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RESUMEN 

 

Siendo una de las problemáticas más grandes a nivel mundial, el cáncer, es una 

de las patologías más estudiadas y actualmente existen diversas formas de 

diagnóstico y tratamiento disponibles. En la etapa de diagnóstico, es de 

conocimiento general el uso de técnicas de imagenología, así como el uso de 

técnicas inmuno-histoquímicas. Una vez diagnosticada la enfermedad, se pasa al 

uso de fármacos como los quimioterapéuticos, a la radioterapia y a la extirpación 

quirúrgica como primera línea de tratamiento. 

En las últimas décadas, comienzan a surgir nuevas alternativas a los métodos 

convencionales para la detección y tratamiento del cáncer. Estas alternativas 

presentan ciertas ventajas ya que suelen mostrar una mayor especificidad por un 

blanco molecular dado. Entre dichas alternativas están los aptámeros que son 

oligonucleótidos cortos de ADN o ARN simple cadena. Gracias a su potencial de 

plegarse en muy diversas conformaciones estructurales en tres dimensiones, los 

aptámeros pueden producirse de forma sintética y dirigida contra virtualmente 

cualquier blanco de interés, tal como moléculas aisladas, células en cultivos vivos 

e incluso animales. Suelen ser de menor tamaño y peso molecular que otros 

biofármacos, lo que los convierte en excelentes candidatos para su uso en 

detección y tratamiento de muchas enfermedades y patologías distintas. 

Entre las diferentes alteraciones físicas, bioquímicas y fisiológicas que 

experimentan las células cancerígenas, varios tipos de cáncer manifiestan una 

sobreexpresión del receptor Tipo 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

(HER2). Aprovechando esta característica y el extenso conocimiento que existe 

sobre HER2, el grupo de Aptámeros de la Facultad de Ciencias seleccionó cuatro 

aptámeros que se unen con alta afinidad a la porción extracelular de HER2 en 

solución. Este trabajo de tesis se centró en tomar dichos aptámeros, denominados 

F17, F21, F23 y F30, y llevar a cabo su caracterización. Para esto nos basamos en 

ensayos comparativos de viabilidad celular, de citotoxicidad, de afinidad y 

llevamos adelante un análisis de la estructura 3D, flexibilidad y características de 

unión aptámero-blanco molecular. Los resultados muestran características 

interesantes para el aptámero F21, que tendrán que ser confirmadas con más 

estudios. 
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A. ANTECEDENTES GENERALES 

 

1. Introducción al cáncer 

 

1.1 Definición y epidemiología 

El cáncer es un conjunto de enfermedades que se origina en la activación de oncogenes 

y la desactivación de genes supresores de tumores, produciendo crecimiento celular 

descontrolado y la invasión de tejidos a distancia conocida como metástasis. La 

metástasis requiere una disminución en la regulación de los receptores de adhesión 

celular necesarios para la unión célula-célula específica en un tejido, así como la 

regulación al azar de los receptores que mejoran la motilidad celular (S. Sarkal 2013). 

En el año 2000, Douglas Hanahan y Robert Weinberg recopilaron los conceptos claves 

que caracterizan el cáncer. Estos son: la señalización proliferativa sostenida de las 

células tumorales, la resistencia a la muerte, la desregulación a nivel celular de los 

procesos energéticos, la activación de los mecanismos de invasión y metástasis, la 

inmortalidad replicativa, la inducción de la angiogénesis, la posibilidad de evadir la 

respuesta inmune por parte de las células tumorales y la evasión de supresores de 

crecimiento. Todos estos aspectos tienen como base la inestabilidad del genoma, las 

mutaciones en el mismo y el hecho de que los tumores promueven procesos 

inflamatorios (ver Figura 1).  
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Sasi S. Senega y Richard P. Grose presentan cuatro aspectos nuevos fundamentales 

basados en el lenguaje que utilizan las células cancerosas para interactuar con el 

microambiente y así facilitar su proliferación y supervivencia. La des-diferenciación y 

transdiferenciación, la desregulación epigenética, la alteración del microbioma y la 

alteración de señales neuronales (S. Senega 2021).  

El cáncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. En el año 2020, 

casi 10 millones de personas fallecieron por esta causa (J. Ferlay 2020). Los tipos de 

cáncer más comunes en dicho año, en términos de nuevos casos de cáncer, fueron, como 

se observa en la figura 2: 

 

Figura 1: Diversos factores que caracterizan el cáncer. Representación de la “flor” de marcadores 
con los factores que caracterizan que una célula sea tumoral (Traducido y adaptado de S. Senega 2021). 
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• mama (2,26 millones de casos) 

• pulmón (2,21 millones de casos) 

• colon y recto (1,93 millones de casos) 

• próstata (1,41 millones de casos) 

• piel (no melanoma) (1,20 millones de casos) 

• estómago (1,09 millones de casos) 

 

 

 

 

Mientras que las causas más comunes de muerte por cáncer en 2020 fueron: 

• pulmón (1,80 millones de muertes) 

• colon y recto (916 000 muertes) 

• hígado (830 000 muertes) 

• estómago (769 000 muertes) 

• mama (685 000 muertes)  

 

 

 

 

Figura 2: Casos de cáncer más comunes en 2020. (A) Gráfico de porcentaje de incidencia de distintos 
tipos de cáncer en hombres. (B) Igual que (A) para mujeres. (Traducido y adaptado de Ferlay 2020). 
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1.2 Causas 

 

En forma general se asocian varios factores de riesgo como posibles causantes de esta 

enfermedad. Entre estos, encontramos el consumo de tabaco, el consumo de alcohol, la 

falta de actividad física y dietas poco saludables. Aun así, el cáncer es muy heterogéneo 

y no es posible adjudicar los motivos recién enumerados como únicos causantes de 

cáncer. Se destaca también como posibles causantes los carcinógenos ocupacionales, 

como por ejemplo las aminas aromáticas y otros compuestos capaces de generar 

afectación en nuestro organismo. Se debe tener en cuenta también la exposición a 

agentes biológicos. Un claro ejemplo de esto fue el descubrimiento entre la relación del 

virus del papiloma humano, conocido por sus siglas en inglés como VPH, y la 

predisposición al cáncer de cuello de útero (P. Vinelis 2014). 

Es así que podemos decir que la transformación de una célula normal en una célula 

tumoral surge como resultado de la interacción entre los factores genéticos de una 

persona y tres categorías de agentes externos, que incluyen: 

• cancerígenos físicos, como la radiación ultravioleta la radiación ionizante. 

 

• carcinógenos químicos, como el asbesto, los componentes del humo del tabaco, 

el alcohol, la aflatoxina (uno de los muchos posibles contaminante de los 

alimentos) y el arsénico (un contaminante del agua potable). 
 

• carcinógenos biológicos, como infecciones por ciertos virus, bacterias o 

parásitos. 

Además de los factores externos mencionados, también existen causas endógenas en las 

células que generan el crecimiento descontrolado y la diseminación. Entre ellos están las 

alteraciones epigenéticas, alteraciones cromosómicas, mutación y activación de 

oncogenes, e inactivación mutacional de supresores tumorales (ver figura 3). El 

envejecimiento celular es también un factor importante para destacar. A mayor edad, los 

procesos celulares van perdiendo su capacidad de regulación, así como el control y 

capacidad para eliminar posibles células tumorales que puedan surgir (S. Senega 2021). 
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En la actualidad se están desarrollando estrategias novedosas tanto para la detección 

temprana de tumores primarios, como para la detección de la metástasis. Ejemplos de 

esto son la nanomedicina, la terapia génica, terapia fototérmica y terapia fotodinámica, 

así como constantes mejoras en técnicas convencionales de tratamiento como la 

radioterapia y en técnicas imagenológicas como son la tomografía por emisión de 

positrones y la resonancia magnética, como se observa en la figura 4. 

Figura 3: Esquematización de los efectos que generan las causas endógenas. Proceso general de la 
formación de un tumor local y las etapas que ocurren para que la metástasis se lleve a cabo (Traducido y 
adaptado de S. Senega 2021). 
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1.3 Diagnóstico 

Actualmente existe una gran variedad de técnicas para el diagnóstico del cáncer en 

diferentes estadios de desarrollo de la enfermedad. Las técnicas han avanzado y han sido 

perfeccionadas en el correr de las décadas, no solo para el diagnóstico primario de la 

enfermedad sino también para el correcto seguimiento de dicha patología. Muchas de 

ellas son técnicas de imagenología no invasivas y por lo tanto de amplia utilización en 

pacientes con cáncer o sospechas de este. 

 

Se utiliza ampliamente la imagen por resonancia magnética conocida por sus siglas en 

inglés MRI, la tomografía computarizada, conocida por sus siglas en inglés como CT, la 

tomografía por emisión de positrones, conocida por sus siglas en inglés como PET, e 

imágenes generadas con ultrasonido, entre otros. Existen también técnicas más 

invasivas como las técnicas endoscópicas que además de brindar imágenes de cavidades 

internas, también permiten la extracción de muestras de tejido para su posterior análisis 

sin la necesidad de pasar posteriormente por una cirugía. 

 

Figura 4: Esquema de diagnósticos, terapias y nanomedicina actuales. Diferentes técnicas de 
diagnóstico y terapia en cáncer junto con la nanomedicina como recursos innovadores actual (Traducido 
y adaptado de A. Bhushan 2021). 
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1.3.1 Imagen por tomografía computarizada 

 

En la CT, se obtiene un conjunto de imágenes mediante el uso de rayos X. Las imágenes 

del conjunto son luego superpuestas una encima de la otra para crear una imagen 

tridimensional de la zona del cuerpo que quiere ser estudiada. En esta técnica, un tubo 

generador produce un haz estrecho de rayos X que atraviesa al paciente y es captado por 

una fila de detectores al otro lado. El tubo y los detectores están colocados en lados 

opuestos de un anillo que gira alrededor del paciente. Después de cada rotación, el 

escáner debe detenerse y girar en la dirección opuesta. Cada rotación adquiere una 

imagen axial, normalmente con un espesor de corte de 1 cm, y tarda aproximadamente 

1 segundo por rotación. La mesa mueve al paciente una distancia determinada a través 

del escáner entre cada corte. Existen variantes de esta técnica que generan imágenes a 

partir de haces de rayos únicos alrededor del paciente (escáner espiral) y múltiples haces 

de rayos alrededor del paciente (escáner multislice) (C. Garvey 2002).  

 

1.3.2 Imagen por resonancia magnética 

 

La MRI, utiliza las propiedades magnéticas naturales del cuerpo para producir imágenes 

detalladas de cualquier parte. En la obtención de imágenes se suele sacar ventaja de las 

propiedades magnéticas que tienen los núcleos de hidrógeno presentes en toda la 

materia, pero particularmente abundantes en agua y grasa. Esto permite obtener buenas 

imágenes de tejidos blandos que otras técnicas muestran con menor precisión.  

 

El protón de hidrógeno se comporta como una pequeña barra magnética. En 

circunstancias normales, estas “barras magnéticas” de protones de hidrógeno giran en el 

cuerpo con sus ejes alineados aleatoriamente. Cuando el cuerpo se coloca en un campo 

magnético fuerte, como un escáner de resonancia magnética, todos los ejes de los 

protones se alinean. Esta alineación uniforme crea un vector magnético orientado a lo 

largo del eje del escáner de resonancia magnética. Cuando se agrega energía adicional 

(en forma de onda de radio) al campo magnético, el vector magnético se desvía. La 

frecuencia de las ondas de radio (RF) que hace resonar los núcleos de hidrógeno depende 

del elemento buscado (hidrógeno en este caso) y de la fuerza del campo magnético. La 

fuerza del campo magnético se puede alterar electrónicamente de la cabeza a los pies 

utilizando una serie de bobinas eléctricas de gradiente y, al alterar el campo magnético 

local en estos pequeños incrementos, diferentes partes del cuerpo resonarán a medida 

que se apliquen diferentes frecuencias. Cuando se apaga la fuente de radiofrecuencia, el 

vector magnético vuelve a su estado de reposo, lo que provoca que se emita una señal 

(también una onda de radio). Es esta señal la que se utiliza para crear las imágenes que 

logran definir bien tejidos blandos, principalmente. Se utilizan bobinas receptoras 

alrededor de la parte del cuerpo que actúan como antenas para mejorar la detección de 

la señal emitida (A. Berger 2002).   
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La MRI, tiene varias ventajas sobre las imágenes por CT, incluida la velocidad de 

obtención de imágenes, la no utilización de radiación ionizante, la capacidad de 

identificar las características del tejido y el potencial para obtener información sobre 

diferentes núcleos como carbono, nitrógeno y fósforo (E. Van Beek 2009). 

 

 

1.3.3 Imagen por tomografía por emisión de positrones 

La técnica imagenológica PET es una técnica de imagenología nuclear, en donde se 

administra al paciente un radiofármaco emisor de positrones. La 18F-

fluorodesoxiglucosa, conocida por sus siglas en inglés como FDG, es uno de los 

radiofármacos más utilizados para diagnóstico por imagenología molecular para 

detectar tumores pequeños, monitorear la respuesta al tratamiento y predecir el 

pronóstico de los pacientes en una variedad de tipos de cáncer. Esta técnica se basa en 

evaluar el metabolismo de la glucosa en los tejidos mediante la medición del 

radiotrazador acumulado, un análogo de la glucosa (K. Kawada 2016).  

1.3.4 tomografía de emisión de fotón único 

Existen otros radiofármacos emisores de positrones para el diagnóstico del cáncer, así 

como otras técnicas de imagenología nuclear. Un ejemplo de esto es la tomografía de 

emisión de fotón único conocido por sus siglas en inglés como SPECT. Esta técnica 

produce una imagen tridimensional de la distribución de un marcador radiactivo 

inyectado en el torrente sanguíneo. Los isótopos más comúnmente utilizados son el 

tecnecio-99m, el yodo-123 y, en menor medida, el talio-201. Estos radiofármacos son 

absorbidos por tejidos específicos, actuando como emisores gamma convencionales. A 

diferencia del PET, donde se detecta la emisión de dos fotones producidos por la emisión 

de un positrón y su aniquilación por la colisión con un electrón, en el SPECT se identifica 

un solo haz de fotón emitido por el isotopo radiactivo (S. Yandrapalli 2022). 

Ambas, PET y SPECT son consideradas técnicas de imagenología molecular ya que 

permiten visualizar, medir y/o cuantificar procesos a nivel biológico o celular a través de 

una imagen de alta resolución relacionada con un patrón molecular diferenciable. 

La imagenología molecular se define como la caracterización y medición in vivo de 

procesos biológicos a nivel celular y molecular. A diferencia del diagnóstico por imágenes 

convencionales, se busca investigar e identificar anomalías moleculares que son 

causante o características de una enfermedad en lugar de visualizar los efectos a gran 

escala que producen estas alteraciones moleculares (R. Weissleder 2001).  
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1.3.5 Imagen por ultrasonido 

La imagen por ultrasonido, o ecografía, se implementó inicialmente en el campo médico 

a principios de los años 60. Se basa en el principio de que las ondas de presión mecánicas 

con una frecuencia superior a la del oído humano (> 20 kHz) pueden penetrar en el 

cuerpo para obtener imágenes de los órganos internos, así como medidas estructurales 

y funcionales.  La ecografía, es una modalidad de uso común en la rutina clínica porque 

tiene ventajas como su portabilidad, facilidad de adquisición, procesamiento de 

imágenes en tiempo real, y un bajo costo (M. Siragusa 2020).  

Todas las técnicas mencionadas presentan diferencias y similitudes, así como ventajas y 

desventajas para la obtención de información biológica a diferentes niveles de 

organización, las cuales se resumen en la Tabla 1 e ilustran en la Figura 5. 
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Tabla 1: Características de las técnicas de imagenología más usuales. Se resumen las ventajas y desventajas 

de la tomografía computarizada (CT), resonancia magnética (MRI), tomografía por emisión de positrones (PET), 

tomografía computarizada de emisión monofotónica (SPECT) y ultrasonido. (Traducido y adaptado de A. EL-

Ghani 2015). 

Figura 5: Imágenes obtenidas por diferentes metodologías del cerebro de un paciente. Imágenes 

tomadas mediante las técnicas CT, MRI, PET, SPECT y ultrasonido de izquierda a derecha (A. EL-Ghani 

2015). 
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1.3.6 Identificación de biomarcadores 

 

Según el Instituto Nacional del Cáncer, conocido por sus siglas en inglés NCI, los 
biomarcadores se definen como: “una molécula biológica que se encuentra en la sangre, 
otros fluidos o tejidos corporales y que proporciona información sobre un proceso 
normal o anormal, o de una condición o enfermedad”, como el cáncer. Los biomarcadores 
suelen distinguir a un paciente de un individuo sano. Numerosas variables, incluidas 
mutaciones somáticas o de la línea germinal, cambios transcripcionales y modificaciones 
postraduccionales, podrían causar los cambios. Los biomarcadores existen como 
proteínas (como una enzima o un receptor), ácidos nucleicos (ARN mensajeros 
(conocidos por sus siglas en inglés como mRNA) u otros ARN no codificantes (conocidos 
por sus siglas en inglés como como ncRNA)), anticuerpos y hormonas, entre otros (N. 
Henry 2012). 

Los biomarcadores de origen proteicos usados para la detección del cáncer, surgen 

generalmente de las células cancerosas u otras células como resultado del cáncer y han 

demostrado ser blancos moleculares atractivos para el diagnóstico temprano, el 

seguimiento de la respuesta al tratamiento, la detección de recurrencia o el seguimiento 

del pronóstico del cáncer (C. Borrebaeck 2017).  

En la actualidad hay 19 biomarcadores proteicos oficialmente aprobados por la 

administración de alimentos y medicamentos, conocida por sus siglas en inglés como 

FDA (ver Tabla 2). De todos ellos, el antígeno prostático específico (conocido por sus 

siglas en inglés como PSA), el antígeno carcinoembrionario (conocido por sus siglas en 

inglés como CEA), el receptor del factor de crecimiento epidérmico (conocido por sus 

siglas en inglés como HER2) y el antígeno de carbohidratos (conocidos por sus siglas en 

inglés como CA) se consideran muy importantes (T. Thenrajan 2023). 
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La identificación de biomarcadores, ya sean proteicos, ácidos nucleicos o glucídicos entre 

otros, conlleva la aplicación de diferentes técnicas específicas. Para la detección de 

marcadores proteicos es de amplio uso las técnicas de inmunohistoquímica, conocida 

por sus siglas en inglés como IHC.  

En el caso de los ácidos nucleicos las técnicas de hibridación in-situ fluorescente, 

conocida por sus siglas en inglés como FISH (ver figura 6), para buscar secuencias 

especificas en cromosomas, la técnica de reacción en cadena de la polimerasa, conocida 

por sus siglas en inglés como PCR, para amplificar regiones particulares y la 

secuenciación masiva para encontrar anomalías en el genoma son técnicas muy 

utilizadas (N. He 2022). 

Tabla 2: Biomarcadores proteicos. Listado de los 19 biomarcadores proteicos aprobados por la FDA 

(Traducido y adaptado de Thenrajan 2023). 
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La IHC (ver figura 7), es una técnica potente que aprovecha la unión específica entre un 

anticuerpo y un antígeno para detectar y localizar antígenos específicos en células y 

tejidos, que se detectan y examinan más comúnmente con el microscopio óptico. Una 

herramienta estándar en muchos campos de investigación, la IHC se ha convertido en 

una técnica auxiliar esencial en el diagnóstico clínico de patologías anatómicas. La IHC 

se utiliza con frecuencia para ayudar en la clasificación de neoplasias, la determinación 

del sitio de origen de un tumor metastásico y la detección de pequeños focos de células 

tumorales que pasan desapercibidos en la tinción de rutina con hematoxilina y eosina 

(H&E). Además, se utiliza cada vez más para proporcionar información predictiva y para 

el pronóstico, como en pruebas de amplificación de HER2 en cáncer de mama (S. Magaki 

2020). 

