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RESUMEN 

En las últimas décadas la optimización del tratamiento del linfoma no Hodgkin (LNH) 

ha elevado la tasa de sobrevida. Sin embargo, en un 30% de los pacientes los 

tratamientos fallan, por lo que es evidente la necesidad de tratamientos más 

efectivos. En este contexto, la terapia bacteriana contra el cáncer empleando 

vectores bacterianos atenuados representa una estrategia terapéutica novedosa y 

prometedora para el tratamiento del LNH. Sin embargo, se ha observado 

inconsistencia en la colonización tumoral en ensayos clínicos, lo cual ha tenido 

repercusiones en su uso en pacientes. En este trabajo se presenta el diseño, 

construcción y evaluación de un sistema que mejora la adhesión bacteriana hacia 

células de LNH humanas, que sobreexpresan el receptor de transferrina 1 (TfR1), 

mediante la expresión y translocación de un minianticuerpo anti-TfR1 (scFv anti-

TfR1) en la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA. Esta 

novedosa estrategia permitirá mejorar el establecimiento bacteriano en tumores 

favoreciendo su actividad anti-tumoral. Mediante análisis bioinformático estructural 

se observó una adecuada unión entre el scFv anti-TfR1 y el TfR1, así como el 

correcto plegamiento de las proteínas recombinantes que permite la translocación 

del scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana. Mediante tecnología del ADN 

recombinante se construyeron los plásmidos que codifican para las proteínas 

scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100 que permiten la expresión del scFv-

TfR1 en la superficie bacteriana. La expresión y translocación de las proteínas 

recombinantes en la superficie bacteriana fue demostrada por citometría de flujo y 

microscopía de fluorescencia. Finalmente, se evaluó la adhesión de las bacterias 

recombinantes a proteínas inmovilizadas obtenidas de células Ramos (LNH) que 

sobreexpresan TfR1, observándose una mayor adhesión en las bacterias que 

expresan el scFv anti-TfR1 en su superficie (scFv/FLAG/ShdA30 y 

scFv/FLAG/ShdA100). En conclusión, la expresión de un scFv-TfR1 en la superficie 

bacteriana favorece su adhesión a la línea celular Ramos de LNH humano. 
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ABSTRACT 

Optimization of non-Hodgkin lymphoma (NHL) treatment has significantly increased 

survival rates in recent decades. However, treatments fail in approximately 30% of 

patients, underscoring the need for more effective therapies. In this context, bacterial 

cancer therapy using attenuated bacterial vectors represents a novel and promising 

strategy for NHL treatment. Nevertheless, inconsistencies in tumor colonization 

observed in clinical trials have hindered its application in patients. This study 

presents the design, construction, and evaluation of a system that enhances 

bacterial adhesion to human NHL cells, which overexpress the transferrin receptor 

1 (TfR1), by expressing and translocating an anti-TfR1 mini-antibody (scFv anti-

TfR1) on the bacterial surface via the ShdA autotransporter. This novel strategy aims 

to improve bacterial establishment in tumors, thereby enhancing their anti-tumor 

activity. Structural bioinformatics analysis indicated adequate binding between the 

scFv anti-TfR1 and TfR1, as well as proper folding of the recombinant proteins, 

facilitating the translocation of scFv anti-TfR1 on the bacterial surface. Using 

recombinant DNA technology, plasmids encoding the scFv/FLAG/ShdA30 and 

scFv/FLAG/ShdA100 proteins were constructed, allowing the expression of scFv-

TfR1 on the bacterial surface. The expression and translocation of the recombinant 

proteins on the bacterial surface were demonstrated by flow cytometry and 

fluorescence microscopy. Finally, the adhesion of recombinant bacteria to 

immobilized proteins from Ramos cells (NHL) overexpressing TfR1 was evaluated, 

showing greater adhesion in bacteria expressing scFv anti-TfR1 on their surface 

(scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100). In conclusion, the expression of scFv-

TfR1 on the bacterial surface enhances its adhesion to the human NHL Ramos cell 

line. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Linfomas  

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias linfoides con cerca de 100 

variantes que se originan a partir de la proliferación clonal de linfocitos inmaduros o 

maduros (B, T o NK arrestados en diferentes etapas de diferenciación) produciendo 

tumores en ganglios linfáticos, órganos linfoides, tejido linfoide extraganglionar y 

médula ósea (Swerdlow et al., 2016). Estos representan aproximadamente el 5% 

de las neoplasias malignas y se estima que presentan una sobrevida global del 72% 

a los 5 años (Mugnaini & Ghosh, 2016). 

Los linfomas se clasifican en linfomas de Hodgkin (LH, 10%) y linfomas no Hodgkin 

(LNH, 90%). Los LH se originan a partir de linfocitos B y se caracterizan por la 

presencia de células de Reed-Sternberg. Estas células son anormalmente grandes 

y por lo general multinucleadas o de núcleo bilobulado dando una apariencia de 

“ojos de búho”, positivas para CD30 y CD15. Su incidencia es mayor en 

adolescentes y jóvenes adultos, y menor en personas de edad avanzada. Se 

clasifican en LH clásico y LH ganglionar con predominio linfocítico o no clásico 

(Connors et al., 2020). Los LNH engloban al resto de linfomas que no son 

clasificados como LH y se clasifican de acuerdo al tipo celular de origen (B, T o NK).  

Asimismo, los linfomas también se pueden clasificar de acuerdo a su agresividad 

(alto o bajo grado) (Jamil & Mukkamalla, 2020). Por lo general, los linfomas de bajo 

grado conllevan un menor riesgo en ausencia de tratamiento por su lento 

crecimiento y baja tasa de proliferación; no obstante, son menos susceptibles a la 

quimioterapia y radioterapia (Mugnaini & Ghosh, 2016). Además, algunos linfomas 

de bajo grado como el linfoma linfocítico pequeño (SLL) pueden transformarse en 

linfomas agresivos o de alto grado como el linfoma difuso de células B grandes 

(DLBCL), proceso denominado síndrome de Richter, en una frecuencia de 

aproximadamente del 2 al 10% (Douglas, 2022). 

1.2. Linfoma no Hodgkin (LNH)  

Los LNH representan aproximadamente el 90% de los linfomas diagnosticados y 

presentan una amplia variedad de apariencias histopatológicas y presentaciones 
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clínicas que dificultan su diagnóstico. Estos surgen a partir de linfocitos en sus 

diversas etapas de desarrollo y las características del subtipo de LNH específico 

reflejan las de la célula de la que se originaron (Armitage, et al., 2017). 

1.2.1. Clasificación y epidemiología 

Tanto el diagnóstico como la clasificación de los LNH se basa predominantemente 

en la morfología celular, el inmunofenotipo, la citogenética y las características 

clínicas. La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los LNH de acuerdo 

al origen celular (T, B o NK) y al grado de diferenciación (precursor o maduro) 

(Figura 1) (Dey, 2021). 

 

Figura 1. Clasificación de los linfomas no Hodgkin. La clasificación de los LNH se basa 
principalmente en el origen celular (linfocitos B, T o NK) y el grado de diferenciación (células 
precursoras o maduras). Modificado de Dey, 2021. 

Según los datos más recientes de la base de datos Global cancer observatory 

(GLOBOCAN), en el 2022 se diagnosticaron 553,389 casos nuevos y 250,679 

muertes por LNH. Asimismo, se ha reportado que el LNH es más común en países 
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con un índice de desarrollo humano alto y en la población masculina (Thandra et 

al., 2021). La OMS reporta que el LNH más común en países occidentales es el 

DLBCL, representando hasta el 31% de los casos diagnosticados en adultos. Los 

linfomas de células T solo representan del 10 al 15% de los casos reportados, 

siendo los más comunes el linfoma de células T periféricas (PTCL, 6%) y el linfoma 

cutáneo de células T (CTCL, 4%) (De Leval Y Jaffer, 2020).  

En las últimas décadas la sobrevida a 5 años de los pacientes con LNH ha mejorado 

de manera significativa, subiendo de un 46% en 1975 hasta un 72.7% en 2016 

(Thandra et al., 2021). Esta mejoría se debe principalmente al avance progresivo en 

el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas más efectivas y específicas para 

los diferentes subtipos de LNH, incluyendo a la quimioterapia combinada, la 

inmunoterapia y la terapia dirigida que han llevado a mejores respuestas y mayores 

tasas de curación (Shankland et al., 2012). 

La frecuencia de LNH diagnosticado aumenta de manera proporcional con la edad 

de los pacientes. La frecuencia anual en los Estados Unidos para los pacientes 

pediátricos (menores de 16 años), adolescentes y jóvenes adultos (16 a 39 años), 

y adultos mayores (mayores de 40 años) es de 0.5 a 1.2 por 100,000; 1.8 a 7.2 por 

100,000 y 10.5 a 16.4 por 100,000; respectivamente (Wood & Lee, 2011). Asimismo, 

la incidencia de los LNH pediátricos ha incrementado progresivamente en las 

últimas décadas, no obstante, la razón de este incremento a largo plazo no está 

completamente claro y puede variar según la región y el subtipo (Shankland et al., 

2012).  

La población pediátrica frecuentemente presenta LNH de alto grado como el 

DLBCL, el linfoma de Burkitt (BL), el linfoma linfoblástico (LBL) y el linfoma 

anaplásico de células grandes (ALCL). Mientras que los subtipos histológicos de 

bajo grado como el linfoma de células B de la zona marginal (MZL) y el linfoma 

folicular (FL), son más frecuentes en adultos (Figura 2) (Jaglowski et al., 2009). 

Asimismo, los resultados del tratamiento para los pacientes con LNH recién 

diagnosticado son generalmente mejores para el grupo de edad pediátrica con 

respecto a los pacientes adolescentes, jóvenes adultos y adultos mayores. Estas 
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diferencias se han relacionado con la condición médica general de los pacientes, 

los subtipos biológicos específicos de LNH y aspectos sociológicos propios de cada 

grupo de edad (Sandlund & Martin, 2016). 

 

Figura 2. Frecuencia relativa de los subtipos más comunes de LNH por la edad del 
diagnóstico. Los subtipos de LNH de alto grado como el DLBCL, el BL, el LBL y el ALCL, son más 
comunes a edades tempranas. Mientras que los subtipos de LNH de bajo grado como el MZL y el 
FL, son más comunes en la población adulta. DLBCL: Linfoma difuso de células B grandes, BL: 
Linfoma de Burkitt, FL: Linfoma folicular, MZL: Linfoma de la zona marginal, MCL: Linfoma de células 
del manto, SLL: Linfoma linfocítico pequeño, MF: Micosis fungoide, ALCL: Linfoma anaplásico de 
células grandes y LBL: Linfoma linfoblástico. Modificado Jaglowski et al., 2009. 

En México, los LNH se ubican como uno de los tipos de cáncer más frecuentes, con 

una tendencia a la alza desde la década de 1990, principalmente en la población 

pediátrica, siendo una de las principales causas de muerte en la población infantil 

(Escamilla-Santiago et al., 2012) (Figura 3). Reportes de estudios multicéntricos de 

diferentes instituciones de salud y recopilados por la Secretaria de Salud de México 

indican que los LNH ocupan el tercer lugar entre las neoplásias malignas atendidas 

en niños menores de 14 años, con una frecuencia de aproximadamente 8% 

(Fajardo-Gutiérrez et al., 1996). 

Si bien en la actualidad no se conoce la etiología exacta de los linfomas, hay 

numerosos factores de riesgo reportados que predisponen a su desarrollo (Matasar 
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& Zelenetz, 2008). Entre los factores de riesgo no modificables se encuentran la 

edad (más del 57% de los casos en pacientes mayores de 65 años), el género (los 

hombres presentan el doble de riesgo acumulado), la etnia (más común en personas 

caucásicas), antecedentes familiares de neoplasias hematológicas, enfermedades 

autoinmunes e inmunosupresión (Thandra et al., 2021). Dentro de los factores de 

riesgo modificables se incluyen la exposición química, la exposición a la radiación, 

la obesidad, el tabaquismo, el consumo de alcohol, los implantes mamarios y la 

deficiencia de vitamina D (Lenz & Staudt, 2010). Asimismo, se ha asociado el 

desarrollo de tipos específicos de linfomas con procesos infecciosos causados por 

Helicobacter pylori, Borrelia borgdorferi, Chlamydia psittaci, Campylobacter jejuni, 

el virus linfotrópico de células T humanas, la hepatitis C, el hepesvirus humano 8, el 

virus Epstein-Barr y el citomegalovirus (Mugnaini & Ghosh, 2016).  

 

Figura 3. Incidencia y mortalidad de los tipos de cáncer más frecuentes en la población 
mexicana menor de 14 años. La leucemia, los tumores del sistema nervioso central y los LNH 
representan las principales causas de muerte por cáncer en la población pediátrica mexicana. Tasa 
estandarizada por edad (ASR). Globocan 2020. 

1.2.2. Patofisiología y genética 

Los mecanismos por los que se pueden desarrollar los linfomas están 

correlacionados con eventos genéticos que ocurren durante la maduración o la 

activación de los linfocitos, como las recombinación V(D)J, la conmutación de clase 

y la hipermutación somática (Jung et al., 2006). Normalmente, las rupturas del DNA 

generadas durante la recombinación son reparadas; no obstante, en algunos casos, 
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la reparación puede fallar. Estos defectos en la reparación pueden ser la causa de 

translocaciones cromosómicas que promueven la transformación maligna y el 

desarrollo de los linfomas a través la activación de protooncogenes (Shankland et 

al., 2012). Por ejemplo, la translocación t(14;18)(q32;q21) asociada al FL promueve 

la sobreexpresión de la proteína antiapoptótica BCL2, y la translocación 

t(8;14)(q24;q32), característica del BL, resulta en la sobreexpresión del oncogén 

MYC, causando una proliferación celular descontrolada (Ma, 2017).  

En los últimos años, el conocimiento adquirido del perfil transcripcional y la 

secuenciación del genoma de los linfomas ha permitido desarrollar una 

subclasificación molecular (Armitage, et al., 2017). Por ejemplo, el DLBCL se ha 

dividido en dos grupos moleculares conocidos como subtipo de células B del centro 

germinal y subtipo de células B activadas. Esto ha dado a conocer que las 

características moleculares de los linfomas están íntimamente correlacionadas con 

la supervivencia, la progresión y la elección de un tratamiento más eficiente. Por lo 

tanto, en la actualidad se están realizando esfuerzos para llevar a cabo una 

disección molecular en todo el espectro de los LNH (Weber & Schmitz, 2022).  

Asimismo, algunas de las alteraciones más comúnmente encontradas en los LNH 

se encuentran en genes que promueven la supervivencia celular (CDKN2A y JAK-

STAT), en genes que inhiben la muerte celular (BCL2 y MCL1), vías de señalización 

que promueven la tumorogenicidad, el escape del sistema inmune y en genes 

responsables de la remodelación de la cromatina (Armitage, et al., 2017).  

1.2.3. Características clínicas y diagnóstico 

Al ser un grupo de neoplásias tan variadas, los LNH presentan una gran diversidad 

de características clínicas. La mayoría de los pacientes con LNH presentan 

linfadenopatía indolora junto a síntomas sistémicos como fiebre, sudores nocturnos, 

fatiga, prurito y pérdida de peso (Shankland et al., 2012). 

El diagnóstico oportuno es importante debido a que en la actualidad existen terapias 

eficaces que, a menudo, favorecen la curación (Sandlund & Martin, 2016). El 

diagnóstico debe sustentarse en los resultados obtenidos del análisis 

histopatológico de una biopsia proveniente de un ganglio linfático afectado. 
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Asimismo, la obtención de una cantidad suficiente de tejido tumoral también 

permitirá estudios inmunohistoquímicos y genéticos que aumentarán la posibilidad 

de un diagnóstico correcto, un pronóstico más preciso y, por ende, un tratamiento 

más adecuado. También se puede optar por la biopsia de médula ósea para 

detectar si esta se encuentra afectada (Reiter, 2007). 

