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1.- CÁNCER 

 
Según datos de la OMS, el cáncer es el responsable de aproximadamente el 

13% del total de defunciones anuales, lo que lo convierte en la segunda causa de 

mortalidad a nivel mundial después de las enfermedades cardiovasculares. Se 

prevé que la mortalidad por cáncer aumentará un 45% entre 2007 y 2030 (se 

pasará de 7,9 millones a 11,5 millones de defunciones) debido en parte al 

crecimiento demográfico y al envejecimiento de la población. Es conocido que 

la mayoría de las muertes por cáncer no se deben a neoplasias primarias, sino 

que estos tumores primarios invaden tejidos y/o vasos sanguíneos adyacentes 

transformándose en carcinomas infiltrantes o tumores secundarios. Esta 

capacidad de formar tumores secundarios en otros lugares del organismo recibe 

el nombre de “metástasis”, y es la causa del 90% de las muertes por cáncer (1). 

Hasta la fecha se han identificado más de 200 tipos de cáncer, que se pueden 

clasificar según el tipo de tejido en el cual se originan en (2): 

 

o Carcinomas: son tumores derivados de tejidos epiteliales. Son los más 

abundantes, aproximadamente un 80%. Se pueden clasificar en carcinomas 

escamosos, que derivan de células epiteliales que sellan la cavidad que 

recubren para proteger el interior de los órganos (cáncer de colon, ovarios, 

próstata, páncreas, estómago, esófago, pulmón) y los adenocarcinomas, que 

derivan de células epiteliales especializadas que secretan sustancias a los 

conductos/cavidades que recubren (cavidad nasal, laringe, esófago, 

cervicales, pulmón). Hay otro tipo de carcinomas que son mezclas de los 

dos anteriores como por ejemplo el carcinoma hepatocelular, el carcinoma 

de células de pulmón o los carcinomas de células renales. 

o Sarcomas: derivan de células del tejido conectivo. No son muy abundantes 

(1%) y todos comparten un origen embrionario común, el mesodermo. 

Derivan de muchos tipos celulares mesenquimales (estroma) como 

fibroblastos, adipocitos, osteoblastos y miocitos. 
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o Leucemias/linfomas: incluyen tumores que derivan de los tipos celulares 

que forman los tejidos productores de sangre así como los del sistema 

inmune, eritrocitos, células plasmáticas y linfocitos B y T. Las leucemias 

son precursores de tejidos hematopoyéticos malignos que se mueven 

libremente y no forman masas tumorales sólidas mientras que los linfomas 

derivan de linajes linfoides, no son circulantes y se agregan en masas 

sólidas en los nódulos linfáticos. 

o Tumores neuroectodérmicos: derivan de la capa externa del embrión. No 

son muy abundantes (aproximadamente un 1,3%), sin embargo muestran 

una mortalidad muy elevada (el 2,5% de todas las muertes). 

o Melanomas: derivan de melanocitos, células pigmentadas de la piel y la 

retina. 

o Carcinoma de pulmón microcítico: deriva de células con propiedades 

neurosecretoras y epiteliales. Su origen es probablemente endodérmico. 

o Tumores desdiferenciados o anaplásicos: no preservan propiedades del tipo 

celular del que derivan. 

 

Después de 60 años de grandes avances, la investigación sobre el cáncer ha 

revelado que ésta no es una enfermad sino un grupo extenso de patologías que 

producen importantes cambios en el genoma (3). El cáncer es causado por 

alteraciones genéticas de una célula parental tumoral. Este daño genético no 

puede corregirse, de tal forma que es un rasgo hereditario de todas las células de 

generaciones subsecuentes. Sin embargo, un solo cambio genético muy rara vez 

es suficiente para el desarrollo de un tumor maligno y muchas evidencias 

demuestran que es un proceso de alteraciones genéticas sucesivas. 

Estas alteraciones genéticas van asociadas a ciertos factores de riesgo 

comunes como el consumo de tabaco y alcohol, dieta inadecuada, falta de 

actividad física, exposición a carcinógenos en el ambiente laboral (por ejemplo, 

el amianto) o en el medio ambiente (por ejemplo, por contaminación del aire en  
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locales cerrados), radiación (ultravioleta o ionizante) y algunas infecciones 

(por ejemplo, hepatitis B o infección por virus del papiloma humano). 

 

El daño genético encontrado en células cancerosas puede ser (4, 5): 

 

o Dominante. Es el producido sobre los genes llamados proto-oncogenes y 

oncogenes. La distinción entre los términos proto-oncogén y oncogén se 

relaciona con la actividad de la proteína producto del gen. Un proto-

oncogén es un gen cuya proteína promueve el crecimiento y división 

celular. Un oncogén es un gen que ha tenido algún daño genético y, por lo 

tanto, produce una proteína capaz de provocar transformación celular. 

El proceso de activación de un proto-oncogén a oncogén puede incluir 

transducción por retrovirus o integración retroviral, mutaciones puntuales, 

mutaciones de inserción, amplificación de genes, traslocación de 

cromosomas y/o interacciones proteína-proteína (6, 7). 

Los proto-oncogenes se pueden clasificar en muchos grupos diferentes 

basados en su función normal dentro de las células o en la homología de 

secuencia con otras proteínas conocidas. Según lo predicho, los proto-

oncogenes se han identificado en todos los niveles de las varias vías de 

transducción de señal que controlan el crecimiento, la proliferación y la 

diferenciación celular. 

o Recesivo. Es el producido sobre genes denominados supresores de tumores, 

supresores de crecimiento, oncogenes recesivos o anti-oncogenes.  

o Genes de microARN. A diferencia de otros genes implicados en cáncer, no 

codifican para ninguna proteína. Los productos de estos genes son simples 

cadenas de ARN de unos 21-23 nucleótidos cuya función es regular la 

expresión de los genes. Una molécula de ARN puede unirse a una molécula 

de ARN mensajero que contenga la secuencia complementaria de un 

microARN. De esta forma el microARN bloquea la traducción de la 

proteína o lo que es lo mismo provoca la degradación del ARN mensajero.  
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El seguimiento de la expresión de estos genes ha permitido la clasificación 

de tumores, su diagnóstico y progresión así como el pronóstico y posible 

respuesta a tratamientos.  

 
En el transcurso de la oncogénesis o carcinogénesis (paso de una célula sana 

a un tumor maligno), la célula puede sufrir hasta seis alteraciones en su 

fisiología (Fig.1), adquiriendo las siguientes capacidades: 

 
o División celular en ausencia de señales externas que estimulan el 

crecimiento. 

Las células de tejidos sanos sólo se dividen si reciben señales externas de 

otras células que estimulan el crecimiento a través de proteínas llamadas factores 

de crecimiento. Estos son detectados en la matriz extracelular (Extra-Cellular 

Matrix, ECM) a través de los llamados receptores de factores de crecimiento que 

pueden ser endoteliales vasculares (Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor, VEGFR) o de la epidermis (Epidermal Growth Factor Receptor, 

EGFR). Estos receptores son proteínas transmembranales que pertenecen a la 

familia de receptores de tirosina quinasas (RTKs). Cuando el EGFR se acopla a 

uno de sus ligandos (EGF, Her2, Neu, ErbB2) se activan ciertas rutas de 

transducción de señales que favorecen la proliferación o inhiben la apoptosis (8). 

Sin embargo, las células tumorales no dependen de estos factores de 

crecimiento externos, sino que producen y segregan dentro de la matriz 

extracelular sus propios factores mitogénicos que finalmente estimularán la 

proliferación. Además, estas células tumorales son capaces de sobreexpresar 

receptores de tirosina quinasas o formar RTKs estructuralmente modificados que 

activan las rutas de transducción de señal incluso en ausencia de la estimulación 

de factores mitógenicos. 

Por otro lado, la oncoproteína Ras que participa en rutas de transducción de 

señales, normalmente permanece en estado de reposo en ausencia de factores de 

crecimiento, sin embargo en el 20% de las células tumorales, esta oncoproteína 

http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor
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está mutada de forma que transmite constantemente señales de estimulación del 

crecimiento (9). 

Todos estos mecanismos hacen que las células neoplásicas proliferen incluso 

en ausencia de factores de crecimiento exógenos. 

 

o Crecimiento en presencia de señales inhibitorias de crecimiento. 

 

Siempre que las células se dividen para construir órganos o tejidos, éstas 

pasan a través de otras células o tejidos. Con el fin de proteger la integridad y la 

función de los mismos, las células transmiten señales de inhibición del 

crecimiento. Este mecanismo llamado “inhibición de contacto” (10) es crucial 

para la viabilidad de todos los organismos superiores. Las células cancerígenas 

han perdido este mecanismo y se dividen incluso en presencia de señales 

inhibitorias del crecimiento (11), por lo tanto las neoplasias pueden invadir e 

incluso destruir tejidos durante su intensa proliferación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Capacidades adquiridas del cáncer (3). 
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o Evasión de apoptosis. 

 

Existen al menos dos tipos de muerte celular, necrosis y apoptosis (muerte 

celular programada). La apoptosis es un proceso estrictamente regulado, que 

juega un papel muy importante en el desarrollo, morfogénesis, remodelación de 

tejidos y respuesta inmunitaria, mediando la eliminación ordenada de células 

viejas o dañadas. Al contrario que las células necróticas que pueden provocar 

una reacción inflamatoria, las células apoptóticas se eliminan de forma discreta 

principalmente por fagocitosis. Además la apoptosis se distingue por unos rasgos 

morfológicos y bioquímicos característicos que incluyen contracción celular, la 

fragmentación del ADN nuclear y la globulación de las membranas celulares 

(12). 

En células y tejidos de organismos multicelulares, la desregulación de la 

apoptosis o una resistencia a la misma puede dar lugar a una proliferación 

celular excesiva y una alta acumulación de células que contribuye al desarrollo 

de tumores y enfermedades autoinmunes (13). Por lo tanto, la resistencia de las 

células tumorales a la apoptosis es esencial para el desarrollo futuro del cáncer. 

Esta hipótesis se confirma por el hecho de que la sola proliferación 

descontrolada no es suficiente para la formación del tumor, ya que por el 

contrario conduciría a la muerte celular (12). Por lo tanto, la progresión del 

tumor requiere además de la expresión de proteínas que promuevan la 

proliferación celular, la expresión de proteínas antiapoptóticas o la inactivación 

de proteínas proapoptóticas esenciales (14).  

Bcl-2 fue la primera proteína implicada en la regulación de la apoptosis 

caracterizada molecularmente. Se tardó varios años en conocer cómo esta 

proteína ejercía su efecto anti-apoptótico. Hockenbery en 1990 demostró que 

esta proteína podía suprimir la producción de especies reactivas del oxígeno en 

la mitocondria sugiriendo que los efectos anti-apoptóticos se producían a nivel 

de orgánulos subcelulares (15). Posteriormente se demostró que Bcl-2 era capaz 

de inhibir la liberación de citocromo c uniéndose a una proteína proapoptótica 

BAX. El citocromo c tiene un papel crucial para la activación de las caspasas 9 y 
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3, que intervienen a su vez en la activación del proceso apoptótico (16). Durante 

la década de los 90 creció el número de miembros de la familia de Bcl-2 

implicados en la regulación de apoptosis y se descubrió que proteínas que tenían 

sólo un dominio BH3 tales como BIM (también conocida como Bcl2L11), 

podían interaccionar con Bcl-2 para permitir la liberación de BAX y así permitir 

la liberación de citocromo c a la mitocondria (Fig. 2) (13). 

Además de la familia de Bcl-2, se identificaron otros muchos oncogenes y 

supresores de tumores que estaban implicados en la regulación de la apoptosis. 

Entre ellos cabe destacar el oncogén MYC y el supresor de tumor p53. MYC es 

capaz de transformar y sensibilizar a las células en condiciones no favorables 

para ello, aumentando la proliferación celular lo que induce apoptosis. Quizás el 

ejemplo más famoso de gen supresor es TP53, que es el gen que aparece mutado 

con más frecuencia (50%) en cánceres humanos y que codifica la proteína p53 

también llamada el “guardián del genoma” (17). En 1991, se demostró que la 

expresión de p53 en células leucémicas inducía apoptosis (18). Posteriormente 

también se comprobó que p53 regulaba la expresión de muchas proteínas clave 

en la  regulación de apoptosis como por ejemplo BAX, BIM, NOXA o PUMA 

(19-22). 

Por otro lado, también fue de particular interés la idea de tratar tumores con 

anticuerpos específicos. En el grupo de Krammer (German Cancer Research 

Center, Heidelberg), consiguieron producir un anticuerpo monoclonal que 

inducía apoptosis en células linfoides. Al antígeno reconocido por este 

anticuerpo se le llamó FAS/CD95 (23). Como se dijo anteriormente, las células 

cancerígenas desarrollan ciertas estrategias que inhiben la apoptosis incluso en 

condiciones en las que normalmente estaría activada, por ejemplo contienen 

mutaciones en el gen CD95 incrementando la síntesis de factores antiapoptóticos 

como Bcl-2, FLIPs, IAPs, survivin y también mutaciones que provocan la 

pérdida de funcionalidad en genes pro-apoptóticos tales como BAX (1). En la 

Fig. 2 se describe con detalle la ruta de señalización y regulación de apoptosis 

(13). 
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Figura 2. Ruta de señalización y regulación de apoptosis (13). 

 

o Neoangiogénesis 

 
La angiogénesis es la formación de nuevos vasos sanguíneos desde el 

endotelio de otros vasos ya existentes y es fundamental en el crecimiento de 

tumores, progresión y metástasis (24). En condiciones fisiológicas normales es 

un proceso esencial que incluye cicatrización de heridas, reparación de tejidos, 

reproducción, crecimiento y desarrollo. Los tejidos que son particularmente 

activos y proliferan muy rápidamente como es el caso de los tejidos tumorales, 

requieren una buena conexión con el sistema circulatorio ya que les garantiza un 

suministro adecuado de nutrientes y oxígeno y les asegura un drenaje eficiente 

de metabolitos y productos de desecho que provienen de las rutas metabólicas 

(25). 

En 1945, Algire y Chalkley (26), fueron los primeros en concluir que el 

crecimiento de un tumor sólido estaba en estrecha relación con el desarrollo de 

vascularización propia. El proceso de vascularización de un tumor se definió con  
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el término de “neoangiogénesis”. Además de que este proceso es necesario para 

el crecimiento de un tumor primario, la metástasis depende de la 

neovascularización en dos de sus etapas fundamentales: la primera, cuando las 

células tumorales malignas abandonan un tumor primario y penetran en el 

interior del torrente sanguíneo y la segunda, después de la llegada a otro tejido u 

órgano, para poder proliferar y formar un tumor secundario. 

En 1970, el cirujano Folkman (27) fue el primero en sugerir que la 

inhibición de la formación de nuevos vasos sanguíneos permitiría frenar el 

crecimiento de un tumor e incluso la disminución de su tamaño. La base 

fisiológica de esta hipótesis es que un tumor no puede crecer más de 1-2 mm3 

(~107 células) sin vascularización propia. Sin embargo, antes de producir 

neoangiogénesis, las células cancerígenas de un tumor primario pueden 

permanecer en un periodo de inactividad que puede durar años (28). 

Actualmente se sabe que este proceso está muy bien regulado por un 

equilibrio entre factores pro- y anti-angiogénicos (Fig. 3) (29, 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Balance entre factores pro- y anti-angiogénicos en la regulación de 

la angiogénesis (25). 

 

Cuando los factores proangiogénicos superan el efecto de las moléculas 

antiangiogénicas, los tumores adquieren un fenotipo angiogénico que permite la 

formación de nuevos vasos sanguíneos (31). Este fenotipo angiogénico es el 

paso clave por el que una lesión microscópica puede transformase en una gran 

masa con propiedades metastásicas. La expresión de proteínas derivadas de 
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oncogenes, así como un gran número de factores de estrés celular tales como 

hipoxia, bajo pH, privación de nutrientes o inductores de oxígeno reactivo, son 

muy importantes en la estimulación de señales angiogénicas (30). Los capilares 

sanguíneos están formados por las células endoteliales y la membrana basal; 

cuando los factores angiogénicos producidos por las células tumorales se unen a 

los receptores de las células endoteliales se inicia la secuencia de etapas 

angiógenicas o también llamada “cáscada angiogénica” que incluye una fase de 

activación y una de resolución. Cuando se estimula el crecimiento de las células 

endoteliales, éstas segregan proteasas y otras enzimas que digieren la membrana 

basal que rodea a los vasos sanguíneos. Esta rotura de la matriz extracelular 

permite la liberación de factores proangiogénicos y por tanto la formación de 

nuevos capilares. La etapa de resolución es aquella en la que se produce la 

maduración y estabilización de los nuevos capilares sanguíneos (25). La 

angiogénesis, por tanto, es el resultado de una serie de procesos celulares y 

moleculares que inducen la migración, proliferación y diferenciación de células 

endoteliales dentro de nuevos capilares que seguidamente pueden desarrollarse y 

formar vasos sanguíneos más grandes. 

 

o Potencial infinito de replicación 

 

Hayflick demostró que las células humanas en cultivos celulares paran de 

crecer y por lo tanto mueren después de ~50 mitosis (32). A este proceso se le 

llama “senescencia”. La causa principal de este proceso es el acortamiento 

progresivo de los telómeros que representan los extremos de los cromosomas. Se 

pierden entre 50-100 pares de bases de ADN telomérico en cada replicación, 

provocando inevitablemente la muerte celular. En células cancerosas se expresa 

una enzima llamada telomerasa que se caracteriza por solucionar el problema del 

acortamiento de los telómeros añadiendo secuencias repetitivas teloméricas 

manteniendo así la integridad de los mismos (33) o bien porque se activa un 

mecanismo llamado ALT (alargamiento alternativo de los telómeros) dónde los 

telómeros mantienen su longitud por recombinación mediante cambios de 

información de secuencia entre cromosomas (34). La telomerasa, por tanto, 
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protege a las células cancerosas de la muerte apoptótica y estimula la continua 

proliferación y por tanto la inmortalización. 

 
o Invasión y metástasis 

 
La metástasis se puede definir como la capacidad que tienen algunas células 

cancerosas de abandonar un tumor primario y desplazarse a través de vasos 

sanguíneos o linfáticos a otros tejidos y formar un tumor secundario (35-37). La 

metástasis se puede producir en distintos órganos, a distinta velocidad y el 

tratamiento clínico es diferente dependiendo del tipo de cáncer. Así por ejemplo, 

el cáncer de mama tiende a producir colonias metastásicas en muchos tejidos del 

cuerpo incluyendo tejidos del cerebro, hígado, huesos y pulmones, los tumores 

de próstata a menudo tienden a producir metástasis en los huesos, mientras que 

los carcinomas de colon tienden a formar nuevas colonias preferentemente en el 

hígado (Tabla 1) (38, 39). Sin embargo, la capacidad de invasión y metástasis no 

es del todo entendida. Por ejemplo, hay algunos cánceres como los melanomas 

que tienen una alta probabilidad de metástasis mientras que otros como los 

carcinomas escamosos de la piel y tumores de células gliales del cerebro, que 

rara vez producen tumores secundarios (1, 39). 

Por otro lado, la relación entre el tamaño del tumor primario y el riesgo de 

metástasis tampoco es muy clara. Normalmente se relaciona el tamaño de un 

tumor primario con la mayor probabilidad de desarrollar metástasis. Así, por 

ejemplo, se han realizado estudios que indican que el 22% de las mujeres con un 

cáncer primario de pulmón de menos de 1 cm, eventualmente desarrollaron 

metástasis. Sin embargo, el 77% de las mujeres con un tumor de más de 8 cm 

desarrollaron metástasis durante su enfermedad (40). Además hay otras 

evidencias que constatan este hecho, por ejemplo que solo un 4% de los tumores 

cerebrales de menos de 1 cm de diámetro tienen mutaciones en p53, mientras 

que un 42% de los tumores con un diámetro mayor de 3 cm tienen dichas 

mutaciones. Sin embargo, a veces, incluso tumores primarios en fase inicial 

pueden desarrollar micrometástasis que pueden difundirse por todo el 

organismo, aunque rara vez terminan siendo tumores secundarios sólidos y de 
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gran relevancia clínica. En base a estas afirmaciones se establecieron dos 

modelos de metástasis (41): modelo de progresión lineal y modelo de progresión 

paralelo. En el modelo lineal (42), la habilidad de un tumor primario por 

producir metástasis solo se adquiere después de un determinado número de 

mutaciones y alteraciones genéticas, cuando las células son capaces de proliferar 

relativamente de una forma autónoma y a una velocidad competitiva; por tanto 

esta habilidad está limitada a los tumores de mayor tamaño. En el modelo 

paralelo (43), las células individuales cancerosas tanto de tumores grandes como 

pequeños tienen la habilidad de producir metástasis y esta habilidad se desarrolla 

mucho antes de que los primeros síntomas del cáncer aparezcan o de que el 

tumor primario pueda ser diagnosticado. La progresión paralela no cuestiona los 

mecanismos de crecimiento del cáncer, como la selección de clones con 

aptitudes competitivas o la acumulación de alteraciones genéticas, sin embargo 

la difusión de células cancerosas por el organismo no se produce en las etapas 

finales de un tumor primario (44). 

 

Tabla 1. Principales lugares de metástasis según el tipo de cáncer (38). 

 

Tipo de tumor Principales lugares de metástasis 

Mama Huesos, pulmones, hígado y cerebro 

Adenocarcinoma Cerebro, huesos, glándula suprarrenal e hígado 

Melanoma de la piel Pulmones, cerebro, piel e hígado 

Colon Hígado y pulmones 

Páncreas Hígado y pulmones 

Próstata Huesos 

Sarcoma Pulmones 

Melanoma ocular Hígado 
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La metástasis ocurre a través de una serie de pasos complejos definidos 

como la cascada metastásica (Fig 4) (45). En primer lugar, las células cancerosas 

se separan de un tumor primario e invaden tejidos sanos adyacentes. Para ello, 

segregan enzimas que rompen las paredes de la matriz extracelular, facilitándose 

así la migración. A la invasión le sigue la intravasación, fenómeno por el que las 

células tumorales se unen y segregan enzimas proteolíticas que les permiten su 

infiltración en un nuevo vaso sanguíneo o linfático. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Principales pasos en la formación de la metástasis (45). 

 

Una vez que estas células han llegado al lumen de un vaso sanguíneo o 

linfático, las células cancerígenas pueden viajar individualmente con la sangre o 

la linfa a otras áreas del cuerpo. Sin embargo, la circulación a través de estos 

vasos sanguíneos o linfáticos no es un proceso favorable; las células cancerosas 

al igual que las células sanas normales, pueden continuar su desplazamiento a 

través de estos vasos sanguínesos o linfáticos dependiendo de su anclaje a un 
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sustrato sólido como por ejemplo la matriz extracelular, por lo tanto el 

desprendimiento de la misma le puede ocasionar la muerte (llamada “muerte de 

anoikis"). Por otro lado, la sangre representa un medio hostil para las células 

cancerosas; la fuerza hidrodinámica puede ser muy grande, sobre todo en vasos 

sanguíneos pequeños, y puede desgarrar estas células. En el transcurso del siglo 

pasado se hicieron repetidos estudios que documentaron la presencia de células 

metastásicas dentro de pequeños coágulos llamados microtrombos, 

microembolia o tromboembolia; éstos se forman porque grupos de plaquetas y 

células de la sangre roja se adsorben sobre la superficie de células tumorales 

individuales o grupos de las mismas dentro de los vasos sanguíneos. 

Algunos modelos experimentales de metástasis en ratones indican que la 

supervivencia de una célula metástasica es mucho mayor si se forman estos 

microtrombos ya que usan las plaquetas como vehículos protectores dentro del 

torrente sanguíneo (46-48). Si las células cancerosas sobreviven y consiguen 

acceder a vasos sanguíneos más grandes del sistema venoso, éstas viajarán 

dentro del torrente sanguíneo hacia el corazón y quedarán atrapadas con mucha 

probabilidad (debido a la diferencia de tamaño) en el primer grupo de capilares 

que encuentren después de su paso por el corazón; en la mayoría de los casos se 

quedan en los lechos capilares de los pulmones donde crean nuevas colonias. Sin 

embargo, se pueden encontrar metástasis en cualquier parte del cuerpo, lo que 

indica que con frecuencia, las células tumorales logran escapar de los pulmones 

y viajan hacia otras partes del cuerpo.  

Una vez que las células cancerosas quedan atrapadas en los vasos 

sanguíneos o capilares de algún tejido, éstas deben salir del interior de estos 

vasos y penetrar en el tejido circundante. A este paso de la cascada metastásica 

se le conoce con el nombre de “extravasación”. Este proceso depende de 

interacciones complejas entre las células cancerosas y las paredes de los vasos 

en los que estas células han quedado atrapadas. El microtrombo atrapado en el 

capilar desplaza a las células endoteliales de la pared del capilar, por lo que entra 

en contacto directo con la parte interior de la membrana basal del mismo; 

posteriormente las células de la sangre encargadas de disolver los coágulos 
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 disuelven el microtrombo y las células cancerosas proliferan dentro del vaso 

sanguíneo. Después de un tiempo, algunas células cancerosas rompen la 

membrana basal del capilar e invaden el tejido adyacente (49). 

Finalmente, la colonización en el nuevo tejido representa el paso más 

complejo y el mayor desafío para las células cancerosas, dentro de la cascada 

metastásica. Esto es debido a que el entorno del nuevo tejido no les proporciona 

los mismos factores de crecimiento y supervivencia que tenían sus células 

progenitoras en el tumor primario. Por tanto, es muy probable que estas células 

cancerígenas mueran o en el mejor de los casos para ellas, se quedan como 

células individuales o forman pequeños grupos de células, llamadas 

micrometástasis, que solamente pueden ser detectadas microscópicamente y rara 

vez aumentan su tamaño. Pueden pasar largos periodos de tiempo hasta que 

algún pequeño grupo de células cancerosas adquieren la capacidad de crecer y 

formar una masa detectable clínicamente (39). Las células que lo consiguen 

proliferan en su nuevo asentamiento, producen neoangiogénesis para asegurarse 

suficiente vascularización y forman un nuevo tumor, llamado tumor secundario 

(1). 

Realmente, el proceso de invasión y metástasis es un proceso muy 

ineficiente y la probabilidad de que una célula individualmente complete todos 

los pasos con éxito es muy baja, por lo tanto en este proceso se seleccionan las 

células tumorales más agresivas (39). 

 

2.- PROTEÍNAS IMPLICADAS EN METÁSTASIS Y ANGIOGÉNESIS 

 
2.1.- Proteínas implicadas en angiogénesis. 

 

La angiogénesis, como se ha descrito anteriormente, es un proceso complejo 

que está regulado por un delicado equilibrio entre diferentes moléculas 

proangiogénicas y antiangiogénicas (Fig. 3). Estas moléculas son liberadas al 

medio por distintas células tumorales tales como células endoteliales, 

macrófagos, plaquetas, mastocitos y componentes del estroma. Entre las 

moléculas que inducen angiogénesis o proangiogénicas se pueden destacar los 
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factores de crecimiento vasculares endoteliales (VEGF), factores de crecimiento 

para fibroblastos básico (b-FGF), factores de crecimiento de la epidermis (EGF), 

interleuquina 8 (IL-8) y factores de crecimiento transformantes β (TGF-β). 

Además, las plaquetas son capaces de liberar un gran número de moléculas 

proangiogénicas tales como VEGF-A, factores de crecimiento derivados de 

plaquetas (PDGF), bFGF, EGF, angiopoyetina-1 y heparanasa (25, 50, 51).  

 

o Familia de VEGF 

 
Los factores de crecimiento vasculares endoteliales (VEGF) son una de las 

citoquinas con mayor potencial angiogénico y fueron descubiertas y clonadas 

por primera vez por Napoleone Ferrara en 1989 (52). Los VEGF están 

implicados en la supervivencia de células endoteliales durante la formación de 

nuevos vasos sanguíneos. Además inducen la expresión de proteasas que 

producen la degradación de la matriz extracelular (ECM), proceso necesario para 

la migración de estas células endoteliales. Estas moléculas son también potentes 

estimuladores de la permeabilidad vascular permitiendo el posicionamiento de 

las fibrinas dentro de la ECM, que posteriormente servirán como peldaños para 

la formación de una nueva red de vasos sanguíneos (53). 

La familia de VEGF está formada por seis factores de crecimiento, VEGF-

A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, el factor de crecimiento de la 

placenta (PlGF) y tres receptores, VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) y 

VEGFR-3 (Flt-4) (54, 55). El mecanismo de acción de cada uno de los VEGF 

está descrito en la Tabla 2. El VEGF-A está implicado principalmente en 

angiogénesis mientras que VEGF-C y VEGF-D están implicados en 

linfoangiogénesis. Se ha demostrado recientemente que VEGF-B está más 

involucrado en la supervivencia de los vasos sanguíneos que en el proceso de 

angiogénesis (56). 

 

Los VEGFR son receptores de tirosina quinasa transmembranales que se 

caracterizan por tener siete dominios de inmunoglobulinas en su región 
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extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular de tirosina 

quinasa (57). 

 

                   Tabla 2. Mecanismo de acción de los VEGF (58). 

Tipo de VEGF Mecanismo de acción 

VEGF-A Angiogénesis fisiológica y tumoral 

VEGF-B 
Vasculogénesis y activación de enzimas que invaden las células 

endoteliales 

VEGF-C Linfoangiogénesis y angiogénesis tumoral 

VEGF-D Angiogénesis 

VEGF-E Mitosis de las células endoteliales y angiogénesis 

 

 

La unión de los VEGF a los receptores provoca la activación de los 

dominios tirosina quinasa iniciándose la cascada de señales que desencadena la 

angiogénesis. VEGFR-1 y VEGFR-2 se expresan en células endoteliales y son 

dos importantes mediadores de angiogénesis mientras que VEGFR-3 se expresa 

en células endoteliales linfáticas y está implicado en linfoangigénesis (25, 51). 

VEGFR-1 es un receptor de VEGF-A y también tiene la capacidad de unirse a 

VEGF-B y PlGF (59-61). Este receptor es muy importante para el desarrollo de 

angiogénesis (62, 63), sin embargo su función específica no ha sido bien 

definida. VEGFR-2 es el regulador de angiogénesis más importante y media la 

mayoría de los efectos angiogénicos de VEGF-A, incluyendo la permeabilidad 

vascular, la proliferación, migración y supervivencia de las células endoteliales 

(64-66). El papel de VEGFR-2 en oncogénesis está bien definido y se ha 

demostrado que la inhibición de éste in vivo frena el crecimiento del tumor en 

ratones (67) (Fig. 5). 
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Figura 5. Isoformas de VEGF y posibles sitios de unión a VEGFR-1, VEGFR-

2, y VEGFR-3 (25). 

 

o Angiopoyetinas 

 
Las angiopoyetinas (Ang-1–Ang-4) están implicadas en la generación de 

nuevos vasos sanguíneos en muchos tipos de tumores y juegan un papel 

importante en el mantenimiento, crecimiento y estabilización de los vasos 

sanguíneos (68, 69). Las Ang-1 y Ang-2 son las angiopoyetinas mejor 

caracterizadas de las cuatro y ambas son citoquinas que ejercen su función 

biológica mediante la unión al receptor Tie-2 (70). Ang-1 promueve la 

supervivencia de las células endoteliales y estabilización de los vasos 

sanguíneos mediante la contracción de pericitos. En contraste, Ang-2, induce 

desestabilización vascular a altas concentraciones y se expresa en lugares de 

remodelación vascular lo que conlleva la inducción de angiogénesis e invasión 

de tumores. En presencia de VEGF, esta desestabilización induce una respuesta 

angiogénica. La expresión de Ang-1 está restringida normalmente a células 

tumorales mientras que Ang-2 se ha encontrado también en microvasos 

sanguíneos. En muchos casos, el nivel de Ang-1 que expresan las células 
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tumorales permanece inalterado mientras que Ang-2 incrementa su expresión 

particularmente en tumores con alto nivel de vascularización (25).  

 

o Factores de crecimiento para fibroblastos (FGFs). 

 
Los factores de crecimiento para fibroblastos constituyen una familia de 

más de veinte polipéptidos que están implicados en una gran variedad de 

procesos biológicos que incluyen la proliferación de células endoteliales, 

diferenciación celular, migración y angiogénesis (71-73). Los factores de 

crecimiento para fibroblastos ácido y básico (a-FGF o FGF-1 y b-FGF o FGF-2 

respectivamente) son los miembros prototipo de esta familia (74). 

En la actualidad se sabe que su mecanismo de acción involucra un sistema 

receptor dual que implica en primer lugar la interacción extracelular del FGF 

con un fragmento oligosacarídico tipo heparina o heparán sulfato (o receptor de 

baja afinidad) que proporciona a la proteína estabilidad frente a agentes 

desnaturalizantes (75-78) y, mediante un mecanismo que aún no se conoce, con 

un receptor proteico transmembranal con actividad de tirosina quinasa 

denominado “receptor de alta afinidad” (FGFR). Una vez formado el complejo 

ternario, se transmite la señal a través de la membrana y se inicia la respuesta 

celular (79). 

 

o Otros factores pro-angiogénicos 

 
El mecanismo de acción de los factores de crecimientos derivados de 

plaquetas (PDGF) no es muy conocido hasta el momento. Sin embargo, se sabe 

que estimulan la angiogénesis in vivo y algunos experimentos con ratones 

sugieren que estos PDGF están implicados en el reclutamiento de pericitos 

necesarios para el desarrollo de capilares en tumores y además que intervienen 

en el proceso de envejecimiento vascular (80, 81). La señalización de paracrinas 

PDGF está implicada en cánceres epiteliales (80-83) mientras que la 

señalización de autocrinas PDGF es característica de tumores como leucemias 

(84), gliomas (85) y sarcomas (86).  
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Los factores de crecimiento transformantes β (TGF-β) están considerados 

como factores pro- y anti-angiogénicos. Durante la fase inicial de la 

tumorigénesis, TGF-β inhibe el crecimiento y desarrollo del tumor ya que frena 

la proliferación celular e induce apoptosis. En fases finales, el tumor llega a ser 

resistente a la actividad supresora de TGF-β, iniciando su papel pro-

angiogénico (87). 

Hay otros factores como el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), el factor 

de crecimiento transformante α (TGF-α), el factor de crecimiento de la 

epidermis (EGF) y los factores estimulantes de colonias (CSFs) entre otros que 

también están involucrados en el proceso de angiogénesis (88, 89). 

 

o Factores anti-angiogénicos 

 

Sin embargo, la presencia de factores angiogénicos no es suficiente para 

iniciar el proceso de nueva vascularización, ya que también hay que tener en 

cuenta el efecto de un gran número de moléculas que inhiben la angiogénesis. 

Entre las moléculas antiangiogénicas se pueden destacar la trombospondina-1 

(TSP-1) y la endostatina/angiostatina entre otras. 

 

- Trombospondina-1  

 
TSP-1 es una glicoproteína trimérica de 450 kDa que se descubrió en 1971. 

Esta proteína se encuentra almacenada en altas concentraciones en los gránulos 

de las plaquetas y constituye el 25% de las proteínas que segregan estas células 

(90), participando en la agregación de las mismas y en la formación de coágulos 

(91). Además, otros tipos de células producen TSP-1, muchas de ellas se 

encuentran en la matriz extracelular. Se han descrito gran variedad de funciones 

para esta proteína, entre ellas efectos de adhesión celular, migración, 

proliferación y angiogénesis. CD36 es un receptor celular muy importante para 

TSP-1 en el endotelio microvascular y necesario para su función 

antiangiogénica (92). La interacción entre TSP-1 y CD36 activa una secuencia 

de eventos intracelulares que desencadenan la apoptosis de las células 
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endoteliales. Además de los efectos angiogénicos mediados por la interacción 

con este receptor, TSP-1 puede inhibir la angiogénesis porque es responsable de 

modular los niveles de ciertas metaloproteasas MMP-2/9 responsables de la 

degradación de la matriz extracelular, proceso clave en angiogénesis. Sin 

embargo el papel de TSP-1 en angiogénesis genera ciertas controversias. Hay 

algunas enzimas como la trombina, plamina y tripsina que generan dos 

fragmentos de TSP-1 de 25 y 140 kDa. Aunque su actividad antiangiogénica 

mediada por la interacción con el receptor CD36 está localizada en el fragmento 

de 140 kDa, se ha encontrado un efecto proangiogénico en el fragmento que une 

a heparina de 25 kDa (25). 