Figura 6: Imágenes de hibridación in-situ fluorescente (FISH). Se observan una muestra amplificada 

para el gen HER2 utilizando sondas anti-HER2 y el centrómero del cromosoma 17 (en rojo). En A se observa 

la imagen del núcleo con únicamente dos señales verdes, en la B se observa amplificado con mayor número 

de señales en las células tumorales (M. Aznab 2022). 

 



 
 

 
20 

 

 

Hoy en día, los métodos más habituales para detectar HER2 son el ensayo de 

inmunohistoquímica (IHC) y la hibridación fluorescente in situ (FISH). Sin embargo, 

estos dos métodos tienen algunas deficiencias en la detección del contenido de HER2 y 

consumen mucho tiempo y son costosos, porque requieren muestras de tejido de alta 

calidad y métodos de medición complejos. Para detectar concentraciones bajas de HER2 

y otros marcadores de cáncer, se necesita con urgencia un nuevo método con respuesta 

rápida, alta sensibilidad y operación conveniente (N. He 2022). 

 

1.4 Tratamiento 

Existen muchas formas de tratar el cáncer una vez diagnosticado. A principios del siglo 

XIX era comúnmente utilizada la cirugía radical, es decir, la extirpación completa de una 

parte del cuerpo, como método principal de tratamiento. Un claro ejemplo de esto era la 

mastectomía radical que se utilizó para tratar el cáncer de mama durante 

aproximadamente 90 años, entre 1891 y 1981. El uso de esta práctica se redujo luego de 

que la cirugía local en combinación con terapia adyuvante sistémica probara resultados 

similares. 

Cuando hablamos de terapias adyuvantes nos referimos a la radioterapia y la aplicación 

de fármacos, las cuales son necesarias para el tratamiento no solo del tumor en cuestión, 

Figura 7: Microscopía confocal de células HER2 positivas y HER2 negativas expuestas a ZHER2-
DyLight-488.  En el panel superior (A) se observan la línea células SK-BR-3 HER2+ y en el panel inferior 
(B) la línea celular MDA-MB-468 HER2- ambas expuestas Z HER2 -DyLight-488 (Un Affibody que es una 
proteína producida de forma artificial, unida a un fluoróforo llamado DyLight-488). Es posible observar 
el proceso de unión y disociación de la molécula al receptor HER2 en un lapso de 24 horas en las células 
HER2+ mientras que en las negativas no se observa señal de fluorescencia (R. Zielinski 2012). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zielinski%20R%5BAuthor%5D
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sino para tratar y prevenir la diseminación y metástasis del cáncer. A finales de los 70, 

fármacos como la bleomicina, la vinblastina y el cisplatino eran considerados fármacos 

novedosos en quimioterapia; sin embargo, producían efectos secundarios graves que 

resultaban difíciles e incluso imposibles de controlar (V. Schirrmacher 2019). 

 
1.4.1 Cirugía 
 

La cirugía es la modalidad más antigua de terapia contra el cáncer y todavía constituye 

la base del tratamiento de los tumores sólidos. Actualmente e incluso dentro de la terapia 

multimodal contra el cáncer, la mayoría de los pacientes con este tipo de tumor necesitan 

atravesar por un proceso de intervención quirúrgica. Muchas veces la cirugía se realiza 

no solamente para el tratamiento en sí, sino para una reconfirmación de estudios 

previamente realizados y para determinar los siguientes pasos del tratamiento, por 

ejemplo, realizando pruebas de caracterización del tumor extraído por anatomía 

patológica. La cirugía es más eficaz en el tratamiento del tumor primario localizado y los 

ganglios linfáticos regionales asociados. Inicialmente el enfoque se mantenía en la 

remoción macroscópica del tumor, pero con los año se descubrió que, debido a 

remanentes de células tumorales en las periferias de los tumores, la tasa de reincidencia 

era muy alta (R. Pollock 2003). 

Mencionamos hasta ahora la extirpación manual de los tumores, pero en los últimos años 

se han desarrollado otras modalidades de extracción. El desarrollo de métodos robóticos 

y laparoscópicos ha sido un enorme avance tanto en la modalidad de la extracción de los 

tumores como en la precisión. Actualmente se utilizan tres categorías principales de 

sistemas quirúrgicos robóticos: sistemas activos, semiactivos y maestro-esclavo. Los 

sistemas activos funcionan esencialmente de forma autónoma y llevan a cabo tareas 

preprogramadas como por ejemplo las plataformas PROBOT y ROBODOC. En sistemas 

semiactivos, el componente ya programado de estos equipos robóticos se puede 

complementar con un componente manual del cirujano como por ejemplo en las 

plataformas da Vinci® y ZEUS y estos sirvieron como prototipos para sistemas formales 

maestro-esclavo, que están libres de funciones preprogramadas o autónomas (S. Bramhe 

2022). 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bramhe%20S%5BAuthor%5D
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1.4.2 Quimioterapia 

La quimioterapia utiliza compuestos tóxicos y medicamentos para destruir las células 

cancerosas y funciona principalmente evitando que las células cancerosas crezcan y se 

dividan. Las células cancerosas se dividen y crecen a un ritmo mucho más acelerado que 

las células normales y fisiológicamente tienen un estrés endógeno mucho más alto. Por 

lo tanto, los fármacos pueden destruirlas de forma más rápida y eficaz en comparación 

con otras células circundantes. La selección de medicamentos quimiopreventivos o una 

combinación de medicamentos se basa principalmente en el tipo y estadio del 

cáncer. Algunas de las terapias inhibidoras actuales para tratar cánceres sólidos son: 

• Inhibidores de la poliadenosina difosfato-ribosa polimerasa 

• Inhibidores de la angiogénesis 

• Inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC) 

• Inhibidores del objetivo mecanicista de la rapamicina (mTOR)  

• Inhibidores de la poli (adenosina difosfato-ribosa) polimerasa (PARP)  

• Inhibidores del homólogo doble minuto 2 de p53/ratón (MDM2) 

• Bloqueadores de la vía hedgehog 

• Inhibidores de la tirosina quinasa 

• Inhibidores del proteosoma 

Al igual que en el tipo de intervención quirúrgica o en la intensidad y duración de la 

radioterapia, el conjunto de fármacos que se utilicen dependerá de del tipo de tumor, su 

localización y caracterización, así como si se trata de un tratamiento contra un tumor 

primario o un estadio metastásico (U. Anand 2023). 

Estos abordajes de terapias, a pesar de haber demostrado su efectividad y de seguir 

siendo perfeccionados hoy en día, siguen presentando grandes problemas. El principal 

es la generación de grandes efectos secundarios, muchas veces con niveles de riesgos de 

muerte muy altos para un paciente que, luego de ser sometido paulatinamente a estos 

tratamientos, se encuentra con su sistema inmunológico debilitado. Por otro lado, 

estamos hablando de métodos terapéuticos que, en su gran mayoría, no presentan 

especificidad contra las células tumorales que se busca destruir y atacan también células 

que son sanas (M. Amjad 2023). 

Al igual que en imagenología, se están desarrollando terapias nuevas, principalmente 

basadas en biofármacos para lograr un tratamiento más específico y dirigido contra las 

células tumorales con la finalidad de no dañar, o dañar lo menos posible, el resto del 

organismo. 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Anand%20U%5BAuthor%5D
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1.4.3 Radioterapia 

En la radioterapia se utilizan rayos X o partículas subatómicas, usados principalmente 

para el tratamiento del cáncer. Está técnica se puede aplicar de forma externa como 

interna. La radiación de haz externo, conocida como teleterapia, es la más común e 

involucra una fuente radiactiva fuera del paciente, con la energía del haz enfocada y 

modulada hacia el área a tratar. Por otro lado, la braquiterapia se refiere a la práctica de 

colocar fuentes radiactivas naturales que se desintegran con el tiempo y producen altas 

dosis de radiación en un área focal. Los ejemplos incluyen procedimientos 

intracavitarios (como la colocación en tándem y ovoide para el cáncer de cuello uterino), 

la colocación de semillas radiactivas intersticiales (comúnmente utilizadas para el cáncer 

de próstata) o la colocación superpuesta a un tumor cutáneo. La forma más común de 

radiación ionizante es el fotón, pero también se suele utilizar electrones para aumentar 

la dosis de radiación que recibe la piel cuando es necesario.  

Se pueden utilizar partículas menos frecuentes, como protones, iones de carbono o 

neutrones, pero usando equipos y procedimientos más costosos y que solo se encuentran 

en centros especializados. El principio de esta técnica se basa en las diferencias en las 

interacciones del ADN en una célula cancerosa frente a las de una célula normal. 

La catástrofe mitótica es la principal forma de muerte celular inducida por radiaciones 

ionizantes. Por lo tanto, la radiosensibilidad de una línea celular depende de su tasa de 

división celular. En general, las células tumorales poco diferenciadas son más 

radiosensibles ya que una mayor proporción de su población celular se está dividiendo 

al mismo tiempo. Esto también se aplica a las células de tejidos normales que se dividen 

rápidamente, como las de la mucosa gastrointestinal, y explica por qué reacciones como 

la mucositis y la diarrea pueden ser comunes. Es decir, el efecto de la radiación ionizante 

dependerá de varios factores biológicos como la redistribución de las células en un ciclo 

celular coordinado, la reparación del ADN, la repoblación celular y la oxigenación de 

áreas hipóxicas del tumor (E. Maani 2022). 
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1.4.4 Terapias con biofármacos 

Los biofarmacos son productos farmacéuticos de origen biológico o fabricados a partir 

de material biológico. La cantidad de medicamentos biológicos disponibles es amplia 

entre las cual cuales se incluyen sustancias aisladas de material biológico, moléculas de 

ARN recombinante, ADN, proteínas, así como anticuerpos completos, fragmentos de 

anticuerpos o conjugados anticuerpo-fármaco (J. Wohlrab 2019). En los últimos años, la 

terapia con anticuerpos monoclonales (conocidos por sus siglas en inglés como mAb) y 

terapia celular, tal como se muestra en la Tabla 3 y Figura 8 han revolucionado el 

tratamiento oncológico y están siendo explorados varios enfoques novedosos. Son 

enfoques dirigidos estricta y específicamente contra la célula tumoral. Existe también la 

terapia que involucra virus oncológicos, productos celulares, citoquinas modificadas, 

vacunas y terapia celular adoptiva (A. Tsimberidou 2020). Más recientemente fue 

aprobada la terapia celular que consiste en células T transfectadas con un receptor 

quimérico específico de antígeno (CAR) (Células CAR-T) (V. Schirrmacher 2019). 

 

 

 
 
 
Otra gran área que se encuentra en desarrollo exponencial es el área de la terapia génica. 
Los avances tecnológicos han permitido la síntesis química de una gran variedad de 
ácidos nucleicos. El hecho de poder mezclar la versatilidad funcional de los ácidos 
nucleicos con la capacidad de sintetizarlos según sea necesario, ofrece oportunidades 
ilimitadas para desarrollar ácidos nucleicos funcionales. 
 

Tabla 3: Clasificaciones de terapias farmacológicas. Terapias actuales en base a su estructura y 
naturaleza química (Columnas 1 y 2), mecanismo de acción (columna 3) y ejemplos de fármacos 
disponibles actualmente (columna 4) y clasificación en niveles según sus efectos secundarios del 1 al 4 
siendo 1 efectos secundarios ausentes o mínimos hasta 4 donde los efectos secundarios son muy graves 
(columnas 5). (Traducido y adaptado de V. Schirrmacher 2019) 
 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wohlrab+J&cauthor_id=31712972
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La terapia contra el cáncer es un campo emergente en el que las terapias con ácidos 
nucleicos tienen un enorme potencial. Por ejemplo, a través del silenciamiento de genes 
mediado por ARN de interferencia (conocidos por sus siglas en inglés como iRNA), se han 
explorado intervenciones terapéuticas que utilizan pequeños ARN de interferencia 
(conocidos por sus siglas en inglés como siRNA) o pequeños ARN en horquilla (conocidos 
por sus siglas en inglés como shRNA) que pueden inhibir la producción de una proteína 
patológica para la inmunoterapia contra el cáncer.  También se han estudiado otros tipos 
de terapias con ácidos nucleicos, como oligonucleótidos antisentido, aptámeros, 
ADN/ARN inmuno-estimulantes, plásmidos, ARN mensajeros (conocidos por sus siglas 
en inglés como mRNA) y, más recientemente, sistemas de edición de genes CRISPR/Cas9 
para la inmunoterapia contra el cáncer (T. Shen 2020). 
 
A continuación, se muestra una ejemplificación de los posibles usos de las terapias con 
ácidos nucleicos basados en una célula presentadora de antígeno, un linfocito T y una 
célula tumoral como blanco de tratamiento (ver figura 9). 

Figura 8: enfoque de terapias contra el cáncer. Representación de las estrategias más innovadoras para 

el tratamiento de cáncer, combinando diferentes disciplinas para obtener la terapia más eficiente y 

personalizada para el paciente (Traducido y adaptado de C. Pucci 2019) 
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En este caso se muestra de forma esquemática las terapias comunes con ácidos nucleicos 

para inmunoterapia contra cáncer. Los ácidos nucleicos inmunoestimulantes de los 

patrones moleculares asociados a patógenos, conocidos por sus siglas en ingles PAMP, 

se detectan mediante receptores de reconocimiento de patrones, conocidos por sus 

siglas en inglés como PRR. Los receptores Toll (TLR) en la membrana del endosoma y la 

GMP-AMP sintasa ciclasa conocida por su siglas en inglés como (cGAS) en el citosol son 

algunos de estos ejemplos que culminan en la producción interferón de tipo I y citoquinas 

proinflamatorias que conducen a la respuesta inmunes anticancerígenas. Los ácidos 

nucleicos reguladores como el piRNA/shRNA y los ácidos nucleicos activadores de genes 

pueden regular genes relacionados con el sistema inmune para la activación de 

respuestas contra el cáncer.  

Otros oligonucleótidos como los aptámeros pueden funcionar como agonistas o 

antagonistas contra objetivos moleculares relacionados con el sistema inmunológico 

para generar respuestas anticancerígenas. Estos ácidos nucleicos inmunoterapéuticos se 

pueden diseñar para que sean funcionales frentes una gran variedad de blancos, tanto 

celulares, como moleculares. Ejemplificado en la figura 9 se ven las células presentadoras 

de antígenos en rojo, conocidas por sus siglas en inglés como APC, las células T o las 

células natural killer (NK) en azul y las células tumorales en violeta. Como se observa en 

la figura 9 algunos de estos ácidos nucleicos utilizados en inmunoterapia son el ADN 

Figura 9: Ejemplificación de terapias con ácidos nucleicos. Representación esquemática de las terapias 

más comunes con ácidos nucleicos. En rojo se muestra una célula presentadora de antígeno (APC), en azul 

una célula T y en violeta una célula tumoral, junto con las biomoléculas que son blanco de estudio para 

estimulación del sistema inmune y el tratamiento del cáncer (Traducido y adaptado de T. Shen 2020) 
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doble cadena (conocido por sus siglas en inglés como dsDNA), ARN doble cadena 

(conocido por sus siglas en inglés como dsRNA), ADN de simple cadena (conocido por 

sus siglas en inglés como ssDNA), ARN de simple cadena (conocidos por sus siglas en 

inglés como ssRNA), islas CpG (conocidas por sus siglas en inglés como CpG), ARN 

silenciador (por sus siglas en ingles ipRNA), ARN mensajero (conocido por sus siglas en 

inglés como mRNA). 

La idea principal se basa en la capacidad de estos ácidos nucleicos de activar/desactivar 
cascadas de señalización intracelular y proteínas como factores de transcripción como 

por ejemplo los mostrados en la figura 9, STING, cGAS, quinasa 1 de unión a TANK 

(TBK1), transductor de señal y activador de la transcripción 6 (Stat6), factor regulador 

de interferón 3 (IRF3), IκB quinasa (IKK), factor nuclear potenciador de la cadena ligera 

kappa de células B activadas (NF- κ B), recetores de tipo TOLL (TLR), interferón beta 

inductor de adaptador que contiene dominio TIR (TRIF), complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC), factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

(GM-CSF), receptores de antígenos quiméricos (CAR), dinucleótidos cíclicos (CDN), 

antígenos asociados a tumores (TAA), etc. 

Muchas estas terapias con ácidos nucleicos para el cáncer están todavía en desarrollo y 

son muy variadas. Cabe destacar que la que la ejemplificación de la figura es un caso 

ilustrativo de cómo pueden interaccionar los ácidos nucleicos, ya que las vías de 

señalización intracelular o los blancos moleculares pueden ser más complejos y llevarse 

a cabo en otros tipos celulares involucrados en la terapia y no solamente en las APC (S. 

Shen 2020). 

 

2 CÁNCER DE MAMA 

2.1 Epidemiología y clasificación de subtipos 

Este cáncer es la principal neoplasia maligna no dermatológica y la segunda causa más 

común de muerte por cáncer entre las mujeres en nuestro país y en el mundo (Breast 

Cancer in Uruguay). Aunque las tasas generales de mortalidad por cáncer de mama han 

seguido disminuyendo desde 1989, la tasa de mortalidad entre las mujeres negras no 

hispanas sigue siendo desproporcionadamente alta. Se estimaron las tasas de mortalidad 

estandarizadas por edad por 100.000 mujeres-año (J. Torres-Román 2023). Hasta el 

80% de los cánceres de mama invasivos son carcinomas ductales infiltrantes conocidos 

por sus siglas en ingles CDI (E. Watkings 2019), que son neoplasias premaligna de los 

conductos mamarios que se limita a la luz de los conductos, está revestida por una capa 

de células mioepiteliales semicontinuas y no traspasa la membrana basal (D. Kalwaniya 

2023).  El carcinoma lobulillar invasivo es la segunda forma histológica más común 

de cáncer de mama y representa del 5% al 15% de todos los cánceres de mama 

invasivos y está compuesto por células no cohesivas dispersas individualmente u 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Torres-Rom%C3%A1n%20JS%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kalwaniya%20DS%5BAuthor%5D
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organizadas en un patrón lineal de una sola fila en un estroma fibroso (F. Limaiem 

2023).  De los carcinomas in situ no invasivos, más del 80% son ductales y alrededor del 

10% son lobulares (E. Watkins 2019). 

Solamente en el año 2012 se registraron 1.676.000 casos nuevos a nivel mundial, 

521.900 decesos a causa de esta enfermedad y 6.232.100 de mujeres diagnosticadas en 

los cinco años precedentes (prevalencia) como se muestra en la figura 10. Los distintos 

tipos de cáncer de mama pueden ser clasificados según la expresión de los receptores 

que se encuentran en su membrana y dependiendo del patrón de expresión de mismos, 

los tratamientos pueden ser muy diferentes (C. DeSantis 2015). 

 

 

 
 

 

Los cuatro subtipos de cáncer de mama (ver tabla 4) se asocian con histologías y 

pronósticos específicos. El cáncer de mama también se clasifica por su origen anatómico, 

ya sea lobulillar o ductal, y su receptividad hormonal y expresión del receptor 2 del factor 

Figura 10: gráficos de casos nuevos, deceso y prevalencia (A, B y C respectivamente) a nivel mundial 
durante el 2012. Datos epidemiológicos a nivel continental mostrando los porcentajes para Europa, Asia, 
Latino América junto con el caribe, Norte América, Oceanía y África (Los porcentajes pueden no sumar 100% 
debido al redondeo) (Traducido y adaptado de C. DeSantis 2015). 
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de crecimiento epidérmico humano (HER2). La receptividad hormonal se refiere a la 

presencia o ausencia de expresión del receptor de estrógeno y progesterona en la 

neoplasia maligna. El cáncer de mama con receptor hormonal positivo, en particular 

cuando no es metastásico, es susceptible de terapia de bloqueo hormonal. Los tumores 

malignos positivos para HER2 generalmente responden a los anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra HER2. El cáncer de mama triple negativo se refiere a tumores malignos 

que no expresan receptividad hormonal o HER2 (E. Watkins 2019). 

