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ABREVIATURAS 

7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ANOVA: Análisis de la varianza (del inglés, “Analysis Of Variance”) 

APC: Aloficocianina (del inglés, “Allophycocyanine”)  

APC: Célula presentadora de antígeno (del inglés, “Antigen Presenting Cell”) 

AR: Artritis reumatoide 

ARN: Ácido ribonucleico  

ATP: Adenosín trifosfato (del inglés, “Adenosine Triphosphate”) 

AuNP: Nanopartícula de oro 

BMDC: Célula dendrítica derivada de la medula ósea (del inglés, “Bone Marrow Derived Dendritic 

Cell”) 

BMDM: Macrófago derivado de la medula ósea (del inglés, “Bone Marrow Derived Macrophage”) 

BMGY: Medio tamponado rico en glicerol (del inglés, “Buffered Glycerol-complex Medium”) 

BMMY: Medio tamponado rico en metanol (del inglés, “Buffered Methanol-complex Medium”) 

CAM: Molécula de adhesión (del inglés, “Cell Adhesion Molecule”) 

CARD: Dominio de reclutamiento de la caspasa (del inglés,” Caspase Recruitment Domain”) 

CCR: Cáncer colorrectal 

CTL: Linfocito T citotóxico (del inglés, “Citotoxic T Lymphocyte”) 

CTLA-4: Antígeno 4 del linfocito T citotóxico (del inglés, “Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”) 

DAMPs: Patrones moleculares asociados a daño (del inglés, “Damage Associated Molecular 

Pattern molecules”) 

DC: Célula dendrítica (del inglés, “Dendritic Cell”) 

DMEM: Dulbecco´s Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DR: Receptor de muerte (del inglés, “Death Receptor”) 

dsARN: ARN bicatenario (del inglés, “double-stranded”) 

DTT: Ditiotreitol (del inglés, “Dithiothreitol”) 

EII: Enfermedad inflamatoria intestinal 

ELISA: Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (del inglés, “Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay”) 

FDA: Administración de alimentos y medicamentos de los EE. UU. (del inglés, “Food and Drug 

Administration”) 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína (del inglés, “Fluorescein Isotiocyanate”) 



ABREVIATURAS 

FRET: Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (del inglés, “Fluorescence 

Resonance Energy Transfer”) 

GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (del inglés, “Glyceraldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase”) 

GFP: Proteína fluorescente verde (del inglés, “Green Fluorescent Protein”) 

GM-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (del inglés, “Granulocyte 

Macrophage Colony Stimulating Factor”) 

Gzm: Granzima 

HPRT: Hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (del inglés, “Hypoxanthineguanine 

Phosphoribosyltransferase”) 

ICIs: Puntos de control inmunitario (del inglés, “Immune Checkpoint Inhibitors”) 

ICP-MS: Espectrometría de masas con plasma de acoplamiento inductivo (del inglés, “Inductively 

Coupled Plasma Mass Spectrometry”) 

IFN: Interferón 

Ig: Inmunoglobulina 

IL: Interleucina 

ILC: Célula linfoide innata (del inglés, “Innate Lymphoid Cell”) 

i.p.: Intraperitoneal 

LB: Medio Luria Broth (del inglés, “Lysogeny Broth”) 

LB-LS: Medio Luria Broth bajo en sal (del inglés, “Lysogeny Broth-Low Salt”) 

LCMV: Virus de la linfocoriomeningitis de ratón (del inglés, “Lymphocytic ChorioMeningitis Virus”) 

LPS: Lipopolisacárido 

LRRs: Repeticiones ricas en leucinas (del inglés, “Leucine-Rich Repeats”) 

MACS: Separación magnética por columnas (del inglés, “Magnetic-Activated Cell Sorting”) 

M-CSF: Factor estimulador de colonias de macrófagos (del inglés, “Macrophage Colony 

Stimulating Factor”) 

MFI: Intensidad media de fluorescencia (del inglés, “Median Fluorescence Intensity”) 

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (del inglés, “Major Histocompatibility Complex”) 

NACHT/NOD: Dominio central de unión a nucleótidos (del inglés, “Nucleotide-binding and 

Oligomerization Domain”) 

NF-κB: Factor nuclear kappa B (del inglés, “Nuclear Factor κB”) 

NK: Célula asesina natural (del inglés, “Natural Killer”) 

NKT: Célula T asesina natural (del inglés, “Natural Killer T cells”) 

NLR: Receptor tipo NOD (del inglés, “NOD Like Receptor”) 



ABREVIATURAS 

NO: Óxido nítrico (del inglés, “Nitric Oxide”) 

NP: Nanopartícula  

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patógenos (del inglés, “Pathogen-Associated 