Posterior al diagnóstico, la imagenología, mediante tomografía computarizada 

combinada con tomografía por emisión de positrones (PET-TC), es la modalidad 

más adecuada para identificar el estadio de la enfermedad en un paciente, así como 

para predecir la sobrevida libre de enfermedad posterior al tratamiento (Junco et al., 

2011).  

1.2.4. Tratamiento convencional 

En las últimas décadas, el tratamiento LNH ha mejorado considerablemente debido 

a la incorporación de nuevas estrategias terapéuticas basadas en un mejor 

entendimiento de su biología y patofisiología. Los diversos tipos y subtipos de LNH, 

con diferentes características moleculares y clínicas, requieren un abordaje 

terapéutico personalizado para optimizar los resultados.  

El esquema estándar de quimioterapia para el tratamiento del LNH es CHOP 

(ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona). Este esquema se emplea 

principalmente en el tratamiento de LNH de células B agresivos, especialmente el 

DLBCL, ya que, debido a sus características, se considera que, al momento del 

diagnóstico, se encuentran ampliamente diseminados, incluso cuando el tumor está 

aparentemente localizado (Shankland et al., 2012; Sandlund et al., 1996). La 

combinación de estos agentes permite un ataque más robusto contra las células 

tumorales, logrando tasas de respuesta bastante significativas. En algunos casos 

este esquema se combina con el anticuerpo monoclonal Rituximab dirigido a CD20, 

inmunoquimioterapia denominada R-CHOP. Esta combinación ha mejorado 

significativamente la sobrevida libre de enfermedad y la sobrevida global en 

pacientes con DLBCL. Adicionalmente, se puede implementar la radioterapia como 

tratamiento adyuvante en casos localizados, cuando no hay una respuesta completa 
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a la quimioterapia, o como tratamiento paliativo para reducir el volumen de la masas 

tumoral, aliviando los síntomas (Bluhm et al., 2008). 

La combinación de los quimioterapéuticos empleados, así como la dosis y la 

duración del tratamiento dependen del subtipo histológico y del estadio de la 

enfermedad. Por ejemplo, se ha reportado que terapias más prolongadas son más 

efectivas en el linfoma linfoblástico agudo, mientras que en pacientes con linfoma 

de Burkitt los resultados son mejores con una terapia corta, intensiva y pulsada 

(Anderson et al., 1993; NCI, 2016).  

1.2.5. Recaída, resistencia y alternativas terapéuticas 

Si bien los tratamientos estándar como la inmunoquimioterapia con R-CHOP han 

mejorado en gran medida la sobrevida de los pacientes con LNH, alcanzando una 

tasa de respuesta de entre el 70 al 80%, aún hay una población entre el 30 y el 40% 

de los pacientes que muestran una mala respuesta al tratamiento o desarrollan 

resistencia. Este grupo de pacientes presenta un mal pronóstico y una sobrevida a 

2 años del 20% al 40% (Batgi et al., 2020; Klener & Klanova, 2020). 

El desarrollo de resistencia se ha relacionado con todos los tipos de tratamiento en 

los LNH, incluidas las combinaciones de estos. Esta se puede presentar como 

resistencia inherente o resistencia adquirida (Klener & Klanova, 2020). La 

resistencia inherente se debe a factores preexistentes que impiden la acción del 

agente antitumoral; por lo tanto, en estos casos se observa una falta de respuesta 

desde el inicio del tratamiento. Mientras que la resistencia adquirida se desarrolla 

durante el tratamiento, y estos casos se asocian con una respuesta significativa al 

inicio del tratamiento, lo cual implica la eliminación de las células sensibles, con una 

consiguiente recaída y progresión del LNH resistente (Wang et al., 2019). En estas 

circunstancias, las opciones terapéuticas se vuelven bastante limitadas y no se 

encuentran óptimamente definidas. En muchos casos, el foco central de las 

opciones terapéuticas son cuidados paliativos que aseguran una adecuada calidad 

de vida y la reducción de los síntomas y el estrés de la enfermedad terminal (NCI, 

2016). 
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Dentro de las opciones terapéuticas en caso de enfermedad recidivante en 

pacientes con LNH se encuentra la megaquimioterapia, quimioterapia de rescate 

por reinducción de vinblastina, el alotrasplante de células troncales 

hematopoyéticas, entre otras. No obstante, estas opciones terapéuticas presentan 

tasas de éxito y sobrevida muy reducidas (Derebas et al., 2022).  

En los últimos años, se han implementado nuevas opciones terapéuticas como el 

uso de anticuerpos monoclonales (obituzumab, inotuzumab, pembrolizumab, 

nivolumab, rituximab, entre otros), terapias dirigidas (bortezomib, ibrutinib, crizotinib, 

alectinib, ceritinib, buparlisib, ibrutinib, ruxolitinib, navitoclax, venetoclax, entre otros) 

y la inmunoterapia con células T con receptores de antígeno quimérico (CAR-T) 

(Derebas et al., 2022) (Figura 4). Sin embargo, estos tratamientos presentan 

importantes limitaciones tales como una farmacocinética inadecuada, una 

accesibilidad pobre a tejido tumoral y costos muy elevados (Chames et al., 2009). 

 

Figura 4. Alternativas terapéuticas en los casos de recaída de LNH. Diversos fármacos están 
siendo empleados para el tratamiento de LNH resistente a los tratamientos estándar, entre ellos, los 
anticuerpos monoclonales, fármacos conjugados a anticuerpos, la radio-inmunoterapia, las 
moléculas pequeñas inhibitorias y las nuevas quimioterapias. Bcl-2: linfoma de células B2, BTK: 
tirosina quinasa de Bruton, HDAC: histona desacetilasa, mTOR: diana de rapamicina en mamíferos, 
Syk: tirosina quinasa del bazo, PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa. Modificado de Chao, 2013. 
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Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevas e innovadoras estrategias 

terapéuticas que sean más específicas, efectivas, accesibles y mejor toleradas para 

el tratamiento de los LNH. En este contexto, la terapia bacteriana contra el cáncer 

ha surgido como una alternativa terapéutica prometedora que podría ofrecer un 

enfoque novedoso y potencialmente más efectivo para el tratamiento de los LNH 

(Mateos-Chávez et al., 2019). 

1.3. Terapia bacteriana contra el cáncer 

Ha pasado más de un siglo desde que William B. Coley (1862-1936) comenzó el 

primer estudio sistemático que reporta el uso de la terapia bacteriana para el 

tratamiento de tumores sólidos. En tal estudio, Coley inyectó la bacteria 

Streptococcus pyogenes a un paciente con sarcoma, causando la desaparición del 

tumor, presumiblemente por acción del sistema inmune (Coley, 1891). Años más 

tarde, debido a la preocupación de inocular a pacientes con cáncer con bacterias 

vivas, Coley optó por utilizar una combinación de bacterias muertas compuesta por 

las especies Streptococcus pyogenes y Serratia marcescen, a la cual denominó 

“Toxinas de Coley”. Esta combinación fue utilizada para tratar sarcomas, linfomas, 

melanomas y mielomas, obteniendo buenos resultados. Sin embargo, Coley fue 

objeto de muchas críticas debido a que sus ensayos no siempre podían ser 

replicados. Esto en conjunto con la aparición de la radioterapia, condujo a que las 

toxinas de Coley fueran olvidadas durante décadas (McCarthy, 2006).  

En la actualidad, la terapia bacteriana contra el cáncer está ganando importancia a 

causa de los avances acelerados en los campos de la inmunología y la 

biotecnología. Organismos bacterianos atenuados anaerobios facultativos y 

anaerobios estrictos son ampliamente utilizados por su capacidad intrínseca para 

dirigirse, colonizar y proliferar preferentemente en tejido tumoral (Sedighi et al., 

2019, Duong et al., 2019). Estas propiedades se deben a la presencia de un sistema 

flagelar de locomoción que permite la penetración de tejidos; este sistema se 

encuentra guiado con sensores quimiotácticos que pueden ser estimulados por 

compuestos liberados en el microambiente tumoral (MAT) (Figura 5). Asimismo, las 
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bacterias presentan un crecimiento preferencial en los tumores debido a que estos 

presentan hipoxia, necrosis e inmunosupresión (Forbes, 2010).  

Una vez establecidas en el tumor, las bacterias pueden efectuar una potente 

reacción antitumoral mediante la activación de vías promotoras de la muerte celular, 

la competencia por recursos, y la estimulación de la inmunidad innata y adaptativa 

(Hernández-Luna & Luria-Pérez, 2018). Asimismo, las cepas atenuadas utilizadas 

en el terapia bacteriana contra el cáncer presentan una patogenicidad reducida, 

pero conservan sus propiedades antitumorales. Esta alterativa terapéutica presenta 

un bajo costo y efectos secundarios reducidos en comparación con otros 

tratamientos, lo que la convierte en una de las terapias en desarrollo más 

prometedoras para el tratamiento del cáncer (Hernández-Luna et al., 2018).  

En los últimos años se ha avanzado mucho en la optimización de la terapia 

bacteriana contra el cáncer gracias al desarrollo de la ingeniería genética y la 

biología sintética (Liang et al., 2021). Actualmente, se cuenta con bacterias 

atenuadas que se pueden modificar genéticamente para que sean capaces de 

sintetizar, acarrear y liberar moléculas heterólogas antitumorales en el MAT (Liang 

et al., 2019; Becerra-Báez et al., 2022). Esto permite utilizar a las bacterias como 

una pequeña fábrica de moléculas antitumorales con la capacidad de liberarlas de 

forma controlada en el MAT mediante el uso de maquinarias de secreción, 

reduciendo los efectos secundarios y aumentando la capacidad antitumoral de las 

drogas acarreadas (Forbes, 2010) (Figura 5). 
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Figura 5. Mecanismos biológicos bacterianos intrínsecos y modificaciones genéticas que 
favorecen la terapia bacteriana contra el cáncer. Las cepas bacterianas atenuadas empleadas 
en la terapia bacteriana contra el cáncer presentan la capacidad de dirigirse y establecerse en 
tumores sólidos debido a la captación de moléculas atractoras liberadas desde el MAT. Además, 
estas bacterias pueden ser modificadas genéticamente para producir y liberar de manera controlada 
proteínas heterólogas reporteras y/o antitumorales. Modificado de Forbes, 2010.   

1.3.1. Salmonella enterica en el tratamiento del cáncer 

Salmonella enterica es la especie más estudiada en la terapia bacteriana contra el 

cáncer. En la actualidad se cuenta con una gran variedad de cepas atenuadas con 

efectos patogénicos reducidos, que conservan sus propiedades antitumorales. Gran 

parte de estas cepas atenuadas presentan mutaciones que alteran las vías 

metabólicas responsables de la biosíntesis de aminoácidos, purinas, toxinas, entre 

otros (Liang et al., 2021). Asimismo, estas cepas han demostrado ser seguras y 

eficientes en el tratamiento del cáncer en múltiples modelos preclínicos (Liang et al., 

2019). Por ejemplo, la cepa atenuada VNP20009 proviene de Salmonella enterica 

Typhimurium y fue generada por la deleción de los genes msbB and purI, lo cual 

reduce el riesgo de choque séptico, haciéndola más segura para su uso en el 

tratamiento del cáncer. VNP20009 muestra direccionamiento específico hacia el 

tumor, capacidad antitumoral y ha sido probada en ensayos clínicos de fase I, 

demostrando seguridad. El balance entre la atenuación y la inmunogenicidad es 

importante para el éxito de la terapia. Las cepas que son sobreatenuadas pierden 

sus capacidades antitumorales debido a que pierden la capacidad para estimular 

óptimamente al sistema inmune (Nemunaitis et al., 2003). 
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La principal ventaja de la terapia bacteriana contra el cáncer recae en la capacidad 

de las bacterias para dirigirse y colonizar estrictamente tejido tumoral con un daño 

mínimo en tejidos sanos (Forbes, 2010). La selectividad de Salmonella hacia los 

tumores sólidos fue descrita por primera vez por Pawelek et al. (1997), que 

reportaron la colonización de tumores por cepas atenuadas de Salmonella enterica 

luego de una inoculación distante en un modelo murino de melanoma (Pawelek et 

al., 1997). El mecanismo por el cual Salmonella coloniza selectivamente tumores no 

está completamente dilucidado. Se sabe que en parte esto se debe a características 

del MAT como hipoxia, necrosis e inmunosupresión, las cuales resultan en un 

ambiente que contribuye al establecimiento y proliferación de Salmonella (Forbes, 

2010). Además, Salmonella responde a la presencia de moléculas del MAT como 

aminoácidos (ácido aspártico y serina) y carbohidratos (ribosa y galactosa) que 

actúan como agentes quimioatrayentes, estimulando su direccionamiento y 

penetración profunda (Kasinskas & Forbes, 2006, Kasinskas & Forbes, 2007). 

Además, luego de llegar al MAT, Salmonella puede distribuirse desde el nicho 

perivascular hasta las zonas más profundas del tumor, promoviendo la muerte de 

las células malignas y la activación del sistema inmune (Becerra-Báez et al., 2022) 

(Figura 6). 
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Figura 6. Salmonella enterica atenuada presenta selectividad tumoral y actividad antitumoral 
intrínseca. Posterior a su inoculación por vía intravenosa, Salmonella es capaz de dirigirse y 
colonizar preferentemente tejido tumoral, en donde, promueve una potente reacción antitumoral 
mediante su actividad oncolítica y la activación de la respuesta inmune. VEGF: factor de crecimiento 
endotelial-vascular y NO: óxido nítrico. Modificado de Becerra-Báez et al., 2022. 

Salmonella puede matar directamente células tumorales induciendo la apoptosis y 

la autofagia mediante la desregulación de diferentes vías metabólicas, la producción 

de toxinas bacterianas y la privación de nutrientes. La capacidad de Salmonella para 

promover la apoptosis se debe a que esta puede activar la caspasa 3 y generar 

óxido nítrico (NO) en tejido tumoral (Spector et al., 1999; Lee et al., 2014). 

Salmonella también estimula el aumento de la expresión de calreticulina en células 

tumorales, incentivando una muerte celular inmunogénica al facilitar la captación de 

los cuerpos apoptóticos por las células presentadoras de antígeno y, por ende, la 

presentación de neoantígenos (Chirullo et al., 2015). Además, aumenta los niveles 

de autofagia por la desregulación de la vía AKT/mTOR y disminuye la angiogénesis 

al inhibir la expresión del factor de transcripción HIF-1α (Lee et al., 2014; Tu et al., 

2016). Asimismo, Salmonella promueve la quimiosensibilización de las células 

tumorales mediante el aumento en la expresión de la conexina 43 (Cx43), 

mejorando la distribución de los fármacos en el tumor, y la inhibición de la expresión 
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de la glicoproteína-P, la cual es responsable de la resistencia a quimioterapia 

(Chang et al., 2013; Yang et al., 2018) (Figura 7).  

 

Figura 7. Salmonella enterica atenuada promueve la muerte de las células tumorales. 
Salmonella promueve la activación de la apoptosis y la autofagia de las células tumorales, así como 
la inhibición de la angiogénesis. Además, quimiosensibiliza a las células tumorales por medio de 
cambios en la expresión de la glicoproteína P y Cx43. AKT: proteína quinasa B, mTOR: diana de 
rapamicina en mamíferos, LC3: proteína 1A/1B-cadena ligera 3 asociada a microtúbulos, HIF-1α: 
factor inducible a la hipoxia subunidad 1α, VEGF: factor de crecimiento endotelial-vascular, NirB: 
nitrato reductasa B, NO: óxido nítrico y Cx43: conexina 43.  