 

 
 

 

 

2.2 Diagnóstico en cáncer de mama 

Los estudios de imagenología de mama se utilizan para la detección, el diagnóstico y el 

tratamiento clínico (S. Juanpere 2011). Las técnicas convencionales y más utilizadas para 

el diagnóstico del cáncer de mama son el ultrasonido, la biopsia guiada por imágenes y 

el diagnostico de ganglios linfáticos. La mamografía, la MRI, la gammagrafía, el SPECT y 

el PET son otras modalidades de imágenes comúnmente utilizadas, siendo varias de 

estas mucho más recientes y todavía en desarrollo y en constante perfeccionamiento 

(ver figura 11) (J. Basilion 2001, S. Iranmakani 2020, X. Zhang 2018). 

 

Tabla 4: Subtipos de cáncer de mama. Subtipos y sus características inmunohistoquímicas, prognosis y 
notas a tener en cuenta (Traducido y adaptado de E. Watkins 2019). 
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2.3 Tratamiento en cáncer de mama 

Una vez que es identificado el cáncer de mama mediante las modalidades de diagnóstico 

mencionadas, se debe proporcionar un tratamiento inmediato y riguroso para extirpar 

el tumor y prevenir una mayor propagación del cáncer. Uno de los principales desafíos 

para el tratamiento del cáncer de mama es su naturaleza heterogénea, que afecta la 

respuesta al tratamiento (K Polyak 2001). Al evaluar la presencia de biomarcadores 

como receptores hormonales (HR), niveles excesivos de proteína del receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y/o copias adicionales del gen HER2, 

los tratamientos que son más efectivos contra un tipo u otro se puede determinar y 

administrar un plan de tratamiento particular de cáncer de mama (ver tabla 5). Según la 

regulación positiva de los genes, existen cinco subtipos principales intrínsecos o 

moleculares de cáncer de mama como se muestra en la tabla 4 más una variante llamada 

cáncer de mama normal que es idéntico al cáncer luminal A, ya que es HER2–, HR+ 

(receptor de estrógeno y/o progesterona positivo) con niveles reducidos de la proteína 

Ki-67. Sin embargo, el pronóstico del cáncer de mama normal es ligeramente peor que el 

del cáncer luminal A (M. Hammond 2010, A. Wolff 2014). 

Figura 11: diferentes enfoques para la detección de cáncer de mama. Diferenciación entre exámenes 

de mama clínicos, generación de imágenes por rayos X, inducción de campos magnéticos y por medicina 

nuclear y estudios por biopsias (Traducido y adaptado de A. Bhushan 2021). 
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Existen muchos fármacos aprobados por la FDA que se utilizan en el tratamiento del 

cáncer de mama, y sus efectos y probabilidad de éxito depende en gran medida de la 

combinación con otros tratamientos como la radioterapia y la extirpación quirúrgica (ver 

Tabla 5 a continuación publicada por A. Bhushan en 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5: lista de medicamentos aprobados por la FDA para el tratamiento de cáncer de mama. 

Clasificación según el tipo de fármaco, el tipo subtipo de cáncer a tratar y el estado de aprobación en el que 

se encuentran (Traducido y adaptado de A. Bhushan 2021) 
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3. Receptor de crecimiento epidérmico de tipo 2 

3.1 Familia EGFR 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) fue uno de los primeros 

receptores tirosina quinasa (RTK) para los que se estudió la unión del ligando y para los 

que se estableció la importancia de la dimerización inducida por el ligando. Son cuatro 

los receptores de tipo RTK que comprenden la familia de receptores de crecimiento 

epidérmico humano o EGFR (ver figura 12) (M. Lemmon 2014).   

 

 

 

 

 

Figura 12: esquematización de la familia EGFR. A la izquierda se muestra la estructura completa de la 

proteína transmembrana con sus cuatro dominios extracelulares, la región transmembrana y los dominios 

tirosin quinasa y el carboxilo terminal, ambos intracelulares. A la derecha se muestran los miembros de la 

familia EGRF y sobre ellos los ligandos conocidos para cada uno (Traducido y adaptado de M. Lemmon 

2014) 
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Los cuatro miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico 

son: HER1 (o EGFR), HER2 (erbB2), HER3 (erbB3), y HER4 (erbB4). Todos ellos se 

expresan de forma constitutiva y son glicoproteínas de subunidad única transmembrana 

que tienen un dominio de unión a ligando extracelular, un dominio transmembrana y un 

dominio catalítico de tirosina quinasa intracelular. En la activación del ligando, los 

receptores se dimerizan formando homodímeros o heterodímeros como se observa en 

la figura 13. A esto le sigue la transfosforilación que activa varias vías de señalización 

intracelular (ver figura 13), como la vía de la proteína quinasa activada por 

mitógeno/Ras, la vía de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) /Akt, la vía de la quinasa 

Janus/transductor de señales y activador de la transcripción, y la vía de la fosfolipasa C. 

vía, que finalmente afecta la proliferación celular, la supervivencia, la motilidad y la 

adhesión (Moasser 2007). 

 

 

 

Figura 13: Dimerización del receptor HER2 consigo mismo y con otros miembros de la familia 

EGFR. Ilustración de la cascada de señales intracelulares que siguen a la dimerización del receptor HER2 

que conlleva a la activación de otras proteínas como factores de transcripción y que eventualmente 

resultan en la progresión del ciclo celular, la supervivencia celular y la proliferación (Traducido y 

adaptado de N. Iqubal 2014) 
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Si bien estos receptores están presentes en forma normal en la célula, su desregulación 

ha sido reportada en  cáncer de pulmón (T Mok 2011), en cáncer de mama (C Arteaga 

2011 ), y glioblastoma (T Libermann 1985; J Lee 2006; I Vivanco et al. 2012), entre 

otros. Los inhibidores de estos receptores se encuentran entre los ejemplos más exitosos 

de terapias dirigidas contra el cáncer hasta la fecha (C Arteaga 2003; M Moasser 2007; 

H Zhang 2007). 

3.2 Receptor HER2 

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Figura 14) es uno 

de los cuatro receptores de la familia EGFR. El oncogén HER2 está ubicado en el 

cromosoma 17q12 (Popescu 1989). Primero se identificó como un gen nuevo de 

neuroblastomas de rata en células NIH-3T3 (Shih 1981). Luego, King y colaboradores 

(King 1985) informaron que el DNA del carcinoma de mama humano mostraba 

amplificación de este gen. La secuencia del oncogén neu era homóloga al oncogén erb-B 

y su fosfoproteína de 185 kDa estaba antigénicamente relacionada con el receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (Akiyama 1986). 

 

 

Figura 14: Receptor HER2. Cristalografía de rayos X de la estructura de la región extracelular del receptor 
HER2 (dominios 1-4) (A). Cristalografía de rayos X de la estructura de la región extracelular del receptor 
HER2 (subdominios 1-4) y su unión a la región Fab del mAb trastuzumab por el subdominio 4 (B) (Cho 
2003). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C70
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C57
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C47
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C96
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C6
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C69
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3970421/#A020768C107
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Actualmente, no se conoce ningún ligando para el receptor HER2. Sin embargo, puede 

formar homodímeros como heterodímeros con otros miembros de la familia HER. La 

conformación de la porción extracelular de HER2 sin ligando unido es similar a la 

conformación activada de RTK con ligando unido (Cho 2003) (Krishnamurti 2014). 

HER2 se encuentra sobreexpresado en una variedad importante de diferentes tipos de 

cáncer. Entre ellos destacan el cáncer de mama que ha sido explicado con mayor 

profundidad en apartados anteriores de este trabajo. Pero también es un receptor 

sobreexpresado en otros tumores primarios con gran capacidad metastásica, entre ellos 

el cáncer colorrectal y cáncer gástrico. Existen, por ejemplo, amplios estudios en 

carcinomas colorrectal primario y sus metástasis (L. Achalla 2022) y en 

adenocarcinomas gastroesofágicos (A. Bartley 2016). 

 

3.3 Terapias anti-HER2 

 

Las terapias anti-HER2 han avanzado considerablemente (ver figura 15). El tratamiento 

depende en gran medida del estadio del cáncer en el momento del diagnóstico. Las 

terapias dirigidas para neoplasias malignas positivas para HER2 pueden ser, por 

ejemplo, anticuerpos monoclonales como el Trastuzumab, Pertuzumab y Margetuximab 

y conjugados anticuerpo-fármaco como Ado-Trastuzumab emtansina (T-DM1) y Fam-

Trastuzumab Deruxtecan (T-DXd) e inhibidores de quinasa como Lapatinib, Neratinib y 

Tucatinib (S. Giordano 2022). 

Ado-Trastuzumab Emtansina (T-DM1) fue el primer conjugado fármaco-anticuerpo 

conocido por sus siglas en inglés como ADC anti-HER2 desarrollado y está compuesto de 

Trastuzumab unido covalentemente a DM1, un derivado de maitansina. Los resultados 

recabados llevaron a la aprobación por parte de la FDA de T-DM1 para HER2+. T-DXd es 

un ADC de HER2 que comprende un anticuerpo HER2 humanizado con la misma 

secuencia que Trastuzumab conjugado con Deruxtecán (DXd). Este conjugado libera el 

fármaco directamente dentro de las células y gracias a su corta vida media, reduce su 

tiempo en el organismo, con el objetivo de reducir la toxicidad. La alta permeabilidad de 

la membrana frente a DXd permite efectos secundarios locales, que conducen a la muerte 

de las células tumorales en el microambiente tumoral (S. Swain 2023). 
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Figura 15: Línea temporal del descubrimiento de la familia EGFR y HER2. En la parte superior de la 

ilustración se detallan los acontecimientos más importantes relacionados con el descubrimiento y la 

caracterización de EGFR y HER2. En la parte inferior de la ilustración se detallan los acontecimientos y 

avances más relevantes en el tratamiento del cáncer de mama que sobreexpresa HER2 (Traducido y 

adaptado de S. Swain 2023). 
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4. Aptámeros 

Los aptámeros son oligonucleótidos monocatenarios cortos que se unen a moléculas de 

forma blanco-específica. Es decir que los aptámeros tienen una alta afinidad y una 

excelente especificidad hacia sus blancos moleculares.  Son oligonucleótidos de ADN o 

ARN que se producen de forma sintética y cuya estructura tridimensional es dependiente 

de secuencia y, por ende, pequeños cambios en la secuencia nucleotídica pueden generar 

una gran diversidad de estructuras tridimensionales (M. Kaushik 2016). 

 

 

 

Los aptámeros se obtienen de un proceso in vitro de selección, denominado evolución 

sistemática de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX), el cual fue 

desarrollado por primera vez en 1990 por Tuerk y Gold (C. Tuerk 1990), y por Ellington 

y Szostak (A. Ellington 1990). El método SELEX convencional consiste principalmente en 

los siguientes tres pasos: selección, partición y amplificación como se representa en la 

figura 17 a continuación. Se parte de una biblioteca de oligonucleótidos sintética, que 

generalmente contiene 1014-1015 diferentes secuencias únicas. Cada secuencia única 

contiene bases aleatorias (20–50 nt) flanqueadas por dos secuencias conocidas de unión 

a cebadores, que se utilizan para la amplificación por PCR (ver figura 16).  

En el paso de selección, la biblioteca se incuba con moléculas diana en condiciones de 

tiempo, temperatura, pH, fuerza iónica estrictamente controladas. Posteriormente se 

realiza la partición, en donde las secuencias no unidas se separan de las unidas utilizando 

diferentes estrategias. Las secuencias unidas al blanco se amplifican mediante PCR o PCR 

de transcripción inversa (cuando se parte de ARN). Los productos PCR, al ser un nuevo 

subgrupo, se utilizan para la siguiente ronda de selección. Después de varias rondas de 

selección, se secuencian las secuencias enriquecidas y se evalúan adicionalmente sus 

capacidades de unión.  

Figura 16: Estructura básica de un aptámero y su secuencia complementaria. El dominio variable 
representado en azul es el responsable de la diversidad de moléculas posibles mientras que los dominios 
constantes en rojo y verde (Primer Forward y Primer Reverse) son se utilizan para la amplificación de las 
secuencias (M. Vorobyeva 2018). 
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Por lo general, las tasas de éxito aplicando esta metodología son bajas (J. Zhou 2017). De 

este modo, la obtención de aptámeros de alta calidad contra blancos relevantes sigue 

siendo un cuello de botella. Con el fin de mejorar el éxito de la selección, se han 

establecido variantes del SELEX convencional. Estas variantes, como pueden ser el 

SELEX negativo (A. Ellington 1992), counter SELEX (R. Jenison 1994), SELEX por 

electroforesis capilar (S. Mendonsa 2004, S. Mendonsa 2004), SELEX microfluídico (G. 

Hybarger 2006), Cell-SELEX (D. Dabueks 2003) e In-Vivo SELEX (J. Mi 2010), pueden 

presentar ventajas en comparación con el método tradicional, pero también desventajas. 

Mientras que el nivel de complejidad del sistema aumenta, también aumenta la cantidad 

de variables a tener en cuenta durante los ensayos y esto puede significar un desafío para 

el investigador (Z. Zhuo 2017).  

 

 

 

 

 

Figura 17: Representación esquemática del proceso de SELEX. Los aptámeros son representados por 
una variedad de colores (arriba a la derecha), mientras que los ligandos se representan como “estrellas” 
rojas. Se observa una disminución a medida que avanza el proceso de SELEX en la variedad de los 
aptámeros (Traducido y adaptado de M. Vorobyeva 2018). 
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Hasta la fecha, se han generado miles de aptámeros dirigidos contra aminoácidos, 

proteínas, iones metálicos pequeños, moléculas orgánicas, bacterias, virus, células 

enteras y animales. Los aptámeros se han aplicado ampliamente en campos analíticos, 

bioanalíticos, de imagen, diagnósticos y terapéuticos (Z. Zhuo 2017).  

Los aptámeros se unen al blanco mediante interacciones débiles y asimismo se pliegan 

en formas 3D complejas (ver figura 18) lo cual les otorga una diversidad estructural 

caracterizada por bucles, horquillas, etc. Esto les permite unirse virtualmente a cualquier 

blanco molecular.  Aunque algunos aptámeros existen de forma natural como elementos 

de unión a ligandos de los riboswitches presentes en bacterias y otros organismos, la 

mayoría se genera in vitro y se puede adaptar a cualquier objetivo específico deseado (M. 

Dunn 2017).  

 

 

Estos oligonucleótidos presentan características que los distinguen de otro tipo de 

biomoléculas como los anticuerpos, los péptidos y los nanobodies (ver Tabla 5 para una 

comparativa detallada). Su naturaleza química y características fisicoquímicas los hacen 

muy versátiles para diversas aplicaciones. Presentan un tamaño pequeño que va desde 

5 a 30 kDa (ver figura 19) y son muy estables en disolución y altamente resistentes a 

cambios de pH y temperatura. 

Figura 18: Estructura terciaria de un aptámero. Ejemplo de una estructura tridimensional obtenida por 
resonancia magnética nuclear (J. Flinders 2004). En verde y gris se muestran purinas y en blanco y rosa las 
pirimidinas. 
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A su vez, presentan una gran resistencia a ciclos de desnaturalización y renaturalización 

permitiendo conservar o readquirir la conformación estructural responsable de la unión 

con su blanco. También presentan diversos grupos funcionales que pueden ser post-

modificados con facilidad por ejemplo para incrementar su estabilidad. Se modifican de 

forma racional sin perder afinidad por su blanco y estas modificaciones además pueden 

otorgarles nuevas funcionalidades, así como protegerlos de la degradación por 

nucleasas. 

Los costos de producción son mucho menores que otras biomoléculas que deben 

producirse utilizando animales, sistemas complejos como hibridomas u otros sistemas 

in vitro que requieren otros factores biológicos. Además, el proceso de selección vía el 

método SELEX y sus variaciones permite generar un proceso rápido de selección y 

producción de entre 2 a 8 semanas. Tienen generalmente fácil incorporación sitio-

especifico de grupos funcionales para la conjugación, por ejemplo, de radionucleidos o 

compuestos fluorescentes. A posteriori de las modificaciones, los aptámeros suelen 

presentar gran resistencia a entornos más estrictos, como pH más extremos, fuerzas 

iónicas mayores, temperaturas muy altas, entre otros. Desde el punto de vista de sus 

características biológicas, presentan una gran capacidad de penetración en los tejidos y 

una rápida eliminación por vía renal y tienen una muy baja probabilidad de generar 

inmunogenicidad (M. Koerselman 2023). 

En diciembre de 2004, la FDA, aprobó el primer tratamiento basado en un aptámero 

denominado Pegaptanib (Macugen), el cual se usa para el tratamiento de la degeneración 

Figura 19: comparación del tamaño entre diferentes moléculas. Representación de un compuesto 
orgánico (A), un hairpin de ADN o RNA (B), un péptido (C), un aptámero (D), una proteína globular de 
tamaño promedio (E) y un anticuerpo (F) (M. Vorobyeva 2018). 
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macular relacionada con la edad y está dirigido hacia el factor de crecimiento endotelial 

vascular (T. Adachi 2019). Recientemente en 2023 fue aprobado por la FDA el segundo 

aptámero de Iveric Bio/Astellas’s avacincaptad pegol (Izervay), un biofármaco para el 

tratamiento de la atrofia geográfica (AG) secundaria que inhibe la proteína C5 del 

sistema del complemento interrumpiendo la formación del complejo de ataque a la 

membrana, retrasando la degeneración de las células de la retina (L. Sahkeel 2024). 

 

 

Tabla 6: Tabla comparativa de biofarmacos ampliamente estudiados. Comparación de las ventajas y 

desventajas de los aptámeros en relación con los anticuerpos, péptidos y nanobodies (Traducido y adaptado 

de M. Koerselman 2023). 
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4.1 Aptámeros reportados 

Existen aptámeros reportados contra una gran variedad de blancos. Entre estos están 

aptámeros dirigidos contra receptores celulares específicos que están expresados en 

diversas patologías. Zhe Liu y  Jin-Hong Duan reportan en el año 2012 un aptámero anti-

HER2 denominado HB5 de 86 nt utilizado para transportar un fármaco citotóxico, 

Doxorrubicina, para el tratamiento de cáncer que sobreexpresan este receptor. Este 

aptámero de DNA no presentó citotoxicidad por sí solo, presentó mínima reactividad 

cruzada con la albumina y la tripsina y su constante de disociación (Kd) de HER2, medida 

por fluorometría, fue de 316 nM (Z. Liu 2012, Q. Zeng 2022). Otro aptámero ssDNA 

reportado por J. Niazi et al en 2015 y nombrado H2, mostró resultados para el uso en 

detección de HER2 unido a una sonda fluorescente. La disociación del aptámero H2 del 

complejo molecular utilizado para su transporte (denominado MB-CNT-H2) fue inducida 

por la unión del aptámero a la proteína HER2, con una constante de disociación (Kd) 

calculada por ensayos de resonancia de plasmon superficial (SPR) de 270 nM (J. Niazi en 

2015). M. Gijs et al reportan en 2016 dos aptámeros de DNA, HeA2_1 y HeA2_3, que se 

unen a HER2 con afinidades de 28 nM y 6.2 nM respectivamente, medidas usando SPR. 

Además, demostraron que el aptámero HeA2_3 se internaliza en las células cancerosas y 

tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento y la viabilidad celular (M. Gijs 2016). Los 

resultados presentados G. Mahlknecht et al en 2013, muestran un proceso de selección 

donde los aptámeros DNA seleccionados B212, 2-2 y 2-1 pudieron unirse 

específicamente a HER2 (G. Mahlknecht 2013). 

