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I. RESUMEN 

La lactoferrina es una glicoproteína de mamíferos no hemática de unión a hierro 

perteneciente a la familia de las transferrinas. La producción más alta se encuentra en 

calostro y leche, encontrándose también en los diferentes fluidos corporales y dentro 

de los neutrófilos. Debido a su alta distribución a lo largo del organismo, desempeña 

múltiples roles fisiológicos, entre los cuales destacan su actividad anticancerígena y 

su actividad inmunomoduladora. En el presente trabajo, se diseñó un gen sintético a 

partir de la secuencia que codifica para lactoferrina humana nativa. El gen sintético 

fue integrado en el sitio AOX1 del genoma de la levadura metilotrófica Pichia pastoris 

X33; a partir de la integración, bajo el control del promotor inducible AOX1 y contiene 

una secuencia líder para la exportación de proteínas a la vía secretora, se logró 

expresar lactoferrina humana recombinante a través de la vía secretoria de Pichia 

pastoris. La lactoferrina humana recombinante expresada fue purificada y 

caracterizada de acuerdo con sus perfiles de glicosilación. Se analizó su actividad 

anticancerígena sobre células de cáncer de seno (MDA-MB-231) y sobre células 

metastásicas de pulmón derivadas de cáncer de seno (MDA-MB-231-LM2-4). A una 

concentración de 50 μg/mL, la lactoferrina humana recombinante demostró tener 

actividad citotóxica dependiente de la dosis contra ambas líneas celulares. Cuando la 

lactoferrina humana fue probada en células no cancerígenas (MCF-10A), ésta no 

mostró tener efecto citotóxico. Los datos obtenidos en el presente trabajo mostraron 

que el mecanismo de acción anticancerígeno de lactoferrina humana recombinante 

fue ejercido a través de la inducción de una vía apoptótica, y parte de la citotoxicidad 

que presentó esta proteína fue obtenida gracias a su perfil de glicosilación.  

II. ABSTRACT 
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Lactoferrin is a non-hematic iron binding glycoprotein from mammals belonging to the 

transferrin’s family. Its highest production is given in colostrum and milk and found it in 

different body fluids and neutrophils. Due to its high distribution throughout the body, it 

plays multiple physiological roles, among which its anti-cancer and immunomodulatory 

activity, between others. In the present work, a synthetic gene was designed from the 

original sequence that encodes for native human lactoferrin. This synthetic gene was 

integrated into the AOX1 site of the methylotrophic yeast Pichia pastoris; after 

integration and under the control of the AOX1 inducible promoter, recombinant human 

lactoferrin was achieved through the secretory pathway of Pichia pastoris. The 

expressed recombinant human lactoferrin was purified and characterized according to 

its glycosylation profiles. From these results, its anticancer activity was tested on 

breast cancer cells (MDA-MB-231) and in metastatic lung cells derived from breast 

cancer (MDA-MB-231-LM2-4). Recombinant human lactoferrin demonstrated to have 

dose-dependent cytotoxic activity against both cell lines. When recombinant human 

lactoferrin was tested against non-cancer cells (MCF-10A), there wasn’t cytotoxicity 

effect. The data obtained in the present work showed that mechanism of anticancer 

activity of recombinant human lactoferrin was carried out through the induction of an 

apoptotic pathway, and part of the cytotoxicity that this protein presented was obtained 

because of its glycosylation profile. 
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III. INTRODUCCIÓN 

Actualmente, el cáncer de seno ocupa uno de los primeros lugares de 

mortalidad y morbilidad a nivel mundial; tan sólo en México, es la primera causa de 

muerte en mujeres a partir de los 25 años, y el estado de Chihuahua ocupa el cuarto 

lugar a nivel nacional en mortalidad a causa de esta enfermedad. Lo anterior 

representa un problema significativo de salud pública, además, los tratamientos 

oncológicos que actualmente son utilizados pueden repercutir de manera grave en la 

salud física y psicológica de los pacientes, por lo que es importante la búsqueda de 

nuevas terapias anticancerígenas que favorezcan a mantener las mejores 

condiciones de vida del paciente y con la posibilidad de una curación definitiva. En 

ese sentido, existen diversas proteínas de origen natural que han sido reportadas con 

diversas funcionalidades, entre ellas, su actividad anticancerígena. La lactoferrina, 

una glicoproteína ubicua de los mamíferos, presente en las diversas secreciones 

corporales, posee propiedades fisiológicas como anticancerígenas, antioxidantes, 

inmunomoduladoras, antimicrobianas, entre otras. Gracias a su actividad 

multifuncional, el estudio del mecanismo de acción de dicha proteína ha ganado 

interés en ciencia y en la industria farmacéutica y alimentaria. No obstante, debido a 

su baja disponibilidad a partir de fuentes naturales, en los últimos años la lactoferrina 

ha sido producida mediante técnicas de ingeniería genética, lo cual ha permitido la 

obtención de lactoferrina en grandes cantidades y con un porcentaje de similitud alto 

respecto a su contraparte nativa. En el presente trabajo, se logró la expresión de 

lactoferrina humana recombinante en la levadura Pichia pastoris X33; dicha proteína 

tuvo efecto anticancerígeno dependiente de su perfil de glicosilación, sobre células de 

cáncer de seno triple negativo y una variante metastásica de pulmón. La lactoferrina 
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fue administrada a la línea celular de cáncer de seno triple negativo MDA-MB-231 

donde indujo un 33% de muerte celular a las 24 h; a la línea celular metastásica de 

pulmón derivada de cáncer de seno triple negativo MDA-MB-231-LM2-4 donde indujo 

un 25% de muerte celular a las 24 h; y a la línea celular epitelial no cancerígena 

(MCF-10A) donde no hubo inducción de muerte celular. La viabilidad celular de la 

línea celular no cancerígena tratada con lactoferrina fue de 98%, la misma viabilidad 

alcanzada por células no cancerígenas que no recibieron tratamiento con lactoferrina, 

lo cual indica que la lactoferrina expresada en este trabajo no tiene un efecto 

citotóxico sobre la línea celular no cancerígena. Estos hallazgos tienen un significativo 

impacto para el estudio y la generación de nuevas terapias contra el cáncer a base de 

proteínas recombinantes, que de manera natural se encuentran en el organismo.  
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IV.  MARCO TEÓRICO 

 

4.1 CÁNCER: UN PROBLEMA DE SALUD PÚBLICA 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) establece que el cáncer es la 

segunda causa de muerte en todo el mundo junto a la enfermedad cardíaca; es una 

de las principales causa de morbilidad y mortalidad en los países desarrollados y 

subdesarrollados (Contreras et al., 2018). En 2012, se estimó que a nivel mundial, 

975,396 personas tenían algún tipo de cáncer, siendo la incidencia más alta el cáncer 

de seno, con aproximadamente 191,105 casos presentados en mujeres entre 20 y 39 

años, de los cuales, un total de 48,774 murieron a causa de esta enfermedad (Fidler 

et al., 2017). En Estados Unidos de América, se estimó que en 2016 hubo 

aproximadamente 1.7 millones de nuevos casos de cáncer, de los cuáles, 595,690 

condujeron a la muerte (Contreras et al., 2018). Al 2017, de acuerdo con cifras del 

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y el Instituto Nacional de Estadística y 

Geográfica (INEGI), en México, el cáncer de seno es la primera causa de muerte en 

mujeres mayores de 25 años; en el estado de Chihuahua, se tienen registradas 25.91 

defunciones por cada 100 mil mujeres, siendo el estado con la tasa de mortalidad 

más alta en el país por esta causa, lo cual representa un problema importante de 

salud pública a nivel tanto estatal, federal como internacional. Desafortunadamente, 

se espera que estas cifras aumenten (Pilleron et al., 2019). 
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4.1.1 CÁNCER DE SENO 

El cáncer de seno es la neoplasia epitelial maligna que más afecta a las 

mujeres; y se asocia con las tasas más altas de incidencia y mortalidad en los 

países occidentales (Berardi et al., 2015). Éste está caracterizado por abarcar un 

diverso grupo de tumores malignos con distintas características como su evolución 

clínica, genotipo, fenotipo, respuesta a las posibles formas de terapia y pronóstico 

(Robles-Escajeda et al., 2016).  

Los diferentes tipos de cáncer de seno se clasifican en tres grupos principales 

basados en marcadores celulares que reflejan las terapias dirigidas disponibles: 1) 

receptor de estrógeno (ER) o receptor de progesterona (PR) positivo; 2) receptor de 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) positivo con o sin ER y PR positivo 

(Kumar y Aggarwal, 2016) y, 3) células que carecen de expresión de ER, PR y 

HER2, este último también llamado como cáncer de seno triple negativo (You et al., 

2015). que se encuentra entre los tumores más agresivos y más resistentes a la 

terapia (Badve et al., 2011).  

Receptor de estrógeno. Los receptores de estrógeno son factores de 

transcripción que están involucrados en diferentes procesos fisiológicos. La 

señalización anormal de estos puede conducir al desarrollo de diferentes 

enfermedades como cáncer, inflamación, y trastornos metabólicos (Jia et al., 2015). 

Existen dos tipos de receptores ER, ER y ERß; el ER está expresado en menos 

del 10% de epitelio glandular mamario sano, mientras que su expresión es de 

aproximadamente entre 50-80% en cánceres de seno, ya que este promueve la 
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generación de nuevos tumores y la progresión del cáncer (Huang et al., 2014).  

Aproximadamente el 80% de las células epiteliales de mama sanas expresan ERß y 

su expresión puede disminuir e incluso perderse durante el cáncer de seno (Jia et 

al., 2015); en ese sentido, la pérdida de la expresión del receptor ERß está asociada 

con un mal pronóstico para el paciente (Omoto et al., 2001). Los ER regulan la 

transcripción a través del reclutamiento de co-reguladores de transcripción que 

desempeñan un papel central en la activación o represión de genes (Nassa et al., 

2011) que controlan la progresión del ciclo celular y la apoptosis (Chang et al., 2006)  

Receptor de progesterona. Los receptores de progesterona, al igual que la 

progesterona, son esenciales para el desarrollo y la regulación de los tejidos 

sensibles a las hormonas, incluidos los senos y el tracto reproductivo (Diep et al., 

2015). Estos receptores se expresan tanto en el epitelio como en compartimentos 

estromales del seno y se limitan al 10-15% de las células de la luz mamaria (Brisken, 

2013). El receptor de progesterona es regulado por ER que se expresa en más de 

dos tercios de los cánceres de seno ER positivos (Lim et al., 2016). Estos receptores 

(PR) pueden suprimir la transcripción mediada por ER en los cánceres de seno 

(Finlay-Schultz et al., 2018).  

 Receptor de factor de crecimiento epidérmico humano. La familia de 

receptores de factor de crecimiento epidérmico humana tiene un papel fundamental 

en la patogénesis de diversos tipos de cánceres debido a que regulan el crecimiento 

celular, supervivencia y diferenciación a través de múltiples vías de traducción de 

señales (Iqbal y Iqbal, 2014). Los receptores HER existen como monómeros en la 

superficie celular. Tras la unión de los ligandos a sus dominios extracelulares, los 
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receptores HER se someten a un proceso de dimerización y fosforilación de sus 

dominios intracelulares (Citri y Yarden, 2006). HER2 no tiene un ligando de 

activación directa conocido y puede estar constitutivamente en un estado activado o 

puede activarse en la heterodimerización con otros miembros de la familia como 

HER1 y HER3. La heterodimerización resulta en la autofosforilación de residuos de 

tirosina dentro del dominio citoplásmico de los receptores e inicia una variedad de 

vías de señalización, principalmente la proteína quinasa activada por mitógenos 

(MAPK), fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinasa (PI3K), y proteína cinasa C (PKC) 

que resulta en la proliferación celular, supervivencia, diferenciación, angiogénesis e 

invasión (Fornaro et al., 2011; Moasser, 2007). HER2 induce la carcinogénesis y se 

encuentra aproximadamente en un 15-30% de los cánceres de seno (Iqbal y Iqbal, 

2014).  

Los factores etiológicos genéticos que promueven la iniciación y el desarrollo 

de este tipo de cáncer son aún poco conocidos (Kumar y Aggarwal, 2016); no 

obstante, se sabe que los pacientes con antecedentes heredo patológicos de cáncer 

de seno y ovario, tienen un riesgo del 50 al 85% de desarrollar cáncer de seno 

durante su vida (Evans y Howell, 2012). En ese sentido, las mutaciones de la línea 

germinal en el gen supresor de tumores BRCA1 (gen de alta susceptibilidad al 

cáncer de seno) se han asociado con cáncer de seno triple negativo (Lakhani et al., 

2002); de un 60 a un 80% de los cánceres  de seno portadores de una mutación en 

BRCA1, muestran un fenotipo de cáncer de seno triple negativo (Atchley et al., 

2008). Los genes que están alterados en una neoplasia afectan a una importante vía 

biológica que normalmente contribuye en la regulación del crecimiento celular y la 

homeostasis tisular: la apoptosis (Golias et al., 2004). Debido a que el cáncer de 
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seno de es una enfermedad heterogénea y las terapias específicas no se 

encuentran completamente disponibles (Denkert et al., 2017), el conocimiento de los 

mecanismos y la regulación de esta vía de muerte celular ofrece un panorama más 

amplio en la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas (Mitchell et al., 2017).  

4.1.2 MUERTE CELULAR PROGRAMADA: APOPTOSIS 

 

La muerte celular programada se define como la muerte celular regulada 

mediante un programa intracelular (Su et al., 2015). Un tipo de muerte celular 

programada es la apoptosis, la cual describe los mecanismos mediante los cuales 

una célula persigue activamente su camino hacia la muerte al recibir ciertos 

estímulos (Wong, 2011). La apoptosis es caracterizada por la presencia de 

“burbujas” en la membrana celular (membrane blebbing), fragmentación nuclear, 

condensación de la cromatina y fragmentación del ADN (Burgess, 2013; Nagasaka 

et al., 2010).  

La apoptosis se desencadena por activación cronológica de la familia de las 

caspasas a través de dos vías distintas (Figura 1) : la vía intrínseca o vía 

mitocondrial, activada por estímulos intracelulares como el daño de ADN, la 

privación del factor de crecimiento y el estrés oxidativo (Lopez y Tait, 2015); y la vía 

extrínseca, o vía de muerte por receptores, la cual implica interacciones mediadas 

por receptores transmembrana. Éstos incluyen receptores de muerte que son 

miembros de la superfamilia de genes del receptor del factor de necrosis tumoral 

(TNF) (Locksley et al., 2001).  

Vía intrínseca de apoptosis. La vía intrínseca es controlada por la familia de 

proteínas Bcl-2 (Kumar et al., 2014). En primera instancia, existen numerosos 
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estímulos que pueden desencadenar un aumento en la permeabilidad mitocondrial, 

lo cual genera que se liberen factores apoptogénicos a través de la membrana 

externa. Esta disfuncionalidad mitocondrial altera la membrana plasmática y activa a 

las caspasas, las cuales se filtran en el citosol dando lugar a la activación de la 

apoptosis (Baig et al., 2017). Hasta este punto, un citocromo c es liberado y se 

ensambla con un factor de activación de apoptosis, dando lugar a un complejo 

llamado apoptosoma (Hassan et al., 2014); tras la formación del complejo de 

apoptosoma, el componente clave del apoptosoma llamado factor de activación de 

la proteasa apoptótica, se une a la procaspasa 9; una vez que se forma el 

apoptosoma, se activa la cascada de las caspasas efectoras dando lugar a la 

apoptosis (Su et al., 2015). 

Vía extrínseca de apoptosis. La vía extrínseca de la apoptosis es iniciada a 

través de receptores de muerte; al menos seis receptores de muerte han sido 

identificado por ser capaces de regular la apoptosis: TNFR1 (TNFR, Receptor de 

factor de necrosis tumoral) (TNFRSF1A [TNFRSF, TNFR, Nomenclatura: miembro de 

la superfamilia según corresponda cada número]), Fas/Apo1/CD95, (TNFRSF6), DR3 

(DR, Receptor de muerte) (TNFRSF25), DR4 (TNFRSF10A), DR5 (TNFRSF10B), y 

DR6 (TNFRSF21) (Nair et al., 2014; Wilson et al., 2012). Una vez que un ligando pro-

apoptótico se une a receptores DR, generalmente DR4 o DL5, se forma un complejo 

de señalización de inducción de muerte (DISC) (Ashkenazi, 2008) y recluta al 

adaptador de dominio de muerte asociado a Fas (FADD) y a las procaspasas 8 y 9 

para inducir directamente la muerte celular, o bien, para escindir a BCL2 y activar la 

vía intrínseca de apoptosis (Su et al., 2015).  
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A pesar de que el ciclo celular en los mamíferos es un proceso altamente 

organizado y regulado que garantiza la duplicación del material genético y la división 

celular (Otto y Sicinski, 2017), en el cáncer, el balance entre la división celular y la 

muerte celular se encuentra desequilibrado; una proliferación descontrolada, es un 

sello distintivo de las células cancerígenas (Golias et al., 2004). Este desbalance 

puede ocurrir en cualquier punto de regulación de la apoptosis (Wong, 2011); en ese 

sentido, la investigación sobre posibles tratamientos anticancerígenos ha sido guiada 

en los últimos años hacia la regulación apoptótica de células cancerígenas, por lo 

cual, la participación de la apoptosis en la patogenia del cáncer puede ser 

fundamental para encontrar nuevos tratamientos (Baritaki et al., 2011).  