La presencia de Salmonella en el MAT estimula la activación de la inmunidad innata 

y adaptativa antitumoral. Esto se debe a que Salmonella presenta componentes 

inmunogénicos como el lipopolisacárido (LPS) y la flagelina que son reconocidos 

por los receptores tipo Toll 4 y 5 (TLR 4 y 5), respectivamente (Lee et al., 2008; De 
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Melo et al., 2015). La estimulación de los macrófagos infiltrados en el tumor favorece 

el fenotipo M1 antitumoral, la activación del inflamosoma NLRC4 y la secreción del 

factor de necrosis tumoral α (TNF-α) e interleucina 1β (IL-1β), desencadenando un 

proceso inflamatorio que promueve el reclutamiento de células inmunes como 

neutrófilos, linfocitos T, linfocitos B, células NK y células dendríticas (CD) que 

contribuyen a la erradicación del tumor (Hernández-Luna et al., 2018; Kupz et al., 

2014; Chang et al., 2013; Saccheri et al., 2010; Lin et al., 2017). Además, se ha 

reportado que la interacción de la flagelina con el TLR 5 de las células tumorales 

suprime su proliferación, reduce la expresión de la enzima inmunosupresora 

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y aumenta la expresión de la Cx43. Esta última 

promueve la presentación cruzada de antígenos, llevando a la activación de 

linfocitos TCD8+ antitumorales (Cai et al., 2011) (Figura 8). 

No obstante, a pesar de mostrar reacciones antitumorales robustas en ensayos 

realizados en ratones, el uso de Salmonella en ensayos clínicos no ha mostrado los 

resultados esperados. Se ha reportado que Salmonella presenta una colonización 

inconsistente al tejido tumoral y una reacción oncolítica débil en ensayos clínicos 

fase I (Toso et al., 2002). Por lo tanto, en los últimos años, se han realizado 

esfuerzos para optimizar la terapia bacteriana contra el cáncer basada en 

Salmonella, haciendo uso principalmente de herramientas como la ingeniería 

genética y la biología sintética (Duong et al., 2019). 
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Figura 8. Salmonella enterica atenuada estimula la inmunidad antitumoral innata y adaptativa 
en el microambiente tumoral. Componentes de Salmonella como el LPS y la flagelina pueden 
estimular células de la inmunidad innata como macrófagos, células dendríticas y células NK, así 
como promover la activación de linfocitos T CD8+ y la inhibición de linfocitos T reguladores. TAM: 
Macrófagos asociados a tumores, LPS: lipopolisacárido, IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa. TLR: 
receptor tipo Toll, Cx43: conexina 43, IL: interleucina, IFN: interferón y TNF-α: factor de necrosis 
tumoral α. 

 

 

 



20 
 

1.3.2. Optimización de la terapia bacteriana basada en Salmonella 

Con el objetivo de maximizar la actividad antitumoral de la terapia bacteriana contra 

el cáncer basada en Salmonella se han realizado múltiples investigaciones 

modificando a Salmonella para aumentar sus propiedades citotóxicas, presentar 

antígenos asociados a tumores, acarrear nanopartículas, entre otros (Liang et al., 

2020; Chen et al., 2020). 

La aplicación intravenosa de fármacos no asegura su correcta biodistribución en el 

tejido tumoral debido a presencia de barreras físicas del mismo como la alta presión 

intersticial, la desmoplasia, la vasculatura anormal y la heterogeneidad estructural 

dentro del tumor (Huo et al., 2020). Gracias a su capacidad para colonizar 

preferentemente regiones tumorales, Salmonella nos brinda una manera única de 

acarrear fármacos y distribuirlos hasta las zonas más profundas del MAT, 

disminuyendo la toxicidad y aumentando la efectividad del tratamiento (Becerra-

Báez et al., 2022).  

La expresión de moléculas heterólogas en Salmonella se puede programar 

mediante su transformación con plásmidos que alberguen la información genética 

requerida (Fensterle et al., 2008). Mediante esta estrategia se ha reportado la 

expresión y liberación controlada de antígenos, inmunomoduladores, agentes 

citotóxicos, enzimas convertidoras de prodrogas, RNA y DNA (bactofección) (Duong 

et al., 2019).  

Con el objetivo de asegurar una liberación controlada de los fármacos acarreados 

estrictamente en el MAT, se ha reportado el uso de promotores sensibles al MAT o 

promotores inducibles por señales remotas. Los promotores sensibles al MAT 

detectan las condiciones únicas del tejido tumoral como la hipoxia y la acidez, 

activando la expresión de moléculas heterólogas solo en dichas condiciones, 

mientras que los promotores inducibles por señales remotas pueden activarse 

mediante un inductor administrado de manera remota, permitiendo un control 

preciso sobre la expresión de las proteínas heterólogas antitumorales, luego de 

asegurar la focalización de Salmonella en el tumor, ofreciendo un tratamiento 
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dirigido, eficiente y con mínimos efectos secundarios (Mateos-Chávez et al., 2019; 

Zheng et al., 2017). 

1.3.3. Combinación de Salmonella con tratamientos estándar 

La terapia bacteriana contra el cáncer basada en Salmonella tiene la capacidad de 

efectuar reacciones antitumorales sinérgicas cuando se la emplea en combinación 

con los tratamientos convencionales como la quimioterapia y la radioterapia, 

reforzando significativamente sus efectos antitumorales. 

Salmonella y quimioterapia: Recientemente, se ha reportado que la 

administración de Salmonella en combinación con cisplatino, 5-fluorouracilo y 

gemcitabina, en un modelo de xenotransplante murino de cáncer pancreático 

resistente a quimioterapia, revirtió la resistencia promoviendo una potente 

reacción antitumoral (Hiroshima et al., 2013). Asimismo, en un ensayo clínico 

piloto se evaluó la inoculación intratumoral de la cepa VNP20009 de Salmonella 

que expresa la enzima convertidora de prodrogas, citosina desaminasa de 

Escherichia coli (TAPET-CD), en conjunto con la inoculación vía intravenosa de 

la prodroga, 5-fluorocitocina (5-FC), con el objetivo de que Salmonella convierta 

la 5-FC en 5-FU preferentemente en el MAT. A pesar de que se observó una 

mayor acumulación de 5-FU intratumoral en los pacientes tratados, no se 

observó una respuesta objetiva (Nemunaitis et al., 2003). 

Salmonella y radioterapia: Se ha reportado que la incorporación de dosis bajas 

de radioterapia, luego de la inoculación de Salmonella, aumentó su capacidad 

antitumoral y desencadenó una respuesta inmune de tipo citotóxica contra 

tumores secundarios que no recibieron radioterapia. Asimismo, se reportó que 

esta combinación amortigua los mecanismos de escape inmunológico del tumor 

(Avogadri et al., 2008). De manera similar, Liu y colaboradores reportaron que la 

radioterapia facilitó la colonización de Salmonella en tejido tumoral debido a su 

capacidad para aumentar la permeabilidad del área irradiada, creando un 

entorno más accesible para la infiltración bacteriana, lo que desencadenó una 

reducción en el crecimiento tumoral en un modelo de carcinoma de colon murino 

(Liu et al., 2016). 



22 
 

1.3.4. Ensayos clínicos empleando Salmonella enterica 

A partir del año 1999 comenzaron los ensayos clínicos con Salmonella enterica 

empleando a la cepa atenuada VNP20009 y a otras cepas modificadas mediante 

ingeniería genética. La cepa VNP20009 de Salmonella, diseñada por Vion 

Pharmaceutics, Inc., fue la primera cepa probada en ensayos clínicos de fase I. En 

este ensayo participaron 24 pacientes con melanoma metastásico y uno con 

carcinoma renal metastásico que fueron tratados con dosis de 106 a 109 UFC/m2 de 

VNP20009 vía intravenosa. Se estimó que la máxima dosis tolerada (MTD) fue de 

108 UFC/m2, y se observó colonización tumoral en dos pacientes que recibieron 1 x 

109 UFC/m² y en un paciente que recibió 3 x 108 UFC/m²; se observó toxicidad 

limitante de dosis en los pacientes que recibieron 1 x 109 UFC/m². La inoculación 

indujo un aumento de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, ninguno de los 

pacientes experimentó una regresión tumoral objetiva (Toso et al., 2002). En los 

siguientes años se realizaron más ensayos clínicos probando a la cepa VNP20009, 

empleando diferentes concentraciones de bacterias y variando el tiempo de 

inoculación, con el objetivo de mejorar la colonización tumoral y reducir los efectos 

adversos; no obstante, no se observaron respuestas significativas (Heimann & 

Rosenberg, 2003; NCT00004216; NCT00006254 & NCT00004988).  

Posteriormente, con el objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento con Salmonella 

en ensayos clínicos, se emplearon otras cepas modificadas por ingeniería genética. 

En un ensayo piloto con solo 3 participantes se evaluó la eficacia de TAPET-CD, 

una cepa de Salmonella que expresa la enzima citosina desaminasa de Escherichia 

coli (E. coli), inoculada vía intratumoral. Se observó que esta cepa fue capaz de 

colonizar el tumor y realizar la conversión de 5-FC a 5-FU en tejido tumoral. Sin 

embargo, no se observaron remisiones significativas, presumiblemente por el pobre 

establecimiento de Salmonella en el tumor (Nemunaitis et al., 2003). Asimismo, se 

ha realizado un ensayo clínico en pacientes con cáncer pancreático localmente 

avanzado o metastásico con Salmonella typhi Ty21a VXM01, la cual es portadora 

de un plásmido de expresión que codifica al receptor 2 del factor de crecimiento 

endotelial-vascular (VEGFR2). En este caso, Salmonella es empleada como un 

vector vacunal para la entrega del plásmido en las placas de Peyer a través de su 
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inoculación vía oral, con la finalidad de desencadenar una respuesta sistémica de 

células T dirigida al VEGFR2 y, por ende, inhibir la angiogénesis. Los resultados 

indican que el tratamiento es seguro y aumentó las respuestas de células T 

específicas; solo un paciente desarrolló una respuesta antitumoral objetiva 

(Schmitz-Winnenthal et al., 2018).  

Se presume que la actividad antitumoral limitada de este tratamiento en los ensayos 

clínicos, en comparación con lo observado en modelos murinos, se debe 

principalmente a las diferencias en la estructura tumoral; las barreras físicas de los 

tumores humanos impiden el correcto establecimiento de Salmonella, lo que 

repercute en su actividad antitumoral.  

Por otro lado, si bien la optimización de la capacidad antitumoral de Salmonella ha 

permitido observar una mayor citotoxicidad en modelo murinos, no se ha abordado 

la problemática relacionada con el pobre establecimiento y la inconsistente 

colonización en tejido tumoral observado en ensayos clínicos. 

Por ende, se requieren nuevos enfoques que permitan la optimización de la 

selectividad tumoral, la adhesión y la focalización de Salmonella hacia tejido 

tumoral. Esto se puede abordar mediante la expresión en la superficie de 

Salmonella de proteínas o péptidos que se unan específicamente a proteínas 

sobreexpresadas en tumores, lo que permitiría aumentar la eficacia y la seguridad 

de la terapia bacteriana contra el cáncer basada en Salmonella. Para ello, es posible 

emplear proteínas autotransportadoras que han demostrado utilidad en la expresión 

y translocación de péptidos y proteínas en la superficie bacteriana. 

1.4. Autotransportadores bacterianos  

Los autotransportadores bacterianos o sistemas de secreción tipo V, son los únicos 

sistemas de secreción en bacterias Gram-negativas formados por una sola proteína 

autosuficiente que se transloca a la superficie bacteriana. Estos están conformados 

por una región péptido señal, un dominio pasajero, un dominio conector o enlazador, 

un dominio de translocación o dominio β-barril y, en algunos casos, un subdominio 

proteasa y/o una región de corte (Leyton et al., 2012) (Figura 9).  
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Figura 9. Principales dominios estructurales que conforman a los autotransportadores. Los 
autotransportadores están conformados por una péptido señal, un dominio pasajero, un dominio 
conector y el dominio β-barril. La región péptido señal escindible permite la translocación del 
autotransportador hacia el periplasma. Usualmente, dentro del dominio pasajero encontramos 
subdominios serina proteasa y autochaperonas. En algunos casos, el pasajero es liberado por 
escisión proteolítica; en estos casos, encontramos una región de corte (*). Modificado de Van Ulsen 
et al., 2018. 

Además, los autotransportadores pueden separarse en 5 grupos, Va - Ve, de 

acuerdo a su estructura y mecanismo de secreción. Comúnmente, este sistema está 

involucrado en la secreción de factores de virulencia como toxinas y proteínas de 

unión a receptores, y la expresión superficial de moléculas de adhesión (Meuskens 

et al., 2019). 

Los autotransportadores Va son denominados también autotransportadores 

clásicos y, en la actualidad, son los más estudiados funcional y estructuralmente. 

Su translocación a la superficie bacteriana requiere de dos pasos; primero la 

proteína recién sintetizada es transportada al periplasma a través del translocón 

SecYEG mediante el reconocimiento de la péptido señal Sec escindible en su 

extremo N terminal y, luego, se incorpora a la membrana externa con ayuda del 

complejo de maquinaria de ensamblaje del ꞵ-barril (BAM), el cual promueve su 

inserción a la membrana externa formando una estructura ꞵ-barril (Leo et al., 2012). 

1.4.1.  Aplicaciones de los autotransportadores 

Los autotransportadores han sido optimizados como herramientas para la expresión 

de proteínas heterólogas en la superficie bacteriana, principalmente para el 

desarrollo de vacunas y biosensores. Esto se logra reemplazando o agregando al 

dominio pasajero extracelular proteínas o péptidos de interés (Figura 10). Las 



25 
 

moléculas que se expresan en la superficie por medio de estos sistemas tienen libre 

acceso para su unión con moléculas blanco, pueden conservar su actividad y 

aumentar su estabilidad. Esta estrategia se ha utilizado ampliamente con éxito para 

la expresión de enzimas, fragmentos de anticuerpos de cadena única (scFv), 

péptidos sintéticos, entre otros, en la superficie bacteriana (Van Ulsen et al., 2018).  

 

Figura 10. Estrategia para la expresión de proteínas heterólogas en la superficie bacteriana 
utilizando autotransportadores. Brevemente, los autotransportadores pueden ser modificados 
para permitir la translocación o secreción de péptidos y proteínas heterólogas. El dominio pasajero 
puede ser fusionado o reemplazarse con proteínas heterólogas mediante ingeniería genética, lo que 
permite su expresión en la superficie bacteriana. Asimismo, la adición de una secuencia de 
reconocimiento de proteasas permite la secreción al medio de proteínas heterólogas. Modificado de 
Van Ulsen et al., 2018. 

1.4.2. El papel de los autotransportadores en la terapia bacteriana contra el 

cáncer  

En el contexto de la terapia bacteriana contra el cáncer basada en Salmonella, los 

autotransportadores han sido empleados para la expresión superficial de antígenos 

con el fin de desarrollar vacunas antitumorales y para la secreción de péptidos 

promotores de la apoptosis. Recientemente, Mei y colaboradores emplearon el 

autotranspotador AIDA-1 para la expresión del antígeno del melanoma, Melan-A, en 

la superficie de la cepa atenuada SL7207 de Salmonella enterica. La inoculación de 
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la vacuna activó la respuesta de linfocitos T CD4+ y T CD8+ específicas del tumor. 

Asimismo, facilitó la infiltración tumoral de las células T, promovió la producción de 

citocinas del perfil Th1 y previno la metástasis pulmonar en un modelo de melanoma 

murino (Mei et al., 2017). Por otro lado, Mateos-Chávez y colaboradores emplearon 

el autotransportador MisL para la secreción del péptido permeable Bax BH3 en la 

cepa SL3261 de Salmonella enterica Typhimurium, observando una reacción 

antitumoral potente promovida por un incremento de la vía intrínseca de la apoptosis 

en un modelo in vivo de linfoma no Hodgkin (Mateos-Chavez et al., 2019). De tal 

manera, es factible emplear el sistema de autransportadores para expresar 

moléculas heterólogas como ligandos que reconozcan moléculas blanco 

sobreexpresadas en la superficie de células tumorales, como es el caso de un scFv 

dirigido al receptor de transferrina 1 (TfR1).  