 

-  Otros factores anti-angiogénicos 

 
La angiostatina es un fragmento plasminógeno de 38 kDa que inhibe la 

producción de nuevos vasos sanguíneos en tumores e induce apoptosis en las 

células endoteliales. Además, inhibe la mejora de la matriz extracelular y la 

activación del plasminógeno t-Pa, lo que permite la migración y la invasión de 

las células endoteliales, proceso clave en angiogénesis (93). La endostatina es 

una citoquina que se genera por la rotura de un fragmento de 20 kDa de 

colágeno XVIII, un proteoglicano que se encuentra en las paredes de los vasos 

sanguíneos y las membranas basales. Actúa inhibiendo la migración de las 

células endoteliales e induce apoptosis y el fin del ciclo celular (58). La 

vasostatina es el extremo N-terminal de calreticulina y constituye un potente 

inhibidor de angiogénesis junto con PF-4 que se utilizan como un único péptido 

recombinante en el desarrollo de nuevos medicamentos (94). La osteopontina es 

una glicoproteína fosforilada implicada en angiogénesis, crecimiento de 

tumores, invasión, metástasis y cicatrización de heridas y su sobreexpresión se 

ha asociado a los cánceres de mama más agresivos (95). Los tejidos inhibidores 

de metaloproteasas (TIMP) comprenden una familia de 4 proteasas: TIMP-1, -2, 

-3, -4. Estos inhiben las metaloproteasas y juegan un papel importante en 

supresión de metástasis. Mutaciones en el gen TIMP-3 causan la distrofia de 
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fondo de ojo que se caracteriza por la neovascularización y pérdida de visión 

(96). 

 

2.2.- Quimioquinas 

 
Otra importante familia de proteínas que merecen ser mencionadas son las 

quimioquinas. Esta familia consta de aproximadamente 50 citoquinas 

quimioestáticas de bajo peso molecular (8-14 kDa) que están implicadas en 

diferentes procesos biológicos tales como la migración de leucocitos, 

embriogénesis, angiogénesis, hematopoyesis, aterosclerosis, crecimiento de 

tumores y metástasis e infección de HIV (97, 98). Todas ellas se caracterizan 

por tener una estructura similar basada en la conservación de los residuos de 

cisteína así como por su capacidad de unirse a receptores llamados GPCR 

(receptores acoplados a proteínas G) (99). Se pueden clasificar en 4 subgrupos 

dependiendo de la posición de los residuos de cisteína que se conservan en la 

parte amino terminal de estas proteínas: CXC, CC, CX3C y C, siendo los CC y 

CXC los más comunes (100). La posibilidad de que varias quimioquinas puedan 

unirse al mismo receptor y una quimioquina pueda unirse a distintos receptores, 

crea múltiples combinaciones dando lugar a funciones biológicas muy diversas 

(101). 

 

o Quimioquinas que regulan angiogénesis:  

 
Las quimioquinas pueden influir de una manera indirecta sobre el 

crecimiento de tumores y por lo tanto promover la angiogénesis (Fig. 6). Las 

moléculas responsables de esta función son proteínas con sitio de unión a 

heparina que pertenecen a la subfamilia de quimioquinas CXC. Estas proteínas 

reciben este nombre porque mantienen las cuatro cisteínas conservadas, estando 

las dos primeras separadas por otro aminoácido no conservado (97, 102). La 

actividad biológica de esta familia depende de un segundo dominio estructural y 

su unión a receptores específicos. Los extremos N-terminal de varias 

quimioquinas CXC contienen un motivo altamente conservado formado por 

Glu-Leu-Arg (motivo ELR o ELR+) que precede a la primera cisteína que se 
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conserva en este tipo de proteínas. Las quimioquinas CXC ELR+ son potentes 

promotores de angiogénesis, mientras que las quimioquinas CXC que no tienen 

este motivo ELR (quimioquinas CXC ELR-) son potentes inhibidores de 

angiogénesis (103). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Regulación del crecimiento tumoral y angiogénesis por quimioquinas (101) 

 

 

Las quimioquinas CXC ELR+ interaccionan con receptores CXCR2 (por 

ejemplo CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8) que por un lado liberan al medio 

macrófagos que se infiltran en las células cancerígenas contribuyendo al 

crecimiento del tumor y por otro lado, producen factores de crecimiento como 

bFGF y VEGF que inducen angiogénesis. A la inversa, las quimioquinas CXC 

ELR- se unen a receptores CXCR3 (CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CCL21 de 

ratón) que interaccionan directamente con el endotelio reclutando células T o 

NK que destruyen la vascularización. 

 

o Implicación de quimioquinas en metástasis 

 
La invasión de las células tumorales a través de la matriz extracelular y la 

entrada dentro de la circulación sanguínea implica el desprendimiento celular, la 

movilidad hacia la matriz extracelular y la degradación de las membranas 

basales que son procesos que dependen de una gran variedad de enzimas que 
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incluyen metaloproteasas (MMPs) y serina y cisteína proteinasas. Las 

quimioquinas activan muchas células tumorales que producen estas proteinasas. 

La expresión de CXCL8 en células de melanomas humanos induce la activación 

transcripcional de la expresión del gen que codifica para MMP-2 (un tipo de 

colagenasa IV) aumentando la actividad colagenasa dentro del tumor y por tanto 

incrementando el poder de invasión de estas células (104). En cáncer de próstata, 

la sobrexpresión de CXCL8 induce la expresión de MMP-9 aumentando la 

capacidad de invasión y metástasis de estas células cancerosas en ratones (105). 

Las quimioquinas CC también juegan un papel importante en el paso de 

reclutamiento de fagocitos que a su vez liberan proteinasas que promueven la 

invasión de células cancerígenas.  

Otro grupo importante de receptores de estas quimioquinas son los CXCR4 

que se encuentran sobre la superficie de células de cáncer de mama. Los 

ligandos de este receptor se pueden encontrar en células de cáncer de pulmón, 

hígado y huesos, incrementándose el riesgo de metástasis en estos órganos. 

Además se ha encontrado que CXCR4 es vital para la metástasis de los nodos 

linfáticos de melanomas y carcinomas de mama (106, 107). Estos resultados 

entre otros, apoyan la hipótesis de que ciertas quimioquinas y sus receptores 

dirigen el destino de distintas células tumorales metástasicas.  

 

2.3.- Proteínas que intervienen en el proceso de invasión y en la transición 

epitelial-mesenquimal (EMT). 

La organización de los distintos niveles dentro de una célula epitelial es 

incompatible con la motilidad y la invasividad que caracterizan a las células 

cancerígenas. Para adquirir estas características, las células de un carcinoma 

sufren una serie de alteraciones, pudiendo cambiar su fenotipo epitelial a 

mesenquimal (proceso conocido como EMT). Por ejemplo, en muchos tumores 

primarios con propiedades invasivas, se reduce la adhesión intercelular, debido 

muy a menudo, a la pérdida de la expresión de E-cadherina, una proteína que 

media la interacción y la adhesión célula-célula. En una célula sana, la cola 

citoplasmática de la E-cadherina se mantiene unida a la “actina de citoesqueleto” 



                                                                                                                       

 

 

 

Introducción                                                                                            41            

 

                                                                                                                     

(una de las actinas que se encargan de mantener las uniones entre células). Esta 

unión se mantiene a través de α-catenina y β-catenina (1, 108). Cuando la 

expresión de E-cadherina disminuye, gran cantidad de β-catenina queda libre en 

el citosol. Ésta puede posteriormente migrar al núcleo celular dónde puede 

unirse a factores de transcripción como Tcf/LEF que promueven la EMT (1).  

Además, durante EMT, se produce la expresión de vicentina, un componente 

filamentoso de la célula mesenquimal citoesqueleto de actina. Por otro lado, las 

células epiteliales bajo este proceso EMT, segregan fibronectina, una proteína de 

la matriz extracelular que normalmente es fabricada por células mesenquimales 

como por ejemplo los fibroblastos. Al mismo tiempo, se segrega un marcador de 

fibroblastos, la N-cadherina en lugar de E-cadherina. Todas las alteraciones que 

se producen durante EMT vienen descritas en la Tabla 3. 

 

Tabla 3. Alteraciones producidas en las células epiteliales de un carcinoma 

durante EMT. 

Pérdida de: 

Expresión de citoqueratina 

Expresión de E-cadherina 

Polaridad de la célula epitelial 

Adquisición de: 

Forma de fibroblastos 

Motilidad 

Invasividad 

Programa de expresión de genes mesenquimales 

Expresión de N-cadherina 

Secreción de proteasas como MMP-2 y MMP-9 

Expresión de vicentina 

Secreción de fibronectina 

Expresión de receptores de PDGF 

Expresión de integrina avB6 
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2.4.- Papel que juegan las proteínas CD44 en el proceso de metástasis 

 

Las proteínas CD44 son una clase de glicoproteínas de membrana que se 

encuentran sobre la superficie de varias células y juegan un papel vital en la 

adhesión celular, migración y en la regulación del tráfico de linfocitos (109). Las 

CD44 actúan como receptores de ácido hialurónico, un glicosaminoglicano que 

forma parte de la matriz extracelular. Además, une también a otras moléculas 

como colágeno, osteopontina, laminina, MMPs (metaloproteasas de la matriz 

extracelular), fibronectina, condroitina sulfato y heparán sulfato. Estas proteínas 

están formadas por 20 exones de los cuales 10 son variables dando lugar a 

distintas isoformas de la proteína (109, 110). Las proteínas CD44 interaccionan 

con el citoesqueleto de actina y el reordenamiento que se produce en esta actina 

como consecuencia de la interacción promueve la invasión y la migración. Se ha 

encontrado que varias isoformas de la proteína, especialmente aquellas que 

contienen el exón V6, están presentes en neoplasias. Además se ha descubierto 

que hay una conexión entre la presencia de CD44v6+ y la habilidad de las 

células cancerosas para producir metástasis (109). Por lo tanto la presencia y la 

sobreexpresión de algunas isoformas de estas proteínas se han usado como 

indicadores del grado de desarrollo y agresividad de un cáncer (109-111). 

 

2.5.- Metaloproteasas de la matriz extracelular. 

 

Las células de un tumor maligno tienen que adquirir la capacidad de 

atravesar la matriz extracelular (ECM) y varias capas de tejidos para poder 

invadir y empezar el proceso de metástasis. Para ello, estas células pueden 

activar enzimas proteolíticas que degradan la matriz extracelular. Un grupo muy 

importante dentro de este tipo de proteínas son las metaloproteasas de la matriz 

extracelular (MMPs) que degradan no solo proteínas como fibronectinas y 

vitronectinas, sino también otros componentes de la ECM como 

glicosaminoglicanos, colágenos y lamininas. Además, también están implicadas 

en el corte de receptores de membrana incluyendo transglutaminasas tisulares, 
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CD44, pro-αv integrina, β-glicanos y lipoproteínas de baja densidad relacionadas 

con receptores proteicos.  

Las metaloproteasas de la matriz extracelular constituyen una familia de 

proteínas perteneciente al grupo de las endopeptidasas dependientes de Zn2+ y la 

mayor parte de ellas son expresadas por células del estroma como macrófagos, 

mastocitos y fibroblastos. La capacidad de las MMPs para degradar distintos 

componentes de la matriz extracelular (ECM) es ampliamente conocida, de ahí 

su implicación en procesos que requieren remodelado tisular, como por ejemplo, 

el desarrollo embrionario, la cicatrización de heridas o la transición de cartílago 

a hueso que tiene lugar durante la osificación. Sin embargo, estas proteínas están 

sobreexpresadas en condiciones patológicas como la periodontitis, la artritis 

reumatoide y durante la invasión celular y metástasis de células tumorales (112). 

La estructura básica de las MMPs presenta una serie de dominios 

característicos: un pre-dominio necesario para su desplazamiento intracelular 

hasta la superficie de la célula; un pro-péptido que mantiene al enzima en su 

forma latente; un dominio catalítico donde tiene lugar el corte proteolítico de los 

sustratos; una región rica en prolinas que aporta flexibilidad a la estructura 

denominada "linker" y un dominio homólogo de la vitronectina o de la 

hemopexina (PEX) que media en la especificidad del sustrato y las interacciones 

con inhibidores endógenos (113). Las MMPs solubles son siempre secretadas 

como una pro-enzima inactiva dentro de la ECM y posteriormente son activadas 

por otras serina proteasas como plasmina y furina, mientras que algunas de las 

MMPs son activadas por miembros de su propia familia (39). 

Además de la implicación de estas proteínas en invasión y metástasis por la 

degradación de la ECM, las MMPs afectan a los procesos de proliferación y 

angiogénesis ya que están implicadas en la activación/desactivación de varios 

factores de crecimiento como b-FGF, VEGF y TGF. El llamado tejido inhibidor 

de metaloproteinasas TIMPs juega un papel importante en la regulación de las 

MMPs y el balance entre TIMPs y MMPs es de crucial relevancia en los 

procesos de invasión y metástasis. Hoy en día se conocen más de 20 MMPs 

diferentes que se pueden clasificar en: colagenasas (MMP-1/8/13/18), 
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gelatinasas (MMP-2/9), estromalisinas (MMP-3/10/11), matrilisinas (MMP-

7/26), MMP que unen a la membrana (MMP-14/15/16/17/24/25) y otras MMPs 

que no están incluidas en ninguno de estos grupos (114). La función de las 

colagenasas es la degradación de la triple hélice de colágeno; las gelatinasas 

digieren el colágeno desnaturalizado y las gelatinas; las estromalisinas activan 

pro-MMPs para el corte proteolítico y digieren otros componentes de la ECM; 

las matrilisinas procesan moléculas de la superficie celular como el ligando de 

CD95 (CD178) y E-cadherina; las MMPs que unen a la membrana activan la 

enzima pro-MMP2 y otras moléculas de la ECM. Además la desregulación de 

las MMPs puede promover la conversión de una célula sana en una célula de un 

tumor maligno (1). 

 

3.-HEPARANASA 

3.1.- Proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs). 

 

Los proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs) son componentes muy 

abundantes de los vasos sanguíneos, concentrándose mayoritariamente en el 

interior de los vasos sanguíneos largos, mientras que en capilares se encuentran 

principalmente en la membrana basal subendotelial (BM). Estos HSPGs se 

pueden definir como macromoléculas asociadas con la superficie celular y la 

matriz extracelular de un gran número de células de tejidos tanto de vertebrados 

como invertebrados (115, 116) y su estructura básica es un núcleo proteico al 

que se unen varias cadenas de heparán sulfato (HS). Esta unión tiene lugar a 

través de un tetrasacárido con una secuencia xilosa-galactosa-galactosa-ácido 

urónico que se une covalentemente a la proteína central mediante un enlace O-

glicosídico (116-120). El heparán sulfato está formado por la repetición de 

unidades disacarídicas compuestas de ácido urónico y D-glucosamina 

modificadas en distintas posiciones con distinto patrón de sulfatación, 

epimerización y N-acetilación (116-119). Estos HSPGs interaccionan con 

fibronectina, laminina, colágeno, citoquinas y factores de crecimiento tales como 

bFGF, VEGF, KGF, HGF y TGFβ ayudando a mantener el ensamblado y la 
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integridad de la ECM. Debido a la multitud de funciones de los HSPGs en la 

fisiología celular y tisular, su degradación altera la integridad de los tejidos y 

proporciona un mecanismo por el que las células pueden separarse unas de otras 

y provocar cambios en el microambiente de un tejido. Por tanto la degradación 

enzimática del HS y como consecuencia, de la matriz extracelular, tiene un papel 

clave en distintos procesos fisiológicos normales como morfogénesis, embarazo, 

cicatrización de heridas, crecimiento, migración y diferenciación celular, así 

como en algunos procesos patológicos como por ejemplo, angiogénesis, 

inflamación, invasión de las células tumorales y metástasis (121-123). Durante 

mucho tiempo se ha investigado intensivamente sobre las enzimas capaces de 

degradar componentes proteicos de la matriz extracelular (124-127), sin 

embargo, se ha prestado menos atención a enzimas que son capaces de degradar 

las cadenas de glicosaminoglicanos como la heparanasa, debido seguramente a 

la falta de sondas moleculares apropiadas para estudiar su papel en la progresión 

de tumores. 

 

3.2.- Antecedentes de Heparanasa 

 

En 1975, Höök et al. observaron por primera vez en tejidos de hígado de rata 

la actividad de una endoglicosidasa que degradaba el HS (128). Años más tarde 

se relacionó la degradación del HS con las propiedades metastásicas e invasivas 

de las células de melanoma de ratón (129). Con el objetivo de caracterizar esta 

endoglicosidasa, en 1984 Nakajima et al. analizaron los productos de 

degradación del HS concluyendo que la endoglicosidasa que degradaba el HS 

era una endoglucuronidasa, que fue llamada “heparanasa” (130).  

La heparanasa humana (heparanasa-1) fue clonada por primera vez en 1999 

de manera independiente por los grupos de Vlodavsky (121) y Parish (131) a 

partir de líneas celulares de la placenta y hepatoma humanos. Posteriormente, 

otros grupos realizaron la clonación del mismo gen a partir de células humanas 

(132, 133) y otras especies (pollo, rata, ratón, bovino y topo) (134-137), siendo 

la homología con la heparanasa humana mayor en el caso de la enzima de 



                                                                                                                       

 

 

 

Introducción                                                                                            46            

 

                                                                                                                     

mamíferos y el topo (138). La heparanasa-1 es una endo-β-D-glucosidasa capaz 

de cortar específicamente las cadenas de HS en un número limitado de sitios 

dando lugar a fragmentos de HS de apreciable tamaño (~5-7 kDa). Además es 

posible diferenciarla de otra enzima que degrada HS en bacterias, la 

heparitinasa, que despolimeriza el HS por cortes inespecíficos. McKenzie et al. 

publicaron en el año 2000 la clonación de cADN humano con un 40% de 

homología con heparanasa-1. La expresión de este clon (llamado heparanasa-2), 

resultó en una proteína sin actividad catalítica y cuya función es aún 

desconocida. A pesar de la existencia de distintas heparanasas de mamíferos 

(topo y humanos) encontradas recientemente (136-139), heparanasa-1 es la única 

enzima capaz de degradar el HS.  

 

3.3.- Propiedades moleculares y bioquímicas de la enzima. 

 

La heparanasa humana se expresa inicialmente como un polipéptido de 543 

aminoácidos con un peso molecular de 61,2 kDa (122, 140, 141). La heparanasa 

activa purificada de placenta, plaquetas y varias líneas celulares no contiene el 

extremo N-terminal de 156 aminoácidos lo que sugiere una proteolisis post-

transcripcional de este polipéptido (142). Se ha demostrado que la forma activa 

de heparanasa es un heterodímero formado por una subunidad de 50 kDa 

(Lys158-Ile543) asociada no covalentemente con otra subunidad de 8 kDa (Gln36-

Gln109). El péptido de 6 kDa que contiene la secuencia S110-Q157 se elimina por 

proteolisis (143-145). Esta proteína también contiene una secuencia N-terminal 

de 35 aminoácidos (Met1-Ala35) y un dominio C-terminal hidrofóbico 

transmembrana muy próximo al extremo carboxilo terminal (Pro515-Ile534) (146). 

La naturaleza precisa de las proteasas responsables de la generación de las dos 

subunidades es un área que está bajo intensa investigación. Estudios de 

mutagénesis indican que el voluminoso e hidrofóbico aminoácido Y156, es 

esencial para el correcto procesamiento de heparanasa y la activación de la 

proteasa catepsina L que corta entre los aminoácidos Q157 y K158; sin embargo 

mutaciones realizadas en el sitio E109-S110 no han mostrado efectos relevantes, lo 
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que sugiere que esta región contiene un sitio de reconocimiento para otra 

proteasa (147). Por otro lado y basándose en la predicción de secuencias, es 

conocido que la unidad de 50 kDa contiene 6 sitios putativos de N-glicosidación. 

El análisis de heparanasa purificada ha confirmado la existencia de estos sitios 

de N-glicosidación y aunque estos no son requeridos para la actividad 

enzimática, la secreción de heparanasa está regulada por glicosidación (148). 

También se ha demostrado que existen dos puentes disulfuro Cys127-Cys179 y 

Cys437-Cys542 y S-cisteinilación de la Cys211. Mientras que el puente Cys127-

Cys179 y el residuo S-cisteinilado Cys211 ejercen un efecto pequeño en la función 

de heparanasa, el puente Cys437-Cys542 es necesario para la secreción y 

activación de esta enzima (149). 

La heparanasa se ha relacionado con miembros de una familia de glicosil 

hidrosilasas A (GH-A). El alineamiento de secuencias junto con predicciones de 

estructura secundaria indican que la heparanasa es homóloga a las familias 10, 

39 y 51 de las GH-A, especialmente en la región del sitio catalítico (150). Las 

enzimas pertenecientes a esta familia usan un mecanismo general de catálisis 

para hidrolizar enlaces glucosídicos. El mecanismo requiere dos residuos 

críticos, un donador de protones y un nucleófilo, los cuales parecen estar 

conservados en la heparanasa, siendo estos el Glu225 y el Glu343, 

respectivamente. La mutagénesis dirigida de esos dos ácidos glutámicos inhibe 

completamente la actividad de la enzima indicando que la heparanasa usa un 

mecanismo de catálisis característico de GH-A (150). Como el sitio catalítico de 

la enzima se encuentra dentro de la subunidad de 50 kDa, y se ha demostrado 

que la formación del heterodímero es necesaria para la actividad de la enzima 

(144) se puede suponer que la subunidad de 8 kDa provoca un cambio 

conformacional dentro del sitio catalítico que facilita la catálisis. Además se han 

identificado dentro de la subunidad de 50 kDa, dos regiones de este dominio que 

unen al sustrato HS, necesarias para la actividad catalítica de la enzima. Estas 

dos regiones son Lys158-Asn162 y Gln270-Lys280 (151). 
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3.4.- Regulación. 

 

3.4.1.-Metilación del promotor. 

Los procesos epigenéticos marcados por hipermetilación de la región del 

promotor, junto con las alteraciones genéticas que gobiernan la transformación 

celular, contribuyen significativamente en la transcripción génica y en la 

progresión del cáncer. Varios estudios han demostrado convincentemente que la 

metilación del promotor juega un papel importante en la transcripción de 

heparanasa. El examen de varias líneas celulares derivadas de tumores ha 

revelado que las células que muestran expresión o actividad de heparanasa 

albergan al menos un alelo no metilado, mientras que las células que no 

muestran actividad de la enzima tienen todos los alelos metilados. Cuando se 

tratan estas células con agentes desmetilantes como la 5-azacitidina recuperan la 

actividad de heparanasa lo que está acompañado de un aumento de la capacidad 

metastásica in vivo (152). Además se ha demostrado que este aumento es 

suprimido cuando se tratan estas células con laminarán sulfato, compuesto que 

inhibe la actividad de heparanasa y la diseminación metastásica (153), apoyando 

la implicación de heparanasa en metástasis. Estudios posteriores han revelado 

una correlación similar usando líneas celulares derivadas de cáncer de próstata y 

vejiga (154, 155). Todos estos datos indican que la metilación del promotor de 

heparanasa juega un papel importante en la regulación de su expresión. Este 

modo de regulación puede estar perturbado en tejidos tumorales malignos, donde 

el promotor de heparanasa está hipometilado, incrementándose por ello la 

expresión del gen de heparanasa y favoreciéndose la metástasis del tumor y la 

angiogénesis (138). 

 

3.4.2.- Regulación por p53. 

p53, como se explicó en apartados anteriores, es un factor de transcripción 

que regula una gran variedad de promotores celulares y además sufre 

alteraciones génicas en el 40-50% de los cánceres en humanos. En condiciones 

normales p53 suprime el gen de heparanasa por unión directa con su promotor, 
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inhibiéndose así la actividad de la enzima. Sin embargo, la inactivación de p53 

en células cancerosas provoca la inducción de la expresión de heparanasa. En 

conclusión, la regulación de la expresión de heparanasa por p53 puede darnos 

una explicación de los altos niveles de heparanasa observados en una gran 

variedad de tejidos cancerosos, en comparación con los tejidos sanos (156). 

 

3.4.3.- Regulación por mediadores de la inflamación. 

Compuestos polianiónicos que inhiben la actividad enzimática de la 

heparanasa (por ejemplo la heparina), también inhiben respuestas  inflamatorias. 

(157-159). Este efecto puede ser atribuido a la inhibición de heparanasa por la 

acción de los linfocitos T activados, considerados como la principal fuente 

celular de la heparanasa en el proceso de inflamación (160). Se ha examinado la 

implicación de heparanasa en inflamación utilizando un ensayo de 

hipersensibilidad retardada (DTH) en un modelo de ratón. Se ha comprobado 

que el factor-alfa (TNF-α) y el interferón-gamma (INT-γ) de la necrosis tumoral 

inducen la expresión de heparanasa en cultivos de células endoteliales (la 

expresión aumenta 2 o 3 veces) y por tanto aumentan su actividad enzimática. 

La administración de inhibidores de la actividad de heparanasa detiene de forma 

efectiva la respuesta inflamatoria de la DTH (161). 

 

3.4.4.-Regulación por estrógeno y cáncer de mama. 

Un ejemplo de regulador sistemático es la hormona estrógeno, una de las 

principales fuerzas conductoras en el cáncer de mama. Esta hormona induce 

transcripción del ARNm de heparanasa dentro del receptor positivo del 

estrógeno de células de cáncer de mama, pero no la induce en el receptor 

negativo. Se han identificado cuatro elementos putativos de respuesta a 

estrógeno en la región del promotor de heparanasa y se ha demostrado que la 

transcripción de un gen de luciferasa aumenta en presencia de un receptor de 

estrógeno positivo MCF-7 de células de carcinoma después de un tratamiento 

con estrógeno (162). El efecto que ejerce el estrógeno sobre los niveles de 

expresión del ARNm de heparanasa se elimina en presencia de un antiestrógeno 
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puro (ICI 182780), indicando que la ruta del receptor del estrógeno clásica está 

implicada en la activación transcripcional de heparanasa. Además, la expresión 

de heparanasa y por tanto su actividad en células endoteliales aumenta cuando se 

exponen a 17 β-estradiol (163). El tamoxifen estimula la transcripción de 

heparanasa, induciendo la proliferación de la células del cáncer de mama en la 

matriz extracelular (164). 

 

3.4.5.-Regulación por glucosa. 

La expresión de heparanasa en células endoteliales está sobreregulada 

cuando las células están expuestas a alta concentración de glucosa, mientras que 

en presencia simultánea de alta concentración de glucosa e insulina la expresión 

no se ve afectada. Se ha demostrado que la expresión de heparanasa glomerular 

aumenta en ratas y ratones que sufren diabetes inducida por estreptozotocina 

(165). 

 

3.5.- Localización celular de heparanasa. 

 

La heparanasa ha sido encontrada en los compartimentos endosomal y 

lisosomal de tejidos sanos y tumorales, así como en los gránulos terciarios de 

neutrófilos humanos. El proceso proteolítico de heparanasa tiene lugar 

intracelularmente dentro de los endosomas y los lisosomas tardíos (147, 166, 

167). Se ha demostrado que el pH óptimo para que se produzca este proceso se 

encuentra en un rango entre 4 y 5 (168). El hecho de que sea necesario un 

microambiente con pH bajo para que este proceso sea eficiente, sugiere que esta 

reacción tiene lugar dentro los orgánulos ácidos intracelulares. Se ha 

comprobado que agentes químicos que aumentan el pH como la cloroquina y la 

bafilomicina A1 inhiben este proceso proteolítico de la enzima (169). Por tanto, 

está claro que la heparanasa tiene una importante función dentro de estos 

lisosomas y endosomas tardíos donde tiene lugar el procesamiento y reciclado 

del HS desde los HSPGs internos. Sin embargo la localización de heparanasa no 

está restringida a estos orgánulos, ya que también se ha encontrado en el núcleo 

celular, las regiones perinucleares y la membrana del plasma (135, 166, 170, 
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171). La heparanasa puede también desplazarse dentro de las células tumorales y 

reorganizarse en la superficie celular o secretarse donde pueda degradar el HS 

(Fig. 7). Algunos trabajos parecen indicar que la heparanasa es inicialmente 

excretada y posteriormente incorporada y procesada en los lisosomas, 

posiblemente por la acción de catepsinas (151, 169). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. La heparanasa es producida por las células tumorales y posteriormente 

excretada. Una vez en el exterior, la proteína puede hidrolizar las cadenas de heparán 

sulfato (141). 

 

3.6.- Función fisiológica en tejidos sanos. 

La función de heparanasa en tejidos normales no es muy conocida. La 

expresión del ARNm de heparanasa en tejidos sanos está restringida en primer 

lugar a la placenta, órganos linfoides y queratinocitos (121, 123, 171). También 

se han detectado altos niveles de la enzima en las plaquetas de la sangre. 

Mientras que la expresión de heparanasa en tejidos humanos es limitada, esta 

enzima se expresa en gran cantidad en diversos tejidos de topo. En este animal, 

la heparanasa ha sido detectada en tejidos de hígado, corazón, cerebro y ojo y su 

papel en este mamífero subterráneo puede estar relacionado con su adaptación a 

vivir bajo la tierra, contribuyendo al incremento de la densidad de los vasos 
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sanguíneos que se ha encontrado en algunos de sus tejidos comparado con la 

densidad de estos vasos en mamíferos que viven en la superficie (136). Además 

la enzima parece estar implicada en la implantación y desarrollo embrionario 

(135, 172), reparación de heridas, movimiento del HS, remodelización de los 

tejidos, vigilancia inmunitaria y crecimiento del cabello (173, 174). 

 

3.7.- Heparanasa y progresión del cáncer. 

 

3.7.1.- Propiedades pro-angiogénicas. 

La angiogénesis representa un proceso multicelular coordinado en el que 

están implicados una gran variedad de moléculas, incluyendo factores de 

crecimiento, componentes de la matriz extracelular, receptores de adhesión y 

enzimas que degradan la matriz extracelular como MMPs, serina y cisteína 

proteasas y endoglucosidasas. Los HSPGs interaccionan con estas biomoléculas 

y aseguran que permanezcan unidas a la superficie celular y a la matriz 

extracelular. Por lo tanto, la enzima heparanasa al degradar el HS libera todas 

estas biomóleculas que están involucradas en procesos de invasión, migración, 

adhesión, diferenciación y proliferación (118, 119, 175), es decir, en todos los 

procesos que se asocian con la angiogénesis (Fig. 8). La heparina y el heparán 

sulfato secuestran, estabilizan y protegen a los FGFs y VEGFs. Además estas 

moléculas pueden funcionar como co-receptores que estimulan la formación del 

complejo HS-FGF-FGFR, facilitando así la dimerización del receptor y la 

señalización (115, 176). La heparanasa nativa y recombinante expresada en 

células tumorales, con inflamación y plaquetas, liberan un complejo activo de 

bFGF y un fragmento de HS desde la matriz extracelular y las membranas 

basales (176). Se ha demostrado que la longitud de los fragmentos de HS 

requeridos para la activación del complejo FGF-receptor es similar a los 

fragmentos que libera la heparanasa (176, 177). Por otro lado, los niveles de 

expresión de esta enzima se han correlacionado directamente con la densidad de 

microvasos en una gran variedad de tumores malignos (138). 
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Figura 8. La heparanasa corta las cadenas de HS y libera gran variedad de moléculas 

bioactivas (122) 

 

3.7.2.-Potencial metastásico. 

Los procesos de invasión y metástasis en cáncer conllevan la degradación de 

los constituyentes de la matriz extracelular, por lo tanto todas las enzimas 

implicadas en este proceso promueven la extravasación, invasión, migración y 

todos aquellos procesos que conforman la cascada metastásica. En la Fig. 9 se 

puede observar cómo la heparanasa promueve los procesos de intra y 

extravasación celular. Los niveles de expresión de la heparanasa se incrementan 

de manera significativa en numerosos procesos cancerosos, tal como ha sido 

descrito en melanomas, tumores de mama, colon, pulmón, próstata, hígado, 

vejiga, intestino, ovario o páncreas, entre otros. Además existe una correlación 

entre los niveles de expresión y el grado de malignidad tumoral, y en casos como 

el del cáncer pancreático, la supervivencia del paciente se correlaciona 

significativamente con los niveles de expresión de la enzima (122, 178). La 

invasión tumoral y consiguiente metástasis requieren la degradación de 

componentes de la matriz extracelular y el HS es uno de los más prominentes. 
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De ahí que la expresión de heparanasa se correlacione con el potencial 

metastásico de las células tumorales. Además se ha observado que el suero de 

pacientes y animales portadores de tumores metastásicos muestra altos niveles 

de la enzima, apareciendo incluso en orina en casos de enfermedades 

metastásicas agresivas (122, 146). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Heparanasa expresada por neutrófilos y células tumorales media la intra y 

extravasación dentro de la matriz extracelular por desestabilización de las paredes 

celulares de los vasos sanguíneos (122). 

 

3.7.3.-Inflamación. 

La heparanasa está implicada en inflamación, debido principalmente a su 

capacidad de degradar la ECM, ya que permite que las células con características 

inflamatorias alcancen su tejido objetivo. Así por ejemplo, las moléculas que 

inhiben heparanasa inhiben también la hipersensibilidad de las células T tipo 

retardada (DTH), la encefalomielitis autoinmune experimental y la artritis (138). 

Además la heparanasa es producida en el endotelio donde se encuentra la 

inflamación asociada con las células DTH en respuesta a necrosis tumoral, 

factor-alfa e interferón-gamma (161). 

 

3.7.4.-Actividades no enzimáticas de heparanasa 

Heparanasa ejerce también actividades no enzimáticas que son 

independientes de su capacidad para degradar y alterar la matriz extracelular. 
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Por ejemplo la expresión de heparanasa inactiva en la superficie celular provoca 

la adhesión celular lo que refleja su implicación en dicho fenómeno. Por otro 

lado, la heparanasa inactiva mejora la señalización de Akt y media la 

fosforilación de ésta, estimula la invasión/migración de las células endoteliales 

dependientes de fosfatidilinositol 3-quinasa PI3K y además la heparanasa es 

promotor de la expresión de VEGF mediante la activación de Scr (138, 179). 

Recientemente se ha demostrado que la región de la proteína que contribuye con 

estas funciones no enzimáticas es el dominio de la proteína localizado en el 

extremo C-terminal de la misma. En la actualidad, se está llevando a cabo una 

intensa investigación para conocer si esta función de la proteína está mediada 

por algún receptor proteico que podría estar localizado en la superficie celular. 

Recientemente, experimentos de entrecruzamiento han revelado alguna 

información sobre la naturaleza y el peso molecular de este receptor, habiéndose 

encontrado dos complejos formados por proteínas de 130 y 170 kDa asociadas a 

heparanasa (180). 

 

3.8.-Heparanasa en la terapia del cáncer 

La implicación de heparanasa en la progresión del cáncer (181) y el hecho 

de que parece ser una enzima única en claro contraste con otras proteasas 

relacionadas con el mismo fenómeno, la convierte en una diana clave en 

tratamientos antitumorales. Aunque hace ya dos décadas que se identificó a esta 

enzima como una potencial diana terapéutica (129, 182), la investigación se ha 

visto ralentizada por tres factores: dificultades en obtener una proteína activa y 

pura, la falta de un método robusto para medir la actividad enzimática y la falta 

de la estructura tridimensional de la proteína y por tanto de un conocimiento 

estructural detallado del sitio catalítico. Aunque las dos primeras parecen 

haberse solventado, la falta de estructura 3D sigue siendo un obstáculo a la hora 

de buscar inhibidores de la enzima. Este problema se ha intentado solucionar con 

modelos estructurales basados en homología de secuencia con otras glicosidasas 

hidrolasas como el modelo basado en la estructura de la endo-1,4-β-xilanasa que 

pertenece a la familia 10 de glicosidasas hidroxilasas (150) y el modelo basado 
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en la estructura de 1,4-β-xilosidasa perteneciente a la familia 39 de glicosidasas 

hidroxilasas (183). Sin embargo, aunque el mayor porcentaje de similitud se 

encuentra en la región del sitio catalítico de la enzima, la homología entre la 

heparanasa y estas familias de hidrolasas glicosidasas es muy baja, lo que ha 

impedido el diseño racional de inhibidores. 

