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Abreviaturas

aa- Aminoacídica
AT- Antígeno Tumoral
AAT- Antígeno Asociado a Tumor
ADC- Antibody-Drug Conjugate
ADCC- Antibody-Dependent Cellular Cyototoxicity
ADCP- Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis
ADN- Ácido Desoxirribonucleico
APC- Antigen-Presenting Cell
BiTE- 
BSA- Bovine Serum Albumin
BsAb- 
CaCl2- Cloruro de calcio
CAR- Chimeric Antigen Receptor
CD- 
CDC- Citotoxicidad Dependiente de Complemento
CDH17- Proteína Cadherina 17
CDR- Complementary-Determining Region
CG- Cáncer Gástrico
CH- Región Constante de la cadena pesada de 
un anticuerpo convencional
CL- Región Constante de la cadena ligera de un 
anticuerpo convencional
CM- Cáncer de Mama
CRC- Colorectal Cancer

DMEM- 
EC- Extracelular
EGFP- 
ELISA- 
EMA- 
Fab- Fragmento de unión a antígeno (antigen 
binding) de una IgG
Fc- Fragmento cristalizable de una IgG
FcRn- Receptor de Fc neonatal

FDA- 
FW- 
GAM-PE- 
HCAb- Heavy-Chain-only Antibody

H2SO4- Ácido sulfúrico
IC- Intracelular
Ig- Inmunoglobulina
LI-cadherina- -cadherina
LiKE- 
LiTE- 
LT- Linfocito T
mAb- Monoclonal Antibody
MHC- Major Histocompatibility Complex
NK- Célula 
nTPM- 
OPD- o-Phenilendiamina Dihydrochloride
PBMC- Peripheral Blood Mononuclear Cell
PBS- 
P/E/G- Penicilina/Estreptomicina/Glutamina
SBF- Suero Bovino Fetal
scFv- 
sdAb- Single domain Antibodies
SI- Sinapsis Inmune
STAb- -
tibody
Ta- Temperatura ambiente
TCA- Terapia Celular Adoptiva
TCE- 
TCR- T Cell Receptor
T - Linfocito T efector
TIL- 
TRAIL- Tumor necrosis factor–Related Apopto-

Treg- Linfocito T regulador
TriTE- 
UE- Unión Europea
VH- Región variable de la cadena pesada de un 
anticuerpo convencional
VHH- Heavy chain-only Variable fragment
VL- Región variable de la cadena ligera de un 
anticuerpo convencional
VNAR- Región variable de un anticuerpo IgNAR
WB- Western Blot
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2. Introducción

Según el informe , publicado por la Sociedad Española de On-
cología Médica en 2022, en este año se diagnosticaron aproximadamente 280.000 nuevos casos 
de cáncer, siendo los tumores sólidos de colon, recto, mama y pulmón los de mayor incidencia, con 
cifras que oscilan entre los 30.000 y 43.000 diagnósticos por tipo tumoral. Además, el cáncer fue 
responsable del 24,7 % de los fallecimientos en España ese mismo año según el Instituto Nacional 
de Estadística.

Las aproximaciones terapéuticas tradicionales en oncología consisten en quimioterapia y ra-
dioterapia una vez realizada o descartada la cirugía. Desgraciadamente, en muchos casos, estos 

. Se basa en activar o 
estimular el sistema inmunitario para atacar a las células tumorales, ya que muchos de estos meca-
nismos son evadidos durante la progresión del cáncer [1].

2.1. Formatos y mecanismos de acción de los anticuerpos terapéuticos

Desde 1997, con el lanzamiento del anticuerpo monoclonal (mAb; del inglés monoclonal anti-
body) rituximab anti-  (CD) 20, una inmunoglobulina (Ig) G1 quimérica para 
tratar linfomas no hodgkinianos, la Agencia Europea del Medicamento (EMA, del inglés 
Medicines Agency) y la  (FDA) han aprobado más de 50 medica-
mentos basados en anticuerpos para el tratamiento del cáncer. Los primeros fueron los mAb, que 

su alta capacidad para discriminar entre antígenos tumorales (AT). Otro ejemplo es el Trastuzumab 
anti-HER2, un mAb humanizado formado por una IgG1 humana con regiones determinantes de 
complementariedad (CDRs, del inglés complementary-determining regions) de ratón aprobado en 
1998 para tratar los cánceres de mama (CM) y gástricos (CG) HER2+ [2].

-
-

xico, como isótopos radiactivos, toxinas o fármacos [2].
clásicos utilizados para la terapia del cáncer son IgG, gracias 

a su potente función efectora, su elevada homogeneidad estructural y una vida media más larga 
en comparación con otros isotipos gracias a la unión de su región fragmento cristalizable (Fc) al 
receptor de Fc neonatal (FcRn), concretamente aquellos con estructura de IgG1 completa (Fig. 1a). 
Están formados por 2 cadenas pesadas (H, del inglés heavy) y 2 cadenas ligeras (L, del inglés light) 
que poseen regiones variables (VH y VL, respectivamente) que se unen al antígeno diana y regiones 
constantes (CH y CL, respectivamente) que determinan el mecanismo de eliminación del antígeno. 
Los dominios Ig están unidos entre sí por puentes disulfuro, también los hay entre las cadenas H y 
L y dos pares de puentes disulfuro unen las cadenas H entre sí. Mientras que el Fc interacciona con 
receptores inmunes para desencadenar las funciones efectoras, los fragmentos de unión a antígeno 
(Fab, del inglés antigen-binding fragment -
lecular, concretamente gracias a las 3 CDRs, bucles que contienen secuencias aminoacídicas (aa) 

 (FW) [2, 3].
Los anticuerpos usados en inmunoterapia del cáncer pueden tener varios mecanismos de acción:
- Represión de la señal de supervivencia de factores de crecimiento.
- Bloqueo de la angiogénesis.
 - Inducción de la muerte celular programada independiente de caspasas. e.g. rituximab.
- Reclutamiento y activación de células inmunes efectoras. Concretamente, el Fc de las IgG1 tie-

γ (FcγR) expresados en macrófagos y células -
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ller (NK), que conducen a una citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC, del inglés 
antibody-dependent cellular cyototoxicity) y a una fagocitosis celular dependiente de anticuerpo 
(ADCP, del inglés antibody-dependent cellular phagocytosis).
- Citotoxicidad dependiente de complemento (CDC).
- Bloqueo de los puntos de control inmunitario de las células efectoras, como CTLA-4, PD-1 y 
PD-L1. Inhiben las rutas que regulan negativamente los linfocitos T (LT), volviéndolos más poten-
tes contra las células tumorales [2].

T cell engager

) se unen a dos epítopos  
antigénicos diferentes, que se pueden encontrar en la misma o en diferentes células diana. Los 
BsAbs que se dirigen hacia la misma célula suelen bloquear las señales de proliferación celular a 
través de receptores de factores de crecimiento, entre otros mecanismos de acción. Sin embargo, 
la mayoría de anticuerpos aprobados cuyas dianas están en distintas células son T cell engagers 
(TCE), que enlazan una célula tumoral con una célula T efectora (T ) para activarla y que destruya 
la célula tumoral [2]. El mecanismo de acción de los TCE es obligado, es decir, la actividad del an-

T 
cell receptor) [4]. Esta conexión transitoria de ambas células promueve la formación de una sinapsis 
inmune (SI) citolítica, mediante la cual los T  liberan en la célula tumoral perforinas que agujerean 
su membrana plasmática y granzimas que inducen la apoptosis [5].