Los resultados presentados en estos y otros estudios no son ideales para llevar a cabo 

estudios in vivo. Asimismo, se espera que las Kd estén verificadas y sean comparables 

por más de una metodología según recomienda la sociedad internacional de aptámeros 

por sus siglas en ingles INSOAP (M. McKeague 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu%20Z%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Duan%20JH%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mahlknecht%20G%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mahlknecht%20G%5BAuthor%5D
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Figura 20: Resultado del MST para el aptámero F21. Gráfico de concentración de ligando en molar vs 
Fnorm %. 

 

4.2 Antecedentes experimentales 

 

Como se mencionó anteriormente, existen aptámeros contra HER2 que han sido 

reportados por otros grupos de investigación como se mencionó anteriormente. Estos 

presentan características prometedoras, pero, aun así, es posible encontrar aptámeros 

que presenten mejores características fisicoquímicas como, por ejemplo, una menor Kd 

(mayor afinidad por su blanco), poseer capacidad citotóxica, presentar mayor 

estabilidad en diferentes medios, entre otros. 

Previo al comienzo de este proyecto de grado, se realizó SELEX con la colaboración del 
Laboratorio de aptámeros del Instituto Ramon y Cajal de Investigación Sanitaria 
(IRYCIS) en Madrid, España. Este proceso fue realizado con la porción extracelular del 
receptor HER2 (ERBB2 recombinante de humano, HEK293) como blanco molecular.  

El proceso de selección se realizó utilizando una biblioteca de DNA de 40 nucleótidos de 
región random (RND40) y constó de 6 rondas de selección: cuatro rondas positivas (en 
las cuales se conservan los aptámeros unidos al blanco molecular) y dos rondas negativas 
(en las cuales se eliminan los aptámeros unidos a blancos inespecíficos o no deseados). 
Una vez finalizados estos ensayos, la última ronda fue clonada, purificada y se realizó una 
secuenciación Sanger. Se encontraron cuatro aptámeros candidatos que fueron 
nombrados F17 (76 nt), F21 (77 nt), F23 (75 nt) y F30 (76 nt). 

Posteriormente se realizaron estudios iniciales en la Universidad de Missouri, Estados 
Unidos, para evaluar la afinidad de estos aptámeros por la porción extracelular del 
receptor HER2 mediante termoforesis a microescala, ensayo conocido por sus siglas 
MST. Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron constantes de disociación (Kd) 
reproducibles, destacando en particular la del aptámero F21, que presentaba una Kd de 
42 nM (ver figura 20). 
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Previo al comienzo de la tesina de grado el equipo de investigación de bioinformática del 

CENUR litoral norte realizo un alineamiento de prueba para encontrar motivos de 

secuencia conservados (Figura 21). Los datos procesados utilizando MEME (T. Bailey 

2015) mostraron secuencias conservadas en rojo, celeste, verde y azul. De éstas solo dos 

motivos consensos fueron encontrados en los cuatro aptámeros y en otros dos 

aptámeros reportados por otros equipos de investigación, considerando un largo de 

secuencia de 86 nt para el aptámero HB5 y 55 nt para el aptámero H2.  

Las secuencias de los aptámeros no son mostradas en este trabajo por aspectos de 

confidencialidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Alineación de 6 secuencias diferentes de aptámeros. Las primeras 4 secuencias 

corresponden a los aptámeros obtenidos por nuestro equipo de investigación, la quinta corresponde al 

aptámero HB5 y la sexta al aptámero H2, ambos reportados por otros equipos de investigación (ver 

aptámero reportados más arriba). En la sección de la figura donde se especifican los motivos consenso 

(derecha de la figura), Y representa pirimidina, R representa purina, K representa T o G, M representa A o 

C, S representa C o G, N representa A/T/C/G, y W representa A o T. 
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B. ANTECEDENTES METODOLÓGICOS 

 

 

1. Ensayos de viabilidad celular 

 

En la actualidad existen diferentes técnicas para evaluar el número de células vivas (o 

bien de células muertas) en un cultivo celular. Estos ensayos se utilizan para determinar 

el efecto de diversos componentes que pueden ir desde pequeñas moléculas naturales o 

sintéticas hasta grandes polímeros y macromoléculas biológicas. Es de esperar entonces 

que estas técnicas sirvan no solo para evaluar posibles agentes tóxicos sino también 

agentes que puedan inducir la proliferación y supervivencia celular o que puedan ejercer 

un efecto protector sobre las mismas. 

La integridad de la membrana es la característica más utilizada para detectar si las 

células eucariotas cultivadas in vitro están vivas o muertas. Las células que han perdido 

la integridad de la membrana y permiten el movimiento de moléculas que de otro modo 

no serían permeables se clasifican como no viables o muertas. La detección de células 

muertas se logra midiendo el movimiento de moléculas dentro o fuera de las células a 

través de membranas que se han vuelto permeables y no pueden repararse. 

Para esto existen tinciones que penetran selectivamente las células muertas. El ejemplo 

más conocido es el Tripan Blue o azul de tripan y el principio general es que este puede 

atravesar únicamente aquellas células dándoles una coloración azul que luego puede ser 

visualizada bajo el microscopio y contadas en un hemocitómetro (cámara de Newbauer). 

Otro ejemplo conocido es las tinciones fluorescentes de unión al DNA y que pueden ser 

utilizados para observación bajo microscopio o mediante técnicas de citometría de flujo. 

En este caso existe una gran variedad de formas de tinción y la elección dependerá de las 

condiciones del ensayo.  
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De manera análoga existen compuestos que en lugar de penetrar o unirse a componentes 

celulares se unen a componentes que la célula expulsa al medio extracelular como las 

enzimas lactato deshidrogenasa (LDH), adenilato quinasa (ADK), entre otras (T. Riss 

2019). 

Además de los ensayos mencionados, también existen otros tipos de ensayos que no se 
basan en la visualización de las células ya sea mediante microscopio o técnicas como 
citometría de flujo, sino que usan métodos colorimétricos para la detección de células 
viables. Estos ensayos, realizados en placas de cultivo, se basan en la medición de la 
absorbancia a una longitud de onda determinada que mide un producto generado por las 
células viables. 

Los compuestos más utilizados para este tipo de ensayos son: MTT, MTS, XTT y WST-

1. Estos compuestos se dividen en dos categorías básicas: 1) MTT, que tiene carga 

positiva y penetra fácilmente en las células eucariotas viables, y 2) aquellos como MTS, 

XTT y WST-1 (ver figura 22) que tienen carga negativa y no penetran fácilmente en las 

células. La última clase (MTS, XTT, WST-1) se usa típicamente con un aceptor de 

electrones intermedio que puede transferir electrones desde el citoplasma o la 

membrana plasmática para facilitar la reducción del tetrazolio al producto coloreado de 

formazán (T. Riss 2013). 

 

Figura 22: Representación de los procesos que ocurren en un cultivo celular expuesto al reactivo 
MTT. Factores que interfieren en los resultados del ensayo y por ende en la densidad óptica (Traducido y 
adaptado de M. Ghasemi 2021). 
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Figura 23: Concepto de biosensor de resonancia de plasmón superficial (SPR). Incidencia de la luz 

policromática sobre el prisma y el chip sensor (Generalmente recubierto de oro). Esquematización del 

cambio del ángulo en la incidencia de la luz policromática gracias a la unión de un analito. El cambio en el 

índice de refracción se rastrea por el acoplamiento de la luz incidente en un plasmón de superficie de 

propagación (PSP) en la interfase (Traducido y Adaptado de H. Nguyen 2015). 

2. Resonancia de plasmon superficial 

 

La técnica de SPR es una de las más utilizadas para determinar la afinidad y los 
parámetros cinéticos durante la unión de dos moléculas sin necesidad de un marcado (lo 
que en inglés se denomina label-free). Esta técnica óptica mide los cambios del índice de 
refracción en las proximidades de capas metálicas delgadas (películas de oro, plata o 
aluminio) en respuesta a interacciones biomoleculares. 

Primero, los agentes de captura, como anticuerpos, enzimas, péptidos y DNA, se 
inmovilizan en la superficie del SPR. Luego la solución de muestra puede fluir a través de 
dicha superficie.  

Los cambios en el ángulo de SPR (ver figura 23), que es el ángulo de reflectividad mínima, 
se pueden determinar variando el ángulo de incidencia y registrando la intensidad de la 
luz reflejada durante las reacciones de unión biológica entre varias biomoléculas. 

 

 

 

 

 

La resonancia de plasmón superficial se produce cuando un fotón de luz incidente incide 
en una superficie metálica (normalmente una superficie de oro). En un cierto ángulo de 
incidencia, una parte de la energía luminosa se acopla a través del revestimiento metálico 
con los electrones de la capa superficial del metal, que luego se mueven debido a la 
excitación. Los movimientos de los electrones ahora se denominan plasmones y se 
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propagan paralelos a la superficie del metal. La oscilación del plasmón, a su vez, genera 
un campo eléctrico cuyo rango es de alrededor de 300 nm desde el límite entre la 
superficie del metal y la solución de muestra. En la configuración de un biosensor SPR 
comercial, la luz incidente se emplea utilizando un prisma de vidrio de alto índice 
reflectante. El ángulo SPR definido, en el que se produce la resonancia, depende del 
índice de refracción del material cerca de la superficie del metal. Cuando hay un pequeño 
cambio en el índice de reflexión del medio sensor (por ejemplo, a través de la unión de 
una biomolécula), no se puede formar plasmón. De este modo, la detección se logra 
midiendo los cambios en la luz reflejada obtenidos en un detector. Normalmente, un 
biosensor SPR tiene un límite de detección del orden de 10 pg/mL. 

 

 

 

En los biosensores SPR, las moléculas sonda (es decir las de captura) se inmovilizan en 
la superficie del sensor (ver figura 24). Cuando la solución de las moléculas blanco entra 
en contacto con la superficie, se produce una unión sonda-blanco lo que induce un 
aumento en el índice de refracción en la superficie del sensor SPR.  En los experimentos 

Figura 24: Diseño del chip de reconocimiento. Espectro de luz reflejada antes (A) y después del cambio 

del índice de refracción (B), seguido de cambios en el índice de refracción causados por las interacciones 

moleculares en el medio de reacción. Elementos de biorreconocimiento de analitos que se unen a la 

superficie del sensor SPR (C) (Traducido y Adaptado de H. Nguyen 2015). 
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de SPR, se utilizan unidades de resonancia o respuesta (RU) para describir el cambio de 
señal, donde 1 RU equivale a un cambio de ángulo crítico de 10 −4 grados. Con esta 
técnica, la constante de asociación (kon) durante la fase de unión, la tasa de disociación 
(koff) cuando las moléculas objetivo se eliminan del flujo continuo mediante lavado con 
tampón, y otros parámetros relacionados a la cinética de la interacción pueden 
determinarse mediante SPR (H. Nguyen 2015).    

 

3. Bioinformática estructural y dinámica molecular de ADN 

 

Lograr alcanzar una compresión a nivel molecular de la interacción entre los aptámeros 

y el receptor, requiere del conocimiento de la estructura molecular 3D con detalle 

atómico. Ese conocimiento puede alcanzarse usando técnicas de Resonancia Magnética 

Nuclear de protones (1H-RMN), cristalización y difracción de Rayos-X, o usando métodos 

de la bioinformática y química computacional. Estos últimos resultan muy convenientes 

para predecir la estructura molecular por su bajo costo frente a las otras dos técnicas que 

son muy caras y que requieren de expertos en ácidos nucleicos (la mayoría de los grupos 

del mundo trabajando en RMN o Rayos-X centran sus esfuerzos en la elucidación de la 

estructura de proteínas (P. Dans 2016).  

Sin embargo, predecir la estructura tridimensional de un ácido nucleico a partir de la 

secuencia es un desafío que requiere de la integración de varias modelos y herramientas 

teóricas y computacionales. Típicamente, la obtención de una estructura 3D y el 

conocimiento sobre su flexibilidad requiere de varias etapas concatenadas que implican: 

i) predecir la estructura secundaria; ii) predecir una primera aproximación a la 

estructura 3D; iii) llevar cabo simulaciones de dinámica molecular. 

 

3.1 Predicción de la estructura secundaria de oligonucleótidos 

 

El estudio de las estructuras 2D comenzó a finales de la década de los ochenta cuando M. 

Zuker desarrolla un algoritmo recursivo para atacar el problema del plegamiento de 

moléculas de ARN a partir de la secuencia (M. Zuker 1989). Dicho algoritmo se base en 

parámetros termodinámicos sobre los apareamientos canónicos, la formación de 

horquillas y loops internos. A finales de la década de los noventa se desarrolla un 

programa llamado mfold que permite predecir la estructura 2D de moléculas de ADN 

utilizando los datos termodinámicos aportados por J. SantaLucia (J SantaLucia 1998). 

Otra alternativa para ADN/ARN, que incluye una etapa de minimización de la energía, se 

conoce como RNAstructure y cuenta con parámetros específicos para predecir pseudo-

nudos (Z. Xu et al. 2016). La suite de programas ViennaRNA cuenta con un programa 

denominado RNAfold que también permite la predicción secundaria de moléculas de 

ADN (R. Lorenz 2011). 
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Estos servidores brindan, además de una representación gráfica de la estructura 

mostrando el plegamiento 2D, un archivo en formato texto dónde la estructura 2D está 

descripta usando el llamado formato VIENNA o notación de dot-brackets (A. Gruber 

2008). Cómo puede verse en la Figura 25, las bases se representan con un paréntesis o 

un punto según se encuentren en regiones que están apareadas con una doble hebra 

canónica (stem) o se encuentran desapareadas (loops, horquillas, etc.), respectivamente. 

 

 

 

 

 

Esta notación en formato VIENNA es importante para la predicción de una estructura 

inicial en 3D, ya que los programas disponibles para tales fines usualmente toman como 

datos de entrada la secuencia y la información sobre la estructura secundaria. 

 

 

3.2 Predicción de estructuras terciarias de oligonucleótidos 

 

 

Inicialmente los predictores de estructuras tridimensionales estaban centrados en la 

predicción de moléculas de RNA (P. Dans et at. 2018, P. Dans 2022). En la actualidad 

sigue habiendo significativamente más desarrollos para la predicción de la estructura 3D 

de ARN que ADN. Sin embargo, existen algunas alternativas para ADN que toman como 

Figura 25: plegamiento de una molécula de ssARN. Izquierda: Ejemplificación de la estructura 

secundaria adoptada por una secuencia de ARN de simple cadena. Derecha: se muestra la secuencia 

nucleotídica y la notación en formato VIENNA que permite observar en forma de texto cuales bases se 

encuentran apareadas y cuales sin aparear. 
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punto de partida la secuencia y la topología de la estructura segundaria. En la mayoría 

de los casos, se divide la estructura secundaria en fragmentos y luego el algoritmo busca 

en un diccionario de elementos 3D aquellos fragmentos que mejor coincidan con la 

estructura de interés. El modelo 3D es construido por un montaje de elementos 3D 

seleccionados y luego se refina la estructura 3D final mediante la minimización de la 

energía interna. Estas predicciones iniciales 3D no suelen ser muy exactas, pero son un 

buen punto de partida para simulaciones de dinámica molecular dónde se pueda agregar 

las condiciones de laboratorio (temperatura, presión) y hasta reproducir el buffer 

utilizado. 

Varios de estos servidores brindan más de una estructura tridimensional posible al igual 

que los predictores 2D. 3dDNA (Y. Zhang et al. 2022) y RNAcomposer (R. Das et al. 2022) 

son dos ejemplos que funcionan con ADN. El resultado final es una o varias estructuras 

con sus coordenadas x, y, z en un archivo en formato PDB (M. Biesiada 2016). 

 

 

3.3 Dinámica molecular de ADN 

 

 

La dinámica molecular es una técnica que se basa en propagar a lo largo del tiempo las 

ecuaciones de newton de la cinemática para un conjunto de esferas (representan los 

átomos) unidas por resortes (representan los enlaces covalentes). Las esferas tienen 

carga y parámetros de van der Waals que permiten modelar las interacciones no-

enlazantes, incluyendo puentes salinos, enlaces de hidrógeno, efecto de apilamiento, etc. 

Las esferas también tienen cierta valencia asignada y estados de hibridación (sp, sp2, 

sp3) que dan cuenta de la química de los átomos más comunes que se encuentran en los 

sistemas biológicos (C, N, O, H, Fe, Mg, etc.) (M. Badar 2022).   

Para poder propagar las ecuaciones de la cinemática y poder predecir cómo se 

desplazarán los átomos de la molécula en un tiempo t+Δt, es necesario calcular las 

fuerzas ejercidas sobre cada átomo del sistema. Si se conocen las fuerzas y se usa un paso 

de tiempo lo suficientemente pequeño para asegurar microreversibilidad (típicamente 1 
a 4 fs), es posible construir una trayectoria clásica que representa cómo se mueven los 

átomos de una molécula (y la molécula como un todo) sobre una cierta superficie de 

energía potencial (D. Frenkel 2002) (ver figura 26).  
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Como la fuerza se puede calcular como la derivada parcial de la energía interna en 

función de las posiciones de los átomos, si se cuenta con una función que permite 

determinar la energía interna molecular el problema estaría resuelto. Dicha función se 

denomina Hamiltoniano y es parte fundamental de lo que llamamos un campo de fuerza. 

Un campo de fuerza se compone por una serie ecuaciones que permiten relacionar las 

posiciones de los átomos con la energía, un conjunto de parámetros (como las cargas 

parciales atómicas) y los llamados tipos de átomos. El tipo de átomo permite distinguir 

y aplicar parámetros diferentes a un O que pertenece a un grupo alcohol o a un carbonilo.  

Por ejemplo, existe un tipo de átomo para C formando simples, dobles y triples enlaces 

con otro C, o con N, o simplemente con H, etc. En los campos de fuerza clásicos para el 

estudio de biomoléculas se suele usar como Hamiltoniano una suma de términos 

harmónicos (ver figura 27) (D. Case 2023).  

 

Figura 26: Propagación de las ecuaciones de Newton a lo largo del tiempo. Esquema de las etapas 

necesarias para obtener las posiciones y velocidades de un sistema molecular (formado por esferas 

rígidas unidas por resortes), usando un paso de tiempo (Δt) lo suficientemente pequeño cómo para 

asegurar micro-reversibilidad (condiciones de equilibrio). La energía interna del sistema que se necesita 

para calcular las fuerzas se obtiene del campo de fuerza (D. Frenkel 2002). 



 
 

 
53 

 

 

Para iniciar una simulación de dinámica molecular se necesita una estructura inicial que 

puede ser tomada del PDB o puede provenir de una predicción como las mencionadas en 

la sección anterior.  

La dinámica resulta fundamental para refinar las interacciones moleculares internas y 

con el solvente, reproduciendo las condiciones de temperatura, presión y buffer usadas 

en el SELEX. Además de optimizar las interacciones, estas simulaciones permiten 

muestrear el espacio conformacional, tener una idea de los sub-estados 

conformacionales que el aptámero puede adoptar y analizar en detalle su flexibilidad. 

Hoy en día, lo que se considera estándar para moléculas del tamaño de los aptámeros es 

propagar las ecuaciones hasta alcanzar la escala de los microsegundos, usando el campo 

de fuerza estado del arte PARMBSC1 para representar al ADN (I. Ivani et al. 2015). 

PARMBSC1 ha demostrado ser capaz de producir estructuras de ADN indiferenciables de 

las que se obtienen experimentalmente por rayos-X o RMN (P. Dans et al. 2017). También 

se debe especificar un campo de fuerza para los iones, el agua, elegir un termostato y un 

baróstato, entre otros aspectos que se especifican en los Materiales y Métodos. 