1.5. Receptor de transferrina 1 (TfR1 o CD71) 

El TfR1 es una glicoproteína transmembrana homodimérica conformada por un 

dominio citoplasmático, una región transmembrana y un dominio extracelular 

complejo. El dominio extracelular está compuesto por un dominio helicoidal, un 

dominio tipo proteasa y un dominio apical (Luria-Pérez et al., 2016) (Figura 11a). El 

TfR1 tiene como función la captación celular de hierro por medio de su unión a la 

holotransferrina (transferrina cargada con hierro) en su porción basal (Montemiglio 

et al., 2019) (Figura 11b).  

La unión de la holotransferrina al TfR1 facilita la endocitosis de este complejo; 

posteriormente, la acidificación endosomal (pH: 5.5) induce un cambio 

conformacional en la holotransferrina que permite la liberación del hierro, seguida 

de su bombeo desde el endosoma hacia el citosol por medio del transportador de 

metales divalente 1 (DMT1). Seguido de esto, la transferrina se libera y el TfR1 

regresa a la superficie de la célula (Guo et al., 2021; Luria-Pérez et al., 2016). 

Por lo general, el TfR1 se expresa a niveles bajos en la mayoría de las células 

sanas, con la excepción de células con una alta tasa proliferativa (epidermis basal, 

epitelio intestinal y linfocitos activados) y con una alta necesidad de hierro 
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(trofoblastos de la placenta, endotelio vascular y progenitores eritroides) (Candelaria 

et al., 2021). 

 

Figura 11. Estructura del receptor de TfR1 humano y su unión a la holotransferrina. a) El TfR1 
está conformado por los dominios intracelular, transmembrana y extracelular. Este último se divide 
en los subdominios tipo proteasa, apical y helicoidal. Este homodímero se encuentra estabilizado 
mediante uniones covalentes tipo puentes de disulfuro. Modificado de Testi et al., 2019. b) La 
holotransferrina se une a la porción basal del TfR1; la cual está conformada por los subdominios tipo 
proteasa y helicoidal. Modificado de Montemiglio et al., 2019. 

1.5.1.  El papel del TfR1 en el cáncer 

La sobreexpresión del TfR1 en neoplasias malignas se reportó por primera vez a 

principios de la década de 1980 en pacientes con cáncer de mama y, desde 

entonces, se ha observado en varios tipos de cáncer, incluyendo gliomas, leucemia, 

linfomas y cáncer de ovario (Guo et al., 2021). En la actualidad, se considera al TfR1 

como un marcador universal del cáncer correlacionado con un estadio avanzado y 

con un peor pronóstico (Essaghir & Demoulin, 2012).  

Las células cancerosas presentan una demanda intrínsecamente alta de hierro 

debido a que este participa en procesos clave como la generación de energía, la 

progresión del ciclo celular y, la síntesis y reparación del DNA. El TfR1 representa 

la principal vía de captación celular de hierro; por ende, el aumento de su expresión 

proporciona un medio para suplir esta demanda (Guo et al., 2021). En comparación 
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a las células sanas, las células cancerosas presentan una fuerte dependencia al 

hierro, fenómeno conocido como “adicción al hierro”, siendo muy sensibles a su 

deprivación (Basuli et al., 2017). 

Se ha descrito que la sobreexpresión de TfR1 es particularmente alta y esencial 

para la supervivencia de neoplásias hematológicas, debido al importante papel que 

tiene el hierro en el desarrollo de las células del sistema inmune (Guo et al., 2021).  

La sobreexpresión del TfR1 en el cáncer se encuentra favorecida por el factor de 

transcripción oncogénico c-MYC, la tirosina SRC celular (c-SRC) y el factor 1 

inducible por hipoxia (HIF-1) (Jeong et al., 2015). Una elevada expresión de TfR1 

está correlacionada con el desarrollo de la resistencia a fármacos por medio de la 

activación de la vía de señalización de quinasas reguladas por señales 

extracelulares (ERK) y con el mantenimiento de las células troncales cancerosas. 

Además, se ha reportado que el hierro protege a las células tumorales de las células 

NK e inhibe la apoptosis promovida por el TNF-α (Campisi et al., 2020). 

1.5.2. El TfR1: un blanco terapéutico ideal en el tratamiento del cáncer 

Su elevada expresión en células cancerosas, accesibilidad en la superficie celular, 

habilidad para internalizarse y su papel central en la progresión tumoral hacen del 

TfR1 un blanco terapéutico ideal en el desarrollo de fármacos para el tratamiento 

del cáncer (Candelaria et al., 2021).  

En los últimos años, se han empleado diferentes estrategias terapéuticas dirigidas 

al TfR1 como el uso de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos. Estos presentan 

la capacidad de obstaculizar su unión con la holotransferrina y promover la muerte 

de las células tumorales por deprivación de hierro (Daniels-Wells et al., 2016). 

Dependiendo de la localización del epítopo blanco, los anticuerpos anti-TfR1 

pueden clasificarse en: 

Neutralizantes: Al unirse al TfR1, impiden la unión de la holotransferrina.  

No neutralizantes: No interfieren con la unión a la holotransferrina, pero 

promueven la internalización del TfR1 y su degradación.  
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Además, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos contra TfR1 se han empleado 

con el fin de administrar y focalizar fármacos como quimioterapias, toxinas, 

radioisótopos, nanopartículas, oligonucleotidos y vectores para terapia génica, 

hacia el tejido tumoral (Luria-Pérez et al., 2016) (Figura 12).  

 

Figura 12. Estrategias empleadas para focalizar fármacos a células tumorales empleando 
anticuerpos y scFv anti-TfR1. En los últimos años, se ha reportado el uso de anticuerpos y scFv 
dirigidos al TfR1 con la finalidad de focalizar fármacos como péptidos citotóxicos, vectores para 
terapia génica, nanopartículas, radioisótopos y moléculas pequeñas. El TfR1 es un blanco 
terapéutico ideal, ya que, se encuentra accesible en la superficie celular, presenta la capacidad de 
internalizarse y se sobreexpresa en las células tumorales. TfR1: receptor de transferrina 1, scFv: 
fragmento variable de cadena única. Modificado de Rosendo-Luria et al., 2016 

Si bien en la actualidad aún no se ha obtenido la aprobación de la FDA para algún 

agente terapéutico dirigido a TfR1 en el tratamiento del cáncer, el fármaco SGT-53, 

basado en un complejo scFv/liposoma cargado con un plásmido que codifica p53, 

se encuentra en ensayos clínicos fase I y II en pacientes con glioblastoma, cáncer 

de páncreas metastásico, entre otros (Pirollo et al., 2016). Asimismo, los resultados 
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más recientes de un ensayo clínico fase II, en el que se evalúa a este agente 

antitumoral, muestran un beneficio clínico significativo, particularmente en pacientes 

con adenocarcinoma ductal pancreático metastásico que no responden a la 

quimioterapia (Leung et al., 2021). 

En este contexto, en el presente trabajo se reporta la construcción de un sistema 

basado en la expresión de un scFv dirigido contra el TfR1 que, al ser expresado en 

la superficie de un vector bacteriano atenuado antitumoral, favorecerá su adhesión 

a las células tumorales humanas de LNH.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los LNH representan uno de los tipos de cáncer más comunes, principalmente en 

la población pediátrica, siendo una de las principales causas de muerte en niños. 

La terapia bacteriana contra el cáncer es una alternativa terapéutica prometedora 

que brinda una forma novedosa de eliminar el cáncer, demostrando una alta 

eficiencia oncolítica en modelos murinos. Sin embargo, se ha reportado en ensayos 

clínicos que este tratamiento cuenta con limitaciones, como inconsistencias en la 

colonización y establecimiento en tejido tumoral, probablemente como 

consecuencia de las extensas barreras físicas de los tumores humanos y a la débil 

adhesión natural de las bacterias a células tumorales. Considerando que los efectos 

antitumorales de este tratamiento dependen del establecimiento bacteriano en el 

MAT, en el presente trabajo se reporta el diseño, construcción y evaluación de un 

sistema basado en la expresión de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana 

que mejora la adhesión a células tumorales humanas de LNH.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

Los tratamientos convencionales del LNH han mejorado la sobrevida de los 

pacientes, alcanzando una tasa de respuesta de entre el 70 y el 80%. Sin embargo, 

aproximadamente el 30% de los pacientes no responden de manera adecuada al 

tratamiento o desarrollan resistencia. En estos casos, las opciones terapéuticas se 

reducen drásticamente, brindando una eficiencia limitada o, en algunos casos, 

ofreciendo solo efectos paliativos. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar 

nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de LNH. Si bien la terapia 

bacteriana contra el cáncer es una alternativa atractiva, aún presenta limitaciones, 

tales como un establecimiento bacteriano inconsistente en tejido tumoral observado 

en ensayos clínicos. El objetivo de este trabajo está dirigido al desarrollo y 

evaluación de un sistema que favorece la adhesión bacteriana a células tumorales 

humanas de LNH a través de la expresión y translocación de un scFv anti-TfR1 a la 

superficie bacteriana mediante el autotransportador ShdA. Esto permitirá aumentar 

la eficiencia de la terapia bacteriana contra el cáncer al aprovechar la alta 

especificidad y afinidad del scFv anti-TfR1 por el TfR1, que está sobreexpresado en 

el LNH, convirtiendo esta estrategia en una opción más atractiva para el tratamiento 

del LNH. 
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4. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

4.1. Hipótesis  

• La expresión de un scFv anti-TfR1 en la superficie de Escherichia coli 

favorece su adhesión a células tumorales humanas de LNH (Ramos).  

4.2. Objetivo general 

• Desarrollar, caracterizar y evaluar in vitro en Escherichia coli un sistema 

recombinante basado en la expresión superficial de un scFv-antiTfR1 que 

favorece la adhesión bacteriana a células tumorales de LNH (Ramos).  

4.3. Objetivos específicos 

• Realizar un análisis bioinformático estructural que abarque el modelado, 

optimización y el análisis de acoplamiento molecular del scFv anti-TfR1 y la 

proteína recombinante scFv/FLAG/ShdA100.  

• Diseñar y construir los plásmidos que permitan la expresión del scFv anti-

TfR1 en la superficie bacteriana.  

• Evaluar la expresión y translocación del scFv anti-TfR1 a la superficie 

bacteriana. 

• Evaluar la adhesión de Escherichia coli recombinante que expresa en su 

superficie un scFv anti-TfR1 en un modelo in vitro de LNH humano. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1. Métodos bioinformáticos 

5.1.1. Modelaje molecular  

El modelaje de las estructuras tridimensionales de las proteínas recombinantes 

propuestas en el presente trabajo se realizó empleando el servidor de inteligencia 

artificial AlphaFold v1.5.2 Colab (DeepMind) y las secuencias aminoacídicas de las 

proteínas recombinantes (Jumper et al., 2020) (Tabla 1). Las estructuras obtenidas 

fueron visualizadas utilizando el programa PyMOL (Delano & Bromberg, 2004). 

Tabla 1. Secuencias aminoacídicas de los componentes de las proteínas quiméricas recombinantes 

scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100.  

Nombre Secuencias 

FLAG DYKDDDDK 

ScFv dirigido al TfR1 (VH- 

(Linker GS)- VL). 

EVQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTGYTMNWVKQSHGENLEWIG

RINPHNGGTDYNQKFKDKAPLTVDKSSNTAYMELLSLTSGDSAVYYCAR

GYYYYSLDYWGQGTSVTVSGSGSGGSGSGGSGSQIVLTQSPAIMSVSPG

EKVTMTCSASSSIRYIHWYQQRPGTSPKRWIYDTSNLASGVPARFSGSG

SGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRNSYPWTFGGGTRLEIR 

ShdA-A (Autotransportador 

ShdA con 38 aminoácidos 

en su dominio alfa),  

PQYRADIGAYMGNQWMARNLQMQTLYDREGSQYRNADGSVWARFKAGKA

ESEAVSGNIDMDSNYSQFQLGGDILAWGNGQQSVTVGVMASYINADTDS

TGNRGADGSQFTSSGNVDGYNLGVYATWFADAQTHSGAYVDSWYQYGFY

NNSVESGDAGSESYDSTANAVSLETGYRYDIALSNGNTVSLTPQAQVVW

QNYSADSVKDNYGTRIDGQDGDSWTTRLGLRVDGKLYKGSRTVIQPFAE

ANWLHTSDDVSVSFDDATVKQDLPANRAELKVGLQADIDKQWSVRAQVA

GQTGSNDFGDLNGSLNLRYNW 

ShdA100 

(Autotransportador ShdA 

con 112 aminoácidos en su 

dominio alfa), 

RLYWNESDNDWYLASKAQSDDDDSGGDDTPSDGGDDGGNVTPPDDGGDG

GNVTPPDDGGDGGDVTPPDHGGDVAPQYRADIGAYMGNQWMARNLQMQT

LYDREGSQYRNADGSVWARFKAGKAESEAVSGNIDMDSNYSQFQLGGDI

LAWGNGQQSVTVGVMASYINADTDSTGNRGADGSQFTSSGNVDGYNLGV

YATWFADAQTHSGAYVDSWYQYGFYNNSVESGDAGSESYDSTANAVSLE

TGYRYDIALSNGNTVSLTPQAQVVWQNYSADSVKDNYGTRIDGQDGDSW

TTRLGLRVDGKLYKGSRTVIQPFAEANWLHTSDDVSVSFDDATVKQDLP

ANRAELKVGLQADIDKQWSVRAQVAGQTGSNDFGDLNGSLNLRYNW 

  

5.1.2. Optimización geométrica y evaluación de la calidad estereoquímica 

La optimización de la geometría molecular se realizó en el programa GROMACS 

empleando el campo de fuerza CHARMM27, un máximo de 50,000 pasos, tamaño 

de pasos de minimización (emstep) de 0.01 y la detención de la minimización a los 

1000 KJ/mol/nm (Van Del Spoel et al., 2005; Rabet & Raabe, 2022). Los resultados 

de la minimización fueron sometidos a una evaluación de calidad estereoquímica 
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mediante el uso de los servidores PDBsum y PROCHECK (McGuffin et al., 2021; 

Laskowski et al., 2018). 

5.1.3. Acoplamiento molecular 

Los ensayos de acoplamiento molecular y la determinación de los residuos 

importantes involucrados en la interacción anticuerpo-antígeno se realizaron 

utilizando el servidor ClusPro 2.0. Se empleó el modo anticuerpo provisto por el 

servidor y las regiones no determinantes de la complementariedad (CDR) no se 

enmascararon automáticamente. Se seleccionó el modelo con el nivel de energía 

más bajo como el mejor modelo. Posteriormente, la identificación de los residuos 

que participan en la interacción se realizó en el servidor PDBsum y en el programa 

PyMOL (Delano & Bromberg, 2004). 

5.2. Construcción de las bacterias recombinantes 

5.2.1. Cepas bacterianas y oligonucleótidos  

Se utilizaron las cepas bacterianas de E. coli DH5-α (Sup E44 Δlac169 ϕlacZΔM15 

hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 relA1, Invitrogen) y BL21-DE3 (FompT hsdSB (rBmB) 

gal dcm DE3, Invitrogen) para la construcción de los plásmidos y la evaluación de 

la expresión y translocación, respectivamente. Se emplearon diferentes 

oligonucleótidos que permitieron la amplificación de ShdA y el scFv anti-TfR1, así 

como el acoplamiento de secuencias de corte de enzimas de restricción a sus 

extremos (Tabla 2). 

