, 2016. 

Luego de ser seleccionados y sintetizados, los aptámeros puedes ser modificados 

post-SELEX con el objetivo de mejorar sus características intrínsecas (Gao, 2016). Los 

aptámeros pueden lograr afinidades por su blanco similares a las que presentan los 

anticuerpos, pero con varias ventajas (Tabla 1) (Zhang, 2019; Calzada 2020). Entre estas 

se destacan el bajo peso molecular de los aptámeros entre 8 a 15 kDa, lo que mejora la 

absorción tisular y la internalización celular, y también la depuración sanguínea (Zhang, 

2019). Las metodologías de síntesis química son rápidas, reproducibles y robustas, 

obteniendo un producto que es estable en amplio rango de pH y temperatura. Los 

productos además tienen escasa toxicidad y no presentan inmunogenicidad como los 

anticuerpos. Esto último, brinda un perfil de seguridad biológica para los enfoques 

farmacéuticos (Bouchard, 2010; Lui, 2017; Calzada, 2020).  

Los aptámeros permiten ser fácilmente modificados químicamente sin afectar el 

reconocimiento por su blanco, para incorporar funcionalidades, incrementar su estabilidad 

biológica y diversificar sus aplicaciones clínicas. Las modificaciones químicas se pueden 

generar a nivel de los fosfatos, en los extremos 3’ y 5’ terminal, en las ribosas y en las 

bases nitrogenadas, incorporando grupos funcionales de interés. Esto asegura y facilita la 

conjugación específica con una amplia variedad de biomateriales (Famulok, 2011; 

Calzada, 2017a; Calzada, 2017b; Adachi, 2019; Odeh, 2020). Las principales desventajas 

de los aptámeros son la degradación por la acción de las nucleasas, lo cual genera mayor 

filtración renal y menor vida media en plasma. Sin embargo, los aptámeros cuentan con 

una estabilidad intrínseca, mayor a la esperada para un oligonucleótido convencional, pero 
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además las modificaciones químicas también pueden mejorar enormemente esta 

característica. Por ejemplo, para aumentar el tiempo de circulación en sangre es posible 

acoplarlos a otras moléculas como fragmentos derivados de polietilenglicol (PEG), 

nanopartículas, fragmentos derivados de biotina, lo que aumenta su masa molecular (Tabla 

1) (Haruta, 2017). 

Las ventajas que presentan los aptámeros garantizan biodisponibilidad e integridad 

química en condiciones fisiológicas (Adachi, 2019; Calzada 2020). Asimismo, los convierte 

en moléculas versátiles para un amplio rango de aplicaciones: cuantificación de la 

expresión de un blanco tumoral a través de biosensores, terapia, diagnóstico e 

imagenología molecular (Famulok, 2011; Zhang, 2019; Calzada 2020). 

 

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los aptámeros. Extraída y adaptada de Ospina, 2020. 

Ventajas Desventajas 
No requieren modelos biológicos para su 
producción 

Su desarrollo apenas comienza 

Tiempo de producción breve (1 a 3 meses) Farmacocinética variable 

Fácil de escalar Proclives a filtración renal 

Pueden modificarse químicamente para 
evitar degradación 

Corta vida media 

Largo tiempo de almacenamiento a 
temperatura ambiente 

 

Se unen a una amplia variedad de blancos 
inmunógenos y no inmunógenos 

Los aptámeros no modificados 
químicamente se degradan fácilmente en el 
plasma 

Menor tamaño para acceder a tejidos o 
células (12-15 kDa) 

 

Bajo costo de producción  

La síntesis química disminuye la 
variabilidad entre lotes 

 

La secuencia de nucleótidos se almacena 
para posteriores producciones 

 

Especificidad y afinidad iguales o mejores 
que las de los anticuerpos monoclonales 
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2.2.2. Sgc8-c: aptámero de estudio 

El grupo de investigación de Shangguan y colaboradores desarrollaron un panel de 

aptámeros de ADNss, que llamaron aptámeros Sgc, para el reconocimiento específico en 

células T de leucemia linfoblástica aguda (T-ALL), mediante la técnica de selección Cell-

SELEX. En ese proceso, una biblioteca de ADNss que contenía regiones de secuencias 

aleatorias, se incubó con la línea celular CCRF-CEM (células diana).  

Entre las secuencias identificadas, Sgc8, un aptámero de 88 bases, mostró unirse 

con alta especificidad y afinidad a un blanco en la superficie celular presente en células de 

T-ALL, presentando una Kd de 0,80 ± 0,09 nM (Figura 3) (Shangguan, 2006; Shangguan, 

2007). 

Este mismo grupo de trabajo continuó profundizando en la caracterización del 

aptámero Sgc8, e identificó que el blanco molecular selectivo es la proteína 

transmembrana tirosina quinasa 7 (PTK7). Este receptor se sobreexpresa en la línea 

celular CCRF-CEM (T-ALL) que utilizaron para su selección (Shangguan, 2008) y en varios 

tipos de tumores (Xiao, 2008). Además, comprobaron que Sgc8 se internaliza mediante 

endocitosis al igual que el anticuerpo anti-PTK7, luego de la unión a la proteína, siendo una 

interacción receptor-dependiente (Xiao, 2008). Sin embargo, también evidenciaron que el 

anticuerpo anti-PTK7 no competía con el aptámero Sgc8 (Shangguan, 2008), esto se debe 

a que la unión a PTK7 sucede en diferentes sitios de reconocimiento. La distancia entre los 

sitios de unión del aptámero Sgc8 y el anticuerpo en la proteína de membrana PTK7 de las 

células CCRF-CEM, en el entorno fisiológico natural, es de 13,4 ± 1,4 nm (Chen, 2010a). 

Durante el análisis de la estructura del aptámero Sgc8 para estudiar el 

reconocimiento por su blanco, se realizaron modificaciones en la secuencia de Sgc8. Se 

encontró que la secuencia truncada, Sgc8-c, de 41 bases y con una estructura de tallo-

bucle, presenta una Kd igual a 0,78 nM por PTK7 (Figura 3). De todas las secuencias 

analizadas, Sgc8-c presenta características muy similares al aptámero original, por lo que 

la secuencia de Sgc8-c es la mínima requerida para la óptima unión al blanco (Shangguan, 

2007). 
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Figura 3. Estructura de los aptámeros Sgc8 (izquierda) y Sgc8-c (derecha), con sus Kd para 

PTK7. Extraída y adaptada de Shangguan, 2007. 

 

Debido a su especificidad de unión por el PTK7, Sgc8-c es una biomolécula de 

reconocimiento de gran interés en el campo de la imagenología molecular para el 

desarrollo de nuevos agentes imagenológicos. Por su naturaleza química y tamaño 

molecular, así como los fundamentados antecedentes, fue el aptámero de elección para 

explorar nuevas posibilidades. Para realizar la marcación del aptámero y generar nuevas 

sondas imagenológicas, nuestro grupo de trabajo modificó el extremo 5’ del Sgc8-c, donde 

se incorporó una cadena alifática de 6 carbonos y un grupo amino libre para sus 

posteriores conjugaciones (Figura 4). Este aptámero, de aquí en más llamado Sgc8-c-NH2, 

presenta una masa molecular de 13 kDa (Calzada, 2017a). 

 

 

 

Figura 4. Estructura representativa del aptámero Sgc8-c-NH2. 
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2.2.3. PTK7: blanco molecular de Sgc8-c 

Los receptores de tirosina quinasa (RTK) son receptores transmembrana y 

constituyen el mayor grupo de receptores que presentan un rol fundamental en las vías de 

señalización celular, en diversos procesos biológicos durante el desarrollo y la vida adulta 

(Grassot, 2006). Los RTK generalmente son proteínas grandes que contienen entre 800 y 

1600 aminoácidos y están compuestos por tres dominios. Un dominio N-terminal en la 

región extracelular altamente variable y responsable de la unión y especificidad por el 

ligando. Un dominio transmembrana único y un dominio tirosina quinasa intracelular 

altamente conservado en el extremo C-terminal, que se une y fosforila al sustrato, siendo el 

responsable de la actividad catalítica (Grassot, 2006; Sun, 2014). Estos receptores son 

activados por la unión al ligando, produciendo la dimerización del receptor, lo que genera 

una cascada de señales a nivel intracelular, que da como resultado numerosos cambios 

celulares involucrados en la regulación de procesos celulares, incluyendo el ciclo celular, 

proliferación, metabolismo, diferenciación, migración y la comunicación célula-célula 

(Regad, 2015; Butti, 2018). Los RTK se subdividen en varias familias en función de la 

similitud del dominio tirosina quinasa, del dominio extracelular o su organización génica 

(Chen, 2015). Dentro de las 20 subfamilias se encuentra la proteína tirosina quinasa 7 

(PTK7) (Lapraz, 2006; Butti, 2018), siendo el blanco molecular del aptámero que se ha 

evaluado en esta tesis.  

Los transcriptos que codifican la proteína PTK7 se identificó inicialmente en el 

ARNm de melanocitos y posteriormente, en carcinoma de colon, por esto también es 

denominada como quinasa-4 de carcinoma de colon (CCK4) (Peradziryi, 2012). PTK7 es 

una pseudoquinasa de membrana, que contiene 1070 aminoácidos y su masa molecular 

es de 118,5 kDa (Jung, 2002). Está constituida por siete dominios extracelulares similares 

inmunoglobulinas, una región transmembrana y yuxtamembrana y un dominio C-terminal 

catalíticamente inactivo con homología con la familia de tirosina quinasas (Figura 5) 

(Murphy, 2014). En humanos, se han identificado cinco isoformas de PTK7 en testículos, 

que se generan por “splicing” alternativo (Jung, 2002).  
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Figura 5. Estructura y organización de PTK7. Gen PTK7, donde cada cuadro representa un 

exón; y proteína PTK7 donde se observa las tres regiones y el sitio de proteólisis mediada por MT1-

MMP. Ig: dominio inmunoglobulina.TM: dominio transmembrana. JM: yuxtamembrana. Extraída de 

Lhoumeau, 2012. 

A pesar de que aún no se ha identificado ningún ligando específico y que no 

presenta actividad quinasa, PTK7 regula diversas actividades celulares como la polaridad 

celular planar, la motilidad celular polarizada, la morfogénesis y la migración celular, que 

son esenciales en la sobrevida de los organismos (Lin, 2012; Xu, 2016). PTK7 participa en 

señales de polaridad celular involucrando la vía de señalización Wingless (Wnt), regula las 

vías Wnt canónicas y no canónicas, principalmente en el desarrollo embrionario 

(Peradziryi, 2012). Se ha descrito que ocurre proteólisis en el dominio extracelular de PTK7 

mediado por la metaloproteinasa de matriz tipo 1 (MT1-MMP) (Figura 5), afectando la 

polaridad planar celular y la migración celular (Lichtig, 2019). 

En humanos, se ha descripto la sobreexpresión de PTK7 en distintos tipos de 

cáncer, incluidos cáncer de colon (Mossie, 1995), adenocarcinoma pulmonar (Endoh, 

2004), cáncer gástrico (Gorringe, 2005), cáncer de mama (Ataseven, 2014), leucemia 

mieloide aguda (Jiang, 2012), linfoma (Calzada, 2017a), carcinoma de células escamosas 

de esófago (Shin, 2013), cáncer de próstata (Zhang, 2014), colangiocarcinoma 

intrahepático (Jin, 2014), células de glioma (Liu, 2015), melanoma (Easty, 1997, Calzada, 

2017a) e incluso en metástasis (Dong, 2017). 