A pesar de la falta de información estructural se han identificado una gran 

variedad de inhibidores gracias a la disponibilidad de heparanasa y al desarrollo 

de métodos como el cribado de alto rendimiento. Entre ellos, se puede destacar: 

 

o Heparina y derivados de heparina de bajo peso molecular. Estos 

oligosacáridos son potentes agentes anti-metástasicos pero también tienen gran 

poder anticoagulante, por tanto, no pueden utilizarse en altas concentraciones. 

Esto ha llevado al uso de derivados de heparina no anticoagulantes como por 

ejemplo dalteparina, el cual ha sido demostrado que inhibe heparanasa (184). 

 

o Heparinoides o polímeros que imitan la estructura de heparina. Los 

heparinoides pueden ser de dos tipos: polisacáridos sulfatados natural y 

químicamente modificados entre los que se encuentran λ-carrageenan, fucodán, 

pentosán polisulfato, dextrán sulfato, 6-O-carboximetil quitina III, laminarín 

sulfato y spirulán cálcico y el segundo tipo, los heparinoides que son polímeros 

polianiónicos lineales sintéticos. La mayoría de ellos tienen IC50 en el rango de 

1-10 μM (185, 186). 

o Oligosacáridos sulfatados y derivados. Han sido definidos como 

potentes inhibidores de heparanasa con valores de IC50 de entre 1-30 μM. Entre 

ellos destaca JG3 que es un oligosácarido sulfato semisintético derivado de los 

bloques marinos de oligomannurarate que inhibe la actividad de heparanasa por 

unión con las regiones que unen con su sustrato (187) y por otro lado hay que 

mencionar PI-88, que es el único inhibidor de heparanasa que ha llegado a fase 

clínica (Fig. 10). Actualmente se encuentra en fase clínica II y se ha demostrado 

que inhibe el crecimiento tumoral, la metástasis y la angiogénesis (188, 189). 
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Figura 10. Estructura del inhibidor de heparanasa PI-88 

 

 

o Inhibidores descubiertos vía cribado de distintas librerías de 

compuestos. Son compuestos aromáticos más pequeños que tienen IC50 de 1-50 

μM y que se pueden clasificar en cuatro grupos: derivados de difenil éter, de 

carbazoles, de fluorenos y de benzo-1,3-azoles (190). 

o Productos naturales y sus derivados. Algunos ejemplos son el (+)-ácido 

trachyspic, RK-682 y derivados CRM646-A y –B con IC50 entre 10 y 40 μM 

(190). 

o Péptidos que inhiben la actividad de heparanasa. Levy-Adam et al. 

caracterizaron un dominio de unión a heparina en el extremo N-terminal de la 

subunidad de 50 kDa de heparanasa (Lys158-Asp171). Un péptido compuesto por 

estos aminoácidos denominado KKDC inhibe la actividad enzimática de 

heparanasa in vitro e interfiere en la unión de heparanasa con su sustrato (151). 

o Anticuerpos anti-heparanasa. Un ejemplo es el anticuerpo #733 que 

reconoce preferiblemente la subunidad de 50 kDa frente al precursor latente de 
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65 kDa y neutraliza parcialmente la actividad de heparanasa in vitro. En 

contraste, el anticuerpo 6F8 mejora la actividad enzimática de heparanasa y 

facilita in vitro la invasión de las células tumorales y la curación de heridas en 

modelos de ratones (138).  

o Gen silenciador de heparanasa. Se ha demostrado que un método para 

suprimir la metástasis y la angiogénesis relacionada con heparanasa consiste en 

silenciar el gen de heparanasa. Algunos ejemplos son el silenciamiento genético 

mediado por la ribozima o el siRMN (138). 

 

4.- USO DEL CRIBADO DE FRAGMENTOS EN EL DESARROLLO DE  

NUEVOS FÁRMACOS 

 

4.1.-Definición y ventajas. 

La gran dificultad que conlleva la identificación de un nuevo fármaco se ha 

visto reflejada en la disminución del número de compuestos que han llegado al 

mercado o que han sido propuestos para su aceptación durante los últimos años. 

Los cambios de normativas impuestos por las autoridades y la rigidez de los 

protocolos empleados han influido notablemente en las estrategias desarrolladas 

y forzado a las compañías a encontrar alternativas a los métodos ya existentes. 

Por ejemplo, Lipinski et al. examinaron distintas moléculas que habían llegado a 

fase clínica con el objetivo de encontrar características comunes entre ellas, 

llegando a la conclusión de que un fármaco debía cumplir lo que se conoce 

como la “regla de 5”: el peso molecular no debe ser superior a 500, cLogP < 5, 

número de donadores de puentes de hidrógeno < 5, número de aceptores de 

puentes de hidrógeno < 10 y el área de superficie polar en la molécula debe ser 

menor de 100 Å2 (191). 

Es indudable que como punto de partida, es importante disponer de 

compuestos que tengan una buena afinidad y selectividad por la diana 

terapéutica de interés. En este sentido el descubrimiento de fármacos basado en 

el cribado de fragmentos (FBDD) se ha desarrollado significativamente en los 

últimos 10-15 años y ahora se ha reconocido como una alternativa tangible a los 
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métodos más tradicionales de identificación de fármacos utilizados por las 

compañías farmacéuticas como el cribado de alto rendimiento (HTS) (192).  

En el diseño de fármacos basado en el cribado de fragmentos se considera 

que el mejor camino para llegar a tener compuestos que cumplan la regla de 

Lipinski es empezar con colecciones de fragmentos altamente solubles con peso 

molecular menor de 300 y que cumplen la regla de 3 (peso molecular < 300 Da, 

cLoP < 3, núcleos donadores de puentes de H < 3, número de enlaces con 

capacidad de rotación < 3 y superficie total polar < 60Å2) (193). Así se 

identifican estructuras químicas pequeñas llamadas “hits” que muestran baja 

afinidad por una diana terapeútica (Kd ~100-1000 μM). Posteriormente se intenta 

mejorar el potencial de unión de estos compuestos y esto se lleva a cabo 

optimizando primero fragmentos individuales para posteriormente unirlos con 

“linkers” sintéticos, fusionarlos omitiendo las partes que tienen en común u 

optimizarlos hacia las regiones del sitio de unión de la diana terapéutica que 

queden por cubrir. Con esta técnica se intenta construir un ligando pieza por 

pieza con ayuda de la información estructural de la diana con la que se una (194, 

195) (Fig. 11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estrategias en el diseño de fármacos basado en el cribado de fragmentos. 
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El FBDD tiene principalmente tres ventajas con respecto a las técnicas 

tradicionales de descubrimiento de fármacos como el HTS (Fig. 12): 

 

o Igual diversidad química con menor número de compuestos.  

 

El número de compuestos que se prueban frente a una diana terapéutica 

en HTS es del orden de 105-106. Si tenemos en cuenta que el número de 

compuestos posibles que cumplan las propiedades de fármacos está estimado en 

1060 y el número total de moléculas disponibles tanto en instituciones 

comerciales como académicas de todo el mundo es 108, aunque todo el planeta 

hiciera un esfuerzo por hacer el cribado de estos compuestos solamente se 

rozaría una pequeña porción del total de la diversidad del espacio químico 

posible.   

En FBDD, se suelen escoger quimiotecas de menor número de 

compuestos que en HTS, del orden de 102-104 compuestos con un peso 

molecular < 250 Da y que presenten una diversidad química muy alta. Estos 

compuestos que suelen presentar baja afinidad pueden ser modificados 

añadiéndoles diferentes grupos o pueden combinarse entre ellos para llegar a 

tener un compuesto de mayor afinidad frente una diana terapéutica. De esta 

forma se reduce enormemente el número de compuestos manteniendo la 

diversidad química (196). 

 

o Eficiencia de unión más alta 

 

Algunos de los parámetros que se han establecido en los últimos años 

como una buena medida para evaluar el potencial de un fragmento “hit” de 

partida es la eficiencia de unión (LE) (197). La eficiencia de unión se define 

como el cociente entre la energía libre de unión de un compuesto por una diana 

concreta y el número de atómos pesados que tenga ese compuesto (HAC). 

LE = ΔG/HAC = -RTln(IC50)/HAC 
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Se estima que un compuesto tiene buen potencial cuando el valor de la 

eficiencia de unión es igual o superior a 0,3. En el caso de los “hits” encontrados 

utilizando el cribado de fragmentos, aunque inicialmente son poco potentes, son 

más pequeños y por tanto una gran parte de la molécula participa en la 

interacción, de forma que normalmente presentan eficiencias de unión elevadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Diferencias en la eficiencia de unión en los compuestos identificados con 

HTS y FBDD (198). 

o Mayor facilidad y velocidad de optimización de “hits” 

 

Finalmente, además de la mayor posibilidad de encontrar un espacio 

químico libre de patentes cuando se trabaja con compuestos más pequeños, otra 

ventaja es que el número de posiciones dentro de la molécula susceptibles de ser 

modificadas decrece considerablemente si lo comparamos con el tipo de 

compuestos que se usan en HTS. Además son moléculas con una complejidad 

química menor y por lo tanto las rutas sintéticas utilizadas para modificarlas son 

más cortas y más simples (199). 

 

4.2.-Técnicas utilizadas en el cribado de fragmentos. 

Existe una gran variedad de métodos biofísicos tales como la resonancia 

magnética nuclear, la cristalografía de rayos X, la espectrometría de masas o la 

combinación de algunos de ellos, que se usan para investigar e identificar 

interacciones débiles entre los fragmentos y la diana de interés. Antes de 

empezar el cribado, muchas compañías generan sus propias quimiotecas de 

fragmentos para su posterior aplicación con todo tipo de dianas terapéuticas. 
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Esta selección está basada en maximizar la diversidad química. En una primera 

etapa generan una base de datos con millones de compuestos disponibles en las 

distintas casas comerciales. Posteriormente, se consideran las propiedades 

moleculares de los compuestos y se eliminan todos aquellos que estén fuera del 

espacio químico de los fragmentos y que no cumplan la regla del 3 (193). Los 

compuestos que cumplan este primer filtro se evalúan de nuevo para eliminar 

todos aquellos que contengan grupos funcionales inestables o que pudiesen 

reaccionar en las condiciones de los ensayos posteriores. Finalmente se agrupan 

los compuestos por familias y se eligen representantes de cada una de ellas, de 

forma que se obtenga la mayor diversidad química posible. De esta forma estas 

quimiotecas exploran mejor el espacio químico disponible que 1 millón de 

compuestos usados en HTS clásico. 

 

A continuación se describen algunas de las técnicas más usadas en el cribado 

de fragmentos (200, 201): 

 

o Análisis in silico y elección de fragmentos 

Se trata de un cribado virtual en el que mediante programas informáticos 

se evalua la afinidad proteína-ligando. Esta técnica permite realizar cribado de 

millones de compuestos en muy poco tiempo, a bajo coste. El análisis de 

fragmentos in silico contra una diana terapéutica concreta representa el punto de 

partida en muchas compañías farmacéuticas. Este análisis inicial permite reducir 

enormemente el número de fragmentos necesarios para hacer el cribado.  

 

o Cribado a altas concentraciones 

Es el más común de los métodos utilizados para hacer el cribado de 

compuestos. Típicamente la concentración de ligando que se utiliza está entre 

250 y 1000 μM frente a 10-30 μM utilizado en HTS. Es un método rápido que 

emplea gran variedad de técnicas de detección por lo que no necesita 

instrumentación muy cara o muy compleja. Sin embargo tiene varios 

inconvenientes debido a la alta concentración del ligando como por ejemplo el 



                                                                                                                       

 

 

 

Introducción                                                                                            63            

 

                                                                                                                     

número elevado de falsos positivos detectados, la desnaturalización de la 

proteína y la toxicidad en ensayos celulares. 

 

o Resonancia magnética nuclear 

Es una técnica utilizada por muchas compañías farmacéuticas en la que 

se ha puesto mucho esfuerzo para mejorar su sensibilidad y su rendimiento 

mediante la aplicación del registro digital, criosondas, automuestradores y 

campos magnéticos mayores. Tiene la ventaja de que el número de falsos 

positivos es muy pequeño y se pueden identificar fácilmente. Además es una 

técnica con alta sensibilidad, se pueden detectar compuestos con constantes de 

disociación del orden de mM y con algunos experimentos se puede caracterizar 

la región de unión a la proteína. 

o Cristalografía de rayos X 

La cristalografía de rayos X es una técnica bien establecida con la que se 

estudian las estructuras de macromoléculas de interés biológico. Esta técnica 

permite obtener información estructural de la interacción y en ella se detalla 

perfectamente el modo de unión del ligando a la proteína.  

 

o Resonancia de plasma superficial 

Es una técnica que detecta interacción entre moléculas midiendo las 

variaciones en el índice de refracción entre dos fases separadas por un sensor 

(normalmente una película de oro). Normalmente, el cambio en el índice de 

refracción está relacionado con el cambio de masa en la superficie del sensor 

cuando las dos moléculas se unen. Tiene la ventaja de que no sólo se obtienen 

datos de afinidad sino que también da información de la cinética de la 

interacción. El límite de detección de la técnica está en constantes de disociación 

del orden de 1 mM. 

 

o “Tethering” 

Los fragmentos deben estar marcados como compuestos disulfuro y las 

dianas deben poseer una cisteína dentro o cerca del sitio de interés o de unión al 



                                                                                                                       

 

 

 

Introducción                                                                                            64            

 

                                                                                                                     

ligando. A veces, si la proteína carece de cisteínas en dicho sitio, puede ser 

introducida por mutagénesis controlando que la actividad de la proteína no haya 

cambiado. Durante la incubación del ligando con la proteína en condiciones 

reductoras se rompe el puente disulfuro de los fragmentos y estos pueden 

interaccionar con la cisteína de la proteína formando nuevos puentes disulfuro. 

Aquellos fragmentos que interaccionen no covalentemente con los residuos 

cerca de la cisteína de interés y formen un complejo suficientemente estable son 

detectados por espectrometría de masas. Puede detectar complejos con 

constantes de disociación del orden de 1-5 mM. 

 

Recientemente, se han propuesto cuatro nuevas técnicas biofísicas para 

medir interacciones, sin embargo su uso se ha restringido principalmente para el 

cribado de quimiotecas que contienen compuestos más elaborados y con una 

afinidad por la diana de nM-μM. Estas técnicas son las siguientes:  

 

o Cromatografía frontal de afinidad-espectrometría de masas 

Esta técnica se utiliza en muchas fases del proceso de descubrimiento de 

fármacos y en los últimos años también se ha utilizado para la identificación de 

ligandos de bajo peso molecular. Con este método, la diana es inmovilizada en 

un capilar y se pasan mezclas de diferentes compuestos. La interacción se 

detecta por un incremento del tiempo de retención del ligando usando 

espectrometría de masas. 

 

o Termoflúor 

Esta técnica detecta cambios en la temperatura de fusión de una diana 

cuando un ligando se une y la estabiliza. Aunque claramente se puede utilizar 

para medir interacciones, la gran utilidad de esta técnica reside en encontrar 

moléculas que puedan estabilizar proteínas. 

o Electroforesis capilar de afinidad 

La electroforesis capilar es una técnica de separación en la que las 

sustancias a analizar se separan en función de su diferente movilidad, en sentido 
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y velocidad, bajo la acción de un campo eléctrico. Además la utilización de un 

capilar minimiza los efectos de convección de las técnicas electroforéticas 

convencionales. Se pueden medir constantes de disociación detectando 

diferencias en la movilidad de la proteína sola o el complejo. 

 

o Calorimetría de titulación isotérmica 

Es una técnica biofísica con la que se puede calcular la constante de 

disociación entre dos compuestos al medir el calor absorbido o liberado cuando 

existe una interacción. En un mismo experimento se puede determinar la 

constante de afinidad (Ka), la estequiometría (n), y los parámetros 

termodinámicos que definen dicha interacción como la energía libre de Gibbs 

(ΔG), la entalpía (ΔH) y la entropía (ΔS). 

 

4.3.-Cribado de fragmentos por espectroscopia de Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN) 

 

Utilizando el cribado de fragmentos por RMN se han podido identificar 

moléculas pequeñas que interaccionan con una diana de interés. Esto es posible 

mediante la observación de los cambios que se producen durante la interacción 

en ciertos parámetros de RMN. Los métodos de cribado por RMN se pueden 

clasificar en aquellos que detectan la interacción por observación de la 

macromolécula o diana de interés y los que la detectan por la observación del 

ligando. En el primer caso los cambios que pueden ser monitorizados son los 

desplazamientos químicos y en el segundo caso los cambios se detectan en otro 

tipo de parámetros como por ejemplo, en la relajación longitudinal, transversal y 

de doble cuanto, en el coeficiente de difusión y en la transferencia de 

magnetización inter e intra molecular. 

 

4.3.1.-Experimentos basados en la observación de la macromolécula. SAR por 

RMN 
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SAR (“Structure Activity Relationships”) por RMN (202) consiste en el 

diseño de fármacos a partir de varios fragmentos que interaccionan en sitios 

distintos de la proteína. Para ello se utiliza la información que proporcionan los 

cambios producidos en el espectro de RMN durante la interacción junto con la 

información estructural y conformacional tanto de la proteína como del ligando. 

En primer lugar, la interacción se detecta al comparar el espectro 2D-[1H-

15N]-HSQC de la proteína enriquecida con 15N en ausencia y presencia del 

ligando, al observar los cambios producidos en los desplazamientos químicos de 

los residuos de la diana implicados en la interacción. Se puede calcular la 

constante de disociación del complejo monitorizando los cambios de 

desplazamientos químicos en función de la concentración del ligando. Una vez 

identificado un ligando se intenta modificar o buscar análogos para mejorar su 

afinidad por la diana en cuestión. 

Si se comprueba que otro fragmento interacciona en otro sitio diferente de la 

proteína, la localización y orientación de ambos en el complejo puede ser 

determinada experimentalmente mediante experimentos “transfer NOE” o 

“isotope-edited”. En base a esta información, los dos compuestos pueden ser 

unidos sintéticamente de forma que se mantenga la orientación espacial de los 

dos ligandos entre ellos mismos y con respecto a la proteína en cuestión. De esta 

forma se pueden obtener compuestos de alta afinidad. 

Por consiguiente el marcaje isotópico de la proteína con 15N, la asignación 

de al menos el esqueleto de la proteína que está limitado a proteínas con peso 

molecular menor de 30 kDa y el conocimiento de la estructura de la proteína son 

los requisitos mínimos para poder utilizar esta técnica y realizar SAR por RMN. 

 

4.3.2.-Experimentos basados en la observación del ligando 

 

En un esfuerzo por ampliar el número de dianas para hacer cribado, se 

diseñaron experimentos por RMN basados en la observación del ligando. En este 

caso, no hay que marcar isotópicamente la proteína y el peso molecular de la 

proteína debe ser mayor de 20 kDa. Otra ventaja es que la sensibilidad de la 
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técnica es mayor, ya que se pueden detectar interacciones más débiles. Una 

desventaja es que en algunos casos puede aumentar el riesgo de falsos positivos. 

Entre todos los experimentos posibles, los basados en  “diferencia de 

transferencia de saturación” (STD) (203) y los experimentos “WATERLOGSY” 

(204) son los más utilizados. Ambos experimentos son fáciles de ejecutar y se 

basan en la transferencia de magnetización selectiva desde la proteína al ligando 

que está unido. Con este tipo de experimento también se puede hacer 

competición frente a un ligando conocido pudiéndose de esta forma determinar 

el sitio de unión con la diana. Si el compuesto que estamos probando compite 

con el ligando conocido por el mismo sitio de unión con la proteína, se detectará 

una disminución de intensidad de las señales de uno de ellos o de ambos. De esta 

forma se minimiza también el número de falsos positivos. Existe también la 

posibilidad de que se obtengan falsos negativos en el caso de compuestos que 

tengan afinidad muy alta por la proteína. Estos compuestos no resultarían 

positivos en el STD y WATERLOGSY. Sin embargo esta posibilidad es muy 

baja para compuestos de pequeño tamaño como son los fragmentos.  
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1.-BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

1.1.-Heparanasa 

 

1.1.1- Diseño y preparación de las construcciones de Heparanasa 

 

La clonación del ADN recombinante de heparanasa completa (Homo sapiens,  

referencia uniprot Q9Y251) (HC) fue realizada a partir del plásmido HC-PGEX 

cedido por el Dr. Luis Manuel Quirós (Instituto Universitario de Oncología del 

Principado de Asturias). La clonación fue realizada en el plásmido p11 (205), 

una versión modificada del plásmido pET15b (Fig. 1). Este plásmido contiene 

una cola de seis histidinas que fusiona con la proteína por su extremo N-terminal 

y una secuencia de aminoácidos susceptible a un corte proteolítico (indicado 

como SCTEV), para posteriormente poder aislar la proteína utilizando la 

proteasa de “Tobacco etch virus” (TEV) (206). 

 

    ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC AGA  
  

      M     G       S        S      H     H      H      H      H      H       S       S      G       R 

 

 

                          SCTEV                                NdeI                BamHI 
 

    GAA AAC TTG TAT  TTC CAG GGC CAT ATG ……GGA TCC  TAA TAA 
 

       E      N      L      T       F      Q      G      H     M              G      S      

 

Figura 1. Región modificada del vector pET15b que incluye una cola de 6 

histidinas que fusiona por el extremo N-terminal. En azul está señalada la 

secuencia de nucleótidos que reconoce la proteasa TEV (SCTEV) y en rojo la 

secuencia de nucleótidos que codifica para los sitios de restricción de las enzimas 

NdeI y BamHI (205). 

 

Los pasos que se siguieron para realizar la clonación de HC en p11 (HC-p11) 

fueron: 
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o Amplificación del inserto deseado a partir del plásmido de partida:  

Para ello se empleó el método de la doble reacción en cadena de la 

polimerasa (doble PCR) (207). La enzima utilizada fue la “Pwo DNA 

polymerase” (Roche) y los oligonucléotidos diseñados para ello fueron los 

siguientes: 

 

Nterminal largo: 5’-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’ 

Nterminal corto: 5’-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’ 

Cterminal largo:5’-GAT CCT TAT CAG ATG CAA GCA GCA ACT TTG GCA TTT-3’ 

Cterminal corto: 5’-C TTA CTA GAT GCA AGC AGC AAC TTT GGC ATT TCT-3’ 

 

Para llevar a cabo la doble PCR, ambas reacciones contenían 5 μL de 10x Pwo 

Buffer con 1 M MgSO4 (Roche), 1 μL de 10 mM dNTP, 1 μL de “primer” 

Nterminal (100 pmol/μL), 1 μL de “primer” Cterminal (100 pmol/μL) (SIGMA), 1 μL 

de HC‐PGEX (5 ng en la reacción) y 0,5 μL de enzima Pwo DNA Polymerase 

(Roche) en un volumen final de 50 μL de agua. El programa de temperaturas que 

se siguió fue el siguiente: una desnaturalización a 94 ºC durante 5 minutos 

seguida de un ciclo que consistía en una desnaturalización a 94 ºC durante 30 

segundos, una fase de hibridación a 63 ºC durante 30 segundos y una extensión a 

72 ºC durante 30 segundos. Este ciclo fue repetido 30 veces. Finalmente se 

realizó una extensión a 72 ºC durante 10 minutos.  

A continuación se detalla la secuencia del inserto de heparanasa completa en 

nucleótidos y en aminoácidos: 

 

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagccgctgcacctggtgagcccctcgttcctgtccgtcacca

ttgacgccaacctggccacggacccgcggttcctcatcctcctgggttctccaaagcttcgtaccttggccagagg

cttgtctcctgcgtacctgaggtttggtggcaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaaggtagcg

gatccggctctaaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgct

caggactggacttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagtt

gctcctggactactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaag

gctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaa
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aaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagcctcgaagaaagacggctaagatgctgaagagcttcctgaag

gctggtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagatttt

ctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggcctggcaa

gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagcgcccttgctatccgacacctttgcagctgg

ctttatgtggctggataaattgggcctgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgatgaggcaagtattctttggag

caggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattggtgg

gcaccaaggtgttaatggcaagcgtgcaaggttcaaagagaaggaagcttcgagtataccttcattgcacaaacac

tgacaatccaaggtataaagaaggagatttaactctgtatgccataaacctccataatgtcaccaagtacttgcggtta

ccctatcctttttctaacaagcaagtggataaataccttctaagacctttgggacctcatggattactttccaaatctgtc

caactcaatggtctaactctaaagatggtggatgatcaaaccttgccacctttaatggaaaaacctctccggccagg

aagttcactgggcttgccagctttctcatatagtttttttgtgataagaaatgccaaagttgctgcttgcatctga 

 

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSP

AYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGSKKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDL

IFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFI

NGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVI

DSVTWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGE

TSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDE

NFDPLPDYWLSLLFKKLVGTKVLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGD

LTLYAINLHNVTKYLRLPYPFSNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKM

VDDQTLPPLMEKPLRPGSSLGLPAFSYSFFVIRNAKVAACI 

 

o Tratamiento del plásmido receptor con las enzimas correspondientes: 

En este caso las enzimas utilizadas fueron NdeI y BamHI (NEW 

ENGLAND BioLabs). En primer lugar se llevó a cabo el corte con NdeI, el 

volumen final de la reacción fue de 100 μL con una concentración de ADN 

plasmídico de 0,12 μg/μL, al que se le añadió 1 μL de enzima y 5 μL de buffer 

10x compatible con la enzima (NEW ENGLAND BioLabs). A continuación se 

dejó a 37 ºC durante el tiempo necesario hasta que el plásmido se encontrara en 

su forma lineal; en este caso 12 horas. Una vez comprobado que el plásmido 

estaba mayoritariamente en su forma lineal se corrió un gel de agarosa con 

todo el ADN, se cortó la banda correspondiente y posteriormente se purificó 
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utilizando para ello el kit de purificación WizardR SV Gel and PCR Clean-Up 

SYSTEM (Promega) para eliminar impurezas. Una vez que el DNA estaba 

puro se cortó con la enzima de restricción BamHI de la misma forma que con 

la enzima anterior pero en este caso el tiempo de incubación fue 3 horas a 37 

ºC. El plásmido se volvió a purificar utilizando el kit anteriormente descrito. 

Posteriormente el plásmido se trató con la enzima fosfatasa alcalina (Roche) 

para desfosforilar los nucleótidos de los extremos del plásmido. Para ello se 

volvió a utilizar un volumen final de reacción de 100 μL que contenía 1 μL de 

enzima, 5 μL de buffer apropiado para esta enzima y el resto de agua Milli-Q. 

Finalmente el plásmido lineal y desfosforilado fue purificado usando para ello 

el kit anteriormente descrito dejándolo ya preparado para introducir el inserto 

correspondiente. 

 

o Ligación:  

Se puede definir como la incorporación del inserto entre los sitios NdeI–

BamHI del plásmido receptor. Para llevar a cabo la ligación se utilizó una 

concentración de ADN total de entre 1-10 ng en un volumen total de reacción 

de 20 μL manteniendo una proporción de ADN inserto:plásmido de 5:1. La 

mezcla de reacción se puso en presencia de T4 DNA Ligase (Amersham 

Biosciences) y se incubó a 16 ºC durante 30 min. 

 

o Transformación del HC-p11 en células supercompetentes comerciales 

XL10-GOLD (Stratagene Products): 

 

El protocolo que se siguió para la transformación es el siguiente: 

 

1. Se añadieron 3 μL de la mezcla de reacción de la ligación a 100 μL de 

células previamente tratadas con β-mercaptoetanol y se dejaron en hielo 

durante 30 min. 

2. Choque térmico: se incubó a 42 ºC durante 30 s y luego se dejó en hielo 

2 min. 
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3. Se añadieron 900 μL de medio SOC (Super Optimal broth with 

Catabolite repression) a las células y se incubó a 37 ºC durante una hora. 

4. El cultivo anterior se centrifugó a 3500 rpm durante 3 min, se retiraron 

900 μL y el sólido resultante se resuspendió en los 100 μL restantes. A 

continuación estos 100 μL de cultivo se utilizaron para sembrar una placa de 

medio sólido Luria-Bertani (LB) conteniendo ampicilina como antibiótico a una 

concentración 100μg/mL y se incubó toda la noche a 37 ºC. 

 

Todas las construcciones utilizadas en este trabajo fueron clonadas a partir del 

plásmido anteriormente descrito HC-p11 y usando en todas ellas la doble PCR y 

el mismo método que para HC-p11 excepto para la subunidad de 45 kDa en la 

que se utilizó PCR normal utilizando las mismas condiciones de reacción que 

para la doble PCR. Los plásmidos que se utilizaron fueron p11 (descrito 

anteriormente), pET47b que contiene una cola de seis histidinas que fusiona con 

la proteína por su extremo N-terminal (en este plásmido no hay sitio de corte de 

TEV), pMal que contiene MBP como proteína de fusión y un sitio de corte con 

TEV y pET44a que contiene Nus A como proteína de fusión y un sitio de corte 

con TEV.  

 

A continuación se detallan las secuencias en nucleótidos y aminoácidos de 

todas las construcciones:  

 
o HEP36-109 (8 kDa) 

 

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagccgctgcacctggtgagcccctcgttcctgtccgtcac 

cattgacgccaacctggccacggacccgcggttcctcatcctcctgggttctccaaagcttcgtaccttggccag 

aggcttgtctcctgcgtacctgaggtttggtggcaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaa 

 

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGL
SPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKE  

 
 
 

 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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o HEP158-417 (29 kDa) 
 

aaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgctcaggactgg

acttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagttgctcctgg

actactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaaggctgat

attttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaaaaatg

caaaactctatggtcctgatgttggtcagcctcgaagaaagacggctaagatgctgaagagcttcctgaaggctg

gtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagattttcta

aaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggcctggcaa

gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagcgcccttgctatccgacacctttgcagctg

gctttatgtggctggataaattgggcctgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgatgaggcaagtattctttgg

agcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattg

gtgggcaccaag 

 

KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLD

YCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNA

KLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLNP

DVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMW

LDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK 

 

o HEP233-417 (21 kDa) 
 

gctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttca

aaaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagcctcgaagaaagacggctaagatgctgaagagcttcctga

aggctggtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaag

attttctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggcct

ggcaagaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagcgcccttgctatccgacacctttgc

agctggctttatgtggctggataaattgggcctgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgatgaggcaagtatt

ctttggagcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaag

aaattggtgggcaccaag 

 

ADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLK

AGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPG
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KKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGA

GNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK 

 

o HEP158-543 (45 kDa) 
 

aaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaaactgctcaggactgg

acttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaatgctcagttgctcctgg

actactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagtttccttaagaaggctgat

attttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaagtccaccttcaaaaatg

caaaactctatggtcctgatgttggtcagcctcgaagaaagacggctaagatgctgaagagcttcctgaaggctg

gtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgctaccagggaagattttcta

aaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgagagcaccaggcctggcaa

gaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagcgcccttgctatccgacacctttgcagctg

gctttatgtggctggataaattgggcctgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgatgaggcaagtattctttgg

agcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatctcttctgttcaagaaattg

gtgggcaccaaggtgttaatggcaagcgtgcaaggttcaaagagaaggaagcttcgagtataccttcattgcac

aaacactgacaatccaaggtataaagaaggagatttaactctgtatgccataaacctccataatgtcaccaagtac

ttgcggttaccctatcctttttctaacaagcaagtggataaataccttctaagacctttgggacctcatggattactttc

caaatctgtccaactcaatggtctaactctaaagatggtggatgatcaaaccttgccacctttaatggaaaaacctc

tccggccaggaagttcactgggcttgccagctttctcatatagtttttttgtgataagaaatgccaaagttgctgcttg

catctga 

 
KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLD

YCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNA

KLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLNP

DVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMW

LDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK

VLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGDLTLYAINLHNVTKYLRLPYP

FSNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKMVDDQTLPPLMEKPLRPGSS

LGLPAFSYSFFVIRNAKVAACI 
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o HEP36-417 (37 kDa) 

 

caggacgtcgtggacctggacttcttcacccaggagccgctgcacctggtgagcccctcgttcctgtccgtcac

cattgacgccaacctggccacggacccgcggttcctcatcctcctgggttctccaaagcttcgtaccttggccag

aggcttgtctcctgcgtacctgaggtttggtggcaccaagacagacttcctaattttcgatcccaagaaggaaggt

agcggatccggctctaaaaagttcaagaacagcacctactcaagaagctctgtagatgtgctatacacttttgcaa

actgctcaggactggacttgatctttggcctaaatgcgttattaagaacagcagatttgcagtggaacagttctaat

gctcagttgctcctggactactgctcttccaaggggtataacatttcttgggaactaggcaatgaacctaacagttt

ccttaagaaggctgatattttcatcaatgggtcgcagttaggagaagattttattcaattgcataaacttctaagaaa

gtccaccttcaaaaatgcaaaactctatggtcctgatgttggtcagcctcgaagaaagacggctaagatgctgaa

gagcttcctgaaggctggtggagaagtgattgattcagttacatggcatcactactatttgaatggacggactgct

accagggaagattttctaaaccctgatgtattggacatttttatttcatctgtgcaaaaagttttccaggtggttgaga

gcaccaggcctggcaagaaggtctggttaggagaaacaagctctgcatatggaggcggagcgcccttgctatc

cgacacctttgcagctggctttatgtggctggataaattgggcctgtcagcccgaatgggaatagaagtggtgat

gaggcaagtattctttggagcaggaaactaccatttagtggatgaaaacttcgatcctttacctgattattggctatc

tcttctgttcaagaaattggtgggcaccaagg 

 
QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGL

SPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGSKKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSG

LDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKA

DIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKA

GGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLNPDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGK

KVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAG

NYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK 

 

Los oligonuclótidos utilizados para las clonaciones fueron diferentes según la 

construcción y el plásmido utilizado: 

 

1. Construcciones clonadas en p11 

 

o HEP36-109  

 
Nterminal largo: 5’-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’ 

Nterminal corto: 5’-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’ 
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Cterminal largo: 5’-GA TCC TTA TTC CTT CTT GGG ATC GAA AAT TAG-3’ 

Cterminal corto: 5’-CTTATTCCTTCTTGGGATCGAAAATTAG-3’ 

 

o HEP158-417  

 
Nterminal largo: 5’-T ATG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’ 

Nterminal corto: 5’-TG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’ 

Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’ 

Cterminal corto:  5’-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’ 

 

o HEP233-417  
 

Nterminal largo: 5’-TA TGG CTG ATA TTT TCA TCA ATG GGT CGC-3’ 

Nterminal corto: 5-TGG CTG ATA TTT TCA TCA ATG GGT CGC-3’ 

Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’ 

Cterminal corto: 5’-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’ 

 

o HEP158-543  

 

Nterminal largo: 5’-T ATG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA- 3’ 

Nterminal corto: 5’-TG AAA AAG TTC AAG AAC AGC ACC TAC TCA AGA-3’ 

Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAT CAG ATG CAA GCA GCA ACT TTG GCA TTT-3’ 

Cterminal corto: 5’-C TTA CTA GAT GCA AGC AGC AAC TTT GGC ATT TCT-3’ 

 

o HEP36-417  

 

Nterminal largo: 5’-T ATG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’  

Nterminal corto: 5’-TG CAG GAC GTC GTG GAC CTG GAC TTC-3’  

Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’  

Cterminal corto: 5’-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’  

 

2. HEP36-417 clonada en pMal 

  

Nterminal largo: 5’-AA TTC GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG CAG 

GAC 3’ 

Nterminal corto: 5’-CGA AAA CTT GTA TTT CCA GGG CCA TAT GCA GGA 3’ 
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Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’  

Cterminal corto: 5’-C TT ACT TGG TGCC CAC CAATTT CTT GAA CAG AAG-3’  

 

3. HEP36-417 clonada en pET44a 

 

Nterminal largo: 5’-GCG GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG 3’ 

Nterminal corto: 5’-G GAA AAC TTG TAT TTC CAG GGC CAT ATG 3’ 

Cterminal largo: 5’-GAT CCT TAC TTG GTG CCC ACC AAT TTC TTG AAC AGA-3’ 

Cterminal corto: 5’-C TTA CTT GGT GCC CAC CAA TTT CTT GAA CAG AAG-3’ 

 

4. HEP158-543 (45 kDa) clonada en pET47b 

 

Nterminal: 5’-GTA GAG GGA TCC CTA CTA GAT GCA AGC AGG-3’  

Cterminal : 5’-CGC TCT CCG CGG AAA AAG TTC AAG AAC ACG-3’  

 

1.1.2.-Expresión de las distintas construcciones 

 

Una vez que las distintas construcciones de heparanasa se clonaron en el 

vector de expresión adecuado, se llevó a cabo la transformación para cada una 

de ellas en células de expresión de Escherichia coli (E. coli) BL21 (DE3) 

(Stratagene) excepto para HEP158-417 en la que se usó BL21-CodonPlus(DE3)-

RIL (Stratagene). La transformación fue realizada utilizando 1 μL de plásmido 

en 50 μL de las células anteriormente descritas siguiendo el mismo protocolo 

descrito en el apartado 1.1.1. 