Tabla 2. Oligonucleótidos empleados para la amplificación por PCR de los insertos de clonación.  

Nombre Secuencia Descripción 

ShdA100 5´cctttggtGCTAGCCGTCTGTACTGGAA

TGAAAGTGAC 3´ 

Sentido. Sitio de restricción Nhel 

(subrayado) 

AntShdA 5´gcgtcattGGATCCTTACCAGTTATAGC

GCAGATTGAG 3´ 

Antisentido. Sitios de restricción BamHI 

(subrayados). 

scFvP-F  5´agctagTCTAGAGAGGTTCAGTTGCAAC

AATCAGGC 3´ 

Sentido. Sitio de restricción XbaI 

(subrayado)  

scFvP-R 5´cgccgcGGATCCTTAACGGATTTCCAGG

CGAGTGCC 3´ 

Antisentido. Sitio de restricción BamHI 

(subrayado). 

scFvS-F 5´ccccccAAGCTTGAGGTTCAGTTGCAAC

AATCAGGC 3´ 

Sentido. Sitio de restricción HindIII 

(subrayado) 

scFvS-R 5´ccgccgCTCGAGACGGATTTCCAGGCGA

GTGC 3´ 

Antisentido. Sitios de restricción XhoI 

(Subrayados). 
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5.2.2. Características de los plásmidos empleados 

En total, se construyeron 4 plásmidos a partir del vector parental pnirBShdA30, 

estos fueron pnirBShdA100, pnirBscFvShdA30, pnirBscFvShdA100 y pnirBscFv, 

que codifican las proteínas FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100, scFv/FLAG/ShdA30, 

scFv/FLAG/ShdA100 y FLAG/scFv, respectivamente (Figura 13).  

La secuencia que codifica al autotransportador ShdA100 se obtuvo por 

amplificación por PCR, empleando como molde el DNA genómico de Salmonella 

enterica Typhimurium SL3261. La secuencia que codifica al scFv anti-TfR1 se 

obtuvo de manera similar, utilizando el plásmido pMAL-c5X-scFv como molde. Este 

plásmido codifica al scFv anti-TfR1 fusionado a la proteína de unión a manosa 

(MBP), construido y evaluado previamente (Aguilar-González, 2018). 

 
Figura 13. Proteínas recombinantes expresadas por los plásmidos propuestos. Las proteínas 
recombinantes ShdA30, ShdA100, scFv-ShdA30, scFv-ShdA100 se expresan y se translocan a la 
superficie bacteriana mediante el autotransportador ShdA. Mientras que la proteína recombinante 
scFv se expresa a nivel del periplasma bacteriano. El dominio β de ShdA está constituido por 277 
aminoácidos, y el dominio α mutado contiene 38 (ShdA30) o 112 aminoácidos (ShdA100). Imagen 
realizada en BioRender. 
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Plásmido pnirBShdA30: Plásmido parental empleado para la construcción 

de los demás plásmidos. Presenta una región de resistencia a la ampicilina, 

el origen de replicación ColEI, el promotor de la nitrato reductasa (nirB) y 

codifica para la proteína ShdA30 (autotransportador ShdA30 con 38 

aminoácidos de dominio pasajero) fusionada a la bandera molecular FLAG y 

a la señal de la toxina termolábil de E. coli (LTB) en su extremo N-terminal 

(Peso molecular: 39.1 kDa). Además, presenta un sitio de clonación múltiple 

que presenta las secuencias de corte de las enzimas de restricción XbaI, 

HindIII, SpeI, SalI y XhoI (Figura 14). La proteína se transloca hacia la 

membrana externa. 

Plásmidos pnirBShdA100: Plásmido construido a partir de pnirBShdA30, 

con la diferencia que codifica para la proteína ShdA100 (autotransportador 

ShdA con 112 aminoácidos de dominio pasajero) fusionada a la bandera 

molecular FLAG y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular: 46.4 kDa). 

La proteína se transloca hacia la membrana externa. 

Plásmido pnirBscFv: Plásmido construido a partir de pnirBShdA30. Este 

codifica para la proteína scFv anti-TfR1 fusionada a la bandera molecular 

FLAG y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular: 30.3 kDa). La 

proteína se expresa y se transloca hacia el periplasma. 

Plásmido pnirBscFvShdA30: Plásmido construido a partir de pnirBShdA30. 

Este codifica para la proteína ShdA30 fusionada a la bandera molecular 

FLAG, el scFv anti-TfR1 y LTB en su extremo N-terminal (Peso molecular: 

64.3 kDa). La proteína se transloca hacia la membrana externa. 

Plásmido pnirBscFvShdA100: Plásmido construido a partir de 

pnirBShdA100. Este codifica para la proteína ShdA100 fusionada a la 

bandera molecular FLAG, el scFv anti-TfR1 y LTB en su extremo N-terminal 

(Peso molecular: 71.6 kDa). La proteína se transloca hacia la membrana 

externa.  
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Figura 14. Estructura del plásmido pnirBShdA30. Este plásmido cuenta con una región de 
resistencia a la ampicilina, el origen de replicación Col EI y una región codificante bajo el control del 
promotor nirB (negro). Este promotor promueve la expresión de la región codificante en condiciones 
microaerofílicas. La región codificante presenta el péptido LTB (que permite la translocación de las 
proteínas al periplasma), una región de clonación múltiple (verde), el péptido FLAG (rojo) y el 
autotransportador ShdA30 (38 aminoácidos de dominio pasajero, azul). Imagen realizada en 
BioRender. 

5.2.3. PCR para la amplificación del autotransportador ShdA100 y del scFv anti-

TfR1 con sitios de corte flanqueantes  

Para la amplificación del autotransportador ShdA100 se empleó DNA genómico de 

Salmonella enterica Typhimurium SL3261 como molde. Se consideró un volumen 

final de 20 µL con 1 µg de DNA molde, 200 µM de los dNTPs (New England Biolabs), 

1 pM del primer sentido ShdA100, 1 pM del primer antisentido AntShdA, 1.5mM de 

MgSO4 (Invitrogen), 1 U de Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) y 1X de amortiguador 

Pfx DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificación fueron 1 ciclo de 

desnaturación (94°C, 3.5 minutos); 30 ciclos de desnaturación (94°C, 15 segundos), 

alineamiento (64°C, 30 segundos) y extensión (72°C, 1 minuto); extensión final 

(72°C, 10 minutos); y enfriamiento (4°C). 

Asimismo, para la amplificación del scFv anti-TfR1 se empleó al plásmido pMALc5x-

scFv como molde (Aguilar-González, 2018). Se consideró un volumen final de 20 

µL con 1 µg de DNA molde, 200 µM de los dNTPs (New England Biolabs), 1 pM del 

primer sentido scFvP-F o scFvS-F, 1 pM del primer antisentido scFvP-R o scFvS-R, 
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1.5 mM de MgSO4 (Invitrogen), 1 U de Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) y 1X de 

amortiguador Pfx DNA polimerasa (Invitrogen). Las condiciones de amplificación 

fueron 1 ciclo de desnaturación (94°C, 3.5 minutos); 30 ciclos de desnaturación 

(94°C, 15 segundos), alineamiento (64°C, 30 segundos) y extensión (72°C, 1 

minuto); extensión final (72°C, 10 minutos); y enfriamiento (4°C). 

5.2.4. Estrategia general para la construcción de los plásmidos 

Para construir los diferentes plásmidos propuestos codificantes para las proteínas 

recombinantes de interés se empleó la tecnología del DNA recombinante partiendo 

del plásmido pnirBShdA30 (Figura 15).  

Para la construcción de los plásmidos controles pnirBShdA100 y pnirBscFv se 

realizaron dos cortes consecutivos con las enzimas de restricción NheI-HF y BamHI-

HF (New England Biolabs) del plásmido pnirBShdA30 durante toda la noche a 37°C, 

esto permitió separar y purificar al vector pnirB de la región que codifica para el 

autotransportador ShdA30 empleando el kit QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN). 

Luego, los productos de PCR ShdA100 y scFv, flanqueados por los sitios de 

restricción NheI/BamHI y XbaI/BamHI, fueron sometidos a tres digestiones con las 

enzimas de restricción correspondientes durante toda la noche a 37°C para exponer 

sus extremos cohesivos. Estos fragmentos fueron purificados empleando el kit 

QIAquick PCR Purification (QUIAGEN). Finalmente, se realizó la ligación entre el 

vector pnirB y el inserto ShdA100 o scFv, empleando DNA ligasa T4 (New England 

Biolabs) durante toda la noche a 4°C. La cepa competente DH5-α de E. coli fue 

transformada por choque térmico con los producto de ligación, y las clonas 

obtenidas fueron evaluadas por análisis de restricción para confirmar la 

construcción de los plásmidos pnirBShdA100 y pnirBscFv (Figura 15a).  

Posteriormente, se construyeron los plásmidos pnirBscFvShdA30 y 

pnirBscFvShdA100, que permiten la producción de las proteínas recombinantes 

scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100, respectivamente, que translocan el 

scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana. Para esto, se utilizaron los plásmidos 

pnirBShdA30 y pnirBShdA100 como vectores parentales. Ambos plásmidos fueron 

sometidos a tres cortes consecutivos con las enzimas de restricción HindIII y XhoI 
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(New England Biolabs) durante toda la noche a 37°C para linealizar los plásmidos y 

exponer los extremos cohesivos de los sitios de corte HindIII y XhoI en sitio de 

clonación múltiple. Luego los fragmentos fueron purificarlos empleando el kit 

QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN). El producto de PCR de scFv anti-TfR1, 

flanqueado por los sitios de restricción HindIII/XhoI, fue sometido a tres digestiones 

con las enzimas de restricción correspondiente durante toda la noche a 37°C para 

dejar sus extremos cohesivos expuestos. Estos fragmentos fueron purificados 

empleando el kit QIAquick PCR Purification (QUIAGEN). La ligación se realizó con  

DNA ligasa T4 durante toda la noche a 4°C, y los productos fueron empleados para 

transformar a E. coli DH5-α competente (cloruro de rubidio, RbCl) por choque 

térmico. Las colonias obtenidas fueron evaluadas por análisis de restricción para 

confirmar la construcción de los plásmidos pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100 

(Figura 15b). 

5.2.5. Transformación de Escherichia coli  

La transformación de E. coli DH5-α y BL21-DE3 se realizó por choque térmico. 

Brevemente, se agregó el producto de ligación o 100 ng de DNA plasmídico a E. 

coli DH5-α o BL21-DE3 competentes y se incubaron en hielo durante 30 minutos. 

Pasado este tiempo, se realizó el choque térmico en baño maría a 42°C por 90 

segundos, seguido inmediatamente de una incubación por 3 minutos en hielo. 

Posteriormente, se adicionó 200 µL de medio súper óptimo con represor catabólico 

(SOC) (Invitrogen) y se incubó 1 hora a 37°C en agitación constante a 200 rpm. 

Finalmente, las bacterias transformadas se sembraron en placas Petri con agar 

infusión de cerebro-corazón (BHI) y ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron por 12 

horas a 37°C. 
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Figura 15. Estrategia general de construcción de los plásmidos. a) Brevemente, la construcción 
de los plásmidos pnirBShdA100 y pnirBscFv se realizó empleando el vector pnirB y los insertos 
ShdA100 y scFv, respectivamente, los cuales reemplazaron la región ocupada por ShdA30 en el 
plásmido pnirBShdA30. b) Mientras que para la construcción de los plásmidos pnirBscFvShdA30 y 
pnirBscFvShdA100 se realizó la inserción de la región que codifica para el scFv en la región de 
clonación múltiple, empleando como vectores parentales a los plásmidos pnirBShd30 y 
pnirBShdA100, respectivamente. Imagen realizada en BioRender. 
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5.2.6. Secuenciación de los plásmidos  

La secuenciación de los plásmidos construidos se realizó empleando el Kit BigDye 

Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Brevemente, considerando un volumen de 

reacción final de 20 µL se agregaron: 8 µL de BigDye Terminator, 4 µL del 

amortiguador BigDye, 120 ng de plásmido molde y 2.5 pM de primer sentido o 

antisentido. Las condiciones de la reacción de secuenciación fueron: 1 ciclo de 

desnaturación (95°C, 3 minutos); 60 ciclos de desnaturación (95°C, 30 segundos), 

alineamiento (59.2°C, 10 segundos) y extensión (60°C, 4 minutos); y enfriamiento 

(4°C). El producto de la reacción se purificó empleando columnas Centri-Sep 

(Invitrogen), se secó al vacío y se resuspendió en 20 µL de formamida. Finalmente, 

la lectura se realizó en el secuenciador 2500 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems).  

5.2.7. Condiciones de cultivo e inducción 

La incubación de E. coli DH5-α y BL21-DE3 transformadas se realizó en placas Petri 

con agar BHI y ampicilina (100 µg/mL) a 37°C por 12 horas. Luego, se tomó una 

asada y se depositó en 5 mL de caldo BHI con ampicilina (100 µg/mL) en tubos 

estériles de 15 mL y se incubó a 37°C por 10 horas en agitación a 200 rpm. 

Posteriormente, se tomaron 50 µL y se depositaron en tubos de 15 mL con 5 mL de 

caldo BHI con ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron bajo las mismas condiciones.  

Las condiciones de inducción de la expresión de las proteínas recombinantes se 

realizaron en condiciones microaerofílicas. Para ello, se depositaron 50 µL del 

segundo cultivo en caldo BHI con ampicilina (100 µg/mL) en tubos de 15 mL 

estériles rebosados de caldo tioglicolato con ampicilina (100 µg/mL) y se cerraron 

herméticamente. La incubación se realizó a 37°C por 6, 8, 10 y 12 horas en 

condiciones de agitación a 200 rpm. 

5.2.8. Cinética de crecimiento 

Las curvas de crecimiento de E. coli DH5-α y BL21-DE3 recombinantes se 

realizaron en caldo BHI con ampicilina (100 µg/mL) durante 16 horas, tomando 

muestras cada 2 horas. El cálculo de la concentración bacteriana se realizó por 

espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm.  
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5.3. Evaluación de la expresión y translocación de las proteínas 

recombinantes a la superficie bacteriana 

5.3.1. Extracción de proteínas totales 

Se emplearon aproximadamente 3 x 109 bacterias E. coli BL21-DE3 recombinantes 

previamente inducidas. Estas se centrifugaron a 5000 rpm por 4 minutos a 4°C, se 

descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendió en 1 mL de buffer 

salino fosfato a pH de 7.4 1X (PBS 1X). Luego, se centrifugó a 5000 rpm por 4 

minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspendió 

en 300 µL de urea 8M. Finalmente, se lisaron las bacterias por sonicación, se 

centrifugaron a 13,500 rpm por 4 minutos y se recuperó el sobrenadante. 

5.3.2. Ensayo de dot blot  

Se depositaron 10 µL de cada muestra de proteínas totales provenientes de E. coli 

BL21-DE3 recombinante en una membrana de nitrocelulosa y se dejó secar durante 

1 hora. Luego se realizó el bloqueo con solución de leche descremada al 5% en 

PBS 1X durante 1 hora a 25°C y se lavó una vez con PBS 1X con Tween al 0.05% 

(PBST) y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado. La membrana se incubó 

durante 4 horas a 25°C con el anticuerpo monoclonal de ratón anti-FLAG (1 mg/ml, 

Sigma-Aldrich) diluido 1:1000 en PBS 1X con albúmina de suero bovino al 1% (PBA) 

y se lavó una vez con PBST al 0.05% y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado. 

Luego la membrana se incubó durante 1 hora a 25°C con el anticuerpo policlonal 

de cabra anti-IgG de ratón HRP (1mg/ml, Abcam) diluido 1:1000 en PBA y se lavó 

1 vez con PBST al 0.05% y 3 veces con PBS 1X, 5 minutos por lavado. Finalmente, 

las membranas se revelaron con luminol (Santa Cruz Biotechnology) y las imágenes 

fueron tomadas en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). 