 

18 

 

En células tumorales, PTK7 regula la migración e invasión endotelial (Shin, 2008). 

PTK7 puede heterodimerizar con el receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGFR1) y favorecido por VEGF-A, consigue promover la migración e invasión en células 

y formación de tubos durante la angiogénesis (Lee, 2011). También se ha encontrado que 

en un grupo de células progenitoras mieloides, PTK7 induce señales promigratorias y 

antiapoptóticas (Prebet, 2010). Asimismo, se ha observado que la interrupción de la 

expresión de PTK7 puede reprimir la proliferación celular y promover la apoptosis en 

cáncer de colon e hígado (Meng, 2010). Por otro lado, se ha asociado la sobreexpresión de 

PTK7 a resultados clínicos adversos en el cáncer colorrectal y a la invasividad de las 

células tumorales, por lo que PTK7 podría servir como predictor del pronóstico de dichas 

patologías (Lhoumeau, 2015).  

 

2.3. Aptámeros en el desarrollo de agentes de imagenología molecular 

para diagnóstico en cáncer 

 

 2.3.1.  Imagenología molecular 

La imagenología molecular es la visualización, caracterización y medición in vivo de 

procesos biológicos, tanto a nivel molecular como a nivel celular (Weissleder, 2001). Es 

una técnica que permite monitorear y registrar la distribución espaciotemporal de procesos 

moleculares o celulares, así como también realizar imágenes en 2D o 3D, otorgando 

información anatómica y fisiológica del paciente, mediante la administración de sondas al 

paciente o mediante equipamiento externo (Weissleder, 2006; Calzada, 2020).  

Es una modalidad imagenológica que combina biología molecular, química nuclear, 

medicina de radiación y ciencias de la computación. Puede proporcionar una lectura de 

todo el cuerpo, siendo un sistema no invasivo y permitiendo la evaluación de la patología 

en su contexto, lo cual es clave para entender la progresión del tumor sin alterar el entorno 

biológico (Chen, 2015; Calzada, 2020). Asimismo, la detección es cuantitativa mediante la 

detección de procesos biológicos que están alterados en el organismo, más 

específicamente biomarcadores. Esta detección se puede realizar por medio de sondas 

imagenológicas específicas para cada biomarcador o blanco (Alford, 2009). 
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Esta herramienta tiene un gran potencial en el diagnóstico y manejo de 

enfermedades como el cáncer, enfermedades neurológicas y cardiovasculares (Aebersold, 

2005). La detección no invasiva de marcadores moleculares puede proporcionar: un 

diagnóstico más temprano, la estadificación tumoral, la cuantificación de una lesión, y 

seguimiento de la misma (resultados estadísticamente más precisos a través de estudios 

longitudinales que se pueden realizar en el mismo paciente), ayuda en la elección de un 

tratamiento más efectivo, la precisión de la dosis, un pronóstico más preciso; facilitar la 

detección de metástasis; y permitir la cirugía guiada, entre otros (Weissleder, 2006; 

Hartewell, 2006; Cai, 2006; Gibbs, 2012).  

Existen diversas modalidades de imágenes para la investigación biomédica y 

aplicación clínica. Las modalidades de imagen predominantes se pueden clasificar en dos 

categorías. Por un lado, algunas modalidades de imagen, como la ecografía, la resonancia 

magnética nuclear y la tomografía computarizada proporcionan información anatómica que 

depende de los cambios asociados a la enfermedad. En cambio, las de segunda categoría 

pueden ofrecer información funcional de la enfermedad y rastrear procesos biológicos in 

vivo. Estas modalidades de imagen incluyen tomografía por emisión de positrones (PET), 

tomografía computarizada por emisión de fotón único (SPECT), imágenes de 

bioluminiscencia óptica/fluorescencia, imágenes de resonancia magnética molecular 

(mMRI) y espectroscopia de resonancia magnética (MRS) (Massoud, 2003). PET y SPECT 

ofrecen además la posibilidad de cuantificación de procesos biológicos asociados a 

enfermedades. Además, se utilizan comúnmente sistemas híbridos que combinan dos o 

más modalidades (Catana, 2006; Even-Sapir, 2003). Las modalidades más utilizadas y sus 

ventajas y desventajas relativas, junto con aspectos claves, se muestran en la Tabla 2.  

Entre las diversas modalidades de imágenes, algunas modalidades, como PET, 

SPECT e imágenes ópticas, requieren la inyección de sondas moleculares al paciente para 

adquirir la señal de imagen, mientras que otras, como imágenes ópticas y mMRI, pueden 

seguir la enfermedad ya sea a través de las sondas moleculares exógenas o a través de 

las moléculas endógenas (Massoud, 2003). Debido al papel fundamental que presentan las 

sondas moleculares para generar una óptima imagen molecular, es necesario que el 

diseño y desarrollo de la sonda biológicamente activa cumpla con ciertas características, 

las cuales se describen en la siguiente sección (Gambhir, 2002; Gibbs, 2012; Calzada, 

2020). 
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Tabla 2. Modalidades seleccionadas para imágenes moleculares en oncología. Ventajas y 

desventajas relativas. Extraída y adaptada de Rowe, 2022.  

Modalidad Usos en Oncología Ventajas/Desventajas (Disponibilidad) 

Óptico 

Fluorescencia Orientación quirúrgica 

Radiación no ionizante; fotodinámica y 

fotoinmunoterapia/Profundidad de 

penetración moderada (investigación, 

traslacional) 

Fotoacústica 
Caracterización de 

tejidos; guía quirúrgica 

Radiación no ionizante; alta especificidad 

óptica/Profundidad de penetración en 

tiempo real/moderada (investigación) 

Ultrasonido 

Entrega dirigida de 

medicamentos; 

alteración de la barrera 

hematoencefálica; 

caracterización tumoral 

Radiación no ionizante; escáneres 

fácilmente disponibles; bajo costo 

(investigación traslacional y clínica) 

Resonancia magnética  

Espectroscopía 
Tumores cerebrales, 

cáncer de próstata 

Contraste endógeno; amplia 

disponibilidad/Baja sensibilidad; 

metabolitos limitados (investigación 

traslacional y clínica) 

Partículas de 

óxido de hierro 

ultrapequeña y 

superparamagnét

ica (USPIO) 

Seguimiento de células 

detección de fagocitos; 

metástasis en los 

ganglios linfáticos 

Alternativa al gadolinio; teranóstico/Puede 

alterar los estudios de resonancia 

magnética nuclear posteriores; algunas 

reacciones adversas; ralentiza el flujo de 

trabajo; utilidad clínica incierta 

(investigación clínica) 

Hiperpolarización 
Caracterización del 

metabolismo tumoral 

Señal alta; potencial para investigar una 

amplia gama de vías metabólicas/Caro; las 

vías en estudio pueden verse perturbadas 

por una alta concentración de agentes 

hiperpolarizados (investigación) 

Radionucleido 

SPECT 

Gammagrafías óseas; 

tumores cerebrales; 

mapeo de ganglio 

centinela; dosimetría de 

radiación para 

teranóstica 

Ampliamente disponible/Baja sensibilidad; 

baja resolución; uso decreciente en 

oncología (clínica) 

PET 
Blancos moleculares 

específicos; 

Alta sensibilidad y potencial para alta 

especificidad/Infraestructura compleja; 
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metabolismo 

(glucosa/glutamina) 

agentes costosos (investigación 

traslacional y clínica) 

Abreviaturas: SPECT = single photon emission computed tomography; PET = positron emission tomography; 

USPIO = ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticles. 

 

2.3.2.  Diseño de sonda para diagnóstico basadas en aptámeros 

El desarrollo de sondas en base a aptámeros es una herramienta de gran potencial 

para diagnóstico en cáncer mediante imagenología molecular, debido a sus características 

para reconocer con alta afinidad y especificidad biomarcadores que se sobreexpresan en 

las diferentes células tumorales (Weissleder, 2001; Calzada, 2020; García Melian, 2023). 

Las sondas para imagenología molecular son moléculas utilizadas para visualizar, 

caracterizar y cuantificar los procesos biológicos de forma no invasiva (Weissleder, 2001). 

Brevemente, las imágenes se logran mediante la administración sistémica o localizada de 

la sonda imagenológica, seguida de un tiempo para la acumulación de la sonda en el sitio 

específico en paralelo a la depuración del resto del organismo para lograr una alta relación 

señal/fondo (Figura 6) (Bohrmann, 2022). En dicho momento, se realiza la adquisición de 

la imagen por un equipo imagenológico externo. Es de destacar que no se busca ningún 

efecto farmacológico tras la administración al paciente de la sonda (Calzada, 2020). 

 

Figura 6. Imágenes moleculares representativas in vivo en un ratón. Para obtener la imagen se 

inyecta por vía intravenosa una dosis de la sonda y se distribuye por todo el cuerpo. La sonda se 

acumula en el sitio específico (en este caso en el tumor) y se elimina a través de los órganos 

excretores. La obtención de imágenes se realiza cuando la relación entre la señal específica y el 

fondo es favorable. Extraída y adaptada de Bohrmann, 2022. 
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Una sonda para imagenología molecular tiene tres componentes fundamentales: un 

agente de imagen, un conector y una molécula de reconocimiento (en este caso un 

aptámero) (Figura 7) (Calzada, 2020; Bohrmann, 2022). El agente de imagen produce una 

señal y para las distintas modalidades de formación de imágenes se necesitan sondas con 

agentes diferentes. Por ejemplo, para la formación de imágenes SPECT se usan emisores 

gamma puros como agentes de imagen, mientras que para realizar imágenes ópticas se 

utilizan moléculas fluorescentes (Chen, 2010b).  

 

Figura 7. Esquema de una sonda basada en aptámeros para imagenología molecular. Se 

observa el agente de imagen (verde), el conector, el aptámero y el blanco molecular (amarillo). 

Extraída y adaptada de Bohrmann, 2022. 

 

En este caso, la molécula de reconocimiento son los aptámeros que dirigen e 

interactúan con el biomarcador que se sobreexpresa en las células tumorales (Weissleder, 

2001; Weissleder, 2006). El conector utilizado en las sondas puede acoplar la molécula de 

reconocimiento con el agente de imagen (imagenóforo). Esto favorece que no se modifique 

la especificidad o afinidad de la molécula de reconocimiento. También se puede modificar 

la farmacocinética y la biodistribución de la sonda, en base a sus características como la 

longitud, la flexibilidad y la hidrofilia (Weissleder, 2001). 

Debido a que es necesario optimizar muchos aspectos para obtener el mejor 

resultado de imagen, es necesario tener varias consideraciones para desarrollar una sonda 

para imagenología molecular (Calzada, 2020).  
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Las estrategias de imágenes moleculares se basan en gran medida en la naturaleza 

de los biomarcadores, lo que a su vez afecta el diseño de la sonda. Entonces, el 

biomarcador apropiado asociado con el proceso biológico de la enfermedad debe 

identificarse, seleccionarse e incluso validarse en un sistema de prueba. Por ello, el diseño 

de estas sondas comienza con la selección adecuada del aptámero para el blanco 

molecular de interés (Chen, 2010b; Calzada, 2020). Asimismo, la alta afinidad con el 

blanco molecular o biomarcador es un requisito para lograr una alta captación tumoral. 