 

Figura 1. Representación esquemática de las principales vías moleculares que conducen a la apoptosis. En 

la vía extrínseca, tras la unión del ligando a receptores específicos, se forma el complejo DISC y se activa la 
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caspasa 8. En la vía intrínseca, la liberación de citocromo c de las mitocondrias da como resultado la formación del 
apoptosoma y la activación de la caspasa 9. La caspasa 8 y 9 luego activan las caspasas corriente abajo, como la 
caspasa 3, que resulta en la muerte celular (Favaloro et al., 2012). 

4.1.3 TIPOS DE TRATAMIENTOS ACTUALES CONTRA CÁNCER  

A la fecha, los tratamientos oncológicos pueden incluir radiación, quimioterapia 

y/o cirugías, lo que implica daños fisiológicos y psicológicos graves para los pacientes 

que se someten a dichos tratamientos; además, en algunos casos, el tratamiento con 

quimioterapia tiene efectos secundarios sobre la fertilidad y, en el caso de las 

mujeres, la menopausia prematura, que a su vez conduce a un mayor riesgo de 

osteoporosis. Otros efectos secundarios que pueden ocurrir con los tratamientos más 

comunes implican un riesgo de daño cardiaco (Miller et al., 2016).  

Debido a lo anterior, la búsqueda de nuevos tratamientos contra el cáncer tiene 

como objetivo disminuir el daño colateral en pacientes oncológicos sin disminuir la 

eficiencia en el combate a la enfermedad, por lo que dicha búsqueda debería ser 

fundamentada principalmente en terapias más naturales. En ese sentido, el ser 

humano, tiene la capacidad natural de producir varias proteínas que pueden modular 

algunas funciones del sistema inmunológico, incluidos procesos apoptóticos hacia 

ciertos tipos de células malignas que podrían favorecer en la creación de una nueva 

terapia anticáncer. Un ejemplo ampliamente estudiado de proteínas producidas en el 

organismo con funciones inmunológicas es la lactoferrina (Lf) humana (Siqueiros-

Cendón et al., 2014). 
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4.2 LACTOFERRINA  

 La lactoferrina (Lf), descrita en los primeros reportes como “fracción roja de la 

leche”, es una glicoproteína no hemática de unión a hierro secretada principalmente 

por células epiteliales de la glándula mamaria (Groves, 1960; Nuijens et al., 1996). De 

acuerdo a su estructura tridimensional conservada y su propiedad de quelar iones 

hierro, la Lf pertenece a la familia de las transferrinas junto con la ovotransferrina y la 

melanotrasferrina (Baker et al., 2002). Los miembros de la familia de las transferrinas 

ejercen sus funciones biológicas mediante la regulación de los niveles de hierro libre 

en fluidos corporales de los mamíferos, por ejemplo, la transferrina está involucrada 

en el transporte de hierro en plasma y su absorción a través de la mucosa intestinal. 

Además, actúan como agentes bacteriostáticos en función de su capacidad para 

privar de hierro de sideróforos a los organismos que los producen (Bullen et al., 

1972). Asimismo, la Lf es capaz de unirse a varios tipos de células de mamíferos 

incluyendo macrófagos, células asesinas naturales, plaquetas, enterocitos, 

hepatocitos, células dendríticas, fibroblastos y osteoblastos, y regular su migración, 

crecimiento y diferenciación; por ser fuertemente catiónica, se puede unir además a 
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moléculas de ADN, heparina, glicosaminoglicanos y endotoxinas (Legrand y Mazurier, 

2010; Siqueiros-Cendón et al., 2014). La multifuncionalidad de esta proteína, puede 

ser explicada por la diversidad de células y moléculas diana en donde tiene su efecto; 

los datos estructurales y funcionales de la Lf sugieren que su estructura característica 

confiere sus diversas funciones (Takayama, 2011). 

 

 4.2.1 ESTRUCTURA Y LOCALIZACIÓN DE LACTOFERRINA 

 La lactoferrina es una glicoproteína ubicua de los mamíferos que tiene un peso 

molecular de aproximadamente 80 kDa. La cadena polipeptídica simple incluye 

aproximadamente alrededor de 700 aminoácidos (dependiendo de la especie; en ese 

sentido, la similitud que se presenta entre las especies es alta) (Adlerova et al., 2008), 

plegados en dos lóbulos globulares carboxilo (C) y amino (N) terminales, que son 

regiones conectadas a través de una -hélice y están conformadas por dos dominios 

conocidos como C1, C2, N1 y N2 que crean una estructura -plegada (Legrand et al., 

2008). La cadena polipeptídica incluye los aminoácidos 1-332, que comprende el 

lóbulo N-terminal, y los aminoácidos 344-703 que comprende el lóbulo C-terminal 

(González-Chávez et al., 2009) (Figura 2).  

 Lf posee tres sitios potenciales de glicosilación en su especie humana (hLf) 

(Asn138, Asn479 y Asn624) (Spik et al., 1994) y cinco sitios potenciales en 

lactoferrina bovina (bLf) (Asn233, Asn281, Asn368, Asn476 y Asn545) (Wei et al., 

2000). Estos sitios están expuestos en su mayoría en la superficie externa de la 

molécula y pueden participan en el reconocimiento de ciertos receptores (Latorre et 

al., 2010). 
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Lf presenta alta afinidad por el hierro; cada lóbulo puede unirse a un ion férrico; 

además, puede unir los iones Cu+2, Zn+2 y Mn+2 (Adlerova et al., 2008; García-

Montoya et al., 2012). Los niveles más altos de producción de lactoferrina se 

atribuyen a la leche y el calostro (1 g/L y 7 g/L, respectivamente), este último tiene un 

impacto significativo en la proporción de componentes esenciales en el sistema 

inmunológico de los bebés (Moreno-Expósito, et al., 2018); además, es secretado por 

varios fluidos corporales como fluidos seminales y vaginales, lágrimas y saliva; otra 

vía de producción de Lf son los neutrófilos, que en condiciones normales producen 

alrededor de 0.4 mg/L en plasma humano, aumentando hasta 5000 veces estos 

niveles de producción en un proceso de infección (Embleton et al., 2013). 

 

Figura 2 Estructura de la Lactoferrina. Se muestran los dos lóbulos amino y carboxilo terminal (N y 
C) con sus respectivos dominios N1, N2, C1 y C2. Su estructura ß-plegada le permite crear estos 
dominios en cada lóbulo N y C. Cada lóbulo se encuentra conectado por una región bisagra que 

contiene una -hélice entre los aminoácidos 33 y 343, lo cual le confiere una flexibilidad adicional a la 
molécula. Su capacidad para fijar hierro reside en los dominios N2, C2, donde el ion Fierro (Fe+3) se 
une sinérgicamente con el ion carbonato (CO3

-2) (González-Chávez et al., 2009) 

 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE CHIHUAHUA 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 

22 
 

 Los mamíferos producen Lf; su producción se atribuye a las células de la 

mucosa epitelial dentro de la mayoría de fluidos exocrinos, incluyendo lágrimas, 

saliva, fluidos vaginales y seminales, secreciones nasales y bronquiales, bilis y jugos 

gástricos (García-Montoya et al., 2012). Su más alta concentración se encuentra en 

leche y calostro; el humano produce aproximadamente 2 g/L y 7 g/L en leche y 

calostro, respectivamente, mientras que en bovinos su concentración en leche y 

calostro es de 0.2 g/L y 1.5 g/L, respectivamente (Legrand et al., 2008). Una cantidad 

considerable de Lf es encontrada en los gránulos secundarios de los neutrófilos (15 

g/106 neutrófilos) (Latorre et al., 2010), y es liberada en el plasma durante un 

proceso inflamatorio o infeccioso; en condiciones normales, su concentración en el 

plasma es de 0.4-2.0 g/mL e incrementa hasta 200 g/mL en infecciones y 

trastornos inmunológicos (Actor et al., 2009). La concentración de Lf en el plasma no 

está relacionada con el número de neutrófilos, sino que depende del grado de 

degranulación de éstos. Asimismo, los niveles de Lf en plasma pueden ser alterados 

durante la gestación (Adlerova et al., 2008; Takayama, 2011).  

 La Lf presenta una alta similitud entre especies; entre ellas, la Lf humana (hLf) 

y la bovina (bLf) presentan el más alto grado de similitud en cuanto a estructura y 

función; el 78% de la secuencia de Lf humana es idéntica a la Lf bovina (Wally y 

Buchanan, 2007). 

4.2.2 FUNCIONES BIOLÓGICAS DE LA LACTOFERRINA 

 Debido a su alta afinidad por el hierro, la Lf contribuye a mantener los niveles 

de éste en los fluidos corporales, con propósitos tanto antimicrobianos como de 

supresión de la formación de radicales libres, que conlleva a evitar el estrés oxidativo 
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(Baker et al., 2002); por lo tanto, la Lf está envuelta en el mantenimiento de la 

homeostasis, actúa como agente antioxidante, anticancerígeno (González-Chávez et 

al., 2009), es un potente agente antimicrobiano (Jenssen y Hancock, 2009) y está 

fuertemente implicada en la respuesta inmunitaria innata y adaptativa, ya que tiene 

una alta afinidad por receptores de células del sistema inmunológico (Siqueiros-

Cendón et al., 2014).  

4.2.3 ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE LA LACTOFERRINA  

 Desde el descubrimiento (Sorensen y Sorensen, 1940), y su posterior 

caracterización (Groves, 1960), el papel de Lf en el sistema inmune se encuentra bien 

documentado (Figura 3). El papel que desempeña esta molécula durante la respuesta 

inmune ha sido ampliamente estudiado y es una de las principales características que 

la han hecho extremadamente atractiva tanto para la industria farmacéutica como 

para la investigación. Lf está muy involucrada en la respuesta de los procesos 

inmunológicos frente patógenos, así como a los trastornos inflamatorios, que incluyen 

alergia, artritis y cáncer (Legrand et al., 2008). En respuesta a un proceso inflamatorio 

y/o neurodegenerativo, los niveles de secreción de lactoferrina aumentan 

significativamente; la lactoferrina puede mediar en las acciones de las respuestas 

inmunes innatas y adaptativas (Siqueiros-Cendón et al., 2014). Aunque los 

mecanismos moleculares de la acción inmunomoduladora no se han entendido 

completamente, se sabe que Lf puede regular la producción de mediadores 

inflamatorios tanto de manera positiva como de manera negativa (Giansanti et al., 

2016). Varios autores (Barboza et al., 2012; Figueroa‐Lozano et al., 2018) han 

sugerido que una parte fundamental del mecanismo de acción inmunomoduladora de 

la Lf está relacionada con la glicosilación de la molécula. El grado de glicosilación de 
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Lf podría afectar su capacidad para modular la respuesta inmune (Choi et al., 2008; 

Zimecki et al., 2014). Estudios in vivo e in vitro han demostrado que los niveles de 

expresión de citocinas inflamatorias como IL-4 e IL-10, citocinas proinflamatorias 

como TNF-, IL-1, IL-6 e IL-12, así como las quimiocinas como IL -8, se alteran en 

presencia de Lf, que afecta los procesos naturales de crecimiento, diferenciación y 

activación de las células inmunes (Legrand, 2016). El interesante efecto 

inmunomodulador de Lf es el hecho de que no solo se limita a la alteración en los 

niveles de expresión de las células, sino que además, su capacidad para quelar iones 

de hierro, permite que Lf actúe como un antioxidante natural (Sharma et al., 2015); 

además, Lf previene la peroxidación causada por los radicales libres (Yuksel et al., 

2015). 
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Figura 3 Influencia de la Lactoferrina en células del sistema inmune. a) Promueve la maduración 
de linfocitos B y T; b) regula negativamente a los linfocitos B a través de la unión a LPS; c) permite la 
interacción entre linfocitos B y T; d) induce la segregación de IgA e IgG; e) promueve la proliferación de 
linfocitos T; f) favorece la disminución de la secreción de IL-5 e IL-10; g) regula de manera negativa la 

activación del TNF de los monocitos; h) potencia la activad fagocítica de los macrófagos; i) previene la 
interacción entre LPS y CD14. Abreviaciones: B, linfocitos B; T, linfocitos T; Mac, macrófagos; Mon, 
monocitos (Siqueiros-Cendón et al., 2014).  
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4.2.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA LACTOFERRINA 

Lf es capaz de ejercer actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de 

patógenos, incluidas bacterias, hongos, parásitos y virus (González-Chávez et al., 

2009). Su capacidad para secuestrar iones de hierro genera una escasez de 

nutrientes esenciales para el crecimiento y la multiplicación de organismos sideróforos 

(Kanwar et al., 2015). Además, Lf tiene la capacidad de unirse a la superficie 

bacteriana causando la liberación de LPS (lipopolisacárido) de la membrana externa, 

causando daño celular y muerte (Jenssen y Hancock, 2009). Por otro lado, cuando Lf 

se somete a digestión proteolítica con pepsina, es liberado uno de sus péptidos 

bioactivos, la lactoferricina (Lfcin), localizada en la región N-terminal, la cual se libera 

de la molécula completa (Figura 4) (Bellamy et al., 1992) y es un péptido bioactivo 

que ejerce una actividad antimicrobiana mayor que Lf (Arias et al., 2014). En los 

últimos cinco años, varios autores han informado sobre los efectos antimicrobianos de 

la Lf, principalmente en bacterias; en estudios anteriores, se ha reportado la actividad 

antibacteriana de rbLf (Lactoferrina bovina recombinante) expresada en Pichia 

pastoris contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, 

donde la mayor actividad antibacteriana se logró utilizando Lfcin (Iglesias-Figueroa et 

al., 2016). Además, Lf ha sido probado contra Streptococcus mutans (Velusamy et al., 

2016), Salmonella enterica sv Typhimurium (Wu et al., 2016) Helicobacter pylori 

(Yuan, et al., 2015), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Velusamy et al., 2014) 

y Mycobacterium tuberculosis (Welsh et al., 2011); sin embargo, el efecto 

antimicrobiano potencial de Lf y sus péptidos bioactivos se ha documentado durante 

más de dos décadas (Jones et al., 1994). Finalmente, el uso de Lf y Lfcin contra 

microorganismos no se ha limitado a patógenos humanos. En 2012, Fukuta y 
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colaboradores (Fukuta et al., 2012) probaron el efecto de lactoferricina expresada en 

plantas de tabaco transgénicas. Las plantas fueron sometidas a infección con 

Pseudomonas. syringae pv. tabaci y Botrytis cinereal; los resultados de este 

experimento mostraron que las plantas transgénicas sobrevivieron 30 días después 

de la infección, en contraste con las plantas silvestres que murieron como 

consecuencia del daño del patógeno. Por otro lado, la Lf bovina puede eliminar una 

infección por E. coli en el ganado (Kieckens et al., 2018). Estos hallazgos 

proporcionan un campo de aplicación diferente para el tratamiento con lactoferrina, 

que puede ampliarse para usarse en la agricultura como mejorador de cultivos y en el 

ganado para prevenir enfermedades. 

 

Figura 4. Representación esquemática de la unión de Lfcin a LPS. Cuando se libera Lfcin (amarillo) 
de Lf, ésta puede unirse a LPS bacteriano (púrpura), activando la respuesta inmune, así como la 
disrupción de la membrana externa (Modelado con software Chimera 
[http://www.cgl.ucsf.edu/chimera]). 
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4.2.5 ACTIVIDAD ANTICANCERÍGENA DE LACTOFERRINA 

  Lf ha sido ampliamente estudiada y su capacidad anticancerígena está bien 

documentada (Moreno-Expósito et al., 2018). La actividad inmunomoduladora de la 

lactoferrina podría ser la clave para conocer el mecanismo de acción en la actividad 

anticancerígena que presenta la molécula. Se ha demostrado que la lactoferrina 

ejerce actividad citotóxica en diversas células cancerosas (Zhang et al., 2014a), 

además, Lf y sus péptidos biológicos también pueden inducir el programa de muerte 

celular en células cancerosas. Asimismo, tiene un papel importante en la detención 

del ciclo celular; se ha demostrado que puede comprometer diversos niveles del ciclo 

celular, según el tipo de célula cancerosa (de Mejia y Dia, 2010). Por otro lado, el 

metabolismo del hierro está fuertemente involucrado en los requerimientos 

metabólicos de algunas células cancerosas, e incluso puede llevar a la metástasis de 

las células tumorales (Kazan et al., 2017), por lo que la lactoferrina es una molécula 

capaz de quelar iones de hierro, también tiene un mecanismo de acción contra el 

cáncer basado en su capacidad para equilibrar este ion en el organismo (Rosa et al., 

2017).  