El cultivo de las células se realizó en condiciones aeróbicas en medio líquido 

Luria-Bertani (LB). Todos los cultivos fueron preparados utilizando ampicilina 

como antibiótico a una concentración final de 100 μg/mL, excepto para el caso 

de HEP158-417 en el que se añadió además cloroanfenicol también a una 

concentración final de 100 μg/mL. La resistencia específica a la ampicilina se la 

confiere el vector de expresión p11 y al cloranfenicol las células de expresión 

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL 

Para la correcta oxigenación del cultivo se utilizaron matraces de 2 L con 500 

mL de medio cada uno y se mantuvieron en agitación continua durante todo el 
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tiempo de incubación. Tras la inoculación del medio con 5 mL de un precultivo 

crecido a 37 ºC en LB durante la noche anterior, se mantuvieron a 37 ºC hasta 

alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,6-0,8 excepto para la construcción 

HEP158-417-p11 en la que se utilizó 0,3. Los plásmidos utilizados para cada una 

de las construcciones contenían en su secuencia el gen regulador “LacI”. El 

producto del gen regulador es un represor que impide la expresión de los genes 

en ausencia del inductor. Para inducir la expresión de la proteína se utilizó 

isopropil-β-tiogalactopiranósido (IPTG) (SIGMA-ALDRICH) capaz de inactivar 

el represor del operón Lac e inducir la expresión de los genes de interés. Para 

ello se utilizó una concentración de 0,8 mM de IPTG y una temperatura de 25 

ºC. A continuación se dejó que la expresión tuviese lugar durante un tiempo 

aproximado de 18 horas. Transcurrido este tiempo, se recogieron las células por 

centrifugación de los cultivos a 3500 rpm, durante 15 min a 4 ºC, y se 

almacenaron los pellets a -20 ºC hasta su uso. Todo este proceso viene 

representado en la Fig. 2. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

     

                           

 

Figura 2. Esquema para la expresión de la proteína. 
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1.1.3.-Marcaje isotópico de las construcciones de heparanasa 

 

Para la preparación de muestras marcadas uniformemente en 2H, 15N y/o 13C, 

se utilizó un medio mínimo M9 utilizando D2O 70%, 15NH4Cl y 13C-glucosa 

(Eurisotop) como únicas fuentes de deuterio, nitrógeno y carbono 

respectivamente (208). 

Las condiciones para expresar la proteína marcada en 15N y/o 13C fueron las 

mismas que las descritas anteriormente. Sin embargo en el caso de muestras 

marcadas en 2H, hubo que hacer una adaptación previa de las células. En primer 

lugar se puso un precultivo en medio LB hasta que las células alcanzaron una 

densidad óptica a 600 nm de 0,6-0,8. Este precultivo fue utilizado para inocular 

un cultivo de 100 mL de medio mínimo M9 conteniendo 0% D2O; cuando las 

células alcanzaron la densidad óptica deseada, se volvió a utilizar este cultivo 

para inocular otro de 30% D2O y se volvió a repetir la operación posteriormente 

inoculando cultivos de 50% y finalmente del 70% de D2O. De esta manera nos 

asegurábamos de que un 70% de la proteína estaba marcada con 
2
H (208). La 

expresión de la proteína se indujo de la misma forma que se ha indicado en el 

apartado 1.1.2.  

 
1.1.4.-Marcaje isotópico selectivo de las construcciones de heparanasa 

 

La proteína fue también expresada marcada en 15N de forma selectiva en 

algunos aminoácidos. Para ello, se añadió 1 g de aminoácido marcado en 15N a 

500 mL de medio de cultivo LB (209). Los aminoácidos utilizados fueron 15N-

Gly, 15N-Leu, 15N-Lys, 15N-Glu y 15N-Ser (Tracer tec). Las células se crecieron a 

37 ºC hasta una O.D. de 0,6-0,8 a 600 nm. La expresión se indujo con 0,8 mM 

de IPTG y se llevó a cabo a 37 ºC durante 4 horas. 

 

1.1.5.-Lisis celular de las construcciones de heparanasa 

 

La ruptura de las células se realizó en dos etapas, una primera etapa basada en 

una ruptura enzimática (utilizando lisozima), y una segunda etapa basada en una 
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ruptura física (sometiendo a las células a diferentes ciclos de sonicación). Para la 

ruptura enzimática, las células que procedían de un litro de cultivo se 

resuspendieron en 50 mL de un tampón de lisis cuya composición variaba 

dependiendo del plásmido utilizado. Estos tampones fueron: 

 

- Tampón A: 25 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM de cloruro sódico, 10% (v/v) 

glicerol (MERCK), 1% (v/v) Triton (FLUKA) utilizados para todas las 

construcciones clonadas en p11 y pET47b. 

- Tampón B: 25 mM Tris-HCl pH 7,4, 200 mM de cloruro sódico, 1 mM 

EDTA (Roche) para HEP36-417-pMal. 

- Tampón C: 25 mM Tris-HCl pH 8, 300 mM de cloruro sódico, 10% (v/v) 

glicerol (MERCK) para HEP36-417-pET44a. 

 

Todos estos tampones fueron suplementados con 0,5 mg/mL de lisozima 

(Fluka), 10 μg/mL de DNasa (Roche) y media tableta de cóctel inhibidor de 

proteasas libre de EDTA (Roche).  

Posteriormente las células se dejaron en agitación moderada durante media 

hora a 4 ºC. Una vez transcurridos los 30 min, fueron sometidas a 10 ciclos de 

sonicación (MicrosonTM Ultrasonic cell disruptor XL, Misonix) que consistían 

cada uno de ellos en sonicar durante 30 s a máxima potencia seguido de un 

periodo de descanso de 10 s. Una vez rotas las células, se separaron el 

sobrenadante y el pellet mediante centrifugación a 9000 rpm a 4 ºC. 

 

1.1.6.-Purificación de las construcciones clonadas en p11 Y pET47b. 

 

Después de la lisis celular, todas las construcciones de heparanasa fueron 

encontradas en el pellet. Posteriormente, estas construcciones fueron sometidas a 

distintos ciclos de sonicación con distintos tampones de lisis con el objeto de 

purificarlas y eliminar del pellet otras proteínas más solubles que heparanasa. 

Finalmente las construcciones de heparanasa ya prácticamente puras fueron 

solubilizadas añadiendo al tampón 0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine. Todas 
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las sonicaciones se llevaron a cabo con el mismo sonicador y usando los mismos 

ciclos que para la ruptura celular. Los tampones usados para cada sonicación 

fueron los siguientes: 

 

o 2ª sonicación: 25 mM Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de cloruro sódico, 1% 

(p/v) Triton, 10% (v/v) glicerol. 

o 3ª sonicación: 25 mM Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de cloruro sódico, 0,06% 

(p/v) N-lauroylsarcosine (SIGMA-ALDRICH). 

o 4ª sonicación: 25 mM Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de cloruro sódico, 

0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine. 

 

Después de cada sonicación se separó sobrenadante y pellet mediante 

centrifugación a 9000 rpm durante 30 min. El pellet fue resuspendido en el 

nuevo tampón dejándolo en agitación durante 30 min a 4 ºC. Todo este proceso 

aparece esquematizado en la Fig. 3 

Posteriormente se refinó la purificación de la proteína mediante cromatografía 

de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). Para ello se aplicó el sobrenadante 

de la 4ª sonicación a una columna que previamente había sido cargada con 2 mL 

de resina TALON (Clontech) y equilibrada con el mismo tampón en el que se 

encontraba la proteína (25 mM Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de cloruro sódico, 

0,125% de N-lauroylsarcosine). La proteína se dejó en contacto con la resina 

durante dos horas con agitación usando una noria con una rotación de 18 rpm. 

Una vez transcurrido este tiempo se dejó pasar el tampón a través de la columna 

y la proteína que quedó unida a la resina fue lavada primero con 25 mL del 

mismo tampón de equilibración y en segundo lugar con el mismo tampón 

suplementado con 5 mM imidazol (SIGMA) para eliminar posibles uniones 

inespecíficas de otras proteínas a la resina. Seguidamente la proteína fue eluida 

con 10 mL de este mismo tampón suplementado con 500 mM imidazol. La 

pureza de la proteína se valoró sobre SDS-PAGE (Bis/Tris NuPAGE 

polyacrylamide gels) al 12% (p/v). 

 



                                                                                                                     

 

 

 

Materiales y Métodos                                                                             85            

 

                                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema de tratamiento de lisis y purficación de las construcciones de 

heparanasa clonadas en el plásmido p11 y pET47b. En rojo está señalado el 

recorrido de la proteína desde la célula hasta tenerla en condiciones solubles. 

1.1.7.-Purificación de HEP36-417-pMAL. 

 

Después de la lisis celular la proteína fue encontrada en el sobrenadante. 

Teniendo en cuenta que esta construcción contiene fusionada la proteína MBP 

(proteína de unión a maltosa), la purificación de HEP36-417 se llevó a cabo 

mediante cromatografía de afinidad aprovechando la interacción entre la MBP y 

la resina de amilosa. De esta forma, el sobrenadante fue aplicado sobre una 
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columna que contenía 5 mL de resina de amilosa (New England BioLabs) 

equilibrado con tampón B. La columna que contenía la proteína unida a la resina 

fue lavada con tampón B y posteriormente eluida con el mismo tampón 

suplementado con 10 mM maltosa. Se comprobó la pureza de la proteína 

utilizando SDS-PAGE al 12% (p/v). Toda la purificación se llevó a cabo a 4 ºC. 

 

1.1.8.-Purificación de HEP36-417-pET44a 

 

Se utilizó cromatografía de metal inmovilizado (IMAC) para purificar esta 

construcción. Para ello, el sobrenadante que se obtuvo después de la lisis celular 

se aplicó a una columna cargada con 2 mL de resina TALON (Clontech) 

equilibrada con buffer C. La proteína que quedó unida a la resina fue lavada en 

primer lugar con 25 mL del mismo tampón de equilibración y en segundo lugar 

con el mismo tampón suplementado con 5 mM imidazol para eliminar uniones 

inespecíficas. Seguidamente la proteína fue eluída con 10 mL de este tampón 

suplementado con 500 mM imidazol. La pureza de la proteína fue valorada por 

SDS-PAGE al 12% (p/v). 

 

1.1.9.- Identificación de la secuencia y peso molecular de HEP158-416 por 

espectrometría de masas MALDI-TOF 

 

El peso molecular y la secuencia de aminoácidos fueron confirmadas mediante 

espectrometría de masas MALDI-TOF. Para ello se utilizó una muestra disuelta 

en 25 mM fosfato pH 6, 50 mM NaCl y 0,125% de N-lauroyl-sarcosine (p/v) 

con una concentración de 0,3 μg/μL en un volumen final de 200 μL. 

o Identificación de la secuencia de aminoácidos de la proteína. 

La muestra fue precipitada con una mezcla de ácido tricloroacético 

(TCA)/acetona. Una vez que la proteína fue precipitada, se procedió a la 

digestión de la muestra con tripsina. Para ello, la proteína precipitada fue tratada 

en primer lugar con 5 mM de DTT disuelto en una disolución 50 mM de 

bicarbonato amónico (NH4HCO3) durante 30 s a 60 ºC, a continuación con 35 

mM de IAM (yodoacetamida) disuelto en una disolución 50 mM de bicarbonato 
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amónico (NH4HCO3) durante 30 s en oscuridad y posteriormente se incubó con 

100 ng de tripsina a 37 ºC para llevar a cabo la digestión. La reacción de 

digestión fue parada con ácido trifluoracético (TFA) al 10% (pH 1). Finalmente 

se llevó a cabo el espoteo directo y el Zip Tip de 10 μL de muestra. Se incluyó 

en el procesado de las muestras un blanco de 75 ng de BSA como control de la 

digestión y un blanco con los reactivos para determinar el origen de posibles 

contaminaciones por queratinas. Antes del análisis de la muestra, se calibraron la 

placa y los métodos de adquisición. Los espectros de MALDI TOF se 

adquirieron en modo reflectón positivo utilizando un 4700 Proteómica Analyzer, 

ABI. Se seleccionaron automáticamente 5 iones entre aquellos de mayor 

intensidad, excluyendo los que correspondían a contaminaciones conocidas. 

Posteriormente se realizó una calibración interna con los picos de autodigestión 

de la tripsina y se obtuvo el espectro de fragmentación de cada uno de estos 

iones utilizando la disociación inducida por colisión (“CID on”) con 1 kV de 

energía de colisión. 

Las muestras fueron analizadas con un Applied Biosystems en un servidor de 

MASCOT residente (http://www.matrixscience.com/search_intro.html). Las 

bases de datos utilizadas fueron SwissProt y HomaMade. 

 

o   Identificación del peso molecular de la proteína 

Se hicieron 6 diluciones de la muestra (1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:20) en matriz de 

ácido α-ciano-4-hidroxicinámico y se depositaron en una placa de MALDI. El 

peso molecular se determinó en un espectrómetro de masas con ionización 

MALDI y detectores de vuelo de tándem (MALDI TOFTOF, 4700 PA, ABI) 

Los espectros se adquirieron en modo lineal positivo. Los métodos de 

adquisición fueron calibrados previamente al análisis de las muestras y se 

acumularon entre 2000 a 4000 disparos a una intensidad de láser de 6000 

(YAG LASER, 200 Hz). La adquisición de los datos se realizó de forma 

aleatoria por toda la muestra. 

Estos experimentos fueron realizados por el Servicio de Proteómica 

(Proteored) del Centro de Investigación Príncipe Felipe (Valencia). 

http://www.matrixscience.com/search_intro.html
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1.2.-Purificación de fondaparinux 

 

Se partió de una solución salina de 3,2 mL que contenía Fondaparinux 

(Arixtra) a una concentración de 12,5 mg/mL. La muestra fue congelada en 

nitrógeno líquido y liofilizada durante toda la noche para eliminar el agua. 

Posteriormente fue disuelta en 400 µL de agua MilliQ. Una vez que la muestra 

fue concentrada, se eliminó el cloruro sódico mediante cromatografía de 

exclusión molecular. Para ello se utilizó una columna PD MidiTrap G-10 

previamente lavada y equilibrada con 16 mL de agua MilliQ. Posteriormente se 

aplicaron los 400 µL de muestra que contenían el Fondaparinux sobre la 

columna y se dejó pasar el volumen de tampón que ocupaba la resina. Se eluyó 

con 1,3 mL de agua MilliQ y se recogieron 13 fracciones de 100 µL. Para saber 

si las distintas fracciones contenían cloruro sódico, se utilizó una solución de 

nitrato de plata que añadida a las fracciones que contenían sal formaban un 

precipitado blanco de cloruro de plata. De esta forma solo se escogieron las 

fracciones libres de cloruro sódico y que contenían el Fondaparinux puro. 

Finalmente se unieron todas estas fracciones y se liofilizaron para ser 

almacenadas hasta su utilización en experimentos posteriores.  

 

2.-RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 

 

2.1.-Preparación de la muestra 

 

2.1.1.-Experimentos bi- y tri-dimensionales necesarios para la asignación de 

la proteína 

 

Las muestras utilizadas para adquirir los experimentos estaban marcadas 

isotópicamente en 15N, 13C, 2H o combinaciones de estos isótopos dependiendo 

del tipo de experimentos (Tabla 1) aunque también se utilizaron muestras 

marcadas selectivamente con 15N en algunos aminoácidos. Para adquirir los 

experimentos bi y tridimensionales se usaron muestras con una concentración de 

entre 150 M y 1 mM en un volumen de entre 450-500 μL, por lo que en el caso 

de las construcciones de heparanasa fue necesaria la concentración de la proteína 
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tras su purificación. Para ello, una vez terminada la purificación, se eligieron las 

fracciones más limpias y fueron dializadas frente a 25 mM de fosfato sódico, 50 

mM de cloruro sódico y 0,125% de N-lauroyl-sarcosine (tampón utilizado para 

la adquisición de los experimentos). Finalmente, la proteína fue concentrada 

centrifugando a 7.000 rpm usando concentradores (Vivaspin) con un corte de 

peso molecular entre 2.000 y 10.000 Da dependiendo del tamaño de la 

construcción con la que se estaba trabajando (Tabla 2). Todas las muestras 

contenían una cantidad de D2O entre el 5-10% del volumen de la muestra. 

Algunos experimentos como el 13C-HSQC, el [1H-13C]-HSQC-NOESY y el 

HCCH-TOCSY se adquirieron utilizando D2O como disolvente para reducir la 

señal del H2O. El disolvente utilizado para adquirir cada uno de los 

experimentos se detalla en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Marcaje isotópico y disolvente de las muestras según el tipo de 

experimentos 

 

 MARCAJE ISOTÓPICO DISOLVENTE 

[15N, 1H]-HSQC 15N H2O + 5-10% D2O 

[15N, 1H]-HSQC-TOCSY 15N H2O+ 5-10% D2O 

[15N, 1H]-HSQC-NOESY 15N H2O+ 5-10% D2O 

HNCO* 15N + 13C H2O+ 5-10% D2O 

HNCA* 15N + 13C H2O+ 5-10% D2O 

CBCA(CO)NH* 15N + 13C H2O+ 5-10% D2O 

HNCACB* 15N + 13C H2O+ 5-10% D2O 

HNCACO* 15N + 13C H2O+ 5-10% D2O 

HNHA 15N H2O+ 5-10% D2O 

HNHB 15N H2O+ 5-10% D2O 

HBHA(CO)NH 15N H2O+ 5-10% D2O 

[13C, 1H]-HSQC 15N + 13C D2O 

[13C, 1H]-HSQC-NOESY 15N + 13C D2O 
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(H)CCH-TOCSY 15N + 13C D2O 

H(C)CH-TOCSY 15N + 13C D2O 

 
* Las muestras de HEP158-417 estaban marcadas adicionalmente 

en 2H para las versiones TROSY de estos experimentos 

 

Tabla 2. Corte de peso molecular de la membrana utilizada para cada 

construcción  

 

 
TAMAÑO PROTEÍNA (Da) 

TAMAÑO  DE  CORTE  DE 

MEMBRANA (Da) 

HEP158-417 29000 10000 

HEP233-417 21000 10000 

HEP36-109 8000 2000 

HEP158-543 45000 10000 

 

 

2.1.2.-Ensayos de interacción 

 

Los tipos de experimentos que se usaron para medir la interacción entre 

proteína y ligando fueron waterLOGSY (210), STD (203) y mapeo de 

desplazamientos químicos utilizando [1H-15N]-HSQC (211). 

En todos los casos se partió de un stock de proteína entre 0,5 y 1 mM 

(preparado como se explicó en el punto 2.1.1) disuelto en tampón 25 mM fosfato 

sódico pH 6, 50 mM de cloruro sódico y 0,125% (p/v) de N-lauroylsarcosine. El 

stock utilizado para el ligando tenía una concentración de 50 mM y se 

encontraba disuelto en en el mismo tampón que la proteína o en caso de que no 

fuera soluble en agua, en DMSO deuterado. El volumen total de todas las 

muestras era de 450-500 μl y todas ellas contenían entre un 5 y 10% de D2O. La 

preparación de la muestra fue diferente según el tipo de experimento. A 

continuación se detalla para cada uno de ellos. 
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o WaterLOGSY 

El ratio proteína/ligando para este tipo de experimento fue 1:60 con una 

concentración de proteína de 5 μM y una concentración de ligando de 300 μM. 

o STD  

En este caso el ratio proteína/ligando fue 1:100 con una concentración de 

proteína de 5 μM y una concentración de ligando de 500 μM. 

  

o [1H-15N]-HSQC 

Para este tipo de experimento se usó proteína marcada en 15N a una 

concentración de 50 μM como muestra control. Los ligandos utilizados en este 

tipo de experimento estaban todos disueltos en el mismo tampón que la 

proteína. Para ver la interacción fue necesario hacer una titulación con ratios 

proteína: ligando de 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:25, 1:50.  

 
2.2.-Adquisición de los experimentos 

 
 

2.2.1.-Experimentos bi- y tri-dimensionales necesarios para la asignación de 

la proteína 

 

Los experimentos tridimensionales de RMN realizados con la muestra de 

HEP158-417 se llevaron a cabo a frecuencias de 899,58, 91,16 y 226,23 MHz para 

1H, 15N y 13C respectivamente en un espectrómetro Bruker Avance 900 que 

operaba a un campo electromágnetico de 21,06 Teslas y equipado con una 

criosonda TCI de 5 mm. 

Los experimentos bi y tridimensionales correspondientes al resto de las 

construcciones se realizaron a frecuencias de 600,13, 60,81 y 150,90 MHz para 

1H, 15N y 13C respectivamente en un espectrómetro Bruker Avance 600 que 

operaba a un campo electromágnetico de 14,1 Teslas equipado con una 

criosonda TCI de 5 mm. 

Todos los experimentos bi y tridimensionales de las muestras de heparanasa 

fueron realizados a una temperatura de 45 ºC y adquiridos con el programa 
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TOPSPIN (Bruker GmbH). Las anchuras espectrales (SW) de 1H fueron en 

todos los casos 14 ppm centrados a una frecuencia de 4,7 ppm (o1); en el caso 

del 15N, se utilizó un SW de 30 ppm y un o2 de 118 ppm  para las muestras de 

HEP158-417 y HEP233-417 y de 36 y 117 ppm respectivamente para la muestra de 

HEP36-109. La anchura espectral de 13C dependía de cada experimento y vienen 

indicados a continuación además de otros parámetros espectrales. 

 

Los experimentos bidimensionales adquiridos para la asignación de las 

proteínas fueron los siguientes: 

 

o [1H-15N]-HSQC (212) 

- TD (1H): 2048  

- TD (15N): 756 

- d1: 1,2 s 

 

o [
1
H-

13
C]-HSQC (212) 

- TD (1H): 2048 

- TD (13C): 1024 

- d1: 1,2 s 

- SW (13C): 90 ppm 

- o2p: 45 ppm 

 

Para la asignación del esqueleto peptídico, se adquirieron los siguientes 

experimentos de triple resonancia: 

 

o HNCO (213) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 48 

- TD (13C): 80 

- d1: 1,1 s 

- SW (13C): 18 ppm 
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- o2p: 176 ppm 

 

o HNCA (213) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 60 

- TD (13C): 120 

- d1: 1,1 s 

- SW (13C): 26,7 ppm 

- o2p: 54 ppm 

 

o CBCA(CO)NH (214) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 60 

- TD (13C): 180 

- d1: 1,1 s 

- SW (
13

C): 62,5 ppm 

- o2p: 39 ppm 

 

o HNCACB (215) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 48 

- TD (13C): 154 

- d1: 1,1 s 

- SW (13C): 53.4 ppm 

- o2p: 39 ppm 

 

o HN(CA)CO (216) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 48 

- TD (13C): 110 

- d1: 1,1 s 
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- SW (13C): 18 ppm 

- o2p: 176 ppm 

o HNHA (217) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 58 

- TD indirecta (1H): 128 

- d1: 1,1 s 

 

o HNHB (218) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 58 

- TD indirecta (1H): 128 

- d1: 1,1 s 

 

o HBHA(CO)NH (219) 

- TD (
1
H): 2048 

- TD (15N): 58 

- TD indirecta (1H): 128 

- d1: 1,1 s 

 

o [1H-15N]-HSQC-TOCSY (220) 

- TD (1H): 2048 

- TD (15N): 72 

- TD indirecta (1H): 182 

- d1: 1,1 s 

- d9: 50 ms 

 

 

Los experimentos adquiridos para asignar las cadenas laterales fueron los 

siguientes: 
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o (H)CCH-TOCSY (221) 

- TD (1H): 2048 

- TD (13C): 120 

- TD indirecta (1H): 120 

- d1: 1,2 s 

- SW (13C): 125 ppm 

- o2p: 45 ppm 

 

o H(C)CH-TOCSY (221) 

- TD (1H): 2048 

- TD (13C): 190 

- TD indirecta (1H): 110 

- d1: 1,2 s 

- SW (13C): 125 ppm 

- o2p: 45 ppm 

 

A continuación se muestran los experimentos tridimensionales que daban 

información estructural de la proteína: 

 

o [1H-15N]-HSQC-NOESY (222) 

- TD directa (1H): 2048 

- TD (15N): 80 

- TD indirecta (1H): 344 

- d1: 1,2 s 

- d8: para la muestra HEP158-417: 110 ms 

- d8 para la muestra de HEP233-417: 150 ms 

- d8 para la muestra de HEP36-109: 150 ms 

 

o [1H-13C]-HSQC-NOESY (223) 

- TD directa (1H): 2048 
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- TD (13C): 80 

- TD indirecta (1H): 222 

- d1: 1,2 s 

- D8 para todas las muestras: 80 ms 

- SW (13C): 90 ppm 

- o2p: 45 ppm 

 

Para las muestras de HEP158-417, se usaron las versiones TROSY (“Transverse 

Relaxation-Optimized SpectroscopY”) de experimentos convencionales (224). 

Por tanto los experimentos tridimensionales utilizados para esta construcción 

fueron [1H-15N]-TROSY-HNCO, [1H-15N]-TROSY-HNCA (225, 226), [1H-15N]-

TROSY-CBCA(CO)NH, [1H-15N]-TROSY-HNCACB y [1H-15N]-TROSY-

HN(CA)CO (227). Todos ellos tenían como base el experimento [1H-15N]-

TROSY-HSQC (224). Los parámetros para este tipo de experimentos fueron los 

mismos que anteriormente se han descrito. 

Una vez adquiridos todos los experimentos, estos se procesaron con el 

programa TOPSPIN (Bruker GmbH) utilizando función senoidal con un 

desplazamiento de campana de seno de 6 para los experimentos bidimensionales 

y 4 para los experimentos tridimensionales. 

 

2.2.2.-Ensayos de interacción  

 

Los experimentos se adquirieron con los espectrómetos Bruker Avance 600 

equipado con una criosonda TCI de 5 mm y Bruker Avance 500 con una sonda 

TBI de 5 mm y gradientes en el eje z. La adquisición y procesado de estos 

experimentos se realizó con el programa TOSPIN (Bruker GmbH). La 

temperatura de medida fue de 27 ºC en el caso de water-LOGSY y STD y 45 ºC 

para los [1H-15N]-HSQC.  

 

A continuación se detallan los parámetros espectrales para cada tipo de 

experimento: 
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o WaterLOGSY  

Para la adquisición de este experimento se utilizaron 8 K puntos para un 

ancho de barrido de 8,6 kHz. El número total de experimentos acumulados fue 

1 K para cada waterLOGSY cuando fueron adquiridos con un espectrómetro 

Bruker Avance 600 y 2 K cuando fueron adquiridos con Bruker Avance 500. 

Se aplicó un tiempo de relajación de 2,5 s y un tiempo de mezcla de 1,5 s. El 

pulso selectivo para el agua fue 5 ms en la parte de preparación mientras que 

la secuencia llamada “excitation sculpting” (228) se realizó con un pulso 

selectivo de 2 ms. Para procesar el experimento se usó una función 

exponencial con un ensanchamiento de línea de 3 Hz. 

 

o STD 

Un tren de pulsos con forma gaussiana entre 2 y 0,8 ms fue aplicado en 

este tipo de experimentos con una saturación final de 2,5 s y frecuencias en 

resonancia y fuera de resonancia de 0,3 y 33 ppm respectivamente. El número 

de experimentos acumulados fue 1 K cuando fueron adquiridos con un 

espectrómetro Bruker Avance 600 y 2 K cuando fueron adquiridos con Bruker 

Avance 500. 

 

o Mapeo de desplazamientos químicos utilizando el [1H-15N]-HSQC 

Estos experimentos se realizaron todos en un espectrómetro Bruker 

Avance 600 con una acumulación de experimentos de 16. El resto de los 

parámetros espectrales ya fueron definidos en la sección 2.2. 

 

2.3.-Asignación del esqueleto y cadenas laterales 

 

El proceso de asignación de una proteína consiste en establecer la relación 

existente entre cada una de las señales identificadas en los espectros de RMN y 

los átomos que forman parte de la proteína. 

La metodología que se siguió para asignar cada una de las construcciones tenía 

varias etapas (229). 
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1. En primer lugar fue necesario conocer la información que daban cada uno 

de los experimentos. Esta información se resume en la Tabla 3. 

 

2. Se identificaron cada una de las señales visibles en el espectro de [1H-

15N]-HSQC que correspondían con un –NH de un aminoácido de la 

proteína. Para ello se marcaron cada una de las señales que aparecían en el 

espectro que posteriormente se usó como base para los espectros 

tridimensionales. 

 

3. Identificación de las señales de la tercera dimensión en los espectros 

tridimensionales (proceso conocido como “peak picking”). Cada valor de 

–NH anteriormente identificado en el espectro bidimensional está 

relacionado con un conjunto de señales que aparecen en la tercera 

dimensión de los espectros tridimensionales, esta información aparece en 

la Tabla 3.  

 

4. Posteriormente se intentó enlazar aminoácidos que estaban seguidos en la 

secuencia de la proteína. Para ello se debía encontrar por ejemplo en el 

experimento HNCA un aminoácido (i) con una señal de Cαi que 

coincidiese en desplazamiento químico con el Cαi-1 de otro aminoácido (i-

1). En este caso y si no hubiera dudas entre varias señales se enlazaba el 

aminoácido (i-1) con su predecesor (i). Esta unión se podía comprobar con 

el experimento HNCACB que nos permitía ver si a su vez el 

desplazamiento químico de Cβi coincidía con el de Cβi-1. También se 

pudieron hacer correlaciones secuenciales con los desplazamientos 

químicos de protones usando los experimentos HNHA, HNHB Y 

HBHA(CO)NH. De esta forma se iban obteniendo fragmentos de 

aminoácidos dentro de la secuencia de la proteína. 
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Tabla 3. Información aportada por cada uno de los experimentos 

tridimensionales utilizados en la asignación de la proteína. 

 

 
DIMENSIONES 

(x-y-z) 

INFORMACIÓN  

 (3ª DIMENSION) 

HNCO 1H – 15N – 13 C COi‐1 

HNCA 1H – 15N – 13 C Cαi, Cαi-1 

CBCA(CO)NH 1H – 15N – 13 C Cαi-1, Cβi-1 

HNCACB 1H – 15N – 13 C Cαi, Cβi, Cαi-1, Cβi-1 

HNCACO 1H – 15N – 13 C COi, COi‐1 

HNHA 1H – 15N – 1H Hαi 

HNHB 1H – 15N – 1H Hβi 

HBHA(CO)NH 1H – 15N – 1H Hαi‐1, Hβi‐1 

[15N, 1H]-HSQC-NOESY 1H – 15N – 1H H (1,6-6 Å) 

[13C, 1H]-HSQC-NOESY 1H – 15N – 1H H (1,6-6 Å) 

(H)CCH-TOCSY 1H – 13C – 13 C C (cadena lateral) 

H(C)CH-TOCSY 1H – 13C – 1H H (cadena lateral) 

 

5. Identificación y asignación de aminoácidos. A partir de los 

desplazamientos químicos típicos para las señales de Cα, Cβ, Hα y Hβ, se 

identificaba la naturaleza de algunos residuos. Si la naturaleza de cada uno 

de los aminoácidos para un fragmento dado coincidía con algún trozo de 

la secuencia de la proteína se asignaba. Si había más de una opción 

posible, se debía buscar más información antes de asignar el fragmento.  

 

6. Asignación de las cadenas laterales. Para ello se usaban los experimentos 

(H)CCH-TOCSY que permiten asignar la cadena lateral de C (Cγ, Cδ, etc) 
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y el H(C)CH-TOCSY que permite asignar la cadena lateral de H (Hγ, Hδ, 

etc). 

 

Para el proceso de asignación se utilizó el programa CARA (Computer-Aided 

Resonance Assignment) (www.nmr.ch) como soporte informático. 

La Figura 4 resume todo el proceso utilizado para la asignación de todas las 

construcciones de Heparanasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 4. Esquema de los pasos utilizados en la asignación de Heparanasa 

 

 

2.4.-Cálculo de estructura secundaria 

 

El cálculo de estructura secundaria fue realizado con el programa TALOS 

(http://www.nmr.chem.uu.nl/~abonvin/tutorials/Talos-Data/talos.html) (230). 

Este programa calcula restricciones de ángulos de torsión de proteínas (ángulos 

Phi y Psi) a partir de los desplazamientos químicos de los átomos que forman el 

esqueleto de la proteína (Hα, Cα, Cβ, CO y N) junto con información disponible 

en bases de datos como BMRB y PDB. Este programa se basa en que los 

desplazamientos químicos del esqueleto de las proteínas son extraordinariamente 

sensibles a la conformación local y por eso muchas proteínas homólogas 

muestran patrones similares de estructura secundaria. 

../Mis%20documentos/silvia/www.nmr.ch
http://www.nmr.chem.uu.nl/~abonvin/tutorials/Talos-Data/talos.html
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Por tanto, este programa precisa de información sobre los desplazamientos 

químicos de todos los aminoácidos y de la secuencia de la proteína. Para ello, se 

utilizó un fichero .prot (obtenido a partir de CARA) con los desplazamientos 

químicos de los átomos necesarios anteriormente mencionados y que fue 

transformado en un fichero .tab (formato requerido para ejecutar el programa 

TALOS). Después del cálculo se obtuvo un fichero .aco con la información de 

los ángulos Phi y Psi de la proteína. 

 

2.5.-Cálculo de estructura tridimensional. 

 

Para el cálculo automático de NOEs y para el cálculo de la estructura 

tridimensional de la construcción de heparanasa HEP158-417 se utilizó el programa 

Cyana 2.1 (http://www.enmr.eu/webportal/cyana.html). Antes de llevar a cabo el 

cálculo de la estructura se corrigieron los desplazamientos químicos de carbono 

de las señales del espectro 3D [13C, 1H]-HSQC-NOESY según el calibrado de 

temperatura para el espectrómetro Bruker Avance 900 MHz del centro de 

Resonancia Magnética Nuclear CERM de Florencia donde se realizaron los 

experimentos. Por esta razón se sumó 2,75 ppm a todos los desplazamientos de 

carbono de este experimento. Esto se realizó utilizando como soporte 

informático el programa de asignación de espectros de RMN, CARA 

(Computer-Aided Resonance Assignment) (www.nmr.ch) ejecutando la macro 

ShiftSpinAndAliases. Posteriormente se marcaron cada una de las señales en los 

espectros y a continuación se generaron los ficheros que contenían el listado de 

desplazamientos químicos para cada una de estas señales marcadas en los 

espectros 3D [13C, 1H]-HSQC-NOESY y [15N, 1H]-HSQC-NOESY. 