Requiere valores de Kd en el rango de nM o menores y cualquier incorporación puede 

afectar ese valor, al cambiar la carga u otras características de unión (Calzada, 2020). 

La alta especificidad es un parámetro que permite que la sonda interactúe con el 

biomarcador particular y discrimine el blanco molecular específico entre otros. Gracias a 

esta específidad, las sondas pueden proporcionar información de distintos procesos 

biológicos, las cuales son muy útiles para comprender la biología de enfermedades 

específicas. La unión altamente específica reduce la captación no específica de la sonda 

de imagen en otros tejidos. Además, la pureza de la sonda de imagen tiene estrecha 

relación con el contraste de la imagen, debido a que el agente de señal libre aumenta el 

ruido de fondo, afectando la medición real. A su vez, el aptámero sin conjugar compite con 

el sitio específico, disminuyendo la señal observada por la sonda, por lo que el proceso de 

preparación de la sonda debe tener altísimos rendimientos o estrictos procesos de 

purificación (Chen, 2010b; Calzada, 2020). La actividad específica es importante, ya que 

cuanto más componente de señal posea la sonda, mejor será la imagen (Calzada, 2020).  

La estabilidad in vivo de una sonda de imagenología es un gran desafío porque los 

numerosos sistemas metabolizantes presentes en el suero o en el tejido específico pueden 

degradar la sonda (Calzada, 2020). Las sondas deben presentar una alta sensibilidad, ya 

que es crucial reducir la perturbación y los efectos farmacológicos en los sistemas y 

procesos biológicos a un nivel mínimo (Chen, 2010b). Esto va acompañado de la baja 

inmunogenicidad y toxicidad, si bien por lo general las sondas se administran en dosis 

bajas, es necesario controlar sus efectos farmacológicos (Chen, 2010b).  

Por último, la producción, reproducibilidad y factibilidad económica deben 

optimizarse. El bajo costo y la disponibilidad de las sondas, junto con una metodología 

reproducible, hará que estas herramientas sean ventajosas para su uso clínico (Chen, 

2010b; Calzada, 2020).  
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2.3.3.  Aptámeros en el diagnóstico 

La detección temprana del cáncer aumenta significativamente las posibilidades de 

supervivencia y efectividad al tratamiento. Los métodos comúnmente utilizados para la 

detección temprana del cáncer son la ecografía, la tomografía computarizada, la 

resonancia magnética nuclear y los ensayos bioquímicos, genéticos y moleculares como 

los ensayos de biomarcadores presentes en suero o plasma, e inmunohistoquímica. Sin 

embargo, los biomarcadores de cáncer se encuentran comúnmente en bajas 

concentraciones, dispersos en forma heterogénea y, a menudo, se mezclan con otras 

proteínas, lo que dificulta su detección temprana (Ciancio, 2018).  

Los aptámeros son una herramienta extremadamente prometedora para el 

diagnóstico temprano del cáncer debido a sus características de alta afinidad, especificidad 

y sensibilidad (Kurt, 2016). De esta forma hay una gran variedad de aptámeros que se 

están empleando en el diagnóstico en cáncer. Por ejemplo, se utiliza un aptámero que 

reconoce CD30 marcado con IRD800CW para obtener imágenes in vivo del linfoma (Zeng, 

2014), así como un aptámero específico del cáncer de páncreas marcado con una 

subestructura derivada del fluoróforo Cy5 para la obtención de imágenes in vivo de este 

cáncer (Wu, 2015). El aptámero AS1411 junto con el péptido dirigido a la barrera 

hematoencefálica es utilizado para la obtención de imágenes in vivo de gliomas (Ma, 

2014). Por otro lado, el aptámero D3P-21 fue desarrollado para diagnosticar tumores de 

próstata independientes de andrógenos en ratones (Civit, 2019). Todos ellos muestran una 

capacidad de orientación tumoral rápida y específica, alta relación señal/ruido y óptimas 

propiedades farmacocinéticas. 

Además de obtener imágenes con fluoróforos, los aptámeros se pueden conjugar 

con perlas magnéticas para mejorar la resonancia magnética (Yu, 2011), como es el caso 

del aptámero del receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) 

conjugado con nanomateriales magnéticos para la obtención de imágenes por resonancia 

magnética del glioma (Kim, 2013). El aptámero de la molécula de adhesión epidérmica 

(EpCAM) también se ha conjugado con nanomateriales magnéticos para imágenes de 

resonancia magnética del cáncer gástrico (Heo, 2014). Todos mejoran significativamente la 

sensibilidad y la biocompatibilidad de las imágenes dirigidas al tumor y reducen la 
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citotoxicidad, mejorando aún más el potencial de aplicación clínica de la resonancia 

magnética. 

También se ha diseñado una técnica sensible para el diagnóstico de células 

cancerosas en la sangre utilizando el sistema conjugado aptámero-nanopartícula, que 

comprende el aptámero Sgc8 y nanopartículas de sílice marcadas fluorescentemente (Tan, 

2016). En otra modificación, el aptámero Sgc8 fue conjugado con nanopartículas de oro 

con una capa de óxido férrico magnético para desarrollar un biosensor altamente sensible 

para detectar la leucemia de células T (Khoshfetrat, 2017).  

Recientemente, con el éxito de las terapias que modulan los puntos de control del 

sistema inmune, se describen varias sondas de aptámeros anti PD1, PD-L1, y CTLA-4, 

entre otros, con fines diagnósticos, así como terapéuticos (García Melián, 2023). 

 

2.3.4. Características de los agentes de imagen de este estudio 

 

 2.3.4.1. Características del fluoróforo Alexa FluorTM 647 

Realizar imágenes ópticas en el rango de 600 a 1000 nm del espectro 

electromagnético del infrarrojo cercano (NIR) otorga varias ventajas. Por ejemplo, los 

cromóforos biológicos, en particular la hemoglobina, absorben fuertemente la luz visible, 

limitando así la profundidad de penetración en longitudes de ondas cortas a unos pocos 

milímetros. Sin embargo, en el NIR, el coeficiente de absorción de luz de las moléculas 

biológicas es mínima y permite mejorar la penetración de los fotones a través del tejido, a 

nivel de profundidad y de uniformidad (Hilderbrand, 2010; Zhao, 2018). Asimismo, a alta 

longitud de onda, los tejidos tienen menor autofluorescencia y la dispersión de luz 

disminuye en el NIR, generando así, menor interferencia de fondo con una mayor relación 

señal/fondo; lo que permite obtener imágenes ópticas con alto contraste (Hilderbrand, 

2010). 

Estos requisitos son claves para su uso como agentes de imagen in vivo. Por tanto, 

las sondas de imágenes generadas con moléculas que absorben en el NIR se utilizan 

predominantemente en investigación (Borlan, 2021). Además, algunas han recibido la 
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aprobación de la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) para uso clínico (Yu, 

2016) debido a que, por ejemplo, tienen baja toxicidad, efectos secundarios insignificantes. 

Estas se usan para monitorear la función cardíaca, el gasto hepático y la angiografía 

retiniana (Boumaza, 2001; Berlier, 2003). 

El éster N-hidroxisuccinimidilo (NHS) de Alexa Fluor™ 647 (Figura 8), cuyo 

fluoróforo pertenece a la familia de Alexa Fluor, ha sido utilizado para conjugación a bio-

sistemas a través de un enlace covalente. Las moléculas fluorescentes Alexa Fluor 

presentan un amplio rango de longitudes de onda de emisión y de excitación. Los 

fluoróforos de dicha familia también resultan interesantes por su composición química ya 

que poseen una adecuada lipofilia, comparados con otros fluoróforos, y no presentan 

problemas de solubilidad en medios biológicos (Berlier, 2003). Alexa Fluor™ 647, presenta 

un espectro de excitación/emisión de 650/668 (Figura 9) y se ha descripto su uso en el 

desarrollo de agentes imagenológicos en cáncer a nivel pre-clínico y como potencial 

herramienta en cirugías guiadas (Saccomano, 2016; Calzada, 2017a; Comeo, 2020; 

Castelli, 2021; Arévalo, 2022). 

 

 

Figura 8. Estructura del éster N-hidroxisuccinimidilo de Alexa FluorTM 647. Utilizado en 

esta tesis como agente acoplante. 
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Figura 9. Espectro de emisión y excitación de Alexa FluorTM 647. Extraído de la 

plataforma “SpectraViewer” de Thermofisher Scientific Inc. 

 

2.3.4.2. Química de galio-67 

El radionucleido metálico galio-67 (67Ga) se produce en ciclotrón a partir de zinc-68 y 

se comercializa en forma de citrato o cloruro de Galio. El 67Ga decae por captura 

electrónica al nucleido estable 67Zn, con un período de semidesintegración de 78,3 horas 

(3,26 días). En su decaimiento se emiten varios fotones gamma, siendo los principales los 

de 93 keV con 37 % de abundancia, 185 keV con 20 % de abundancia, 300 keV con 17 % 

de abundancia y 394 keV con 5 % de abundancia (Figura 10) (Mattsson, 2015; Drugs and 

Lactation Database, 2021). Estas propiedades radiofísicas, hacen a 67Ga adecuado para 

generar sondas emisoras gamma para el uso en imagenología molecular, principalmente 

para la toma de imágenes in vivo hasta las 72 horas (Calzada, 2017a; Calzada, 2017b; 

Zhang, 2017).  

A su vez, otra característica de 67Ga es la emisión de electrones Auger durante el 

decaimiento, que son de baja energía, por lo que también se consideran partículas 

adecuadas para la inactivación de células tumorales, produciendo una acción citotóxica en 

las mismas. Estas partículas son extremadamente radiotóxicas ya que, si en su recorrido 

colisionan con el ADN, pueden inducir la ruptura del mismo (Williams, 2008). Sin embargo, 

es una terapia de corto alcance, es decir, solo es eficiente si la desintegración radiactiva 

ocurre cerca del ADN. Entonces, para que 67Ga pueda ser utilizado como potencial 

radionucleido terapéutico, es necesario que la sonda o radiofármaco se internalice en la 

célula, se transloque al núcleo e, idealmente, se incorpore al ADN (Williams, 2008; 

Othman, 2017). 
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Figura 10. Diagrama del decaimiento de galio-67. Extraído y adaptado de Attie, 1998. 