Por otro lado, el suministro de estrógenos representa un factor crucial en el 

desarrollo de la mayoría de los cánceres de mama; de la misma manera, la 

homeostasis del hierro se correlaciona con la producción de estrógenos, un nivel 

reducido de hierro promueve la angiogénesis, mientras que los niveles prominentes 

de hierro contribuyen al aumento del estrés oxidativo (Zhang y Zhang, 2015). Debido 

a que la expresión del gen de Lf está modulada por los receptores de esteroides 
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tiroideos, este gen es sensible a las hormonas, por lo que lactoferrina puede estar 

involucrada en cánceres dependientes de hormonas, como el cáncer de mama, 

donde la expresión de estas hormonas parece estar inhibida progresivamente (Gopal 

y Das, 2016). En este sentido, Lf de diversas especies ha demostrado ser un potente 

agente contra el cáncer de mama, lo que demuestra su eficacia como posible 

tratamiento (Abu-Serie y El-Fakharany, 2017; Pereira et al., 2016). La lactoferrina 

bovina, tanto en su forma de hierro libre como en su forma saturada de hierro, se ha 

usado con éxito en la inducción de citotoxicidad y en la reducción de la proliferación 

celular de células de cáncer de mama humano (Gibbons et al., 2015). Del mismo 

modo, ambas formas de lactoferrina pueden modular algunas moléculas apoptóticas, 

incluida p53, e inhibir por completo la expresión de survivina, una proteína 

multifuncional implicada tanto en la inhibición apoptótica como en la regulación del 

ciclo celular, que genera resistencia a las células cancerosas en quimioterapia y 

radioterapia (Gibbons et al., 2015; Townley, 2017). En otro estudio, se inocularon 

modelos murinos con esta misma línea celular de cáncer de mama, donde se probó el 

efecto de las nanopartículas de fosfato de calcio cargadas con lactoferrina saturada 

bovina, se determinó que el tratamiento con estas nanopartículas cargadas con 

lactoferrina fue capaz de disminuir el tamaño del tumor en los ratones (Mahidhara et 

al., 2015). Por otro lado, péptidos bioactivos de lactoferrina también se han usado 

para probar su efecto antitumoral, como es el caso de un fragmento de lactoferrina 

humana que abarca el lóbulo C de la proteína expresada de forma recombinante, que 

se usó contra el cáncer de mama y se demostró que este péptido también induce la 

apoptosis celular, generando un importante arresto del crecimiento de células de 
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cáncer de seno (Hu et al., 2016). Estos datos indican que tanto bLf como hLf tienen 

una alta eficacia en el control de la proliferación tumoral del cáncer de mama. 

 

4.2.6 OTRAS FUNCIONES DE LA LACTOFERRINA  

La actividad de Lf se extiende más allá de su capacidad antimicrobiana aunada 

a su implicación en la respuesta inmunológica pues debido a la interacción de Lf con 

receptores implicados en este tipo de trastornos metabólicos, como el receptor 

Omentin-1, implicado en el metabolismo de los lípidos (Mayeur et al., 2016) la Lf tiene 

una posible aplicación como tratamiento contra obesidad, diabetes e hipertensión (Shi 

et al., 2012). Por otro lado, la administración de Lf en modelos in vivo mostró que esta 

proteína contribuye al desarrollo neurológico, las funciones cognitivas y la memoria 

(Jahan et al., 2016). De igual manera, también se encuentra implicada en procesos de 

regeneración ósea (Görmez et al., 2015). Estos hallazgos proponen que la 

versatilidad en las propiedades nutracéuticas de molécula abarca casi todos los 

órganos y sistemas del humano (Figura 5). 
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Figura 5. Actividad multifuncional de Lf. A) actividades de Lf no dependientes de microorganismos; 
Lf tiene implicaciones en el neurodesarrollo y algunas lesiones neurodegenerativas. Además, puede 
estar involucrado en la prevención de enfermedad cardíaca debido a su efecto sobre los niveles de 
acumulación de lipoproteínas, y puede ejercer actividad en el metabolismo en diferentes sistemas. B) 
Actividades de Lf frente a la respuesta infecciosa. Lf puede promover la producción de citocinas, 
potencia la fagocitosis y estimula la producción de anticuerpos en respuesta a la invasión de 
microorganismos (Modelado con software Chimera [http://www.cgl.ucsf.edu/chimera]). 

4.3 Pichia pastoris COMO SISTEMA DE EXPRESIÓN  

 La levadura metilotrófica Pichia pastoris (syn. Komagataella sp.) es 

actualmente uno de los sistemas de expresión de proteínas heterólogas mayormente 

utilizados gracias a su fácil manipulación genética y a su naturaleza eucariótica 

(Singsun et al., 2016). En la industria biofarmacéutica, los sistemas de expresión 

basados en levaduras son altamente valorados; su naturaleza eucariota permite 

realizar modificaciones postraduccionales que repercuten en la calidad de la proteína 

que se expresará (Meehl y Stadheim, 2014). Pichia pastoris es un sistema de 

expresión bastante reconocido, gracias a que tiene un crecimiento a altas densidades 

con un bajo requerimiento de nutrientes, lo que lo hace un sistema de expresión 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE CHIHUAHUA 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 

32 
 

relativamente económico: por otro lado, sus promotores son estrictamente regulados, 

con lo cual se logra una producción alta de proteínas por litro de cultivo tanto vía 

intracelular como secretoria (Ahmad et al., 2014). En ese sentido, es importante 

considerar las características que la proteína de interés debe tener, para elegir 

correctamente la cepa huésped, así como los elementos necesarios para la eficiente 

traducción de proteínas heterólogas.  

4.3.1 TIPOS DE CEPAS HUÉSPED 

 Todas las cepas de expresión de P. pastoris son derivadas de la cepa silvestre 

NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories, Peoria, IL) (Cereghino y 

Cregg, 2000). Los diferentes tipos de cepas de P. pastoris modificadas genéticamente 

presentan fenotipos adquiridos por mutación o deleción de genes y pueden 

clasificarse en cepas auxotróficas, cepas deficientes en proteasas y cepas glico-

enriquecidas (“glyco-engineered strains”, cepas que han sido modificadas 

genéticamente para añadir patrones de glicosilación similar a humanos) (Serrano-

Rivero et al., 2016).  

4.3.2 EXCR

ESIÓN DE PROTEÍNAS AL MEDIO DE CULTIVO 

 Una de las ventajas más atractivas de los sistemas de expresión basados en 

Pichia pastoris, es la facilidad de obtener las proteínas excretadas en el medio de 

cultivo. Esta ventaja, ha sido lograda gracias a la adición de péptidos señal que 

permiten la translocación de proteínas. Existen diferentes tipos de péptidos señal; los 

de tipo cotraduccional, en donde la preproteína es sintetizada simultáneamente con la 
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translocación al retículo endoplásmico; y, postraduccional, donde la preproteína se 

sintetiza por completo y es liberada de los ribosomas antes de la translocación en el 

retículo endoplásmico (Damasceno et al., 2012). Actualmente, uno de los péptidos 

señal mayormente utilizado es el factor αMF (alpha-mating factor), un péptido 

postraduccional proveniente de la levadura Saccharomyces cerevisiae (Tanghe et al., 

2015). Se ha reportado que el uso de α-MF como péptido señal puede incluso 

conducir a la secreción de mayores cantidades de una proteína recombinante que 

usando su péptido señal nativo (Daly y Hearn, 2005). La secuencia líder αMF contiene 

dos regiones: un pre-péptido que consta de 19 aminoácidos y un pro-péptido que 

consta de 67 aminoácidos. El procesamiento de la señal pre-pro MATα se produce en 

tres pasos principales. El primer paso es la eliminación de la señal previa mediante 

peptidasas iniciales en el RE. Luego, en el aparato de Golgi, la endo-peptidasa Kex2 

corta la secuencia pro-péptido entre la C-terminal-arginina y la lisina, y finalmente la 

proteína Ste13 corta rápidamente las repeticiones de Glu-Ala (Lin-Cereghino et al., 

2013) Se cree que el pro-péptido disminuye la velocidad y asegura un plegamiento 

adecuado de la proteína completa antes y después de la translocación al RE lo que 

sugiere que la región actúa como una chaperonina molecular para la proteína de 

carga secretada (Chahal et al., 2017).  

4.3.3 GLIC

OSILACIÓN DE PROTEÍNAS 

 El estado de glicosilación de una proteína recombinante destinada a fines 

terapéuticos es crítico para su función (Van Landuyt et al., 2019); el interés científico y 

farmacológico por producir proteínas correctamente glicosiladas radica en su 
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explotación terapéutica: diferentes tipos de glicosilaciones aberrantes podrían ser 

causantes de la inefectividad en diversas terapias (van den Boogert et al., 2017). Las 

proteínas expresadas en levaduras, tienen la ventaja de contar con la maquinaria 

necesaria para ser correctamente procesadas, dobladas y ensambladas en moléculas 

funcionales (Cregg, 2007; Vogl et al., 2013).   

Las reacciones de modificación que ocurren dentro del retículo endoplasmático 

son altamente conservadas entre eucariotas inferiores y superiores; no obstante, 

todas las reacciones que tienen lugar dentro del aparato de Golgi varían entre cada 

organismo (Jacobs y Callewaert, 2009); la estructura del glicano al llegar al aparato 

de Golgi es similar en levaduras y mamíferos, y la ruta difiere significativamente a 

partir de su ingreso a este organelo. En levaduras, el glicano unido a N, se limita a la 

adición de manosa, manosilfosfato y/o residuos de galactosa, dependiendo de la 

levadura (Khan et al., 2017). En el aparato de Golgi, las levaduras contienen varias 

manosiltransferasas así como manosilfosfato transferasas, que producen estructuras 

de N-glicanos que pueden estar manosiladas o hipermanosiladas en distintos grados 

(Gemmill y Trimble, 1999). La enzima central en la N-glicosilación es la 

oligosaccariltransferasa, que cataliza la transferencia inicial de un determinado 

glicano del portador lipídico dolicol-pirofosfato a cadenas polipeptídicas que entran en 

la vía secretora (Wild et al., 2018). A medida que los polipéptidos se sintetizan y se 

trasladan a la luz del RE, las oligosaccariltransferasas se unen a los oligosacáridos 

ensamblados para seleccionar la secuencia consenso de polipéptidos que generan 

enlaces N-glicosídicos. Los oligosacáridos que se unen a los polipéptidos se procesan 

en el RE, que incluye la eliminación de los cuatro monosacáridos terminales (tres 

residuos de glucosa y una manosa); los oligosacáridos se transfieren a los Golgi para 
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Figura 6. Representación esquemática del proceso de glicosilación en levaduras. Los sistemas de expresión 

basados en levaduras contienen diferentes enzimas manosiltransferasas que producen diferentes estructuras 
principalmente de tipo alta manosa. Dependiendo del tipo de levadura, las proteínas destinadas a la vía secretora 
pueden estar manosiladas o hipermanosiladas (Khan et al., 2017) (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, EUA, 
https://www.neb.com/) 

ser recortado adicionalmente, directamente alargado a través de la adición gradual de 

residuos de manosa (Residuos de galactosa o N-acetilglucosamina en algunas 

especies; el número de monosacáridos adicionales añadido depende de la categoría 

de glicoproteínas) (Ge et al., 2018) (Figura 6) 

 

 

 

4.3.4  

EXPRESIÓN DE LACTOFERRINA RECOMBINANTE EN Pichia 

pastoris 

La expresión de Lf recombinante de diferentes especies ha sido llevada a cabo 

con éxito en P. pastoris; a la fecha se ha logrado la expresión de Lf equina 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE CHIHUAHUA 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 

36 
 

(Paramasivam et al., 2002), Lf porcina (Pecorini et al., 2005), Lf humana (Jiang et al., 

2008), Lf ovina (Li et al., 2015) y Lf bovina (Iglesias-Figueroa et al., 2016), además, su 

péptido bioactivo, Lfcin de origen camélido también se ha expresado en este sistema 

(Chahardooli et al., 2016). El éxito en el uso de esta levadura está influido por el 

diseño de las estrategias de clonación y expresión de proteínas heterólogas. 

Aspectos críticos como la elección de la cepa huésped, tipo de promotor, marcador de 

selección, la posible aplicación de sistemas de excreción hacía el medio de cultivo y 

el tipo de modificaciones postraduccionales que la proteína heteróloga requerirá, 

determinan el éxito de la expresión en este sistema (Ahmad et al., 2014). 
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V. HIPÓTESIS 

La lactoferrina nativa ha demostrado tener efecto anticancerígeno sobre células 

de cáncer de seno; por lo tanto, la lactoferrina humana recombinante expresada en la 

levadura Pichia pastoris, tendrá un efecto anticancerígeno similar a su contraparte 

nativa.  

 

VI. JUSTIFICACIÓN 

 La lactoferrina posee la capacidad de modular ciertas funciones de la 

respuesta inmunológica, incluida su actividad anticancerígena; sin embargo, su 

mecanismo de acción no ha sido completamente elucidado; en ese sentido, diversos 

reportes sugieren que la estructura glicosilada de la molécula juega un papel 

importante en diversas de sus funciones. Debido a lo anterior, el uso de lactoferrina 

humana recombinante expresada en Pichia pastoris puede tener una conformación 

distinta que potencie sus capacidades funcionales, por lo que es importante 

establecer si existe relación entre los componentes de la lactoferrina con su función 

anticancerígena. La obtención de una proteína altamente funcional con capacidad 

para modular ciertos procesos de la respuesta inmunológica permite explorar nuevas 

posibilidades en la generación de tratamientos farmacológicos.  
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VII. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto anticancerígeno de la Lf humana recombinante sobre células de 

cáncer de seno, así como su posible mecanismo de acción. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Obtener lactoferrina humana recombinante glicosilada a partir de su expresión 

en la levadura Pichia pastoris X33. 

2. Demostrar si la lactoferrina humana recombinante presenta efecto 

anticancerígeno sobre células de cáncer de seno.  

3. Determinar qué mecanismos de acción puede desencadenar la lactoferrina 

humana recombinante al ejercer un efecto anticancerígeno en células de 

cáncer de seno.  
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

8.1 Materiales  

Cepas microbiológicas y condiciones de cultivo  

 Se utilizaron las cepas P. pastoris X33 (Donada por el Centro de Investigación 

en Alimentos y Desarrollo, Cd. Cuauhtémoc, Chih. Méx.) y E. coli BL21D3. Se 

utilizaron los medios YPD (extracto de levadura 10%, dextrosa 20%, peptona 20% pH 

6.5) para el cultivo y mantenimiento de levaduras y LB (peptona 10%, NaCl 10% y 

extracto de levadura 5% pH 7.0) para el cultivo y mantenimiento de bacterias y el 

medio BMMY (PBS 100 mmol/L-1 pH 6.0, 1% extracto de levadura (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA), 2% peptona (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 1.34% YNB Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA, 400 μg-L-1 biotina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) y 0.5% 

metanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para la inducción de la expresión de 

proteínas recombinantes en levaduras.  

Líneas celulares y condiciones de cultivo  

 La línea celular cáncer de seno triple negativo MDA-MB-231 (ATCC, 

Manassas, Va, EUA), derivada de un paciente con adenocarcinoma (Cailleau et al., 
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1974) y su variante de metástasis de pulmón MDA-MB-231/LM2-4 (Munoz et al., 

2006) fueron cultivadas bajo condiciones idénticas en medio DMEM (HyClone Logan, 

UT, EUA) suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado (Sigma-Aldrich, 

Carlsbad, CA, EUA), 100 U/mL penicilina (Life Technologies, Grand Island NY, EUA) 

y 100 μg/mL estreptomicina (Life Technologies, Grand Island NY, EUA). La línea 

celular MCF-10A no cancerígena derivada de epitelio glandular mamario utilizada 

como control negativo de citotoxicidad fue cultivada en medio DMEM/F12 

suplementado con 10% suero fetal bovino, 10 μg/mL insulina humana recombinante 

(Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, EUA), 20 ng/mL factor de crecimiento epidérmico 

(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA), 0.5 μg/mL hidrocortisona (Sigma-Aldrich, Carlsbad, 

CA, EUA), 2.5 mM L-glutamina (Life Technologies, Grand Island NY, EUA), 100 U/mL 

penicilina y 100 μg/mL estreptomicina. Todas las células crecieron exponencialmente 

hasta alcanzar un porcentaje de confluencia de 60-75% y fueron despegadas del 

medio por tripsinización, contadas e incubadas en microplacas de 96 pozos a 

diferentes densidades de crecimiento de acuerdo con el estudio a realizar. Las 

condiciones de incubación se mantuvieron constantes a 37°C en una atmósfera 

humidificada de 5% de monóxido de carbono.  