5.3.3. Citometría de flujo e inmunofluorescencia  

Luego de ser inducidas, se tomaron a 2 x 108 bacterias E. coli recombinantes y se 

centrifugaron por 4 minutos a 13,500 rpm y 4°C. Posteriormente se lavaron con 1 

mL de PBS 1X y nuevamente se centrifugaron durante 4 minutos a 13,500 rpm y 

4°C. Se eliminó el sobrenadante y los pellets bacterianos se resuspendieron con 20 

µL de anticuerpo anti-FLAG FITC inducido en ratón (Sigma-Aldrich) diluido 1:100 y 
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se incubaron durante 3 horas a 4°C en oscuridad. Luego, se lavaron con 1 mL de 

PBS 1X y se centrifugaron durante 4 minutos a 13,500 rpm y 4°C; se descartó el 

sobrenadante y los pellets bacterianos fueron resuspendidos en 150 µL de Sheath 

Fluid (Beckman Coulter) y 50 µL de solución FixFACS (p-formaldehído al 4% en 

PBS 1X) para analizarse por citometría de flujo empleando el equipo CytoFLEX 

(Beckman Coulter), o en 10 µL de PBS 1X para su análisis por microscopía de 

fluorescencia en el equipo IX-73 (Olympus).  

5.3.4. Cinética de expresión 

Para determinar el tiempo óptimo de inducción para una mayor expresión de las 

proteínas recombinantes en E. coli BL21-DE3, se realizó una cinética de expresión 

con tiempos de inducción de 6, 8, 10 y 12 horas en caldo tioglicolato con ampicilina 

(100 µg/mL). El nivel de expresión se evaluó por citometría de flujo empleando el 

anticuerpo anti-FLAG FITC diluido 1:100 en PBS 1X. 

5.4. Evaluación de la adhesión en células humanas de LNH 

5.4.1. Evaluación del nivel de expresión de TfR1 en la línea celular Ramos por 

citometría de flujo 

Brevemente, 300,000 células Ramos (LNH humano) fueron tratadas con el 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-TfR1 OKT9 (1:200 en PBA) durante 2 horas a 

4°C. Al finalizar la incubación, se realizaron 2 lavados con PBS 1X. Luego, se incubó 

las células con el anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de ratón FITC (1:200 en 

PBA) durante 2 horas a 4°C en oscuridad. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X y 

las células se resuspendieron en 150 µL de Sheath Fluid (Beckman Coulter) y 50 

µL de solución FixFACS (p-formaldehído al 4% en PBS 1X) para analizarse en el 

equipo CytoFLEX (Beckman Coulter).  

5.4.2. Evaluación de la unión del scFv anti-TfR1 a la línea celular Ramos por 

citometría de flujo 

De manera similar, se trataron 300,000 células Ramos con 25 µg de extractos 

bacterianos obtenidas por sonicación de E. coli BL21-DE3 recombinante que 

expresan la proteína quimérica MBP/scFv anti-TfR1, previamente inducida con 

isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) durante 2 horas. Posterior a la 
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incubación con los extractos, se realizaron 2 lavados con PBS 1X y, en seguida, se 

agregó el anticuerpo monoclonal de ratón anti-MBP (Abcam) diluido 1:200 en PBA 

durante 2 horas a 4°C, seguido de 2 lavados con PBS 1X. Finalmente, las células 

se incubaron con el anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de ratón FITC (1:200 en 

PBA) durante 2 horas a 4°C y, posterior a los 2 lavados con PBS 1X, las células se 

resuspendieron en 150 µL de Sheath Fluid (Beckman Coulter) y 50 µL de solución 

FixFACS (p-formaldehído al 4% en PBS 1X) y se analizaron en el equipo CytoFLEX 

(Beckman Coulter). 

5.4.3. Ensayos de adhesión bacteriana a proteínas inmovilizadas de células 

Ramos 

Se lisaron 3 x 106 de células Ramos (LNH humano) por sonicación en PBS 1X; 

luego, el extracto obtenido se centrifugó a 13,500 rpm por 4 minutos y se recuperó 

el sobrenadante. La concentración de proteína en el sobrenadante fue evaluada por 

medio del kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) en placas de 96 pozos 

y leída a 562 nm en el lector de placas EPOCH (BioTek). 

Se sensibilizaron placas de 96 pozos (Corning) con 5 µg/mL de extractos proteicos 

de células Ramos (que expresan el TfR1) durante toda la noche a 4°C; seguido de 

esto, se realizaron 4 lavados de 5 minutos con 100 µL de PBS 1X. Se bloqueó la 

placa con 200 µL por pozo de leche descremada al 3% en PBS 1X y se realizaron 

los lavados como se indicó anteriormente. Posteriormente, se agregaron 100 µL de 

E. coli BL21-DE3 recombinante (que expresa y transloca el scFv anti-TfR1 y 

controles) previamente inducida durante 8 horas y resuspendida en PBS 1X (OD540 

= 3). La incubación se realizó a temperatura ambiente durante 2 horas, y al finalizar, 

se realizaron 5 lavados de 5 minutos con 100 µL de PBS 1X. La cantidad de 

bacterias adheridas al fondo de los pozos se observó en el microscopio invertido IX-

73 (Olympus); la cantidad de bacterias por campo se analizó en el programa 

ImageJ, para un total de 3 réplicas (Figura 16). 
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Figura 16. Ensayo de adhesión bacteriana a proteínas inmovilizadas de células Ramos. Se 
lisaron 3 x 106 células Ramos por sonicación y se cuantificó la cantidad de proteína en los extractos. 
Empleando una concentración de 5 µg/mL, se sensibilizó una placa de 96 pozos durante toda la 
noche. La placa se lavó con PBS 1x y se bloqueó con leche descremada al 3%. Luego, se incubó 
con las bacterias recombinantes previamente inducidas a temperatura ambiente durante 2 horas. 
Finalmente, la placa se lavó con PBS 1X y se observó por microscopía óptica. Imagen realizada en 
BioRender. 
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6. RESULTADOS 

6.1. La simulación de acoplamiento molecular entre el scFv anti-TfR1 y el 

TfR1 predice una adecuada interacción 

A partir de la secuencia aminoacídica del scFv anti-TfR1, se realizó el modelaje y la 

optimización de su estructura tridimensional en el servidor AlphaFold 2 y el 

programa GROMACS. La estructura obtenida muestra un correcto plegamiento de 

los dominios variables de la cadena pesada (VH) y ligera (VL) unidos por un 

conector flexible de GS que permite que ambos interaccionen correctamente (Figura 

17a). La calidad estereoquímica evaluada por el análisis de Ramachandran, 

muestra que la mayoría de los residuos aminoacídicos presentan una correcta 

orientación encontrándose en regiones muy favorables (Figura 17b). Esta proteína 

está compuesta por 20 estructuras β-plegadas y 4 α-hélices cortas, así como por 

dos puentes disulfuro (Figura 17c). 

 

Figura 17. Modelaje y análisis de la estructura tridimensional del scFv anti-TfR1. a) Modelo 
tridimensional de la estructura del scFv anti-TfR1. b) Gráfico de Ramachandran para la evaluación 
de la calidad estereoquímica del modelo. c) Análisis de las estructuras secundarias de la proteína 
scFv anti-TfR1. 
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La estructura del scFv anti-TfR1 modelada fue empleada para realizar el análisis de 

acoplamiento molecular contra la estructura del TfR1 humano extraída de la base 

de datos PDB (3KAS). El resultado muestra que la interacción se da a nivel de las 

regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del scFv y del dominio 

apical del TfR1 humano; asimismo, se obtuvo un Weighted Score de -463.8, lo que 

indica la robustez de la simulación (Figura 18a). En esta interacción participan 23 

residuos del dominio apical de TfR1 y 18 residuos de los CDRs del scFv anti-TfR1, 

formando 23 puentes de hidrógeno y 2 puentes salinos (Figura 18b). 

 

Figura 18.  Simulación de acoplamiento molecular entre la estructura del TfR1 humano y el 
scFv anti-TfR1. a) Visualización en PyMOL de la interacción predicha entre el dominio apical del 
TfR1 humano y el scFv anti-TfR1. b) Interacción de los residuos aminoacídicos del TfR1 humano y 
el scFv anti-TfR1. 
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6.2. El modelo tridimensional de la proteína recombinante 

scFv/FLAG/ShdA100 predice una conformación adecuada y la 

translocación del scFv-TfR1 a la superficie bacteriana a través del 

autotransportador ShdA 

Se empleó el mismo protocolo para el modelaje y optimización de la estructura de 

la proteína recombinante scFv/FLAG/ShdA100. Adicionalmente, se realizó la 

predicción y simulación de la inserción de esta proteína a la membrana externa de 

E. coli en el servidor CHARMM-GUI utilizando la herramienta membrane builder. La 

visualización de los resultados se realizó en el programa PyMOL.  

La estructura muestra un correcto plegamiento de la proteína recombinante 

conformada por el autotransportador ShdA100 (dominio β-barril y el dominio 

pasajero de 112 aminoácidos), la bandera molecular FLAG y el scFv anti-TfR1. Se 

observa que el dominio pasajero está conformado por una región intrínsecamente 

desordenada, lo que otorga una mayor libertad de movimiento al scFv anti-TfR1 

situado en la superficie bacteriana (Figura 19a). El análisis estereoquímico indica 

un resultado moderado, con menos del 3% de aminoácidos en regiones poco 

favorables, debido a la presencia de un dominio intrínsecamente desordenado 

(Figura 19b). 

La predicción y simulación de la inserción a la membrana externa de E. coli muestra 

un correcto posicionamiento de la proteína recombinante. Como se ha reportado 

previamente, el dominio β-barril de este autotransportador se inserta en la 

membrana externa, proceso favorecido por la presencia de residuos hidrofóbicos 

que forman una estructura con un espesor hidrofóbico de 25.9±1.2 Å que se embebe 

en la membrana (Figura 19c). La inserción en la membrana de esta proteína permite 

que el dominio pasajero junto con el scFv anti-TfR1 sean translocados hacia la 

superficie de la bacteria. Asimismo, se observa que el largo y flexible dominio 

pasajero estaría permitiendo exponer el scFv anti-TfR1 más allá del LPS, 

permitiendo una mejor interacción con su ligando (Figura 19a). 
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Figura 19. Modelaje, análisis y simulación de la inserción a la membrana externa de E. coli de 
la proteína scFv/FLAG/ShdA100. a) Modelo tridimensional de la estructura de la proteína 
scFv/FLAG/ShdA100 embebida en una simulación de la membrana externa de E. coli. Imagen 
visualizada en PyMOL. b) Gráfico de Ramachandran para la evaluación de la calidad estereoquímica 
del modelo tridimensional. c) Análisis de los residuos aminoacídicos y las estructuras secundarias 
embebidas en la membrana externa de E. coli. 
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6.3. Construcción del plásmido pnirBShdA100 

El plásmido pnirBShdA30 sirvió como punto de partida para la construcción de los 

demás plásmidos. Este plásmido codifica la proteína quimérica FLAG/ShdA30 bajo 

el promotor nirB, que es sensible a condiciones hipóxicas (Figura 20a). Se realizó 

un análisis de restricción para evaluar los sitios de restricción de interés. Los cortes 

con HindIII, XhoI, NheI y BamHI permitieron linealizar el plásmido, mientras que el 

corte con NheI/BamHI permitió la separación del vector pnirB, con un tamaño de 

2502 pares de bases (pb), de la secuencia codificante para el autotransportador 

ShdA30 (948 pb) (Figura 20b). La secuenciación del plásmido confirmó que todos 

sus elementos se encuentran en marco de lectura (Figura 20c).  

 

Figura 20. Caracterización del plásmido pnirBShdA30. a) Mapa del plásmido pnirBShdA30 y 
representación de la proteína que codifica. b) Análisis de restricción en un gel de agarosa al 1%, 
marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del 
plásmido con las enzimas HindIII, XhoI, NheI, BamHI y NheI/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). c) 
Secuencia de las principales regiones del plásmido pnirBShdA30 (gris: promotor nirB, azul: 
autotransportador ShdA30). MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de bases. Imagen 
realizada en BioRender.  

La construcción del plásmido pnirBShdA100 se inició con la obtención de la 

secuencia codificante del autotransportador ShdA100 flanqueada por los sitios de 

restricción NheI y BamHI mediante su amplificación por PCR utilizando como molde 

el DNA genómico de Salmonella enterica Typhimurium SL3261 y los primers 

ShdA100 y antShdA (Figura 21a). Se determinó que la Tm óptima de la reacción 
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fue de 59.2 °C mediante una PCR en gradiente (Figura 21b). El producto amplificado 

obtenido a la temperatura óptima se purificó y se sometió a dos digestiones 

consecutivas con las enzimas NheI/BamHI para exponer los extremos cohesivos de 

sus sitios de corte y, finalmente, se purificó. 

 

Figura 21. Obtención del fragmento que codifica al autotransportador ShdA100 flanqueado 
por los sitios de restricción NheI y BamHI. a) Representación gráfica del fragmento que codifica 
a ShdA100 flanqueado por NheI y BamHI. b) Resultado de la amplificación del fragmento mediante 
PCR en gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb 
Invitrogen). Control: reacción de PCR sin molde. MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de 
bases. Imagen realizada en BioRender. 

Para la obtención del vector pnirB, el plásmido pnirBShdA30 fue sometido a dos 

cortes con las enzimas de restricción NheI/BamHI. Después de correr un gel de 

agarosa al 1.2% con el producto de la digestión, se purificó la banda 

correspondiente al vector pnirB. Luego se realizó la ligación del vector (pnirB) y el 

inserto (ShdA100) con la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y el producto de 

ligación se empleó para transformar a E. coli DH5-α competentes (Figura 22a). Las 

colonias obtenidas fueron aisladas y cultivadas para su análisis.  

Se evaluó la construcción del plásmido pnirBShdA100 mediante un análisis de 

restricción, observándose que el corte con las enzimas NheI/BamHI separa al vector 

pnirB (2502 pb) de la región codificante para el autotransportador ShdA100 (1170 

pb) (Figura 22b). Este plásmido codifica para la proteína FLAG/ShdA100, la cual se 

expresa en la membrana externa bacteriana permitiendo la translocación de la 

bandera molecular FLAG a la superficie bacteriana (Figura 22c). La secuenciación 

del plásmido pnirBShdA100 permitió confirmar que la región que codifica para el 

autotransportador ShdA100 se encuentra en marco de lectura (Figura 22d). 
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Figura 22. Construcción y caracterización del plásmido pnirBShdA100. a) Estrategia de 
construcción del plásmido pnirBShdA100. b) Análisis de restricción en un gel de agarosa al 1%, 
marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del 
plásmido con las enzimas HindIII, XhoI, NheI, BamHI y NheI/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). c) 
Representación de la proteína FLAG/ShdA100, que transloca la bandera molecular FLAG a la 
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA100, codificada por el plásmido 
pnirBShdA100. d) Secuencia de las principales regiones del plásmido pnirBShdA100. MTM: 
marcador de tamaño molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender. 
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6.4. Construcción del plásmido pnirBscFv 

De manera similar, la construcción del plásmido pnirBscFv requirió la obtención del 

fragmento codificante para el scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios de restricción 

XbaI y BamHI (Figura 23a). Una vez más, se realizó una PCR en gradiente 

empleando los primers scFvP-F y scFvP-R, observando que la Tm óptima es de 

58.4°C (Figura 23b). Empleando el producto de PCR purificado, se realizaron 3 

cortes con las enzimas de restricción XbaI/BamHI para dejar expuestos los 

extremos cohesivos; finalmente, se purificó el producto de la digestión.  