 

Figura 27: Hamiltoneano de energía clásico. El cálculo de la energía interna molecular en función de 

las posiciones de los átomos se obtiene sumando términos para las interacciones enlazantes (enlaces, 

ángulos, diedros) y no enlazantes (van der Waals y electróstica). Para los enlaces y ángulos se usan 

términos armónicos, para las fuerzas de van der Waals el potencial de Lennard-Jones y para la 

electrostática la ecuación de Couloumb. El término denominado diedros se usa para corregir inexactitudes 

de los campos de fuerza por las aproximaciones que se toman, y los impropios permiten controlar la 

planaridad y quiralidad de varios grupos químicos (D. Case 2023). 
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3.4 Herramientas de Docking Molecular 

 

Las herramientas de docking sirven para predecir los posibles modos de unión de dos 

moléculas. Puede tratarse de dos macromoléculas o también es usual que uno de los 

componentes sea un pequeño ligando, como un fármaco. Los programas dedicados a 

macromoléculas que realizan este tipo de predicciones por lo general pueden predecir 

interacciones proteína-proteína y proteína-ácido nucleico a partir de dos estructuras 

tridimensionales en formato PDB (P. Agu 2023). Estos algoritmos pueden generalmente 

ajustarse para hacer búsquedas rápidas asumiendo que ambas moléculas son rígidas 

(docking rígido) y una vez encontradas las regiones de ambas moléculas que mejor se 

complementan en base a forma, volumen, superficie y carga, refinar la búsqueda 

agregando cierto grado de flexibilidad en los ligandos. Las distintas poses que el ligando 

puede adoptar dado el receptor son evaluadas usando una función de puntaje. 

Generalmente, para mantenerse del lado de la química, que es terreno conocido, la 

función de puntaje tiene en cuenta la atracción/repulsión que proviene de las cargas 

(usando la ecuación de Coulomb) o de las interacciones de van der Waals (usando la 

ecuación de Lennard-Jones). La superficie accesible al solvente suele ser otro parámetro 

usado para generar un puntaje de las mejores poses. Algunos programas presentan esos 

puntajes reportándolos como energías, cuánto más negativo el valor más favorable es 

esa pose. HADDOCK (F. Ambrosetti 2023) y HDOCK (P. Agu 2023), son dos de esos 

programas disponibles gratuitamente para hacer docking proteína-ácido nucleico de 

forma rápida a través de un servidor web. Cuando se usan los servidores web (que 

funcionan en gran medida como una caja negra, dónde sólo se pueden definir unas pocas 

variables), una manera posible de introducir cierto grado de flexibilidad en las hipótesis 

de unión que se van a generar es elegir de la dinámica molecular algunas conformaciones 

3D representativas de la flexibilidad de la molécula y hacer docking partiendo de cada 

una de ellas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
55 

C. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO 

 

1. Hipótesis 

 

Los aptámeros seleccionados mediante SELEX contra el receptor HER2, que mostraron 

resultados preliminares prometedores, tienen por si solos efectos citotóxicos en células 

tumorales que sobreexpresen el receptor. Más allá de los efectos citotóxicos posibles, los 

aptámeros se unen con alta afinidad a la porción extracelular de HER2. La caracterización 

estructural y dinámica permite determinar la forma de los aptámeros en 3D y cómo 

interactúan a nivel molecular con el receptor. 

 

 

2. Objetivo general  

 

Usando un enfoque interdisciplinario, aplicar un conjunto de métodos experimentales y 

teóricos que permitan evaluar los aptámeros F17, F21, F23 y F30 como posibles agentes 

de terapia o diagnóstico para tumores en cáncer de mama que sobreexpresen HER2. 

 

 

3. Objetivos específicos 

 

1. Realizar ensayos de viabilidad en células que sobreexpresan el receptor HER2 
(línea celular BT474) y comparar los resultados con células con niveles basales 
(línea celular MDA-MB-231) para evaluar la capacidad citotóxica de los 4 
aptámeros mencionados. 

 

2. Evaluar la afinidad de los cuatro aptámeros por la porción extracelular del 
receptor HER2 mediante la técnica de resonancia de plasmon superficial. 

 

3. Caracterizar desde el punto de vista molecular la estructura y la flexibilidad de 
los 4 aptámeros seleccionados y predecir su modo de unión a la porción 
extracelular del receptor HER2. 
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D. MATERIALES Y METODOS 

 

1. Ensayos de viabilidad celular 

 

Para los ensayos de viabilidad celular se utilizaron los siguientes reactivos y materiales: 

Línea celular BT474 (ATCC); línea celular MDA-MB-231 (ATCC); medio RPMI 1640 

(Capricorn); Suero fetal bobino (SFB) (Capricorn); Tripsina (Capricorn); PBS 

(Capricorn); frascos T25 y T75 (Nest); placas de 96 pocillos (CellStar y Nest); pipetas de 

5 y 10 mL (Nest); CellTiter 96® (Promega); Aptámeros F17, F21, F23, F30 modificados 

en extremo 3’ con un grupo aminohexilo (obtenidos de IDT); Aptámeros F17, F21, F23, 

F30 modificados en el extremo 5’ con un grupo aminohexilo (obtenidos de IDT; 

anticuerpo trastuzumab, Herceptin (Roche®);  H2O mQ autoclavada. 

 

Los equipos utilizados para los ensayos fueron: 

Incubadora de CO2 (Biobase bjpx-C80); Microscopio de contraste de fases (Labomed 

TCM 400); Centrifuga (Thermo Scientific Sorvall ST 8R); cámara de flujo laminar vertical 

(Holten LaminAir 1.5); lector de placas TECAN Infinite® F50; lector de placas Thermo 

electron corporation VarioskanTM. 

 

Previo al inicio de los ensayos se resuspendieron los liofilizados de cada uno de los 

aptámeros mencionados en H2O mQ autoclavada, llevándolos todos al volumen 

necesario para una concentracion final de 10 µM. El volumen requerido estuvo 

determinado por la masa de aptámero disponible en el liofilizado. 

 

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizados en placas de 96 pocillos tratadas para 

cultivo celular. Se realizaron dos tipos de ensayos: 

1- Ensayos comparativos para evaluar la capacidad citotóxica entre los 
diferentes aptámeros modificados en diferentes extremos. 

2- Ensayos IC50 para evaluar la capacidad citotóxica del aptámero que 

presento mayor citotóxica. 
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Se realizaron estos ensayos en dos líneas celulares en paralelo, la línea celular BT474, 

como se ve en la figura 28, caracterizada por la sobreexpresión de receptor HER2 (++++) 

y que es una línea celular aislada de un carcinoma ductal invasivo sólido.  

Esta línea fue crecida en frascos T25 en medio RPMI 1640 SFB 10% hasta llegar a 

confluencia (90% de la superficie del frasco cubierta por células aproximadamente) para 

luego realizar los plaqueo necesarios. 

La segunda línea celular utilizada fue la línea MDA-MB-231 como se ve en la figura 28, 

que es una línea celular aislada de un adenocarcinoma de mama que expresa una 

cantidad basal de receptor HER2 (+).  

Esta línea fue crecida en frascos T25 en medio RPMI 1640 SFB 10% hasta llegar a 

confluencia (90% de la superficie del frasco cubierta por células aproximadamente) para 

luego realizar los plaqueo necesarios. 

 

  

 

Se pusieron a punto varias condiciones para los ensayos (ver tablas 7 y 8), variando el 

número de células plaqueadas, entre ellas, el tiempo de crecimiento de las células, la 

concentración de los fármacos, tiempo de incubación con los fármacos y el tiempo de 

medición post agregado el reactivo MTS (ver figura 29). 

Figura 28: Cultivos celulares de las líneas utilizadas vistos bajo microscopio de contraste de fases. 
Cultivo celular de la línea BT474 (A) y de la línea celular MDA-MB-231 (B) 
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1.1 Ensayos comparativos 

 

Se realizaron ensayos de MTS comparativos utilizando los aptámeros modificados con 

un grupo aminohexilo en el extremo 3’ y los modificados en el extremo 5’ con el mismo 

aminohexilo. 

A pesar de que la secuencia de los aptámeros modificados en 3’ y 5’ son las mismas, el 

hecho de estar modificados en extremos diferentes puede significar que la molécula 

presente cambios estructurales y cambios en la estructura final. Por eso la misma 

secuencia modificada en un extremo u otro son considerados fármacos diferentes. 

Como control positivo se utilizó el anticuerpo monoclonal Trastuzumab (Herceptin®) a 

la misma concentración que los aptámeros. Este mAb fue usado como control positivo ya 

que es utilizado en el tratamiento de cáncer de mama que sobreexpresa HER2 por su 

capacidad citotóxica. 

Como control negativo se utilizó H2O mQ autoclavada y aptámeros anti-HER2 fueron 

previamente caracterizados por otros grupos de investigación y que se sabía que no 

presentaban citotoxicidad sobre estas líneas celulares. 

Las células se incubaron en estufa de CO2 5% a 37 C durante 72 h. La incubación con los 

fármacos se realizó durante una hora. Luego se procede a agregar el reactivo MTS e 

incubar en estufa de CO2 5% a 37 C durante 1 hr. Se realizo la primera medición en TECAN 

a 492 nm luego de 1 hora de agregado el reactivo MTS, a las 4 h y las 24 h. 

Previo a la incubación de los aptámeros con las células se reestructuraron los aptámeros 

a 95 °C durante 10 minutos para separar los oligonucleótidos en solución y así quedar 

en su forma abierta para luego ponerlos en hielo y generar un shock térmico durante 10 

Figura 29: Reacción química llevada a cabo por enzimas deshidrogenasas en el reactivo MTS 
(Molécula a la izquierda de la reacción). Generación de Formazan (Molécula de la derecha de la 
reacción) por enzimas deshidrogenasas que se localizan en las mitocondrias celulares. 
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min. Este cambio brusco de temperatura genera que el aptámero se cierre y se pliegue 

sobre sí mismo.  

Este proceso debe ser llevarse a cabo cada vez que se realiza un ensayo in vitro con 

aptámeros, por lo que también fue realizado en los ensayos posteriores. 

 

 

 

 

 

 

El diseño de la placa de los ensayos comparativos constó de sextuplicados para cada 

tratamiento. Los bordes de la placa de 96 pocillos fueron llenados con 100 µL de blanco, 

compuesto por 90 µL de medio RPMI 1640 sin SFB + 10 µL de H2O. El blanco fue utilizado 

luego para el procesamiento de los datos y, no menos importante, para evitar la 

evaporación del medio en los pocillos donde se encontraban las células sembradas (ver 

figura 30). 

 

Tabla 7: Variables modificadas en distintos ensayos comparativos. Se ven en la primera columna las 

variables que fueron modificadas y en la segunda y tercera columna los valores utilizados para las líneas 

celulares BT474 y MDA-MB-231 respectivamente. 
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Posterior a la lectura de la absorbancia a 492 nm en el lector de placas, se procedió a 

realizar el procesamiento de los datos. 

Primero de cálculo el promedio de los valores de absorbancia de los pocillos de los 

blancos y el promedio de la absorbancia de los pocillos del control negativo (células sin 

tratar en verde de la figura 30). 

Una vez obtenidos estos resultados, se procedió a calcular el porcentaje de células viables 

por pocillo de la siguiente forma: 

 

% 𝑫𝑬 𝑪𝑬𝑳𝑼𝑳𝑨𝑺 𝑽𝑰𝑨𝑩𝑳𝑬𝑺 𝑷𝑶𝑹 𝑷𝑶𝑪𝑰𝑳𝑳𝑶

=
𝑨𝒃𝒔 𝒑𝒐𝒄𝒊𝒍𝒍𝒐 𝒑𝒓𝒐𝒃𝒍𝒆𝒎𝒂 − 𝑨𝒃𝒔 𝒑𝒐𝒄𝒊𝒍𝒍𝒐 𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐

𝑨𝒃𝒔 𝑪𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒗𝒐 − 𝑨𝒃𝒔 𝒑𝒐𝒄𝒊𝒍𝒍𝒐 𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄𝒐
 

 

Figura 30: Diseño de la placa de 96 pocillos para los ensayos comparativos. En los bordes de los pocillos se 

observa el blanco. De izquierda a derecha de observa primero el control positivo Trastuzumab (TMZ (C+)), 

seguido por los aptámeros modificados en el extremo 5’ en gradiente de azules de más claro a más oscuro, 

seguido por los aptámeros modificados en el extremo 3’ (con el mismo patrón de coloración que los 

anteriores) y por último en verde el control negativo con agua (H2O (C-)). 
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Finalmente se calculó el promedio de los porcentajes de células viables para cada 

tratamiento (sextuplicados) y el correspondiente desvió estándar para cada uno. 

 

1.2 Ensayos de citotoxicidad 

 

Para los ensayos de citotoxicidad, cuyo fin fue evaluar el IC50 (concentracion a la cual el 

50% de las células se encuentran muertas) se evaluaron diferentes concentraciones 

realizando triplicados o cuatriplicados de cada concentración para poder obtener 

promedios significativos. Se realizaron diferentes esquemas en la utilización de los 

fármacos. 

Fueron realizadas diluciones seriadas en la placa de 96 pocillos. También fueron 

realizados ensayos utilizando diluciones seriadas de los fármacos preparadas en tubos 

eppendorf y por último distintas diluciones preparadas en tubos eppendorf, pero a partir 

del stock de aptámero, realizando diferentes tomas. 

El control positivo que se utilizo fue Trastuzumab y como control negativo se utilizó H2O 

mQ estéril autoclavada al igual que los ensayos comparativos. 

 

 

 

Los diseños de la placa de los ensayos de citotoxicidad para calcular el índice IC50 

constaron de triplicados o cuatriplicados para cada concentración diferente de 

aptámero. Los bordes de la placa de 96 pocillos fueron llenados con 100 uL de blanco (90 

µL de medio RPMI 1640 sin SFB + 10 µL de H2O) Medio RPMI utilizado luego para el 

Tabla 8: variables modificadas en distintos ensayos de IC50. Se muestran en la primer columna las 

variables que fueron modificadas y en la segunda y tercera columna los valores utilizados para las líneas 

celulares BT474 y MDA-MB-231 respectivamente.  
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procesamiento de los datos y, no menos importante, para evitar la evaporación del medio 

en los pocillos donde se encontraban las células sembradas (ver figura 31). 

 

 

El procedimiento para procesar los datos de absorbancia obtenidos para esta placa fue 

exactamente igual que en el de los ensayos comparativos. 

 

2. Resonancia de plasmón superficial 

 

Para los ensayos de SPR se utilizaron los siguientes reactivos y materiales: 

 

Aptámeros F17, F21, F23, F30 modificados en extremo 3’ con un grupo aminohexilo y los 

mismos aptámeros modificados en el extremo 5’ con el mismo grupo funcional. 

Aptámeros F17, F21, F23, F30 sin modificaciones en los extremos; Aptámero HB5; chip 

CM5 derivatizado con estreptavidina; porción extracelular del receptor HER2 con un 

streptag en la porción C-terminal (YCP5458); Buffer Hepes Salino adicionado con 1mM 

MgCl2 y 0.005% Tween20; Herceptin (Roche®). 

Los equipos utilizados para estos ensayos fueron: Liofilizador (Biobase BK-FD10PT); 

equipo de SPR Biacore instituto Pasteur (IP) Montevideo, Uruguay.  

En primer instancia se realizaron diluciones de cada uno de los aptámeros mencionados 

en los materiales para llegar a una concentración final de 2 nM de cada uno.  

Figura 31: Diseño de la placa de 96 pocillos para los ensayos de citotoxicidad. En los bordes de los pocillos se 

observa el blanco. De izquierda a derecha de observa primero el control negativo en verde, con agua (H2O (C-

)), seguido por concentraciones crecientes del aptámero F21 de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha. 

Por último, en positivo en rojo Trastuzumab (TMZ (C+)). 
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De igual forma se realizaron diluciones para llegar a la misma concentración del receptor 

HER2 modificado con streptavidina.  

Estas muestras fueron liofilizadas durante 24 h para extraer el solvente en el que se 

encontraban, en este caso H2O mQ autoclavada. 

Una vez obtenido el liofilizado se resuspendieron las muestras en el Buffer Hepes Salino 

adicionado con 1mM MgCl2 y 0.005% Tween20. Los aptámeros fueron reestructurados 

a 95°C durante 10 minutos y luego puestos en hielo para shock térmico. 

En el Instituto Pasteur de Montevideo, el personal a cargo del equipo de SPR se encargó 

de la preparación del chip CM5 derivatizado con estreptavidina y la sensibilización con 

el receptor HER2 modificado con un streptag en la porción C-terminal tal como se 

muestra en la figura 32. Esto genera direccionalidad y a su vez la posibilidad de regenerar 

el sistema para volver a ser utilizado 

En esta etapa comienza el ensayo y luego de la primer medición de difracción del haz de 

luz policromático sobre el prisma luego de haber unido el receptor HER2-Streptag al 

chip, se agregan las muestras de interés, es decir los aptámeros F17, F21, F23, F24, F30 

y el aptámero HB5. Luego se agregó solvente de menor a mayor concentración para 

separar las muestras del receptor HER2 y poder medir el cambio en el índice de 

refracción sobre el prisma que eventualmente es medido en unidades de respuesta en 

función del tiempo en minutos. 

 

 
Figura 32: Estrategia para la realización del ensayo de SPR. Esquematización de la unión de la 

proteína recombinante HER2 con su streptag, unida a la estreptavidina que se conjuga al chip CM5. Esta 

técnica genera direccionalidad y permite la reutilización del chip luego de cada muestra de aptámero 

eluida. 
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3. Análisis bioinformático y modelado molecular 

 

Para la caracterización estructural y dinámica de los aptámeros usando herramientas 

bioinformáticas y modelado molecular se trabajó en Linux en los servidores de cálculo 

del grupo de Biofísica Computacional que cuenta con GPUs modelos RTX 3080, 3090 y 

4080. 

 

3.1 Predicción de estructuras secundarias de oligonucleótidos 

 

Para el estudio de las estructuras 2D se recurrió inicialmente a tres programas: mfold, 

RNAstructure y RNAfold y se realizaron las predicciones para los cuatro aptámeros en 

estudio. Los tres servidores permiten la selección de varios parámetros bajo los cuales 

se realiza la predicción. Para todos los casos se fijó la concentración a 1 M de Na+ Cl- a una 

temperatura de 37°C. Para mfold y RNAstructure se determinó en 10 el número máximo 

de estructuras a predecir, mientras que RNAfold solo arroja una única estructura 

secundaria posible. En todos los casos se seleccionó, entre la opción molécula lineal o 

circular, la opción lineal. La estructura secundaria se puede clasificar en motivos 

estructurales como los que se muestran en la Figura 32. Las regiones apareadas según 

Watson-Crick se encuentran en los “tallos” (stem en inglés), los cuales están intercalados 

por horquillas (hairpin en inglés), protuberancias (Bulge en inglés), uniones (junction en 

inglés), etc. Estos servidores arrojan más de una estructura posible junto a una energía 

asociada al ΔG. Cuanto más negativa es la energía, más estable es la estructura predicha. 

Esto ayuda a elegir entre las distintas soluciones que brindan los programas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: posibles motivos estructurales encontrados en estructuras secundarias. En rosa se 

observa una protuberancia, en verde unión más conocidas por su nombre en inglés como junction, en 

violeta los tallos más conocidos por su nombre en inglés como stems, en azul oscuro extremos colgantes, en 

amarillo bucles internos más conocidos por su nombre en inglés como loops internos y en celeste horquillas 

más conocidas por su nombre en inglés como hairpin. 
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3.2 Predicción de estructuras terciarias para oligonucleótidos 

 

Para la obtención de los archivos PDB con las estructuras 3D iniciales se utilizaron dos 

aproximaciones: 3dDNA y RNAcomposer. El primero permite trabajar con ADN, mientras 

que RNAcomposer solo acepta secuencias de ARN. Para poder usarlo, hay que cambiar 

las T por U en la secuencia y no olvidarse volver a las T cuando se haga la predicción 3D 

(la corrección en 3D se hace editando el archivo PDB en modo texto, ver más abajo). En 

esta etapa se debe contar con la secuencia lineal del aptámero y la representación de la 

estructura secundaria en formato VIENNA. Estos servidores están accesibles en 

http://biophy.hust.edu.cn/new/3dRNA y https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/, 

respectivamente. 