Molecular Patterns”) 

PBMC: Célula mononuclear de sangre periférica (del inglés, “Peripheral Blood Mononuclear Cell”) 

PBS: Tampón fosfato salino (del inglés, “Phosphate Buffered Saline”) 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (del inglés, “Polymerase Chain Reaction”) 

PEG: Polietilenglicol 

PD-1: Molécula de muerte celular programada 1 (del inglés, “Programmed Death 1”) 

PD-L1: Ligando de PD-1 (del inglés, “Programmed Death-Ligand 1”) 

PE: Ficoeritrina (del inglés, “Phycoeritrine”) 

PerCP: Proteína de peridina-clorofila (del inglés, “Peridinin-Chlorophyll-Protein”) 

Perf: Perforina 

PFA: Paraformaldehído 

PMN: Neutrófilo (del inglés, “Polymorphonuclear Neutrophil”) 

PRR: Receptor de reconocimiento de patrones (del inglés, “Pattern Recognition Receptor”) 

PS: Fosfatidilserina (del inglés, “Phosphatidilserine”) 

ROS: Especies reactivas de oxígeno (del inglés, “Reactive Oxygen Species”) 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium 

RT: Temperatura ambiente (del inglés, “Room Temperature”) 

s.c: Subcutáneo  

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (del inglés, “Sodium 

Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis”) 

SEM: Error estándar de la media (del inglés, “Standard Error of the Mean”) 

SFB: Suero fetal bovino 

siARN: Pequeños fragmentos de ARN de interferencia (del inglés, “small interfering”) 

ssARN: ARN monocatenario (del inglés, “single-stranded”) 

SOFA: Score de evaluación secuencial de fallo orgánico relacionado con sepsis (del inglés, 

“Sequential Organ Failure Assessment”) 

TAM: Macrófago asociado a tumor (del inglés, “Tumour Associated Macrophage”) 

TC: Linfocito T citotóxico 

TCR: Receptor de antígeno de células T (del inglés, “T-Cell Receptor”) 

TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta (del inglés, “Transforming Growth Factor β”) 

TH: Linfocito T colaborador (del inglés, “T Helper cell”) 



ABREVIATURAS 

TIR: Receptor para IL-1 (del inglés, “Toll/Interleukin-1 Receptor”) 

TLR: Receptor tipo Toll (del inglés, “Toll Like Receptor”) 

TME: Microentorno tumoral (del inglés, “Tumour Microenvironment”) 

TNF: Factor de necrosis tumoral (del inglés, “Tumour Necrosis Factor”) 

Treg: Linfocito T regulador 

TRIS: Tris(hidroxietil)aminometano 

UC: Colitis ulcerosa (del inglés, “Ulcerative Colitis”) 

WT: Fenotipo silvestre (del inglés, “Wild Type”) 

YPD: Extracto de levadura-peptona-dextrosa (del inglés, “Yeast extract Peptone Dextrose 

medium”) 

YPDS: Extracto de levadura-peptona-dextrosa-sorbitol (del inglés, “Yeast extract Peptone 

Dextrose Sorbitol medium”) 
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Capítulo 1 y 2.- INTRODUCCIÓN 

1.1. Sistema inmune 

1.1.1. Generalidades del sistema inmune 

Nuestro entorno contiene una amplia gama de microbios patógenos y sustancias tóxicas 

que desafían al huésped mediante una selección muy amplia de mecanismos patogénicos. Es por 

ello por lo que el sistema inmunológico, nuestro sistema de defensa, está formado por una red 

compleja de células, tejidos y órganos que funcionan en cooperación, para el reconocimiento de 

estos agentes invasores, a través de una serie de procesos biológicos que permiten mantener el 

equilibrio interno u homeostasis. Una característica general del sistema inmune, es que estos 

mecanismos se basan en la detección de características estructurales del patógeno o toxina, que 

lo marcan como distinto de la célula huésped 1. 

En función de la velocidad de respuesta y de la especificidad de reacción, podemos 

encontrar dos tipos de sistemas o componentes que colaboran sinérgicamente para proteger al 

organismo: inmunidad innata e inmunidad adaptativa (Figura 1.1.). De hecho, la activación de la 

inmunidad innata no solo supone la primera línea de defensa, sino que, la forma y el contexto en 

que se produce la activación de esta respuesta, determina como va a ser la activación posterior 

de la inmunidad adaptativa 2. A pesar de esta estrecha relación, cada una de ellas presenta 

características propias que las diferencia entre sí. 
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Figura 1.1.- Sistema inmune innato y adaptativo. La respuesta inmune innata funciona como primera línea 
de defensa contra infecciones y está constituida por factores solubles, como las proteínas del 
complemento, y por diversos componentes celulares, incluidos granulocitos (basófilos, eosinófilos y 
neutrófilos), mastocitos o macrófagos entre otros. La respuesta inmunológica adaptativa se desarrolla más 
lentamente, pero se manifiesta como un aumento de especificidad antigénica y de memoria. Consiste en 
anticuerpos, células B y linfocitos T CD4+ y CD8+. Tanto las células NKT como las células Tγδ, son linfocitos 
citotóxicos que se encuentran en la interfaz de ambos sistemas. Adaptación de 3. 