 

Los ficheros de entrada que se utilizaron para el cálculo de estructura fueron 

los siguientes: 

 

 Heparanasa.seq: contiene la secuencia de la proteína. Este fichero se obtuvo 

con el programa CARA al ejecutar la macro AssignmentReport. 

http://www.enmr.eu/webportal/cyana.html
../Datos%20de%20programa/silvia/www.nmr.ch
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 13C.peaks: contiene los desplazamientos químicos de las señales del 

espectro 3D [13C, 1H]-HSQC-NOESY. Este fichero se obtuvo con el 

programa CARA  

 15N.peaks: contiene los desplazamientos químicos de las señales del 

espectro 3D [15N, 1H]-HSQC-NOESY. Este fichero se obtuvo utilizando el 

programa CARA. 

 Angulos.aco: contiene los ángulos Phi y Psi  de la proteína. Se obtiene con 

el programa TALOS como se ha explicado en el apartado 5 de materiales y 

métodos. 

 13C.prot y 15N.prot que contienen la asignación de la proteína. Estos 

ficheros se obtuvieron mediante el programa CARA al ejecutar la macro 

AssignmentReport. 

 

Las macros que se ejecutaron para poder empezar el cálculo de estructura 

fueron: init.cya y CALC.cya. 

Las estructuras resultantes se visualizaron con el programa Molmol 2K.2. 

 

3.-MODELADO MOLECULAR* 
 

3.1.-Desarrollo del modelo farmacofórico 

 

Según la definición de la IUPAC, un modelo farmacofórico es un conjunto de 

rasgos estéricos y electrónicos necesarios para asegurar las óptimas interacciones 

supramoleculares con una diana biológica específica y para bloquear su 

respuesta biológica. La generación del modelo farmacofórico se hizo a partir de 

los 27 inhibidores conocidos de heparanasa más activos y más pequeños 

escogidos de Hammond et al. (190) (Tabla 4). Los compuestos se dibujaron con 

el programa MDL Isis Draw 2.5 (www.mdl.com) y se exportaron al software 

“Molecular Operating Environment” (MOE) (www.chemcomp.com). El 

desarrollo del modelo farmacofórico en MOE permite la caracterización de 

átomos por sus características químicas (unidos a hidrógenos aceptores o 

http://www.chemcomp.com/
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donadores de electrones, carácter aromático o naturaleza hidrofóbica), la 

generación posterior de hipótesis farmacofóricas y la aplicación de estas 

hipótesis a bases de datos conformacionales. Esto permite encontrar compuestos 

con una conformación determinada que cumplan este modelo. En este caso, 

antes de desarrollar el modelo farmacofórico, se generaron múltiples 

conformaciones de los 27 inhibidores. Para ello se utilizó un campo de fuerza 

MMFF94 y una energía de corte de 4 kcal/mol con un máximo de 250 

conformaciones por compuesto. Las hipótesis farmacóforicas se generaron a 

partir del alineamiento de varios subconjuntos de estos 27 inhibidores de 

heparanasa. La validez de los modelos que se generaron se verificó aplicando el 

modelo al conjunto de compuestos formado por los 27 inhibidores conocidos y 

la quimioteca Prestwick en la cual un 90% de los compuestos son fármacos que 

han llegado a mercado (www.prestwickchemical.com).  

 

Tabla 4. 27 inhibidores conocidos de heparanasa escogidos de Hammond et al. 

(190). 

 

  

INH-1   IC50 (0.075 μM) INH-2   IC50 (0.20 μM) 

 
 

INH-3   IC50 (0.20 μM) INH-4   IC50 (0.23 μM) 
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INH-5   IC50 (0.27 μM) INH-6   IC50 (0.29 μM) 

 
 

INH-7   IC50 (0.40 μM) INH-8  IC50 (0.50 μM) 

 
 

INH-9   IC50 (0.13-19 μM) INH-10   IC50 (1 μM) 

  

INH-11   IC50 (1-10 μM) INH-12   IC50 (1.50-36 μM) 

  

INH-13   IC50 (2.50 μM) INH-14   IC50 (3 μM) 
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INH-15   IC50 (5-45 μM) INH-16   IC50 (8 μM) 

 

 

INH-17   IC50 (8-25 μM) INH-18   IC50 (10 μM) 

 

 

INH-19   IC50 (10 μM) INH-20   IC50 (10-26 μM) 

  

INH-21   IC50 (12 μM) INH-22  IC50 (17 μM) 

 
 

INH-23   IC50 (24-32 μM) INH-24  IC50 (25 μM) 

  

INH-25   IC50 (26-36 μM) INH-26   IC50 (>100 μM) 
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INH-27   IC50 (>100  μM) 

 

 

 

3.2.-Cribado de fragmentos con el modelo farmacofórico             

 

El modelo farmacofórico previamente determinado se aplicó a una quimioteca 

comercial de 686 fragmentos (CEREP, www.cerep.fr) usando el mismo 

protocolo anteriormente descrito. Esta quimioteca cumplía la llamada “regla del 

tres” (193) y contenía una alta diversidad química determinada por el algoritmo 

de Tanimoto de 0,3. Para ello se usaron descriptores llamados “MACCS keys” 

incluidos en el programa MOE. De esta forma, esta quimioteca de fragmentos 

fue clasificada en función del número de puntos del modelo farmacofórico que 

cumplía. Finalmente se eligieron 100 fragmentos que cumplían total o 

parcialmente el modelo y con alta diversidad química (índice de Tanimoto de 

0,27) para realizar el cribado por Resonancia Magnética Nuclear. Las estructuras 

de estos 100 fragmentos se muestran en la Tabla 5. 

 

 

Tabla 5. Conjunto de 100 fragmentos seleccionados para el cribado por 

Resonancia Mágnetica Nuclear 

 

FRAG-1 FRAG-2 FRAG-3 

http://www.cerep.fr/
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FRAG-4 FRAG-5 FRAG-6 

FRAG-7 FRAG-8 FRAG-9 

FRAG-10 FRAG-11 FRAG-12 

FRAG-13 FRAG-14 FRAG-15 

FRAG-16 FRAG-17 FRAG-18 
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FRAG-19 FRAG-20 FRAG-21 

FRAG-22 FRAG-23 FRAG-24 

FRAG-25 FRAG-26 FRAG-27 

FRAG-28 FRAG-29 FRAG-30 

FRAG-31 FRAG-32 FRAG-33 



                                                                                                                     

 

 

 

Materiales y Métodos                                                                             109            

 

                                                                                                                     

FRAG-34 FRAG-35 FRAG-36 

FRAG-37 FRAG-38 FRAG-39 

FRAG-40 FRAG-41 FRAG-42 

FRAG-43 FRAG-44 FRAG-45 

FRAG-46 FRAG-47 FRAG-48 
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FRAG-49 FRAG-50 

 
 
 
 

FRAG-51 

FRAG-52 FRAG-53 FRAG-54 

FRAG-55 FRAG-56 FRAG-57 

FRAG-58 FRAG-59 FRAG-60 

FRAG-61 FRAG-62 FRAG-63 

FRAG-64 FRAG-65 FRAG-66 

FRAG-67 FRAG-68 FRAG-69 
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FRAG-70 FRAG-71 FRAG-72 

FRAG-73 FRAG-74 FRAG-75 

FRAG-76 FRAG-77 FRAG-78 

FRAG-79 FRAG-80 FRAG-81 

FRAG-82 FRAG-83 FRAG-84 

FRAG-85 FRAG-86 FRAG-87 

FRAG-88 FRAG-89 FRAG-90 

FRAG-91 FRAG-92 FRAG-93 
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3.3.-Modelo de homología de heparanasa 

 

El modelo de homología de heparanasa utilizado para posteriores estudios se 

obtuvo mediante el programa MODELLER (http://www.salilab.org/modeller) 

(231-234). Para ello, se utilizó como punto de partida una proteína cuya 

estructura era conocida y cuya secuencia mostraba cierta similitud con la 

heparanasa en el sitio catalítico de la enzima. En este caso la proteína de 

referencia fue α-L-arabinofuranosidase de Geobacillus stearothermophilus T-6, 

que pertenece a la familia 51 de las glicosidasas. MODELLER automáticamente 

calcula un modelo basado en las restricciones espaciales entre los heteroátomos 

de la proteína empleada como punto de partida. Para la utilización de este 

programa se uso la interfase gráfica ModWeb 

(https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi). 

 

 

 

 

FRAG-94 FRAG-95 FRAG-96 

FRAG-97 FRAG-98 FRAG-99 

FRAG-100 

 
 
 
 
  

http://www.salilab.org/modeller
https://modbase.compbio.ucsf.edu/scgi/modweb.cgi
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3.4.-Docking    

 

Los ensayos de “docking” fueron llevados a cabo con el conjunto de 

herramientas de modelización de OpenEye (versión 2.1) 

(http://www.eyesopen.com). El módulo “OpenEye docking” permite la 

predicción de la orientación y conformación más favorable de un ligando en el 

sitio de unión de un receptor para formar un complejo estable. Para ello se 

utilizaron la estructura tridimensional de heparanasa que previamente se había 

generado por homología de secuencia y dos quimiotecas virtuales de 

compuestos: una formada por los 27 inhibidores conocidos de heparanasa (190) 

y la “Prestwick Chemical Library”, una base de datos comercial que integra 

1120 estructuras de fármacos (http://www.prestwickchemical.com/). 

Este ensayo se llevó a cabo en varias etapas: 

 

o Generación de distintas conformaciones de cada uno de los compuestos de las 

quimiotecas. Para ello se utilizó el módulo OMEGA (Optimized Molecular 

Ensemble Generation Application) de OpenEye (235).  

 

o Definición del centro activo (236). Posteriormente se definió la región teórica 

de la proteína con la que los compuestos pudieran interaccionar. Para ello se 

utilizó el módulo “FRED” de OpenEye (Fast Rigid and Exhaustive Docking), 

un programa específicamente concebido para el estudio de las interacciones 

potenciales de ligandos con receptores proteicos, concretamente la utilidad 

gráfica “FRED receptor”. En este caso se utilizó el sitio catalítico de la 

heparanasa como centro de esta región que se extendió en un cubo de 1500 

Å3. A continuación se definió el volumen comprendido entre los residuos que 

forman este sitio catalítico, en este caso los dos ácidos glutámicos activos de 

la enzima Glu225 y el Glu343 y los dos sitios de unión a heparán sulfato Lys158-

Asn162 y Gln270-Lys280 para excluir posteriormente aquellas poses de los 

compuestos (conformación de los compuestos después de hacer el docking) 

que se salían de este volumen. 

http://www.eyesopen.com/
http://www.prestwickchemical.com/
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*El trabajo experimental descrito en este apartado ha sido realizado en 

colaboración con el Dr. Rafael Gozalbes. 

 

4.-ENSAYOS DE INTERACCIÓN POR RESONANCIA DE PLASMA 

SUPERFICIAL (SPR) 

Todos los experimentos se realizaron con un instrumento Biacore T100. Estos 

ensayos se basan en el fenómeno de resonancia de plasma superficial y permiten 

medir de forma cuantitativa la interacción entre heparanasa y diferentes ligandos 

a tiempo real. 

La resonancia de plasma superficial es un fenómeno que ocurre dentro de una 

fina capa de un material conductor que se encuentra situado en una interfase 

entre dos medios de diferente índice refractario. En sistemas Biacore los dos 

medios son el vidrio del sensor chip y la solución de la muestra. La película 

conductora es una fina capa de oro que se encuentra en la superficie del sensor 

chip. Si la luz incide sobre esta interfase con un cierto ángulo y una cierta 

energía (longitud de onda), se provoca la excitación de los plasmones (cuanto de 

oscilación del plasma) que se encuentran en la película de oro provocando un 

descenso en la intensidad de la luz reflejada. Este cambio es proporcional a la 

masa del complejo formado entre la proteína y el ligando unido, por lo tanto la 

respuesta será distinta para cada uno de los compuestos que se unan a la proteína 

(Fig. 5). Pueden medirse diferencias de masa por debajo de pocos picogramos 

por milímetro cuadrado de superficie, lo que corresponde a concentraciones del 

rango de picomolar a nanomolar. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema del fenómeno de resonancia de plasma superficial (SPR). 
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Estos experimentos de interacción se realizaron en diferentes etapas: 

 

o Inmovilización de la proteína a la superficie del sensor 

o Inyección del ligando 

o Regeneración 

 

4.1.- Inmovilización de heparanasa a la superficie del sensor        

 

La inmovilización se realizó a 25 ºC sobre un sensor chip del tipo CM5. Este 

sensor pertenece a la familia de sensores CM que contienen una matriz de 

dextrano carboximetilada unida covalentemente a la superficie de la película de 

oro; es el más utilizado y se diferencia de otros chips CM por el nivel de 

carboximetilación y la longitud de sus cadenas de dextranos. 

Antes de inmovilizar la proteína hubo que activar la superficie del chip y esto 

se realizó inyectando una mezcla de 115 mg/mL de N-hidroxisuccinimida 

(NHS) y 750 mg/mL hidrocloruro de carbodiimida (EDC) durante un tiempo de 

7 min con un flujo de 10 μL/min. Los grupos carboxilos que se encontraban en 

la matriz de dextrano reaccionaban con la mezcla de EDC y NHS para dar 

grupos ésteres succinimidas que a su vez reaccionaban espontáneamente con 

grupos aminas y otros grupos nucleófilos permitiendo la inmovilización directa 

de biomoléculas que contenían esos grupos (Fig.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Reacción de activación de la superficie del chip 
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Posteriormente la proteína fue diluida con tampón 25 mM fosfato sódico pH 6, 

50 mM NaCl hasta una concentración final de 50 μg/mL (para ello se partió de 

un stock de concentración entre 0,5 y 1 mM) y se inyectó hasta conseguir la 

inmovilización deseada. La cantidad de heparanasa inmovilizada en el chip 

variaba entre 2500 y 8000 RU dependiendo del tipo de experimento y del peso 

molecular de la proteína y del ligando. La respuesta del instrumento venía dada 

en RU (unidades de resonancia) que era directamente proporcional a la 

concentración de proteína inmovilizada. Una respuesta de 1 RU era equivalente 

al cambio de concentración en la superficie del sensor de 1 pg/mm2. 

Una vez que la proteína estaba inmovilizada en el chip, se procedió a bloquear 

los grupos ésteres activos de succinimidas donde la proteína no se había unido. 

Para ello se utilizó una solución 1 M de etanolamina de pH 8,5. Se inyectó con 

un flujo de 10 μL/min durante 700 s. 

 

4.2.- Inyección del ligando       

 

El Biacore requiere un flujo continuo de un tampón durante todo el 

experimento. El tampón utilizado fue 10 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 

50 μM EDTA y 0,005% (v/v) de detergente P20. 

Los compuestos que se midieron iban disueltos en este mismo tampón para 

evitar problemas de diferencias en la luz refractada. Cuando los compuestos eran 

insolubles en agua, las muestras contenían un 2% de DMSO que también se 

añadió al tampón utilizado para correr los experimentos.  

Para el caso de la suramina y la heparina que son compuestos más grandes con 

una constante de disociación baja se utilizaron concentraciones de 0,01, 0,025, 

0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 1, 2 y 5 μM de ligando. Sin embargo para compuestos 

pequeños como en el caso de los fragmentos, las concentraciones utilizadas 

fueron 0,001, 0,002, 0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5 y 1 mM. En todos los 

experimentos una de las muestras se hacía por duplicado para comprobar la 

reproducibilidad del experimento, en el primer caso fue 0,1 μM y en el segundo 

caso fue 0,1 mM. Además cada tres inyecciones se volvía a inyectar solo el 
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tampón como control. El flujo que se empleó para todos los compuestos fue 30 

μL/min y el tiempo de contacto variaba entre 120 y 400 s según el compuesto 

utilizado. La temperatura de medida fue de 25 ºC en todos los casos. 

Para medir la constante de disociación de un gran número de compuestos se 

utilizaron placas de 96 pocillos. Después de la inyección de las diferentes 

concentraciones de ligando y con el objetivo de comprobar la estabilidad de la 

proteína unida covalentemente al chip, se inyectaba un compuesto control que en 

este caso fue el FRAG-86 cuya KD se había medido anteriormente.  

 

4.3.-Regeneración. 

El objetivo de la regeneración era eliminar todo el ligando unido a la proteína 

después de cada medida. Para ello se usó una disolución de 10 mM de glicina 

pH 2,5 durante 30 s a un flujo de 30 μL/min. 

En el caso de ligandos pequeños para los que el tiempo de disociación era más 

pequeño y por tanto las constantes cinéticas de disociación koff (s-1) eran más 

altas, no era necesario utilizar la regeneración para eliminar el ligando unido a la 

proteína. En estos casos, se dejaron tiempos de disociación proteína-ligando de 

900 segundos con lo que se conseguía que la respuesta en el sensograma fuera 0 

RU. Este método era menos agresivo para la proteína y permitía que la proteína 

unida covalentemente al chip permaneciera más tiempo estable. 

El análisis de todos los resultados se llevó a cabo con el software suministrado 

por Biacore T100 como soporte informático. 

 

5.-ESTRATEGIA DE BÚSQUEDA Y SELECCIÓN DE NUEVOS 

INHIBIDORES POTENCIALES DE HEPARANASA 

 

5.1.- Selección de inhibidores a partir de la quimioteca de fragmentos 

La quimioteca de fragmentos formada por 686 compuestos fue clasificada en 

función del número de puntos del modelo farmacofórico que cumplía. 

Finalmente se eligieron 100 fragmentos que cumplían total o parcialmente el 

modelo para realizar el cribado por Resonancia Magnética Nuclear. Las 
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estructuras de estos 100 fragmentos se muestran en la Tabla 5 de materiales y 

métodos. 

Después de llevar a cabo el cribado de estos 100 fragmentos por RMN 

(utilizando experimentos water-LOGSY, STD y experimentos de STD de 

competición con suramina) y medir la constante de disociación por SPR, se 

eligió el FRAG-86 como punto de partida para buscar análogos que tuvieran una 

interacción más fuerte con la construcción HEP158-416 de heparanasa. Todo este 

proceso está representado en la Fig. 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estrategia de selección de inhibidores a partir de la quimioteca de fragmentos 

CEREP. 

 

Para la búsqueda de análogos del FRAG-86 se desarrollaron dos estrategias. 

Por un lado se llevó a cabo la búsqueda de análogos comerciales (casa comercial 

ChemBridge) y se realizó a través de la página web http://www.emolecules.com, 

usando la estructura de FRAG-86 como referencia. Estos análogos están 

representados en la Tabla 6.  

http://www.emolecules.com/
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Por otro lado, se propuso la síntesis de compuestos que contenían este fragmento 

por duplicado con las siguientes combinaciones: cabeza-cabeza (COMP-1), 

cabeza-cola (COMP-2) y cola-cola (COMP-3) unidos mediante “linkers” de 

distintos tamaños (Fig. 8). Estos compuestos están siendo sintetizados en el 

laboratorio de Síntesis Orgánica dirigido por el Dr. Santos Fustero del Centro de 

Investigación Príncipe Felipe. Hasta la fecha se ha sintetizado solo COMP-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

                Figura 8. Compuestos sintéticos análogos del FRAG-86.  

 

Tabla 6. Análogos comerciales del FRAG-86 

 
ANÁLOGO-1 

N-(furan-2-ilmetil)-1-benzofuran-2-
carboxamida 

 
ANÁLOGO-2 

5-[(2-metoxifenoxi)metil]-N-(tetrahidro-2-
furanilmetil)-2-furamida 
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5.2.-Selección de inhibidores procedentes de la librería PRESTWICK 

 

La quimioteca de compuestos PRESTWICK formada por 1120 moléculas fue 

clasificada en función del número de puntos del modelo farmacofórico que 

cumplía y según la clasificación que se obtuvo después de hacer docking con 

estos compuestos y el modelo por homología de secuencia de heparanasa. 

 
ANALOGO-3 

1-[5-(3-cloro-4-metoxifenil)furan-2-il]-N-
(tetrahidrofuran-2-ilmetil)metanamina 

 
ANALOGO-4 

N-(tetrahidro-2-furanilmetil)-1-benzofuran-2-
carboxamida 

 
 
 
 

ANALOGO-5 
N-[(5-fenil-2-furil)metil]-N-(tetrahidro-2-

furanilmetil)amina 

 
ANALOGO-6 

N-{[8-(2-hidroxi-5-metoxibenzil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-il]metil}-2-furamida 

 
 

 
 

 
ANALOGO-7 

(1-benzofuran-2-ilmetil){[1-(2-metoxietil)-4-
piperidinil]metil}(tetrahidro-2-furanilmetil)amina 

 
ANALOGO-8 

N-{[8-(2-hidroxi-5-metoxibencil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-il]metil}-2-furamida 

 
ANÁLOGO-9 

N-{[8-(2-hidroxibenzil)-1-oxa-8-
azaspiro[4.5]dec-2-il]metil}-2-furamida 

 
ANALOGO-10 

3,5-dimetil-N-(4-piridinilmetil)-N-(tetrahidro-2-
furanilmetil)-1-benzofuran-2-carboxamida 
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Finalmente se eligieron los 7 mejores compuestos para llevar a cabo los 

experimentos de interacción por RMN y SPR. Estos 7 compuestos fueron: 

astemizol, amodiaquina, hesperidina, cisaprida, naringina, metergolina y labetol. 

Todos ellos se otuvieron de SIGMA-ALDRICH y sus estructuras están 

representadas en la Tabla 7. Finalmente, y basándonos en los resultados 

obtenidos se eligió la amodiaquina como punto de partida para la búsqueda de 

análogos (Tabla 8) con mejor afinidad química por la proteína. Todo este 

procedimiento está esquematizado en la Fig. 9. Estos análogos sintéticos fueron 

sintetizados en el laboratorio de la Dra. Patricia Melnyk del Institute Pasteur 

(CNRS) de Lille (Francia).  

 

Tabla 7. Compuestos seleccionados para RMN y SPR 

 

 
LABETOL 

 
(RS)-2-hIdroxI-5-{1-hIdroxI-2-[(1-metIl-3-

fenIlpropil)amino]etil}benzamida 
 

 
 

ASTEMIZOL 
1-[(4-fluorofenil)metil]- N-[1-[2-(4-

metoxifenil)etil]- 4-piperidil]benzoimidazol-2-
amina 

 

 
AMODIAQUÍNA 

4-[(7-cloroquinolin-4-il)amino]-2-
[(dietilamino)metil]fenol 

 
 

 
HESPERIDÍNA 

(2S)-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxfenyl)-7-
[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
[[(2R,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-trihidroxi-6-

metiloxan-2-il]oximetil]oxan-2-il]oxi-2,3-
dihidrocromen-4-ona 
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Tabla 8. Análogos sintéticos de la amodiaquina 

 

 
 

 
CISAPRIDE 

4-amino-5-cloro-N-((3S,4S)-1-[3-(4-
fluorofenoxi)propil]-3-methoxipiperidin-4-il)-2-

metoxibenzamida 

 
NARINGÍNA 

7-[[2-O-(6-Deoxi-α-L-manopiranosil)-β-D-
glucopiranosil]]oxi]-2,3-dihidro-5-hidroxi-2-(4-

hidroxifenil)-4H-1-benzopiran-4-ona 

 
 

METERGOLINA 
[(8β)-1,6-dimetilergolin-8-il]metil}carbamato 

 
 

 
ANALOGO-A1 

 
 

 
ANÁLOGO-A2 

 
 

 
ANALOGO-A3 

 
 

 
ANALOGO-A4 
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ANALOGO-A5 

 
ANALOGO-A6 

 
 

ANALOGO-A7 
 

ANALOGO-A8 

 
 

ANALOGO-A9 
 

ANALOGO-A10 

 
 

ANALOGO-A11 
 

ANALOGO-A12 

 
 

ANALOGO-A13 
 

ANALOGO-A14 
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Figura 9. Estrategia de selección de inhibidores de heparanasa a partir de la 

quimioteca Prestwick. 
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1.-ANÁLISIS DEL MODELO ESTRUCTURAL DE HEPARANASA 

 

El hecho de que hasta el momento no se haya descrito la estructura 

tridimensional de heparanasa nos llevó a pensar en la necesidad de obtener un 

modelo estructural de la proteína. Este modelo fue utilizado posteriormente, en 

primer lugar, para el diseño de las construcciones de heparanasa que se 

utilizarían para el cálculo la estructura tridimensional de la proteína mediante 

Resonancia Magnética Nuclear y en segundo lugar para llevar a cabo 

paralelamente el diseño de nuevos inhibidores de la proteína mediante técnicas 

in silico. La heparanasa se ha relacionado con miembros de una familia de 

glicosil hidrosilasas A (GH-A) y se ha demostrado que mediante el alineamiento 

de secuencias junto con predicciones de estructura secundaria, la heparanasa es 

homóloga a las familias 10, 39 y 51 de las GH-A, especialmente en la región del 

sitio catalítico (150). 

El modelo estructural de heparanasa humana se obtuvo por homología de 

secuencia utilizando el programa MODELLER 

(http://www.salilab.org/modeller/) (231). En primer lugar el programa comparó 

la secuencia de la heparanasa con proteínas de estructura tridimensional 

conocida. La proteína con mayor similitud a la heparanasa y que se utilizó como 

punto de partida para el cálculo del modelo estructural de heparanasa fue la α-L-

arabinofuranosidasa de Geobacillus stearothermophilus T-6 (237) que pertenece 

a la familia 51 de las glicosidasas. El resultado se muestra en la Fig.1.  

Otros modelos estructurales de heparanasa realizados por homología de 

secuencia han sido publicados (150, 183, 238). Entre ellos, Huttler et al. 

utilizaron como punto de partida la secuencia entera de la proteína antes de la 

proteólisis (150) y Abboud-Jarrous et al. la secuencia del fragmento “linker” 

más la secuencia de la subunidad de 45 kDa (183); ambas construcciones 

representan formas inactivas de la enzima. La secuencia de la proteína está 

descrita en el apartado 3.3 de la Introducción. En nuestro trabajo se ha utilizado, 

al igual que Fux et al. (238), una secuencia de heparanasa en la que se ha 

introducido un puente entre las dos subunidades de heparanasa, HEP36-109 (8 

http://www.salilab.org/modeller/
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TIM-barrel C-terminal

kDa) y HEP158-543 (45 kDa), que consiste en tres repeticiones Gly-Ser, (GS)3. 

Previamente se había demostrado que esta construcción era catalíticamente 

activa (239) y por ello se supuso que era la construcción más válida para hacer el 

modelo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo tridimensional de la enzima heparanasa. El modelo incluye la 

subunidad de 8 kDa en violeta, y la subunidad de 45 kDa que corresponde con el resto 

de la proteína. El extremo C-terminal está marcado en amarillo cuya estructura de 4 

hojas β se diferencia con el plegamiento TIM-barrel que tiene el resto de la proteína. 

También se muestran los dos ácidos glutámicos activos Glu225 y Glu343en rojo y los dos 

sitios de unión a heparán sulfato Lys158-Asp171 y Gln270-Lys280en verde. 
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QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGS

KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADI

FINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLN

PDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGA

GNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTKVLMASVQGSKRRKLRVYLHCTNTDNPRYKEGDLTLYAINLHNVTKYLRL

PYPFSNKQVDKYLLRPLGPHGLLSKSVQLNGLTLKMVDDQTLPPLMEKPLRPGSSLGLPAFSYSFFVIRNAKVAACI

1

158

236

316

389

467

76

La estructura que se obtuvo con el programa MODELLER muestra claramente 

un plegamiento de nueve hélices alfa alternadas con nueve hojas-β denominado 

“TIM-barrel” (Fig. 2) que también ha sido predicho para la enzima en otros 

modelos publicados (150, 183, 238) y que es común para toda la familia de las 

glicosil hidrolasas del tipo GH-A (150). Además, se puede observar que los dos 

sitios de unión a heparán sulfato Lys158-Asp171 y Gln270-Lys280 (151) (Fig. 1, 

representados en verde) están próximos a los dos ácidos glutámicos responsables 

de la actividad catalítica de la enzima Glu225 y Glu343 (150) (Fig. 1, 

representados en rojo). La estructura del extremo C-terminal de la enzima se 

diferencia del resto por contener 4 hojas-β y no pertenecer al plegamiento TIM-

barrel que contiene el resto de la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de la estructura secundaria de heparanasa predicha por homología 

de secuencia con el programa MODELLER. En azul están representadas las hélices-α y 

en verde las hojas-β. El resto de la proteína no tiene estructura secundaria. 
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2.-CLONACIÓN, EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE DISTINTAS 

CONSTRUCCIONES DE HEPARANASA 

 

Se diseñaron distintas construcciones de heparanasa según el interés que 

podían tener tanto desde el punto de vista estructural como para la búsqueda de 

nuevos inhibidores de la enzima. El hecho de dividir la proteína en diferentes 

construcciones fue debido a que la resolución de estructuras por Resonancia 

Magnética Nuclear para proteínas de tamaños superiores a 30 kDa puede generar 

complicaciones de asignación debido al solapamiento y/o desaparición de 

señales en los espectros a causa de la relajación de las proteínas de mayor 

tamaño. Otra razón por la que se diseñaron diferentes construcciones es porque 

la heparanasa es una proteína muy hidrofóbica y a veces se puede eliminar parte 

de esta hidrofobicidad diseñando construcciones más pequeñas. Estas 

construcciones se diseñaron teniendo en cuenta el modelo estructural de la 

proteína descrito anteriormente y fueron la heparanasa completa (HEP36-543), la 

subunidad de 8 kDa (HEP36-109) y la subunidad de 45 kDa (HEP158-543). Según el 

modelo, la heparanasa estaba dividida claramente en dos subdominios desde el 

punto de vista estructural, uno que comprendía la secuencia Glu36-Lys417 que 

muestra el plegamiento de “TIM-barrel” y otro con el resto de la secuencia de 

heparanasa Val418-Ile543 que no formaba parte de este plegamiento de “TIM-

barrel”. Para evaluar esta hipótesis se creyó interesante el diseño de dos 

construcciones más de heparanasa, HEP36-417 de 37 kDa y HEP158-417 de 29 kDa 

las cuales contenían los dos ácidos glutámicos activos de la enzima y los dos 

sitios de unión a heparán sulfato. En ambas construcciones se había eliminado el 

extremo C-terminal que, según el modelo por homología, parecía diferenciarse 

estructuralmente del resto de la proteína. Además, en la construcción de 29 kDa 

se había eliminado también la subunidad de 8 kDa. Finalmente también se 

consideró interesante el diseño de una construcción que solo contuviera uno de 

los dos ácidos glutámicos activos y uno de los dos sitios de unión a heparán 

sulfato, con el fin de evaluar y comprobar la importancia del sitio catalítico de la 

enzima en los estudios de interacción para la búsqueda de nuevos fármacos. Esta 
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construcción, HEP233-417, de 21 kDa, contenía el residuo Glu343 y una de las 

secuencias de unión a heparán sulfato (Gln270-Lys280). Esta construcción es la 

homóloga humana a una proteína que se ha identificado en un topo, Spalax 

judaei (240), como una variante negativa de la enzima silvestre que inhibe la 

degradación de heparán sulfato y el crecimiento y colonización de tumores en 

modelo de ratón (136, 241). Esta construcción se diseñó para compararla con 

aquellas construcciones que contenían los dos ácidos glutámicos activos y las 

dos secuencias de unión a heparán sulfato y evaluar las diferencias en cuanto a 

su interacción con inhibidores conocidos de la enzima utilizando la Resonancia 

Magnética Nuclear y la Resonancia de Plasma Superficial. 

HEP36-417 fue elegida como referencia entre las diferentes construcciones de 

heparanasa para comparar los niveles de expresión y solubilidad de la proteína. 

Se utilizó esta construcción debido a que tenía un tamaño inferior a la proteína 

completa y solo se había eliminado la parte del extremo C-terminal que era 

estructuralmente diferente según el modelo por homología. Para ello, HEP36-417 

se subclonó a partir de HC-p11, que a su vez se había clonado a partir de HC-

PGEX como se indica en el apartado 1.1 de Materiales y Métodos, en tres 

plásmidos con diferentes proteínas de fusión: p11, pMAL y pET44a. Las 

proteínas de fusión que contiene cada uno de los plásmidos aparecen en la Tabla 

1. MBP y NusA se eligieron porque se ha demostrado anteriormente que ayudan 

en muchos casos a solubilizar proteínas expresadas en E. coli favoreciendo que 

se plieguen correctamente (242-244) y la cola de histidinas porque añadía menos 

complejidad a la purificación y obtención de la proteína. Se evaluaron distintas 

cepas de expresión de E. coli (BL21 (DE3), BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, 

CV47, Rosetta (DE3) y Rosetta Blue K12 (DE3)), distintas temperaturas de 

inducción de la expresión (20, 25 y 37 ºC) a distintos tiempos y distintas 

concentraciones de IPTG (0,4, 0,6 y 0,8 mM). Los niveles más altos de 

expresión se obtuvieron con las células BL21 (DE3) y 0,8 mM IPTG. La 

expresión de la proteína fue muy baja cuando las condiciones eran 20 °C durante 

toda la noche. Sin embargo, se obtenían altos niveles de expresión a 25 °C 

durante toda la noche y 37 °C durante 4 horas. No se encontraron diferencias 
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significativas entre ambas condiciones por lo que se eligió 25 °C para que la 

expresión fuera más lenta y promover así un correcto plegamiento de la proteína.  

 

Tabla 1. Plásmidos utilizados en la clonación de HEP36-417 y resultados de 

solubilidad/purificación obtenidos 

 

 

Después de la lisis celular realizada mediante sonicación, la proteína que 

contenía fusionada por el extremo N-terminal una cola de seis histidinas se 

encontraba en el pellet; por lo tanto era insoluble y formaba cuerpos de inclusión 

incluso cuando la temperatura de inducción se bajaba a 20 °C (Fig. 3). Por el 

contrario, las construcciones que contenían HEP36-417 fusionada a MBP o NusA 

eran altamente solubles. Sin embargo, estas construcciones dieron problemas 

durante la purificación. En el primer caso, se usó cromatografía de afinidad 

aprovechando la interacción entre la MBP y la resina de amilosa pero se 

consiguía purificar muy poca cantidad de proteína y en el segundo, en el que se 

usó cromatografía de afinidad con resina TALON, la proteína se iba degradando 

durante la purificación. Además todos los intentos de cortar la cola MBP/NusA a 

distintas temperaturas y a distintos tiempos con la proteasa Tobacco etch virus 

(TEV) no tuvieron éxito. 

La imposibilidad de eliminar las proteínas de fusión MBP (26 kDa) o NusA 

(58 kDa), hacía inviable el uso de estas construcciones para su caracterización 

biofísica por RMN ya que el tamaño total de la proteína hubiera sido demasiado 

Vector 
Cola 

N-terminal 

P. M. cola 

 N-terminal 
Solubilidad Purificación 

Corte 

TEV 

p11 6xHis-TEV 1,8 kDa Insoluble _ _ 

pMAL 
6xHis-

NusA-TEV 
58 kDa Soluble Muy pobre no 

pET44a MBP-TEV 26 kDa Soluble Degradación no 
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grande y hubiéramos tenido problemas de relajación y solapamiento de señales 

en el espectro. Por tanto, y a pesar de formar cuerpos de inclusión, todas las 

estrategias para mejorar la expresión, solubilidad y purificación de la proteína se 

enfocaron en la utilización del plásmido p11, en el que la cola de histidinas solo 

aportaba 1,8 kDa al total del peso molecular de la construcción y probablemente 

no interferiría en los experimentos de RMN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. SDS-PAGE de la lisis de HEP36-417 clonada en p11. S representa el 

sobrenadante y P el “pellet” después de la centrifugación que sigue a la sonicación. 

 

Todas las construcciones anteriormente descritas fueron clonadas en el 

plásmido p11 excepto la subunidad de 45 kDa que fue clonada en pET47b ya 

que no se consiguió la clonación de esta construcción en p11. Este plásmido 

contiene al igual que p11, una cola de seis histidinas que fusiona con la proteína 

clonada por el extremo N-terminal. Sin embargo, a este plásmido le falta el sitio 

de corte con TEV. De todas las cepas celulares de E. coli que se probaron, 

BL21(DE3) fue la más eficiente para todas las construcciones excepto para 

HEP158-417 donde BL21-CodonPlus (DE3)-RIL daba los mejores resultados. 