Para lograr radiomarcar una molécula con 67Ga3+, que es un ión metálico, es 

necesaria la incorporación de un quelante bifuncional, para que sea coordinado 

fuertemente, formando así un complejo termodinámicamente estable. Un quelante 

bifuncional, posee grupos funcionales para la quelación del radiometal (primera función) y 

otros para el acoplamiento de una molécula (segunda función) como un péptido, aptámero, 

entre otros (Tolmachev, 2008). Mayoritariamente se utilizan para lograr minimizar la 

interrupción o alteración de la actividad biológica del agente de reconocimiento tras la 

incorporación del radionucleido metálico (Okoye, 2019). De esta forma, se pretende no 

modificar sustancialmente la interacción de la molécula, luego del marcado, con su blanco 

molecular (Okoye, 2019). El quelante bifuncional a utilizar se selecciona en base a la 

naturaleza y estado de oxidación del ión metálico, así como la estabilidad del complejo 

final, entre otras propiedades de interés (Liu, 2004). En este posgrado se utilizó 67GaCl3 

como forma química del radionucleido galio-67, en el que el galio se encuentra con estado 

de oxidación +3, por lo que los quelantes bifuncionales ideales para ser usados son los 

polidentados con átomos donadores como aminas y carboxilatos. Entre ellos se puede 

mencionar a los derivados del ácido 1,4,7,10-teraazaciclododecano-N,N´,N´´,N´´´-

tetraacético (DOTA) (Guo, 2009) y a los derivados de ácido 1,4,7-triazaciclononano-

N,N´,N´´-triacético (NOTA) (Valdovinos, 2017). Estos quelantes son preferidos en la 

complejación por el incremento de la estabilidad termodinámica y, por ende, la baja inercia 

química de los complejos de Ga+3 formados, comparado con los análogos de cadena 

abierta (por ejemplo, derivados de ácido dietilentriaminopentaacético, DTPA) (Šimeček, 

2012). Adicionalmente, la geometría de la cavidad de DOTA y la preferencia del ión Ga3+ 

por la coordinación octaédrica regular promueve como resultado un inadecuado ajuste del 
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ión metálico en el macrociclo de este ligando. Por el contrario, el ligando NOTA presenta 

una cavidad que es casi ideal para pequeños iones metálicos que dan complejos 

octaédricos como el Ga3+ (Šimeček, 2012). Además, en cuanto a los radiofármacos 

portadores de un macrociclo derivado de NOTA se han descripto muy buenas 

estabilidades frente a diferentes desafíos biológicos (Jain, 2018). 

Un quelante bifuncional derivado de DOTA se utilizó en nuestro laboratorio para la 

generación de aptámeros radiomarcados para imagenología molecular teniendo excelentes 

resultados (Calzada, 2017b). Con el objetivo de continuar profundizando en el desarrollo 

de sondas radiomarcadas basadas en el aptámero Sgc8-c, en este trabajo de posgrado se 

eligió utilizar derivados del quelante bifuncional NOTA, por las potenciales ventajas 

mencionadas en el párrafo anterior, para finalmente generar la sonda portadora del emisor 

gamma 67Ga.  

Así, en este trabajo, se utilizó el quelante bifuncional ácido 2-S-(p-

isotiocianatobencil)-1,4,7-triazaciclononano-N,N´,N´´-triacético (p‐SCN‐Bn‐NOTA) que 

exhibe un grupo isotiocianato activado para reaccionar con nucleófilos y una estructura 

macrocíclica, con tres grupos carboxílicos, presentando un núcleo más pequeño que el del 

ciclo de DOTA (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Estructura del agente acoplante utilizado en este trabajo, para incorporar el 

quelante NOTA al aptámero Sgc8-c. 
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2.4. Aptámeros en el desarrollo de biofármacos para terapia en cáncer 

 2.4.1. Diseños de conjugados aptámero-fármaco  

La terapia dirigida tiene como objetivo aumentar la toxicidad específicamente en los 

tejidos tumorales mientras reduce la toxicidad en los tejidos sanos (American Cancer 

Society, 2008). Así como los “Antibodies Drug Conjugates” (ADC), los aptámeros son 

candidatos prometedores para su aplicación en terapia dirigida debido a sus 

características, principalmente su alta especificidad, selectividad, fácil internalización 

celular, rápida capacidad de acumulación tisular y capacidad de modificación (Ni, 2021).  

La terapia dirigida basada en aptámeros ha empleado dos estrategias:  

(1) aptámero per se como agente terapéutico, como antagonista para bloquear la 

interacción de dianas asociadas a la enfermedad o agonista para activar la función de los 

receptores específicos;  

(2) aptámero como agente de entrega activa, para dirigir otros agentes terapéuticos 

a las células o tejidos específicos (conjugado aptámero-fármaco - ApDC) (Huang, 2014). 

En este caso, el aptámero no necesariamente debe tener un efecto farmacológico. 

El conjugado aptámero-fármaco, al igual que la sonda imagenológica, puede constar 

de tres componentes: el aptámero, el conector y el fármaco (porción que tiene actividad 

bilógica) (Kim, 2021). Aunque existen ejemplos de desarrollos de sistemas más sencillos. 

En los conjugados, los ligandos reconocen específicamente los biomarcadores 

asociados con el cáncer y administran fármacos a las células tumorales específicas. Los 

fármacos se conjugan al aptámero, en general a través de conectores con grupos 

funcionales que aseguran la estabilidad de los conjugados y también permiten la liberación 

selectiva del fármaco en células o tejidos tumorales (Zhu, 2018). 

La estabilidad general y la reversibilidad estructural de los aptámeros permite 

diseñar varios tipos de conjugados aptámero-fármaco para dirigirse a las células 

específicamente, mejorando la concentración local del fármaco y eficacia terapéutica (Kim, 

2021). 
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Uno de los tipos de conjugados covalentes aptámero-fármaco son los construidos en 

base a análogos de nucleótidos (Figura 12A). Los análogos de nucleósidos citotóxicos y 

las nucleobases estuvieron entre los primeros agentes quimioterapéuticos que se 

introdujeron para el tratamiento médico del cáncer (Galmarini, 2002). Los análogos de 

nucleótidos son familias farmacológicamente diversas, que incluyen: agentes 

antitumorales, agentes antivirales y moléculas inmunosupresoras (Kim, 2021). Estos 

conjugados se pueden realizar mediante la inserción de análogos de nucleótidos, 

biológicamente activos, entre la secuencia del aptámero. El fármaco actúa como un 

antagonista metabólico o compite con los ácidos nucleicos fisiológicos o interactúa con 

muchos blancos intracelulares para inducir citotoxicidad. Sin embargo, podría ocurrir una 

acción dual si el aptámero presenta también efecto anticancerígeno (Galmarini, 2002; Ni, 

2021). 

Otro tipo de conjugados aptámero-fármaco son los conjugados por intercalación, u 

otro tipo de interacción de baja energía, reversible del fármaco (Figura 12B). Los 

conjugados físicos, no covalentes, se generan mediante la interacción del fármaco a la 

estructura del aptámero. Las estrategias que se utilizan para la inserción al aptámero, es 

similar a la que ocurre en el ADN celular, donde, por ejemplo, se intercalan moléculas entre 

dos pares de bases adyacentes en la doble hélice del ADN (Zeng Z, 2021). Aunque aún se 

continúa estudiando como es este mecanismo, estos conjugados tienen la ventaja de 

poder acoplar fácilmente fármacos a aptámeros, sin pasar por un proceso de síntesis 

química o proceso de modificación complicado (Kim, 2019). Hay muchos estudios que 

utilizan este tipo de conjugación, intercalando fármacos como doxorrubicina con grandes 

resultados (Bagalkot, 2006). Sin embargo, esta estrategia presenta la desventaja de que el 

reconocimiento y afinidad del aptámero por el blanco molecular puede verse afectado, al 

intercalarse el fármaco, debido a los cambios tridimensionales del oligonucleótido (Zeng, 

2021). 
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Figura 12. Diferentes conjugados aptámeros-fármacos. ApDC construido por análogos de 

nucleótidos A. ApDC por intercalación u otro tipo de interacción de baja energía del fármaco al 

aptámero B. ApDC mediante el uso de un conector entre el fármaco y un aptámero C. Extraída de 

Kim, 2021. 

Otro tipo de conjugado aptámero-fármaco es el que se obtiene por el uso de un 

conector químico (Figura 12C). La unión covalente de fármacos a aptámeros mediante 

conectores se ha explorado ampliamente y es el más utilizado para la generación de los 

conjugados. Además, presenta mayor potencial para modificaciones específicas y tienen 

una función escindible para luego liberar el fármaco en el sitio de acción. La escisión puede 

ser dependiente de temperatura, por dinámicas lábiles al pH, por productos químicos, por 

reacciones enzimáticas, entre otros (Zhu, 2018, Ni, 2021).  

Han sido descripto tres tipos de métodos para unir un conector a un aptámero. El 

primero es formando una hidrazona que implica contar con cetonas y aldehídos y un 

agrupamiento hidracina. El grupo hidrazona, inestable en medio ácido, se descompone por 

hidrólisis cuando el aptámero y el fármaco son internalizados por endosomas y lisosomas 

ácidos; de esta forma se libera el fármaco (Zhu, 2018). 

El segundo es la química relacionada con agrupamientos de tioles. Esta estrategia 

se usa comúnmente en mercapto-fármacos (portadores de agrupamiento -SH) y se los 

hace reaccionar con un aptámero portador de un grupo –SH para formar un enlace 

disulfuro. También se ha descripto el uso de fragmentos derivados de mercapto-PEG en el 

fármaco y en el aptámero que concomitantemente aumenta la estabilidad del compuesto 

(Da Pieve, 2010).  
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El tercer tipo de conector son los que pueden ser escindidos por la catepsina B, que 

es una proteasa de lisosomas que se sobreexpresa en varias células tumorales y está 

involucrada en numerosos procesos de carcinogénesis en humanos. La catepsina B tiene 

varios sustratos, sin embargo, secuencias como fenilalanillisina (Phe-Lys) son más 

específicas. El conjugado aptámero-fármaco se internaliza por endocitosis y se transporta 

al lisosoma, donde la catepsina B escinde selectivamente el conector, logrando la 

liberación intracelular controlada del fármaco (Qi, 2022).  

En este trabajo de tesis se utilizó otro tipo de conector, carbamato, tanto por las 

características de estabilidad del mismo como por motivos estructurales, descripto en el 

artículo IV (Sicco, 2021). 

 

 2.4.2.  Aptámeros en terapia  

Si bien la terapia con aptámeros per se no fue enfoque de este posgrado, resulta 

importante destacar los recientes avances en el campo de la biomedicina.  

La mayoría de los tratamientos contra el cáncer implican radiación, extracción 

quirúrgica o quimioterapia combinada con farmacología más reciente como la 

inmunoterapia (Yildizhan, 2018). Sin embargo, estos enfoques son, en algunos casos, 

invasivos o, en otros, tienen una amplia gama de blancos moleculares que causan efectos 

indeseables en el tejido sano circundante, lo que lleva a efectos secundarios en los 

pacientes. Nuevos tratamientos intentan eliminar las células tumorales de manera más 

precisa y con un impacto mínimo en las células sanas adyacentes. Los aptámeros son 

candidatos prometedores para su aplicación en terapia dirigida (Ni, 2021).  

La primera formulación de un aptámero que fue aprobada por la FDA para su uso 

clínico es Macugen (Pegaptanib). Este aptámero se utiliza para el tratamiento de pacientes 

con degeneración neovascular macular de la edad, por inhibición de la expresión del factor 

de crecimiento endotelial (Gryziewicz, 2005). Aparte de Pegaptanib, el aptámero más 

avanzado para la terapia en cáncer es AS1411 y se encuentra en fase II (Ireson, 2006). El 

aptámero AS1411, dirigido a la proteína nucleolina, también se ha utilizado como 

conjugado aptámero-fármaco. Este se conjugó con doxorrubicina y se observó la utilidad 

del conjugado para la administración dirigida del fármaco en la línea celular de cáncer de 
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hígado humano (células Huh7) in vitro y en un modelo de xenoinjerto murino de carcinoma 

hepatocelular (Trinh, 2015). Recientemente, el aptámero ApTOLL se encuentra en estudios 

de fase 1b/2a, donde se evaluó su seguridad y eficacia en combinación con el tratamiento 

endovascular para pacientes con accidente cerebrovascular isquémico, surgiendo así 

nuevos candidatos con excelentes resultados (Hernández, 2023). En la Tabla 3 se detallan 

aptámeros en fases de desarrollo clínico (Opsina, 2020). 