1.1.2. Inmunidad innata 

El sistema inmune innato es la respuesta dominante y evolutivamente más antigua del 

sistema inmunológico presente en plantas, hongos, insectos y organismos multicelulares 4. La 

diversidad y especificidad limitadas de la respuesta innata suponen que no necesite adaptarse al 

microorganismo invasor, por lo que el tiempo de reacción es rápido. Se trata de una primera línea 

de defensa altamente efectiva en la que se incluyen barreras físicas y químicas como la piel o las 

mucosas 5. 

A pesar de que todas las células del organismo pueden intervenir en la respuesta innata, 

destacan principalmente granulocitos, monocitos, macrófagos (MØ), células dendríticas (DCs; del 

inglés, “Dendritic Cells”) y células linfoides innatas (ILCs; del inglés, “Innate Lymphoid Cells”), así 

como componentes del sistema del complemento, una gran variedad de citocinas y moléculas 

solubles como son las proteínas de fase aguda 6. 

Entre las principales funciones de la respuesta innata encontramos: la identificación y 

eliminación de sustancias extrañas, el reclutamiento de células inmunológicas al lugar de la 

infección mediante la producción de determinados mediadores, la activación de la cascada del 

complemento o la activación del sistema inmune adaptativo; todas ellas partícipes en la respuesta 

inflamatoria como veremos en el Apartado 1.2. 7. 
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1.1.3. Inmunidad adaptativa 

La inmunidad adaptativa, también conocida como inmunidad adquirida, es una respuesta 

compleja y precisa, aunque más lenta que la respuesta innata ya que se desarrolla varios días o 

semanas después de la infección inicial. Se caracteriza por su especificidad y diversidad debido a 

que los receptores de reconocimiento de antígeno están codificados por segmentos génicos que 

sufren recombinación somática 8, así como por presentar memoria inmunológica, es decir, el 

reconocimiento posterior del mismo agente patógeno conlleva a una respuesta más rápida y 

eficaz 6. Al igual que la inmunidad innata, la inmunidad adaptativa esta mediada por dos tipos de 

respuesta, inmunidad humoral e inmunidad celular, en este caso llevadas a cabo por linfocitos B 

y T respectivamente. Ambos tipos celulares se generan en la medula ósea a partir del mismo 

precursor hematopoyético CLP (del inglés, “Common Lymphoid Progenitor”) y presentan 

tolerancia frente a antígenos propios. Sin embargo, las células B y T se distinguen tanto en la 

diferenciación como en sus receptores de antígeno. 

La respuesta inmune humoral o de células B se centra en la producción de anticuerpos.  

Los anticuerpos son glicoproteínas que reconocen los antígenos microbianos marcándolos para 

su posterior eliminación a cargo de las células fagocíticas. Cuando una célula B reconoce por 

primera vez el antígeno que corresponde a su anticuerpo unido a membrana, la unión antígeno-

anticuerpo hace que se produzca la diferenciación de células B de memoria y una expansión 

clonal de células B efectoras, también conocidas como células plasmáticas, con el fin de sintetizar 

grandes cantidades de inmunoglobulinas (Igs) 6. 

La respuesta inmune celular o de células T fomenta la destrucción de microorganismos 

residentes en los fagocitos, lugar al que no tienen acceso los anticuerpos circulantes generados 

a partir de la inmunidad humoral, así como la eliminación de células infectadas o transformadas. 

Durante el desarrollo de las células T en el timo tienen lugar dos tipos de procesos de selección: 

selección positiva que permite la conservación de las células que reconocen moléculas del 

complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; del inglés, “Mayor Histocompatibilty Complex”) 

propias eliminando así células hipo-reactivas 9, y selección negativa que detecta y elimina células 

T con alta afinidad por antígenos propios evitando la auto-reactividad 10. Tras esta doble 

selección, solo un pequeño porcentaje de linfocitos T continúan con el proceso de maduración y 

diferenciación. 
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1.1.3.1. Linfocitos T 

Los linfocitos T son elementos imprescindibles de la inmunidad adaptativa y suponen 

entre el 60 y 80% de los linfocitos circulantes. En función de su fenotipo encontramos dos 

poblaciones principales: linfocitos T CD4+ y T CD8+ (del inglés, “Cluster of Differentiation”); 

aunque existen otros tipos de linfocitos T menos frecuentes como es el caso de los linfocitos T γδ 

y las células NKT invariantes (iNKT; del inglés, “invariant Natural Killer T cells”), que actúan como 

soporte de las células T convencionales o en situaciones donde éstas no pueden responder. 