Aunque los niveles de expresión eran muy altos (Fig. 4), después de la lisis 

celular todas las construcciones mostraban muy baja solubilidad, quedándose 

casi la totalidad de la proteína en el pellet, incluso cuando la temperatura de 

expresión se bajaba a 20 °C.  
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Figura 4. SDS-PAGE de la expresión de las distintas construcciones de heparanasa 

ordenadas de mayor a menor tamaño. El primer carril en cada uno de los geles indica el 

marcador de peso molecular, el segundo representa la expresión de la proteína antes de 

inducir (AI) y el tercer carril la expresión después de inducir con 0,8 mM IPTG (DI).  

 

Se probaron distintas condiciones para poder obtener la proteína soluble, pura 

y en concentración suficiente para su caracterización biofísica. Estas condiciones 

del tampón de lisis (sonicación) y purificación vienen resumidas en la Tabla 2. 

El mejor resultado se obtuvo cuando se usaba una concentración de 0,125% 

(p/v) de N-Lauroyl-sarcosine en el tampón de lisis resultando que un 45-50% de 

la proteína era soluble. A continuación se probaron tres purificaciones 
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diferentes, las dos primeras con cromatografía de afinidad de metal 

inmovilizado, utilizando en el primer caso resina TALON y en el segundo resina 

NTA aprovechando la afinidad entre la cola de histidinas y los iones Co2+ y Ni2+, 

respectivamente. El tercer tipo de purificación fue una cromatografía de afinidad 

utilizando una resina de heparina teniendo en cuenta la afinidad que tiene la 

heparanasa por heparina. En ninguno de los casos se obtuvieron resultados 

positivos. Posiblemente la presencia de detergente en el caso de la resina de Co2+ 

y Ni2+, aunque no afectaba la interacción con la resina, impedía separar la 

heparanasa de otras proteínas y en el caso de la resina de heparina disminuía la 

interacción de la proteína con la resina  impidiendo que la proteína quedara 

retenida en la columna. 

 

Tabla 2. Resumen de las condiciones de lisis para aumentar la solubilidad de la 

proteína. 

 

Detergente NaCl 
Otros 

 aditivos 

Condiciones  

desnaturalizantes 
Observaciones 

1% Triton  50 mM 10% glicerol - insoluble 

1% Triton 100 mM 10% glicerol - insoluble 

1% Triton 150 mM 10% glicerol - insoluble 

1% Triton 300 mM 10% glicerol - insoluble 

1% Triton 500 mM 10% glicerol - insoluble 

2% Triton 300 mM 10% glicerol - insoluble 

0,25% N-

octilglucósido 
300 mM 10% glicerol - insoluble 

0,5% N-

octilglucósido 
300 mM 10% glicerol - insoluble 

1% Nonidet 300 mM 10% glicerol - insoluble 

3 mL BugBuster 

comercial 
300 mM 10% glicerol - insoluble 

1% CHAPS 300 mM 10% glicerol - insoluble 

1% SDS 300 mM - - insoluble 
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El análisis de la secuencia de heparanasa confirmaba que el grado de 

solubilidad de la proteína es posiblemente debido a su propia naturaleza ya que 

se trata de una proteína que presenta un número muy elevado de aminoácidos de 

carácter hidrofóbico: leucinas (14,6%), isoleucinas (3,2%), fenilalaninas (6%), 

valinas (6,2%) y triptófanos (3,9%); en total un 33,9 % de la secuencia de 

0,06 % N-

Lauroylsarcosine 
300 mM  - - 10% soluble 

0,125 % N-

Lauroylsarcosine  
300 mM - - 

45-50% soluble, 

problemas en la 

purificación 

0,25 % N-

Lauroylsarcosine 
300 mM - - 

80-100% soluble, 

problemas en la 

purificación 

- 300 mM  - 2 M urea insoluble 

- 300 mM - 4 M urea 

25% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 300 mM - 6 M urea 

50% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 300 mM - 8 M urea 

100% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 300 mM - 2M GndCl 

25% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 300 mM - 4 M GndCl 

50% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 300 mM - 6 M GndCl 

100% soluble, 

problemas en el 

replegamiento 

- 100 mM 
25 mM 

heparina 
- insoluble 

- 100 mM 
25 mM 

suramina 
- insoluble 

- 300 mM 
1 mM 

PMFS 
- insoluble 

- - pN-20 - insoluble 
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heparanasa completa. Este análisis junto con los resultados de solubilidad y 

purificación anteriormente mencionados hizo necesario buscar métodos 

alternativos de purificación de la proteína. En este sentido y aprovechando la alta 

hidrofobicidad de la enzima se intentó purificar la proteína eliminando del 

“pellet” otras proteínas más solubles que heparanasa.  

Con este objetivo, el “pellet” obtenido después de la lisis celular en la que se 

usó como tampón 25 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl, 10% glicerol y 1% 

Triton se sometió a 3 sonicaciones más, intercalando entre cada sonicación la 

resuspensión del “pellet” con 25 mM Tris-HCl, pH 8, 300 mM NaCl además de: 

10% glicerol y 1% Triton para la segunda sonicación, 0,06% (w/v) N-Lauroyl 

sarcosine y 0,125% (w/v) N-Lauroyl sarcosine para la tercera y cuarta 

sonicación, respectivamente. Cada sonicación consistió en 10 ciclos de 30 s de 

sonicación y 30 s de descanso. De esta forma, se pudieron eliminar muchas de 

las proteínas presentes en la muestra durante la lisis celular y las dos siguientes 

sonicaciones. Después de la última sonicación se obtuvo la proteína soluble y 

con una mayor pureza (Fig. 5A). Este proceso se aplicó a todas las 

construcciones de heparanasa con buenos resultados. 

Finalmente, para refinar la purificación de la proteína, se utilizó cromatografía 

de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) usando una resina TALON, que 

como se ha dicho anteriormente, tiene afinidad por la cola de histidinas 

fusionada a la proteína. Para minimizar la cantidad de detergente en la muestra, 

la proteína se eluyó en 10 fracciones de 1 mL de tampón con una concentración 

de 500 mM imidazol. Con este procedimiento se pudo obtener cada una de las 

construcciones con una pureza >90% como se puede observar en SDS-PAGE de 

la Fig. 5B. La cantidad de proteína pura obtenida a partir de 1 L de cultivo fue de 

15-20 mg para cada una de las construcciones. 
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Figura 5. SDS-PAGE de la lisis y purificación de dos de las construcciones clonadas en 

p11, HEP158-417 a la izquierda y HEP37-109 a la derecha. (A) Muestra el resultado de la 

lisis celular (1ª SO) y todas las sonicaciones posteriores (2ª SO, 3ª SO y 4ª SO), S 

representa el sobrenadante y P el “pellet” después de la centrifugación que sigue a 

cada sonicación. (B) Muestra el resultado de la purificación de las dos construcciones 

utilizando cromatografía de afinidad de metal inmovilizado (resina TALON), FT “flow 

through”, L es el lavado de la resina con el tampón y los posteriores carriles 

representan la elución con 500 mM imidazol. En todos los casos el primer carril 

corresponde al marcador de peso molecular (PM).  

 

El peso molecular y la secuencia de cada una de las construcciones fueron 

confirmadas mediante espectrometría de masas MALDI TOF. En la figura 6 se 

puede observar un ejemplo de espectro de masas después de realizar la digestión 

de la proteína con tripsina que corta por el extremo C-terminal de lisina-arginina 
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excepto cuando el aminoácido que le precede es una prolina. A continuación se 

escogieron los picos de mayor intensidad como precursores para hacer el 

MS/MS. Los péptidos que se encontraron en el espectro cubren un 69 % de la 

secuencia de la proteína y están marcados en rojo en la secuencia de la proteína 

que se muestra a continuación. 

 

    1 KKFKNSTYSR SSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLL 

 51 LDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADIFINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTF 

102 KNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATRED 

153 FLNPDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFA  

204 AGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGAGNYHLVDENFDPLPDLSLLFKKL  

256 VGTK 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Espectro de masas MALDITOF de heparanasa después de la digestión de la 

proteína con tripsina. 

 

A continuación se muestra el resultado del análisis realizado con el programa 

MASCOT. Se pueden observar la masa y secuencia de los picos obtenidos por 

MS y aquellos que se escogieron como precursores para MS/MS. 
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3.-OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE SOLUBILIDAD Y 

ESTABILIDAD PARA LOS ESTUDIOS DE RMN 

 

Antes de abordar los estudios de asignación e interacción por RMN de 

heparanasa fue necesario optimizar algunos parámetros como la solubilidad, 

concentración y estabilidad de la muestra. Con este fin, se probaron diferentes 

tampones con un rango de pH de 5 a 8, concentraciones de NaCl (50-200 mM) y 

diferentes temperaturas (25-45 °C). 

En primer lugar, todas las construcciones fueron dializadas frente a distintos 

tampones: 25 mM acetato sódico pH 5,5, 25 mM fosfato sódico pH 6 y 25 mM 

Tris-HCl pH 7,4 y 8, todos ellos incluyendo 50 mM NaCl y 0,125% N-Lauroyl 

sarcosine. A continuación y con el objetivo de poder evaluar si la proteína estaba 

bien plegada se realizaron experimentos 1D 1H para cada una de las condiciones 

anteriores. Debido a la presencia de detergente N-lauroyl-sarcosine en la muestra 

este espectro no dio mucha información ya que las señales correspondientes al 

detergente resuenan en la misma zona del espectro que la parte alifática de la 

proteína. En la Fig. 7 se muestra un ejemplo de este experimento para la 

construcción Hep233-417. La dispersión de las señales en la región aromática y de 



                                                                                                                     

 

 

 

Discusión y Resultados                                                                         141            

 

                                                                                                                     

los -NH va de 6.8 a 8.9 ppm, lo que nos hace pensar en una estructura 

mayoritariamente en hélice α.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Espectro 1D 1H de Hep233-417 adquirido en un espectrómetro Bruker 600 MHz 

con criosonda TCI. La temperatura de la muestra era de 45 ºC y el pH 6. 

 

Finalmente cada una de las condiciones experimentales mencionadas 

anteriormente fueron evaluadas mediante el experimento de RMN 2D [1H,15N]-

HSQC que proporciona importante información cualitativa sobre el plegamiento 

de una proteína. Globalmente, los peores resultados en términos de estabilidad se 

observaron en 25 mM acetato sódico, pH 5,5 debido en primer lugar a que la 

muestra se degradaba a las 12-24 horas, lo que hacía imposible utilizar este 

tampón para experimentos tridimensionales largos de RMN que duraban entre 2-

4 días y en segundo lugar la calidad del espectro no es buena ya que muestra 

aproximadamente la mitad de las señales esperadas, probablemente como 

resultado de la agregación de la proteína. El tampón que dio mejores resultados 

para todas las construcciones de heparanasa fue 25 mM fosfato sódico, pH 6 

donde el número de picos coincide con el número de residuos que tiene la 

proteína en su secuencia. La diferencia en la calidad del espectro a pH 5,5 y pH 

6 se puede observar en el espectro [1H, 15N]-HSQC de HEP158-417 (Fig. 8). 
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El espectro correspondiente a la muestra preparada con tampón a pH 8 

también mostraba menos señales de las que correspondían al número de 

aminoácidos de la proteína. Esto puede explicarse porque el intercambio NH-

H2O aumentaba por encima de pH 7,5 lo que da lugar a la reducción o 

desaparición de señales en el espectro [1H, 15N]-HSQC (245) (Fig. 8). 

En todos los experimentos adquiridos, la concentración de NaCl no parecía 

afectar significativamente a la estabilidad de la proteína ni a la calidad de los 

espectros, por lo tanto se usó la menor concentración de NaCl posible (50 mM). 

Esta concentración era suficiente para que la proteína fuera estable y para evitar 

una reducción de la relación señal/ruido en el espectro debido a la mayor 

conductividad de la muestra provocada por una alta concentración de NaCl en la 

misma (246). 

Por otro lado, los experimentos adquiridos a 45 °C dieron los mejores 

resultados en todos los casos. En la figura 9 se muestra un ejemplo con la 

construcción HEP158-417 a 37 °C y 45 °C. Se observó que los experimentos 

adquiridos a menor temperatura mostraban señales muy anchas en el espectro de 

RMN, quizás debido a la viscosidad de la muestra por la presencia de detergente. 
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Figura 8. Espectro [1H,15N]-HSQC adquirido a 600 MHz con criosonda TCI. 300 µM 

HEP158-417, 45 ºC. Los tampones utilizados, fueron: (A) fosfato sódico pH 6 (B) acetato 

B  

C 



                                                                                                                     

 

 

 

Discusión y Resultados                                                                         144            

 

                                                                                                                     

sódico pH 5,5, (C) Tris-HCl pH 8. En todos los casos con 50 mM NaCl y 0,125% N-

Lauroyl sarcosine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Espectro [1H,15N]-HSQC de HEP158-417 300 µM, en fosfato sódico pH 6, 50 

mM NaCl y 0,125% N-Lauroyl sarcosine adquiridos en un espectrométro Bruker 600 

MHz con criosonda TCI dos temperaturas (A) 37 °C (B) 45 °C. 

 

 

A 
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Al optimizar las condiciones se llevaron a cabo experimentos con todas las 

construcciones de heparanasa y los resultados revelaban que había cambios 

significativos entre las construcciones de mayor y menor tamaño. Los mejores 

espectros de RMN (número de picos, calidad y forma de las señales) se 

observaron para las construcciones HEP158-417, HEP233-417 y HEP36-109 de 29, 21 y 

8 kDa respectivamente, en comparación con los espectros realizados para las 

construcciones con peso molecular mayor de 30 kDa, HEP36-417, HEP158-543 y 

HEP36-543 de 37, 45 y 52 kDa respectivamente. Los espectros de las proteínas 

más grandes muestran señales más anchas e incluso muchas llegan a 

desaparecer, producido por un decrecimiento de la relación señal/ruido del 

espectro. Esto se debe a que las proteínas más grandes tienen una velocidad de 

relajación transversal muy rápida especialmente debido a los heteronúcleos 13Cα 

que relajan eficientemente por interacciones dipolo-dipolo con 1Hα y a la 

relajación transversal de 15N durante los pasos de transferencia de la coherencia 

(247). A ello se une el problema de la falta de resolución espectral debido al 

gran número de señales de RMN que las proteínas grandes presentan.  

 

La Fig. 10 muestra los espectros [1H,15N]-HSQC para cuatro de estas 

construcciones. La Fig. 10A corresponde al espectro de HEP36-543 de 52 kDa 

donde se puede apreciar el ensanchamiento de las señales al que se ha hecho 

mención anteriormente. Aunque el ensanchamiento de los picos no es tan 

pronunciado en el espectro de HEP36-417 (37 kDa) (Fig. 10 B), el solapamiento de 

señales es muy grande, sobre todo en la zona entre 8 y 8,5 ppm.  Es muy posible 

que el tamaño aparente de estas proteínas sea mayor de lo que realmente indica 

su peso molecular debido a la presencia del detergente en la muestra. Se puede 

observar cómo la calidad de los espectros es mayor en las construcciones de 

menor peso molecular, HEP158-417 y HEP36-109 de 29 y 8 kDa respectivamente 

(Fig. 10C y 10D). 
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Figura 10. Espectros [1H,15N]-HSQC adquiridos en un espectrómetro Bruker 600 MHz 

con criosonda TCI a 45 ºC de (A) HEP37-543, (B) HEP37-417, (C) HEP158-417 y (D) HEP37-

109. 

La dispersión de las señales de 1H en estos espectros se ve reducida a un rango 

de desplazamientos químicos entre 6,5 y 8,8 ppm, que es característico de las 

proteínas con estructura mayoritaria de hélice-α. En los espectros [1H,15N]-

HSQC de las construcciones de 29, 21 y 8 kDa se contabilizaron casi tantos 

picos como aminoácidos tenía la proteína lo que sugería que los espectros de 

RMN eran de buena calidad calidad para empezar la asignación. Para comprobar 

si la proteína estaba plegada se adquirió el espectro [1H,15N]-HSQC de cada una 

de las construcciones disueltas en 25mM fosfato sódico, 50 mM NaCl y 6 M de 

GndCl. El resultado se muestra en la Fig. 11 para la construcción HEP158-417 en 

donde se puede observar que el rango de desplazamientos químicos es más 
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reducido, característica típica de proteínas desplegadas. Al poner la proteína en 

diálisis frente al mismo tampón sin GndCl la proteína vuelve a recuperar su 

estructura siempre y cuando se añada 0,125 mM N-Lauroyl sarcosine al tampón 

de diálisis. Por lo tanto se demostró con este experimento que la proteína estaba 

plegada aunque el rango de desplazamientos químicos no fuera demasiado 

extenso.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Espectro [1H,15N]-HSQC de una muestra de HEP158-417 preparada en 

un tampón 25 mM fosfato sódico, 50 mM NaCl y 6 M GndCl. Este experimento 

fue adquirido en un espectrómetro Bruker 600 MHz con criosonda TCI a 45 ºC. 

 

 

4.-ASIGNACIÓN DE HEPARANASA POR RESONANCIA MAGNÉTICA 

NUCLEAR 

 

Se eligieron las tres construcciones de heparanasa más pequeñas, HEP158-417 

(29 kDa), HEP233-417 (21 kDa) y HEP37-109 (8 kDa) debido a que son las que 

presentan condiciones más favorables en RMN como se ha demostrado con los 

espectros de [1H,15N]-HSQC. 
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Para el inicio de la asignación, los primeros experimentos que se adquirieron 

fueron los espectros bidimensionales [1H, 15N]-HSQC y [1H, 13C]-HSQC, en 

H2O:D2O (90:10) y 100% D2O respectivamente. En la Fig. 12, se pueden 

observar ambos espectros para HEP233-417. Las señales que aparecen dentro de un 

círculo en el [1H, 15N]-HSQC (Fig. 12A) a aproximadamente 10,5 ppm 

corresponden al NH del anillo indólico del triptófano (Hε-Nε). En este caso se 

pueden observar 4 picos que corresponden al total de los Trp de la proteína. Lo 

mismo ocurre con HEP158-417 en donde se pudieron observar las 6 señales de Trp. 

En el caso de HEP37-109 no se observó ninguna señal en esta zona ya que esta 

construcción no contenía Trp en su secuencia. El número de resonancias en la 

región de este mismo experimento indicada con un rectángulo es coherente con 

el número de glicinas presentes en la secuencia de cada una de las 

construcciones 22, 21 y 4 para HEP158-417, HEP233-417 y HEP37-109 

respectivamente. Por otro lado, el número de señales en la región del espectro 

señalado con un recuadro de líneas punteadas concuerda con el número de 

cadenas laterales de Asn y Gln en estas construcciones. Por último, los NH de la 

cadena lateral de arginina y lisina aparecen normalmente a desplazamientos 

químicos de 15N alrededor de 73 ppm y de 1H alrededor de 6,8 ppm en el caso de 

arginina y de 54 ppm y 7,5 ppm respectivamente en el caso de lisina. Estos 

desplazamientos químicos están fuera del rango de desplazamientos que se 

utiliza normalmente para el [1H, 15N]-HSQC. Algunos de ellos se pueden 

observar en el espectro a 123/7.5 ppm debido al reflejo de la señal sobre el rango 

de frecuencias aplicado en el experimento. 

En la Fig. 12B se muestra el espectro [1H, 13C]-HSQC de HEP233-417 donde se 

observan las correlaciones 1JCH para todos los carbonos no cuaternarios de una 

proteína. En esta figura están indicadas las regiones del espectro 

correspondientes a las correlaciones entre 1Hα-13Cα, 1Hβ-13Cβ y entre los 1H y los 

13C de las cadenas laterales (aquí están incluidas las correlaciones 1Hγ-13Cγ, 1Hi
δ-

13Cδ y 1Hε-13Cε). También se ha indicado la región correspondiente a los Cδ de las 

prolinas. 
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Figura 12. Experimentos (A) [1H, 15N]-HSQC y (B) [1H, 13C]-HSQC de 

HEP233-417 en H2O/D2O y D2O respectivamente adquiridos en un 

espectrómetro AV600 Bruker 600 MHz con criosonda TCI a 45 ºC. La 

concentración de la muestra fue de 1 mM.  
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Como se puede observar en la Fig. 10 y 12, en espectros de proteínas como 

estas construcciones de heparanasa, donde las predicciones dan un resultado 

mayoritario de estructura secundaria de α-hélice y además tienen un peso 

molecular elevado (principalmente las construcciones HEP158-417 y HEP233-417 de 

29 kDa y 21 kDa respectivamente), el solapamiento de las señales es muy 

elevado y resulta esencial el uso de experimentos tridimensionales para realizar 

la asignación. Aunque el solapamiento es menor para la construcción HEP37-109 

de 8 kDa, también fue necesaria la adquisición de experimentos 

tridimensionales. Esto requirió como se ha descrito en apartados anteriores el 

marcaje isotópico de la proteína en 15N y 13C (248). No se contempló la 

posibilidad de utilizar experimentos bidimensionales como la secuencia 2D 

NOESY/TOCSY con los que además no se necesita marcaje isotópico de la 

proteína, debido a que las señales correspondientes al detergente solaparían con 

las señales de la parte alifática de la proteína. 

Posteriormente, se adquirieron los experimentos de triple resonancia: HNCO, 

HNCA, HN(CA)CO, HNCACB, CBCA(CO)NH, HNHA, HNHB, 

HBHA(CO)NH, [1H-15N]-HSQC-TOCSY, H(C)CH-TOCSY, (H)CCH-TOCSY, 

[1H-15N]-HSQC-NOESY, [1H-13C]-HSQC-NOESY. A modo de ejemplo en la 

Fig. 13 se puede observar el espectro 3D HNCO de HEP158-417, donde puede 

apreciarse como al incluir la tercera dimensión de 13C se produce una dispersión 

de las señales con respecto al [1H, 15N]-HSQC en el que se basa el experimento 

3D. La tercera dimensión del espectro HNCO muestra los desplazamientos 

químicos de 13Ci de carbonilo (CO) para un determinado NHi+1. Este 

experimento nos permitió determinar con precisión el número de resonancias 

presentes en el espectro que coincidía con el número de aminoácidos en la 

secuencia de la proteína. 
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Figura 13. Espectro HNCO de la construcción HEP158-417 de heparanasa. El 

experimento fue adquirido a 45 ºC en un espectrómetro Bruker 900 MHz. La 

concentración de la proteína fue de 800 µM.  

 

Posteriormente se realizó la identificación de las señales a través de tiras de 

espectros como se especifica en el apartado 2.3 de materiales y métodos. En la 

Fig. 14 se muestra como se llevó a cabo la identificación de las señales que 

aparecen en el HNCACB para el aminoácido Val414. Una vez identificada la 

señal en el espectro [1H, 15N]-HSQC (Fig. 10C) y fijadas las dimensiones de 1H 

y 15N, se estudió todo el ancho de ventana para la tercera dimensión de 13C. En la 

Fig. 14A se muestra la tira del espectro del HNCACB para el desplazamiento 

químico de Val414 en el [1H, 15N]-HSQC. Pueden distinguirse 4 picos en esta tira 

del HNCACB. Como consecuencia del diseño de la secuencia, las señales de los 

Cα y los Cβ aparecen de distinto signo para poder ser identificadas más 

fácilmente. Puesto que las señales propias del sistema (i) aparecen normalmente 
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A 

 

B 

a una intensidad mayor que las pertenecientes al sistema (i-1), las señales de Cα 

y Cβ que aparecen a desplazamientos de 59 y 28,5 ppm respectivamente, 

corresponden al sistema (i, Val414). Por el contrario, las que aparecen a 53,6 y 

39,5 ppm de menor intensidad corresponden al sistema (i-1, Leu413). La 

naturaleza de la Val no resultó difícil de determinar ya que estos aminoácidos 

tienen una combinación de desplazamientos químicos de Cα y Cβ diferente al 

resto de aminoácidos. Esta combinación de desplazamientos es 62,46 ± 2,95 

ppm para Cα y 32,65 ± 1,82 ppm para Cβ (249). Como existía más de una 

combinación Leu-Val en la secuencia de la proteína, fue necesario utilizar otros 

experimentos tridimensionales como el [1H, 15N]-HSQC-NOESY descrito en la 

Fig. 16. 

 

 

 

 

Figura 14. “Peak-picking” del espectro 

del HNCACB de HEP158-417 para la Val414. 

(A) Dimensión de 13C del HNCACB. Las 

señales de los Cα aparecen como positivas 

en azul y las señales de los Cβ como 

negativas y se muestran en rojo. (B) 

Dimensiones de 15N y 1H del HNCACB. 

Este experimento fue adquirido a 45 ºC en 

un espectrómetro Bruker, 900 MHz. La 

concentración de la proteína fue de 800 

µM.  
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En la Fig. 15 se muestra un ejemplo de cómo las tiras del HNCA fueron 

esenciales para poder unir de forma secuencial los residuos Val414-Gly415-Thr416-

Lys417 en la construcción HEP158-417. En esta figura, las tiras del HNCA que 

corresponden al plano 1H-13C muestran las señales del Cα
i y Cα

i-1 para sus NHi. 

Como en el caso anterior, las señales que muestran mayor intensidad son las 

correspondientes al sistema (i) mientras que las que tienen una intensidad menor 

pertenecen al sistema (i-1), ya que la constante de acoplamiento escalar entre el 

Hi-Ni  y el Cα
i es mayor que entre Hi -Ni  y el Cα

i-1. Esto permitió identificar 

fácilmente las señales de Cα
i y Cα

i-1 para los residuos Val414, Gly415, Thr416, 

Lys417. Para poder unir estos sistemas de forma secuencial, fue necesario buscar 

coincidencias entre la señal Cα
 del residuo (i) y la señal de Cα

i-1 del residuo (i+1). 

Por lo tanto, la asignación secuencial de estos residuos se realizó identificando 

aquellas señales que presentan las coincidencias esperadas en los 

desplazamientos químicos de 15N y 13C. En el caso del fragmento Val414-Gly415-

Thr416-Lys417, su asignación se vio facilitada por los particulares desplazamientos 

químicos de C
α
 que presentan los aminoácidos Val, Gly y Thr (62,46 ± 2,95, 

45,33 ± 1,33 y 62,17 ± 2,71 ppm respectivamente (249)), así como la ausencia 

de un fragmento similar en la secuencia de la proteína. 

Para resolver las ambigüedades producidas por segmentos secuenciales 

idénticos dentro de la proteína, se utilizó la información proporcionada por el 

experimento [1H, 15N]-HSQC-NOESY donde además de otras muchas 

correlaciones se pueden observar correlaciones NHi-NH(i+1). En este espectro, 

también se pueden observar las correlaciones, Hα
i-NHi+1 y Hα

i-NHi+3 para las 

zonas de la proteína con estructura secundaria en hélice-alfa, lo que ayuda a unir 

secuencialmente los aminoácidos. En la Fig.16 están representadas las tiras de 

espectros de [1H, 15N]-HSQC-NOESY para la construcción HEP37-109. Con este 

experimento fue posible unir el fragmento Asp85-Ile86-Phe87-Ile88-Ser89 

basándose en las correlaciones NHi-NHi+1. En este experimento hay dos 

dimensiones de 1H y una de 15N. Para poder ver la tira correspondiente a la 

tercera dimensión se fijan las dimensiones de 15N y la primera de 1H. Como hay 

dos dimensiones de 1H, el espectro presenta una diagonal que permite ver el pico 
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de cruce del 1HN consigo mismo y por tanto se puede ver en la tira, la señal del 

1Hi-
15Ni. Como las correlaciones existentes en el NOESY están basadas en 

distancias pueden observarse correlaciones no solo secuenciales sino también 

con otros aminoácidos lejanos en secuencia. En la Fig. 16 las coincidencias de 

desplazamientos químicos están representadas con líneas de color rojo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Unión secuencial de los residuos Val414-Gly415-Thr416-Lys417 de la 

construcción HEP158-417 utilizando las tiras del espectro HNCA. Las coincidencias en los 

desplazamientos químicos de las señales Cα
i y Cα

i-1 se han representado en la figura con 

una línea roja. 
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Figura 16. Unión secuencial de los residuos Asp85-Ile86-Phe87-Ile88-Ser89 en la 

construcción HEP37-109 utilizando los desplazamientos químicos de 1HN-15NH que 

aparecen en el espectro de [1H, 15N]-HSQC-NOESY. Las correlaciones entre las señales 

de (H-N)i-( H-N)i+1 se han marcado con una línea roja y las correlaciones ( H-N)i-( H-

N)i-1 se han marcado con una línea naranja punteada.  

 

 

En los casos de las construcciones HEP233-417 (21 kDa) y HEP37-109 (8 kDa) se 

asignó el 100 % de la proteína siguiendo este procedimiento. Sin embargo, en el 

caso de una construcción más grande como HEP158-417 de 29 kDa se encontraron 

problemas de ensanchamiento de señales debido a la relajación transversal de los 

heteroátomos 13C y 15N y además problemas debidos al solapamiento de señales 

que era bastante más acusado que en los dos casos anteriores. En este caso se 
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hicieron varias modificaciones en la preparación de la muestra, espectrómetro 

usado para la adquisición de los experimentos y por último en la secuencia de 

pulsos de los espectros tridimensionales para evitar en la medida de lo posible 

estos problemas. La primera de estas modificaciones fue marcar la proteína con 

2H, para ello se creció la proteína en medio de cultivo preparado en D2O, 

consiguiendo así marcar la proteína en aproximadamente un 70%. De esta forma 

se mejoró el problema de la rápida relajación transversal del heteronúcleo de 

13C, principalmente 13Cα que es eficientemente relajado por las interacciones 

dipolo-dipolo con 1Hα de la proteína (250, 251). Por otro lado, los experimentos 

de HEP158-417 se adquirieron en un espectrómetro que operaba a 900 MHz en 

lugar del 600 MHz utilizado para las otras dos construcciones, lo que mejoró la 

resolución y sensibilidad de los espectros, y por último se utilizaron las 

versiones TROSY de todos los experimentos tridimensionales, lo que producía 

un decrecimiento de la velocidad de la relajación transversal de todos los 

sistemas 15N-1H mediante la interferencia que provoca la secuencia de este 

experimento en la interacciones dipolo-dipolo y de anisotropía de 

desplazamientos químicos (224, 227, 247, 252, 253). Al utilizar las versiones 

TROSY se mejora más de tres veces la sensibilidad de los espectros. En la Fig. 

17 se muestra la diferencia entre dos planos 1H-13C del experimento 

tridimensional HNCACB para la construcción HEP158-417 cuando se aplican 

todos los parámetros anteriormente citados. Se puede observar un aumento del 

número de señales provocada en parte por la mayor resolución y sensibilidad 

que conlleva el uso de un espectrómetro de mayor campo y por otro lado debido 

a la disminución del ensanchamiento de las señales. 

Incluso adoptando esta serie de medidas para mejorar la calidad de los 

espectros solo se consiguió asignar el 80% de los desplazamientos químicos de 

1H y el 70% de 13C debido principalmente al solapamiento de señales. 
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Figura 17. (A) Experimento HNCACB de una muestra marcada en 13C y 15N de la 

construcción HEP158-417 adquirido en un espectrómetro Bruker 600 MHz con criosonda 

TCI a 45 ºC. (B) Experimento TROSY-HNCACB de una muestra marcada en 13C, 15N y 

2H adquirido en un espectrómetro Bruker 900 MHz con criosonda TCI a 45 ºC. La 

concentración de la proteína en ambos casos fue de 800 µM.  

 

Por esta razón y con el objetivo de completar la asignación de HEP158-417 se 

marcó la proteína selectivamente con distintos aminoácidos enriquecidos 

isotópicamente en 15N. Los aminoácidos que se utilizaron fueron aquellos que 

interesaban para completar la asignación: Lys, Gly, Glu, Phe, Val, Met, Ile, Arg. 

En muchos de los espectros con la proteína marcada solo con este tipo de 

aminoácidos se observó que se había producido el fenómeno que se denomina 

“scrambling” que se produce cuando algunos aminoácidos quedan marcados 

inespecíficamente, debido al metabolismo de las bacterias donde se expresa la 

proteína. Sin embargo en todos los casos, las señales correspondientes a estos 
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aminoácidos marcados inespecíficamente eran menos intensas y podían 

distinguirse fácilmente. En la Fig. 18 se muestran los marcajes selectivos de Leu, 

Lys y Val superpuestos en distintas regiones del [1H, 15N]-HSQC. Las señales de 

color rojo son aquellas que aparecen en el [1H, 15N]-HSQC de la muestra 

marcada selectivamente, mientras que las que aparecen en el espectro 

uniformemente marcado aparecen en azul. Al superponer los espectros HSQC de 

las muestras marcadas uniformemente en 15N y las muestras marcadas 

selectivamente, se puede identificar fácilmente la naturaleza de los residuos, 

principalmente cuando estaban superpuestos con otros que ya habían sido 

identificados. De esta forma se consiguió asignar el 98% del esqueleto y cadena 

lateral de protón de la proteína. Sin embargo, el porcentaje de cadena lateral de 

carbono no se pudo mejorar quedando finalmente en un 70%. La asignación de 

esta construcción se encuentra en la base de datos BMRB 

http://www.bmrb.wisc.edu/ y cuya referencia es 17126 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Superposición del marcaje selectivo de Leu, Lys y Val sobre distintas 

regiones del espectro [1H, 15N]-HSQC para la construcción HEP158-417. Las señales de 

http://www.bmrb.wisc.edu/
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los aminoácidos marcados en 15N se muestran en rojo mientras que las de la proteína 

marcada uniformemente en 15N se muestran en azul. 

 

5.- CALCULO DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE HEP158-417 Y HEP37-109 

 

5.1.-Estructura secundaria de HEP158-417 

 

En primer lugar se determinaron las zonas de la secuencia donde la proteína 

tenía restricciones de NOE características de hélice-alfa (254). Estos datos se 

obtuvieron del espectro 3D de RMN 15N-HSQC-NOESY. Estas restricciones 

eran las siguientes: 

 

 NOE entre HNi y Hαi-1 (d: 3,5 Å) 

 NOE entre HNi y HNi+1 (d: 2,8 Å) 

 NOE entre HNi y Hαi-3 (d: 3,4 Å) 

 

Los resultados están reflejados en la Fig. 19 donde se puede observar que las 

zonas con restricciones de NOE para hélice-alfa, representadas en forma de 

espiral azul, no son muchas y además no implican un número elevado de 

aminoácidos. Adicionalmente, en la Fig. 19A se pueden comparar estos 

resultados con los que se obtienen del modelo estructural por homología de 

heparanasa. Los aminoácidos de la secuencia representados en azul tienen 

estructura hélice-alfa en el modelo; los aminoácidos representados en verde 

tienen estructura de hoja plegada β y los representados en rojo no tienen 

estructura. La mayoría de las zonas de la proteína que tienen restricciones de 

hélice-alfa también aparecen como hélice-alfa en el modelo. Estas zonas son:  

 

-   Val170-Ser180 

-   Ala276-Ala285 

-   Thr304-Val329 

-   Phe359-Met375 

-   Tyr404-Leu413 
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KKFKNSTYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCSSKGYNISWELGNEPNSFLKKADI

FINGSQLGEDFIQLHKLLRKSTFKNAKLYGPDVGQPRRKTAKMLKSFLKAGGEVIDSVTWHHYYLNGRTATREDFLN

PDVLDIFISSVQKVFQVVESTRPGKKVWLGETSSAYGGGAPLLSDTFAAGFMWLDKLGLSARMGIEVVMRQVFFGA

GNYHLVDENFDPLPDYWLSLLFKKLVGTK
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Sin embargo, también se pueden apreciar diferencias entre el resultado 

experimental y la predicción del modelo, ya que por ejemplo hay zonas que el 

modelo predice como estructura de hoja plegada β y experimentalmente aparece 

como estructura hélice-alfa como son las zonas Lys262-Tyr264, Met281-Val284 y 

His297-Tyr299. Además también hay zonas predichas como “random coil” que 

presentan estructura secundaria de hélice alfa en RMN principalmente Lys192-

Ser201 y Gly223-Phe229. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. (A) Diferencia entre las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas a 

partir de las restricciones de NOE experimentales del 3D 15N-HSQC-NOESY de HEP158-

417 y la estructura secundaria predicha por el modelo por homología de heparanasa. En 

forma de espirales están representadas las zonas con restricciones de NOE en hélice-

A 
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alfa. Las zonas del modelo con estructura secundaria en hélice-alfa están representadas 

en azul, las zonas con estructura en hoja plegada β están representadas en verde y las 

zonas sin estructura están representadas en rojo. (B) Diferencia entre las zonas con 

estructura en hélice-alfa determinadas a partir de las restricciones de NOE 

experimentales del 3D 15N-HSQC-NOESY (espirales en azul) de HEP158-417 y las zonas 

que podrían tener estructura secundaria estructura secundaria calculada a partir de los 

ángulos Phi y Psi utilizando el programa TALOS (en rojo). 