Cualquier LT con potencial citotóxico que se encuentre en el microambiente tumoral puede parti-
cipar en la lisis de la célula tumoral mediada por TCE. Los TCE pueden redirigir LT tanto CD8+ como 
CD4+ para lisar las células tumorales. A mayores, también pueden redirigir células T reguladoras 
(Treg), que típicamente disminuyen la respuesta de los LT CD8+. Hay estudios [6] que indican que 

fragmen-
tos variables de cadena única (scFv, del inglés single chain variable fragment) (BiTE, del inglés bis-

) anti-CD19 para tratar la leucemia linfoblástica aguda. Pero dada la alta tasa 
reg 

por los TCE pueda impedir su actividad antitumoral [5].
Típicamente, las células T necesitan dos señales para su activación completa: primero la unión 

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés major histocompatibility complex) de la 
célula presentadora de antígeno (APC, del inglés antigen-presenting cell) al TCR y después la coes-
timulación de la unión del CD28 del LT con el CD80 de la APC. Ambas señales son imprescindibles 
para la activación de linfocitos T naive, pero las células T  de memoria solo necesitan la primera 
señal para una activación completa. Sin embargo, el reconocimiento de los AT por los LT mediado 
por el TCE es independiente de las moléculas del MHC, del procesamiento y la presentación de 

Los TCE pueden generar efectos adversos debido a la activación accidental de los LT. Esto puede 
 

-
lease syndrome) por sobreactivación de los LT [5]. Esto fue observado con el catumaxomab, el primer 

ovario. Sin embargo, fue retirado del mercado en la Unión Europea debido a su alta inmunogenicidad. 
Para paliar esta toxicidad asociada a los TCE, las siguientes generaciones incorporan mutaciones 
puntuales en el Fc que evitan su unión a células NK o macrófagos, pero preservan el sitio de unión 
al receptor FcRn. En la actualidad existe una nueva tendencia, TCE de menor tamaño al eliminar por 
completo la región Fc, resultando en un acortamiento de la vida media del fármaco por ausencia de 
reciclaje asociado al FcRn [4]. Un ejemplo es el blinatumomab, el único TCE sin Fc comercializado, 
que requiere administración cada 2 h para mantener la concentración plasmática terapéutica [2]. 
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-

et al. en 2022 [7] se 
demuestra que la selección óptima de los epítopos y sus dominios de unión, combinando unos de alta 

2.3. Dianas tumorales

La elección de dianas para la inmunoterapia del cáncer es clave en lo que respecta a la especi-

son proteínas como receptores de factores de crecimiento sobreexpresados en tumores sólidos y 
marcadores CD en tumores hematológicos. Tienen una alta prevalencia en los pacientes y son fá-
ciles de reconocer mediante un análisis patológico [8], pero también se expresan en tejidos sanos 

puede causar toxicidad on-target  [5]. Los AET son péptidos defectuosos derivados de 

valor terapéutico porque evitaría los efectos 
menos comunes. Los ANP son lípidos, glicolípidos, carbohidratos exclusivos o sobresintetizados en 
las células tumorales por su alterado metabolismo [8].

2.4. Anticuerpos para tratar tumores sólidos

La inmunoterapia se ha estudiado ampliamente en tumores hematológicos y melanomas, pero 
su uso no es tan extenso en tumores sólidos debido a la poca cantidad de AET sólidos, al mal des-
empeño de los LT en el microambiente tumoral inmunosupresivo y a los múltiples mecanismos de 
evasión del sistema inmunitario que desarrollan estos tumores [1].

Los TCE usados para tratar tumores sólidos requieren una mayor exposición sistémica para 
conseguir una concentración intratumoral efectiva en comparación con los usados para tratar tumo-
res hematológicos. Por esto y la toxicidad  asociada al reconocimiento de la región Fc del 

para tratar tumores sólidos [5].
-

tos de anticuerpo, como por ejemplo los scFv o los Fab, unidos entre sí por un conector peptídico 

-
lidad y propensidad a formar agregados [5].

-
ticuerpos de dominio único (sdAb, del inglés single domain antibodies). Dentro de este grupo des-
tacan los VHH, derivados de los anticuerpos homodiméricos HCAbs (heavy-chain-only antibodies) 
presentes en el suero de camélidos. Estos carecen de cadena ligera y del primer dominio constante 
de la cadena pesada, quedando como unidad funcional un único dominio variable (VHH) (Fig. 1b). 

-
cas —como LiTE (del inglés light T cell engager); LiKE (del inglés ) o TriTE (del 
inglés 
su tamaño es incluso menor que el de un scFv (~ 15 kDa), incrementando la capacidad de penetrar 
en el tejido. Ya se han aprobado algunos fármacos basados en VHHs como caplacizumab (CABLIVI) 
u ozoralizumab (Nanozora) pero su potencial aplicación en oncología permanece sin explotar [9].

Existen otro tipo de sdAb, las regiones variables VNAR derivadas de los anticuerpos homodiméricos 
IgNAR de tiburones (Fig. 1c), que también poseen IgMs e IgWs, pero no IgGs. Los VNAR poseen una 

HH, de 12 kDa [10]. Asi-
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mismo, el medio interno de los tiburones rico en urea hace que los VNAR tengan una estabilidad química 
y térmica excepcional y ya hayan sido usados como inmunotoxinas [11] y en terapia celular adoptiva 
(TCA) CAR-T [12], por lo que también serían unos bloques de construcción excelentes.

Una forma de evitar la necesidad de administración continua de los LiTEs debido a su corta vida 
media es utilizar la TCA. La TCA es un tratamiento personalizado que implica el aislamiento de las 
células inmunes de un paciente, su activación, su expansión ex vivo y su reinfusión en el paciente. La 
mayoría de estrategias de TCA usan linfocitos T extraídos del tumor (TILs, del inglés 
lymphocytes) o de sangre periférica [13], ya que los LT citotóxicos son la población de células inmuni-
tarias presentes en pacientes oncológicos con mayor capacidad para combatir el cáncer [5]. La rele-
vancia de estas células se remonta a 1992, cuando se aprobó el tratamiento con IL-2 recombinante, 
una citoquina que activa los LT citotóxicos [14]. Las estrategias de ingeniería de LT podrían mejorar el 
homing de estas células hacia su diana [1].

de antígeno quimérico (CAR, del inglés chimeric antigen receptor

con el MHC, lo que se traduce en una funcionalidad completa y duradera. Sin embargo, a pesar del 
éxito clínico de la TCA con células CAR-T en tumores hematológicos, está asociada a un CRS más 

CAR-T producen una SI con la célula tumoral no canónica, es desorganizada a lo largo de toda al 

Las células STAb-T (del inglés 
antibodies

hacia estos tejidos (Fig. 2).Tienen una vida media larga y producen la construcción constantemente, 
lo que asegura una concentración persistente del BiTE o LiTE, compensando su corta vida media [13].