Los linfocitos T CD4+ actúan como células helper o colaboradoras (TH) y son los encargados 

de regular y amplificar la respuesta por medio de la secreción de citocinas capaces de estimular 

a la práctica totalidad de las células del sistema inmune, así como a células no inmunológicas. Los 

CD4+ reconocen antígenos unidos a moléculas MHC de clase II presentes en la superficie de las 

células presentadoras de antígeno (APCs; del inglés, “Antigen-Presenting Cells”). Según sus 

funciones y el patrón de expresión de citocinas y factores de transcripción, estos linfocitos a su 

vez se dividen en subgrupos: TH1, involucrados en la inmunidad celular favorecen la proliferación 

de los linfocitos T citotóxicos (CTLs; del inglés, “Cytolytic T Lymphocytes”) mediante la producción 

de interferón-γ (IFN-γ), IL-2 y factor de necrosis tumoral-α (TNF-α; del inglés “Tumour Necrosis 

Factor α”) 11; TH2, inductores de la inmunidad humoral a través de IL-4, IL-5 e IL-13 12; TH17, 

encargados de controlar las respuestas autoinmunes dan lugar a la producción de IL-17 13; y Treg, 

intervienen en los procesos de autotolerancia ejerciendo funciones inmunosupresoras por medio 

de TGF-β (del inglés, “Transforming Growth Factor β”) e IL-2 14. 

Los linfocitos T CD8+ o CTLs son capaces de reconocer antígenos asociados a moléculas MHC 

de clase I presentes en casi cualquier célula del organismo. Los CTLs son los encargados de 

reconocer y eliminar de forma específica células propias alteradas, infectadas o transformadas, 

que representan una amenaza para el funcionamiento normal del organismo. 

Ambos linfocitos T se caracterizan por la presencia de un complejo multiprotéico en su 

membrana plasmática denominado receptor de antígeno de la célula T (TCR; del inglés, “T Cell 

Receptor”). Una vez el TCR reconoce específicamente el antígeno, los heterodímeros son los 

encargados de comunicar el reconocimiento de ligando a las subunidades de señalización CD3 a 

través de sus dominios ITAM (del inglés, “Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif”), 

formando así el complejo TCR-CD3 15. Asimismo, la interacción de los linfocitos T con otras células 
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o su completa activación, no solo depende de la unión mediada por el TCR, sino que también 

precisa de la participación de otras señales proporcionadas por moléculas accesorias. 

Moléculas de adhesión  

Las moléculas de adhesión (CAMs; del inglés, “Cell Adhesion Molecules”) son 

glicoproteínas localizadas en la superficie de la mayoría de las células que constituyen un conjunto 

de receptores de membrana, entre los que encontramos integrinas como LFA (del inglés, 

“Lymphocyte Function-associated Antigen”) o Igs como ICAM (del inglés, “Intercellular Adhesion 

Molecule”) 16. El incremento de las CAMs durante la interacción del linfocito T con la célula diana 

permite un contacto más estrecho célula-célula, también conocido como sinapsis inmunológica 
17. 

Moléculas co-estimuladoras y co-inhibidoras 

Aunque la especificidad del linfocito T está determinada por la unión del TCR al complejo 

antígeno-MHC, la señal que se genera resulta insuficiente para inducir su activación. Por ello, 

resulta imprescindible la intervención de una segunda señal o señal co-estimuladora 17 ya que, de 

lo contrario, su ausencia puede dar lugar en algunos casos a células anérgicas que no responden 

o acaban generando tolerancia hacia el antígeno, y en otros, incluso conlleva a la muerte celular 
18,19. 

Entre las moléculas co-estimuladoras que juegan un papel determinante en la activación 

de los linfocitos T encontramos a CD28 y CD40L. La molécula CD28 es una glicoproteína que se 

expresa constitutivamente en la superficie de la mayoría de los linfocitos T. Tras el 

reconocimiento antigénico inicial, además de aumentar su expresión, se une a sus ligandos CD80 

(B7.1) y CD86 (B7.2) presentes en la superficie de las APCs. CD28 induce la expresión de ciertas 

citocinas como IL-2, imprescindible en la regulación y homeostasis del sistema inmune 20. Por otro 

lado, la molécula CD40L se expresa fundamentalmente en la superficie de linfocitos T CD4+ 

activados y se une a CD40 presente tanto en linfocitos B como en APCs. La interacción entre 

CD40L y CD40 provoca un aumento de moléculas co-estimuladoras y desempeña un papel 

fundamental en la producción de IL-12 por activación de las APCs, que a su vez activan una 

respuesta de tipo TH1 21. 