 

3.3 Dinámica molecular de ADN: 

 

Una vez obtenidos los archivos PDB con las estructuras tridimensionales de los 

aptámeros y sus posibles conformaciones se procesaron los archivos PDB como archivos 

de texto, con un editor de texto tradicional. En las predicciones 3D iniciales arrojadas por 

RNAcomposer hay que volver a hacer la conversión ARN a ADN. Por lo tanto, se tuvo que 

modificar los archivos PDB eliminando los grupos hidroxilo (OH) en las ribosas para así 

obtener el azúcar desoxirribosa y reemplazar los hidrógenos (H) en el carbono 5 de los 
uracilos por grupos metilo (CH3) para así transformar los uracilos en timinas. De esta 

forma se vuelve a la forma DNA de los aptámeros y se pueden realizar los estudios de 

dinámica molecular. El programa tleap, parte de la suite AMBER22 (D. Case 2023) se 

utilizó para asistirnos en la conversión de ARN a ADN. También se utilizó tleap para 

generar la topología que requiere AMBER para poder hacer una simulación. Así se 

obtuvieron los archivos: 

- prmtop:  Contiene la topología molecular y los parámetros del campo de fuerza 

que son necesarios para el sistema específico que se va a simular. 
 

- rst7: Contiene las coordenadas de los átomos de la molécula, velocidades 
(opcional) y las dimensiones de la caja de simulación y su forma. 

Luego de minimizar, termalizar y equilibrar por 50 ns la estructura del aptámero F21, se 

llevaron a cabo 3 simulaciones de dinámica molecular de producción. Se hizo una 

simulación libre durante 500 ns a 25ºC que se utilizó para caracterizar la flexibilidad del 

aptámero, llevando a cabo un análisis de dinámica esencial. Finalmente, del análisis 

visual con VMD (W. Humphrey 1996) de la trayectoria de producción se escogió una 

estructura representativa para llevar a cabo los experimentos de docking (ver más 

abajo). En todos los casos se usó PARMBSC1 para caracterizar al ADN (Ivani et al, Nature 

Methods, 2016), el solvente usado fue TIP3P (en una caja octaédrica de 10 Å alrededor 

del aptámero) (S. Boonstra 2016), y el aptámero fue neutralizado con Na+ (se aplicaron 

los parámetros de Cheatham para iones divalentes) (I. Joung 2008). Para correr la 

http://biophy.hust.edu.cn/new/3dRNA
https://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/
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simulación se usó el módulo pmemd.cuda (J. Harris 2022) de AMBER22 que corre sobre 

las tarjetas gráficas de los servidores de cálculo, llamadas GPU. 

Las trayectorias obtenidas fueron analizadas con cpptraj de AMBER22 para calcular por 

ejemplo el RMSD (desvío cuadrático medio, del inglés Root Mean Square Deviation) de 

las posiciones de cada átomo durante la simulación respecto a la estructura de partida. 

También se usó VMD como herramienta de análisis visual. Se analizó por ejemplo la 

conservación de los enlaces de hidrógeno de Watson-Crick en los segmentos de doble 

hebra en forma B. 

 

3.4 Herramientas de Docking molecular 

 

Para generar hipótesis sobre la unión entre las estructuras obtenidas de la dinámica 

molecular y la molécula diana, que en este caso es la porción extracelular del receptor 

HER2, se debe contar con la estructura del receptor en formato PDB. Para eso se realizó 

una búsqueda de todas las estructuras de HER2 disponibles en el Protein Data Bank. 

Se utilizaron dos filtrados de búsqueda. Uno solo con las siglas HER2 y otro con las siglas 

HER2 y ERBB2. Con estas palabras claves se encontraron 26 estructuras. Muchas de las 

estructuras se encuentran unidas a complejos proteicos como anticuerpos, péptidos y 

otros compuestos moleculares. De este modo, las 26 estructuras se procesaron con el fin 

de eliminar cualquier componente que no fuera la porción extracelular del receptor de 
interés. Se procedió luego a alinear las estructuras usando el programa Pymol. Este 

programa permite realizar un alineamiento de las secuencias aminoacídicas y 

superponer las estructuras en la misma posición en los ejes X, Y y Z. 

El alineamiento realizado en pymol se bajó en formato jvp. para luego fue analizarlo con 

más detalle usando el visualizador Jalview. De dicho alineamiento se descartaron 21 

estructuras y se volvieron a alinear y analizar los 5 restantes. Finalmente se seleccionó 

la estructura con código PDB 6J71 para llevar a cabo los experimentos de docking 

molecular.  

Para realizar el docking se debe procesar el archivo PDB seleccionado agregando en este 

caso los protones (en las estructuras que provienen de difracción de rayos-X no están 

determinadas las posiciones de los átomos de H, ya que no se observan). Para calcular el 

estado de protonación correcto de los residuos de HER2 a pH 7, se utilizó el servidor H++ 

(https://wenmr.science.uu.nl/), fijando la constante dieléctrica interna a 4 para las 

proteínas (A. Cuervo 2014). Los experimentos de unión se llevaron a cabo online usando 

el algoritmo de docking rígido-rígido implementado en HDOCK Server 

(http://hdock.phys.hust.edu.cn/) usando las opciones por defecto. 

 

 

 

https://wenmr.science.uu.nl/
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
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E. RESULTADOS 

 

1. Ensayos de viabilidad comparativos 

 

1.1 Resultados para la Línea celular BT474 (++++) 

 

El gráfico que se observa a continuación muestra el porcentaje de células viables vs los 

aptámeros a una concentración final por pocillo de 1 uM. Se observa el control negativo 

en verde a la izquierda del gráfico y los diferentes aptámeros a continuación. De 

izquierda a derecha se graficó primero los aptámeros modificados en el extremo 5’, luego 

los aptámeros modificados en el extremo 3’ y por último en rojo se observa el control 

positivo Trastuzumab que se sabe que inhibe la proliferación celular. 

El reactivo MTS metabolizado a formazan y es expulsado por las células vivas para luego 

medir la coloración en un lector de placas a 492 nm y cuanto más reactivo MTS sea 

reducido a formazan y expulsado al medio de cultivo, mayor será la coloración y habrá, 

por ende, mayor número de células vivas en dicho pocillo. 

En forma general, cuando expusimos las células BT474 con alta expresión de HER2, se 

observó una disminución en la viabilidad celular en los pocillos con las células tratadas 

con fármacos en comparación con el control negativo (sin fármacos). Se vio una mayor 

capacidad citotóxica en los aptámeros modificados en el extremo 3’ en comparación con 

los aptámeros con la modificación en el extremo 5’ (ver figura 34).  

Dentro del grupo de los aptámeros modificados en el extremo 3’ se pudo observar una 

mayor capacidad citotóxica por parte del aptámero 3F21, seguido por el aptámero 3F23, 

3F17 y 3F30 respectivamente (ver figura 34). El control positivo Trastuzumab presentó 

una mayor disminución en la viabilidad celular que el resto de las condiciones. 

Los resultados mostrados corresponden a un tiempo de 24 horas de incubación con los 

aptámeros, luego de las cuales se agregó el reactivo MTS y se dejó incubando durante 1 

hora antes de realizar las medidas. 

Se realizó un análisis estadístico para confirmar que las diferencias observadas entre el 

control negativo y los fármacos son estadísticamente significativas en la línea BT474. 

Utilizando el ordinary one-way ANOVA en Graphpad, se observó un F (9, 50) = 5,45 y un 

p < 0,05. 

El análisis estadístico (ver figura 35) por t student entre el control negativo y el aptámero 

F21 modificado en el extremo 5’ mostró un t (5,52) = 3,45 y un p = 0,01. Para el aptámero 

F21 modificado en el extremo 3’ mostró un t (5,35) = 5,07 y un p = 0,003. Por último, 

para el control positivo Trastuzumab indicó un t (9,63) = 25,05 y un p < 0,0001.  

Los resultados observados muestran que la media del porcentaje de células viables para 

la línea BT474 fue mayor para el grupo Trastuzumab que para el aptámero F21 
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modificado en el extremo 5’, para el modificado en el extremo 3’ y para el grupo del 

control negativo. A su vez la media del porcentaje de células viables fue mayor para el 

aptámero F21 modificado en el extremo 3’ en comparación con el aptámero F21 

modificado en 5’ y el control negativo. 

 

 

 

 

 

Figura 34: Citotoxicidad mediada por drogas en línea celular BT474. Gráfico de barras mostrando 

el % de viabilidad celular para los aptámeros modificados en extremo 5’ azul de cuadrados chicos y 

modificados en extremo 3’ barras azules de cuadrados grandes. Control negativo (sin tratar) en verde y 

control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab (BT474). 

Figura 35: Media (±SD) del % de viabilidad celular para la línea BT474. Prueba t student; en verde 

se observa el control negativo, en azul (con rayas) el aptámero F21 modificado en el extremo 5’, en azul 

(con puntos) aptámero F21 modificado en el extremo 3’ y en rojo el trastuzumab. * diferencia significa 

con un p = 0,01 con respecto al control negativo. ** diferencia significa con un p = 0,003 con respecto al 

control negativo. **** diferencia significa con un p = 0,003 con respecto al control negativo. p < 0,0001. 
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1.2 Resultados para la Línea celular MDA-MB-231 (+) 

 

El gráfico que se observa en la figura 34 sigue el mismo diseño que el anterior con 

respecto al orden de los fármacos y los controles positivos y negativos. 

Para la línea celular MDA-MB-231 que tiene baja expresión del receptor HER2, no se 

logró observar diferencias entre los aptámeros modificados en ninguno de los dos 

extremos en comparación con el control sin fármaco. Tampoco se logra observar efecto 

citotóxico por parte del anticuerpo monoclonal Trastuzumab (control positivo) como era 

de esperar (ver figura 36). 

Al igual que en la BT474, los resultados mostrados corresponden a un tiempo de 24 horas 

de incubación con los aptámeros, luego de las cuales se agregó el reactivo MTS y se dejó 

incubando durante 1 hora antes de realizar las medidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Citotoxicidad mediada por drogas en línea celular MDA-MD-231. Gráfico de barras 

mostrando el porcentaje de viabilidad celular para los aptámeros modificados en extremo 5’ azul de 

cuadrados chicos y modificados en extremo 3’ barras azules de cuadrados grandes. Control negativo (sin 

tratar) en verde y control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab (MDA-MB- 231). 
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2. Ensayos de citotoxicidad 

 

2.1 Resultados para la Línea celular BT474 (++++) 

 

Para los ensayos de citotoxicidad, cuya finalidad era llegar a calcular el IC50, se graficó el 

porcentaje de células vivas en función de la concentración del aptámero F21. De derecha 

a izquierda se grafica primero el control negativo en verde sin tratar, luego 

concentraciones finales por pocillo de aptámero en orden ascendente desde 1,9 nM hasta 

1259 nM, con un total de 12 concentraciones diferentes y por último a la derecha se ve 

el control positivo con el mAb Trastuzumab. los resultados mostrados corresponden a 

un tiempo de incubación de 24 horas con las diferentes concentraciones de aptámero 

3F21, luego de las cuales se agregó el reactivo MTS y se dejó incubando durante 1 hora 

antes de realizar las medidas. 

En el caso de la línea celular BT474, se logró observar que el aumento de la concentración 

del aptámero 3F21 no genera ningún cambio significativo en el número de células viables 

entre las primeras siete concentraciones (1,9 nM hasta 125 nM). Cuando la 

concentración aumenta a partir de 250 nM hasta 1250 nM se comienza a observar una 

disminución en la viabilidad celular (ver figura 37). 

El mAb utilizado como control positivo, en concentraciones equivalentes a la penúltima 

concentración más alta de aptámero probado, muestra una mayor capacidad citotóxica 

que el resto de las condiciones, incluso mayor a la concentración más alta de 1250 nM. 

 

Figura 37: Citotoxicidad mediada por drogas en línea celular BT474. Gráfico de barras mostrando el 

porcentaje de viabilidad celular para el aptámero modificado en extremo 3’ F21 representado como 

gradiente de celesta a azul oscuro para concentraciones más bajas a más altas respectivamente. Control 

negativo (sin tratar) en verde y control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab. (BT474). 
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2.2 Resultados para la Línea celular MDA-MB-231 (+) 

 

En la figura 34 se observa el mismo diseño de gráfico que para el ensayo de citotoxicidad 

mencionado en la figura 33.  A diferencia de lo mencionado anteriormente, y 

coincidiendo con los ensayos comparativos entre los diferentes aptámeros, no se observa 

respuesta ni a altas ni a bajas concentraciones en la línea celular MDA-MB-231 por parte 

del aptámero 3F21 (ver figura 38). El control positivo (Trastuzumab) tampoco presento 

diferencias con el control negativo, como se esperaba por ser una línea celular con baja 

expresión del receptor HER2. Al igual que en la línea celular BT474 los resultados 

mostrados corresponden a un tiempo de incubación de 24 horas con las diferentes 

concentraciones de aptámeros 3F21, luego de las cuales se agregó el reactivo MTS y se 

dejó incubando durante 1 hora antes de realizar las medidas. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: Citotoxicidad mediada por drogas en línea celular MDA-MB-231. Gráfico de barras 

mostrando el % de viabilidad celular para el aptámero modificado en extremo 3’ F21 representado como 

gradiente de celesta a azul oscuro para concentraciones más bajas a más altas respectivamente. Control 

negativo (sin tratar) en verde y control positivo en rojo con anticuerpo monoclonal Trastuzumab. (MDA MB 

231). 

 



 
 

 
72 

3. Resonancia de plasmon superficial 

 

En una primera instancia en el ensayo de SPR, se verificó la unión del mAb Trastuzumab 

por el receptor HER2 (curva en verde) unido a STII donde se logró observar una 

respuesta de unión por parte del anticuerpo (ver figura 39). 

Eventualmente se realizó el mismo ensayo para los aptámeros modificados en el extremo 

3’ y los modificados en el extremo 5’ pero no se logró observar señal de unión al 

conjugado. 

Luego se realizaron ensayos de unión por SPR, pero utilizando los 4 aptámeros sin 

modificar en los extremos, que corresponden a las señales de apariencia basal en escala 

de grises) (ver figura 39). Dichos aptámeros fueron utilizados previamente para calcular 

la constante de disociación mediante el ensayo de MST en la universidad de Missouri, 

donde fue posible calcular la Kd.  

A pesar de los resultados obtenidos mediante la técnica MST, por el ensayo de SPR 

realizado en el IP de Montevideo no se logró observar afinidad por los aptámeros al 

receptor HER2.  En el caso el aptámero HB5, previamente reportado por otros equipos 

de investigación, que ha sido analizado y su Kd ha sido determinada, no mostro respuesta 

al igual que ninguno de los aptámeros de nuestro equipo. Este aptámero fue utilizado 

como un segundo control positivo, al igual que el Trastuzumab (ver figura 39). En 

resumen, solo se pudo ver respuesta de unión entre proteína-proteína (HER2-

Trastuzumab) y no proteína-ácido nucleico (HER2-Aptámero). 

 

 

 

Figura 39: Resonancia de plasmon superficial (SPR). Gráfico de unidades de resonancia o respuesta 

versus tiempo en minutos para la unión del anticuerpo Trastuzumab en verde. En gradiente de grises se 

ven los cuatro aptámeros utilizados incluyendo un aptámero de prueba F24 y un control positivo en celeste 

de un aptámero reportado por otro equipo de investigación llamado HB5. 
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4. Predicción estructural y modelado molecular 

 

4.1 Predicciones de la estructura secundaria 2D 

 

Luego de analizar las posibles estructuras secundarias utilizando las tres alternativas 

descriptas en la metodología, se optó por utilizar el mfold, que, de todos los servidores 

probados, parece brindar estructuras secundarias más coherentes, tanto en relación con 

las formas de plegamiento, como en relación con las energías libres brindadas y la 

cantidad de variantes disponibles que permite tener en cuenta. Con el mismo, se 

obtuvieron entre 3 a 8 predicciones de apareamientos diferentes para cada aptámero. 

Las cuatro propuestas que presentaron una menor energía libre (∆G) para cada 

aptámero están reportadas en la Figura 40 con sus respectivos ∆G. También se destaca 

un numero variable de motivos estructurales en cada una de las estructuras como se 

muestra en la tabla 9. 

La predicción que se obtuvo con menor ∆G, es la del aptámero F30 de -8.64 kJ/mol, 

seguida por el aptámero F17 de -8.50 kJ/mol, el aptámero F23 -8.42 kJ/mol y por último 

el aptámero F21 con un ∆G de -6.22 kJ/mol. 

Una vez obtenidas todas las posibles representaciones de los cuatro aptámeros para 

evaluar y comparar dichas predicciones se observó que el que tenía una variedad más 

estables de conformaciones era el aptámero F21. A pesar de que la estructura con la 

menor energía libre es la representada (ver figura 40) para estudios posteriores no se 

utilizó la estructura secundaria de menor ∆G ya que esta presenta un motivo estructural 

de tipo unión (junction) muy largo, que no es estructuralmente favorable y por eso se 

decidió utilizar la tercer predicción obtenida para el aptámero F21 (Figura 41), 

denominada a partir de ahora como F21c, para proseguir con el análisis de la 

conformación tridimensional. La misma mostró contener, 2 hairpins, 3 loops internos y 

una junction. Se muestra la estructura 2D junto a su correspondiente código VIENNA en 

la figura 41. 

No se estudiaron todas las conformaciones posibles para todos los aptámeros de interés 
por un tema de costo computacional y los límites en tiempo de dedicación que imponen 

la realización de una tesina de grado, además se estudió el aptámero que 

experimentalmente había mostrado una menor Kd como se menciona en los 

antecedentes experimentales. 
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Figura 40: Estructuras secundarias con menor ∆G para cada aptámero.  Primeras estructuras 

secundarias obtenidas utilizando mfold para el aptámero F17 (A), F21 (B), F23 (C) y F30 (D). Se pueden ver 

los motivos estructurales mencionados en la tabla 9 así como el valor de energía libre ∆G de cada uno de los 

aptámeros en la esquina inferior derecha de cada estructura. 

 

Tabla 9: Motivos estructurales en las predicciones 2D. Motivos estructurales encontrados en los cuatro 

aptámeros estudiados. Se contabiliza el número de horquillas, tallos, bucles, uniones, protuberancias y 

extremos colgantes. 
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4.2 Predicciones estructurales 3D del aptámero F21 

 

Una vez pasada la etapa de evaluación de estructuras secundarias se utilizó como se 

menciona en métodos dos predictores de estructuras terciarias, el RNAcomposer y el 3D 

RNA Xiao Lab. Luego de introducir la secuencia nucleotídica del aptámero F21 y el 

formato VIENNA, se obtuvieron cinco posibles estructuras tridimensionales usando cada 

uno de los algoritmos. 

El primer paso fue comparar las estructuras brindadas. Se opto por utilizar las 

estructuras obtenidas mediante RNAcomposer luego de ver que las estructuras 

obtenidas por 3D RNA Xiao Lab presentaban irregularidades y formas de plegamiento 

poco favorables para los aptámeros en solución (grandes regiones desapareadas). 