  

En la Fig. 19B están representadas las zonas con estructura secundaria 

calculada a partir de los ángulos Phi y Psi utilizando el programa TALOS. Este 

programa calcula restricciones de ángulos de torsión de proteínas (ángulos Phi y 

Psi) a partir de los desplazamientos químicos de los átomos que forman el 

esqueleto de la proteína (Hα, Cα, Cβ, CO y N) junto con información disponible 

en bases de datos como BMRB y PDB. En esta figura se puede observar que las 

zonas con estructura secundaria calculadas con TALOS se corresponden en su 

mayoría con las que se obtienen a partir del experimento 3D 15N-HSQC-

NOESY. 

Por otro lado, se calculó la diferencia entre los desplazamientos químicos de 

los Cα y Hα de HEP158-417 y estos desplazamientos para una proteína desplegada 

o en “random coil” (255, 256). Los resultados se muestran en la Fig. 20 donde se 

puede observar que las zonas de mayores cambios en los desplazamientos son 

comunes para Cα y Hα. 

Adicionalmente, en esta figura se puede apreciar que las zonas con mayor 

diferencia de desplazamientos químicos de Cα y Hα coinciden en gran medida 

con las zonas anteriormente definidas con estructura de hélice-alfa. En azul se 

muestran las zonas con estructura de hélice-alfa calculada a partir de las 

restricciones de NOEs del experimento de RMN 3D 15N-HSQC-NOESY y a la 

vez que coinciden con las predichas por el modelo. Estas zonas son de izquierda 

a derecha Val170-Ser180, Ala276-Ala285, Thr304-Val329, Phe359-Met375, Tyr404-Leu413. 

En naranja está representada una zona de la proteína (Gly239-Phe258) con 

estructura de hélice-alfa predicha por el modelo y el fragmento de secuencia 
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representado en verde (Arg193-Leu208) corresponde con una secuencia que según 

las restricciones de NOE tiene estructura secundaria de hélice-alfa.  

Estos resultados indican que la mayor parte de las zonas de la proteína que 

muestran mayor diferencia de desplazamientos químicos Cα y Hα con respecto a 

una proteína desplegada tendrían estructura secundaria en hélice-alfa. 

Por otro lado, los resultados obtenidos con los tres métodos muestran que al 

menos un 46% de la proteína presenta una estructura secundaria de hélice-alfa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Desviaciones de desplazamientos químicos con respecto a “random coil” 

para (arriba) los Hα y (abajo) los Cα  de Hep158-417. Las desviaciones se muestran para 

cada residuo de la secuencia. En azul se muestran las zonas con estructura de hélice-

alfa calculada a partir de las restricciones de NOEs del experimento de RMN 3D 15N-

HSQC-NOESY y a la vez que coinciden con las predichas por el modelo. Estas zonas 
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son de izquierda a derecha Val170-Ser180, Ala276-Ala285, Thr304-Val329, Phe359-Met375, 

Tyr404-Leu413. En naranja se muestra una zona de la proteína (Gly239-Phe258) con 

estructura de hélice-alfa predicha por el modelo y el trozo de secuencia representado en 

verde (Arg193-Leu208) corresponde con una secuencia de la proteína que según las 

restricciones de NOE tiene estructura secundaria de hélice-alfa. 

 

5.2.-Estructura secundaria de HEP37-109 

 

La estructura secundaria de HEP37-109 se determinó utilizando el mismo método 

que para HEP158-417. Se compararon los resultados obtenidos de TALOS, las 

diferencias de desplazamientos químicos para Cα y Hα y aquellos obtenidos a 

partir de las restricciones de NOEs para hélice-alfa del experimento 3D 15N-

HSQC-NOESY. Los resultados se muestran en las Fig. 21 y 22. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. (A) Comparación entre las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas 

a partir de las restricciones de NOE experimentales del 3D 15N-HSQC-NOESY de 

HEP37-109 y la estructura secundaria predicha por el modelo por homología de 

heparanasa. En forma de espirales están representadas las zonas con restricciones de 

NOE en hélice-alfa. Las zonas del modelo con estructura secundaria en hélice-alfa están 

representadas en azul, las zonas con estructura en hoja plegada β están representadas 

en verde y las zonas sin estructura están representadas en rojo. (B) Comparación entre 

las zonas con estructura en hélice-alfa determinadas a partir de las restricciones de 

NOE experimentales del 3D 15N-HSQC-NOESY de HEP37-109 y las zonas con estructura 

secundaria calculada con el programa TALOS. En forma de espirales están 

representadas las zonas con restricciones de NOE en hélice-alfa. Las zonas de HEP37-109 

con estructura secundaria calculada a partir de los ángulos Phi y Psi utilizando el 

programa TALOS en rojo. 

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGS

1

QDVVDLDFFTQEPLHLVSPSFLSVTIDANLATDPRFLILLGSPKLRTLARGLSPAYLRFGGTKTDFLIFDPKKEGSGSGS
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Figura 22. Desviaciones de desplazamientos químicos con respecto a “random coil” 

para (arriba) los Hα y (abajo) los Cα de HEP36-109. Las desviaciones se muestran para 

cada residuo de la secuencia.  

 

Experimentalmente, hay tres zonas diferenciadas con estructura secundaria, 

Asn29-Leu40, Ala40-Gly51 y Tyr56-Gly60 (Fig. 21A) que se obtienen a partir de las 

restricciones de NOE para estructura hélice-alfa. Estas tres zonas coinciden con 

las mayores desviaciones de desplazamientos químicos Cα y Hα de la proteína 

frente a los valores de desplazamientos químicos “random coil” según se puede 

observar en la Fig. 22 y las zonas con estructura secundaria obtenidas con el 

programa TALOS (Fig. 21B). Sin embargo, no hay ninguna similitud con la 

estructura secundaria predicha por el modelo para esta zona de la proteína. Por 

lo tanto se puede concluir que el modelo estructural para esta zona de la 

heparanasa (HEP37-109) no predice los resultados experimentales de estructura 

secundaria. Esto podría deberse a la falta de homología entre esta zona de la 
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heparanasa con la proteína usada para el cálculo del modelo. El uso de la 

estructura de una proteína de mayor homología de secuencia con la heparanasa 

permitiría la obtención de un modelo con el que se obtendrían resultados más 

próximos a los resultados experimentales. Sin embargo, no existe hasta el 

momento, una estructura de proteína que presente un mayor grado de homología 

a la heparanasa.  

 

5.3.-Asignación de NOEs y determinación de estructura tridimensional de 

HEP158-417 

Los espectros de RMN que se utilizaron para poder calcular la estructura de la 

proteína, en este caso de la construcción de heparanasa HEP158-417, fueron el 

experimento 3D 15N-HSQC-NOESY que da información principalmente sobre la 

estructura secundaria de la proteína aunque puede haber algunos NOEs de larga 

distancia y el experimento 3D 13C-HSQC-NOESY que da información tanto de 

la estructura secundaria como tridimensional de la proteína. Para poder calcular 

la estructura lo primero que se hizo fue intentar asignar los NOEs de cada uno de 

estos experimentos. En primer lugar se llevó a cabo la asignación de los NOEs 

de forma automática utilizando el programa Cyana 2.1 (http://www.cyana.org.). 

Para poder llevar a cabo esta asignación automática, se marcaron cada una de las 

señales de ambos espectros utilizando como soporte informático el programa de 

asignación de espectros de RMN, CARA (Computer-Aided Resonance 

Assignment) (www.nmr.ch) y con este mismo programa se generaron los 

ficheros que contenían el listado de desplazamientos químicos para cada una de 

estas señales marcadas en ambos espectros. También se generaron los ficheros 

que contenían información de la asignación tanto del esqueleto como de las 

cadenas laterales de la proteína. Aunque esta información debe ser la misma para 

ambos espectros, se generaron dos ficheros diferentes por las pequeñas 

diferencias de desplazamientos químicos que se pueden encontrar en cada uno 

de los espectros debido principalmente a la utilización de muestras diferentes o 

pequeñas variaciones de temperatura. Con toda esta información junto con el 

fichero generado por el programa TALOS con los ángulos entre los diferentes 

../Datos%20de%20programa/silvia/www.nmr.ch
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aminoácidos de la proteína, se intentó hacer la asignación automática de los 

NOEs y a su vez el cálculo de la estructura. Los problemas que surgieron fueron 

los siguientes: 

 

- La calidad del espectro 3D 13C-HSQC-NOESY era insuficiente para la 

asignación de los NOEs debido a que la presencia de detergente en la 

muestra (N-lauroyl-sarcosine) daba lugar a la presencia de señales en el 

espectro que solapaban con muchos de los NOEs entre aminoácidos de 

la proteína y además los -CH de las moléculas del detergente daban a su 

vez NOEs con los aminoácidos de la proteína que estaban 

interaccionando con dicho detergente. 

- El espectro 3D 15N-HSQC-NOESY contenía mayoritariamente NOEs 

entre aminoácidos próximos en la secuencia y muy pocos NOEs de larga 

distancia por lo que sólo con este espectro no era posible calcular la 

estructura tridimensional.   

- Al tratarse de una proteína de 29 kDa, había un gran solapamiento de 

señales en el espectro 3D 13C-HSQC-NOESY, por lo que al problema 

anterior se sumaba el hecho de que muchos de las señales 

correspondientes a la cadena lateral de aminoácidos del mismo tipo (no 

solapados por las señales del detergente) tenían el mismo 

desplazamiento químico y por lo tanto no había una asignación única y 

segura para la mayoría de los NOEs de este espectro. 

 

Estos problemas se traducían a que el cálculo de estructura daba un RMSD 

muy alto, del orden de 10 Å. 

Se intentó hacer la asignación manual pero se tuvo el mismo problema que con 

la asignación automática. La mayoría de los NOEs asignados pertenecían al 

espectro 3D 15N-HSQC-NOESY que como ya hemos dicho anteriormente daba 

mayoritariamente información de la estructura secundaria. 

Este solapamiento se debía no solo al tamaño de la proteína sino también a que 

como hemos visto en apartados anteriores de este trabajo un 60% de la proteína 
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era “random coil” y un 40% aproximadamente tenía estructura en hélice-alfa, 

por lo que el rango de desplazamientos químicos de los aminoácidos de la 

proteína era mucho más reducido que para proteínas que tienen un tanto por 

ciento mayor de estructura secundaria, principalmente aquellas proteínas que 

tienen mayoritariamente estructura de hoja β. 

 

6.-OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE SOLUBILIDAD Y 

ESTABILIDAD PARA LOS ESTUDIOS DE SPR 

  

Al igual que para los estudios de RMN, hubo que optimizar las condiciones de 

la muestra (concentración de proteína, tampón, temperatura, presencia de 

detergente) para abordar los experimentos mediante SPR. Para ello, la 

construcción que se utilizó como referencia fue HEP158-417 que es la misma que 

se eligió para llevar a cabo los estudios de interacción por RMN. Se usó esta 

construcción porque como ya se ha comprobado en apartados anteriores es la 

construcción de mayor peso molecular que contiene el sitio catalítico de la 

enzima y los dos sitios de unión a heparán sulfato con la que se obtienen 

espectros de RMN de calidad suficiente para poder llevar a cabo este tipo de 

experimentos. 

Inicialmente se utilizó un chip NTA que es un chip con una matriz de dextrano 

carboximetilado pre-inmovilizado con ácido nitrilotriacético. Al utilizar este 

chip, la proteína era capturada sobre una superficie activada con NiCl2 debido la 

afinidad existente entre la cola de histidinas que tenía fusionada la proteína y los 

cationes Ni2+ (257, 258). Sin embargo, la afinidad de una única cola de histidinas 

por el Ni2+ inmovilizado en este chip es relativamente débil (KD~0,5-3 µM) y 

después de la inyección la línea base no se mantenía estable probablemente 

debido a la disociación de la cola de histidinas de la superficie del chip (257). 

Además, a este problema se une el hecho de que la presencia de detergente en la 

muestra tampoco favorecía esta interacción. Por tanto, en este caso, el chip NTA 

no era óptimo para medir y cuantificar interacciones con heparanasa. 
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Posteriormente se intentó inmovilizar la proteína covalentemente en un chip 

CM5, que contiene una matriz de dextrano carboximetilada; el 5 hace referencia 

al nivel de carboximetilación y la longitud de sus cadenas de dextranos (259). Lo 

primero que se optimizó fue el tampón de la proteína para que ésta pudiera ser 

correctamente inmovilizada. Se tenía que usar un tampón en el que la proteína 

quedara cargada positivamente, por lo tanto se debía mantener el pH por debajo 

del punto isoeléctrico de la proteína. En este caso el pI de la proteína era 9, por 

lo que se podía usar cualquier tampón con pH por debajo de este valor. En 

primer lugar se utilizó 25 mM acetato sódico pH 5,5, 50 mM NaCl, pero al igual 

que se ha comentado en el apartado 3 de este capítulo, la proteína en estas 

condiciones no era estable durante más de 12 horas por lo que se probó el mismo 

tampón utilizado para RMN, 25 mM fosfato sódico pH 6 50 mM NaCl, con 

buenos resultados. Para inmovilizar la proteína lo primero que se usó fue una 

mezcla de NHS/EDC (N-hidroxisuccinimida/hidrocloruro de carbodiimida) para 

la activación de la superficie del chip. Posteriormente se llevó a cabo la 

inyección de la muestra y los resultados fueron que para una concentración de 

proteína de 50 µg/mL y un flujo de 420 µL/min a 25 °C se obtenían niveles de 

inmovilización de entre 2000-3000 RU (Fig. 23). Si se quería obtener un nivel 

de inmovilización más alto, la proteína podía ser inyectada varias veces. 

Finalmente la superficie del chip fue bloqueada utilizando etanolamina pH 8,5. 

Esta proteína era estable a 25 °C durante varias semanas por lo que no fue 

necesario bajar la temperatura para inmovilizarla a la superficie del chip. 

Normalmente, cuando las proteínas no son estables a 25 ºC, la inmovilización se 

hace a baja temperatura que tiene el inconveniente de que la inmovilización de la 

proteína es más lenta, requiere mayor tiempo de contacto con la superficie de 

chip y por lo tanto mayor cantidad de muestra (Biacore Sensor Surface 

Handbook). Por lo tanto en nuestro caso fue una ventaja poder trabajar a 25 ºC. 
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Figura 23. Inmovilización de Hep158-417 en un chip CM5 utilizando un instrumento 

Biacore T100 a 25 ºC. Cada etapa está señalada en recuadros: activación del chip con 

EDC/NHS durante 700 s seguido de tres inyecciones de Hep158-417 a una concentración 

de 50 µg/mL en 25 mM fosfato sódico, 50 mM NaCl y 0,025% (p/v) de N-lauroyl-

sarcosine durante 420 s cada una y finalmente bloqueo de la superficie del chip con 

etanolamina pH 8,5 durante 420 s.  

 

A continuación, se optimizaron las condiciones del experimento de interacción 

con inhibidores conocidos de heparanasa como la suramina y el fondaparinux 

(151, 260). Lo primero que se comprobó fue si la proteína unida covalentemente 

al chip necesitaba la presencia de detergente para ser estable. Para ello se 

realizaron tres experimentos a la misma temperatura y concentración de ligando 

pero utilizando 0,25%, 0,05% y 0% de N-lauroyl sarcosine, en el tampón 

utilizado durante el experimento. Los resultados fueron que en el primer caso no 

había interacción y los dos siguientes, la constante de disociación era la misma. 

Por lo tanto se eliminó el detergente del tampón en experimentos posteriores. 
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Además se tuvo también que optimizar el rango de concentración del ligando 

para llevar a cabo este experimento de interacción en el Biacore. Normalmente, 

este rango oscila alrededor del valor de la constante de disociación del complejo. 

El experimento de interacción también se llevó a cabo a dos temperaturas, 25 

y 37 °C ya que esta última se asemejaba más a la temperatura empleada para los 

experimentos de RMN. Como se puede observar en la Fig. 24, la  cinética es 

más lenta a la temperatura más baja y la actividad de interacción de la proteína 

es superior en el experimento realizado a 25 °C. La actividad de la proteína se 

pudo calcular por la siguiente fórmula: 

 

Rmax= r x (PMligando/PMproteína)x Rreal  

 

donde Rmax es la respuesta máxima que el ligando puede dar y corresponde con 

el 100% de actividad de interacción de la proteína en la superficie del chip, r es 

el ratio estequiométrico de la interacción, PMligando es el peso molecular del 

ligando, PMproteína es el peso molecular de la proteína y Rreal es el nivel de 

inmovilización de la proteína en la superficie del chip. 

En el caso de la interacción con suramina r= 1, PMsuramima= 1429 Da, PMproteína= 

31000 Da (PMproteína=29000 Da + cola de histidinas) y Rreal= 5020 RU. Por lo 

tanto, el 100% de actividad se lograría cuando el ligando diera una respuesta de 

231,4 RU para la concentración de ligando a la que se llegue a la saturación. 

En este experimento (Fig. 24) se consiguió una respuesta de 215 RU a 25 °C a 

una concentración de 1 µM de suramina (como se puede observar en la figura a 

2 µM de suramina se ha llegado a la saturación), mientras que a 37 °C se obtenía 

una respuesta de 108 RU para la misma concentración de suramina. Esto 

significaba que la proteína inmovilizada a la superficie del chip tenía una 

actividad del 92,9% a 25 °C y del 46,7% a 37 °C, lo que demostraba que la 

proteína a 25 °C y con las condiciones descritas para este experimento estaba 

bien plegada y con sus dos sitios de unión accesibles al ligando. El modelo 

utilizado para el ajuste de las curvas se hizo teniendo en cuenta una interacción 
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1:1. En la Fig. 24 se puede observar como la cinética se ajustaba perfectamente a 

este modelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Sensogramas que muestran la cinética de la interacción entre HEP158-417 y la 

suramina a 25 ºC (derecha) y 37 ºC (izquierda). En este caso se utilizó un chip CM5 

donde se había inmovilizado covalentemente HEP158-417. Cada curva representa la 

interacción con suramina a una concentración diferente. Las concentraciones que se 

usaron, indicadas desde abajo hacia arriba, fueron 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1 y 

2 µM. La concentración de 0,1 µM se hizo por duplicado. Estos experimentos fueron 

realizados con un Biacore T100.  

 

7.-VALIDACIÓN DE LA CONSTRUCCIÓN HEP158-417 COMO DIANA DE 

CRIBADO POR RMN Y SPR 

 

Con el objetivo de saber si HEP158-417 podía ser utilizada para identificar 

nuevos inhibidores de heparanasa sustituyendo a la enzima completa HEP37-543, 

hubo que validar esta construcción para estos fines. En este sentido se utilizaron 

dos técnicas biofísicas, la Resonancia Magnética Nuclear y la Resonancia de 

Plasma Superficial para comprobar en primer lugar si existía interacción de esta 
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construcción de heparanasa con inhibidores conocidos de la enzima y en 

segundo lugar para saber si esta interacción era específica y con una afinidad 

similar a la encontrada en la bibliografía para la enzima completa. 

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear fueron adquiridos en 

presencia de suramina y heparina. La suramina es un polisulfonato naftilurea 

conocido como agente antiproliferativo que inhibe la actividad de heparanasa in 

vitro (IC50 = 46 μM) (260). La heparina es un glicosaminoglicano altamente 

sulfatado utilizado comúnmente como un agente anticoagulante y que además se 

ha demostrado que inhibe la actividad de heparanasa (260). La validación por 

RMN se basó en experimentos de tipo STD (203). Estos experimentos permiten 

medir la interacción proteína-ligando debido a la transferencia de magnetización 

desde la proteína al ligando unido a través de un pulso de radiofrecuencias. Se 

detectan las resonancias correspondientes al ligando libre que está en equilibrio 

con el ligando unido a la proteína. La figura 25 muestra el experimento STD 

adquirido para una mezcla HEP158-417-suramina en relación 1:100. El resultado 

positivo de este experimento demostró la interacción entre suramina y esta 

construcción. Resultados similares se obtuvieron para la interacción entre esta 

construcción y la heparina. Aunque los experimentos de STD presentan algunas 

ventajas sobre otros experimentos de interacción tales como la baja 

concentración de proteína requerida (1-5 μM) y el uso de proteína no marcada, 

no informan acerca del sitio de unión a la proteína donde se produce la 

interacción con la consecuencia de que pueden aparecer uniones inespecíficas 

como falsos positivos. 

Con el objetivo de determinar si esta interacción se estaba produciendo en el 

sitio catalítico de la enzima y por lo tanto demostrar que esta interacción era 

específica y selectiva se utilizó el espectro 2D [1H-15N]-HSQC para el 

experimento de mapeo de desplazamientos químicos. Para este tipo de 

experimentos se necesitaba que la proteína estuviera previamente asignada (ver 

apartado 4). Se realizó una titulación mediante RMN incrementando la 

concentración de ligando (suramina o heparina) y dejando la proteína con la 

misma concentración inicial. La relación proteína/ligando fue 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 
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1:25 y 1:50. Esta metodología permitió la monitorización de los cambios en 

algunas de las señales del esqueleto de la proteína debido a la interacción con la 

suramina o heparina. En este caso fue necesaria una relación proteína:ligando de 

1:50 probablemente debido al efecto del N-Lauroyl-sarcosine utilizado para 

solubilizar la proteína que posiblemente bloqueaba el acceso del ligando a la 

superficie de la misma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Validación de HEP158-417 por RMN. En rojo se muestra el espectro 1D de 1H 

donde se pueden observar las señales aromáticas de suramina; en negro se muestra la 

misma región para el experimento de STD de la mezcla HEP158-417-suramina en relación 

1:100. Este experimento fue adquirido en un espectrómetro Bruker 600 MHz con 

criosonda TCI con un total de 1K acumulaciones. 

 

Tanto la suramina como la heparina provocaron cambios de desplazamientos 

químicos en los ácidos glutámicos que forman el sitio catalítico de la enzima 

(Glu225 y el Glu343), así como los aminoácidos implicados en la unión con el 

sustrato natural de la enzima, el heparán sulfato (Lys158-Asp171 y Gln270-Lys280). 

En la Fig. 26A se pueden observar los cambios producidos por la suramina. En 

esta figura se muestra ampliado el cambio de desplazamiento químico de los dos 

ácidos glutámicos activos así como de algunos de los aminoácidos implicados en 

la unión a heparán sulfato, Lys158 and Lys161 localizados en el primer sitio de 

unión y Arg272 and Thr275 en el segundo sitio de unión. 
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Figura 26. Mapeo de desplazamientos químicos. (A) Espectro 2D [1H-15N]-HSQC 

(600 MHz, criosonda TCI). El espectro de HEP158-417 en ausencia de suramina se 

muestra en negro y la mezcla HEP158-417-suramina (1:50) en rojo. La región del espectro 

ampliada muestra los cambios de desplazamientos químicos observados para el sitio 

catalítico Glu225, Glu343 y algunos de los residuos implicados en el sitio de unión a 

heparán sulfato: Lys158, Lys161, Arg272 y Thr275. (B) Mapeo de las principales 

perturbaciones de desplazamientos químicos causadas por la suramina sobre el modelo 

estructural por homología de heparanasa.  

 

En la Fig. 26B se pueden observar dónde están localizados estos aminoácidos 

en el modelo estructural de heparanasa. Tanto estos resultados como los del STD 

demuestran la especificidad y selectividad de la interacción entre suramina con 

la construcción de HEP158-417 y por tanto confirman la validez de esta 

construcción para la búsqueda de nuevos inhibidores de la enzima. 

Por otro lado, se aplicó una metodología complementaria para medir 

cuantitativamente la afinidad de la interacción. Para ello, se utilizó la Resonancia 

de Plasma Superficial (SPR) en la que la proteína fue inmovilizada a la 

superficie de un chip mientras que el ligando en solución pasaba a través del 

chip donde la proteína había sido inmovilizada. De esta forma se pudo medir la 

constante de disociación entre HEP158-417 y la suramina. 

Como se mencionó en el apartado 6 de este capítulo se utilizó el mismo 

tampón utilizado para RMN (25 mM fosfato sódico pH 6, 50 mM NaCl) para 

inmovilizar la proteína, sin embargo para medir la interacción se utilizó el 

tampón recomendado por Biacore para llevar a cabo estos experimentos: 10 mM 

HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 50 µM EDTA y 0,005% P20. Contrariamente a 

lo que ocurre en RMN, fue posible llevar a cabo los experimentos de SPR en 

ausencia de N-Lauroyl-sarcosine ya que la construcción HEP158-417 fue 

covalentemente unida a la superficie del chip y era estable en esas condiciones. 
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Figura 27. Medida de afinidad de la interacción HEP158-417:suramina mediante SPR. Se 

muestra en la parte de abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en 

la parte superior el ajuste para el cálculo de la constante de disociación. Las 

concentraciones de suramina que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 

0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, y 5 µM. La concentración de 0,1 µM se hizo por 

duplicado. Estos experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100. 

 

La proteína fue inmovilizada en un chip sensor carboximetilado CM5 con un 

nivel de 5020 RU. Para llevar a cabo el experimento de interacción con suramina 

se usó un rango de concentraciones de 0,01-5 μM. La constante de disociación 

que se midió para la interacción HEP158-417-suramina fue 0,5 μM que es 

comparable a la IC50 publicada en la bibliografía para la heparanasa humana 

completa recombinante (260, 261) (Fig. 27). Estos resultados confirman que 

HEP158-417 es una construcción válida como diana para encontrar nuevos 

inhibidores de la enzima. 
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Con el objetivo de comprobar si la presencia de los dos sitios de unión a 

heparán sulfato es necesaria para buscar nuevos inhibidores, se midió la 

interacción entre la suramina y la construcción HEP233-417 que como se ha dicho 

en apartados anteriores solo contenía un sitio de unión a heparán sulfato (Gln270-

Lys280) y un solo ácido glutámico activo de la enzima Glu343. Esta interacción se 

midió tanto por RMN como por SPR en las mismas condiciones de 

concentración y temperatura que para HEP158-417. 

 

 

 

 

 

Figura 28. Validación de HEP233-417 por RMN. En rojo se muestra el espectro 1D de 1H 

donde se pueden observar las señales aromáticas de suramina; en negro se muestra la 

misma región para el experimento de STD de la mezcla HEP233-417-suramina. 

En la Fig. 28 se muestra el experimento STD y en la Fig. 29 se puede observar 

el experimento 2D [1H,15N]-HSQC que dan información de la interacción entre 

esta construcción y la suramina. La interacción como se puede ver en el STD es 

positiva y además es selectiva como puede observarse en el [1H,15N]-HSQC ya 

que todos los residuos implicados en el segundo sitio de interacción de 

heparanasa, Gln270-Lys280, cambian sus desplazamientos químicos en presencia 

de suramina. En la Fig. 29 están representados los cambios en los residuos 

Arg272, Arg273, Lys274, Thr275 y Ala276. Estos cambios en desplazamientos 

químicos son de la misma proporción o incluso mayor que en el caso de la 

construcción que contenía los dos sitios catalíticos. Para completar estos 

resultados se midió la constante de disociación de HEP233-417 con suramina por 

SPR. 
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Figura 29. Mapeo de desplazamientos químicos para la construcción HEP233-417. 

Espectro 2D [1H,15N]-HSQC (600 MHz, criosonda TCI). El espectro de HEP233-417 en 

ausencia de suramina se muestra en azul y la mezcla HEP233-417-suramina (1:50) en 

rojo. La región del espectro ampliada muestra los cambios de desplazamientos químicos 

observados para algunos de los residuos implicados en el sitio de unión a heparán 

sulfato: Arg272, Arg273, Lys274, Thr275 y Ala276. El Glu343 del sitio catalítico de la enzima y 

el residuo que le precede en la secuencia Gly342 aparecen representados dentro de un 

círculo verde.  

La constante de disociación de la interacción HEP233-417-suramina medida por 

SPR dio un valor de KD: 0,5 μM (Fig. 30) que es el mismo que el obtenido para 

la interacción HEP158-417-suramina. Para poder entender estos resultados se 

midieron las constantes cinéticas de las dos construcciones (HEP158-417 y HEP233-

417) con suramina que se obtenía del experimento realizado por SPR. Las 

constantes cinéticas resultaron ser diferentes a pesar de que la constante de 

disociación era la misma en los dos casos (Tabla 3), siendo la kon y la koff más 

pequeñas en el caso de la construcción con solo un sitio de unión a heparán 
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sulfato. El hecho de que la interacción de HEP233-417 con suramina tenga una koff 

más pequeña implica que el tiempo en el que la suramina está unida a la proteína 

es más largo en este caso que en el caso de la interacción entre HEP158-417 y 

suramina, lo que podría explicar que los cambios de desplazamientos químicos 

del HSQC sean mayores en el caso de la interacción entre HEP233-417 y suramina. 

Esto también podría explicar el hecho de que las señales del STD para la 

interacción HEP233-417-suramina sea más débil que para la interacción HEP158-417-

suramina ya que en el STD lo que se detecta es la magnetización del ligando 

libre. A esto se une el hecho de que HEP233-417 es una proteína de 21 kDa en 

comparación con los 29 kDa de HEP158-417, que da problemas en la saturación de 

la proteína por difusión de espín (262). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Medida de afinidad de la interacción HEP233-417:suramina mediante SPR. Se 

muestra en la parte de abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en 

la parte superior el ajuste para el cálculo de la constante de disociación. Las 
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concentraciones que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 0,01, 0,025, 

0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2 y 5 µM. La concentración de 0,1 µM se hizo por duplicado. 

Estos experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100. 

 

Todos los resultados apuntaban a que no era necesario tener los dos sitios de 

unión a heparán sulfato; sin embargo el hecho de que el ácido glutámico activo 

Glu343 y el residuo que le precede Gly342 de HEP233-417 no cambien su 

desplazamiento químico en presencia de suramina (Fig. 29B indicados con un 

círculo verde) podría llevarnos a la hipótesis de que esta construcción mantenía 

la afinidad por el ligando, pero podría no conservar la buena orientación del 

mismo. El hecho de que existiera esta posibilidad, justificaba el hecho de que se 

utilizara para los estudios de interacción la construcción con los dos sitios de 

unión a heparán sulfato y los dos ácidos glutámicos del sitio catalítico. 

 

Tabla 3. Resumen de las constantes cinéticas para las construcciones HEP158-

417 y HEP233-417 

 

 

 

8.-CRIBADO DE FRAGMENTOS POR COMBINACIÓN DE QUÍMICA 

COMPUTACIONAL Y DIFERENTES TÉCNICAS BIOFÍSICAS  

 

8.1.-Generación de un modelo farmacofórico para heparanasa 

 

Construcción de 

heparanasa 
KON (1/M·s) KOFF (1/s) KD (µM) 

HEP158-417 36339,37 0,01893 0,52  

HEP233-417 27585,15 0,015095 0,54  



                                                                                                                     

 

 

 

Discusión y Resultados                                                                         181            

 

                                                                                                                     

En esta parte del trabajo, el objetivo era desarrollar un modelo farmacofórico 

para heparanasa que se pudiera aplicar a una quimioteca de fragmentos. Al 

tratarse de fragmentos se escogió un modelo en el que las distancias entre los 

diferentes puntos farmacofóricos fueran relativamente cortas. Con este 

propósito, se desarrollaron diferentes hipótesis farmacofóricas utilizando una 

colección de los 27 inhibidores de heparanasa más pequeños que se conocen 

(190) que están representados en la Tabla 4 de Materiales y Métodos. 

Finalmente, se seleccionó el modelo que está representado en la Fig. 31 que 

resultó del alineamiento de los tres inhibidores más activos de los 27 

mencionados anteriormente (INH-1, INH-2 y INH-3). Estos tres inhibidores 

están representados en la Fig. 32. Este modelo se consideró el más robusto y 

predictivo al dejar mejor clasificados a los 27 inhibidores conocidos de 

heparanasa cuando se aplicó a un conjunto de compuestos formados por estos 27 

inhibidores y la quimioteca Prestwick (formada por 1120 compuestos). El 

modelo seleccionado estaba formado por dos posiciones 

hidrofóbicas/aromáticas, un donador de hidrógenos y un aceptor de hidrógenos 

como se puede observar en la Fig. 31. La función que se usó para evaluar la 

habilidad que tenían los diferentes modelos en proponer como mejores 

candidatos a los inhibidores conocidos de heparanasa fue el “root of the mean 

square deviation” o “la raíz cuadrada de la desviación del promedio al cuadrado” 

(rmsd) entre las distancias de los puntos farmacofóricos en el modelo y las 

distancias calculadas en cada ligando tal como se define en las herramientas 

MOE de búsqueda de farmacóforos. 

Finalmente, el modelo farmacofórico seleccionado fue aplicado a una 

quimioteca  comercial (CEREP, www.cerep.fr) compuesta por 686 fragmentos, 

encontrando que 114 compuestos (16% de la quimioteca) satisfacían los cuatro 

puntos farmacofóricos. La llamada “regla del 3” (peso molecular < 300 Da, 

cLoP < 3, núcleos donadores de puentes de H < 3, número de enlaces que 

pueden ser rotados < 3 y superficie total polar < 60Å2) (193) que tienen que 

cumplir los compuestos para ser fragmentos fue evaluada para toda la 

quimioteca, y se pudo comprobar que los compuestos que pasaban los cuatro 

http://www.cerep.fr/
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puntos farmacofóricos eran a su vez los más complejos, con un mayor peso 

molecular y mayor número de donadores y aceptores de hidrógeno como se 

puede comprobar en la Fig. 33. Esto era un resultado esperado, especialmente 

considerando que la distancia más larga entre dos puntos farmacofóricos del 

modelo estaba cerca de los 10 Å (Fig. 31), por lo que resultaba imposible que los 

fragmentos más pequeños cumplieran este requisito.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Modelo farmacofórico obtenido del alineamiento de los tres inhibidores 

conocidos de heparanasa más activos (INH-1, INH-2, INH-3). Este modelo incluye un 

donador de hidrógeno (esfera morada), un aceptor de hidrógenos (esfera azul) y dos 

regiones hidrofóbicas/aromáticas (esferas amarillas).  
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Figura 32. Tres inhibidores más activos de heparanasa de los 27 inhibidores más 

pequeños conocidos de la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Porcentaje de compuestos en función del peso molecular (PM), rango de log 

P, número de aceptores de hidrógeno y número de donadores de hidrógeno. Gris, 

blanco y negro representan la quimioteca entera de fragmentos, compuestos que 
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satisfacen los cuatro puntos farmacofóricos y aquellos que no satisfacen el modelo 

farmacofórico respectivamente.  

 

 

8.2.-Fiabilidad del modelo farmacofórico  

 

Como se muestra en la Tabla 4, 23 de los 27 inhibidores escogidos de 

heparanasa satisfacían las hipótesis del modelo farmacofórico, estando entre los 

cuatro compuestos que no la cumplían los dos que mostraban menor actividad 

inhibitoria de heparanasa (190). Además se encontró una clara tendencia de 

actividad con los compuestos mejor clasificados por el modelo, siendo los 

mejores compuestos predichos aquellos inhibidores más activos.  