Además de la regulación positiva mediada por moléculas co-estimuladoras, también 

concurre una regulación negativa durante el reconocimiento del TCR a través de moléculas co-
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inhibidoras, impidiendo así que se originen problemas de autoinmunidad por un exceso de 

“respuesta”. Entre los principales receptores de co-inhibición encontramos CTLA-4 (del inglés, 

“Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”) y PD-1 (del inglés, “Programmed Cell Death 1”), moléculas 

que se expresan en células T previamente activadas e inhiben su proliferación y la expresión de 

determinadas citocinas 22. Ambas moléculas presentan afinidad por diferentes ligandos, CTLA-4 

compite con CD28 por la unión a CD80/CD86, mientras que PD-1 se une a PD-L1 (del inglés, 

“Programmed Death-Ligand 1”) y PD-L2 (del inglés, “Programmed Death-Ligand 2”), moléculas 

expresadas en APCs y en células tumorales 23–26. Destacar que, durante los últimos años, estos 

mecanismos de control del sistema inmune o Immune Checkpoints han revolucionado la 

inmunoterapia del cáncer convirtiéndose en potentes dianas terapéuticas capaces de revertir 

situaciones de inmunotolerancia que tienen lugar en el microentorno tumoral (TME; del inglés, 

“Tumour Microenvironment”). Anticuerpos bloqueantes o ICIs (del inglés, “Immune Checkpoint 

Inhibitors”) de CTLA-4, como Ipilimumab, o de PD-1 y PD-L1, como Nivolumab y Atezolizumab 

respectivamente, se están utilizando actualmente en la clínica (Figura 1.2.). Sin embargo, la 

variabilidad de efectos adversos y la aparición de resistencias, han evidenciado la necesidad de 

continuar con la búsqueda de nuevas alternativas 27,28. 

 

Figura 1.2.- Inhibidores de Immune Checkpoints en el tratamiento del cáncer. La incapacidad de activación 
de los CTLs en el microentorno tumoral debido al efecto supresor de los Treg o de los Immune Checkpoints, 
permite a las células tumorales escapar del sistema inmunológico y proliferar. Los ligandos B7, expresados 
en las APCs, pueden unirse tanto al receptor CD28, permitiendo la amplificación y señalización de células 
T, como a CTLA-4, que, por el contrario, suprime su actividad. CTLA-4 además, es capaz de aumentar la 
actividad de los Treg fomentando el efecto inmunosupresor. Por otro lado, la unión de PD-1 expresado en 
células T activadas a su ligando PD-L1, potencia las señales inhibidoras mediante el estado de anergia de 
los CTLs. La inhibición de todos estos puntos de control mediante el uso de anticuerpos monoclonales 
permite la restauración de la actividad antitumoral de los CTLs. Adaptación de 29. 
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1.1.3.2. Mecanismos citotóxicos mediados por células efectoras 

Para una activación completa, tras el reconocimiento antigénico vía TCR y la colaboración 

de señales co-estimuladoras, los linfocitos T CD8+ adquieren capacidades citotóxicas mediante la 

participación de una tercera señal en la que están implicadas citocinas como IL-12 o IFN tipo I 
30,31. 

Los linfocitos TC, junto con las células NK (del inglés, “Natural Killer”), son las principales 

células efectoras del sistema inmune, involucradas en la eliminación de algunos virus o en la 

respuesta antitumoral 32. Estas células son capaces de provocar la destrucción de las células diana 

mediante tres mecanismos: secreción de citocinas, apoptosis mediada por la vía de los ligandos 

mortales y lisis inducida por la vía de exocitosis granular (Figura 1.3.) 33,34. 

 

Figura 1.3.- Citotoxicidad mediada por los CTLs. (a) Citotoxicidad indirecta mediada por la secreción de IFN-
γ y TNF-α. (b) Inducción de apoptosis sobre la célula diana mediante la activación de los receptores de 
muerte. (c) Citotoxicidad directa a través de la liberación de granzima B y perforina al espacio intercelular 
entre el CTL y la célula diana. Adaptación de 35. 

Secreción de citocinas 

La estimulación del TCR puede dar lugar a la producción y secreción de ciertas citocinas 

como IFN-γ y TNF-α, las cuales ejercen sus funciones citotóxicas sobre células próximas a la célula 

T efectora. El IFN-γ incrementa la presentación antigénica mediada por MHC de clase I, así como 
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la expresión de Fas en células diana, mientras que el TNF-α se une a los receptores de muerte 

(DRs; del inglés, “Death Receptors”) presentes en las células diana, desencadenando la apoptosis 

como veremos a continuación a través de la vía de los ligandos de muerte 36,37. 