. Tipos de anticuerpos: estructura de una IgG (a), estructura de un HCAb de camélidos (b), estructura de una 
IgNAR de tiburones (c) y estructura de un LiTE generado a partir de un scFv de una IgG y de un VHH de un HCAb (d). 
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Las células STAb-T presentan una clara ventaja frente a las CAR-T, ya que la construcción se-
cretada puede a su vez tener un efecto bystander
en el nicho tumoral. Además, las células STAb-T generan una SI canónica con la célula tumoral, a 
diferencia de las células CAR-T, lo que es crucial en el proceso de activación del LT mediado por 
el complejo del TCR [15, 16]. En el estudio de M. Velasco-Sidro et al. en 2025 [17], donde generan 

las mismas dianas, pues las primeras muestran un efecto terapéutico a ratios célula efectora:célula 

según un estudio publicado en 2024 por Jiménez-Reinoso et al -
cia de unas STAb-TIL en cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC, del inglés non small 
cell lung cancer) en modelo murino.

En este trabajo, se han generado varios TCE en formato LiTE siguiendo la estructura de los ya 

del anticuerpo comercial OKT3, y de VHH dirigidos frente a nuevos AAT sólido para el laboratorio 
(Fig. 1d). Las proteínas cadherina 17 (CDH17) y B7-H3 se consideraron buenas dianas para gene-
rar un LiTE.

La CDH17, también conocida como liver intestine (LI)-cadherina es una proteína miembro de la 
superfamilia cadherinas, moléculas de adhesión intercelular, que se diferencia del resto por tener 

Figura 2. Terapia celular adoptiva con células STAb-T.
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7 dominios extracelulares (EC) cadherina en lugar de 5, además de un dominio intracelular (IC) de 

de las células epiteliales del intestino delgado y el colon. Su expresión se ve aumentada en varios 
tumores en estado avanzado y metastásicos —debido a su implicación en la transición epitelio me-
sénquima (TEM)— del sistema digestivo como CG, cáncer colorrectal (CRC, del inglés colorectal 
cancer), hepático, pancreático y neuroendocrino [19]. Sin embargo, las células tumorales carecen 
de polaridad, por lo que expresan la CDH17 a lo largo de toda su membrana [20], por lo que utilizar 
este AAT como diana de inmunoterapia no provocaría toxicidad . Se han probado 
varios formatos de anticuerpo anti-CDH17 en ensayos preclínicos incluyendo BsAb CDH17xTRAIL 
[21] y TCA CAR-T [20, 22], entre otros, la mayoría de ellos usando anticuerpos de tamaño completo.

La B7-H3, también conocida como CD276 o B7RP-2, es una proteína de la familia de ligandos 
B7, con la que comparte entre un 20 y un 27 % de identidad aa. Posee un corto dominio IC y 2 do-
minios EC tipo Ig, que según su estructura, determinan una de las 2 isoformas. Durante la embriogé-
nesis, los osteoblastos presentan altos niveles de B7-H3, pues está implicada en su diferenciación 
y en la mineralización ósea. En adultos, su papel principal es inhibir la inmunidad adaptativa supri-
miendo la activación y proliferación de LT. Su expresión en tejidos sanos es muy limitada debido a 
su regulación postraduccional por microARNs. Las células tumorales pueden expresar isoformas 
aberrantes con diferentes funciones inmunológicas. En cáncer, promueve la tumorigénesis princi-

pero también mediante mecanismos no inmunológicos, gracias a su participación en la activación 
de la ruta de señalización JAK/STAT. Esto resulta en la promoción de la migración en invasión tumo-
ral en melanoma, CM y cáncer de próstata; la angiogénesis en CRC; la resistencia a la quimiotera-
pia en CM y CRC y la TEM en glioma y hepatoma. Sin embargo, también se han reportado algunas 

reg activadas en NSCLC. 
Este rol dual podría explicarse por la unión de B7-H3 a distintos tipos de receptores, tanto inhibido-
res como estimuladores. Existe evidencia clínica del uso de B7-H3 como diana inmunoterapéutica. 
Se testó un B7-H3 BiTE, el obrindatamab (MGD009, MacroGenics), en un ensayo clínico (EC) fase 
I (NCT02628535) que en 2018 reportó efectos adversos en el hígado debido al CRS y terminó en 
2019 por motivos administrativos. También se están llevando a cabo EC fase I/II con B7-H3 CAR-T 
para tratar glioblastoma (NCT04077866) y EC fase I en glioma pediátrico (NCT04185038) [23].

Una vez probada la capacidad de unión de los LiTEs a las dianas en la superficie celular, se 
infectarán LT primarios con un lentivirus que codifica el LiTE para generar células STAb-T que lo 
secreten y comprobar la eficacia in vitro de esta TCA.
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3. Hipótesis y objetivos

-
to LiTE como estrategia de inmunoterapia para tratar tumores sólidos puede suponer una ventaja 
frente a otros tipos de inmunoterapia del cáncer como el tratamiento intravenoso con anticuerpos o 
la TCA con células CAR-T.

El objetivo general de este trabajo es generar un LiTE funcional nuevo, transducir mediante vec-

HH cuya diana sea un AAT sólido de interés.
-

ti-CD3.
3. Expresión del LiTE mediante transfección con el vector de transferencia lentiviral de células 
HEK293T.

5. Análisis de la capacidad del LiTE para activar Jurkat.
6. Producción de un stock lentiviral mediante cotransfección de células HEK293T con el vector 
de transferencia y los plásmidos empaquetadores. Titulación del stock.
7. Producción de células STAb-Jurkat y STAb-T mediante la transducción de Jurkat y LT prima-
rios, respectivamente.
8. Evaluación del efecto citotóxico de células STAb-T en cocultivos con células tumorales que expre-
sen el AAT.
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4. Materiales y Métodos

HH

Mediante HH: los 
anti-cadherina 17 humana clones E8 de Ma et al. en 2022 [24] y Nb289 de Xu et al. en 2024 [25], 
ambos de alpaca ( ); y el anti-B7-H3 humana, clon B12 de Li et al. en 2023 [26] de dro-
medario (Camelus dromedarius

Homo sapiens 
en formato plasmídico para cada VH
restricción (ER) MluI y Afe-I (Fig. 3a).

Los VHH se clonaron en un vector de expresión lentiviral, el pCCL-VHH anti AAT-OKT3-T2A-EGFP 

señal oncostatina M (OncoM), la secuencia del VHH,, ya sea E8, Nb289 o B12, la secuencia del scFv 

(EGFP, del inglés ) y el gen de resistencia a ampicilian, todo ello 
bajo el control del promotor del citomegalovirus (CMV) (Fig. 3b). Esta construcción tiene un único 
origen de traducción pero gracias a la presencia del T2A, se escinde el LiTE de la EGFP.