8.2 Métodos  

8.2.1 Diseño in silico de la construcción genética pIGF5 

Se utilizaron los programas computacionales SerialCloner 2.6.1 (disponible en 

http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html), SnapGene (GSL Biotech, disponible en 

www.snapgene.com), BLAST (National Institute of Health, EUA 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y SignalP 4.1 Server (DTU Bioinformatics, 

http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html
http://www.snapgene.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Technical University of Denmark http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). La 

secuencia del gen que codifica para lactoferrina humana fue obtenida del GenBank 

(No. Acceso M83202.1). Se realizaron mutaciones puntuales silenciosas en la 

secuencia para eliminar sitios de restricción no deseados. La secuencia modificada 

del gen de lactoferrina humana fue enviada a la empresa GenScript®, donde se 

sintetizó y clonó en el vector de expresión de levaduras pPICZ A (Invitrogen®). 

8.2.2 Transformación genética de bacterias para la conservación y propagación 

de plásmidos (Hoisington, 1999) 

Para realizar la transformación genética se prepararon células calcio competentes 

de Escherichia coli BL21(DE3) (Invitrogen®, Carlsbad CA, EUA). Las células fueron 

preparadas inoculando 5 mL de medio de cultivo LB con cepas de Escherichia coli 

BLB21DE3 y crecidas 15 h a 37 °C. Posteriormente, 1 mL del cultivo inicial fue 

utilizado para inocular 100 mL de medio LB y colocadas a 37 °C en agitación 

constante hasta obtener una densidad óptica de 0.35-0.4 (OD600). El medio se colocó 

en tubos Falcon® de 50 mL previamente fríos (4°C) y centrifugados a 4000 rpm por 14 

min a 4°C. El sobrenadante fue decantado y la pastilla fue resuspendida en 10 mL de 

MgCl2 100 mM frio, posteriormente centrifugado a 3000 rpm por 15 min a 4°C. El 

sobrenadante fue decantado y la pastilla resuspendida en 20 mL de CaCl2 100 mM; la 

suspensión se colocó en hielo por 20 min. La suspensión fue centrifugada a 3000 rpm 

por 15 min a 4°C. Se decantó el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 5 mL 

de CaCl2 85 mM, 15% glicerol, y centrifugado nuevamente a 2100 rpm por 15 min a 

4°C, posteriormente el sobrenadante fue retirado y la pastilla se resuspendió en 2 mL 

de CaCl2 85 mM, 15% glicerol (OD de células ~200-250). 50 µl de células 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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competentes fueron colocadas en microtubos de 1.5 mL y congeladas a -80°C. La 

transformación de células de E. coli fue realizada por choque térmico. 100 ng de ADN 

plasmídico fueron colocados en 50 µl de células competentes mezcladas y colocadas 

en hielo por 15 min. Posteriormente el tubo fue sometido a choque térmico a 42°C por 

una hora y colocado en hielo por 5 min; posteriormente se le adicionaron 500 µl de 

medio LB a la transformación y colocados en agitación por una h. Transcurrido este 

periodo, las células fueron sometidas a centrifugación a 13200 rpm durante 20 s y se 

descartaron 150 µl de medio, los 150 µl restantes fueron colocados en caja Petri con 

medio LB suplementado con zeocina (25 mg/ mL) e incubadas a 37°C por 16 h. 

 

8.2.3 Aislamiento de ADN plasmídico (Miniprep) (Bimboim y Doly, 1979) 

El ADN plasmídico fue extraído de E. coli por el método de lisis alcalina. 

Cultivos bacterianos fueron crecidos en placas LB suplementadas con zeocina (25 

mg/ mL) e incubados a 37°C por 16 h. Las células crecidas fueron colectadas y 

resuspendidas en 70 µl de agua destilada estéril, posteriormente se adicionaron 350 

µl de TENS (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.1 M NaOH, 0.5% SDS), la 

solución se mezcló por inversión de tubo y se reposaron 3 min, después de los cuales 

se le adicionaron 150 µl de acetato de sodio 3.0 M pH 5.2 y mezclados suavemente 

por inversión, y colocados en hielo 5 min para precipitar proteínas y ADN 

cromosomal. Posteriormente se centrifugó a 13200 rpm durante 5 min a 4°C, el 

sobrenadante fue recuperado en un microtubo de 1.5 mL y se le adicionaron 700 µL 

de etanol absoluto centrifugándolo posteriormente a 13200 rpm durante 10 min. El 

ADN precipitado fue lavado con 500 µL de etanol 70% y se dejó evaporar a 
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temperatura ambiente. El ADN fue resuspendido con 20 µL de agua destilada estéril y 

posteriormente cuantificado y almacenado a -20°C hasta su uso.  

8.2.4 Preparación de ADN para la transformación genética de Pichia pastoris 

X33 

A partir de 100 mL de cultivo bacteriano suplementado con zeocina 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (25 mg/ mL) se aisló ADN plasmídico con el kit 

comercial ZymoPURE Plasmid Maxiprep Kit (ZYMO RESEARCH) de acuerdo con las 

condiciones del fabricante, para la obtención de ADN de alta pureza. 1 μg de ADN 

(previamente cuantificado por espectrofotometría en un equipo Nanodrop 2000) fue 

linearizado con la enzima SacI durante 24 h a 37°C. El ADN cortado fue concentrado 

con dos volúmenes de etanol absoluto y resuspendido finalmente en un volumen final 

de 20 μL de H2O inyectable y almacenado a -20°C hasta su uso.  

8.2.5 Preparación de células electro competentes de Pichia pastoris para su 

transformación genética (Cregg y Russell, 1998) 

50 mL de medio YPD sin suplementar fueron inoculados con un cultivo fresco 

de Pichia pastoris X33 a 30°C a 150 rpm durante 24 h, hasta alcanzar una densidad 

de 5x107 células/mL. Al día siguiente el cultivo fue centrifugado a 5000 rpm 5 minutos 

a 4°C. Se descartó el sobrenadante y las células fueron resuspendidas por vórtex en 

5 mL YPD/HEPES (1M, pH 8.0). Se agregaron 125 μL de dithiothreitol (DTT) 1M y se 

mezcló suavemente. Las células se incubaron durante 15 minutos a 30° C. 

Transcurrido ese tiempo las células se lavaron con 20 mL de sorbitol 1M frío y las 

células fueron recuperadas por centrifugación a 5000 rpm 5 minutos a 4°C. Se 

descartó el sobrenadante y las células fueron lavadas nuevamente con 5 mL de 
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sorbitol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 1M frío y resuspendidas por vórtex, llevando el 

volumen a 25 mL con sorbitol 1M frío. Las células fueron recuperadas por 

centrifugación a 5000 rpm 5 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en 1 mL de 

sorbitol 1M frío y fueron recuperadas por centrifugación a 5000 rpm 5 minutos a 4°C. 

Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5 mL de sorbitol 1M frío y 

alicuotadas en viales de 50 L y almacenadas a -80°C hasta su uso; la concentración 

final de las células fue de 1x109 células/mL.  

8.2.6 Transformación genética de Pichia pastoris X33 

La transformación genética de P. pastoris fue llevada a cabo en un 

electroporador MicroPulser™ Electroporator (BIO-RAD®, Hercules CA, EUA). 500 ng 

de ADN linearizado con la enzima SacI fueron mezclados con 50 L de células electro 

competentes y transferidos a una cubeta de electroporación (MicroPulser/Gene Pulser 

Cuvettes 0.2 cm gap BIO-RAD®, Hercules CA, EUA) previamente enfriada a -20°C 

durante 4 h. La cubeta fue colocada dentro del portacubetas de la cámara del 

electroporador y se deslizó hasta que estuvo en contacto con la base de la cámara. 

Se utilizaron los parámetros preestablecidos por el electroporador para P. pastoris 

(voltaje 1500V, resistencia 200 Ω, capacitancia 25 mF) y se pulsó una vez. La cubeta 

fue removida de la cámara e inmediatamente se agregó 1mL de YPD/sorbitol 1M frío 

y se transfirió el contenido de la cubeta a un microtubo de 1.5 mL estéril. Las células 

electroporadas fueron incubadas a 30°C durante 2 h. Transcurrido ese tiempo las 

células fueron centrifugadas y se decantaron 800 L de sobrenadante, el resto fue 

resuspendido e inoculado en placas YPD/sorbitol 1M suplementado con 200 g/mL de 
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zeocina. Las placas fueron incubadas a 30°C durante 72-96 h hasta el crecimiento de 

colonias.  

 

8.2.7 Extracción de ADN genómico y amplificación de genes de interés  

Las colonias que crecieron en presencia del agente de selección fueron cultivadas 

en 5 mL de medio YPD suplementado con 200 μg/mL de zeocina. Las células fueron 

recuperadas por centrifugación a 5000 rpm 5 min a 4°C; se decantó el sobrenadante y 

se agregaron 2 mL de solución  de lisis TSNT (2% Tritón X-100, 1% SDS, 0.1M NaCl, 

0.01M Tris-HCl pH 8.0 y 0.001M EDTA) y arena estéril 1:1 (p/v) y se resuspendió en 

vórtex durante 1 min.  Se centrifugó a 11000 rpm 10 min a 4°C. El sobrenadante fue 

colocado en un tubo limpio y se agregaron 3 mL de fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico (25:24:1). Se mezcló suavemente y se centrifugó a 11000 rpm 10 min a 

4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se agregaron 2.5 volúmenes 

de etanol absoluto para precipitar el ADN. Se centrifugó a 11 rpm 10 min a 4°C. Se 

decantó el sobrenadante y la pastilla de ADN fue lavada con 2 mL de 70% etanol y se 

centrifugó a 11000 rpm 10 min a 4°C. Finalmente se decantó el sobrenadante y una 

vez que se evaporó por completo el etanol, el ADN fue resuspendido en 50 μL de 

dH2O estéril y fue cuantificado por espectrofotometría. Las amplificaciones de PCR se 

realizaron utilizando primers especificos para amplificar una región de 

aproximadamente 2885 pb, que incluye una parte del promotor AOX1 hasta el 

terminador: Fw-5’ TCTATCGCTTCTGAACCCCG 3’ Rv-

5’GAAGCCTGCATCTCTCAGG’, bajo las siguientes condiciones: 2 min de 

desnaturalización a 94°C, seguido por 35 ciclos de amplificación (45 s a 94°C, 45 s a 

58°C, 1 min a 72°C) y un ciclo final a 72°C por 5 min.  
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8.2.8 Inducción de la expresión de proteínas recombinantes de Pichia pastoris 

(Jiang et al., 2008). 

Las clonas obtenidas fueron inoculadas en 20 mL de medio YPD suplementado con 

200 μL/mL de zeocina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas a 30°C durante 

24 h en agitación. Al día siguiente las células fueron recuperadas por centrifugación y 

se decantó el 80% del medio; posteriormente, fueron resuspendidas e incubadas a 

una densidad óptica de 0.2 en medio de inducción BMMY (PBS 100 mmol/L-1 pH 6.0, 

1% extracto de levadura (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 2% peptona (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA), 1.34% YNB Sigma-Aldrich, Missouri, EUA, 400 μg-L-1 biotina (Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA) y 0.5% metanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) a 30°C a 150 

200 rpm para inducir la expresión de rhLf. El metanol fue adicionado a una 

concentración final de 0.5% (v/v) cada 24 h para mantener la inducción. La inducción 

de proteínas fue mantenida durante 96 h de crecimiento. 

8.2.9 Obtención y purificación de proteínas totales  

Las proteínas totales fueron recuperadas a partir del medio de cultivo. Después 

de 96 h de inducción, las células fueron separadas del medio de cultivo por 

centrifugación a 5000 rpm 5 min a 4°C. El medio de cultivo sobrenadante fue dializado 

contra 1X PBS pH 7.4 durante 24 h a 4°C a 100 rpm. Al día siguiente las proteínas 

fueron concentradas 10 veces de la siguiente manera: se agregaron dos volúmenes 

de etanol absoluto frío y se incubaron en hielo durante 10 min; posteriormente las 

proteínas fueron centrifugadas a 10000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Finalmente, se 

descartó el sobrenadante y las proteínas fueron resuspendidas en agua estéril. 

Después de la diálisis, los extractos de proteínas se purificaron utilizando una resina 
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comercial cargada con Níquel de alta afinidad (GenScript®) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante para obtener lactoferrina purificada. El contenido de los 

niveles de endotoxinas en lactoferrina purificada se determinó con el kit de detección 

de endotoxinas ToxinSensor TM Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit (GenScript®), 

que puede detectar hasta 0.25 EU/mL, de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante.  

8.2.10 Análisis de proteínas en un gel de acrilamida (Laemmli, 1970) 

Se utilizó una cámara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems 

(BIO-RAD, Hércules, CA, EUA); se colocaron en el soporte de preparación dos vidrios 

para electroforesis con una separación de 1 mm entre cada uno, previamente lavados 

con etanol al 70%. Se preparó el gel concentrador con dH2O (2.9 mL), Poliacrilamida 

Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 30% (3.0mL), Tris Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 1 M 

pH=8.8 (4.0 mL), SDS 10% (0.100 mL), APS (Bio Basic Inc, Canadá) 10% (0.100 mL) 

y TEMED (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) (0.006 mL). El gel se vertió y se dejó 

polimerizar en condiciones de anaerobiosis durante 30 min. Una vez polimerizado se 

preparó el gel separador con dH2O (2.85 mL), Poliacrilamida 30% (0.35mL), Tris 1 M 

pH=6.8 (0.570 mL), SDS 20% (0.020 mL), APS 10% (0.038 mL) y TEMED (0.005 mL). 

El gel concentrador se colocó en el espacio restante de los vidrios y una vez dentro, 

se colocó un peine de 10 o 15 pozos. Cuando el gel quedó completamente 

polimerizado se sacó del soporte de preparación y se colocó en la cámara de 

electroforesis previamente llenada con buffer de corrida 1X (3 g Tris base, 14.4 g 

glicina, 1 g SDS pH=8.3 aforado a 1 litro de agua destilada); se retiró el peine del gel y 

los pozos fueron lavados con buffer de corrida. En un microtubo de 1.5 mL Se 
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colocaron 100 μg de cada muestra y se mezclaron en 10 l de buffer de carga 4X 

(0.125 M Tris HCl (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 0.5 M pH=6.8, 20% glicerol (Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA), 0.715 M -mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 

0.005% azul de bromofenol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) y 4% (p/v) SDS); las 

muestras se calentaron a ebullición durante 5 min y posteriormente se incubaron a 

temperatura ambiente durante 10 minutos, después fueron cargadas en el gel. Se 

corrió el gel a 85 Volts durante tres h. Transcurrido ese tiempo el gel fue retirado de la 

cámara y colocado en solución fijadora (500 mL metanol (Sigma-Aldrich, Missouri, 

EUA), 70 mL ácido acético glacial (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 430 mL de agua 

destilada) durante 15 minutos en agitación suave. Posteriormente el gel fue teñido 

durante 1 h con solución de teñir (200 mL metanol, 265 mL dH2O, 35 mL ácido 

acético y 0.5 g azul de Coomassie R-250); transcurrido este tiempo el gel se colocó 

en solución de desteñir (200 mL metanol, 100 mL etanol, 50 mL ácido acético, 650 mL 

dH2O). Durante 1 h. Los geles fueron visualizados y analizados en un 

fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 System (KODAK, NY, EUA) 

8.2.11 Western blot de proteínas (Hoisington, 1999) 

Se realizó una electroforesis en gel de acrilamida de acuerdo con las 

condiciones previamente descritas; una vez terminada la electroforesis se cortó una 

membrana de PVDF (BIO-RAD, Hércules, CA, EUA) de las mismas dimensiones del 

gel y fue activada en metanol durante 20 s; posteriormente se lavó con dH2O durante 

20 segundos y finalmente fue equilibrada en buffer de transferencia (25 mM Tris base, 

192 mM glicina, 20% metanol pH=8.3) durante 15 minutos. El resto de los 

componentes de la transferencia (dos cojines de fibra, 2 hojas de papel filtro de 7.0 x 
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10.5 cm y la membrana) y el gel también fueron equilibrados en buffer de 

transferencia durante 15 minutos. Se construyó el blot en el siguiente orden: casete 

negro/fibra/papel filtro/gel/membrana/papel filtro/casete blanco. Se cerró y se colocó 

en una cámara de transferencia Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BIO-

RAD, Hércules, CA, EUA) y se agregó buffer de transferencia hasta el indicador de la 

cámara. El buffer de transferencia dentro de la cámara se mantuvo a 4°C en agitación 

y se realizó la transferencia a 100 Volts durante dos h. Al término de la transferencia, 

se retiró la membrana de PVDF y se bloqueó durante 2 h con solución de bloqueo al 

5% (leche Svelty 0% Nestlé® diluida en TBS-Tween 20) a 40 rpm. Posteriormente la 

membrana fue incubada durante 24 h a 4°C en agitación con el anticuerpo primario 

policlonal de conejo anti-6XHistidina (Origene Technologies, Inc., Rockville, MD EUA) 

(1:1000 diluido en TBS-Tween 20 + 2% leche Svelty Nestlé®). Después de la 

incubación con el anticuerpo primario se realizaron dos lavados de 10 minutos con 

TBS-Tween 20 (125 nM NaCl, 25 mM Tris pH=8.0 + 0.05% Tween 20) en agitación. 