Ligandos de muerte 

La apoptosis es un tipo de muerte celular que transcurre con unas características 

morfológicas bien definidas: reducción del volumen celular, condensación de la cromatina y 

fragmentación nuclear 38,39. Durante este proceso tiene lugar la traslocación de la fosfatidilserina 

(PS; del inglés, “Phosphatidylserine”) desde la cara interna a la cara externa de la bicapa lipídica, 

así como la formación de burbujas o blebbing, provocando que la célula se acabe fragmentando 

en pequeños cuerpos apoptóticos que posteriormente serán fagocitados 40. En respuesta a 

múltiples factores, la apoptosis puede iniciarse a través de dos vías de señalización: vía intrínseca 

o mitocondrial 41 y vía extrínseca o de los receptores mortales 42,43. 

La vía extrínseca esta mediada por la unión de los ligandos de muerte como FasL, 

TRAIL/Apo2L y TNF-α, expresados por las células efectoras, a sus respectivos DRs, superfamilia de 

receptores del TNF que incluyen a Fas, TRAILR1/2 (del inglés, “TNF-Related Apoptosis Inducing 

Ligand Receptor”), también conocidos como DR4/DR5, y TNFR 44,45. Tras la unión ligando-

receptor, se inicia una vía de transducción en la que participan tanto caspasas ejecutoras como 

moléculas adaptadoras para inducir la muerte de la célula diana por apoptosis. 

Exocitosis granular 

Se trata de un proceso regulado que se inicia con la sinapsis inmunológica 46 y la 

consiguiente polarización del centro organizador de microtúbulos (MTOC; del inglés, 

“Microtubule Organizing Center”) hacia el lugar de contacto con la célula diana 47. El ensamblado 

de microtúbulos permite el tráfico de los gránulos hacia la membrana plasmática, aunque precisa 

la colaboración de otras proteínas como AP-3 (del inglés, “Adaptor Protein 3”) 48, Rab27a 49, 

Munc13-4 50 o SNARE (del inglés, “Soluble N-ethylmaleimide-Sensitive Factor Attachment Protein 

Receptor”), un complejo proteico que facilita la fusión vesicular 51. Finalmente, la 

esfingomielinasa ácida (ASM; del inglés, “Acid Sphingomyelinase”) permite la liberación 

direccional del contenido granular de la célula efectora 52. 

Las vesículas citotóxicas son orgánulos complejos que no solo contienen proteínas 

proapoptóticas restringidas a los CTLs y células NK, sino que también contienen otra serie de 
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moléculas expresadas en el interior de los lisosomas (Tabla 1.1.) 53. De entre todas ellas, debemos 

destacar las proteínas perforina (perf) y granzimas (gzms) debido a que son las principales 

responsables de desencadenar la lisis celular. 

MOLÉCULA FUNCIÓN 

Perforina Formación de poros 

Granzimas Proteasas de serina 

Granulisina Agente antimicrobiano 

Calreticulina Inhibición de la perforina 

Catepsina C Activación de las granzimas 

Proteoglicanos Unión a granzimas 

Catepsina B Degradación de la perforina 

Serpinas Inhibición de granzimas 

Esfingomielinasa ácida 
Degradación esfingomielina 

Exocitosis granular 

Catepsina D Proteasa 

Catepsina L Proteasa 

Receptor de manosa-6-fosfato Tráfico de proteínas 

ATPasa-H Acidificación de los gránulos 

Arilsulfatasa Degradación de polisacáridos 

β-Hexosamidasa Degradación de polisacáridos 

β-Glucoronidasa Degradación de polisacáridos 

CD63 Marcador lisosomal 

Lamp1/CD107a Marcador lisosomal 

Lamp2/CD107b Marcador lisosomal 

Tabla 1.1.- Contenido de los gránulos citotóxicos de CTLs y células NK. Adaptación de 54. 

1.1.3.3. Perforina y granzimas  

La perf es una proteína perteneciente a la superfamilia MACPF (del inglés, “Membrane 

Attack Complex/Perforin”), con homología funcional y ultraestructural con la proteína C9 del 

complemento 55, cuya función principal es la formación de poros en la membrana de la célula 

diana. Está constituida por un dominio N-terminal que contiene un péptido señal responsable de 

su actividad lítica, un dominio central de hélice de anclaje a la membrana y un dominio tipo EGF 

(del inglés, “Epidermal Growth Factor”) y C2 de unión a Ca2+ en el extremo C-terminal, clave para 

su activación 56–58. 
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En el interior de los gránulos citotóxicos, la perf se mantiene en su conformación inactiva 

debido a que el pH ácido impide la unión de iones Ca2+ al dominio C2 por protonación de algunos 

de sus residuos 59, a la vez que la proteína calreticulina unida a la perf actúa como chaperona 60. 