Se realizó una doble digestión de los plásmidos sintetizados por GeneArt con los VHHs y del vec-
tor de expresión lentiviral pCCL-Ega1-OKT3-T2A-EGFP, ya existente en el laboratorio, con las ER 

electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen) y se cortaron las bandas de interés para extraer el ADN 
de las mismas mediante el kit QIAquick (QIAGEN, Venlo, Limburg, Países Bajos) y ligar los frag-

Para preservar y expandir el ADN ligado, transformamos la cepa bacteriana 
(NZYtech, Lisboa, Portugal) con 200 ng de ADN mediante choque térmico (incubación de 30 min a 
4 ºC seguida de 40 segundos a 42 ºC y 2 min a 4 ºC). Las bacterias se sembraron en medio 2xYT 
Broth (Carl Roth, Karlsruhe, Baden-Württemberg, Alemania) y se incubaron 1 h a 37 ºC en agita-
ción. Posteriormente, con el pélet bacteriano resuspendido se hizo una siembra por extensión en 
placa de LB agar con ampicilina (InvivoGen, San Diego, CA, EE.UU.) incubada overnight a 37 ºC. 
Se seleccionaron las colonias aisladas que habían incorporado el plásmido, gracias al gen de resis-

(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE.UU.) incubado overnight a 37 ºC en agitación.

. Esquema genérico de los plásmidos utilizados para la doble digestión. a. Plásmido pMA-RQ sintetizado por 
GeneArt que contiene el origen de replicación 1 de  (origen Col E1) y un gen de resistencia a la ampicilina (AmpR) 
con el inserto, la secuencia OncoM y el VH -
ral genérico pCCL-VHH-OKT3-T2A-EGFP: CMV, OncoM, VH
(G4
EagI (con sitios adicionales en las secuencias de algunos VHH), MluI y AfeI.
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El ADN plasmídico se aisló del cultivo líquido con el kit NZY Miniprep (NZYtech, Lisboa, Portugal) 
260/A230 y A260/A280 para evaluar 

su pureza mediante el espectrofotómetro Nanophotometer (Implen, Múnich, Baviera, Alemania). A 
continuación, se realizó una digestión control con ER MluI-HF, AfeI y a mayores EagI, ya que reco-
noce un sitio de restricción adicional en el VHH Ega1 del vector de expresión lentiviral original pero 
está ausente en E8, Nb289 y B12. Después se llevó a cabo una electroforesis en gel de agarosa 

-
cerol stock del cultivo líquido que se almacenó a -80 ºC y posteriormente en nitrógeno líquido para 
su conservación a largo plazo.

4.3. Cultivo celular

4.3.1. Líneas celulares

Línea 
celular Tipo celular Origen Tipo de 

crecimiento Uso

HEK-
293T 

(293T)

Fibroblasto de ri-
ñón embrionario

ATCC (CRL-
112668)

Adherente

- Transfección gen LiTE E8, Nb289 y B12
- Producción lentivirus luciferasa y LiTE B12
- Titulación stocks lentivirales luciferasa 
y LiTE B12

MKN-45 Adenocarcinoma 
de estómago

A c c e G e n 
B i o t e c h 
(Cat.# ABC-
TC0687)

- Citometría unión SN de 293T con LiTE 
E8, Nb289 y B12
- Citometría unión SN de STAb-JK B12 
con LiTE B12

Jurkat 
(JK) Leucemia T CD4+

ATCC
(TIB-152)

En sus-
pensión

- Citometría unión SN LiTE 293T
- Ensayo de activación

MCF-7
Adenocarcinoma 
de mama
metastásico

ATCC
(HTB-22)

Adherente

- Citometría unión SN de 293T con LiTE B12
- Citometría unión SN de STAb-JK B12 
con LiTE B12
- Transducción con lentivirus luciferasa

STAb-
JK B12

JK infectadas con 
lentivirus LiTE B12

Laboratorio

En sus-
pensión

- Producción SN LiTE B12 para ensayo 
de citotoxicidad por bioluminiscencia

MCF-7 
luc

MCF-7 infectadas 
con lentivirus luci-
ferasa

Adherente - Ensayo de citotoxicidad por biolumi-
niscencia

Tabla 1. Lista de líneas celulares humanas empleadas en el estudio, indicando el tipo celular, el origen de la misma, el 
tipo de crecimiento y su uso en este trabajo. ATCC (Manassas, VA, EE.UU.) del inglés American Type Culture Collection; 

Las células adherentes (Tabla 1) se cultivaron en monocapa con -
dium
suplementado con un 10 % de suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich) y un 1 % de penicilina/es-
treptomicina/glutamina (P/E/G) (Corning Life Sciences). Las células en suspensión se cultivaron en 

 1640 (RPMI) (Corning Life Sciences) 10 % SBF 1 % P/S/G. Todas 
las células se incuban en estufa a 37 ºC en atmósfera húmeda (95 %) y 5 % CO2.

Para controlar la contaminación por Mycoplasma spp. se testa periódicamente el sobrenadante de los 
cultivos mediante PCR usando  (Biotools B&M Labs, Madrid, España).

-
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to salino (PBS, del inglés ) (Corning Life Sciences) y tripsina (Lonza, Basel, 
Suiza) en el caso de las células adherentes, para utilizarlas para experimentos o congelarlas con SBF 
10 % dimetilsulfóxido (DMSO) (Corning Life Sciences) a -80 ºC y posteriormente en nitrógeno líquido.

4.3.2. Obtención y cultivo de células T primarias

Se obtuvieron los linfocitos T (LT) de un donante sano (varón, 24 años) a partir de una cámara de 
leucorreducción cedida por el Biobanco del Hospital Puerta de Hierro de Majadahonda (HUPHM)/
Instituto de Investigación Sanitaria Puerta de Hierro-Segovia de Arana (IDIPHISA) (PT17/0015/0020, 
Red Nacional de Biobancos) como subproducto de la extracción de plasma rico en plaquetas tras 
haber obtenido el consentimiento informado para experimentación con muestras humanas.

En primer lugar, se incubó la sangre con RosetteSep™ Human T Cell Enrichment Cocktail (50 
L/mL) (STEMCELL Technologies, Vancouver, BC, Canadá) a 4 ºC durante 20 min. Después, se 

diluyó la sangre en el mismo volumen de PBS 2 % SBF y se centrifugó bajo gradiente de densidad 
sobre Lymphoprep (1,077 g/mL) (STEMCELL Technologies) a 1.200 g a temperatura ambiente (Ta) 
durante 20 min. Se recogió la fase correspondiente a las células mononucleares de sangre perifé-
rica (PBMCs, del inglés, peripheral blood mononuclear cells) enriquecidas en LT, se lavó con PBS 
(1.500 rpm 5 min) y se añadieron 5 mL de tampón de lisis amoníaclo-cloruro-potasio (Gibco) durante 
10 min a Ta para lisar los eritrocitos remanentes. Tras otro lavado con PBS, las células se resuspen-
dieron en RPMI 10 % SBF 1 % P/E/G suplementado diariamente con IL-7 (10 ng/mL) e IL-15 (10 ng/
mL) y se incubaron a 37 ºC en atmósfera húmeda (95 %) y 5 % CO2.

3 4)2)

Las células 293T se sembraron en una placa de 24 pocillos (1,5·105 células/pocillo) (Falcon, Cor-
ning Life Sciences) 24 h antes y se transfectaron con el vector correspondiente. Para ello, se mezcló 

2) (2M) (Carl Roth) y 
posteriormente se añadió gota a gota el tampón fosfato (HEPES 2X) (Gibco) mientras se generaban 

-
cedimiento sin ADN. A las 6 h se renovó el DMEM 10 % SBF 1 % P/E/G y a las 48 h se recogió el 
sobrenadante (SN) con el LiTE secretado y el SN-.