Por otro lado se analizaron los resultados obtenidos cuando el modelo se 

aplicaba a estos 27 inhibidores de heparanasa junto con los 1120 compuestos de 

la quimioteca Prestwick para evaluar la fiabilidad del modelo. Se encontró que 

13 de los 23 inhibidores de heparanasa que cumplían el modelo estaban entre el 

10% de los compuestos mejor clasificados y que entre los ocho inhibidores que 

tenían actividad inhibitoria en el rango de submicromolar, cuatro de ellos 

estaban entre el 2% mejor clasificado (incluyendo tres compuestos que no se 

usaron para la generación del modelo farmacofórico) (Tabla 4). Por lo tanto, 

parecía que escogiendo los compuestos mejor clasificados en este cribado in 

silico, se encontraría un alto porcentaje de “hits”. Por otro lado, un resultado 

interesante fue el obtenido de la aplicación del modelo farmacofórico al sustrato 

natural de heparanasa, el heparán sulfato (Fig. 34). Para ello y debido a que el 

heparán sulfato es un glicosaminoglicano de cadena muy larga, se utilizó el 

mínimo fragmento del heparán sulfato capaz de ser reconocido por heparanasa, 

resultando que esta secuencia de heparán sulfato satisfacía todas las hipótesis 

farmacofóricas del modelo. 
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Tabla 4. Clasificación de los inhibidores conocidos de heparanasa  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una 

descripción detallada de estos inhibidores se recoge en la revisión bibliográfica 

Hammond et al. (190). “N.S” no satisfacen el modelo. a Un conjunto de 27 inhibidores 

conocidos de heparanasa más 1120 estructuras de la quimioteca Prestwick se usaron 

Inhibidor de heparanasa IC50 (µM) Clasificación
a 

INH-1 0,075 2** 

INH-2 0,20 6* 

INH-3 0,20 17 

INH-4 0,23 4** 

INH-5 0,27 1** 

INH-6 0,29 3** 

INH-7 0,40 11* 

INH-8 0,50 5* 

INH-9 0,13-19,00 22 

INH-10 1,00 18 

INH-11 1,00-10,00 7* 

INH-12 1,50-36,00 23 

INH-13 2,50 12* 

INH-14 3,00 8* 

INH-15 5,00-45,00 21 

INH-16 8,00 20 

INH-17 8,00-25,00 16 

INH-18 10,00 15 

INH-19 10,00 14 

INH-20 10,00-26,00 N.S 

INH-21 12,00 19 

INH-22 17,00 N.S 

INH-23 24,00-32,00 10* 

INH-24 25,00 13* 

INH-25 26,00-36,00 9* 

INH-26 ˃100,00 N.S 

INH-27 ˃100,00 N.S 
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para validar el modelo. El número en la columna indica el orden en el que los 

inhibidores fueron clasificados con respecto a otros inhibidores cuando se usaron los 

1147 compuestos. * Compuestos que se encuentran entre el 10% mejor clasificado por 

el modelo farmacofórico; ** aquellos que se encuentran entre el 2% mejor clasificado. 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Mínimo fragmento de heparán sulfato que es reconocido por la enzima 

heparanasa. Los grupos cargados esenciales para que la enzima reconozca al sustrato 

están representados en rojo. En azul están representados otros grupos cargados que 

mejoran la afinidad con heparanasa. 

 

8.3.-Análisis de la diversidad química de los compuestos que cumplían las 

hipótesis farmacofóricas 

Un aspecto interesante de esta técnica es la posibilidad de identificar 

estructuras que, aun cumpliendo las hipótesis farmacofóricas, son diferentes 

químicamente (263) lo que ocurrió también en este caso. Como se muestra en la 

Fig. 35, existían compuestos (INH-1, INH-9 y INH-10) de distinta naturaleza 

química que satisfacían este modelo a pesar de que fue generado a partir de 3 

compuestos con características químicas muy similares entre sí. La Fig. 36 

muestra las estructuras de los tres fragmentos mejor clasificados FRAG-8, 

FRAG-28 y FRAG-3 (representados en Tabla 5 de Materiales y Métodos) así 

como su superposición con el modelo farmacofórico demostrando que la misma 

observación (diferentes estructuras químicas son compatibles con el mismo 

modelo farmacofórico) puede ser extrapolada a una quimioteca de fragmentos. 
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Figura 35. En la parte de arriba se muestran las estructuras de tres inhibidores de 

heparanasa, de diferente familia química, de izquierda a derecha INH-1, INH-9, INH-

10, y en la parte de abajo se muestra la superposición de estos compuestos con el 

modelo farmacofórico. 

 

Por otro lado, se llevó a cabo un análisis adicional de los inhibidores 

conocidos de heparanasa basado en su naturaleza química. Entre estos 

compuestos se incluyen algunos que a primera vista podrían tener un 

comportamiento similar frente a heparanasa teniendo en cuenta que todos 

contienen una larga cadena alifática. El modelo farmacofórico fue capaz de 

predecir que INH-9, INH-18 y INH-19 (Tabla 4 de Materiales y Métodos) eran 

efectivos inhibidores de heparanasa ya que estos compuestos satisfacían los 

cuatro puntos farmacofóricos y que INH-26 y INH-27 eran de hecho compuestos 

menos activos con una IC50 más alta de 100 µM. Sin embargo, este análisis 

también mostró las limitaciones de esta técnica ya que el compuesto INH-22 no 

cumplía el modelo y sin embargo tenía una estructura química similar a INH-26 

INH-1                                              INH-9 INH-10 
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y INH-27, a pesar de tener una IC50 de un orden de magnitud menor que estos 

dos inhibidores. Parece evidente que el modelo no era capaz de apreciar leves 

diferencias químicas entre los compuestos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Estructuras de los fragmentos mejor clasificados por el modelo, en la parte 

superior de la figura de izquierda a derecha FRAG-8, FRAG-28 y FRAG-3. En la parte 

inferior está representada la superposición de estos tres fragmentos con el modelo 

farmacofórico 

 

8.4.- Identificación de “hits” por Resonancia Magnética Nuclear y 

validación del modelo farmacofórico por RMN 

 

Con el objetivo de validar el modelo, se llevó a cabo un cribado de fragmentos 

mediante Resonancia Magnética Nuclear. Para ello, se eligió una colección de 

100 fragmentos (Tabla 5 de Materiales y Métodos) que contenía 50 compuestos 

de los 114 fragmentos que cumplían los cuatro puntos del modelo farmacofórico 

(44% de este grupo), 25 compuestos que cumplían tres puntos y 25 que 

cumplían dos. Los compuestos pertenecientes a los dos últimos grupos fueron 

FRAG-28 FRAG-3 FRAG-8 
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seleccionados por diversidad química y el grupo de los 50 fragmentos contenía 

los 18 compuestos mejor clasificados por el modelo y los 32 restantes fueron 

escogidos igualmente por diversidad química. Esto se hizo utilizando la 

herramienta MACCS de MOE y el algoritmo de Tanimoto (264) como se 

describe en Materiales y Métodos. 

Inicialmente se realizó un cribado de estos 100 fragmentos utilizando el 

experimento WaterLOGSY por RMN (204, 210, 265) que identifica las 

interacciones proteína-ligando detectando la magnetización que se transfiere a 

través de las moléculas de agua desde la proteína al ligando. Este experimento 

permitía la identificación de interacciones en el rango de mM-µM, con la ventaja 

de que no requería gran concentración de la muestra y no era necesaria la 

utilización de proteína marcada. El resultado de estos estudios mostró que el 

mayor porcentaje de “hits” se identificaron entre los 50 fragmentos que 

cumplían los cuatro puntos farmacofóricos. De esta forma, se comprobó que el 

66% de los compuestos que cumplían todas las hipótesis farmacofóricas daban 

resultado positivo en el WaterLOGSY, representando un 6 y un 30% de 

enriquecimiento frente a los compuestos que cumplían 3 o 2 puntos del modelo 

farmacofórico respectivamente.  

Estos resultados mostraban el potencial de la combinación de estas dos 

técnicas para la generación de “hits” en cribado de fragmentos ya que se realiza 

un filtro previo con herramientas de química computaciónal reduciendo el 

número inicial de compuestos para hacer el cribado por técnicas experimentales 

con la RMN. Esto es una ventaja adicional para aquellos investigadores que 

trabajan en academia donde la posibilidad de manejar grandes colecciones de 

fragmentos está más limitada. 

Aunque el experimento WaterLOGSY es extremadamente útil para hacer 

cribado de fragmentos y para encontrar compuestos que interaccionan con una 

proteína diana, tiene el inconveniente de que no proporciona información directa 

sobre el sitio de la proteína que une al ligando. Además la intensidad de la señal 

en el experimento WaterLOGSY depende enormemente de la orientación de la 
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moléculas de agua (266), por lo que es muy difícil obtener información sobre la 

afinidad de la interacción en este tipo de experimento.  

Con el objetivo de encontrar nuevos inhibidores de heparanasa se realizó el 

cribado para este mismo conjunto de 100 fragmentos utilizando experimentos de 

interacción STD y experimentos de competición también utilizando el STD por 

Resonancia Magnética Nuclear. El propósito de este tipo de experimentos fue en 

primer lugar, reducir el número de falsos positivos que puede producir el 

WaterLOGSY y el STD, debido a los cambios de pH, agregación o a 

interacciones no específicas (267), al medir la interacción por dos métodos 

diferentes (268). En segundo lugar, este tipo de experimentos permitían obtener 

información sobre si los compuestos se unían al sitio catalítico de heparanasa 

utilizando experimentos de competición (200) con ligandos conocidos de la 

enzima. El ligando que se utilizó para hacer los experimentos de competición fue 

la suramina, KD medida mediante SPR: 0,5 µM (269). Como era de esperar, 

cuando se hizo el cribado de fragmentos utilizando dos tipos de experimentos 

diferentes (WaterLOGSY y STD), hubo un descenso en la cantidad de “hits” 

encontrados. Sin embargo, cuando se comparaban fragmentos de tamaño similar 

(peso molecular y distancia topológica (270)), se encontró que todavía había una 

fuerte correlación entre el cumplimiento del modelo farmacofórico y el número 

de “hits” encontrados, de forma que el 30% de los fragmentos que satisfacían las 

4 hipótesis farmacofóricas del modelo daban resultado positivo en los 

experimentos STD de competición por RMN. Estos resultados representaban un 

9% y 20% de enriquecimiento cuando se compara con los compuestos que eran 

positivos experimentalmente y que solo cumplían tres y dos puntos del modelo, 

respectivamente. 

De los 100 fragmentos que se probaron por RMN, se encontraron 37 

compuestos que mostraban interacción con heparanasa y además competían con 

la suramina por el sitio catalítico de la enzima. Estos fragmentos son FRAG-1, 3, 

5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 16, 19, 22, 24, 32, 33, 35, 37, 41, 44, 47, 52, 55, 57, 58, 

61, 66, 67, 70, 73, 77, 79, 82, 83, 86, 92, 95 y 97 cuyas estructuras están 

representadas en la Tabla 5 de Materiales y Métodos. En la Fig. 37 se muestran 
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los experimentos monodimensionales de 1H (negro), WaterLOGSY (rojo) y STD 

normal y de competición (azul) para uno de estos fragmentos, FRAG-47. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Ejemplo de experimentos de interacción proteína-ligando por RMN 

llevados a cabo para cada fragmento, mostrándose con detalle la región aromática del 

espectro. (a) Espectro de 1H de una mezcla de suramina y FRAG-47 (cada uno a una 

concentración de 500 µM); (b) Espectro water-LOGSY del FRAG-47 (5 µM de HEP158-

FRAG-47 SURAMINA 
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417, 300 µM del fragmento) mostrando interacción positiva; (c) experimento STD del 

FRAG-47 (5 µM de HEP158-417, 500 µM del fragmento), mostrando su interacción con 

HEP158-417, (d) experimento STD de la suramina (5 µM de HEP158-417, 500 µM de 

suramina), mostrando su interacción con HEP158-417 (e) experimento de competición por 

STD (5 µM de HEP158-417, 500 µM del fragmento y 500 µM de suramina) mostrando la 

competición del FRAG-47 y la suramina por el sitio catalítico de la enzima. En la parte 

superior de la figura están representadas la estructura del FRAG-47 y la suramina. 

 

Se puede comprobar que el experimento WaterLOGSY (Fig. 37b) muestra 

interacción positiva. Un compuesto que no interaccionara con la proteína daría 

como resultado las mismas señales pero invertidas, mientras que compuestos que 

interaccionan con la proteína dan señales positivas o resonancias menos 

negativas que el WaterLOGSY realizado en ausencia de la proteína. La Fig. 37c 

muestra el experimento STD para el FRAG-47 mostrando su interacción con 

HEP158-417. El experimento de competición por STD se muestra en la Fig. 37e; el 

decrecimiento de la intensidad de las señales de resonancia del fragmento y la 

suramina comparada con la intensidad de las señales del STD del fragmento 

(Fig. 37c) y de la suramina (Fig. 37d) indica que FRAG-47 y suramina están 

compitiendo por el sitio catalítico de heparanasa. 

 

8.5.-Identificación de “hits” por Resonancia de Plasma Superficial 

 

Finalmente se midió la constante de disociación para este grupo de 37 

compuestos que resultaron ser positivos por RMN, pudiéndose comprobar que el 

método de SPR anteriormente optimizado para ligandos conocidos de 

heparanasa también era válido para medir interacciones con moléculas de bajo 

peso molecular obteniéndose respuestas de más de 100 RU. En la Fig. 38 se 

puede apreciar el sensograma para el compuesto FRAG-86 cuya estructura viene 

representada en esta figura. Para este fragmento se obtiene una respuesta de 

aproximadamente 120 RU para una concentración de 500 µM de compuesto y 

30 RU para una concentración de 100 µM que es la concentración que se suele 
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usar para hacer cribado de fragmentos por SPR. Esta respuesta es considerada 

como suficiente para poder detectar compuestos de bajo peso molecular (< 350 

Da) como es este caso donde el compuesto tiene un peso molecular de 263,71 

Da. Además también se demostró que la enzima inmovilizada en el chip era 

estable durante 48 horas que es otro de los requisitos indispensables para poder 

hacer el cribado de una librería de compuestos. Esto condujo a la conclusión de 

que se ha optimizado el método para poder hacer cribado de fragmentos por SPR 

con la enzima heparanasa.  

Los resultados que se obtuvieron para este grupo de 37 compuestos detectados 

como positivos por RMN, mostraban KD en el rango de 0,2-5 mM y eficiencia 

de unión equivalentes a las encontradas en la bibliografía para fragmentos del 

mismo tamaño (271). 

Por lo tanto usando este conjunto de técnicas in silico y biofísicas se han 

identificado varios fragmentos que podrían ser potencialmente un buen punto de 

partida para la optimización de estos “hits” hasta ser “leads” de esta enzima. Los 

mejores resultados se obtuvieron para el FRAG-86 cuya KD fue 236 µM. 
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Figura 38. Sensograma para el fragmento FRAG-86. Las concentraciones de este 

compuesto que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 25, 50, 100, 300, 

500µM. Este experimento fue realizado a 25 ºC en un instrumento Biacore T100. 

 

9.-CRIBADO DE COMPUESTOS CON CARACTERÍSTICAS DE 

FÁRMACOS POR COMBINACIÓN DE QUÍMICA COMPUTACIONAL Y 

DIFERENTES TÉCNICAS BIOFÍSICAS 

 

En esta parte del trabajo se utilizaron compuestos de mayor peso molecular 

(Peso molecular ˃ 350 Da) y en su mayoría con características de fármacos con 

el objetivo de encontrar compuestos de mayor afinidad por la proteína. Estos 

compuestos pertenecían a la quimioteca Prestwick (1120 compuestos). 

Se hizo un primer cribado utilizando técnicas in silico. Para ello se aplicó el 

modelo farmacofórico ya descrito en el apartado 8 de Discusión y Resultados a 

esta quimioteca Prestwick y posteriormente los compuestos se clasificaron en 

función del número de puntos farmacofóricos que cumplían. 

Posteriormente se quería hacer una nueva clasificación de estos compuestos 

utilizando el “docking” a partir del modelo estructural de heparanasa (descrito en 

el apartado 1 de Discusión y Resultados). Para ello, esta técnica se validó 

utilizando inhibidores conocidos de heparanasa para comprobar que el modelo 

estructural de heparanasa se podía utilizar para este propósito. En la Fig. 39 se 

puede observar el docking realizado con el inhibidor de heparanasa utilizado 

para llevar a cabo el modelo farmacofórico INH-1 (Tabla 4 de Materiales y 

Métodos) y el modelo de homología por heparanasa. En azul están representados 

los dos sitios de unión a heparán sulfato (Lys158-Asp171 y Gln270-Lys280) y en rojo 

los dos ácidos glutámicos del sitio catalítico de la enzima (Glu225, Glu343). Se 

puede observar cómo el inhibidor de heparanasa bloquea el sitio catalítico de la 

enzima e interacciona con parte de los aminoácidos que pertenecen al sitio de 

unión a heparán sulfato. Por lo tanto, se concluyó que el modelo estructural de 

heparanasa se puede utilizar para llevar a cabo el docking de la enzima con 

nuevos ligandos.  



                                                                                                                     

 

 

 

Discusión y Resultados                                                                         195            

 

                                                                                                                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Docking entre el modelo estructural de heparanasa por homología y un 

inhibidor conocido de heparanasa INH-1. En azul están representados los dos sitios de 

unión a heparán sulfato (Lys158-Asp171 y Gln270-Lys280) y en rojo los dos ácidos 

glutámicos del sitio catalítico de la enzima (Glu225, Glu343). El docking se llevó a cabo 

con el conjunto de herramientas de modelización de OpenEye (v. 2.1) 

(http://www.eyesopen.com). 

 

A continuación, se realizó el docking con el modelo estructural de heparanasa 

y los 1120 compuestos de la quimioteca Prestwick y estos compuestos fueron 

clasificados en función de la energía de interacción calculada.  

INH-1 

http://www.eyesopen.com/
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La combinación de estos dos métodos de química computacional, uno basado 

en la estructura del receptor (“docking”) y el otro basado en la estructura del 

ligando (modelo farmacofórico) nos permitió realizar una nueva clasificación de 

los compuestos de la quimioteca Prestwick teniendo en cuenta los mejores 

resultados de las dos técnicas (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Compuestos Prestwick mejor clasificados in silico. Resultados 

experimentales por RMN y SPR.  

 

 

 Posteriormente se escogieron los 7 compuestos mejor clasificados para 

evaluarlos experimentalmente por RMN y SPR. En la Tabla 5 aparecen los 

resultados de estos experimentos y como se puede observar todos eran positivos 

en WaterLOGSY y STD pero la mayoría tenían constantes de disociación muy 

débiles (˃1 mM) excepto la amodiaquina y labetol con KD de 52,6 µM y 1 mM, 

respectivamente. A continuación se muestran los experimentos de RMN (Fig. 

40) y SPR (Fig. 41) para la amodiaquina. 

Se intentó conseguir el epítopo de la amodiaquina que interaccionaba con la 

proteína utilizando el experimento STD. Para ello, en primer lugar se asignaron 

todas las señales del experimento 1D de 1H de la amodiaquina. A continuación 

se integraron todas las señales en el experimento 1H y en el de interacción STD. 

Compuesto 

Clasifi-

cación in 

silico 

Clasificación 

farmcofórico 

Clasificación 

docking 

Water-

LOGSY 
STD KD (SPR) 

Astemizol 1 6 4 + + ˃ 1mM 

Amodiaquina 2 1 33 + + 52,6 µM 

Hesperidina 3 36 11 + + ˃ 1mM 

Cisapride 4 25 30 + + ˃ 1mM 

Naringina 5 34 29 + + ˃ 1mM 

Metergoline 6 72 6 + + ˃ 1mM 

Labetol 7 4 76 + + 1 mM 
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Se midió la relación integral de las señales STD/integrales de las señales 1H para 

identificar el epítopo de la amodiaquina que interaccionaba con HEP158-417. Sin 

embargo no se obtuvieron resultados coherentes debido al tamaño de la molécula 

de amodiaquina o a la posibilidad de que tenga distintas orientaciones al unirse a 

la proteína y por tanto tenga distintos epítopos de afinidades diferentes. 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Interacción de la amodiaquina con HEP158-417. Estructura de amodiaquina 

y experimento STD; en negro espectro de 1H de la amodiaquina a una concentración de 

500 µM y en rojo experimento STD de la amodiaquina (5 µM de HEP158-417, 500 µM de 

la amodiaquina), mostrando su interacción con HEP158-417. Estos experimentos fueron 

realizados con un espectrómetro Bruker 600 MHz con criosonda TCI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Interacción de amodiaquina con HEP158-417. Medida de afinidad de la 

interacción HEP158-417:amodiaquina mediante SPR. Se muestra en la parte de abajo el 
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sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en la parte superior el ajuste para 

el cálculo de la constante de disociación, la barra vertical indica el valor de la KD. Las 

concentraciones que se usaron indicadas desde abajo hacia arriba fueron 6,25, 12,5, 25, 

50, 100 y 300 µM. La concentración de 100 µM se hizo por duplicado. Estos 

experimentos fueron realizados con un instrumento Biacore T100. 

 

10.-OPTIMIZACIÓN DE “HITS” 

 

10.1.-Optimización de “hits” que provienen del cribado de fragmentos 

 

El objetivo de esta parte del trabajo fue encontrar compuestos que tuvieran 

mayor afinidad por heparanasa a partir de uno de los hits que se obtuvieron del 

cribado de fragmentos por RMN. El mejor de los fragmentos que se obtuvo a 

partir de este cribado (apartado 8 de Discusión y Resultados) fue el FRAG-86, 

Este compuesto fue positivo en el experimento WaterLOGSY y el STD y 

utilizando el STD de competición con suramina se demostró que este fragmento 

competía con la suramina por el sitio catalítico de la enzima. Además la KD que 

se midió por SPR entre este fragmento y la construcción HEP158-417 fue 236 µM 

como se mencionó en el apartado 8.5 (Fig. 38) demostrándose así que la 

interacción entre esta construcción de heparanasa y el FRAG-86 era mayor que 

cualquier otro fragmento de los 100 que se eligieron inicialmente. Por otro lado, 

era un compuesto fácil de modificar desde el punto de vista de la síntesis 

química y por lo tanto fácil de optimizar. 

Con el objetivo de mejorar la constante de disociación de este fragmento con 

heparanasa se llevaron a cabo dos estrategias. La primera de ellas fue la 

búsqueda de análogos comerciales en los que se añadían o eliminaban distintos 

grupos en diferentes partes de la molécula y la segunda fue unir dos fragmentos 

mediante síntesis química que tuvieran afinidad con la proteína o lo que se 

conoce con el nombre de “linking”. En este caso se sintetizó un compuesto 

simétrico formado por dos moléculas del FRAG-86 ya que como se demostrará 

posteriormente podría tener mayor afinidad por heparanasa. 
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10.1.1.-Búsqueda de análogos comerciales 

 

En la Fig. 42 están representadas las estructuras de estos análogos comerciales 

que tienen como base la estructura del FRAG-86 al que se le han añadido, 

sustituido o eliminado diferentes grupos químicos de mayor o menor tamaño y 

complejidad con el objetivo al menos de determinar qué parte del fragmento es 

importante en la interacción. La búsqueda de estos análogos comerciales (casa 

comercial ChemBridge) se realizó a través de la página web 

http://www.emolecules.com, usando la estructura de FRAG-86 como referencia.  

 

 

 
ANALOGO-1 

 
ANÁLOGO-2 

 
ANALOGO-3 

 
ANALOGO-4 

 
 
 
 

ANALOGO-5 
 

ANALOGO-6 

http://www.emolecules.com/
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Figura. 42. Estructura de los análogos comerciales del FRAG-86. 

 

Estos análogos fueron evaluados experimentalmente mediante RMN y SPR y 

los resultados se recogen en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Resultados de interacción de los análogos comerciales del FRAG-86. 

 
 
 
 

ANALOGO-7 
 

ANALOGO-8 

 
ANÁLOGO-9 

 
ANALOGO-10 

Compuesto STD STD competición KD (SPR) 

ANÁLOGO-1 + compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-2 + no compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-3 + compite 470 µM 

ANÁLOGO-4 + compite 176 µM 

ANÁLOGO-5 + compite 79 µM 

ANÁLOGO-6 + compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-7 + compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-8 + no compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-9 + compite ˃ 1mM 

ANÁLOGO-10 + compite ˃ 1mM 
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En la Fig. 43 se comparan algunas de estas estructuras para determinar qué 

cambios son aquellos que afectan a la interacción del compuesto con heparanasa. 

Si comparamos el FRAG-86 con el análogo 1 podemos observar que la 

sustitución de un grupo amino por un grupo amida disminuye la potencia de la 

interacción al menos 4 veces. Al comparar el análogo 4 con el análogo 1 donde 

además de la introducción del grupo amida se ha sustituido un anillo furano por 

un oxolano, la potencia aumenta al menos cinco veces, por lo que se observa que 

esta sustitución del anillo de furano por un oxolano mejora la interacción a pesar 

de tener la presencia negativa del grupo amida. Por lo tanto una de las 

propuestas a sintetizar sería una molécula similar a este mismo FRAG-86 donde 

se sustituya el anillo de furano por un oxolano. Si se compara el análogo 4 y 5 se 

podría esperar que mejoraría como mínimo cuatro veces la potencia de 

interacción del análogo 5 ya que le falta el grupo amida, sin embargo como la 

KD del análogo 5 con respecto al análogo 4 es dos veces menor se podría deducir 

que la adición del enlace entre los anillos de benceno y furano no favorece la 

interacción o la disminuye dos veces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43. Comparación de estructuras de los análogos del FRAG-86.  
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Si seguimos comparando el análogo 3 y 5 podemos observar que el anillo de 

benceno sustituido con grupos voluminosos como el Cl y un grupo metoxi, 

disminuyen la interacción del orden de seis veces. Por lo tanto podemos deducir 

que la adición de grupos voluminosos en el benzofurano del fragmento original 

disminuiría la interacción. En consecuencia se propone en primer lugar la 

sustitución del anillo furano del FRAG-86 por un anillo oxolano y en segundo 

lugar el aumento del número de oxígenos en anillo de cinco y seis enlaces para 

favorecer los puentes de hidrógeno con la proteína manteniendo el benzofurano 

en la estructura del compuesto. 

Además se calculó la eficiencia de unión (272) para el compuesto original y los 

análogos con mejores constantes de disociación. La fórmula utilizada fue 

LE = ΔG/HAC  

donde LE es la eficiencia de unión del ligando a la proteína en Kcal·mol-1 de 

cada átomo pesado, HAC es el número de átomos pesados y ΔG = -RT lnKD, T 

es la temperatura en K, R es la constante de gases perfectos cuyo valor es 2,38 x 

10
-4

 (kcal·K
-1

·mol
-1

) y KD es la constante de disociación en M. 

La eficiencia de unión para los mejores análogos del FRAG-86 se puede 

observar en la Tabla 7. 

 

    Tabla 7. Eficiencia de unión para FRAG-86 y sus mejores análogos. 

 

En el proceso de optimización de “hits” a “leads”, se recomienda que por cada 

átomo que se añada al compuesto, la eficiencia de unión no debe bajar de 0,3 

aproximadamente (272). Por tanto, el análogo 5 del FRAG-86 sería un buen 

punto de partida para obtener un compuesto más potente por dos razones; en 

primer lugar porque es un compuesto sencillo, fácil de modificar sintéticamente 

Compuesto KD LE 

FRAG-86 236 µM 0,26  

ANÁLOGO-3 470 µM 0,20  

ANÁLOGO-4 176 µM 0,28  

ANÁLOGO-5 79 µM 0,29  
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y en segundo lugar porque ya parte con una eficiencia de unión de 0,29, y por 

tanto es más fácil mantenerla que si se parte de una eficiencia más baja. 

 

10.1.2.-Búsqueda de análogos mediante síntesis orgánica. Síntesis de una 

molécula simétrica. 

Paralelamente al análisis anterior y puesto que se sabe que una sola molécula 

de FRAG-86 es demasiado pequeña para unirse a los dos sitios de unión a 

heparán sulfato que distan entre ellos según el modelo por homología un mínimo 

de 16 Å, se propuso la síntesis de compuestos que contenían este fragmento por 

duplicado con las siguientes combinaciones: cabeza-cabeza (COMP-1), cabeza-

cola (COMP-2) y cola-cola (COMP-3) unidos mediante “linkers” de distintos 

tamaños. En la Fig. 44 están representadas las tres combinaciones posibles con 

uno de los “linkers” propuestos. Se ha considerado que la cabeza del compuesto 

es el anillo benzofurano y la cola del compuesto, el anillo de furano 
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Figura 44. Estructura de los compuestos sintéticos propuestos, análogos del FRAG-86. 

 

Estos compuestos están siendo sintetizados en el laboratorio de Síntesis 

Orgánica dirigido por el Dr. Santos Fustero del Centro de Investigación Príncipe 

Felipe. 

Hasta la fecha se ha sintetizado solo uno de ellos (COMP-1) y los resultados 

experimentales mostraban que este compuesto daba positivo por STD y 

competía con la suramina por la interacción con el sitio catalítico de heparanasa 

en el STD de competición (Fig. 45). La KD medida mediante SPR fue de 92,7 

µM (Fig. 46).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Interacción de COMP-1 con HEP158-417. En negro está representado el 

espectro de 1H del compuesto COMP-1 (a una concentración de 500 µM). En rojo está 
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representado el experimento STD del COMP-1 (5 µM de HEP158-417, 500 µM del 

fragmento), mostrando su interacción con HEP158-417 y en azul se puede observar el 

experimento de competición por STD (5 µM de HEP158-417, 500 µM de COMP-1 y 500 

µM de suramina) mostrándose la competición de COMP-1 y la suramina por el sitio 

catalítico de la enzima. Estos experimentos fueron realizados con un espectrómetro 

Bruker 600 MHz con criosonda TCI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Interacción de COMP-1 con HEP158-417 por SPR. Se muestra en la parte de 

abajo el sensograma utilizado para las constantes cinéticas y en la parte superior el 

ajuste para el cálculo de la constante de disociación, la barra vertical indica el valor de 

la KD. Las concentraciones que se usaron, indicadas desde abajo hacia arriba, fueron 

9,3, 18,7, 37,5, 75, 125, 250 y 500 µM. Estos experimentos fueron realizados con un 

instrumento Biacore T100. 

 

10.2.-Optimización de “hits” que provienen del cribado de compuestos con 

características de fármacos. 

Se utilizó la amodiaquina como compuesto de partida para buscar análogos con 

mayor afinidad por la proteína y para saber qué parte de la molécula estaba 
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implicada en esta interacción con heparanasa. Para ello, se utilizaron análogos 

sintetizados en el laboratorio de la Dra. Patricia Melnyk del Institute Pasteur 

(CNRS) de Lille (Francia). Estos análogos están representados en la Fig.47. 
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Figura 47. Compuestos análogos de la amodiaquina. 

 

Se realizaron experimentos de interacción por RMN (STD) y se midieron las 

constantes de disociación por SPR. Los resultados están recogidos en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Resultados de interacción de los análogos sintéticos de la 

amodiaquina. 
 

 
 
 
 

ANALOGO-13 
 

ANALOGO-14 

Compuesto STD KD (SPR) 

ANÁLOGO-1 + ˃ 1 mM 

ANÁLOGO-2 + 239 µM 

ANÁLOGO-3 + 169 µM 

ANÁLOGO-4 + ˃ 1 mM 

ANÁLOGO-5 - - 

ANÁLOGO-6 + precipita 

ANÁLOGO-7 + ˃ 1 mM 

ANÁLOGO-8 + ˃ 1 mM 

ANÁLOGO-9 - - 

ANÁLOGO-10 + 75 µM 

ANÁLOGO-11 - - 

ANÁLOGO-12 + 79  µM 

ANÁLOGO-13 + 639 µM 

ANÁLOGO-14 + 1 mM 
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Los resultados recogidos en la Tabla 8 muestran que ninguno de estos 

compuestos mejora los obtenidos para la amodiaquina cuya KD era de 52,6 µM 

(apartado 9 de Discusión y Resultados). Sin embargo se puede llegar a algunas 

conclusiones sobre qué parte de la molécula es importante para la interacción. 

En este análisis no se ha tenido en cuenta los resultados obtenidos para el 

análogo A6 ya que al precipitar a las concentraciones necesarias para RMN y 

SPR no se puede tener seguridad de que los resultados sean correctos. Al 

comparar los 5 primeros análogos (Fig. 48) podemos deducir que es importante 

que la molécula tenga un heteroátomo en la posición para de la benzamina ya 

que al eliminarlo como ocurre en el análogo-A4 se pierde la interacción. Ocurre 

lo mismo cuando se sustituye este heteroátomo por un bromo (análogo-A1). 

Además se puede observar que es necesaria la presencia del grupo que hay en la 

posición meta del anillo posiblemente porque ayude a orientar la molécula en la 

interacción. Cuando se elimina este grupo se puede también observar que se 

pierde la interacción.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Comparación de estructuras de análogos sintéticos de laamodiaquina (A1-

A5). 
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En los análogos 10 y 11 (Fig. 49), el heteroátomo que se encuentra en la 

posición para de la benzamina podría verse compensado con el oxígeno del 

grupo amida de la posición meta o/y el CH2OH de la segunda posición meta. Sin 

embargo, la sustitución del oxigeno del morfolino por un 4-hidroxipiperidina 

(grupos señalados con un anillo de color rojo en la figura 49) hace que la 

molécula pierda su actividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Comparación de estructuras de análogos sintéticos de amodiaquín A10 Y 

A11  

 

Por último como se puede ver en la Fig. 50, se puede concluir que la adición de 

grupos demasiado voluminosos que dan rigidez a la molécula hacen que 

disminuya o se pierda la interacción con la proteína. Sin embargo si observamos 

el análogo-A12 que contiene de nuevo un grupo amida en la posición meta cuya 

orientación es igual que el análogo-A10 y un CH2-O- (grupo éster) en la 

segunda posición meta se recupera la actividad. Esta configuración sólo existe 

en los compuestos 10, 11 y 12, lo que nos lleva de nuevo a concluir que la 

ausencia del heteroátomo en la posición para de la benzamina se compensa con 

estos dos grupos en las dos posiciones meta de la benzamina. Sin embargo, sería 

necesario realizar estos experimentos con un mayor número de compuestos con 
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diferente diversidad química para completar este análisis de la relación entre la 

estructura y la afinidad de estos compuestos por la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. Comparación de estructuras de análogos sintéticos de amodiaquín A7, A8, 

A9, A12, A13, A14 
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- Se han diseñado y clonado diferentes construcciones de heparanasa: HEP36-543 

(52 kDa), HEP158-543 (45 kDa),  HEP158-417 (37 kDa),  HEP158-417 (29 kDa),  

HEP233-417 (21 kDa),  HEP36-109 (8 kDa),  y se ha optimizado el método de 

expresión y purificación de estas contrucciones. Con este procedimiento se 

ha obtenido la proteína soluble, estable y en concentración adecuada para 

poder llevar a cabo experimentos mediante diferentes técnicas biofísicas 

como RMN, SPR, X-ray, calorimetría, etc. 

- Se ha realizado un estudio estructural por RMN de varias de estas 

construcciones: HEP158-417 (37 kDa),  HEP158-417 (29 kDa),  HEP233-417 (21 

kDa) y se ha conseguido asignar el esqueleto y las cadenas laterales de las 

mismas, lo que ha permitido obtener información de la estructura secundaria 

de la heparanasa. 

- Se ha validado la construcción HEP158-417 para utilizarla en campañas de 

cribado y buscar nuevos inhibidores de la enzima. Además se han optimizado 

las condiciones para realizar este cribado de compuestos mediante RMN y 

SPR. 

- Se han identificado varios “hits” con afinidad por debajo de 1 mM, entre 

ellos un fragmento con una KD de 236 µM y LE de 0,26 Kcal·mol-1  y un 

análogo del anterior con una KD de 79 µM y LE de 0,29 Kcal·mol-1 . Estas dos 

moléculas representan un buen punto de partida para la síntesis de nuevos inhibidores 

de la enzima. 

- La amodiaquina, un fármaco conocido para el tratamiento de la malaria, 

mostró una KD de 52,6 µM frente a la heparanasa lo que podría significar la 

búsqueda futura de una nueva indicación para la amodiaquina y compuestos 

de su familia. Un análisis preliminar de diferentes análogos de amodiquina, 

nos ha permitido establecer relaciones entre la estructura de estos compuestos 

y afinidad por la heparanasa, clave para el desarrollo de inhibidores más 

potentes. 
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