 

Tabla 3. Aptámeros en fases de desarrollo clínico. Extraída y adaptada de Ospina, 2020. 

Aptámero Blanco Molecular Enfermedad Fase 
clínica 

PegaptanibTM 
(Macugen) 

Factor de 
crecimiento vascular 
endotelial (VSGF) 

Degeneración macular 
relacionada con la edad 

Aprobado 
por la FDA 
Fase IV 

REG1TM  Factor de 
coagulación IXa 

Enfermedad de la 
arteria coronaria  

Fase III 

E10030TM 
(Ophthotech 
Corporation) 

Factor de 
crecimiento 
derivado de 
plaquetas (PDGF) 

Degeneración macular 
relacionada con la edad 

Fase III 

AS1411TM 
(antisoma) 

Nucleolina Leucemia mieloide 
aguda 

Fase II 

REG1TM  Factor de 
coagulación IXa 

Intervención coronaria 
percutánea 

Fase II 

ARC1779TM 
(Archemix) 

Dominio A1, factor 
de von Willebrand 

Microangiopatías 
trombóticas y 
enfermedad de la arteria 
carótida 

Fase II 

NOX-E36TM 
(Noxxon Pharma) 

Citocina CCL2 Diabetes mellitus de tipo 
2 

Fase II 

NU172TM (ARCA) Trombina Derivación 
cardiopulmonar para 
mantener el estado de 
la anticoagulación 

Fase II 

ARC19499TM 
(Baxter) 

Inhibidor de vía del 
factor tisular (TFPI) 

Hemofilia Fase I 

ARC1905TM 
(Ophthotech) 

Componente 5 del 
complemento  

Degeneración macular 
relacionada con la edad 

Fase I  

 

En fase preclínica, el aptámero Sgc8 también fue conjugado para administrar 

doxorrubicina específicamente en las células T de leucemia linfoblástica aguda (Taghdisi, 

2010). Pero para mejorar la estabilidad de ese conjugado, el aptámero se unió 
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covalentemente al fármaco mediante un conector lábil en medio ácido (Huang, 2009). 

Luego, con el objetivo de aumentar la capacidad de carga útil de aptámero-fármaco, se 

informó sobre otro sistema de administración de doxorrubicina, denominado “nanotrains” 

de ADN anclado en aptámero (aptNTrs) con una relación molar fármaco/Sgc8 aptámero-

NTr de 50:1. Este compuesto muestra la inhibición del crecimiento de células tumorales in 

vitro e in vivo (Zhu, 2013). 

Otros portadores de nanopartículas, como las nanopartículas de sílice mesoporosas 

(MSN), también han sido evaluados como método para mejorar la eficacia terapéutica. Se 

desarrolló un MSN modificado con el aptámero Sgc8 para administrar doxorrubicina a las 

células leucémicas con alta eficacia terapéutica y reducción de la toxicidad (Yang, 2019). 

En cuanto a la terapia génica, se desarrolló un conjugado aptámero-ADNzima en forma de 

Y circular para una terapia génica in vivo altamente eficaz a través de la escisión del ARN 

por ADNzima Este fármaco oligonucleótido proporcionó un enfoque novedoso para 

aplicaciones terapéuticas prácticas (Zhang, 2020). 

Se ha desarrollado el aptámero A9g, de ARN, anti-PSMA (antígeno prostático 

específico de membrana) con capacidad de inhibir la actividad enzimática de PSMA, 

reduciendo la capacidad migratoria e invasiva de las células cancerosas prostáticas in vitro. 

El aptámero A9g demostró ser seguro y no tóxico en estudios in vivo (Ning, 2020). Por otro 

lado, el aptámero de ARN Apt63 puede discriminar fácilmente entre líneas celulares de 

cáncer de próstata en función de su potencial metastásico. Las células cancerosas sin 

propiedades metastásicas no se unen a Apt63, mientras que el aptámero podría unirse a la 

subunidad b de la ATP sintasa presente en la membrana plasmática de las células 

tumorales metastásicas. Esta unión tiene el potencial de destruir el mecanismo de 

existencia fundamental de las células tumorales y puede causar una muerte celular rápida 

(Speransky, 2019). 

Por último, como se mencionó anteriormente, hay un gran desarrollo en lo que 

refiere a aptámeros contra los puntos de control del sistema inmune como terapia, que 

intentan reproducir el éxito de estas terapias basadas en anticuerpos, con las ventajas que 

los aptámeros representan (García Melián 2023). 

 

 2.4.3. Dasatinib: fármaco utilizado en este estudio 



 

36 

 

Dasatinib es un inhibidor de la tirosina quinasa de amplio espectro, incluidas las 

quinasas de la familia BCR-ABL y SRC, que presenta una masa molecular de 488,0 Da, y 

que se administra por vía oral (Figura 13) (Braun, 2020). En el 2006, recibió la aprobación 

de la FDA para tratar la fase leucemia mieloide crónica (LMC), leucemia linfoblástica 

crónica y la leucemia linfoblástica aguda Philadelphia positiva (LLA Ph positiva), con 

resistencia o intolerancia a la terapia previa (Talpaz, 2006; Simoneau, 2013). Demostró ser 

un fármaco más potente y efectivo, durante más tiempo que otros tratamientos anteriores 

para la LMC, como imatinib y nilotinib (O'Hare, 2005). 

 

 

Figura 13. Estructura de dasatinib. 

 

Dasatinib se une fuertemente a la quinasa BCR-ABL y tiene actividad contra muchas 

de las formas mutantes de BCR-ABL, tanto las conformaciones activas como inactiva 

(McCormack, 2011). Consecuentemente, se ha visto que dasatinib es eficaz contra las 

mutaciones BCR-ABL resistentes a imatinib, que han alterado la conformación inactiva 

(Hiwase, 2008; McCormack, 2011). 

La absorción de dasatinib es principalmente un proceso pasivo, se une en gran 

medida a las proteínas plasmáticas (96 %) y se distribuye ampliamente en el espacio 

extravascular. Los transportadores de cationes orgánicos (OCT1, OCT-2 y OCT-3) no 

desempeñan ningún papel en la captación celular de dasatinib, pero este fármaco es un 

sustrato de los transportadores de salida (ABCB1 y ABCG2) en las células leucémicas 

(Furmanski, 2013). Además, la absorción de dasatinib depende del pH ácido, por lo que el 

transportador ABCC4 ubicado en el estómago y el tracto gastrointestinal, junto con el pH 

ácido, facilitan la absorción gástrica del fármaco (Eley, 2009). 
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La vía principal de eliminación de dasatinib es la biotransformación oxidativa a través 

de la cual se forman los metabolitos circulantes. Estos metabolitos incluyen productos de 

hidroxilación, oxidación de alcohol, N-oxidación, N-desalquilación, conjugación de sulfato y 

glucuronidación, y metabolitos secundarios que son subproductos de metabolitos primarios 

(Figura 14) (Kumar, 2022). 

 

Figura 14. Vía metabólica de dasatinib. Extraído de Kumar, 2022. 

 

El uso de dasatinib en terapias dirigida que inhiba la actividad de la quinasa BCR-

ABL puede provocar respuestas hematológicas y citogenéticas en las personas afectadas. 

En un ensayo clínico con hepatocitos primarios de rata, se observó que dasatinib aumenta 

el nivel de especies reactivas de oxígeno, reduce el glutatión en la célula, disminuye el 

potencial de membrana de las mitocondrias y, eventualmente, mejora otros eventos para 

promover el estrés oxidativo (Xue, 2012). Además, dasatinib puede inducir una respuesta 

apoptótica a través de distintos mecanismos, como el de la regulación de la actividad de 

Akt/mTOR, al mismo tiempo que evita la liberación exosómica (Figura 15) (Liu, 2016; 

Vaidya, 2018). 
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Figura 15. Vías de señalización implicadas en la toxicidad inducida por dasatinib. Extraída de 

Vaidya, 2018.  

 

Se ha profundizado en la evaluación de dasatinib, en estudios preclínicos y clínicos, 

para el tratamiento de tumores malignos sólidos, incluido cáncer de mama (Reissig, 2001), 

cáncer de células renales (Sun, 2018), cáncer de pulmón de células no pequeñas, cáncer 

de próstata y glioma (Araujo, 2010). 

Recientemente, se realizaron estudios clínicos en humanos utilizando un agente 

derivado de dasatinib, donde se evaluó la factibilidad de usar 18F-dasatinib (18F-SKI) para 

imágenes PET en pacientes con neoplasias malignas. También se validó su uso para la 

detección de tumores no invasivos in vivo dirigidos por tirosina quinasa en modelos 

preclínicos. A pesar de las dosis bajas inyectadas y una eliminación rápida de la sangre, 

los ensayos mostraron una captación tumoral significativa y un buen contraste de imagen 

(Krebs, 2020). 
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo general 

- Evaluar la potencialidad del aptámero Sgc8-c para su aplicación en imagenología 

molecular y terapia en cáncer. 

 

3.2. Objetivos específicos 

- Capítulo I: Sgc8-c como agente de imagenología molecular en cáncer 

A- Sintetizar y caracterizar fisicoquímicamente derivados del aptámero Sgc8-c con la 

capacidad de generar sondas portadoras de emisores gamma. 

B- Profundizar en la síntesis y caracterización in vitro de una sonda fluorescente 

derivada del aptámero Sgc8-c. 

C- Sintetizar y caracterizar in vitro e in vivo una sonda derivada del aptámero Sgc8-c 

portadora de un emisor gamma, como potencial agente diagnóstico en cáncer en un 

modelo tumoral de linfoma. 

D- Profundizar en la caracterización biológica in vitro e in vivo de las sondas 

fluorescente y portadora de un emisor gamma desarrolladas en dos modelos 

tumorales de melanoma.  

 

- Capítulo II: Sgc8-c como agente potencial bioterapéutico selectivo en cáncer 

A- Generar nuevos conjugados aptámero-fármaco mediante la incorporación covalente 

al aptámero Sgc8-c. 

B- Evaluar biológicamente in vitro la capacidad del aptámero Sgc8-c para dirigir el 

fármaco antitumoral al sitio de acción. 
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4. Capítulo I: Sgc8-c como agente de imagenología 

molecular en cáncer 
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4.1. Artículo I: Síntesis, purificación y caracterización 

fisicoquímica de los derivados del aptámero Sgc8-c y de 

una sonda fluorescente. 

doi: 10.1111/cbdd.13135. 
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4.1.1.  Material suplementario del artículo I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE S1 (a) RP-HPLC profiles of the scaling-up procedure of the preparation of Sgc8-
c-HYNIC. The results of the ESI-MS of each isolated product are shown. (b) ESI-MS for 
the main products present in the Sgc8-c-HYNIC synthesis reaction milieu. Top to bottom: 
products according to increasing tR in RP-HPLC (see Figure S1a).  
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Síntesis y purificación de la sonda fluorescente: Sgc8-c-Alexa647 

La síntesis de la sonda Sgc8-c-Alexa647 se realizó teniendo como base el protocolo 

descripto anteriormente en el laboratorio (Calzada, 2017a) y el protocolo utilizado para la 

generación de los tres derivados del aptámero mencionados en el artículo I (Sicco, 2018). 