4.5. Western blot

Para comprobar la expresión de los LiTEs se analizaron los sobrenadantes (SN) de las 293T 
transfectadas por western blot.

Primero se hizo una electroforesis en gel de poliacrilamida (12%) bajo condiciones desnatura-

existente en el laboratorio. Se cargaron las muestras con sus respectivos controles negativos, los 
SN- de las transfecciones, y el marcador de peso molecular (SeeBlue Plus-2 Pre-Stained Protein 
Standard Protocol, Life Technologies) junto con tampón de carga 5X (Pierce Lane Marker). El gel 
corrió embebido en tampón TG-SDS 1X a 90 V durante 20 min y a 120 V durante 1 h. 

A continuación, se realizó una transferencia en seco de las proteínas del gel a una membrana de ni-

con PBS 5% leche desnatada en polvo durante 30 min a Ta en agitación. Una vez eliminada la leche, 
se realizó una incubación overnight a 4 ºC en agitación con un anticuerpo primario de ratón anti-myc 
(1:1.000) y posteriormente una incubación de 45 min a Ta en agitación con un anticuerpo policlonal 
(pAb, del inglés polyclonal antibody) de cabra anti-ratón (GAM, del inglés goat anti-mouse) conjugado 
con DyLight 800 (1:5.000) (Rockland Immunochemicals, Limerick, PA, EE. UU.).

Infared Imaging System (LI-COR Biosciences) y el software Image 3.1.
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B12 se realizaron ELISA (del inglés ) a partir de los SN de células 
293T transfectadas o STAb-JK B12. El coating se hizo incubando a 4 ºC overnight -
teínas humanas CDH17 (11360-H08H, Sino Biological, Houston, TX, EE. UU.) o B7-H3 (B73-H52E2, 

Se lavó la placa con PBS y se bloqueó con PBS 5 % albúmina de suero bovino (BSA, del inglés 
bovine serum albumin
h a Ta. Como control negativo se usó el SN- de la transfección o PBS en el caso del ELISA con SN 
de STAb-JK B12. Como control positivo empleamos el mAb IgG1 de ratón anti-CDH17 humana (5 

de retirar el SN y lavar 3 veces con PBS-Tween 0.05 % y PBS, se incubó la placa con el mAb IgG1 

pAb de cabra anti-IgG de ratón conjugado con peroxidasa de rábano (1:1000) (GAM-HRP, del inglés 
goat anti-mouse-horseradish peroxidase) (A9917, Sigma-Aldrich). Después de 3 lavados se añadió 
diclorhidrato o-fenilendiamina (OPD, del inglés o-Phenylendiamine dihydrochloride) (Sigma) disuelto 

efecto y cambió de color, se paró la reacción con ácido sulfúrico (H2SO4
Reagents, Castellar del Vallès, Barcelona, España). Para analizar los resultados se midió la A450 en 

Tras haber consultado los niveles de expresión de ARN de CDH17 y B7-H3 en las líneas tumorales 
disponibles en el laboratorio en la base de datos The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.
org/
celular, ya que los niveles de ARN no se correlacionan proporcionalmente con los de proteína.

Como control positivo, se incubaron células MKN-45 y MCF-7 (1,5·105 células/tubo) 30 min a 4 ºC 
en 100 
de ratón anti B7-H3 humana marcado con APC ( ). Tras un lavado con PBS, las MKN-45 

) (1:200) 
(115-116-071, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EE. UU.). Como control negativo se in-

Para estudiar el reconocimiento de CDH17 y B7-H3 en la membrana de las células tumorales 
por parte de LiTE E8, LiTE Nb289 y LiTE B12, se incubaron las células MKN-45 y MCF-7 (1,5·105 

lavado con PBS, las células se incubaron 30 min a 4 ºC con el mAb IgG1 de ratón anti-myc humana 

negativo se utilizaron células siguiendo el mismo procedimiento omitiendo la incubación con el SN.
Después de un último lavado con PBS se resuspendieron las células en PBS 1 % BSA, se tiñeron 

Biotec, Bergisch Gladbach, Renania del Norte-Westfalia, Alemania). Los datos obtenidos se anali-
zaron con el software FlowJo (BD Biosciences).

4.8. Ensayo de activación de Jurkat

Para estudiar la activación de células Jurkat (JK) por parte del LiTE B12 del SN de 293T trans-
fectadas, se cocultivaron con células MKN-45 o MCF-7 y se detectó la expresión del marcador de 
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Para ello, se sembraron MCF-7 en un placa de 96 pocillos (2·104 células/pocillo) y 24 h después se 
añadieron las JK a una ratio efector-diana (E:T, del inglés ) 5:1 junto con el SN. Tras 24 
h, se recogieron las JK y se incubaron con un mAb IgG1 de ratón anti-CD69 humano conjugado con 

30 min a 4 ºC. Las células se lavaron, se resuspendieron en PBS 1 % BSA y se analizaron mediante 
citometría como en el apartado anterior. Como control negativo se emplearon JK en monocultivo o co-
cultivo con SN-. También se monitorizó la expresión de B7-H3 en JK activadas de la forma descrita 
en el apartado previo.

4.9. Generación de partículas lentivirales

Con el objetivo de producir una transducción estable y duradera de células humanas se em-
plearon lentivirus como estrategia de terapia génica. El sistema disponible en el laboratorio para 
la producción de stocks lentivirales es de tercera generación, es decir, consta de cuatro plásmidos 
incluyendo el vector de transferencia:

- Plásmidos que forman el lentivirus per se (Fig. 4).
· pMDLg/pRRE: porta los genes gag
del VIH, y pol

gag y pol.

parte de la envuelta.
- Vector de transferencia portador del gen de interés.

· pRRL-luciferasa-IRES-EGFP o pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP. El lentivirus portador del gen 
reportero luciferasa se utilizó para infectar líneas tumorales, de modo que expresen dicha 
enzima. De esta forma, al añadir el sustrato luciferina reaccionan emitiendo bioluminiscencia, 
una habilidad parametrizable que usaremos para calcular indirectamente la viabilidad celular. 

A partir de un glicerol stock existente en el laboratorio de bacterias transformadas con el ADN 
plasmídico, se lanzó un cultivo en 3 mL de medio 2xYT con ampicilina (100 mg/mL) y se incubó 
overday a 37 ºC en agitación. Posteriormente se hizo una escalada 1:50 del cultivo y se incubó 
overnight a 37 ºC en agitación.

El ADN plasmídico se aisló del cultivo líquido con el kit NZY Maxiprep (NZYtech), en lugar del kit 
NZY Miniprep, para obtener una mayor concentración de ADN, necesaria para transducir células. El 

260/A230 y A260/A280 para evaluar su pureza mediante 
el espectrofotómetro.

Para generar los lentivirus, se sembraron HEK293T en 6 placas p10 (4,5·106 células/placa) (Cor-
ning Life Sciences). 24 h después se realizó la transfección siguiendo el método descrito previamen-
te con el ADN de los 4 plásmidos, por 

. Esquema de los plásmidos empaquetadores de 
un lentivirus.
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A las 48 h, haciendo uso del EPI requerido para manipular productos de biorriesgo tipo 2, se reco-
-

nuación, se ultracentrifugó 2 h a 4 ºC a 26.500 rpm. El pélet se resuspendió en PBS y las alícuotas se 
almacenaron a -80 ºC.