Posteriormente la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario policlonal de 

cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rábano (Thermo Scientific, Carlsbad, 

CA, EUA) (1:10000 diluido en TBS-Tween 2 + 2% leche Svelty Nestlé®) durante 1 h a 

temperatura ambiente en agitación. Al término de la incubación con el anticuerpo 

secundario se realizaron dos lavados de 10 minutos con TBS-Tween 20 en agitación. 

Posteriormente, se agregó el sustrato ECL (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EUA) y 

la membrana se expuso a un sistema de detección quimioluminiscente (iBright 

FL1000; Thermo Scientific, Carlsbad, CA, EUA). 
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8.2.12 Análisis de glicosilación de Lactoferrina humana recombinante  

5.2.12.1 Espectroscopía de masas 

100 μg de rhLf fueron congelados a -80°C durante una h y posteriormente se 

liofilizaron durante 12 h. Al día siguiente la muestra liofilizada fue resuspendida en 

buffer Tris-HCl 100 mM pH 7 y fue incubada cinco minutos a 100°C con la finalidad de 

ser desnaturalizada. Posteriormente la muestra fue digerida con 1 mg/mL de tripsina 

de origen bovino (Millipore-Sigma, Carlsbad, CA, EUA) a 37°C durante 12 h. Al día 

siguiente la reacción se detuvo incubando la muestra a 100°C durante cinco minutos. 

Posteriormente la muestra fue digerida con 1500 UI de la enzima PGNasa F (New 

England Biolabs, Massachusetts, EUA) a 37°C durante 12 h con la finalidad de liberar 

los glicanos de la cadena polipeptídica. Después de la digestión, las muestras fueron 

purificadas con el kit comercial Solid Phase Extraction (Millipore-Sigma, Carlsbad, CA, 

EUA) de acuerdo con las condiciones del fabricante para separar los péptidos de los 

glicanos. Los péptidos fueron almacenados a -20°C para su uso posterior y los 

glicanos fueron hiper-metilados para para exponer los residuos de carbohidratos para 

su posterior análisis, de acuerdo con el siguiente protocolo establecido por (Morelle et 

al., 2009). El microtubo que contenía los glicanos fue saturado al vació en una 

atmósfera de argón y se agregaron 500 μL de DMSO (Millipore-Sigma, Carlsbad, CA, 

EUA). A la muestra se le adicionaron 25 mg de NaOH y después se agregaron 300 μL 

de yodometano en una corriente de argón. La mezcla fue homogenizada 

vigorosamente y se incubó en baño de ultrasonido durante dos h a temperatura 

ambiente. Transcurrido este tiempo la reacción fue detenida agregando un mL de 

dH2O. Una vez detenida la reacción, se agregaron 600 μL de cloroformo y se mezcló 

en vórtex. Cuando la muestra se separó en dos fases, se transfirió la fase orgánica a 
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otro tubo limpio y se repitió la extracción dos veces más. Posteriormente, se 

realizaron seis lavados sucesivos a la fase orgánica con un volumen de agua y la fase 

orgánica fue secada bajo una corriente de nitrógeno en una campana de extracción. 

Finalmente, a la muestra seca se le adicionaron 200 μL de metanol 100%. Una vez 

terminada la hipermetilación de la muestra, se procedió a correr un espectro de 

masas por infusión directa (Electrospray, ESI) utilizando en equipo LCQ Fleet 

(Thermo Scientific TM). Los datos obtenidos en el cromatograma fueron analizados 

con el software GlycoWorkBench 2.0 (Diseñado por Alessio Ceroni, Division of 

Molecular Biosciences, Imperial College London, UK). 

8.2.13 Ensayo de tinción nuclear diferencial  

Las células MDA-MB-231, MDA-MB-231-LM2-4 y MCF-10A crecieron en una 

fase exponencial media (60 a 70% de confluencia) y se lavaron con medio fresco para 

eliminar los restos celulares y células flotantes, que corresponden principalmente a 

las células muertas. Luego, las células adherentes (vivas) se separaron mediante la 

adición de solución de tripsina al 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, CA), se diluyeron en 

medio DMEM (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, EUA) libre de suero y se incubaron 

durante aproximadamente 10 min a 37°C (Varela-Ramirez et al., 2011). Después de 

ser cultivas, las células se contaron utilizando una cámara de Neubauer y se 

sembraron en placas de cultivo tisular de 96 pozos a una densidad de 10000 células 

en 100 μl de medio completo en cada pozo, seguido de incubación durante la noche. 

A continuación, las células se trataron con 5, 10 y 50 μg/mL de lactoferrina humana 

durante 24 h. Los siguientes controles se incluyeron simultáneamente en esta serie 

de experimentos: 5% v/v H2O como control de disolvente, células no tratadas y como 
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control positivo para citotoxicidad, células tratadas con 2 mM de H2O2. Para 

determinar los porcentajes de muerte celular, se utilizó el ensayo de tinción nuclear 

diferencial (DNS) (Lema et al., 2011; Santiago-Vázquez et al., 2016); Brevemente, se 

usaron dos colorantes de unión a ADN fluorescente: Hoechst 33342 (Invitrogen, 

Eugene, OR), un fluoróforo permeable a la membrana celular que marca células vivas 

y muertas, proporcionando así el número total de células y yoduro de propidio (PI; MP 

Biomedicals, Solon, OH, EUA), un colorante que tiñe las células con membrana 

plasmática comprometida, especificando el número total de células muertas. Dos 

horas antes de completar el tiempo de incubación de 24 h, se añadió una mezcla de 

Hoechst (blue signal; Invitrogen, Eugene, OR, USA) y Ioduro de propidio (red signal; 

MP Biomedicals, Solon, OH, EUA) a las células con fines de tinción, alcanzando una 

concentración final de 5 μg/ mL de cada colorante. Posteriormente, las imágenes se 

capturaron en forma de células vivas directamente desde cada pozo, utilizando el 

sistema de bioimagen IN CELL 2000 (GE Healthcare, Chicago, IL). Para adquirir 

números adecuados de regiones de interés (ROI = células), se adquirieron montajes 

2X2 de cuatro campos de imagen adyacentes por pozo utilizando un objetivo 10x y de 

dos canales de fluorescencia individuales; señales de emisión Hoechst (azul; 461 nm) 

y PI (rojo, 617 nm). El análisis de los datos y la segmentación de la imagen se 

lograron mediante el uso del software IN Cell Investigator (GE Healthcare). A 

continuación, la concentración de lactoferrina humana que mata al 50% de la 

población celular (concentración citotóxica 50%; CC50) se calculó mediante 

interpolación lineal (https://www.johndcook.com/interpolator.html). 

La toxicidad fue comprobada utilizando las líneas derivadas de cáncer de 

mama humano mencionadas anteriormente, así como la línea celular derivada de 
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mama epitelial no cancerosa humana. La toxicidad celular se controló utilizando un 

ensayo de bioimagen con tinción nuclear diferencial (DNS) de células vivas (Lema et 

al., 2011). Las células se sembraron en microplacas de 96 pozos y se incubaron 

durante la noche para permitir la adherencia. A continuación, las células fueron 

tratadas con diferentes concentraciones de rhLf (5, 10 y 50 μg/ mL) durante 24 h. Se 

incorporaron varios controles en cada ensayo, que incluyeron agua como control de 

solvente, peróxido de hidrógeno como control positivo y células no tratadas como 

control negativo. Una h antes de la obtención de imágenes, se añadió una mezcla de 

yoduro de propidio y Hoechst 33342, dos intercaladores fluorescentes de ácidos 

nucleicos, a una concentración final de 1 μg / mL en ambos casos. La señal de 

fluorescencia de cada fluoróforo individual emitido por los núcleos de la célula se 

adquirió en dos canales separados de acuerdo con los requisitos de excitación / 

emisión de los colorantes respectivos. Las imágenes se capturaron directamente de 

las microplacas de cultivo celular utilizando un sistema de bioimagen BD Pathway 855 

(BD Biosciences Rockville, MD, EE. UU.). Para evaluar un número adecuado de 

regiones de interés (ROI, equivalentes a la cantidad de núcleos/células), se 

capturaron montajes de cuatro campos de imagen adyacentes por pozo utilizando un 

objetivo 10x. La adquisición de imágenes y el análisis de datos para determinar el 

porcentaje de células muertas de cada pozo individual se lograron utilizando el 

software BD AttoVision™ v1.6.2 (BD Biosciences). Los puntos de datos 

experimentales, así como todos los controles, se evaluaron por cuadriplicado. Los 

valores CC se calcularon en base a una ecuación de interpolación lineal utilizando el 

rango de concentraciones de lactoferrina humana descrito anteriormente. 
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8.2.14 Determinación del Índice de Citotoxicidad Selectiva (Robles-Escajeda et 

al., 2016) 

El índice de selectividad citotóxica (SCI) se calculó de la siguiente manera:  

SCI=CC50 de células no cancerosas/CC50 de células cancerígenas. 

8.2.15 Análisis de la vía apoptosis/necrosis mediante ensayo de Anexina V/FITC 

(Robles-Escajeda et al., 2016) 

Células MDA-MB-231 se cultivaron en una placa de 24 pozos a una densidad 

de 100 000 células/pozo en 1 mL de medio de cultivo. Las placas fueron incubadas 

durante la noche para permitir la unión celular, después se agregaron 100 μg/ mL de 

lactoferrina humana purificada y se incubaron durante 48 h. En esta serie de 

experimentos, los controles incluidos fueron 5% v/v dH2O estéril como control de 

solvente, células no tratadas, y como control positivo de apoptosis, células tratadas 

con 2 mM de H2O2. Una vez que las células se colectaron, se lavaron con PBS frío en 

un tubo para citómetro de flujo, se tiñeron dos veces con 100 μL de buffer de unión 

que contenía anexina V-FITC y PI siguiendo las recomendaciones del fabricante 

(Beckman Coulter, Miami, FL). Brevemente, después de una suave homogeneización, 

las células resuspendidas con la solución de la mezcla de tinción se incubaron en 

hielo durante 15 min en oscuridad y luego se añadieron 300 μL del buffer de unión frío 

y se analizaron inmediatamente mediante citómetro de flujo (Gallios, Beckman 

Coulter). Aproximadamente, se adquirieron 10 000 eventos (células) para cada 

muestra individual. Se utilizaron gráficos de puntos citométricos de flujo de dos 

parámetros separados en cuatro cuadrantes para adquirir los porcentajes de valores 

de apoptosis y necrosis. Para este propósito, los detectores FL1 y FL2 se colocaron a 
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lo largo del eje X, y el eje Y, respectivamente. Todos los puntos experimentales y 

controles se realizaron por cuadruplicado. La adquisición de datos y el análisis se 

realizaron utilizando el software Kaluza (Beckman Coulter, Miami, FL, EUA). 

8.2.16 Análisis del ciclo celular por citometría de flujo  

Las células MDA-MB-231 (cultivos en fase de crecimiento logarítmico) se 

expusieron a lactoferrina a dosis crecientes, y los cambios concomitantes en los 

perfiles del ciclo celular se determinaron mediante contenido de ADN usando un 

citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, Miami, FL, EUA). Este citómetro de flujo 

está equipado con un láser violeta de 405 nm de estado sólido capaz de excitar el 

intercalador de ácido nucleico DAPI (4', 6-diamidino-2fenilindol, dihidrocloruro), que se 

usó para marcar el ADN. Las células se cultivaron en placas de 24 pozos como se 

detalló anteriormente y se trataron con lactoferrina durante 72 h. Como control 

positivo de inhibición del ciclo celular se utilizó el antibiótico G418 a una 

concentración final de 1 μg/mL. Las células flotantes se recuperaron en un tubo de 

citometría de flujo y se colocaron en hielo. Las células adherentes restantes fueron 

recolectadas después del desprendimiento con 300 μL de solución de tripsina al 

0.25% durante 5 minutos a 37 °C. Las células de cada pozo individual (tanto 

desprendidas como flotantes) fueron centrifugadas a 263×g durante 5 minutos. El 

pellet de células resultantes fue resuspendido en 100 μL de medio fresco. 

Posteriormente, 200 μL solución de medio de aislamiento nuclear (NIM) -DAPI (NPE 

Systems, Inc. Pembroke Pines, FL, EE. UU. Y Beckman Coulter) fue añadido a las 

suspensiones celulares, y se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente en 

condiciones de oscuridad. Posteriormente se analizaron por citometría de flujo. Las 
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distribuciones de fase del ciclo celular se analizaron usando Gallios Software CXP 9.1 

(Beckman Coulter). 

Las células MDA-MB-231 sembradas a una densidad de 25000 células/mL de 

medio completo en cada pozo se expusieron a 9.4 y 6.7 μg/ mL de lactoferrina 

durante 72 h; se usaron placas de 24 pozos para este propósito. A continuación, se 

colectaron células flotantes y adherentes (separadas con tripsina), se centrifugaron y 

se resuspendieron suavemente en 100 μL de PBS. Luego, se le agregaron 200 μL de 

medio de aislamiento nuclear (NIM)-solución de 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) 

(NIM-DAPI; Beckman Coulter) y se procesaron inmediatamente mediante citometría 

de flujo (Gallios, Beckman Coulter). Aproximadamente, se adquirieron 20000 eventos 

por muestra mediante el uso de un citómetro de flujo equipado con un láser de 405 

nm (Gallios; Beckman Coulter), una puerta de celda única y un detector FL9. El 

análisis de la distribución de fase del ciclo celular se realizó a través del software 

Kaluza (Beckman Coulter) estableciendo cuatro compuertas en cada histograma de 

parámetros individuales: como un indicador de la fragmentación de ADN inducida por 

apoptosis, sub-G0/G1, hipodiploidía; G0/G1, diploidia; S, hiperdiploidia; y G2/M, 

tetraploidía (Robles-Escajeda et al., 2013). Se realizaron cuatro réplicas para cada 

punto experimental y sus controles correspondientes. 

8.2.17 Preparación de microplacas para determinar el efecto de lactoferrina en la 

arquitectura del citoesqueleto 

Para esta serie de experimentos, se utilizó un microscopio confocal y la línea 

celular MDA-MB-231. Antes de preparar una placa experimental de 96 pozos, las 

células se procesaron como se describió anteriormente en la sección de líneas 
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celulares y condiciones de cultivo y se sembraron a una densidad de 2500 células en 

100 μL de medio DMEM completo para cada pozo; para este experimento se 

utilizaron placas de 96 pozos ópticamente transparentes (BD Falcon, Cat. No. 

353219). Debido a que se utilizó un objetivo de 100X de aumento para capturar las 

imágenes, no se utilizaron los pozos periféricos de la placa. Las microplacas se 

incubaron a 37°C durante la noche para promover la unión celular. A continuación, las 

células MDA-MB-231 se incubaron con 100 μg/ mL (CC50) de lactoferrina durante 2 y 

4 h, respectivamente. En esta serie de experimentos se incluyeron tres fármacos 

conocidos por su capacidad de afectar la organización del citoesqueleto: 5 μg/ mL de 

citocalasina D (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, EUA), un potente inhibidor de la 

polimerización de actina, 1 μM de forbol 12-miristato 13- acetato (PMA) (Sigma-

Aldrich, Carlsbad, CA, EUA), un inductor de cambios morfológicos celulares y 

reorganización del citoesqueleto, y 1 μM de paclitaxel un inhibidor de la 

despolimerización de microtúbulos. Se incluyó H2O como un control de disolvente. 