 

Figura 23. Obtención del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios 
de restricción XbaI y BamHI. a) Representación gráfica del fragmento que codifica al scFv anti-Tfr1 
flanqueado por XbaI y BamHI. b) Resultado de amplificación del fragmento mediante PCR en 
gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb 
Invitrogen). Control: reacción de PCR sin molde. MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de 
bases. Imagen realizada en BioRender. 

La obtención del vector (pnirB) se realizó de la misma manera que para la 

construcción del plásmido pnirBShdA100. Luego, se realizó la ligación del vector 

(pnirB) y el inserto (scFv) con la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y el producto 

de ligación se utilizó para transformar a E. coli DH5α competentes (Figura 24a). Las 

colonias obtenidas fueron aisladas y cultivadas para su análisis. Se confirmó la 

construcción del plásmido pnirBscFv mediante de un análisis de restricción. Se 

observó que la digestión con las enzimas XbaI y NheI no corta este plásmido debido 

a la pérdida de estos sitios de restricción durante la ligación; el plásmido puede ser 

linealizado por el corte con BamHI, y el corte con HindIII/BamHI permite liberar el 

fragmento correspondiente al scFv anti-TfR1 (714 pb) (Figura 24b). Este plásmido 

codifica el scFv anti-TfR1 fusionado a la bandera molecular FLAG en el periplasma 

bacteriano (Figura 24c).  
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Figura 24. Construcción y caracterización del plásmido pnirBscFv. a) Estrategia de construcción 
del plásmido pnirBscFv. b) Análisis de restricción en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamaño 
molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del plásmido con las 
enzimas BamHI, NheI, XbaI, NheI/BamHI y HindIII/BamHI (carriles 3, 4, 5, 6 y 7). c) Representación 
de la proteína FLAG/scFv que se expresa a nivel del periplasma, codificada por el plásmido 
pnirBscFv. MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en 
BioRender. 
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6.5. Construcción del plásmido pnirBscFvShdA30 

Para la construcción del plásmido pnirBscFvShdA30, primero se amplificó la región 

codificante para el scFv anti-TfR1 añadiendo los sitios de restricción HindIII y XhoI 

a sus extremos para su inserción en la región de clonación múltiple (Figura 25a). El 

resultado de la PCR en gradiente, empleando los primers scFvS-F y scFvS-R, reveló 

una Tm óptima de 58.4°C (Figura 25b). El producto de PCR se purificó y se llevaron 

a cabo 3 digestiones consecutivas con las enzimas HindIII/XhoI para exponer los 

sitios cohesivos. El producto de la digestión fue purificado para después emplearse 

en una ligación.  

 

 

Figura 25. Obtención del fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 flanqueado por los sitios 
de restricción HindIII y XhoI. a) Representación gráfica del fragmento que codifica al scFv anti-
TfR1 flanqueado por HindIII y XhoI. b) Resultado de amplificación del fragmento mediante PCR en 
gradiente de Tm en un gel de agarosa al 1%, marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb 
Invitrogen). Control: reacción de PCR sin molde. MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de 
bases. Imagen realizada en BioRender. 

Para la obtención del vector se realizaron 3 cortes consecutivos con las enzimas de 

restricción HindIII/XhoI al plásmido pnirBShdA30, purificándose el vector 

linealizado. Luego, se realizó la ligación del vector (pnirBShdA30) con el inserto 

(scFv) empleando la DNA ligasa T4 (New England Biolabs), y se transformó a E. 

coli DH5-α con el producto de la ligación (Figura 26a). Se aislaron las colonias 

obtenidas y se cultivaron. Posteriormente, se confirmó la construcción del plásmido 

pnirBscFvShdA30 mediante un análisis de restricción. El corte con las enzimas 

HindIII/XhoI permite la liberación del fragmento que codifica para el scFv anti-TfR1 

(711 pb), lo que confirma su correcta inserción en el sitio de clonación múltiple. Este 

plásmido codifica la proteína scFv/FLAG/ShdA30, que permite la translocación del 

scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA30 
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(Figura 26c). La secuenciación permitió confirmar que el fragmento fue insertado en 

marco de lectura (Figura 26d).  

 

Figura 26. Construcción y caracterización del plásmido pnirBscFvShdA30. a) Estrategia de 
construcción del plásmido pnirBscFvShdA30. b) Análisis de restricción en un gel de agarosa al 1%, 
marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del 
plásmido con las enzimas HindIII, XhoI y HindIII/XhoI (carriles 3, 4 y 5). c) Representación de la 
proteína scFv/FLAG/ShdA30, que transloca el scFv anti-TfR1 y la bandera molecular FLAG a la 
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA30 codificada por el plásmido 
pnirBscFvShdA30. d) Secuencia de las principales regiones del plásmido pnirBscFvShdA30. MTM: 
marcador de tamaño molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender. 
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6.6. Construcción del plásmido pnirBscFvShdA100 

Para la construcción del plásmido pnirBscFvShdA100 se empleó el mismo inserto 

utilizado para la construcción del plásmido pnirBscFvshdA30, y el vector se obtuvo 

realizando 3 digestiones consecutivas con las enzimas de restricción HindIII/XhoI al 

plásmido pnirBShdA100, purificando el vector linealizado. Luego, el vector 

(pnirBShdA100) y el inserto (scFv) se ligaron utilizando la DNA ligasa T4 (New 

England Biolabs), y el producto fue empleado para transformar a E. coli DH5-α 

(Figura 27a). La construcción del plásmido pnirBscFvShdA100 se confirmó 

mediante un análisis de restricción, observándose que el corte con las enzimas 

HindIII/XhoI libera el fragmento que codifica al scFv anti-TfR1 (711 pb) (Figura 27b). 

Este plásmido codifica la proteínas scFv/FLAG/ShdA100, que permite la 

translocación del scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana a través del 

autotransportador ShdA100 (Figura 27c). Finalmente, la secuenciación del plásmido 

confirmó que el inserto se encuentra en marco de lectura (Figura 27d).  
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Figura 27. Construcción y caracterización del plásmido pnirBscFvShdA100. a) Estrategia de 
construcción del plásmido pnirBscFvShdA100. b) Análisis de restricción en un gel de agarosa al 1%, 
marcador de tamaño molecular (carril 1, 1 kb Invitrogen), control sin digerir (carril 2) y digestiones del 
plásmido con las enzimas HindIII, XhoI y HindIII/XhoI (carriles 3, 4 y 5). c) Representación de la 
proteína scFv/FLAG/ShdA100 que transloca el scFv anti-TfR1 y la bandera molecular FLAG a la 
superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA100, codificada por el plásmido 
pnirBscFvShdA100. d) Secuencia de las principales regiones del plásmido pnirBscFvShdA100. 
MTM: marcador de tamaño molecular, pb: pares de bases. Imagen realizada en BioRender. 
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6.7. Los plásmidos empleados no afectan el crecimiento de E. coli BL21-DE3 

Una vez construidos los plásmidos de interés, fueron purificados con el kit de 

Midiprep (QIAGEN), y las bacterias E. coli BL21-DE3 (Invitrogen) competentes 

fueron transformadas para realizar la evaluación de la expresión y translocación de 

las proteínas recombinantes a la superficie bacteriana a través del 

autotransportador ShdA. En primer lugar, se evaluó si alguno de los plásmidos 

construidos afecta la viabilidad o el crecimiento de E. coli BL21-DE3 en condiciones 

normales en caldo BHI o en condiciones de inducción microaerofílicas (en caldo de 

tioglicolato). Se realizaron curvas de crecimiento de las bacterias transformadas con 

los plásmidos pnirBscFv, pnirBShdA30, pnirBscFvShdA30, pnirBShdA100 y 

pnirBscFvShdA100 hasta las 16 horas de incubación, tomando muestras cada 2 

horas. Se observó que con respecto a la E. coli BL21-DE3, las bacterias 

transformadas no presentan un retraso en su crecimiento en caldo BHI (Figura 28a) 

ni en caldo de tioglicolato (Figura 28b), sugiriendo que la incorporación de los 

plásmidos a esta bacteria no afecta su crecimiento. 
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Figura 28. Cinética de crecimiento bacteriano en medio BHI y en medio de tioglicolato. a) Curva 
de crecimiento realizada en caldo BHI bajo condiciones normales de oxígeno durante 16 horas. b) 
Curva de crecimiento realizada en caldo de tioglicolato bajo condiciones reductoras de oxígeno 
durante 16 horas. 
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6.8. E. coli BL21-DE3 recombinante expresa y transloca el scFv-TfR1 en su 

superficie 

Como primer abordaje de la evaluación de la expresión de las proteínas 

recombinantes codificadas por los plásmidos descritos, se realizó un ensayo dot 

blot. Se utilizaron extractos de E. coli BL21-DE3 transformada con los plásmidos 

pnirBscFv, pnirBShdA30, pnirBscFvShdA30, pnirBShdA100 y pnirBscFvShdA100, 

previamente inducida en condiciones microaerofílicas, lisada por sonicación y 

resuspendida en urea al 8M. Brevemente, se depositaron 10 µL de los extractos de 

E. coli BL21-DE3 recombinante en una membrana de nitrocelulosa; luego de secar, 

se bloqueó con leche descremada al 5% en PBS 1X y se lavó. La membrana se 

incubó con el anticuerpo primario monoclonal de ratón anti-FLAG (1:1000) y con el 

anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-IgG de ratón HRP (1:1000). Después 

de los respectivos lavados, se reveló con luminol en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). 

El resultado de este ensayo muestra una adecuada traducción de las proteínas 

quiméricas FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y 

scFv/FLAG/ShdA100 en E. coli BL21-DE3 transformada (Figura 29). 

 

Figura 29. Evaluación de la expresión de las proteínas recombinantes FLAG/scFv, 
FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 por dot blot. Dot 
blot realizado con extractos de E. coli BL21-DE3 recombinantes. La inmunodetección se realizó 
empleando el anticuerpo anti-FLAG (1:1000) y el anticuerpo anti-IgG de ratón HRP (1:1000). Se 
reveló con luminol y se capturó la imagen en el equipo ChemiDoc (Bio-Rad). Se observa una 
adecuada expresión de las proteínas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, 
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100. Control negativo: E. coli BL21-DE3.  
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Posteriormente, se evaluó si las proteínas recombinantes FLAG/ShdA30, 

scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 se translocan a la 

superficie bacteriana a través del autotransportador ShdA30 o ShdA100. Para ello, 

se realizó una tinción superficial de las bacterias recombinantes previamente 

inducidas durante 10 horas, y se analizó por microscopía de fluorescencia y 

citometría de flujo. Brevemente, se centrifugaron 2 x 108 bacterias recombinantes 

previamente inducidas a 13,500 rpm y 4°C, se lavaron con PBS 1X, y se incubaron 

con anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100) durante 3 horas a 4°C. Después de lavar y 

centrifugar nuevamente, se resuspendieron en Sheath Fluid (Beckman Coulter) y 

FixFACS para su análisis por citometría de flujo, o en PBS 1X para su observación 

por microscopía de fluorescencia. Se observó que las E. coli BL21-DE3 

recombinantes que expresan las proteínas FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, 

FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 son positivas a las tinciones, lo que indica 

que se está permitiendo la translocación de FLAG y del scFv anti-TfR1 a la superficie 

de la bacteria. No obstante, la expresión de las proteínas scFv/FLAG/ShdA30 y 

scFv/FLAG/Shd100 muestran una disminución de la fluorescencia con respecto a 

las proteínas FLAG/ShdA30 y FLAG/ShdA100, que solo expresan FLAG en la 

superficie. Esto podría deberse a que el scFv podría estar obstaculizando la 

detección de FLAG en la tinción por un impedimento estérico (Figura 30). 
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Figura 30. Evaluación de la expresión y translocación a la superficie bacteriana de las 
proteínas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y 
scFv/FLAG/ShdA100 por microscopía de fluorescencia y citometría de flujo. Se emplearon 2 x 
108 E. coli BL21-DE3 recombinantes previamente inducidas por 10 horas. La inmunodetección se 
realizó mediante una tinción superficial con el anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100). Las suspensiones 
de bacterias teñidas se analizaron por citometría de flujo y por microscopía de fluorescencia. Se 
observa la expresión en la superficie bacteriana de las proteínas FLAG/ShdA30, 
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100, lo que confirma la translocación de 
FLAG y el scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana, con respecto a los controles E. coli BL21-DE3 y 
FLAG/scFv (periplasma). Resultado representativo de 3 réplicas. Imagen realizada en BioRender. 

Para determinar si el nivel de expresión de las proteínas recombinantes varía según 

el tiempo de inducción en caldo de tioglicolato, se realizó una curva de inducción a 

6, 8, 10 y 12 horas, y se evaluó mediante una tinción superficial por citometría de 

flujo, siguiente la metodología descrita previamente. El resultado muestra que no 

hay un cambio sustancial en el nivel de expresión de las proteínas recombinantes, 
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a excepción de las 12 horas, en donde se observa una reducción. Por lo tanto, para 

los ensayos de funcionalidad de scFv anti-TfR1, se pueden emplear tiempos de 

inducción de 6 a 10 horas sin cambios significativos en el nivel de expresión de las 

proteínas recombinantes (Figura 31). 

 

Figura 31. Cinética de expresión y translocación de las proteínas recombinantes FLAG/scFv, 
FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 a 6, 8, 10 y 12 
horas, evaluada por citometría de flujo. Se emplearon 2 x 108 E. coli BL21-DE3 recombinantes 
previamente inducidas por 6, 8, 10 y 12 horas. La inmunodetección se realizó mediante una tinción 
superficial con el anticuerpo anti-FLAG FITC (1:100). Las suspensiones de bacterias teñidas se 
analizaron por citometría de flujo y por microscopía de fluorescencia. El nivel de expresión y 
translocación de las proteínas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, 
FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100 no varía desde las 6 hasta las 10 horas de inducción. 
Resultado representativo de 3 réplicas. 
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6.9. El scFv anti-TfR1 reconoce a la proteína TfR1 en la línea celular de LNH 

humano Ramos 

La evaluación del reconocimiento y unión del scFv anti-TfR1 a la línea celular 

Ramos (LNH humano) se realizó por citometría de flujo. El tratamiento de células 

Ramos con el anticuerpo monoclonal OKT9 dirigido a TfR1 muestra que esta línea 

celular presenta una alta expresión de TfR1 en su superficie (Figura 32). Asimismo, 

el tratamiento de células Ramos con extracto bacteriano proveniente de E. coli 

BL21-DE3 recombinante que expresa el scFv anti-TfR1 mostró una alta afinidad, 

comparable a la del anticuerpo OKT9. Estos resultados nos indican que el scFv anti-

TfR1 está reconociendo al TfR1 sobreexpresado en la superficie de la línea celular 

Ramos (Figura 32).  

 

Figura 32. Evaluación del reconocimiento del TfR1 en células Ramos por el scFv anti-TfR1 
empleando citometría de flujo. Se trataron 300,000 células Ramos con anticuerpo monoclonal anti-
TfR1 (OKT9) (1:200) o con extracto de E. coli BL21-DE3 que expresa el scFv anti-TfR1 fusionada a 
MBP, y luego se empleó anticuerpo anti-IgG de ratón FITC (1:200) o anticuerpo anti-MBP FITC 
(1:200), respectivamente. La evaluación por citometría de flujo muestra una elevada expresión del 
TfR1 en la línea celular Ramos y su reconocimiento específico por el scFv anti-TfR1, con respecto 
al control de isotipo. Resultado representativo de 3 réplicas. 
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6.10. E. coli BL21-DE3 que expresa y transloca un scFv anti-TfR1 en su 

superficie presenta una mayor adhesión a proteínas inmovilizadas de 

LNH humano (Ramos) 

Finalmente, se realizó un ensayo de adhesión bacteriana a proteínas inmovilizadas 

provenientes de células Ramos (LNH humano). Brevemente, se lisaron células 

Ramos por sonicación en PBS 1X, se cuantificó la concentración de proteínas en el 

extracto y se inmovilizaron en una placa de 96 pozos a una concentración de 5 

µg/mL. Posteriormente, se bloqueó con leche descremada al 3%, se lavó con PBS 

1X, y se agregaron las bacterias recombinantes previamente inducidas por 10 horas 

en condiciones microareofílicas. Finalmente, se lavaron los pozos con PBS 1X para 

retirar el exceso de bacteria no adherida y se observó bajo el microscopio óptico en 

campo claro (100X) (Figura 33a).  