Para calcular el título del lentivirus se subcultivaron 293T en placa de 24 pocillos (1·105 células/
pocillo) y se infectaron haciendo diluciones seriadas del stock lentiviral. A las 48 h, se recogieron 

unidades transductoras por mililitro (UT/mL) con la siguiente fórmula, haciendo la media de las 3 
diluciones consecutivas que seguían una relación lineal entre el volumen utilizado para la infección 
y la expresión de EGFP:

4.10. Transducción de células humanas

4.10.1. MCF-7

Se hizo un subcultivo de MCF-7 en placa 24 pocillos (5·104 células/pocillo). A las 24 h se in-
fectaron con el lentivirus luciferasa a una MOI de 8,6. Se monitorizó la expresión de EGFP de las 

4.10.2. Jurkat

Se hizo un subcultivo de JK en placa 24 pocillos (5,14·105 células/pocillo) y se infectaron las 
células con el lentivirus LiTE B12 a una MOI de 1,5 para generar células STAb-JK B12 siguiendo el 
procedimiento anterior. A las 144 h y a las 168 h se recogió el SN con el LiTE B12 secretado y se 

de células 293T transfectadas.

4.10.3. LT

Se hizo un subcultivo de LT en placa 24 pocillos (8,95·105 células/pocillo) incubado durante 24 
h con TransACT (20 L/pocillo) (Miltenyi Biotec), para activar y expandir las células primarias esti-
mulando el CD3 y el CD28. Se infectaron con el lentivirus LiTE B12 a una MOI de 10 para generar 
células STAb-T B12 siguiendo el procedimiento anterior.

Se sembraron células MCF-7 luc en placa blanca opaca de 96 pocillos (2·104 células/pocillo) 
(Greiner Bio-One, Kremsmünster, Oberösterreich, Austria). A las 24 h se añadieron LT no transdu-
cidos como control negativo de lisis (C-), LT no transducidos junto con el SN LiTE B12 de STAb-JK 
168 h o células STAb-T B12 a diferentes ratios E:T (1:25, 1:5, 1:1 y 5:1). Tras 48 horas de cocultivo 
se eliminó el sobrenadante y se añadió el sustrato de la enzima luciferasa, la β

las unidades relativas de luminiscencia (RLU, del inglés relative light unit
1200 (Tecan, Männedorf, ZH, Suiza).

Para analizar los datos de citotoxicidad, se transformaron los valores RLU para representar el 
porcentaje de lisis de cada condición respecto al C- utilizando esta ecuación en la que Rmuestra es 
cada valor de bioluminiscencia obtenido en RLU para cada réplica de cada condición y Rcontrol es la 
media de las 3 réplicas de la condición C- de cada ratio E:T:
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El número de réplicas biológicas fue limitado por restricciones experimentales, los datos pre-
sentados del ensayo de citotoxicidad provienen de triplicados técnicos y deben considerarse como 
exploratorios. Los datos se analizaron con el software GraphPad PRISM versión 8.0.2. aplicando un 
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5. Resultados

HH

En la tabla 2 se muestran las secuencias aa de los VHH anti-cadherina 17 humana clones E8 y  
Nb289 y el anti-B7-H3 humana, clon B12.

VHH AAT 
diana Secuencia aa

E8
CDH17

MAVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTASGSILSFNSMGWHRQAPGRQRELVAGISIHKTSSNYANF 
VKGRFTISRDDAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAVQRGQSRISYWGQGTQVTVSS

Nb289
MAVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRTFSSNGMGWFRQAPGTGREFVAAISWNAGTTLYT 
DSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAIYYCAAREYYGGSYYPSREYEYGYWGQGTQVT 
VSS

B12 B7-H3
QVQLVESGGGSVQVGGSLRLSCAASGFTYNSYSVGWFRQAPGKEREGVAAINSGGSSTYYAA 
SVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAARSPSPLTFQTRTLREDSYNYWGQGTQV 
TVSS

Tabla 2. Secuencias aminoacídicas de los VHH utilizados en este trabajo.

se disponía en el laboratorio del vector pCCL-Ega1-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 5a), a partir del cual 
se subclonó cada secuencia VHH del plásmido sintetizado por GeneArt, E8 (Fig. 5b), Nb289 (Fig. 
5c) y B12 (Fig. 5d), generando, respectivamente, los plásmidos pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP, pCCL-
Nb289-OKT3-T2A-EGFP y pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP.

A260/A280 de entre 1,85 y 1,95 y ratio A260/A230 de entre 2,14 y 3,1.
5.3. Generación de LiTEs por 293T transfectadas

La línea 293T se transfectó con los plásmidos pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6a), pCCL-
Nb289-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6b) y pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP (Fig. 6c) y 
de EGFP por
contenían los LiTEs para caracterizarlos.

. Esquema de la doble digestión con las ER MluI-HF y AfeI del plásmido original del laboratorio pCCL-Ega1-
OKT3-T2A-EGFP (a) y de cada plásmido sintetizado por GeneArt portador de cada VHH: E8 (b), Nb289 (c) y B12 (d).
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5.4. Caracterización de los LiTE secretados por las 293T transfectadas
5.4.1. LiTE anti-CDH17

de tamaño 
compatible con el teórico de 42,5 KDa, calculado con ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

Posteriormente se llevaron a cabo ensayos ELISA para evaluar el reconocimiento de CDH17 

. Imagen de WB del SN de 293T transfectadas para 
expresar LiTEs anti-CDH17. En color rojo el marcador de peso 

. Análisis ELISA de la interacción del LiTE E8 (a) y del LiTE Nb289 (b) con 

. Células 293T transfectadas (48 h) con pCCL-E8-OKT3-T2A-EGFP (a), pCCL-Nb289-OKT3-T2A-EGFP (b) y 
pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP (c) con sus respectivos LiTEs secretados al sobrenadante.
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testar la unión de los LiTEs a la CDH17 expresada en la membrana de MKN-45, estas se incubaron 
con los SN LiTE E8 y SN LiTE Nb289. Para analizar la unión al CD3 en la membrana de células 

9 podemos observar que el 99,1 % de MKN-45 expresan CDH17 (Fig. 9a), como era de esperar 
según los niveles de ARNm de la línea consultados en The Human Protein Atlas, 22,6 
transcripts per million (nTPM). Sin embargo, tanto el SN LiTE E8 (Fig. 9b) como del SN LiTE Nb289 
(Fig. 9c) no llegan a unirse a un 1 % de las células CDH17+. Contrariamente, los LiTE sí reconocen 
el CD3 de JK, uniéndose el SN LiTE E8 (Fig. 9d) al 51,3 % de las mismas y el SN LiTE Nb289 (Fig. 

HHs E8 y Nb289 no lo son.

ensayos funcionales con linfocitos T primarios.