8.2.19 Análisis estadístico  

Todos los experimentos se repitieron cuatro veces y se reportaron como el 

promedio de triplicados con las desviaciones estándar correspondientes. La 

significación estadística de las diferencias entre dos muestras experimentales se 

realizó mediante prueba T-Student emparejada de dos colas. Para las comparaciones 

de dos grupos de muestras independientes, se consideró significativo un valor de P 

<0.05.    
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8.2.18 Tinción y fijación del citoesqueleto  

Después de terminado el tiempo de incubación, sin retirar el medio de cultivo, a 

cada pozo se añadieron 100 μL de formaldehído (Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, EUA) 

al 8% recién preparado (alcanzando una concentración final de formaldehído del 4%) 

como solución de fijación y la placa se incubó durante 20 min a temperatura 

ambiente. A continuación, se eliminó la solución de fijación y a cada pozo se le 

añadieron 200 μL de Tween20 al 0.1% en PBS para fines de lavado y 

permeabilización, y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente. Se realizaron 

dos lavados adicionales con la última solución (Tween20 en PBS al 0.1%). 

Posteriormente, después de eliminar la solución permeabilizante, se agregaron a 

cada pozo 200 μL de BSA al 5% en TBS-T y se y se incubaron durante 1 h en 

agitación a temperatura ambiente. Luego, las células se tiñeron tres veces con 50 μL 

por pozo con una solución de PBS Tween20 al 0.1% que contenía 5 μg /  mL de 

DAPI, 0.156 μM de phalloidina conjugada con Alexa Fluor 568 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA) y 0.5 μg/ mL de anticuerpo monoclonal anti-α-tubulina conjugado con Alexa 

Fluor 488 (clon DM1A; Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) incubando 1 h a 

temperatura ambiente en oscuridad en agitación. A continuación, las células se 

lavaron tres veces usando 200 μL de la solución de permeabilización como se 

describió anteriormente; al final, se dejaron 200 μL de la solución de permeabilización 

en el pozo. Durante todo el proceso, las células nunca permanecieron secas. 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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9.1  Diseño y construcción del vector de expresión pIGF5 

 

El gen de lactoferrina humana (HLF1) comprende un marco de lectura abierto 

(ORF) de 2331 pb de tamaño, que codifica un polipéptido de 711 aminoácidos con un 

peso molecular estimado de 78.4 kDa y un PI estimado de 8.12 (calculadora de 

proteínas v3.4 http://protcalc.sourceforge.net/cgi-bin/protcalc). A partir de dicho gen, 

se realizaron mutaciones puntuales silenciosas para eliminar sitios de restricción no 

deseados en la secuencia y obtener el gen que codifica para lactoferrina humana, el 

cual quedó flanqueado por la secuencia del factor de excreción  Factor en el 

extremo 5´ y por una cola de seis histidinas en el extremo 3’, y fue clonado en el 

vector comercial pPICZα (INVITROGEN®) en los sitios de restricción EcoRI Y XbaI 

para dar origen a la construcción pIGF5 (Figura 7). 

 

Figura 7. Construcción genética pIGF5. El marco abierto de lectura del gen hLf se clonó en el vector 

pPICZ (Invitrogen), flanqueado por la señal de secreción del factor α y la etiqueta 6xHis, en el 
extremo 5' y 3', respectivamente. Además, se introdujeron varias mutaciones puntuales silenciosas 
para eliminar los sitios de restricción no deseados y se indican mediante flechas verticales, incluido el 

http://protcalc.sourceforge.net/cgi-bin/protcalc
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cambio de nucleótido y la posición (bp) en la secuencia rhLf. El plásmido resultante se denominó pIGF5 
(IGF-Iglesias Figueroa); AOX1, promotor alcohol oxidasa 1 de P. pastoris. El gen BleoR que confiere 

resistencia a la zeocina, se incluyó como gen marcador de selección. 

 

 La construcción genética pIGF5 (Figura 5) contiene un gen que codifica para 

lactoferrina humana bajo el control del promotor AOX1 (Alcohol oxidasa 1) para su 

expresión en la levadura Pichia pastoris. El gen completo tiene un tamaño de 2079 

pb. Dicha construcción cuenta también con un gen marcador de selección que le 

confiere resistencia a zeocina, un péptido líder αF proveniente de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae que permite la exportación de proteínas a vía secretora de 

la levadura, y finalmente, cuenta con un origen de replicación en bacterias.  

 

 

9.2 Caracterización de la construcción genética pIGF5 

 

La construcción fue propaga en E. coli BL21DE3 y a partir de una extracción de 

ADN plasmídico se caracterizó mediante digestión con enzimas de restricción. Se 

realizaron cortes con las enzimas EcoRI/XbaI para liberar el gen de lactoferrina 

humana y con la enzima SacI para caracterizar el sitio de recombinación homóloga en 

Pichia pastoris, el cual se encuentra dentro del promotor AOX1. Se obtuvieron dos 

fragmentos de 3591 y 2079 pb correspondientes al corte con las enzimas EcoRI/XbaI 

y se obtuvo un fragmento linearizado de 5617 pb correspondiente al corte con la 

enzima SacI (Figura 8a). Por otro lado, se amplificó una región de 2885 pb que 

abarca una región interna del promotor AOX1, el gen completo de lactoferrina 

humana y el terminador AOX1 (Figura 8b). 
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Figura 8. Caracterización de la construcción genética pIGF5 a) Digestión con enzimas de 
restricción. Carriles 1) MPM λHindIII, 2) ADN no cortado, 3) ADN cortado con EcoRI/XbaI. 4) ADN 
linearizado con SacI. b) Amplificación del gen shLf que incluye una región del promotor y terminador 

AOX1. Carril 1) MPM 100 pb, 2) producto de amplificación de aproximadamente 2285 pb.  

 

9.3 Transformación genética de Pichia pastoris con la construcción 

genética pIGF5 

 

Después de la transformación de P. pastoris con el vector pIGF5, crecieron 

colonias posiblemente transformadas a partir de 48 h de incubación. Múltiples eventos 

de inserción de genes en un solo locus en una célula ocurren espontáneamente con 

una frecuencia baja pero detectable, entre el 1 y el 10% de todas las colonias 

contienen el gen de interés integrado en el genoma de Pichia pastoris (Cregg y 

Russell, 1998). Para confirmar la eficiente transformación e integración del gen de 

interés, se realizó un análisis de PCR. Seis clonas fueron aisladas y a partir de la 

extracción de ADN genómico se amplificó la región terminadora del gen AOX1 que 

incluye el gen de lactoferrina humana en una de las clonas previamente aisladas, en 

donde se obtuvo un producto de amplificación de 2885 pb aproximadamente. Esta 
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colonia se denominó C2-pIGF5-Pp (C2 corresponde al número de clona aislada; 

pIGF5 corresponde al plásmido que contiene la clona y Pp se refiere al organismo 

que la expresa, en este caso, la levadura Pichia pastoris) y se identificó como una 

clona positiva que contiene el gen que codifica para lactoferrina humana (Figura 9). 

Estos resultados también confirmaron que la clona C2-pIGF5-Pp incluye un gen que 

codifica para lactoferrina humana recombinante integrado en el locus AOX del 

genoma de Pichia pastoris. 

 

Figura 9. Caracterización del gen hLf en la levadura P. pastoris. Carril 1) Marcador de peso 
molecular; carril 2) control positivo de amplificación; carriles 3-8) ADN genómico de P. pastoris 
transformada; carril 9); ADN genómico de P. pastoris sin transformar. Se obtuvo un productor de 
amplificación de aproximadamente 2885 pb, que coincide con el peso molecular esperado de una clona 
que contiene un gen que codifica para lactoferrina humana recombinante, integrado en el genoma de 
Picha pastoris. 

 

 

 

9.4  Análisis de la expresión de Lactoferrina humana recombinante  

 

 Después de la transformación de P. pastoris con pIGF5 que contiene el gen 

hLf, se cultivó una sola colonia proveniente de la clona C2-pIGF5-Pp en medio de 

inducción de proteínas; después de 96 h de inducción con metanol, los extractos 
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proteicos totales se recuperaron a partir del medio de cultivo y se purificaron. Se 

comprobó que los extractos de medio de cultivo de la clona C2-pIGF5-Pp contenían 

una proteína de aproximadamente 80 kDa en un gel SDS-PAGE (12%), que coincide 

con el peso molecular reportado de la lactoferrina humana nativa (Wally y Buchanan, 

2007) (Figura 10A); por otro lado, P. pastoris secreta niveles muy bajos de proteínas 

nativas al medio de cultivo (Mokdad-Gargouri et al., 2012); en consecuencia, rhLf 

estuvo altamente representada en las proteínas totales secretadas, lo cual, facilitó su 

proceso de purificación, resultado que se confirmó cuando se utilizó un anticuerpo 

anti-6His para reconocer el extremo carboxilo-terminal de la proteína, flanqueado por 

una secuencia de seis histidinas, en un análisis de transferencia tipo Western blot, y 

se observó la presencia de una única banda homogénea equivalente al peso 

molecular de hLf (~ 80 kDa; Figura 10B).  

 

Figura 10. Purificación de lactoferrina humana recombinante. A) Tinción de proteínas con azul de 
Coomassie brillante; 1) marcador de peso molecular BenchMark™ Pre-stained Protein Ladder 
(Invitrogen); 2) lactoferrina bovina comercial utilizada como control positivo; 3; lactoferrina humana 
producida en Pichia pastoris; 4) Extractos de proteína de Pichia pastoris no transformada (control 
negativo). B) Purificación de lactoferrina humana detectada con anticuerpo policlonal anti-6His; las 
proteínas fueron separadas electroforéticamente y transferidas a una membrana PVDF para su 
detección. 1) Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Estándar (Bio-Rad); 2) lactoferrina 
bovina comercial (no detectada); 3.) lactoferrina humana producida en Pichia pastoris; 4) extractos de 
proteína de Pichia pastoris no transformada (control negativo, no detectado).  
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 En términos de rendimiento, se lograron obtener 6.15 mg/mL de rhLf a partir de 

0.9 g de biomasa, cultivada en 100 mL de medio de cultivo. Las levaduras son 

organismos hospedadores adecuados para la expresión de proteínas heterólogas 

porque combinan un rápido crecimiento en densidades de células medianas a altas 

de bajo costo. Anteriormente se ha logrado expresar lactoferrina bovina recombinante 

con un rendimiento de 3.5 g/L; sin embargo, la expresión de esta proteína fue 

realizada de manera intracelular (Iglesias-Figueroa et al., 2016), y en la cepa 

SMD1168, la cual, aun cuando tiene la ventaja de ser deficiente en proteasas, tiene 

un nivel de expresión menor que la cepa X33 utilizada en este trabajo (Cereghino y 

Cregg, 2000). Por otro lado, el uso de una cepa deficiente en proteasas para expresar 

rhLf no fue necesario debido a que está reportado que hLf es altamente resistente a la 

proteólisis, particularmente a la digestión con tripsina; se ha reportado que la 

lactoferrina de origen humano puede llegar a ser hasta 100 veces más resistente a la 

proteólisis en comparación con la lactoferrina de origen bovino (O'riordan et al., 2014). 

Una de las razones posibles por las que hLf puede ser más resistente a la proteólisis 

es debido a sus sitios de glicosilación presentes (van Veen et al., 2004). Otros autores 

han reportado recientemente la expresión de lactoferricina de origen humano en esta 

levadura; sin embargo, en dicho trabajo no se reportó la concentración de 

lactoferricina obtenida (Chahardooli et al., 2016). Por otro lado, en esta levadura se 

han producido proteínas nativas de bacterias, hongos, invertebrados, vertebrados no 

humanos, humanos, plantas y virus; al año 2005, los niveles de expresión de 

proteínas de origen humano oscilaron entre 4.0 pmol/mg de proteína total hasta 180 

mg/L de cultivo (Macauley‐Patrick et al., 2005). También, el uso de Pichia pastoris 
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puede garantizar la producción de proteínas libres de endotoxinas (Damasceno et al., 

2012); los altos niveles de expresión de lactoferrina humana recombinante purificada 

y libre de endotoxinas (> 0.25 EU/mL) obtenidos en este trabajo, fueron adecuadas 

para realizar los experimentos posteriores.  

 

 

 

9.5 Determinación del perfil de glicosilación de Lactoferrina humana 

recombinante 

El cromatograma obtenido de la fragmentación de glicanos provenientes de 

lactoferrina humana recombinante indicó la presencia de estructuras de alta manosa 

que exhiben iones [M + Na]+ a 259.17, 477.42, 681.50 y 885.67 m/z. Estas estructuras 

son consistentes con las estructuras Hex1 (hexosa), Hex2, Hex3 y Hex4, 

respectivamente reportadas en la base de datos del software GlycoWorkBench 2.0, el 

cuál fue utilizado para la obtención de dichas estructuras (Figura 11). Se analizaron 

un total de ocho fragmentaciones a partir del primer espectro de 885.67 m/z y se 

Figura 11. Glicanos liberados de lactoferrina humana recombinante. La fragmentación de iones 
demostró que la conformación glicosídica de lactoferrina humana recombinante consiste en estructuras de 
alta manosa a partir de un pentasacárido común en levaduras. Cada círculo verde corresponde a una 
molécula de manosa.  
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confirmó que el perfil de lactoferrina humana recombinante consiste en estructuras de 

alta manosa.  

 

 De acuerdo con reportes anteriores, el perfil de glicosilación que añade la cepa 

Pichia pastoris X33 a proteínas destinadas a la vía secretora, consiste únicamente en 

estructuras de alta manosa (Hamilton y Zha, 2015), que incluso pueden llegar a 

añadir hasta un 39% del peso total de la proteína (Blanchard et al., 2008). A diferencia 

de la lactoferrina humana recombinante expresada en este trabajo, de manera 

natural, la lactoferrina humana presenta un perfil de glicosilación bastante complejo; 

sus potenciales sitios de N-glicosilación (Asn138, Asn479 y Asn624) están 

conformados por un núcleo común formado a partir de dos grupos N-

acetilglucosamina y tres grupos manosa; a partir de éstos, sus antenas secundarias 

pueden ramificarse e incluir grupos manosa, galactosa, acetilglucosamina, fucosa y 

ácido siálico (Le Parc et al., 2017; Legrand et al., 2006); sin embargo, la función 

específica de cada uno de estos grupos de glicanos no está completamente estudiado 

(Karav et al., 2017). Aun cuando el perfil de glicosilación de rhLf expresada en Pichia 

pastoris difiere considerablemente de su contraparte nativa, la funcionalidad que esta 

proteína presentó, por efecto de dicho perfil de glicosilación, resultó ser de gran 

importancia, resultado que será discutido más adelante en este trabajo. Por otro lado, 

una característica importante del perfil de glicosilación de lactoferrina nativa es que, 

dependiendo de la etapa de lactación, este perfil puede tener diferentes glicoformas; 

en ese sentido, se han observado cambios en la glicosilación tanto de lactoferrina 

bovina como de lactoferrina humana, ambas de origen nativo a lo largo del periodo de 

lactancia (Barboza et al., 2012); en las primeras etapas de lactancia, existe mayor 
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cantidad de ácido siálico en la lactoferrina (O'riordan et al., 2014). A su vez estos 

hallazgos nos sugieren que la funcionalidad de lactoferrina nativa dependiente de sus 

carbohidratos puede variar en función de la etapa de lactancia; en contraste, el uso de 

Pichia pastoris X33 para la expresión de rhLf, donde los factores de crecimiento, 

temperatura y tiempo fueron mayormente controlados, permitió la obtención de 

lactoferrina humana recombinante con un perfil de glicosilación homogéneo en 

diferentes lotes de la producción. 