Una vez en el espacio extracelular, el pH neutro y la alta concentración de Ca2+ permiten un 

cambio conformacional de la perf, que a su vez posibilita su inserción en la membrana de la célula 

diana. Con la consiguiente formación de poros, las gzms son entonces capaces de acceder al 

citosol de estas células, lugar dónde ejercen sus funciones biológicas como la inducción de 

apoptosis o la estimulación de una respuesta inflamatoria 61. A pesar de que el mecanismo a 

través del cual la perf permite la entrada de gzms al interior de la célula diana todavía no se ha 

elucidado por completo, debido a la dificultad del estudio in vivo y a la falta de reproducibilidad 

de las condiciones fisiológicas in vitro (Figura 1.4.), varios estudios han demostrado que se 

requiere de una acción sinérgica entre ambos elementos para conseguir finalmente la lisis celular 
32,62,63. 

 

Figura 1.4.- Mecanismos de acción de la perforina. Existen diferentes modelos propuestos para explicar la 
entrada de gzms mediada por perf al interior de la célula diana. (a) Modelo clásico en el que se considera 
que la perf forma poros directamente en la membrana plasmática y permite el acceso de gzms al citosol 64. 
Es el modelo más aceptado en la actualidad. (b) Se produce la endocitosis del contenido granular mediada 
por el receptor de manosa-6-fosfato al interior de la célula, lugar dónde finalmente las gzms son liberadas 
en un proceso dependiente de perf 65. (c) Se trata de un tipo de endocitosis “reparativa” en la que, tras la 
consiguiente formación de poros llevada a cabo por la perf, la entrada de Ca2+ al citoplasma da lugar a la 
reparación de la membrana, generando endosomas que contienen gzms adheridas debido a su carga. Una 
vez en el citosol, las gzms son liberadas al espacio intracelular favoreciendo la interacción con sus sustratos 
específicos para inducir la apoptosis 66,67. 
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Las gzms son una familia de proteasas de serina identificadas originalmente en el interior 

de los gránulos citotóxicos 68,69. Durante su síntesis, las gzms son procesadas a través del retículo 

endoplasmático y el aparato de Golgi, siendo finalmente dirigidas a la vía secretoria. Es allí donde 

la proteasa catepsina C (dipeptidil peptidasa I) degrada la secuencia de dos aminoácidos 

presentes en el extremo N-terminal de las gzms, permitiéndoles adquirir su conformación activa, 

ya que inicialmente son sintetizadas como precursores inactivos o zimógenos 70. Sin embargo, a 

pesar de presentar su forma activa en el interior de las vesículas, debido al pH ácido de las mismas 

y a la formación de complejos con proteoglicanos, se mantienen inactivas hasta su liberación al 

espacio extracelular 71,72. 

Según su especificidad de corte y su actividad proteolítica, se han identificado diferentes 

tipos de gzms (Tabla 1.2.): 5 gzms en humanos (A, B, H, K y M) y 10 en ratón (A, B, C, D, E, F, G, K, 

M y N), siendo en ambos casos la gzmA y gzmB las más abundantes y mejor caracterizadas 34.  A 

pesar de que principalmente se encuentran en los gránulos citotóxicos de linfocitos TC y células 

NK, también se han localizado en una gran diversidad de diferentes tipos celulares 73–78. 

GRANZIMA ESPECIE ACTIVIDAD EXPRESIÓN 

A h, m Triptasa CTL, Treg, NK, NKT, GMC, Pne, MØAlv, Plaquetas (h) 

B h, m ASPasa CTL, Treg, NK, NKT, Mas, MDSC (h), Bas (h), MØ (h), 

DC, GMC, Célula B (h), Ser, Pne, Quer 

C m Quimasa NK 

D m Quimasa GMC 

E m Quimasa GMC 

F m Quimasa GMC 

G m Quimasa GMC 

H h Quimasa NK 

K h, m Triptasa CTL, NK, NKT (h) 

M h, m METasa NK, NKT, T ϒδ 

N m Desconocida Sper 

Tabla 1.2.- Actividad y expresión de las diferentes gzms. h: humano; m: murino; MDSC: Célula supresora de 
origen mieloide (del inglés, “Myeloid-Derived Suppressor Cells”); Mas: Mastocito; Bas: Basófilo; Ser: Célula 
de Sertoli; Sper: Espermatocito; GMC: Célula de la glándula metrial; Pne: Neumocito; Malv: Macrófago 
alveolar; Quer: Queratinocito. Adaptación de 79. 