Brevemente, el aptámero Sgc8-c-NH2 se disolvió en el buffer de reacción de la mezcla de 

volúmenes iguales de fosfato de sodio (0,1M) / bicarbonato de sodio (0,1M), y se reaccionó 

con el doble de concentración de NHS Alexa Fluor™ 647 disuelto previamente en DMSO 

seco; a pH: 8,32. La reacción se agitó a temperatura ambiente durante 2 h, y se detuvo con 

lavados con MiliQ mediante filtros centrífugos microcon® (corte de 10 kDa). Se obtuvo un 

rendimiento por RP-HPLC del 55,1% y se purificó también mediante RP-HPLC, obteniendo 

una pureza > 99%. Las condiciones utilizadas en el RP-HPLC fueron las mismas que para 

los derivados generados en el artículo I (Sicco, 2018).  
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4.2. Artículo II: Síntesis, caracterización y evaluación 

biológica de la sonda Sgc8-c-NOTA-67Ga. 

doi: 10.1089/cbr.2019.3402. 

 

Los resultados publicados en este artículo fueron destacados en una carta al editor 

(Filippi, 2020). 
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4.2.1.  Material suplementario del artículo II 
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4.3. Artículo III: Evaluación biológica de las sondas 

Sgc8-c-NOTA-67Ga y Sgc8-c-Alexa647, en los modelos 

de melanoma metastático y no metastático. 

doi: 10.1038/s41598-021-98828-6.
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4.3.1.  Material suplementario del 

artículo_III
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5.  Capítulo II: Sgc8-c como agente potencial 

bioterapéutico selectivo en cáncer 
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5.1. Artículo IV: Síntesis, purificación y caracterización 

de conjugados aptámero-fármaco. 

ISSN: 2514-3247 Aptamers (2021), Vol 5, 15-21. 
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5.1.1. Material suplementario del 

artículo_IV
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5.2. Artículo V: Prueba de concepto del conjugado 

aptámero-fármaco Sgc8-c-carb-da en linfoma. 

doi: 10.3390/cancers15030922. 
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5.2.1. Material suplementario del artículo V 
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6. Discusión general 
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Capítulo I: Sgc8-c como agente de imagenología molecular en cáncer  

En base a los alentadores antecedentes generados por el laboratorio sobre la 

implementación de nuevas estrategias de Imagenología Molecular en cáncer basados en 

aptámeros y a la excelente experiencia en marcación de moléculas (Calzada, 2012; 

Camacho, 2013; García, 2014; Calzada, 2017a; Calzada, 2017b) es que se planteó, en 

una primera instancia, profundizar con el desarrollo de sondas para imagenología 

molecular utilizando como plataforma estructural estos bio-sistemas. 

En el artículo I, se diseñaron, sintetizaron y caracterizaron tres derivados del 

aptámero Sgc8-c y quelantes bifuncionales, para la preparación posterior de sondas 

radiomarcadas. Además, se profundizó en la síntesis y caracterización de una sonda 

fluorescente, previamente generada por nuestro grupo (Calzada, 2017a). Estas síntesis 

químicas se lograron estandarizar y sistematizar, obteniendo excelentes rendimientos para 

la incorporación de todos los quelantes. Se generó una metodología versátil, lo que 

permitirá su utilización con otros aptámeros. Del protocolo se destaca que se realizó a 

temperatura ambiente y que los tiempos de reacción química utilizados fueron cortos, con 

ausencia de degradación del aptámero y sin reacciones secundarias. Asimismo, la 

reacción es compatible con disolventes orgánicos, como dimetilsulfóxido (DMSO) o 

dimetilformamida (DMF), clásicos disolventes utilizados en sustancias hidrofílicas 

(Arakawa, 2018), e incluso DMF también presenta funciones importantes como catalizador 

y estabilizador (Heravi, 2018).  

Los derivados del aptámero que se generaron tienen una modificación estructural 

muy pequeña en término de su masa molecular, sin embargo, mostraron diferentes 

tiempos de retención en las corridas por RP-HPLC. Se logró generar una metodología de 

RP-HPLC que distinguió los diferentes conjugados estudiados y, también, la sonda 

fluorescente. Esta característica podría explicarse por diferencias significativas en las 

lipofilias de los diferentes quelantes utilizados y por las distintas masas moleculares que 

presentaron los derivados y la sonda. Esto, por tanto, podría modificar el comportamiento 

biológico in vivo, especialmente la biodistribución y depuración de las sondas que se 

generen con estos derivados. En este trabajo de posgrado se continuó con el estudio del 

comportamiento biológico del derivado generado con el quelante bifuncional NOTA, Sgc8-

c-NOTA. 
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La pureza de las sondas fue una de las características que se consideró relevante 

para obtener un buen contraste en las imágenes (Chen, 2010b; Calzada, 2020). En este 

sentido, el proceso de purificación que se utilizó, RP-HPLC, permitió obtener los tres 

conjugados deseados y la sonda fluorescente con una pureza próxima al 100 % (según la 

técnica de cuantificación utilizada). No se detectaron, en ningún caso, fragmentos de 

aptámero de baja masa molecular o agregados de aptámero de gran masa molecular. Esto 

podría significar que se obtuvieron todos los aptámeros en estequiometría 1:1 

(aptámero:quelante bifuncional). 

La estabilidad es otra característica deseable, ya que los transforma en potenciales 

sistemas para la generación futura de sondas (Chen, 2010b). Los derivados mostraron 

excelentes estabilidades en condiciones para generar las sondas radiomarcadas, siendo 

estables en medios acuosos y en un amplio rango de temperaturas (desde temperatura 

ambiente hasta 70 ºC). Adicionalmente, presentaron estabilidad en condiciones clásicas de 

almacenamiento.  

En el artículo II, se diseñó, sintetizó, caracterizó y evaluó una sonda radiomarcada 

con 67Ga, generada a partir de un derivado del aptámero Sgc8-c, Sgc8-c-NOTA, para su 

empleo en diagnóstico de neoplasias hemato-oncológicas.  

Para este trabajo se utilizó el derivado Sgc8-c-NOTA generado en el artículo I 

(Sicco, 2018). La conjugación NOTA se eligió debido a sus buenas propiedades como 

quelante bifuncional para M3+, ideal para emisores gamma como 67Ga, que se utiliza para 

generar imágenes durante días y ha sido estudiado para tomografía por emisión de 

positrones y teranóstico (Kang, 2019; Woo, 2019). Además, se ha observado que este 

quelante bifuncional presenta una rápida cinética de complejación a temperatura ambiente 

y una excelente estabilidad in vivo (Okoye, 2019). 

Con la finalidad de confirmar la estructura de la radio-sonda desarrollada y asegurar 

la incorporación de un solo átomo de galio por molécula de aptámero, Sgc8-c-NOTA se 

coordinó con galio estable (69/71GaCl3) en idénticas condiciones que las utilizadas en el 

radiomarcado. Así, se corroboró la estructura del compuesto obtenido por espectrometría 

de masas ESI-MS y, por la coincidencia en tiempos de retención en RP-HPLC, se plantea 

que la radio-sonda es estructuralmente idéntica al complejo con galio estable. En este 

sentido, se propone que la coordinación con 67Ga es la deseada.  
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El procedimiento de marcación se optimizó mostrando que el pH del buffer es 

relevante para obtener una óptima marcación. Esto concuerda con lo descripto en la 

literatura, donde se observa que el quelante bifuncional NOTA puede formar diferentes 

quelatos estables con galio, cuya estructura es dependiente del pH (Shetty, 2010). 

Se evaluó la pureza radioquímica y la actividad específica para Sgc8-c-NOTA-67Ga. 

En cuanto a la pureza radioquímica de Sgc8-c-NOTA-67Ga fue superior a 95 %. La sonda 

radiomarcada mostró alta estabilidad en el buffer de reacción, a diferentes temperaturas y 

en el tiempo. Al estudiar la estabilidad de la sonda en suero fetal bovino, se observó una 

alta unión a proteínas séricas, > 90 %, y además se observó inestabilidad del aptámero 

libre (66 %) después de 2 h de incubación. Se obtuvieron resultados similares en ensayos 

previos con sistemas similares (Calzada, 2017b).  

La sonda marcada presentó un coeficiente de distribución, logD7,5 = -2,41± 0,11, 

siendo más hidrofílico que el análogo DOTA, previamente descrito, logD7,5= -1,87 ± 0,05 

(Sgc8-c-DOTA-67Ga) (Calzada, 2017b). Este cambio podría modular el comportamiento in 

vivo de la sonda. Los estudios de afinidad mostraron un valor de Kd para el receptor PTK7 

de 0,019 nM, lo que indica que la afinidad de unión no se modificó al incorporar el quelante 

y el radiometal. Este valor de Kd es consistente con lo descripto por los investigadores que 

seleccionaron el aptámero Sgc8-c (Shangguan, 2007).  

Los estudios de unión de la sonda radiomarcada a líneas de células tumorales 

mostraron un aumento de la señal con el tiempo para la línea murina de linfoma no-

Hodgkin a células B, A20, y con la línea de célula tumoral A20/GFP (transfectada con 

Green Fluorescent Protein), lo que demuestra la capacidad de unión de la sonda. El 

análisis farmacocinético mostró que la sonda se ajustó a un modelo farmacocinético bi-

compartimental en el cuerpo, con eliminación del compartimento central, es decir, por 

sangre y órganos muy perfundidos como riñón e hígado. 

Se demostró que el modelo tumoral era adecuado para el estudio de prueba de 

concepto, ya que se confirmó, mediante citometría de flujo, que la línea celular tumoral 

A20/GFP expresa PTK7. En el modelo de animales portadores de tumores A20/GFP, la 

sonda presentó una biodistribución con captación tumoral, sin captación significativa en 

células no blanco y una eliminación por vía hepatobiliar y por vía renal; esto último se 

encuentra en concordancia con la farmacocinética. Esto confirmó que el cambio en el 
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quelante bifuncional, de DOTA (Calzada, 2017b) a NOTA, no modificó la biodistribución in 

vivo como era de esperar, según los valores de logD obtenidos.  

La captación del tumor aumentó con un tiempo significativamente mayor durante las 

48 h post-inyección. Sin embargo, las actividades ID/g de la sangre y del músculo 

disminuyeron con el tiempo, lo que dio como resultado que las relaciones de tumor/no 

tumor sean más altas a 24 h post-inyección de la sonda. Consecuentemente, esto mejoró 

el contraste de las imágenes, observándose así una notable mejoría en la captación 

tumoral. Estos resultados se compararon con un grupo control de bloqueo con aptámero 

sin modificar (Sgc8-c-NH2), obteniendo una disminución no significativa de la captación 

tumoral. Lo que podría deberse a que el aptámero libre Sgc8-c-NH2 se está uniendo a las 

proteínas séricas y, por ende, no consigue competir con los receptores PTK7 de las células 

tumorales. Asimismo, una sobreexpresión de este receptor en las células también podría 

resultar en un bloqueo leve. Por lo que estos ensayos deben mejorarse, en principio, con 

cambios en las dosis inyectadas tanto de la sonda como del aptámero libre. También se 

podría cambiar la molécula de bloqueo, pero los anticuerpos anti-PTK7 reconocen sitios de 

unión al ligando diferentes que el aptámero Sgc8 (Shangguan, 2008; Chen, 2010a). 