5.4.2. LiTE anti-B7-H3

Una vez recogido el SN de 293T transfectadas que contenía el LiTE B12 se procedió a hacer 

Human Protein Atlas, los niveles de expresión de ARN de B7-H3 son de 40,8 nTPMs en MKN-45 y

los LiTE E8 (b) y Nb289 (c) presentes en el SN. Análisis de unión a CD3 de Jurkat del LiTE E8 (d) y Nb289 (e).
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y 68,7 nTPMs en MCF-7. Los niveles de expresión proteica en estas líneas fueron comprobados 

Se observó que prácticamente la totalidad de MKN-45 (Fig. 11a) y MCF-7 (Fig. 11b) expresan B7-

explicar que el SN LiTE B12 se una en menor medida a las MKN-45 (5,08%, Fig. 11c), que a las 

-
leccionó este LiTE para proceder con los ensayos funcionales con linfocitos T primarios.

5.5. Activación de Jurkat

Con el objetivo de evaluar la capacidad del LiTE B12 secretado por las 293T transfectadas para activar 

B7-H3 del SN LiTE B12 en MKN-45 (c) y MCF-7 (d). Análisis de unión al CD3 de Jurkat del SN LiTE B12 (e).

C - C + SN LiTE B12
0.0

0.5

1.0

1.5

ELISA B7-H3

A 4
50

. Análisis ELISA de la interac-
ción del LiTE B12 con la proteína B7-H3 

usó el SN- y como control positivo (C+) el 
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+, se analizó la expresión del mar-
cador de activación temprano CD69 de células JK cocultivadas con MKN-45 o MCF-7 por citometría de 

puntos de control inmunitario utilizados como AAT en células T activadas [27]. Como controles negativos 
se incluyeron condiciones en monocultivo y cocultivo con SN-.

sin expresar B7-H3 (Fig. 12b).

-
das con SN- en ausencia de LiTE B12.
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a.

7,20 %
PE+

MKN45: a. nivel de CD69 basal; b. nivel de B7-H3 basal; c. expresión de CD69 en presencia de 
SN LiTE B12; d. nivel de B7-H3 en presencia de SN LiTE B12 .
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En el caso del cocultivo con MKN-45 con SN-, se activan basalmente el 7,2 % de las JK (Fig.13a) 
y un 3,12 % expresan B7-H3 (Fig.13b); mientras que cuando se cocultivan en presencia del SN 
LiTE B12, el 36,7 % se activan (Fig. 13c) e igualmente siguen sin expresar B7-H3 (2,9 %, Fig. 13d).

Cuando las JK se cocultivan con MCF-7 con SN-, el 9,47 % expresan CD69 de forma basal 
(Fig.14a) y un 24,9 % expresan B7-H3 (Fig.14b); mientras que cuando se cocultivan en presencia del 
SN LiTE B12, se activan en gran medida (85,2 %, Fig. 14c) y el 38,3 % expresan B7-H3 (Fig. 14d).

La expresión basal de CD69 en JK en ausencia de SN LiTE B12 puede deberse a que las células  
estaban contaminadas por Mycoplasma spp., información que reveló una PCR hecha a posteriori.

5.6. Generación de partículas lentivirales

Con el objetivo de producir células tumorales con el gen reportero luciferasa y células secreto-
ras del LiTE B12 (STAb B12) de forma estable y duradera, se empleó la terapia génica lentiviral de 
tercera generación.

260/
A280 de entre 1,88 y 2,32 y ratio A260/A230 de entre 1,90 y 2,32. Se cotransfectaron células 293T con los 3 
plásmidos empaquetadores, pMDLg/pRRE, pRSV-Rev y pMD2.G, y el vector de transferencia génica, 
pRRL-luciferasa-IRES-EGFP o pCCL-B12-OKT3-T2A-EGFP, para generar las partículas lentivirales. El 
SN se ultracentrifugó para concentrar las partículas lentivirales y los stocks se titularon midiendo por cito-

MCF-7: a. expresión basal de CD69 ; b. nivel de B7-H3 en ausencia de SN LiTE B12; c. expresión 
de CD69 en presencia de SN LiTE B12; d. nivel de B7-H3 en presencia de SN LiTE B12 .
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Para el lentivirus luciferasa (Fig. 16a) se seleccionaron las células infectadas con las diluciones 
1/1000, 1/2000 y 1/4000, se calculó el título para cada una de ellas y se hizo la media, obteniendo un 
título de 2,854·107 UT/mL. En el caso del lentivirus LiTE B12 (Fig. 16b) se seleccionaron las células 
infectadas con las diluciones 1/4000, 1/8000 y 1/16000, obteniendo un título de 1,2841·108 UT/mL.

. Esquema generación partículas lentivirales.

. 
de los stocks lentivirales luciferasa y LiTE B12. Se seleccionaron las células infectadas con las diluciones 1/1000, 1/2000 
y 1/4000 para calcular el título del lentivirus luciferasa (a) y las infectadas con las diluciones 1/4000, 1/8000 y 1/16000 
para calcular el título del lentivirus LiTE B12 (b).
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5.7. Transducción de células humanas

Después de transducir en dos ocasiones las células MCF-7 con el lentivirus luciferasa a una MOI 

(Fig. 18b), ya que este valor varía mucho dependiendo de la calidad de los LT de cada paciente.

Se recogió el SN secretado por las STAb-JK B12 a las 144 h y a las 168 h para posteriormente 
ser utilizado en el ensayo de citotoxicidad.

de que mediante esta técnica no se detectó una señal evidente (Fig. 19a), mediante citometría de 

en la membrana de la línea tumoral MCF-7 (11,9 %, Fig. 19b), así como al CD3 de LT (16 %, Fig. 
19c). El SN de STAb-JK recogido a las 144 h no mostró reconocimiento por ninguna de sus dianas.

. Análisis por citometría de 

MCF-7 infectadas con el lentivirus luci-
ferasa.

JK B12 (a) y STAb-T B12 (b).
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STAb-JK B12 y el secretado por las 293T transfectadas podría deberse a que la línea celular 293T 
está optimizada para la producción de proteínas y las JK no.

Finalmente, se evaluó la capacidad citotóxica de las células STAb-T B12 y de LT no transducidos 
(NT) en presencia del SN LiTE B12 de STAb-JK B12 168 h en cocultivo con las células MCF-7 luc 
frente a los LT NT también en cocultivo como control negativo de lisis. Se testaron 4 ratios E:T (1:25, 
1:5, 1:1, 5:1).

Dado que en el análisis de citotoxicidad el tamaño muestral (n=3) es demasiado reducido para 

de las MCF-7 en la ratio 1:25 (p-valor=0,0012), aumentando este valor por encima del 70 % de lisis 
a ratios 1:5, 1:1 y 5:1 (p-valor<0,0001).