A continuación, se muestran de las cinco estructuras posibles obtenidas por 

RNAcomposer, la segunda, tercera y cuarta en la figura 42, las otras dos estructuras 

(primera y quinta estructuras) también presentaban irregularidades y motivos que, 

como en el otro servidor utilizado, no parecían razonables y por eso fueron descartadas 

Figura 41: estructura secundaria del aptámero F21. Tercer estructura obtenida con menor ∆G para el 

aptámero F21, con 6 loops y sus bases apareadas. Observar la diferencia entre la estructura con menor ∆G 

del aptámero F21 en la ilustración 31. Las estructuras más estables no son únicamente las de menor ∆G, 

sino aquellas que presentes patrones de apareamientos coherentes. Grandes tramos de bases sin aparear 

muestras estructuras simple hebra que fluctúan en el espacio y no son termodinámicamente estables 

cuando se piensa en la conformación final. 
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(grandes zonas de ADN simple hebra desapareadas, o loops enormes). El orden de las 

estructuras está relacionado con un puntaje interno del algoritmo, dónde se supone que 

las primeras predicciones son “más confiables” que las subsiguientes. En definitiva, nos 

quedamos con dos estructuras A y C, que tienen una conformación más lineal, y la 

estructura B dónde se ve un claro quiebre en la estructura. Posteriormente se identificó, 

marcando con colores, los dos motivos comunes presentes analizados previamente por 

alineamiento de secuencias en MEME. 

En el motivo consenso simbolizado en rojo se obtiene mayormente ADN simple cadena 

desapareado. En el motivo consenso en azul en todos los casos se puede observar 

claramente una base nitrogenada que queda expuesta hacia fuera del aptámero y en dos 

de los tres casos un motivo de hairpin común. Una vez evaluadas las tres posibles 

estructuras candidatas a ser sometidas a dinámica molecular se optó por utilizar la 

segunda estructura (B). Se eligió la estructura más plegada para optimizar la cantidad de 

moléculas de agua en la simulación de dinámica molecular. Al usar cajas octogonales, las 

estructuras lineales ocupan mucha agua que es lo más costoso de una simulación de 

dinámica molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42:  Estructuras tridimensionales posibles para el aptámero F21c. Segunda estructura 

tridimensional obtenida (A). Tercer estructura obtenida tridimensional (B). Cuarta estructura obtenida (C). 

Debajo de las predicciones se muestran los motivos consenso de los 4 aptámeros estudiados. 
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4.3 Dinámica molecular del aptámero F21 

 

Luego de la minimización, termalización y equilibración durante 10 ns, se simularon 500 

ns de dinámica que se denomina de producción.  Una medida de la convergencia de la 

estructura se puede obtener midiendo el desvío cuadrático medio de los átomos a lo 

largo del tiempo. Si la simulación está en equilibrio, la fluctuación de los átomos debería 

ser más o menos constante alrededor de un determinado valor medio.  

Durante los primeros 50 ns de simulación, la estructura se apartó más de 10 Å de la 

estructura del RNAcomposer para luego estabilizarse en los primeros 100 ns (estos 

datos no se muestran). De todos modos, descartamos los primeros 200 ns y solo se 

analizaron los 300 ns finales (ver figura 43). En la etapa que consideramos convergida, 

el RMSD medio fue de 5.2 Å ± 1.2, un valor bajo si se considera que tenemos 77 residuos.  

Capturamos tres instantes de la dinámica donde se muestra el movimiento de bending 

de los extremos del aptámero. También podemos ver que el quiebre que existía en la 

estructura de RNAcomposer (figura 42 B), ya no está presente. Esa parte se ha linealizado 

como mostraban las estructuras A y C del RNAcomposer. Sin embargo, las estructuras 

obtenidas durante la dinámica luego de convergencia muestran un quiebre en “t” (“t” en 

analogía a los ARN de transferencia), o dos quiebres formando una “U”, que no habían 

sido predichos por RNAcomposer.  

 

 

 

Figura 43: RMSD promedio durante los últimos 300 ns de 500 ns totales. Se muestra el desvío 

cuadrático medio de los átomos respecto al promedio de la simulación luego de equilibrar. Los primeros 

200 ns se consideraron de equilibración y no se tomaron en cuenta. El promedio de 5.2 Å ± 1.2 (línea roja) 

se obtuvo de la línea negra vertical en adelante. Antes de la equilibración el RMSD se aparte 10 Å de la 

estructura inicial (RNAcomposer).  Se ilustran 3 sub-estados que aparecen durante la simulación. 
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Ese movimiento de bending de los extremos uno hacia el otro se hace evidente al mirar 

la dinámica esencial (ver figura 44). La dinámica esencial no es otra cosa que un análisis 

de Componentes Principales (PCA) aplicado a las coordenadas x,y,z a lo largo del tiempo. 

Mientras que el primer modo esencial (colección de átomos que tienen un movimiento 

común durante la dinámica) es un movimiento de reorganización de los loops internos, 

los modos 2 y 3 son modos de bending.  

Estos 3 modos esenciales o componentes principales juntos (que son ortogonales entre 
sí) representan el 59 % de todo el movimiento que tiene el aptámero durante la 

simulación.  

 

 

 

 

 

 

 

Si bien lo ideal es llevar a cabo varias réplicas de la simulación, o mejor aún hacer 

simulaciones de muestreo avanzado a diferentes temperaturas para capturar todos los 

sub-estados conformacionales estables, en los tiempos de una tesina, elegimos la última 

estructura de la simulación como representativa del conjunto de estructuras después de 

equilibración. La estructura en cuestión (ver figura 45), siendo ADN, muestra gran 

similitud con un ARN de transferencia con un quiebre en forma de “t”. Los dos extremos 

desapareados forman enlaces intermoleculares dando lugar a una doble hebra casi 

canónica, dónde es difícil discernir las puntas de la secuencia. Esa estructura fue usada 

en los experimentos de docking que se presentan más adelante. 

 

Figura 44: Tres primeros modos de la dinámica esencial. Se muestra 3 estructuras que se corresponden 

con los 3 primeros modos. El grosor del backbone (cinta blanca) es representativa de cuanto se mueve esa 

región. Cuánto más anchas las cintas, más móvil es esa colección de átomos en ese modo en particular. Para 

facilitar la compresión, se añadieron flechas negras que intentan explicar cómo se da el movimiento 

colectivo en cada modo. Entre los tres, estos modos representan el 59% del movimiento total del aptámero 

durante la simulación. 
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4.4 Evaluación de las estructuras de HER2 en el PDB: 

 

Usando las palabras claves explicitadas en los materiales y métodos, se obtuvieron 26 

estructuras del receptor HER2. La mayoría determinadas por rayos-X y otras por cryo-

EM. Las estructuras obtenidas en formato PDB fuero post procesadas para dejar solo el 

receptor HER2 de interés (muchas estructuras en el PDB incluían otras moléculas unidas 

a HER2 que fueron eliminadas). Las estructuras relevadas, junto a información clave 

sobre su obtención, se muestran en la tabla 10. Esto es, de izquierda a derecha, el número 

de residuos aminoacídicos de las estructuras de HER2, el método experimental de 

obtención Cryo-EM o difracción de rayos X (X-RAY Dif), la resolución de las estructuras 

en Armstrong y por último el organismo del que provienen y el sistema de expresión. 

Además, se agregó a la tabla el código de búsqueda (PDB id) de cada estructura en la 

segunda columna, así como el enlace DOI en la última para facilitar la localización de los 

archivos en la base de datos del PDB. En la columna “imagen original” se hace referencia 

a la o las moléculas que se encontraban unido el receptor HER2 antes de ser eliminadas 

de los PDB. Se observa que hay varios ligandos estudiados para HER2 como mAbs, 

péptidos, compuestos orgánicos pequeños, homodimerizaciones del receptor HER2 y 

dimerizaciones con otros miembros de la familia EGFR, entre otros. 

Con respecto al largo de las estructuras se puede observar que hay grandes diferencias 

entre el número de residuos aminoacídicos de la estructura con menor número de 

Figura 45: estructura final obtenida luego de la última dinámica molecular realizada para el 

aptámero F21.  Las cuatro bases nitrogenadas se ven coloreadas de diferente forma para mejorar la 

visualización de los cada nucleótido y sus interacciones. También se observan de diferentes colores la 

última base de los extremos 5’ y 3’ de oligonucleótido. 
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residuos y la de mayor, siendo estos 510 la estructura 2A91 (N° 11 en tabla 10) y 644 la 

estructura 8FFJ (N° 5), es decir un total de 134 residuos aminoacídicos de diferencia. 

También se observan diferencias en el límite de resolución siendo la estructura con 

menor resolución de 7.50 Å la estructura 8FFJ (N° 5 en tabla 10) y la de mayor resolución 

de 2.25 Å la estructura 5MY6 (N° 15). 

 

 

Posteriormente, usando Pymol, se llevó a cabo un alineamiento 3D de las 26 estructuras 

(figura 46 A). Una vez alineadas las 26 secuencias se observa que a pesar de las 

diferencias reportadas en la tabla 10, las estructuras comparten la estructura secundaria 

y los subdominios del receptor HER2 prácticamente incambiados en el espacio. Esto 

podría no haber sido el caso, dado la diversidad de métodos, condiciones y complejos 

diferentes analizados. La conservación de la estructura, indica que una sola estructura 

podría actuar como representante del conjunto. Para poder elegirla (y luego usarla en el 

docking), nos quedamos primero con las 4 que mostraban más cantidad de aminoácidos, 

sin cortes en la cadena principal y con mejor resolución.   

Tabla 10: análisis de estructuras disponibles en la base de datos Protein Data Bank para el receptor 

HER2. Se muestra el código de la estructura en la primer columna, seguido por el número de residuos 

aminoacídicos de la estructura COLUMNA 2, el método de obtención por Microscopia electrónica criogénica 

(Cryo-EM) o difracción de rayos X (X-RAY Dif) COLUMNA 3, resolución de la imagen en Armstrong (A) 

COLUMNA 4, organismos de origen COLUMNA 5, sistema de expresión COLUMNA 6, imagen original 

(receptor HER2 unido a las estructuras nombradas columna) COLUMNA 7 y link de cita de cada estructura 

DOI COLUMNA 8. 
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Estas cuatro estructuras (ver figura 46 B) corresponden a los códigos 7MN5, 6OGE, 8FFJ 

y 6J71 (1, 3, 5 y 16 en la tabla 10). 

 

 

 

 

De las 4 estructuras preseleccionadas, la 6J71 mostró tener la cadena más larga íntegra 

(estructura 16 de la tabla 10) y fue elegida finalmente como representante del conjunto 

para los experimentos de docking (figura 47). 

  

 

Figura 47: 6J71, estructura HER2 final. Se definen los extremos carboxilo y amino en rojo y azul 

respectivamente atravesando un degrade hacia el blanco para mejorar la visualización de la integridad de 

la cadena principal de la proteína. 

Figura 46: alineamiento de estructuras HER2 en Paymol. Superposición de las 26 estructuras 3D 

limpias del receptor HER2 (A), cada estructura está representada por un color distinto y superposición de 

las 4 estructuras de HER2 seleccionadas luego de la primer superposición (B). Las estructuras, en este caso 

más visibles que en la superposición A, están coloreadas de un solo color para poder distinguir patrones y 

diferencias en los solapamientos de las estructuras. 
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4.5 Docking molecular F21C-HER2 

 

Del docking rígido realizado con HDOCK, se obtuvo un total de 100 posibles complejos 

entre el aptámero F21 y el receptor HER2. En este caso nuevamente, las primeras 

estructuras predichas de la unión F21-HER2 son según el puntaje interno del programa 

mejores. Se tomaron como referencia las tres primeras para analizar en mayor 

profundidad.  

Las tres poses se ilustran en la figura 48. En el primer complejo representado con el 

aptámero en amarillo (A), se logra observar dos zonas de contacto, la primera es entre 

uno de los extremos del aptámero plegado con el subdominio I del receptor HER2 

(imagen del medio) y la segunda se ve entre el otro extremo del aptámero y el 

subdominio IV del receptor HER2 (imagen de la derecha). En la imagen de la izquierda 

(figura 48) donde se observa el complejo entero, se observa que la zona de quiebre queda 

prácticamente excluida de la interacción.  

El segundo complejo representado en verde (B) muestra un tipo de interacción entre 

ambas moléculas diferente. Se observan zonas de contacto entre la región de quiebre del 

aptámero y los subdominios II, III y IV, en particular en la hendidura que forman los 3 

subdominios.  

Por último, en el tercer complejo con el aptámero representado en rojo (C) se observan 

zonas de interacción entre el aptámero desde uno de los extremos del plegamiento hasta 

el comienzo del quiebre de dicha estructura y los subdominios I, III y IV del receptor 

HER2, dejando el otro extremo del aptámero sin contacto. 

El docking score que representa que tan fiable es la interacción entre las moléculas fueron 

de -279.78 para el primer complejo, -275.66 para el segundo complejo y -271.76 para el 

tercero. 
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Una vez observadas de forma global las interacciones entre ambas estructuras a nivel 

molecular se determinaron cuáles fueron las interacciones a nivel atómico. Estas pueden 

ser específicas entre grupos funcionales definidos de las bases (ver figura 49 A), 

interacciones inespecíficas que corresponden a las interacciones mayormente 

electrostáticas con el esqueleto azúcar-fosfato del aptámero (ver figura 49 B), e 

interacciones de tipo “artefactos” generados por el predictor, que, en busca de las 

mejores poses, genera regiones dónde las interacciones no son físicamente posibles (ver 

figura 49 C). 

En el primer complejo se logró observar una sola interacción especifica de 2.89 Å entre 

el nitrógeno 7 de la adenina 26 con el oxígeno del hidroxilo del grupo R de la treonina 75 

de HER2 (figura 49 A). Con respecto al complejo molecular mostrado en (B) en la figura 

47, se encontró también una interacción especifica entre el nitrógeno 7 de la adenina 72 

y el hidroxilo de la glutamina 404 con una distancia de 2.80 Å. Para el complejo C se 

observaron 5 interacciones especificas entre la el oxígeno y el nitrógeno de la glutamina 

51 con el oxígeno 6 y el nitrógeno 7 de la guanina 31 respectivamente a una distancia de 

2.96 y 3.67 Å, entre el oxígeno de la glutamina 75 y el nitrógeno 6 de la adenina 76 a una 

Figura 48: Docking HER2-Aptámero F21. Primer docking más probable para el receptor HER2 (fila A) y 

el aptámero F21. Segundo docking más probable para el receptor HER2 y el aptámero F21 (fila B). Tercer 

docking más probable para el receptor HER2 y el aptámero F21 (fila C). En las columnas se muestra el 

complejo en su conjunto y dos ampliaciones a las zonas de contacto entre F21 y HER2. 
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distancia de 2.63 Å, entre el oxígeno de la glutamina 207 y el nitrógeno 2 de la guanina 

42 a una distancia de 2.88 Å y entre el nitrógeno de la histidina 193 y el nitrógeno 3 de 

la guanina 42 a una distancia de 2.56 Å. También se contabilizaron y observaron las 

interacciones inespecíficas y artefactos generados por el servidor que se detallan en la 

tabla 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49: Interacciones especifica, inespecíficas y artefactos encontrados en los primeros 3 

complejos estudiados del docking entre el aptámero y el receptor HER2. Se observa la única 

interacción especifica (A) del primer complejo, una de las 9 interacciones inespecíficas (B) del segundo 

complejo y uno de los 3 artefactos (C) en el tercer complejo.  

Tabla 11: Interacciones atómicas del docking rígido entre HER2 y el aptámero F21 en HDOCK. 

Especificación del número de interacciones específicas, interacciones inespecíficas y artefactos generados 

por el algoritmo de HDOCK. 
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Existen otros servidores para predecir la unión entre moléculas, y sin duda debería 

probarse hacer docking flexible para mejorar los resultados. Pero cuando se estaba 

terminando de escribir esta tesina, el servidor de Deep Mind de Google llamado 

Alphafold 3 se publicó en Nature (Abramson, J et al 2024) prometiendo que ahora la IA 

puede predecir con exactitud la estructura de las proteínas unidas a ADN y ARN. La 

predicción se hace en minutos en el servidor: https://alphafoldserver.com/about. 

Cómo puede observarse en la figura 50, la IA falla completamente al proporcionar un 
plegamiento creíble para la secuencia simple cadena de ADN, mientras es capaz de 

predecir con precisión la estructura del receptor HER2.  Esto resalta la validez e 

importancia del enfoque adoptado en esta tesis para predecir, pasando de 2D a 4D, la 

estructura del aptámero F21c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Predicción realizada usando Alphafold 3. Predicción de la interacción estructural entre F21 
y HER2. Con solo brindar las secuencias se observa el receptor HER2 perfectamente plegado (A) en 
comparación con las estructuras de los PDB analizados; pero el algoritmo no pudo plegar la secuencia 
nucleotídica del aptámero (B).  
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F. DISCUSION Y CONCLUSIONES  

 

El objetivo de la búsqueda de biofármacos contra el cáncer de mama, o cualquier otro 

tipo de cáncer, es obtener moléculas con una especificidad y afinidad superior a las de 
los fármacos existentes. Aunque estos fármacos pueden cumplir su objetivo, a menudo 

presentan riesgos y efectos secundarios que pueden deteriorar significativamente la 

salud de los pacientes o incluso empeorar su situación. Las técnicas para la obtención de 

biofármacos, como la técnica SELEX, están en constante evolución. Cada vez surgen 

nuevas variantes que complejizan los sistemas de búsqueda y, a su vez, permiten la 

selección de biofármacos generados bajo condiciones específicas, ya sean casi 

fisiológicas o totalmente fisiológicas. Así, un proceso de selección puede variar desde una 

proteína aislada en solución hasta monocapas celulares, muestras de tejidos simples o 

complejos de pacientes e incluso animales vivos. Los aptámeros reportados en este 

trabajo mostraron resultados mixtos y difíciles de replicar, por lo que se plantearán 

mejoras en el desarrollo de los protocolos de evaluación para seguir probándolos. 

Los ensayos de citotoxicidad por precipitación de cristales, como los ensayos de MTT y 

MTS, son altamente sensibles a las condiciones en las que se realizan. Estas condiciones 

pueden influir significativamente en los resultados. Se ajustaron varios parámetros para 

obtener resultados medibles. 

De los ensayos de viabilidad celular, se observó una mayor capacidad citotóxica en los 

aptámeros modificados en el extremo 3' en comparación con los modificados en el 

extremo 5'. Aunque se trata de una pequeña modificación, la incorporación de un grupo 

aminohexilo terminal, es importante considerar que incluso el más mínimo cambio 

puede afectar la conformación final de la molécula, y, por ende, su unión y/o capacidad 

de inhibir el crecimiento celular o inducir la muerte celular. 

Dentro de los aptámeros modificados en el extremo 3', el aptámero F21 mostró la mayor 

capacidad citotóxica. Sin embargo, este ensayo no pudo ser replicado debido a problemas 

con el equipo, lo que obligó a cambiar de instalaciones. Este factor debe ser tenido en 

cuenta al considerar la reproducibilidad de los resultados. En futuras pruebas, podrían 

evaluarse más condiciones, como aumentar el tiempo de incubación con el fármaco, 

entre otras. 

De confirmarse los resultados, sería posible evaluar el mecanismo por el cual alguno de 

estos aptámeros genera efectos citotóxicos o inhibe el crecimiento. Un ejemplo claro 

encontrado en la bibliografía es el anticuerpo monoclonal Trastuzumab, utilizado como 

control positivo en nuestros ensayos. Este anticuerpo, al unirse al dominio IV de la 

porción extracelular del receptor HER2 en su forma monomérica, inhibe la dimerización 

con otros miembros de la familia EGFR o consigo mismo, evitando la generación de 

cascadas de señalización intracelular. Los aptámeros podrían actuar de forma similar o 

mediante algún otro mecanismo, ya sea por unión a su blanco o por efectos tras su 

internalización, si es que esto último ocurre. 

Antes de seguir probando condiciones de MTS, se optó por confirmar la Kd de los 

aptámeros mediante SPR. El único fármaco utilizado que mostró afinidad por el receptor 
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HER2 en el ensayo fue el anticuerpo monoclonal anti-HER2, Trastuzumab. Este resultado 

era esperado, ya que fue nuestro control positivo. Sin embargo, ninguno de los aptámeros 

mostró una unión detectable mediante esta tecnología, lo que pone en duda los 

resultados obtenidos previamente por MST. Aunque son técnicas diferentes, deberían 

ofrecer resultados comparables. 