Los resultados de la biodistribución de la sonda radiomarcada fueron consistentes 

con las imágenes in vivo logradas, donde se observó una óptima captación tumoral y una 

señal abdominal a las 24 h post-inyección de la sonda. Se lograron imágenes tumorales 

bien definidas a las 24, 48 y 72 h. Mediante las imágenes ex vivo se evidenció que la 

captación de la sonda provenía del tumor, resultados que fueron obtenidos mediante el uso 

de co-localización con el GFP que expresaban las células tumorales A20/GFP utilizadas 

para generar el modelo. Para generar estas imágenes se utilizó una combinación 

multimodal de imágenes de fluorescencia, de radioactividad (gamma) y de rayos X; 

resultando en un apropiado control positivo de interacción específica. Además, con estos 

estudios ex vivo fue posible distinguir las señales fuertes provenientes del tumor y del 

hígado, y en menor medida de riñones e intestino; coincidente con los resultados de los 

ensayos de biodistribución. Si bien se adquirieron imágenes con una considerable 

captación tumoral, es necesario ajustar la dosis de las sondas o el tiempo de adquisición 

para mejorarlas, incluso el microambiente tumoral podría estar afectando la penetración de 

la sonda en el tejido tumoral. Por lo que es necesario recurrir a otros modelos tumorales 

que permitan evaluar el potencial de las sondas imagenológicas. Recientemente, nuestro 
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grupo describió la evaluación de Sgc8-c en cáncer de colon en un modelo de xenoinjerto 

de ratón, donde se observó que presentan excelentes captaciones tumorales a las 2 horas 

post-inyección de la sonda fluorescente y una óptima relación tumor/músculo a este tiempo 

(Arévalo, 2021; Arévalo, 2022). En base a estos resultados, se podría evaluar la sonda 

radiomarcada en modelos murinos de xenoinjerto tumorales, para mejorar la captación 

tumoral y relaciones tumor/no tumor a tiempos post-inyección más cortos que los obtenidos 

hasta el momento. 

Finalmente, para este modelo tumoral de ratón la relación de tumor/no tumor con la 

sonda Sgc8-c-NOTA-67Ga fue muy alta, mejorando, por consecuencia, el contraste en las 

imágenes. Estos resultados demuestran el potencial del aptámero Sgc8-c como agente 

diagnóstico para estas neoplasias hemato-oncológicas, lo cual fue destacado en una carta 

al editor (Filippi, 2020). 

En el artículo III, se evaluó por primera vez el aptámero Sgc8-c en un modelo de 

melanoma metastásico como sonda de imagen molecular para diagnóstico in vivo, así 

como en un modelo de melanoma no metastásico. Los antecedentes para el uso de este 

modelo tumoral fueron los trabajos previos del grupo (Calzada, 2017a). 

Se emplearon dos estrategias diferentes y complementarias para analizar la 

capacidad de las sondas para interactuar con las células de melanoma metastático 

(B16F10): (1) el uso de la sonda radiomarcada (Sgc8­c­NOTA­67Ga) que permitió medir 

mediante el sistema de contador gamma y (2) el uso de la sonda fluorescente 

(Sgc8­c­Alexa647) que permitió el análisis por citometría de flujo y Western blot.  

Primeramente, se verificó la sobreexpresión de PTK7 en las células de melanoma 

metastático mediante la incubación con un anticuerpo o la sonda fluorescente (Sgc8-c-

Alexa647), tanto en los ensayos por citometría de flujo como los estudios por Western blot. 

Incluso, el índice de fluorescencia medio específico (MFI) que se obtuvo para la población 

de células B16F10, sugiere que estas células expresan niveles altos de PTK7. En el 

ensayo de Western blot, se observó que la sonda fluorescente reconoció dos fracciones de 

PTK7. Esto se puede deber a que PTK7 presenta sitios de escisión (Lichtig, 2019) y, 

además, como se mencionó, el anticuerpo y el aptámero reconocen sitios distintos de 

PTK7 (Shangguan, 2008; Chen, 2010a). A su vez, se comprobó que la sonda 

Sgc8­c­NOTA­67Ga se une a la línea celular B16F10 y los ensayos de competencia 
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realizados con el aptámero sin marcar, Sgc8-c-NH2, mostraron diferencias significativas, 

confirmando la interacción de la sonda con PTK7.  

La internalización compleja por la interacción Sgc8-PTK7 es un mecanismo que se 

confirmó mediante microscopía confocal, donde se observó la sonda fluorescente de forma 

intracelular en diferentes líneas tumorales. Este mecanismo ya ha sido descripto para 

algunos aptámeros (Xiao, 2008). A su vez, se confirmó que la internalización a la célula es 

por vía endosomal. Esto también ha sido descripto en otras sondas basadas en aptámeros 

(Jacobson, 2015). 

Se realizó una prueba de concepto in vivo en modelos de melanoma metastático y 

no metastático en ratones. Ambas sondas presentaron una excelente relación tumor/no 

tumor, con una rápida depuración sanguínea. Los resultados de los estudios in vitro fueron 

consistentes con los obtenidos para las biodistribuciones y las imágenes in vivo. En la 

biodistribución, nuevamente, para ambas sondas se observó una captación tumoral casi 

exclusiva a las 24 horas post-inyección. Al igual que para el modelo de linfoma, es 

primordial desarrollar nuevas evaluaciones para mejorar los tiempos de adquisición. Todos 

estos hallazgos permitieron explorar nuevas herramientas para mejorar la farmacocinética 

y la captación tumoral, mediante la co-asociación de estas sondas de aptámeros a 

nanoestructuras. En particular, la co-asociación de la micela polimérica T908 con la sonda 

mostró una biodistribución y un perfil farmacocinético diferentes y deseables, lo que podría 

contribuir a la permanencia en el organismo y la entrega de direccionamiento pasivo en un 

microambiente tumoral (Castelli, 2021). 

Por otro lado, las metodologías aplicadas permitieron detectar diferencias en la 

expresión del marcador tumoral PTK7 en los dos modelos tumorales de melanoma. Por 

ello, es importante profundizar en el estudio de la expresión de PTK7, con el objetivo de 

conocer si las diferencias en la expresión que se observaron en los ensayos están 

realmente involucradas en vías de señalización que, en consecuencia, otorgan un mayor 

poder metastásico a las células tumorales.  

Los resultados que se presentan en los artículos I (Sicco, 2018), II (Sicco, 2020) y III 

(Sicco, 2021a) de este trabajo de posgrado, junto con los resultados de los trabajos del 

área (Calzada, 2017a; Calzada, 2017b; Castelli, 2021; Arévalo, 2021; Arévalo, 2022), 

respaldan el papel potencial de Sgc8-c-NOTA-67Ga y Sgc8-c-Alexa647 como herramientas 
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de imagenología molecular óptimas para mejorar las estrategias en el diagnóstico 

molecular no invasivo en melanoma y linfoma, así como los potenciales enfoques 

teranósticos. Otorgan, además, las bases para desarrollar el diseño de nuevos agentes 

bioterapéuticos basados en aptámeros. 

Capítulo II: Sgc8-c como agente potencial bioterapéutico selectivo en cáncer 

En el artículo IV, se diseñó, sintetizó y caracterizó un conjugado covalente 

aptámero-fármaco basado en Sgc8-c para su uso como bioterapéutico selectivo en cáncer. 

Para generar el nuevo conjugado, Sgc8-c-carb-da, se incorporó covalentemente a la 

estructura del aptámero un fragmento derivado del fármaco dasatinib, mediante un 

conector carbamato. Este agrupamiento tiene la característica de que es hidrolizable 

química y enzimáticamente, por ende, tiene la capacidad de liberar el fármaco a distintos 

pH (Bartoschek, 2000; Xia, 2022).  

Se transformó dasatinib en un intermedio reactivo, fenilcarbonato, vía el grupo 

alcohol primario presente en la estructura del fármaco. Se confirmó espectroscópicamente 

la estructura (1H-RMN, 13C-RMN, HSQC y HMBC). Posteriormente, este intermedio se hizo 

reaccionar covalentemente con Sgc8-c-NH2. Para optimizar la síntesis se analizaron 

diferentes condiciones de reacción variando: el disolvente, el tiempo, la temperatura, la 

fuente de calor, el pH y los contraiones. De los diferentes productos generados durante la 

reacción, se identificó el producto de interés, Sgc8-c-carb-da, a través de espectrometría 

ESI-MS. El mayor rendimiento que se alcanzó en la síntesis del conjugado aptámero-

fármaco, en escala de 0,5 mg, fue del 67,8 %. Se purificó por RP-HPLC, siguiendo las 

condiciones previas utilizadas para el desarrollo de las sondas y se obtuvo con una pureza 

del 99 %. El escalado, en escala de 100 mg (ya que, debido a la alta masa molecular de 

Sgc8-c-carb-da, se requiere una importante cantidad del mismo para trabajar con un 

número estadísticamente significativo de animales en los estudios in vivo) conllevó a un 

importante detrimento en el rendimiento de reacción (28,3 %, datos no publicados), lo que 

se convirtió en una limitante para el posterior estudio sobre animales de experimentación 

(ver más adelante). 

Adicionalmente, mediante electroforesis y RP-HPLC se complementó la información 

sobre la integridad de Sgc8-c-carb-da, los perfiles fueron consistentes con la ausencia de 

fragmentos de baja masa molecular en el pico de RP-HPLC que correspondió al producto 
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de interés. El conjugado presentó estabilidad frente a diferentes temperaturas y en 

condiciones de almacenamiento estándar para aptámeros. El valor logD7.5 es de -1,35 ± 

0,04, que resulta ser del mismo orden que las sondas imagenológicas, lo que podría 

indicar que el comportamiento biológico in vivo de Sgc8-c-carba-da puede ser similar al de 

otros agentes de imagen. Las propiedades fisicoquímicas del bioterapéutico son 

adecuadas para su uso como futuro fármaco. 

Adicionalmente, Sgc8-c-carb-da fue capaz de liberar dasatinib completamente in 

vitro a pH endosomal (5,0), luego de 0,5 h de incubación, sin liberación a pH fisiológico 

(7,4) o intratumoral (5,5). Esta propiedad de Sgc8-c-carb-da de liberar dasatinib 

dependiente del pH, es muy relevante porque implica algunas ventajas para el tratamiento 

tradicional. Por un lado, las sondas basadas en aptámeros Sgc8-c tienen una captación 

tumoral y una depuración sanguínea significativas (Calzada, 2017a; Calzada, 2017b; 

Sicco, 2020; Sicco, 2021a; Castelli, 2021; Arévalo, 2021; Arévalo, 2022), por lo que se 

espera que Sgc8-c-carb-da facilite la administración del fármaco al sito de acción, a través 

de la interacción aptámero-PTK7, con una mínima hidrólisis en los sitios inespecíficos; 

mejorando así, la disponibilidad del fármaco y reduciendo la toxicidad sistémica. Por otro 

lado, al confirmarse que las sondas generadas se internalizan por vía endosomal (Sicco, 

2021a), se espera que, una vez internalizado Sgc8-c-carb-da en las células tumorales, se 

provoque la liberación de dasatinib favoreciendo la administración del fármaco en el sitio 

de acción apropiado. El sistema desarrollado cumple con las características previstas, y 

por tanto merece una mayor exploración en las indicaciones hemato-oncológicas. Esto 

permitirá evaluar el potencial del aptámero como un vehículo de administración de 

fármacos en el órgano blanco. 