9.6  Efecto anticancerígeno de Lactoferrina humana recombinante  

 

9.6.1 Efecto citotóxico de lactoferrina humana en células MDA-MB-

231, MDA-MB-231-LM2-4 y MCF-10A 

 

La lactoferrina humana recombinante utilizada en el presente trabajo mostró tener 

una alta especificidad contra células cancerígenas de cáncer de seno y su variante 

metastásica de cáncer de pulmón, a diferencia de células no cancerígenas derivadas 

de epitelio glandular mamario, donde de acuerdo con los porcentajes de inhibición 

obtenidos (2% de muerte celular), su especificidad fue sumamente baja. Los efectos 

citotóxicos de rhLf se cuantificaron usando un ensayo DNS (Tinción nuclear 

diferencial). En la Figura 12A se observa la gráfica correspondiente a los porcentajes 

de inhibición, y cinco imágenes representativas de células vivas y muertas (12B, C, D, 

E, F) utilizadas para cuantificar el porcentaje de citotoxicidad mediada por lactoferrina 

humana en células MDA-MB-231 derivadas de cáncer de seno. Células no tratadas 

fueron utilizadas como control negativo. Las células tratadas con H2O2 2 mM (control 

positivo) que da como resultado un aumento significativo de células muertas/positivas 

para PI, muestran un color magenta debido a la co-localización de las señales azules 

(Hoechst) y rojas (PI). Las células tratadas con rhLf lograron inhibir en 24 h un 33% 
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de la población celular, estos datos exhiben un patrón muy similar al efecto citotóxico 

del peróxido de hidrógeno. Cuando las células fueron tratadas con rhLf libre de 

carbohidratos, no se logró un efecto citotóxico (Figura 11A, C), por lo cual, fue 

indispensable el uso de rhLf en su glicoforma completa, es decir, sin liberarla de los 

glicanos que la conforman, para poder generar un efecto citotóxico, este resultado se 

obtuvo en las líneas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-231-LM; se logró inhibir el 

crecimiento de las células MDA-MB-231-LM, la cual es una línea metastásica de 

pulmón derivada de cáncer de seno. Para esta línea celular se logró la inhibición de 

un 25% de la población celular en 24 h (Figura 13). Finalmente, la lactoferrina fue 

probada en la línea celular MCF10A, una línea celular epitelial no cancerígena, en 

donde los porcentajes de citotoxicidad mediada por lactoferrina no lograron alcanzar 

más del 2% (Figura 14). Estos datos indican la alta selectividad que tiene rhLf sobre 

células cancerígenas, y no sobre células normales, lo cual la convierte en un potencial 

tratamiento anti cáncer que no genera daño sobre el resto de las células sanas, a 

diferencia de los tratamientos actuales más usados para quimioterapias, provocan no 

solo daño en el ADN de células cancerígenas, si no que generan daños colaterales 

significativos en tejidos normales (O’Connor, 2015); el paclitaxel, a pesar de ser una 

droga utilizada con gran éxito para provocar muerte celular en tumores, como 

consecuencia del arresto mitótico, requiere altas concentraciones para provocar este 

daño (Zasadil et al., 2014), y a diferencia de rhLf utilizada en este trabajo, es un 

compuesto que causa un impactante daño celular en células no cancerígenas. De la 

misma manera, la citotoxicidad provocada por un gradiente de concentración de rhLf 

purificada en las líneas celulares MDA-MB-231, MDA-MB-231 LM2-4 y MCF-10A se 

cuantificó después de 24 h de incubación. En esta serie de experimentos, solo se 
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incluyeron células derivadas de donadoras para eludir las diferencias relacionadas 

con el género (Nunes et al., 2014). Para eliminar el fondo de muerte celular, inherente 

al cultivo celular y las manipulaciones comunes, los datos se normalizaron restando 

de cada valor experimental el porcentaje de muerte celular obtenido de células 

tratadas con H2O (control del disolvente), seguido del cálculo del CC50 por 

interpolación lineal (https://www.johndcook.com/interpolator.html). Los resultados 

indican que el CC50 de rhLf en células MDA-MB231 y MDA-MB-231-LM2-4 es de 

109.46 y 94 μg/ mL, respectivamente. En el caso de las células MCF-10A, cuando se 

probó una concentración elevada de rhLf (50 μg/ mL), el porcentaje de células 

muertas fue de 2.05%, por lo tanto, se obtuvo el CC50 de rhLf en células no 

cancerígenas, revelando que se requieren 1279.4 μg/ mL para que la lactoferrina 

humana mate al 50% de la población celular no cancerígena; rhLf reveló ser 

similarmente efectiva en las células MDA-MB-231 no metastásicas y MDA-MB-231-

LM2-4 metastásicas, con un índice citotóxico de alta selectividad (11.68 y 13.99 en 

células MDA-MB-231 y MDA-MB-231-LM2-4, respectivamente) (Tabla 1). Una razón 

crucial por la cual el cáncer es altamente difícil de tratar es porque las células 

cancerosas son células propias pero diferentes de las células normales, ya que 

proliferan fuera de control. Por lo tanto, la estrategia de utilizar células cancerosas y 

no cancerosas del mismo tejido y origen de género, y comparar la citotoxicidad de un 

compuesto experimental nuevo en ambos, es importante para determinar con 

precisión cercana la citotoxicidad selectiva de un medicamento mediante el cálculo de 

su SCI. Los valores de SCI de 1 o menos son indicativos de la falta de citotoxicidad 

selectiva de un compuesto para destruir una célula cancerosa, mientras que los 

valores de SCI mayores que 1 son indicativos de toxicidad selectiva de un compuesto 
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frente a células cancerosas en comparación con células no cancerosas; se requieren 

altos valores de SCI para cualquier medicamento contra el cáncer potencial (Robles-

Escajeda et al., 2016); otros autores han reportado que Lf posee citotoxicidad 

selectiva en células de cáncer de seno, en comparación con las células MCF-10A; sin 

embargo, el SCI no se obtuvo (Zhang et al., 2014a). Por otro lado, otros autores 

también reportaron que Lf tiene citotoxicidad selectiva a través de la apoptosis de las 

células de cáncer de seno, sin embargo, el SCI tampoco se calculó (Pereira et al., 

2016). En este estudio, rhLf exhibió citotoxicidad selectiva en células MDA-MB-231 no 

metastásicas y metastásicas (11.68 y 13.99, respectivamente). Respecto a su SCI, 

rhLf es un fármaco atractivo contra el cáncer de seno. 

Tabla 1. Concentración citotóxica de rhLf necesaria para matar al 50% de la población celular (CC50) 
para rhLf en un panel de líneas celulares derivadas de cáncer de seno humano y índice de 
citotoxicidad selectiva (SCI). 

 

Línea celular CC50 (µg/ mL) SCI 

MDA-MB-231 109.46  11.68 

MDA-MB-231 LM2-4 91.4  13.99 

MCF-10ª 1279.48  
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Figura 12. Citotoxicidad de lactoferrina humana recombinante sobre células MDA-MB-231. A) Las 
células se expusieron a un gradiente de concentración de lactoferrina humana y se incubaron durante 
24 h. Ensayo de tinción nuclear diferencial. Se utilizó el sistema “Bioimagen System” para determinar 
porcentajes de citotoxicidad (eje de las y). Cuando las muestras experimentales (B) se compararon con 
rhLf sin glicanos (S/Ch) (C), solvente, 5% v/v H2O (F) (*), y células control no tratadas (E) (S/T) (‡), los 
valores P fueron de <0.0001 y <0.0001, respectivamente. Las células tratadas con 2 mM de H2O2 (D), 
se usaron como control positivo para la citotoxicidad. Cada punto experimental representa el promedio 
de cuatro réplicas y las barras de error desviación estándar correspondiente. Una porción de imágenes 
representativas de células vivas, fusionando el Hoechst y los canales de yoduro de propidio (PI), 
utilizados para obtener la actividad citotóxica se representan. Los núcleos que muestran una señal azul 
se consideran células vivas, mientras que los núcleos exhiben color magenta, como consecuencia de 
la señal de co-localización azul y roja, se consideran células muertas. 
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Figura 13. Citotoxicidad de lactoferrina humana recombinante sobre células MDA-MB-231-LM2-
4. A) Las células se expusieron a un gradiente de concentración de lactoferrina humana y se incubaron 
durante 24 h Ensayo de tinción nuclear diferencial. Se utilizó el sistema “Bioimagen System” para 
determinar porcentajes de citotoxicidad (eje de las y). Cuando las muestras experimentales (B) se 
compararon con solvente, 5% v/v H2O (F), (*) y células control no tratadas (E) (‡), los valores P fueron 
de <0.0001 y <0.0001, respectivamente. Las células tratadas con 2 mM de H2O2 (F) se usaron como 
control positivo para la citotoxicidad. Cada punto experimental representa el promedio de cuatro 
réplicas y las barras de error desviación estándar correspondiente. Una porción de imágenes 
representativas de células vivas, fusionando el Hoechst y los canales de yoduro de propidio (PI), 
utilizados para obtener la actividad citotóxica se representan. Los núcleos que muestran una señal azul 
se consideran células vivas, mientras que los núcleos exhiben color magenta, como consecuencia de 
la señal de co-localización azul y roja, se consideran células muertas. 
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Figura 14. Citotoxicidad de lactoferrina humana recombinante sobre células MCF-10A. A) Las 
células se expusieron a un gradiente de concentración de lactoferrina humana y se incubaron durante 
24 h Ensayo de tinción nuclear diferencial. Se utilizó el sistema “Bioimagen System” para determinar 
porcentajes de citotoxicidad (eje de las y). Cuando las muestras experimentales (B) se compararon con 
solvente, 5% v/v H2O (F), (*) y células control no tratadas (E) (‡), los valores P fueron de <0.0001 y 
<0.0001, respectivamente. Las células tratadas con 2 mM de H2O2 (D) se usaron como control positivo 
para la citotoxicidad. Cada punto experimental representa el promedio de cuatro réplicas y las barras 
de error desviación estándar correspondiente. Una porción de imágenes representativas de células 
vivas, fusionando el Hoechst y los canales de yoduro de propidio (PI), utilizados para obtener la 
actividad citotóxica se representan. Los núcleos que muestran una señal azul se consideran células 
vivas, mientras que los núcleos exhiben color magenta, como consecuencia de la señal de co-
localización azul y roja, se consideran células muertas. 
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9.6.2 Papel de los glicanos en el efecto anticancerígeno de 

lactoferrina humana recombinante 

 

Como se describió anteriormente en este trabajo, la lactoferrina humana 

recombinante presentó un efecto citotóxico contra las líneas celulares 

cancerígenas MDA-MB-231 y MDA-MB-231-LM2-4. Dicho efecto fue dependiente 

del estado de glicosilación de rhLf; cuando se probaron diferentes concentraciones 

de rhLf libre de glicanos (5, 10 y 50 μg/mL), no se observó muerte celular en 

comparación al uso de rhLf completa (Figuras 11 y 12). Estos hallazgos confirman 

la teoría de que ciertas funciones de la lactoferrina dependen del estado de 

glicosilación que presenta dicha proteína (Karav et al., 2017; Zimecki et al., 2014). 

Anteriormente se reportó que la lactoferrina desencadena varias vías de 

señalización de la respuesta inmunitaria únicamente cuando esta proteína se 

encuentra completamente glicosilada (Zimecki et al., 2014); también se ha 

reportado la importancia de su nivel de glicosilación para combatir algunos 

patógenos como Salmonella enterica spp. y Listeria monocytogenes, ya que la 

mayor actividad antibacteriana frente a estos patógenos es generada por 

lactoferrina en su glicoforma completa (Barboza et al., 2012). No obstante, poco se 

conoce sobre el papel de los glicanos en el efecto anticancerígeno de la 

lactoferrina. En ese sentido, se han encontrado diversos hallazgos sobre el efecto 

anticancerígeno de lactoferrina frente a diferentes tipos de cáncer, incluyendo 

cáncer de seno (Gopal y Das, 2016), cáncer de colon (Jiang y Lönnerdal, 2016), 

carcinoma de células escamosas (Chea et al., 2018) y leucemia (Abu-Serie y El-

Fakharany, 2017). A pesar de la evidencia de estos hallazgos, la base molecular 

del mecanismo de acción anticancerígena de la lactoferrina no fue descrita; no 
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obstante, diversos estudios anticancerígenos señalan la relación que existe entre 

las funciones de los N-glicanos con respecto a la señalización y adhesión celular 

en el cáncer. Los cambios en las estructuras de oligosacáridos están asociados 

con muchos eventos fisiológicos y patológicos, que incluyen el crecimiento celular, 

la migración, la diferenciación, la invasión de tumores, las interacciones huésped-

patógeno, el tráfico celular y la señalización transmembrana (von Roemeling et al., 

2017); por otro lado, receptores como el receptor del factor de crecimiento epitelial 

(EGFR), integrinas y el receptor del factor de crecimiento transformante (TGFR), 

presentes también en células cancerígenas, pueden ser afectados por la 

presencia de oligosacáridos modificados, ya que estos últimos tienen la habilidad 

de interferir en interacciones carbohidrato-carbohidrato y carbohidrato-proteína, 

dando como resultado la alteración en diferentes eventos fisiológicos y/o 

patológicos, incluyendo procesos tumorales (Zhao et al., 2008), por lo que es de 

esperarse que la presencia de glicoformas tipo manosa de rhLf frente a células 

cancerígenas desencadenara diferentes procesos de señalización que dieran paso 

a la activación de la muerte celular. Incluso, las glicoformas de tipo manosa han 

sido utilizadas como dianas celulares acopladas a fármacos anticancerígenos 

encapsulados como una posible terapia dirigida contra células cancerígenas 

(Pinho y Reis, 2015; Yin et al., 2015). 

9.6.3 Inducción de apoptosis en células MDA-MB-231 mediada por 

lactoferrina humana recombinante 

Actualmente, dirigir la apoptosis para el tratamiento del cáncer se ha 

convertido en una estrategia cada vez más atractiva, con agentes en desarrollo 

para desencadenar la apoptosis extrínseca exclusiva para células cancerígenas 
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(Fox y MacFarlane, 2016). Nicolau y colaboradores, en 2014, mostraron que bLf 

no pudo provocar cambios morfológicos asociados con la apoptosis en células 

MDA-MB-231 (Zhang et al., 2014b); no obstante, en el presente trabajo, rhLf 

mostró infligir cambios morfológicos celulares indicativos de un proceso 

apoptótico. Las células de cáncer de mama triple negativo MDA-MB-231 que 

crecieron en placas de 96 pozos se trataron con 50 μg/ mL rhLf durante 24 h, 

seguido del ensayo de tinción nuclear diferencial (DNS) de células vivas Hoechst y 

PI. Luego, para monitorear los cambios morfológicos celulares, las imágenes se 

capturaron en un modo de células vivas a través de un microscopio confocal. Los 

resultados indicaron que rhLf inflige muerte celular, provocando cambios 

morfológicos asociados con la apoptosis en células MDA-MB-231, tales como 

contracción celular, formación de ampollas y condensación nuclear (Figura 15). 

Además, fue notable la presencia de una señal fluorescente rojiza dentro de las 

ampollas, muy probablemente debido a la presencia de pequeños fragmentos de 

ADN liberados de los núcleos al citoplasma y formando complejos con PI, debido a 

que el PI tiene la capacidad de unirse a las células con membrana plasmática 

comprometida, especificando el número total de células muertas. Esta observación 

sugiere que lactoferrina humana también puede causar la fragmentación de ADN 

inducida por apoptosis. Por lo tanto, con base a los cambios morfológicos 

celulares, se postula que la lactoferrina está utilizando la vía de apoptosis, como 

un mecanismo para infligir su citotoxicidad. 
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Figura 15. Cambios morfológicos sugestivos de apoptosis en células MB-231 tratadas con rhLf. 
Imágenes representativas del microscopio confocal de células vivas, capturadas utilizando el canal 
Hoechst (A), DIC (B), canal de yoduro de propidio (C) y superposición de las tres imágenes anteriores 
(D), Las flechas indican la formación de ampollas (negro), contracción celular y condensación de 
cromatina (rojo; células muertas positivas a PI) y sin condensación núcleo (blanco; célula viva negativa 
PI). 
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El probable mecanismo de acción apoptótico de lactoferrina humana se 

examinó con más detalle utilizando el ensayo de anexina V-FITC/PI y citometría de 

flujo reportado en la literatura (Varela-Ramirez et al., 2011). Un evento bioquímico en 

células que experimentan apoptosis es la externalización de fosfatidilserina (PS) a la 

valva externa de la membrana plasmática; un sello distintivo e indicador temprano de 

la apoptosis (Leventis y Grinstein, 2010). En la homeostasis, la distribución de los 

fosfolípidos es asimétrica en la membrana plasmática de las células eucariotas. Esta 

distribución asimétrica de fosfolípidos tiene funciones importantes in vivo (Fadeel y 

Xue, 2009). Normalmente, la fosfatidilserina (PS) se limita predominantemente a la 

lámina citoplásmica de la membrana plasmática, y la interrupción de esta asimetría, 

lleva a la externalización de la PS a la superficie de la célula (Leventis y Grinstein, 

2010). Este evento se detecta fácilmente mediante el uso de una proteína anexina V 

(∼36 kDa), que posee una alta afinidad por PS (Lema et al., 2011). Además, cuando 

se utiliza el método de tinción con anexina V-FITC y PI y la citometría de flujo, es 

posible discernir si un compuesto experimental citotóxico está utilizando la vía de 

apoptosis o necrosis para infligir su muerte celular (Varela-Ramirez et al., 2011). 