. Caracterización del LiTE B12 secretado por STAb-JK B12. Ensayo ELISA de la interacción del LiTE 

secretado por STAb-JK B12 a las 168 h de la transducción en MCF-7 (b) y LT (c).
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. Ensayo de citotoxicidad de células MCF-7 por parte de linfocitos T 
primarios en presencia del LiTE B12 del SN de STAb-JK B12 a 168 h de incubación 
(verde) y de células STAb-T B12 (violeta) a distintos ratios E:T (1:25, 1:5, 1:1 y 5:1). 
Los valores RLU se muestran transformados para representar el porcentaje de lisis 
respecto al control negativo (C-), la bioluminiscencia de las células tumorales en 
cocultivo con linfocitos T primarios no transducidos en ausencia de LiTE B12: **, 
p-valor=0,0012;  ****, p-valor<0,0001.

de los residuos del ensayo de citotoxicidad en 
células MCF-7 frente a la distribución normal teó-
rica. Los puntos siguen aproximadamente la línea 
diagonal, lo que indica la ausencia de desviaciones 
importantes respecto a la normalidad, así como de 
valores atípicos extremos.
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6. Discusión

La inmunoterapia del cáncer surgió en la década de 1990 como una alternativa terapéutica que 
activa o estimula el sistema inmunitario para atacar a las células tumorales, presentando en muchos 
casos menos efectos secundarios que las terapias convencionales [1]. Entre las herramientas in-

gracias a su larga vida media, su potente función efectora y su elevada homogeneidad estructural. 
Con un tamaño aproximado 146 KDa, las IgG1 han servido como base para el desarrollo de nuevas 

Los BsAb se unen de forma monovalente a dos epítopos diferentes. Dentro de esta categoría, los 
T cell engagers (TCE) han cobrado gran relevancia por su capacidad para redirigir linfocitos T (LT) 
frente a un antígeno de una célula tumoral. Promueven la activación de LT mediante la formación 
de una sinapsis inmune (SI), desencadenando la expansión policlonal de los LT y un potente efecto 
citotóxico [3].

Sin embargo, los TCE no están exentos de inconvenientes, principalmente por la potencial toxici-
dad . La toxicidad asociada a los TCE también puede producirse por la activación 

que induce CRS por la sobreactivación de LT [5]. Para paliar estos efectos adversos, los TCE de nue-

Actualmente, se han generado TCE de menor tamaño eliminado la región Fc, lo que acorta su vida 
media al eliminar el reciclaje asociado a la región FcRn [4]. El blinatumomab, el único TCE sin Fc 
comercializado, requiere administración cada 2 h para mantener la concentración plasmática tera-
péutica [2]. 

Los BsAbs sin Fc pueden estar formados por diferentes tipos de fragmentos de anticuerpo. En 

scFv anti-CD3 y un VHH anti-AAT. Este formato presenta ventajas para tratar tumores sólidos, pues-
to que penetran mejor en el tejido tumoral [5].

En el presente estudio se evaluaron dos AAT como dianas terapéuticas: CDH17 y B7-H3, ambos 
sobreexpresados en diversos tipos de tumores sólidos, entre ellos cáncer gástrico (CG) y cáncer de 
mama (CM). La CDH17 participa en la adhesión intercelular y, en tejidos sanos, se localiza en las 
membranas laterales de las células epiteliales del intestino delgado y el colon. En contraste, su ex-
presión se ve aumentada en tumores en estado avanzado y metastásicos debido a su implicación 
en la TEM, adoptando una disposición difusa a lo largo de toda su membrana [21]. Esto hace que la 
CDH17 sea una diana atractiva porque no provocaría toxicidad . Por su parte, la 
B7-H3 principalmente cumple funciones inmunomoduladoras, inhibiendo la inmunidad adaptativa al 
suprimir la activación y proliferación de LT en adultos. Su expresión en tejidos sanos es muy limita-
da debido a mecanismos de regulación postraduccional, mientras que en células tumorales no solo 

través de mecanismos no inmunológicos, como la activación de la vía JAK/STAT.

formato LiTE: LiTE E8 y LiTE Nb289 —dirigidos contra CDH17— y LiTE B12 —anti-B7-H3.
Nuestros resultados muestran que, aunque los LiTEs dirigidos contra CDH17 (E8 y Nb289) eran 

capaces de unirse a la línea celular Jurkat mediante el dominio scFv anti-CD3, los VHH anti-CDH17 no 
+

ambos VH
+, por lo que fue 

seleccionado para continuar con los ensayos funcionales con LT.

con una dosis única [13]. Es conocido el éxito clínico de la TCA mediante células CAR-T en tumores 
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hematológicos. Sin embargo, esta terapia está asociada a un CRS más severo que el de los TCE, 

La combinación de terapias basadas en anticuerpos y células inmunes es una estrategia de inmu-

-
ño tamaño facilita la manipulación genética de los LT y su producción. La TCA con STAb-T presenta 
dos principales ventajas frente a la CAR-T, producen una SI canónica y, a mayores, producen el 
conocido como efecto bystander Un estudio 
publicado en 2025 [17] demuestra que células STAb-T con la misma diana que células CAR-T tienen 

La terapia génica ex vivo con vectores retrovirales es la más usada y efectiva actualmente para 
generar CAR-T, ya que el trasngén se integra en el genoma de la célula y permite una expresión 
sostenida en el tiempo. Podemos observar el efecto de este fenómeno en el análisis de la secreción 
del LiTE B12 en el SN de células STAb-JK B12, pues aumenta con el tiempo de incubación.

No obstante, esta técnica presenta algunas limitaciones, como la posibilidad de mutagénesis inser-
cional (aunque no se han documentado casos clínicos), el tamaño límite del transgén (~ 10 kb) y una 

[28].
Un requisito necesario para infectar LT con el lentivirus así como para desencadenar su efecto 

citotóxico, es activar estas células. Para evaluar la capacidad de activación de JK por parte del LiTE 
B12, se realizaron cocultivos de JK con líneas tumorales B7-H3+. Además, también se ha analizado 
la expresión de la propia B7-H3 en las JK activadas, ya que se ha descrito su inducción en células T, 
B y NK estimuladas in vitro [29], así como la de otros puntos de control inmunitarios utilizados como 
AAT en inmunoterapia del cáncer [27]. En cocultivo con la línea de CG MKN-45 el TCE es capaz de 

como una regulación inducida de B7-H3 como respuesta secundaria a la estimulación.
En el ensayo de citotoxicidad, las células STAb-T B12 mostraron una potente capacidad lítica 

frente a células MCF-7 B7-H3+

trasngén LiTE B12 no solo secretan activamente el TCE, sino que además son capaces de inducir 
in vitro. Esto no es compatible con el 

fratricidio que sugerirían los resultados de expresión de B7-H3 del experimento de activación, sobre 
todo a los ratios E:T más bajos. Una posible explicación sería que el nivel de B7-H3 inducido en JK 

-
tiva por parte de células STAb-T.

En el futuro sería interesante generar una construcción en formato TriTE que combine el LiTE 
anti-B7-H3 desarrollado en este trabajo con un LiTE anti-HER2 que actualmente está siendo estu-
diado en el laboratorio, con el objetivo de evitar el escape tumoral por pérdida de AAT y reducir aún 
más la posible toxicidad . Sin embargo, este diseño del nuevo transgén deberá 
optimizarse cuidadosamente debido a la limitada capacidad de inserción de los vectores lentivirales.

Asimismo,varios estudios previos han demostrado que la topología de los VHH en construcciones  

VHH en el extremo N-terminal o C-terminal pueden variar la accesibilidad de los CDRs y la interac-
ción con el antígeno. En próximos estudios se podrían rediseñar los LiTE E8 y Nb289 colocando los 
VH
algunos trabajos sugieren que los VHH dirigidos contra AAT tienden a funcionar mejor en la posición 
N-terminal, mientras que los dirigidos frente a CD3 presentan mayor tolerancia posicional [9, 30], 

HH.
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7. Conclusiones
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7. Conclusions
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