En el artículo V, se evaluó el potencial terapéutico de Sgc8-c-carb-da, conjugado 

aptámero-fármaco desarrollado en el artículo IV, que combina un aptámero que reconoce 

el receptor PTK7, como un componente específico del blanco (células tumorales) y la 

subestructura de dasatinib, como un componente citotóxico (Sicco, 2021b).  

El conjugado aptámero-fármaco mostró actividad citotóxica contra las células A20, 

sugiriendo que dasatinib no pierde actividad biológica al acoplarse a la estructura del 

aptámero. También, se observó mayor actividad citotóxica en células que sobreexpresaban 

PTK7. Por lo tanto, este sistema de entrega de fármacos no afectaría la actividad biológica 

del mismo. De igual manera, no se esperaba que el aptámero sufriera modificaciones 
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topológicas, ni pérdidas en el reconocimiento por su blanco, ya que dasatinib no se 

incorporó por intercalación con el oligonucleótido (Luo, 2011; Korashy, 2014). En este 

estudio, además Sgc8-c no presentó actividad citotóxica en las concentraciones 

estudiadas, como sí sucede con otros aptámeros (Kim, 2018); indicando que funcionaría 

únicamente como vehículo para dasatinib en el conjugado aptámero-fármaco.  

Por otro lado, la falta de diferencias en la actividad citotóxica entre dasatinib y el 

conjugado aptámero-fármaco Sgc8-c-carb-da, podría deberse a la ausencia del efecto 

funcional de vehículo de Sgc8-c, debiéndose exclusivamente a una ruptura del 

oligonucleótido en el medio biológico y a la liberación de dasatinib. Para investigar si la 

unión celular de Sgc8-c-carb-da a través de PTK7 es responsable de su biorrespuesta, se 

realizó un estudio de unión celular in vitro, donde se aplicó un protocolo de lavado post-

exposición de potencial agente citotóxico a las células en estudio. En estos ensayos, se 

observó que Sgc8-c-carb-da fue más citotóxico que en los tratamientos con dasatinib solo. 

El conjugado Sgc8-c-carb-da resultó ser cuatro veces más citotóxico que dasatinib 

después de 120 min de incubación y lavado posterior. Estos resultados destacaron la 

relevancia de Sgc8-c como sistema de administración mediada por PTK7.  

Los resultados obtenidos por ensayos de MTT muestran el potencial de Sgc8-c-

carb-da como agente bioterapéutico. Sin embargo, el ensayo MTT es una medida integral 

de la citotoxicidad celular y refleja muchas vías alteradas. Por lo tanto, se ahondó en el 

estudio de los mecanismos detrás del efecto citotóxico de Sgc8-c-carb-da.  

Así se evidenció que Sgc8-c-carb-da promueve la muerte celular, de manera dosis 

dependiente, en tiempos tempranos por apoptosis y en tiempos tardíos por necrosis. 

Asimismo, se encontró un porcentaje de muerte celular distinto al observado por MTT. Esto 

puede deberse a que éste último depende de la actividad mitocondrial. Cuando se aplicó el 

método de lavado de los compuestos, nuevamente el porcentaje de muerte celular 

aumentaba significativamente para Sgc8-c-carb-da con respecto al dasatinib. Por otro lado, 

se corroboró que la muerte celular observada estuvo precedida por alteraciones en la 

estructura mitocondrial, debido a que se encontraron cambios en el potencial mitocondrial 

para ambos compuestos, siendo levemente mayor para Sgc8-c-carb-da.  

Sgc8-c-carb-da generó un arresto celular, dosis-dependiente, significativamente 

mayor que dasatinib, gracias a la capacidad del aptámero para interactuar con PTK7 y 
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facilitar la administración intracelular de dasatinib, deteniendo la proliferación celular. Por 

último, el arresto de la proliferación celular generada por Sgc8-c-carb-da, también resultó 

en un aumento significativo y dosis-dependiente del pico Sub-G1 y disminuciones en las 

fases G1, S y G2/M. El pico Sub-G1 está asociado a la apoptosis celular (Yu, 2008), en 

este caso generada por Sgc8-c-carb-da. 

Dados estos resultados, se estaría confirmando la hipótesis de que el aptámero 

Sgc8-c actúa como vehículo para el dasatinib, interaccionando con PTK7, ingresando a la 

célula y mejorando su actividad biológica. Además, con los lavados realizados en los 

ensayos, se corroboro que Sgc8-c-carb-da sigue ejerciendo su efecto citotóxico porque ya 

se encuentra dentro de la célula o unido al receptor. A pesar de la exitosa demostración del 

concepto, el potencial de Sgc8-c-carb-da no pudo ser aún evaluado in vivo.  

El principal obstáculo para la no realización de estudios in vivo fue económico. Ya 

que, en el escalado de la síntesis del conjugado de 0,5 mg a 100 mg, del aptámero de 

partida Sgc8-c-NH2, no fue posible reproducir el rendimiento de la síntesis a pequeña 

escala (disminución del rendimiento de 67,8 a 28,3 %). Debido a la alta masa molecular del 

conjugado, y a la estequiometria de 1:1, la cantidad necesaria para realizar futuros estudio 

con animales de experimentación implicaría partir de cantidades próximas a los 500 mg del 

aptámero Sgc8-c-NH2 (considerando una única administración de Sgc8-c-carb-da, a una 

dosis equivalente a la identificada como activa para dasatinib, en 10 animales de 20 g de 

masa corporal, datos no publicados). Esto implicaba un elevadísimo costo del aptámero de 

partida (U$S 3100, Proforma de julio de 2020, BIOSPRING The Oligo Company). 

Continuar profundizando en su evaluación biológica nos permitirá conocer 

adecuadamente este sistema de administración de fármacos en tumores.  
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7. Conclusiones 



 

128 

 

En el presente trabajo de posgrado se profundizó en el estudio del potencial que 

presenta el aptámero Sgc8-c para su aplicación en imagenología molecular y en terapia de 

cáncer. 

- Capítulo I: Sgc8-c como agente de imagenología molecular en cáncer 

Se desarrollaron y estudiaron dos sondas con alto grado de pureza, una portadora 

de un emisor gamma, Sgc8-c-NOTA-67Ga y otra fluorescente, Sgc8-c-Alexa647. Las 

preparaciones y purificaciones se lograron sistematizar, consiguiendo reacciones de 

tiempos cortos, rendimientos excelentes, con compatibilidad con disolvente orgánicos y sin 

presencia de reacciones secundarias. Además, la versátil metodología desarrollada 

permite la aplicación con otros aptámeros.  

Ambas sondas se caracterizaron fisicoquímicamente y presentaron una excelente 

estabilidad frente a diferentes temperaturas, medios acuosos y condiciones clásicas de 

almacenamiento. Presentaron una lipofilicidad óptima para el comportamiento biológico in 

vivo.  

Las sondas mantienen la afinidad y especificidad por el blanco molecular PTK7, y se 

demostró que se internalizan por vía endosomal, en las distintas líneas celulares tumorales 

estudiadas. 

En las evaluaciones biológicas in vivo ambas sondas mostraron una óptima 

captación tumoral, con una rápida depuración sanguínea, indicando que ambas son 

herramientas potenciales para su uso específico en la detección precoz del melanoma y 

linfoma. Asimismo, la sonda Sgc8-c-NOTA-67Ga presentó una relación tumor/no tumor muy 

alta para el modelo de linfoma, mejorando el contraste de las imágenes. Confirmamos así, 

la utilidad del aptámero Sgc8-c como agente diagnóstico para neoplasias hemato-

oncológicas. 

- Capítulo II: Sgc8-c como agente potencial bioterapéutico selectivo en cáncer 

Se generó, con un alto grado de pureza, un conjugado aptámero-fármaco Sgc8-c-

carb-da, mediante la incorporación de un fragmento derivado de dasatinib conectado 

covalentemente al aptámero Sgc8-c. Esta reacción también se logró estandarizar. 
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Sgc8-c-carb-da presentó óptimas propiedades fisicoquímicas, como la estabilidad y 

la lipofilia. 

Se observó que el conjugado covalente aptámero-fármaco tiene la capacidad de 

liberar dasatinib a pH endosomal, siendo el lugar óptimo para la liberación del fármaco.  

En los diferentes estudios del comportamiento biológico de Sgc8-c-carb-da, se 

observó que dasatinib no pierde su actividad biológica y que la actividad citotóxica es 

mayor cuando la célula sobreexpresa PTK7.  

Sgc8-c-carb-da promueve la muerte celular por apoptosis y necrosis, acompañada 

de cambios en el potencial de la membrana mitocondrial. También genera una detención 

de la proliferación celular, lo que resulta en un aumento en el pico Sub-G1 y disminuciones 

en las fases S y G2 / M. 

Sgc8-c-carb-da presenta mayor actividad anti-tumoral que dasatinib, en una modelo 

que simula la depuración del compuesto (protocolo de lavado), lo que destaca la relevancia 

de Sgc8-c como sistema de entrega de fármacos por interacción con un receptor específico 

sobreexpresado en la línea celular de estudio. Por esto último, se estaría confirmando la 

hipótesis que el aptámero Sgc8-c actúa como vehículo para el dasatinib, interaccionando 

con PTK7, ingresando a la célula. 

 

En este trabajo se exploraron diferentes enfoques del uso de aptámeros en 

aplicaciones biomédicas. Sin dudas, tras varios años de investigación el sistema de 

estudio, aptámero Sgc8-c, resulta ser muy prometedor y consistente en cuanto a su 

potencial como agente de reconocimiento por PTK7 con todos los beneficios para 

diagnóstico por imágenes y terapia mediada que eso conlleva. Además, de este trabajo se 

concluye que los aptámeros resultan ser moléculas sumamente versátiles y una gran 

oportunidad para el desarrollo en diversas áreas, sin descuidar la rigurosidad en los puntos 

que se han destacado en el manuscrito y en concordancia con las recientes 

recomendaciones de la International Society of Aptameros (McKeague 2022). 
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8. Perspectivas 
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En base a los excelentes resultados tanto en la síntesis como en las imágenes y 

biodistribuciones;  

i) profundizar en la evaluación preclínica y en el desarrollo de sondas para 

imagenología molecular basadas en aptámeros;  

ii) analizar diferentes dosis de administración, tiempos de adquisición de imágenes, 

otros radionucleidos con fines teranósticos;  

iii) diseñar nuevos conjugados covalentes aptámero-fármacos, con nuevas 

moléculas citotóxicas. Si bien en este posgrado se logró una síntesis óptima del conjugado 

aptámero-dasatinib y presentó potenciales características para ser usado como 

bioterápico, no fue posible durante el desarrollo de la tesis continuar con los estudios en 

animales (por el inadecuado rendimiento en el escalado del biofármaco Sgc8-c-carb-da). 

Por lo que, sería interesante realizar conjugados con otras moléculas u otro tipo de 

conjugación aptámero-fármacos que permita, por ejemplo, una mayor estequiometria 

fármaco: aptámero;  

iv) profundizar en la administración selectiva de fármacos mediada por aptámeros. 

Los óptimos resultados de la síntesis química y purificación, la confirmación de la 

internalización de Sgc8-c por vía endosomal, no solo en la línea celular A20 sino que 

también para las líneas celulares CCRF-CEM, B16 F10 y B16F1, y la demostración de la 

liberación del fármaco a pH endosomal, sientan las bases para continuar trabajando en 

esta línea de investigación.  
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