Estudios previos han demostrado que al utilizar líneas celulares de cáncer de mama y 

bLf, no se detectaron células apoptóticas con PS externalizada después de un 

período de tratamiento de 72 h (Zhang et al., 2014b). Un estudio contrario mostró que 

bLf provocó la externalización de la PS en las líneas celulares Hs578T y MDA-MB-

231 de cáncer de seno después de 48 h de tratamiento (Pereira et al., 2016). Más 

recientemente, se informó que bLf activó la apoptosis a través de la externalización de 

la PS en células de cáncer de próstata PC-3 y osteosarcoma MG-63 después de 48 h 

y 72 h de incubación, respectivamente (Guedes et al., 2018). En el presente trabajo, 
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rhLf provocó una externalización significativa de PS (P=0.004) en células MDA-MB-

231 triple negativas después de 24 de exposición. Este resultado sugiere que rhLf 

expresado en P. pastoris puede usar la vía de apoptosis para infligir su citotoxicidad.  

Las células MDA-MB-231 se trataron con rhLf (100 μg/ mL) durante 24 h y los 

resultados especificaron que las células tratadas con rhLf mostraban preferentemente 

células apoptóticas (28.03%), en comparación con la subpoblación necrótica (0.85%). 

Además, después de los porcentajes de apoptosis de las células tratadas con rhLf, se 

compararon con las células tratadas con H2O y las no tratadas: el análisis de varianza 

una significancia de P= 0.004123 y P= 0.002712 respectivamente, consistentemente 

en ambas circunstancias; estos valores apoyan que la lactoferrina humana 

recombinante está utilizando la vía apoptótica para infligir su citotoxicidad, como se 

evidencia por la de externalización de PS. Las células tratadas con control de 

disolvente (H2O) y las células no tratadas no mostraron un aumento sustancial tanto 

en los porcentajes de apoptosis como de necrosis. Como era de esperar, las células 

tratadas con H2O2 (2 mM) mostraron un alto porcentaje de células de apoptosis 

(53.6%) (Figura 16).  

. 
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Figura 16. Externalización de fosfatidilserina en las células MDA-MB-231 tratadas con rhLf. El 
mecanismo de rhLf para infligir muerte celular, apoptosis o necrosis, se examinó después de que las 
células se tiñeron doblemente con anexina V-FITC y PI, luego, se monitorizaron mediante citometría de 
flujo. El porcentaje total de poblaciones de células apoptóticas (eje y) se expresa como la suma de las 
etapas temprana y tardía de la apoptosis (barras verdes), mientras que las células teñidas sólo con PI 
se consideraron como poblaciones de células necróticas (también en el eje y; barras negras;). Cada 
barra representa el promedio de cuatro mediciones independientes, y el error bloquea su desviación 
estándar correspondiente. Se incluyen diagramas de puntos representativos de citometría de flujo de 
dos parámetros usados para adquirir los porcentajes de subpoblaciones apoptóticas y necróticas. Se 
incluyeron los siguientes controles: células tratadas con 5% v/v de H2O, como control de disolvente; 
células no tratadas como controles negativos; y células expuestas a 2 mM de H2O2, como un control 
positivo para la citotoxicidad; el análisis que usa la prueba t Student pareada de dos colas se incluye 
como valores de P. Para fines de adquisición y análisis de datos, se utilizó el software de citometría de 
flujo Kaluza (Beckman Coulter). 
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9.6.4 Arresto del ciclo celular en células MDA-MB-231 mediado por 

lactoferrina humana recombinante 

 

Para investigar con más detalle el mecanismo utilizado por rhLf para inhibir la 

proliferación celular y/o citotoxicidad, se analizó el perfil del ciclo celular. El análisis 

del ciclo celular se centró en las diferencias en el contenido de ADN celular basado en 

un medio de aislamiento nuclear (NIM) - 4,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) solución 

(NIM-DAPI; Beckman Coulter) y la grabación de su intensidad de señal de 

fluorescencia a través de un citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter). La cantidad 

de señal de fluorescencia de emisión DAPI es directamente proporcional al contenido 

de ADN celular. Las células MDA-MB-231 se trataron durante 72 h con dos 

concentraciones de lactoferrina humana; 6.76 μg/ mL (CC10) y 9.48 μg/ mL (CC20), 

respectivamente. Los resultados indicaron que el porcentaje de la subpoblación Sub-

G0/G1 de las células tratadas con 6.76 μg/ mL de rhLf era similar a la del disolvente 

(H2O) y las células de control no tratadas. Por el contrario, las células expuestas a 

9.48 μg/ mL de rhLf mostraron un mayor porcentaje de la subpoblación Sub-G0/G1 y 

se consideraron significativas en comparación con las células de control no tratadas y 

con disolvente, con valores P<0.001 y P<0.004 respectivamente. Esta subpoblación 

sub-G0/G1 (hipodiploide) es un indicador de la fragmentación del ADN inducida por la 

apoptosis (Robles-Escajeda et al., 2013;). Además, estos resultados apoyan la 

suposición hecha durante el análisis de cambios morfológicos a través de 

experimentos de microscopía confocal, lo que indica que la señal fluorescente rojiza 

dentro de las ampollas probablemente se debió a la presencia de pequeños 

complejos de fragmentos de ADN-PI. Los porcentajes en la fase G0/G1 (diploide; 2N) 

obtenidos a partir de 9.48 μg/ mL de células tratadas con lactoferrina humana 
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(45.98%) se redujeron significativamente (P <0.01), en comparación con los tratados 

con H2O (56.97%) y células no tratadas (56.39%) (Figura 17). Se encontraron 

diferencias significativas en las subpoblaciones de la fase S (hiperdiploide) de 9.48 

μg/ mL de células tratadas con lactoferrina humana, en comparación con las células 

expuestas a 6.76 μg/ mL de lactoferrina humana (P<0.004), así como a los controles 

de solvente y sin tratar (P<0.01, respectivamente). Notablemente, este incremento en 

el patrón de subpoblación de fase S provocado por rhLf, se asemejó al perfil de 

detención inducido por el inhibidor de la síntesis de polipéptidos, G418. Los 

porcentajes de células con un contenido de G2/M de ADN (tetraploide; 4N) expuestos 

a rhLf, solvente y células de control no tratadas, mostraron valores similares (de 21.83 

a 23.5%), y, por lo tanto, se obtuvieron diferencias no significativas. Con base en esta 

estrategia de análisis, los resultados indicaron que rhLf es capaz de provocar la 

fragmentación del ADN inducida por la apoptosis, y también, para detener las células 

en la fase S, modulando la progresión del ciclo celular. Además, ambos eventos 

ocurrieron en una modalidad pronunciada dependiente de la dosis. Un evento 

bioquímico tardío en las células que experimentan apoptosis es su fragmentación del 

ADN, que es provocada principalmente por una desoxirribonucleasa endógena 

activada por caspasa-3 (CAD), una fase de ejecución de la apoptosis (Sakahira et al., 

1998). Este evento bioquímico provoca la degradación internucleosomal del ADN 

cromosómico, generando pequeños fragmentos de ADN que se difunden fuera del 

núcleo, originando una subpoblación celular con contenido de ADN hipodiploide 

fácilmente detectable a través del citómetro de flujo durante el análisis del ciclo 

celular. Esta subpoblación sub-G0/G1 (hipodiploide) aparece en el lado izquierdo de 

los histogramas citométricos de flujo del parámetro único (DAPI; detector de FL-9) y 
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se interpreta como células que experimentan una fragmentación del ADN inducida por 

apoptosis (Dolbeare et al., 1983; Robles-Escajeda et al., 2013). En 2014, Nicolau y 

colaboradores, reportaron que bLf causa arresto del ciclo celular en varias líneas 

celulares de cáncer de seno, sin embargo, esta detención se encontraba en la fase 

G2 para las células MDA-MB-231 (Zhang et al., 2014b), en ese estudio, no se reportó 

fraccionamiento de células en la fase G0/G1. Además, en las células cancerosas de 

cabeza y cuello, rhLf detuvo el ciclo celular en el punto de control G0/G1 (Xiao et al., 

2004). Además, rhLf ocasiona una detención del crecimiento en la transición de G1 a 

S en células MDA-MB-231 (Damiens et al., 1999).  
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Figura 17. Perfil del ciclo celular de células MDA-MB-231 tratadas con rhLf. Los valores de fase S 
muestran un mecanismo dependiente de la dosis. Los porcentajes de células en cada fase se trazan a 
lo largo del eje de las y mientas que los diferentes tratamientos se grafican a lo largo del eje x. Cada 
barra representa el promedio de cuatro réplicas independientes, y las barras de error representan las 
desviaciones estándar correspondientes. A. Fase sub-G0/G1 (hipodiploide, contabilizado como 
subpoblación apoptótica). B. Fase G0/G1 (diploide). C. Fase S (hiperdiploide). D. Fase G2/M 
(tetraploide). E. Histogramas representativos de citometría de flujo empleada para cuantificar las 
distribuciones de las fases del ciclo celular. 
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9.6.5 Desorganización del citoesqueleto en células MDA-MB-231 

mediada por lactoferrina humana recombinante 

De acuerdo con los hallazgos anteriores descritos en este trabajo como la 

fragmentación de ADN e inducción de apoptosis en células de cáncer de seno 

provocadas por rhLf, se decidió investigar con más detalle el posible efecto 

perturbador de rhLf en dos proteínas polimerizadas principales que forman la 

estructura del citoesqueleto, microfilamentos de actina y microtúbulos de tubulina 

(Lázaro-Diéguez et al., 2008), a través de inmunocitoquímica y microscopía confocal. 

Para este propósito, se utilizaron las células MDA-MB-231 y Hs27. La inclusión de las 

células fibroblásticas Hs27 como control se debió a que son más grandes y más 

planas que las células derivadas de cáncer de seno y sus procesos son alargados, 

por lo tanto, los cambios en la estructura de su citoesqueleto son más fáciles de 

detectar visualmente. Las células se expusieron a rhLf. Después de 2 h de 

incubación, en las células MDA-MB-231 tratadas con rhLf, se observó que la forma 

filamentosa de la actina había desaparecido, sin embargo, la señal de Alexa-568 

estaba formando un patrón puntuado abundante finamente distribuido en todo el 

citoplasma de las células; solo están señalando tres de estas agregaciones de actina; 

(Figura 18A; canal Alexa-568). Además, el tamaño de la celda estaba apareciendo 

similar a las células de control (Figura 17D, E y H). Por otro lado, la estructura de 

microtúbulos de las células MDA-MB-231 no pareció verse afectada por el rhLf 

(Figura 18A). No obstante, después de 4 h de exposición a rhLf, la desorganización 

filamentosa de actina fue más acentuada, formando grupos de actina F amorfos más 

grandes y más brillantes (rojo), considerados como agresivos (García-Mata et al., 

1999; Lázaro-Diéguez et al., 2008), localizados hacia la periferia de las células, en 

comparación con células tratadas durante 2 h de rhLf, así como a las células de 
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control (Figura 18A, B, D, E, G). Al mismo tiempo, la contracción del citosol fue 

evidente en el momento de la incubación (4 h; Figura 14B; canal Alexa-568). Hasta 

este punto, la red de interrupción de microfilamento de actina F provocada por rhLf en 

las células MDA-MB-231, se asemeja al perfil de alteración inducida por la 

citocalasina D (Figura 18B, canal C; canal Alexa-568), que también causó grandes 

agregados de F-actina en el citoplasma; sin embargo, estos agregados de actina F 

inducidos por citocalasina D en MDA-MB-231 se localizaron principalmente en el 

espacio de la periferia nuclear (Figura 18C; canal Alexa-568 e imagen combinada). 

  Al analizar el efecto de rhLf en las células Hs27, se observó un patrón similar al 

visualizado en las células MDA-MB-231, los microfilamentos de actina de las células 

Hs27 desaparecieron y se observaron abundantes grupos de actina F puntuados 

abundantes en el citoplasma (flechas blancas; Figura 19A; canal Alexa-568). En las 

células Hs27 tratadas con rhLf, la organización de los microtúbulos no se modificó 

visualmente (Figura 19A; canal Alexa-488). Como era de esperar, las células Hs27 

tratadas con citocalasina D exhibieron una organización de microfilamento 

distorsionada, lo que provocó la formación de agresomas de actina F citoplasmáticos 

(flechas blancas; Figura 19B; canal Alexa-488); tanto las células MDA-MB-231 como 

las Hs27 tratadas con paclitaxel mostraron un acortamiento de los microtúbulos sin 

alterar su forma filamentosa (Figura 18F y 19E; canales Alexa-488), disminuyendo el 

tamaño de la célula. Además, el paclitaxel causó formación de ampollas en las células 

MDA-MB-231 (Figura 18F; flechas blancas). Las células de control tratadas con 

DMSO, tratadas con H2O y sin tratar mostraron una organización inalterada en la 

estructura de microfilamentos y microtúbulos de actina F (Figura 18D, E, H y Figura 

19C, D, F, respectivamente). Por lo tanto, los resultados sugieren que rhLf provocó la 
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desorganización de la arquitectura del citoesqueleto al alterar inicialmente la red de 

microfilamentos de actina F, como lo demuestra el patrón de desaparición de actina 

filamentosa (actina F), concomitante con la formación de agregosomas tanto en MDA-

MB-231 como en células Hs27. Además, los cambios en la agregación de filamentos 

de actina F puntuados ejercidos por rhLf se produjeron de manera dependiente del 

tiempo en células MDA-MB-231. 
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Figura 18. Estructura del citoesqueleto en células MDA-MB-231 tratadas con rhLf. El efecto 
observado en las células tratadas con lactoferrina es dependiente del tiempo de exposición. Las 
estructuras en canal rojo muestran microfilamentos, mientras que en canal verde se observan los 
microtúbulos. De igual manera, las imágenes tomadas mediante microscopía confocal fueron 
fusionadas en tres canales (incluyendo el canal DAPI) para una observación más evidente del daño 
provocado por rhLf. 
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Figura 19. Estructura del citoesqueleto en células Hs27 tratadas con rhLf. Imágenes 

representativas de microscopía confocal de inmunofluorescencia de células Hs27,  
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V. CONCLUSIONES  

1. La lactoferrina humana recombinante mostró tener una actividad 

anticancerígena similar a la activad de lactoferrina humana nativa que se ha 

reportado anteriormente en la literatura.  

 

2. El gen sintético (human lactoferin) que codifica para lactoferrina humana 

recombinante se encuentra integrado en la levadura Pichia pastoris X33 en 

la línea Pp-pIGF5-C2. 

 

3. La línea Pp-pIGF5-C2 expresa, bajo el control del promotor AOX1, lactoferrina 

humana recombinante. La lactoferrina humana recombinante está 

conformada por perfiles de glicosilación ricos en manosa. 

 

 

4. La lactoferrina humana recombinante mostró tener alta especificidad contra 

células de cáncer de seno y células metastásicas de pulmón derivadas de 

cáncer de seno; dicho efecto demostró ser influido por el perfil de 

glicosilación presente en la proteína; además, fue dependiente de la dosis 

del tratamiento. 

 

 

5. La lactoferrina humana recombinante obtenida en el presente trabajo mostró 

una especificidad sumamente baja contra células no cancerígenas derivas 

de epitelio glandular mamario.  
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6. La lactoferrina humana recombinante expresada en el presente trabajo ejerció 

su efecto anticancerígeno a través de la inducción de la vía de apoptosis en 

células de cáncer de seno y el arresto del ciclo celular en la fase S. 

 

7. Los daños morfológicos provocados al citoesqueleto de células de cáncer de 

seno señalan que el efecto de lactoferrina humana recombinante expresada 

en el presente trabajo es dependiente del tiempo de exposición.  

 

8. Los valores obtenidos de SCI demostraron que es posible evaluar el uso de la 

lactoferrina humana recombinante expresada en este trabajo como una 

proteína anticancerígena. 
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VI. PERSPECTIVAS 

1. Evaluar el efecto inmunomodulador de la lactoferrina humana 

recombinante obtenida en este trabajo, así como la posible implicación 

que su perfil de glicosilación pueda tener en tal efecto.  

 

2. Expresar lactoferrina humana recombinante en sistemas de expresión 

que cuenten con diferentes tipos de enzimas glicosiltransferasas para 

obtener diferentes perfiles de glicosilación y evaluar la funcionalidad de 

cada una de ellas.  

 

3. Realizar un análisis de transcriptómica a las células de cáncer de seno 

tratadas con lactoferrina humana recombinante y determinar qué 

proteínas se están expresando bajo el efecto de este tratamiento. 

 

4. Analizar la interacción lactoferrina-receptores en células de cáncer de 

seno tratadas con lactoferrina humana recombinante mediante docking 

molecular y con base a los resultados, evaluar su interacción in vivo. 

 

 

5. Evaluar el efecto de lactoferrina humana recombinante en otras líneas 

celulares cancerígenas.  
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