Uno de los aptámeros utilizados para dicho ensayo fue el aptámero HB5, que ha sido 

reportado por otros equipos de investigación como teniendo afinidad por el receptor 
HER2. Se esperaba observar una respuesta en el ensayo, pero este control aptámero que 

actuaría como positivo tampoco mostró señal. La MST es una metodología en disolución 

que requiere que el aptámero esté marcado con un fluoróforo, mientras que la SPR se 

realiza con el receptor acoplado a una superficie. Es posible que haya aspectos 

adicionales en la SPR que se podrían optimizar, como el uso de un chip tipo CM5 o un 

chip NTA, o ajustar las condiciones de corrida y el protocolo de sensibilización del chip. 

Dado que la reestructuración de los aptámeros se realizó en un buffer Hepes salino 

necesario para la SPR, el buffer utilizado podría ser una causa de la falta de observación 

de la unión aptámero-HER2. 

Se podría considerar realizar una reestructuración en Binding Buffer y luego separar los 

aptámeros reestructurados (por ejemplo, mediante filtrado por membrana) antes de 

resuspenderlos en el buffer correspondiente para el ensayo de SPR. Eventualmente, se 

podrían realizar pruebas de competencia entre el mAb Trastuzumab y los aptámeros 

para evaluar si los aptámeros desplazan al Trastuzumab, uniendo primero el mAb y 

luego agregando los aptámeros. También se podría evaluar la intensidad de la señal entre 

una muestra que solo tenga mAb y otra con una mezcla de mAb y los aptámeros de 

interés. 

El equipo utilizado en el Instituto Pasteur es más adecuado para el estudio de 

interacciones proteína-proteína, por lo que podría ser necesario optimizar el protocolo, 

no solo para la unión de los aptámeros al receptor, sino también para todos los pasos 

previos relacionados con la preparación y sensibilización del chip. 

Respecto a los resultados obtenidos mediante herramientas bioinformáticas, se destaca 

principalmente la importancia del enfoque adoptado que involucró pasar de la secuencia 

nucleotídica a la estructura 3D y la flexibilidad (4D) en etapas, integrando diferentes 

algoritmos. Cada uno de ellos tiene sus aproximaciones y limitaciones y es importante 

conocer en qué se basan para hacer la predicción correspondiente para poder elegir con 

un criterio racional. Todos los servidores usados arrojan más de una solución que debe 

ser analizada. La estructura predicha con “mejor puntuación”, no siempre es la más 

razonable desde el punto de vista químico. Esto pasa particularmente con las 

predicciones 2D y 3D iniciales. Al usar esos algoritmos muchas aproximaciones, sus 

predicciones deben considerarse con cuidado. En todos los casos, la dinámica molecular 

resultó ser una herramienta fundamental para minimizar y optimizar los contactos 

moleculares internos al aptámero, y del aptámero con el solvente. En nuestro caso se 

realizó las dinámicas a 25 °C y utilizando Na+, pero se podría probar condiciones 

diferentes de temperatura, cómo temperatura fisiológica, así como la adición de otros 

iones que podrían estar presentes en el solvente de por ejemple el Binding Buffer. Es sin 
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duda una herramienta ineludible para estudiar la flexibilidad molecular de los 

aptámeros. 

Las estructuras equilibradas gracias a la dinámica molecular pueden finalmente ser 

usadas para los experimentos de unión. Se sabe que el tipo de biofarmacos con los que 

se está trabajando son desarrollados para presentar una afinidad y especificidad única 

por un ligando. Así que de las poses obtenidas de los experimentos de docking molecular, 

es posible generar hipótesis sobre dicha unión específica y proponer mutantes. Esto se 
logra cambiando átomos y grupos funcionales esenciales para la interacción predicha 

por docking, por ejemplo, cambiando la adenina 26 del aptámero F21c por una citosina. 

Eso debería debilitar la única interacción específica con la treonina y desestabilizar el 

complejo. Esto es relativamente sencillo de hacer, ya que comprar el aptámero con una 

(o unas pocas) mutaciones es barato y se podrían volver a realizar los experimentos de 

unión (en las condiciones adecuadas). Otra manera de contrastar las hipótesis sobre la 

unión es mediante métodos experimentales como por ejemplo dicroísmo circular, 

cristalografía de rayos X, resonancia magnética nuclear, entre otros. Para poder acceder 

a este tipo de técnicas de alto costo es necesario realizar más análisis experimentales y 

teóricos para poder determinar si el aptámero seleccionado es un posible candidato para 

el tratamiento o la detección de cáncer de mama. En el caso de encontrar nuevos 

resultados positivos o confirmar algunos de los observados, se podría pensar en realizar 

estas técnicas de alto costo para determinar finalmente la unión y estructura final de las 

moléculas. 

En conclusión, las condiciones de los ensayos pueden ser puestas a punto y el potencial 

de estos aptámeros no queda descartado. Si bien hemos encontrado algunos resultados 

ambiguos comparando los ensayos de afinidad por MST y SPR, los ensayos de viabilidad 

celular que muestran resultados prometedores han sido difíciles de replicar por 

condiciones externas. El análisis bioinformático permitió generar un protocolo de 

predicción de secuencias simple cadena de ADN que la IA más nueva no puede resolver, 

pero en todos los puntos se puede profundizar ya que la cantidad de herramientas 

bioinformáticas y opciones disponibles son abundantes y extremadamente versátiles, y 

cada una requiere de adquirir varias expertises. 
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I. GLOSARIO DE ACRONIMOS 

 

1H-RMN Resonancia magne tica de protones (del ingle s proton nuclear magnetic 
Resonance) 

ADK Adenilato quinasa (del ingle s Adenylate kinase) 
APC Ce lula presentadora de antí geno (del ingle s Antigen-presenting cell). 
ATCC Coleccio n de cultivos tipo americanos (del ingle s the American Type 

Culture Collection). 
BSGI Imagenologia gamma especifica de mama (del ingle s breast-specific 

gamma imaging). 
BT474 lí nea celular de ca ncer de mama humana. 
BTC Betacelulina (del ingle s betacellulin). 
CA Antí geno de carbohidratos (del ingle s Carbohydrate antigen). 
CA 15.3 Antí geno de carbohidratos 15.3 (del ingle s Carbohydrate antigen 15.3). 
CA 19-9 Antí geno de carbohidratos 19-9 (del ingle s Carbohydrate antigen 19-9). 
CA 27.9 Antí geno de carbohidratos 27.9 (del ingle s Carbohydrate antigen 27.9). 
CA 125 Antí geno de carbohidratos 125 (del ingle s Carbohydrate antigen 125). 
CAR Receptor quime rico especí fico de antí geno (del ingle s Chimeric antigen 

receptor). 
CAR-T Ce lulas T con receptores quime ricos de antí genos (del ingle s T Cell with 

chimeric antigen receptor). 
Cas9 Proteí na 9 asociada a CRISPR (del ingle s CRISPR associated protein 9). 
CDK4/6 Inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6. 
CDN Dinucleo tidos cí clicos (del ingle s Cyclic dinucleotides) 
CEA Antí geno carcinoembrionario (del ingle s carcinoembryonic antigen). 
CENUR Centro Universitario Regional Litoral Norte. 
cGAS GMP-AMP sintasa ciclasa (del ingle s GMP-AMP synthase cyclase). 
CM5 Dextrano carbometilado (del ingle s carboxymethylated dextran). 
CRISPR Secuencias Palindromicas cortas agrupadas regularmente intercaladas 

(del ingle s clustered regularly interspaced short palincromic repeats). 
Cryo-Em Microscopí a electro nica crioge nica (del ingle s Cryogenic electron 

microscopy). 
CT Tomografí a computarizada (del ingle s Computed Tomography).  
CT-Scan Scanner por tomografí a computarizada (del ingle s Computed 

Tomography scanner). 
DCE-MRE Perfusio n por resonancia magne tica con contraste dina mico (Dynamic 

Contrast-Enhanced Magnetic Resonance Imaging). 

DNA A cido desoxirribonucleico (del ingle s Deoxyribonucleic Acid). 
dsDNA ADN de doble cadena (del ingle s double strand DNA). 
dsRNA ARN de doble cadena (del ingle s double strand RNA). 
DXd Deruxteca n. 
DWI Ima genes ponderadas por difusio n (Diffusion-weighted imaging). 
EGF Factor de crecimiento epitelial (del ingle s Epitelial growth factor).  
EGFR Receptor del factor de crecimiento epide rmico (del ingle s Epidermal 

Growth Factor Receptor). 
EPR Epiregulina (del ingle s epiregulin). 
ER+ Receptor de estro geno positivo (del ingle s positive Estrogen Receptor). 
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ER Receptor de estro geno (del ingle s Estrogen Receptor). 
ErbB2 Protooncoge n de HER2. 
ErbB3 Protooncoge n de HER3. 
ErbB4 Protooncoge n de HER4. 
FDA Administracio n de alimentos y medicamentos (del ingle s Food and Drug 

Administration). 
FDG Fluorodesoxiglucosa (del ingle s Fluorodeoxyglucose). 
FISH Hibridacio n in situ fluorescente (del ingle s Fluorescence In situ 

Hibridation). 
g-hGC gonadotropina corio nica humana g (Del ingle s Human chorionic 

gonadotropin). 
GA Atrofia geogra fica (del ingle s Geographic Atrophy). 
GF Factor de crecimiento (del ingle s growth factor). 
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macro fagos 

(Granulicyte macrophage colony-stimulating factor). 
H&E Hematoxilina y eosina (del ingle s hematoxylin and eosine). 
HB-EGF Factor de crecimiento similar a EGF de unio n a heparina del ingle s 

Heparin-binding EGF-like growth factor). 
HDAC Inhibidores de la histona desacetilasa (del ingle s Histone Deacetylase 

inhibitors). 
HEK293 Ce lula embrionaria de rin o n humano. 
HER1 Receptor humano epitelial de tipo 1 (del ingle s Human 

Epithelial Factor 1). 
HER2 Receptor humano epitelial de tipo 2 (del ingle s Human 

Epithelial Factor 2). 
HER2 + Receptor humano epitelial de tipo 2 positivo (del ingle s Human 

Epithelial Factor 2). 
HER2 - Receptor humano epitelial de tipo 2 negativo (del ingle s Human 

Epithelial Factor 2). 
HER3 Receptor humano epitelial de tipo 3 (del ingle s Human 

Epithelial Factor 3). 
HER4 Receptor humano epitelial de tipo 4 (del ingle s Human 

Epithelial Factor 4). 
HR Receptor hormonal (del ingle s Hormonal Receptor). 
HR+ Receptor hormonal positivo (del ingle s Hormonal Receptor). 
HR- Receptor hormonal negativo (del ingle s Hormonal Receptor). 
IDC Carcinoma ductales infiltrantes (del ingle s Invasive Ductal Carcinoma). 
IDT Tecnologí as de DNA integradas (del ingle s integrated DNA technologies) 

IC50 Concentracio n inhibidora media ma xima (del ingle s half maximal 
Inhibitory Concentration). 

IgG Inmunoglobulina G (del ingle s inmunoglobulin G) 
IHC Inmunohistoquí mica (del ingle s Inmunohistochemistry). 
IKK  IκB quinasa (del ingle s IκB kinase) 
INSOAP Sociedad internacional de apta meros (del ingle s International Society On 

Aptamers). 
IP Instituto Pasteur. 
IRF3 Factor regulador de interfero n 3 (del ingle s Interferon regulatory factor 

3). 
iRNA RNA de interferencia (del ingle s interference RNA). 
IRYCIS Instituto Ramon y Cajal de Investigacio n Sanitaria. 
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Kd Constante de disociacio n (del ingle s dissociation constant). 
Kon Constante de la tasa de asociacio n. 
Koff Constante de la tasa de separacio n. 
Ki-67 Antí geno Kiel 67 (del ingle s Antigen Kiel 67). 
LDH Lactato deshidrogenasa (del ingle s Lactate Dehydrogenase). 
mAb Anticuerpo monoclonal (del ingle s monoclonal Antibody). 
MAFFT Alineacio n de secuencias mu ltiples basada en la transformacio n ra pida 

Fourier (del ingle s Multiple Sequence Alignment based on Fast Fourier 
Transform). 

MDA-MB-
231 

Lí nea celular de ca ncer de mama de humano. 

MAPK proteí na quinasa activada por mito genos del ingle s (mitogen-activated 
protein kinase). 

MAPKK MAPK quinasa  (del ingle s MAPK kinase). 
MEME Em mu ltiples para la obtencio n de motivos (del ingle s Multiple Em for 

Motif Elicitation). 
MDM2 Inhibidores del homo logo doble minuto 2 de p53/rato n (del ingle s 

p53/mouse minute 2 double homologue inhibitors). 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad (del ingle s major 
histocompatibility complex). 

MRE Elastografí a por Resonancia magne tica (del ingle s Magnetic Resonance 
elastography). 

MRI Imagen por resonancia magne tica (del ingle s Magnetic Resonance 
Imaging). 

mRNA RNA mensajero (del ingle s Messenger RNA). 
MST Termoforesis a microescala (del ingle s Microscale Thermophoresis). 
MTS Nombre IUPAC del reactivo MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- 

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). 
mTOR Inhibidores del objetivo mecanicista de la rapamicina (del ingle s 

Inhibitors of the mechanistic target of rapamycin). 

MTT Nombre IUPAC del reactivo MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide). 

ncRNA ARN no codificante (del ingle s non coding RNA). 
NCI Instituto nacional del ca ncer (del ingle s national cancer institute). 
NF-κB factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de ce lulas B 

activadas (del ingle s Nuclear Factor-kappa B). 
NIH-3T3 Lí nea celular de neuroblastomas de rata. 
NK Asesina natural (del ingle s Natural killer). 
NRG1 Neuregulina 1 (del ingle s Neuregulin 1). 
NRG2 Neuregulina 2 (del ingle s Neuregulin 2). 
NRG3 Neuregulina 3 (del ingle s Neuregulin 3). 
NRG4 Neuregulina 4 (del ingle s Neuregulin 4). 
NTA A cido nitrilotriacetico (del ingle s nitrilotriacetic acid). 
PAMP Patrones moleculares asociados a pato genos (del ingle s Pathogen-

associated molecular patterns). 
Pan-PI3Ki Copanlisib, Inhibidor de la fosfoinositol 3-quinasa (del ingle s 

Phosphoinositide 3-kinases inhibiton). 
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PARP Inhibidores de la poli (adenosina difosfato-ribosa) polimerasa (del ingle s 
Poly (adenosine diphosphate-ribose) polymerase inhibitors). 

PCR Reaccio n en cadena de la polimerasa (del ingle s Polymerase Chain 
Reaction). 

PDB Banco de datos de proteí nas (Por sus siglas en ingles Protein data Bank). 
PET Tomografí a por emisio n de positrones (del ingle s Positron Emission 

Tomography). 
PET-CT Tomografí a por emisio n de positrones-tomografí a computarizada (del 

ingle s Positron emission tomography–computed tomography). 
PI3K Inhibidor de la fosfoinositol 3-quinasa (del ingle s Phosphoinositide 3-

kinases inhibiton). 
PI3K /Akt Fosfoinositol 3-cinasa / Proteí na quinasa B (del ingle s Phosphoinositide 

3-kinases / Protein kinase B). 
PIK3CA Subunidad catalí tica alfa de fostatidininositol-4-5-bifosfato 3-quinasa 

(del ingle s phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinasa catalytic 
subunit Alpha). 

piRNA RNA interactuante con PIWI (del ingle s PIWI-Interacting RNA). 
PKC Proteí na quinasa C (del ingle s Protein kinase C). 
PL-D1 Fosfolipasa D1 (del ingle s phospholipase D1). 
PLC Fosfolipasa C (del ingle s Phospholipase C). 
PR Receptor de progesterona (del ingle s Progesteron Receptor). 
PR+ Receptor de progesterona positivo (del ingle s positive Progesteron 

Receptor). 
PRR Receptores de reconocimiento de patrones (del ingle s Pattern 

Recognition Receptor). 
PSA Antí geno especifico de la pro stata (del ingle s Prostate-Specific Antigen). 
q-PCR PCR cuantitativa (del ingle s quantitative PCR). 
PTEN  Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (del ingles 

phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase). 
Raf Protooncogén serina/treonina-proteína quinasa (del inglés proto-

oncogene serine/threonine-protein kinase). 
RAS Virus de sarcoma de rata (del inglés Rat sarcoma virus). 
RF Radio frecuencia (del ingle s Radio Frecuency). 
RMSD Desví o cuadra tico medio (del ingle s root mean square Deviation). 
RNA A cido ribonucleico (del ingle s Ribonucleic Acid). 
RND Nucleo tidos random (del ingle s Random Nucleotide). 
RPMI Instituto memorial Roswell Park (del ingle s Roswell Park Memorial 

Institute). 
RT-PCR PCR por retrotranscripcio n (del ingle s retro transcription PCR) 
RTK Receptor tirosin quinasa (del ingle s Receptor Tyrosine Kinase). 
RU Unidades de respuesta (del ingle s Response Units). 
SELEX Evolucio n sistema tica de ligandos por enriquecimiento exponencial (del 

ingle s Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). 
SERD Degradadores selectivos de los receptores de estro geno (del ingle s 

selective estrogen receptor degrader). 
SFB Suero fetal bobino (del ingle s fetal bovine serum). 
shRNA Horquilla corta de ARN (del ingle s short hairpin RNA). 
siRNA ARN silenciador (del ingle s silencing RNA). 
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SLNB Biopsia de ganglio linfa tico centinela (del ingle s sentinel lymph node 
biopsy). 

ssDNA ADN de simple cadena (del ingle s single strand DNA). 
ssRNA ARN de simple cadena (del ingle s single strand RNA). 
SPECT Tomografí a computarizada por emisio n de foto n u nico (del ingle s Single 

Photon Emission Computed Tomography). 
SPR Resonancia de factor superficial (del ingle s Surface Plasmon Resonance) 
ssRNA RNA de simple cadena (del ingle s single strand RNA). 
Stat6 transductor de sen al y activador de la transcripcio n 6 (del ingle s Signal 

transducer and activator of transcription 6). 
STII Estreptavidina (del ingle s Streptavidin). 
STING Estimulador de genes de interfero n (del ingle s Stimulator of interferon 

genes). 
Tc-99m Tecnecio 99 metaestable (del ingle s Technetium 99 metastable). 
T-DM1 Trastuzumab Emtansina (del ingle s Trastuzumab emtansine). 
T-DXd Trastuzumab-Deruxteca n. 
TAA Antí genos asociados a tumores (del ingle s tumor associated antigen). 
TBK Quinasa 1 de unio n a TANK (del ingle s TANK-binding kinase 1). 
TGF-α Factor de crecimiento tumoral alfa (del ingle s tumoral growth factor 

alpha). 
TGF-β Factor de crecimiento tumoral beta (del ingle s Tumoral growth factor 

beta). 
TKI Inhibidor de tirosin quinasa (del ingle s tyrosine kinase inhibitor). 
TNBC Ca ncer de mama triple negativo (del ingle s triple negative breast ca ncer). 
TRIF interfero n beta inductor de adaptador que contiene dominio TIR 

conocido (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-beta). 
TLR Receptores de tipo toll (del ingle s Toll like receptor). 
UI Imagen por ultrasonido (del ingle s ultrasound imaging). 
VMD Dina micas moleculares visuales (del ingle s visual molecular dynamics). 
VPH Virus del papiloma humano (del ingle s Human Papillomavirus). 
X-RAY Dif Difraccio n de rayos X (del ingle s X-Ray diffraction). 
XTT Nombre IUPAC del reactivo: XTT 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide). 
WST-1 Nombre IUPAC del reactivo WST-1 (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-

5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium). 
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