El análisis del número de bacterias en los campos observados se realizó empleando 

el programa ImageJ. Los resultados muestran que E. coli BL21-DE3 recombinante 

que translocan el scFv anti-TfR1 a su superficie (scFv/FLAG/ShdA30 y 

scFv/FLAG/ShdA100) presentan una mayor adhesión a las proteínas inmovilizadas 

de células Ramos, evidenciada en un mayor número de bacterias observadas por 

campo con respecto a los controles (E. coli BL21-DE3, FLAG/ShdA30, 

FLAG/ShdA100 y FLAG/scFv). Además, se observa que los controles presentan 

cierta capacidad de adhesión, lo que representaría la capacidad natural que tienen 

las bacterias para unirse a células tumorales. Finalmente, se observó un número 

significativamente mayor de bacterias adheridas que expresan la proteína 

recombinante scFv/FLAG/ShdA100 con respecto a las que expresan 

scFv/FLAG/ShdA30. Esto podría deberse a que un dominio pasajero más largo 

permite que el scFv se encuentre más expuesto en la superficie de la membrana, 

mejorando el reconocimiento de su ligando (Figura 33b). 
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Figura 33. Evaluación de la adhesión de E. coli BL21-DE3 recombinante que expresa las 
proteínas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y 
scFv/FLAG/ShdA100 a proteínas inmovilizadas de células Ramos. Se inmovilizaron proteínas 
provenientes de células Ramos en placas de 96 pozos y, posteriormente, se incubaron con E. coli 
BL21-DE3 recombinante que expresa las proteínas recombinantes FLAG/scFv, FLAG/ShdA30, 
scFv/FLAG/ShdA30, FLAG/ShdA100 y scFv/FLAG/ShdA100, previamente inducida (OD540 = 3). a) 
Adhesión bacteriana a una superficie plástica recubierta con proteínas de células Ramos observada 
bajo el microscopio óptico. b) Cuantificación y análisis estadístico del número de bacterias adheridas 
por campo empleando ImageJ y RStudio (ANOVA con Tukey post hoc, *p<0.05, ***p<0.0005). 
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7. DISCUSIÓN 

En la actualidad, los linfomas se encuentran entre los tipos de cáncer más 

frecuentes, particularmente, los LNH representan aproximadamente el 90% de los 

linfomas diagnosticados y son una de las principales causas de muerte en niños 

(Escamilla-Santiago et al., 2012). En las últimas décadas, se ha reportado un 

aumento en la frecuencia de diagnóstico de LNH pediátricos en México; no obstante, 

se desconoce la causa de esto. Si bien el tratamiento estándar presenta una tasa 

de respuesta de hasta el 80% de los pacientes, aproximadamente el 30% no 

responde adecuadamente o desarrolla resistencia. En estos casos las opciones 

terapéuticas son bastante limitadas y la sobrevida después de dos años es de 

aproximadamente el 20% (Batgi et al., 2020; Klener & Klanova, 2020).  

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar e implementar nuevos tratamientos 

que permitan una mejor eficiencia en la eliminación del tumor. En este contexto, la 

terapia bacteriana contra el cáncer es una alternativa que permite tratar al cáncer 

de una forma novedosa. No obstante, las limitaciones que presenta han 

obstaculizado su traslado a la clínica. Una de las principales limitaciones es la 

colonización tumoral inconsistente observada en ensayos clínicos (Toso et al., 

2002; Nemunaitis et al., 2003). Como se ha mencionado anteriormente, se presume 

que esto se debe a la pobre capacidad natural que presentan las bacterias para 

adherirse a las células tumorales, así como a las extensas barreras físicas de los 

tumores humanos que obstaculizan el establecimiento bacteriano (Beyer et al., 

2013). Para compensar esta limitación, en el presente trabajo se diseñó, construyó 

y evaluó un sistema de proteínas quiméricas que favorece la adhesión bacteriana a 

células tumorales de LNH humano. Este sistema representará un avance 

significativo en la terapia bacteriana contra el cáncer, permitiendo una mayor 

precisión en la localización de las bacterias modificadas en el tejido tumoral. El 

sistema propuesto se basa en la expresión y translocación de un scFv anti-TfR1 a 

la superficie bacteriana por medio del autotransportador ShdA (Figura 34).  
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Figura 34. La expresión y translocación de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana 
mejora la adhesión de Escherichia coli a células de LNH humano (Ramos). En el presente 
trabajo se reporta la construcción y evaluación de un sistema basado en la expresión y translocación 
de un scFv anti-TfR1 en la superficie bacteriana. Este sistema tiene como finalidad mejorar la 
adhesión bacteriana a células tumorales que sobreexpresan al TfR1 en su superficie, como la línea 
celular Ramos de LNH humano. Imagen realizada en BioRender. 

La expresión de este sistema en E. coli BL21-DE3 no ha implicado consecuencias 

en la carga metabólica de la bacteria, permitiendo un adecuado crecimiento tanto 

en condiciones normales de oxígeno (caldo BHI) como en condiciones reductoras 

de oxígeno (caldo tioglicolato), en comparación con E. coli BL21-DE3 no 

recombinante. Por lo tanto, ni la presencia de los plásmidos ni la producción del 

scFv anti-TfR1 impactan negativamente a las bacterias recombinantes.  

Los plásmidos propuestos en el presente trabajo están bajo el promotor nirB, el cual 

se clasifica como un promotor sensible al microambiente tumoral debido a que 

promueve la expresión de las proteínas recombinantes en un ambiente hipóxico, 

que es favorecido en tumores sólidos (Nguyen et al., 2023). Los promotores 

sensibles al microambiente se activan en respuesta a características únicas del 

MAT, como la hipoxia y la acidosis. Estos han sido empleados en la terapia 

bacteriana contra el cáncer para dirigir la expresión de moléculas heterólogas 

predominantemente en el MAT, minimizando el daño a tejido sano y mejorando la 

eficacia del tratamiento al concentrar la acción del agente antitumoral (Zhou et al., 
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2018). En este contexto, se hipotetiza que el promotor nirB promoverá la expresión 

de las proteínas scFv/FLAG/ShdA30 y scFv/FLAG/ShdA100 preferentemente en el 

MAT, lo que reduciría la probabilidad de que las bacterias recombinantes se 

adhieran a células sanas que expresan el TfR1.  

Los autotransportadores brindan una plataforma versátil para la expresión de 

proteínas heterólogas en la superficie bacteriana. Al estar conformados por una sola 

proteína, los autotransportadores son relativamente sencillos de manipular por 

ingeniería genética. Estas proteínas se insertan en la membrana externa bacteriana 

gracias a su dominio β-barril y translocan su dominio pasajero al exterior, 

exponiéndolo en la superficie de la bacteria (Leo et al., 2012; Van Ulsen et al., 2018). 

En particular, el autotransportador ShdA ha sido empleado para exportar péptidos y 

proteínas heterólogas fusionadas a su dominio pasajero a la superficie bacteriana, 

principalmente con fines vacunales (Pompa-Mera et al., 2011; Solís-Andrade, 

2012). Los ensayos de citometría de flujo y microscopía de fluorescencia muestran 

que el autotransportador ShdA permite la translocación del scFv anti-TfR1 a la 

superficie bacteriana, confirmando lo reportado anteriormente sobre la utilización de 

ShdA para expresar péptidos y proteínas en la superficie bacteriana (Pompa-Mera 

et al., 2011).  

Asimismo, se ha descrito que un dominio pasajero de mayor longitud permite una 

translocación más eficiente de proteínas heterólogas (Muñoz-López, 2018). Por 

esta razón, se optó por construir dos plásmidos que permiten la translocación del 

scFv anti-TfR1 a la superficie bacteriana (pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100). 

Estos codifican dos versiones ShdA que se diferencian en la longitud de su dominio 

pasajero, de acuerdo a lo descrito anteriormente. Si bien no se observó diferencia 

a nivel de la cantidad de proteína translocada a la superficie bacteriana entre 

pnirBscFvShdA30 y pnirBscFvShdA100 en los ensayos de citometría de flujo y 

microscopia de fluorescencia, sí se observó una diferencia significativa en su 

capacidad para adherirse a proteínas inmovilizadas de células Ramos. Esto implica 

que una mayor longitud del dominio pasajero brinda mayor flexibilidad y libertad de 

movimiento al scFv anti-TfR1, lo que favorece su interacción con el ligando.  
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Por otro lado, los scFv consisten únicamente en las regiones variables (VH y VL) de 

un anticuerpo conectadas por un enlazador flexible, lo que permite la combinación 

única de alta especificidad, un tamaño reducido y la capacidad de expresarse en 

sistemas bacterianos (Monnier et al., 2013). En el tratamiento del cáncer, se han 

empleado scFv dirigidos contra moléculas sobreexpresadas en tejido tumoral con el 

fin de focalizar moléculas antitumorales y nanopartículas cargadas hacia las células 

tumorales, minimizando el daño a tejido sano (Muñoz-López et al., 2022).  

En el presente estudio empleamos un scFv dirigido al TfR1, el cual es considerado 

un marcador universal del cáncer debido a su sobreexpresión en tejido tumoral y a 

su papel crucial en el desarrollo, progresión y supervivencia de las células tumorales 

(Guo et al., 2021). Asimismo, este receptor presenta una expresión limitada en la 

mayoría de los tejidos sanos, lo que brinda una ventaja terapéutica (Candelaria et 

al., 2021). 

La simulación de acoplamiento molecular indica que el scFv anti-TfR1 reconoce el 

dominio apical de TfR1 humano, sin interferir con la unión de la holotransferrina, por 

lo que podría clasificarse como no neutralizante. Este dato corrobora lo reportado 

por Helguera et al. (2012), quienes demostraron experimentalmente que el 

anticuerpo anti-TfR1 ch128.1, del que se originó el scFv reportado en el presente 

estudio, se une a la región apical del TfR1, destacando que los residuos situados 

entre la Ser 324 y Ser 368 del TfR1 son esenciales para esta interacción (Helguera 

et al., 2012). Los anticuerpos y scFv dirigidos al TfR1 no neutralizantes empleados 

en la clínica han demostrado menor toxicidad en comparación con los 

neutralizantes, debido a que no obstaculizan en gran medida la captación de hierro 

en células sanas (Candelaria et al., 2021). Cabe resaltar que el sistema propuesto 

en el presente trabajo apunta a emplear al scFv anti-TfR1 para mejorar el 

establecimiento bacteriano en tejido tumoral y no para promover la muerte de las 

células tumorales por privación de hierro. No obstante, esto podría ocurrir, lo cual 

sería una ventaja adicional para el sistema propuesto. 

El enfoque propuesto en este trabajo representa una alternativa innovadora frente 

a otras estrategias terapéuticas como la inmunoterapia con células CAR-T, la 
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terapia génica y las nanopartículas. A pesar de que la terapia con células CAR-T 

han demostrado eficacia en el tratamiento de linfomas, su aplicación está limitada 

por desafíos como la toxicidad asociada al síndrome de liberación de citocinas, la 

necesidad de una personalización extensiva y un costo demasiado elevado (Ramos 

et al., 2016). La terapia génica ofrece la posibilidad de corregir defectos genéticos 

o introducir genes terapéuticos directamente en las células tumorales, pero enfrenta 

obstáculos significativos en términos de eficiencia de entrega y riesgo de efectos no 

específicos (Amer, 2014). Por otro lado, las nanopartículas dirigidas permiten la 

liberación localizada de agentes terapéuticos, pero pueden verse afectadas por 

problemas de biodistribución y acumulación no específica en tejidos sanos (Nie, 

2010). En contraste, el sistema propuesto en el presente estudio ofrece un enfoque 

único al aprovechar la capacidad natural de las bacterias oncolíticas para proliferar 

y establecerse en el MAT y la capacidad del scFv anti-TfR1 para dirigir la adhesión 

bacteriana a células tumorales; promoviendo, un mejor establecimiento bacteriano 

en el tejido tumoral y la reducción del daño a tejidos sanos.  

Este sistema puede ser implementado para mejorar la focalización y acumulación 

de fármacos antitumorales sintetizados y liberados por bacterias oncolíticas en el 

MAT. Este enfoque permitiría minimizar la exposición de los tejidos sanos a los 

fármacos, reduciendo los efectos secundarios y mejorando la seguridad del 

tratamiento. Además, la capacidad de las bacterias oncolíticas para proliferar y 

sobrevivir preferentemente en tejido tumoral asegura una entrega sostenida y 

localizada de los agentes terapéuticos (Becerra-Báez et al., 2022). 

La adaptabilidad y versatilidad del sistema propuesto permite la modificación o 

reemplazo del scFv, expresado en la superficie bacteriana, con la finalidad de dirigir 

la adhesión bacteriana a diversos objetivos, facilitando su uso en diferentes tipos de 

tumores. No obstante, la eficacia del sistema en distintos contextos tumorales puede 

depender de la densidad y distribución de la molécula blanco en el MAT específico. 

Se considera la futura implementación del sistema propuesto en la cepa atenuada 

SL3261 de Salmonella enterica Typhimurium debido a las características oncolíticas 

intrínsecas que presenta esta especie. Esta implementación permitiría una acción 
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sinérgica entre la afinidad del scFv anti-TfR1 por el TfR1 sobreexpresado en las 

células tumorales con la capacidad oncolítica de Salmonella, mejorando su 

infiltración, establecimiento y persistencia en tejido tumoral. Asimismo, se propone 

evaluar este sistema en un modelo in vivo de LNH en ratones que abarque el uso 

de líneas celulares y cultivos primarios de pacientes; esto permitirá determinar la 

capacidad del sistema para mejorar el establecimiento, focalización y acumulación 

bacteriana en el MAT. Además, también se tiene como perspectiva emplear este 

sistema para mejorar la entrega y liberación controlada de fármacos antitumorales.  

El desarrollo de este sistema en E. coli es una “prueba de principio” y representa un 

paso inicial con resultados prometedores, siendo un avance importante en la terapia 

bacteriana contra el cáncer al abordar una de las principales limitaciones que ha 

dificultado su implementación en la clínica.  
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8. CONCLUSIÓN 

La expresión y translocación de un scFv anti-TfR1 en la superficie de Escherichia 

coli por medio del autotransportador ShdA mejora su adhesión a células tumorales 

humanas de linfoma no Hodgkin (Ramos). 

9. PERSPECTIVAS 

▪ Trasladar este sistema a la bacteria atenuada Salmonella enterica serovar 

Typhimurium cepa SL3261 y evaluar la expresión y translocación del scFv 

anti-TfR1 en su superficie.  

▪ Evaluar in vitro la capacidad de adhesión a células de LNH humanas de la 

Salmonella enterica serovar Typhimurium cepa SL3261 recombinante que 

expresará y translocará el scFv anti-TfR1 en su superficie a través del 

autotransportador ShdA  

▪ Evaluar in vivo la focalización y establecimiento en tejido tumoral de 

Salmonella enterica serovar Typhimurium cepa SL3261 recombinante que 

expresa y transloca un scFv anti-TfR1 en su superficie a través del 

autotransportador ShdA en un modelo de xenotrasplante murino de LNH 

humano inoculada por vía intravenosa e intratumoral. 
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