Durante años, las gzms fueron descritas por su capacidad para eliminar células infectadas 

o transformadas mediante la inducción de apoptosis. La gzmB, proteasa con especificidad por 

residuos de ácido aspártico, es la principal responsable de la inducción de este tipo de muerte 
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celular 80,81. Sin embargo, en la actualidad se ha descrito la participación de las gzms en otros 

muchos procesos, como el control de la supervivencia de linfocitos activados y la regulación de la 

inflamación a través de la modificación de la matriz extracelular o mediante su actuación sobre 

las células del propio sistema inmune innato 34,82,83. De hecho, algunos estudios han demostrado 

que la gzmA tiene una mayor relevancia fisiológica en procesos inflamatorios como veremos en 

el Apartado 1.2.4. Lo mismo sucede con otras gzms menos estudiadas como son la gzmK o gzmM, 

denominadas gzms huérfanas, de las que todavía no se conoce con exactitud cuáles son sus 

funciones biológicas, pero se les atribuyen propiedades proinflamatorias 84–86. 

1.2. Inflamación 

1.2.1. Fisiología y tipos de inflamación  

En el siglo I A.C. el médico romano Aulus Cornelius Celsus describió los cuatro signos 

cardinales de la inflamación: calor, enrojecimiento, hinchazón y dolor 87. Mas tarde, Rudolph Carl 

Virchow, un médico alemán, añadió la pérdida de la función como quinto signo (Figura 1.5.) y 

postuló que la inflamación no puede ser representada como un solo proceso, sino como un 

conjunto interconectado de varios de ellos 88. 

 

Figura 1.5.- Signos cardinales del proceso inflamatorio. Esta caricatura muestra a cinco griegos que 
simbolizan los cinco signos cardinales de la inflamación: calor, enrojecimiento, hinchazón, dolor y pérdida 
de la función; tan apropiados hoy en día como lo fueron al ser descritos por Celsus hace más de 2000 años. 
Esta figura fue encargada por D.A.W. y dibujada por P. Cull para el Medical Illustration Department del St 
Bartholomew's Hospital Medical College. 
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La inflamación puede definirse como un proceso biológico complejo que proporciona 

herramientas de reparación frente a daños causados por agentes de distinta naturaleza: 

mecánicos, infecciosos, químicos o ambientales entre otros. Como consecuencia al daño, se 

producen sustancias nocivas o señales de peligro reconocidas por receptores específicos de las 

células del sistema inmune y de las propias células del tejido, capaces de inducir una cascada de 

eventos que constituyen la respuesta inflamatoria. Según la naturaleza y la eficacia de la 

respuesta, el proceso inflamatorio puede clasificarse como agudo o crónico, por lo que es 

considerado como un arma de doble filo. 

Inflamación aguda  

Considerada parte de la inmunidad innata se define como un proceso local, transitorio e 

inespecífico frecuentemente beneficioso. Esta respuesta inicial se caracteriza por la liberación de 

numerosos mediadores químicos, y conduce al exudado de líquido y de proteínas plasmáticas 

(edema) y a la migración de leucocitos, predominantemente neutrófilos, a través de una mayor 

expresión de CAMs. El balance dinámico entre infiltración, división, migración y muerte celular 

permite alcanzar la resolución del proceso inflamatorio permitiendo restaurar la homeostasis. Sin 

embargo, la persistencia de la inflamación aguda puede dar lugar a un proceso inflamatorio 

crónico 89,90. 

Inflamación crónica  

Tiene una mayor duración y suele evolucionar en el curso de días o semanas. Se 

caracteriza por la presencia de células mononucleares (MØ y linfocitos), así como por la 

proliferación de vasos sanguíneos, fibrosis y necrosis tisular. La cronificación de la inflamación 

presenta un carácter patofisiológico y se asocia con muchas de las enfermedades más prevalentes 

en la actualidad, como es el caso del cáncer 91. 

1.2.2. Receptores de reconocimiento de patrones  

El primer paso para la eliminación de un patógeno es su detección, y para ello las células de 

la inmunidad innata han desarrollado una estrategia de discriminación entre lo “propio” y lo “no 

propio”, reconociendo las estructuras conservadas de los microorganismos que no están 

presentes en el huésped, los denominados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs; 

del inglés “Pathogen-Associated Molecular Patterns”) 92. Los PAMPs han mostrado ser 
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importantes activadores de la respuesta inmune y entre ellos se incluyen componentes de la 

membrana como el lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram negativas o los peptidoglicanos 

(PGNs) de bacterias Gram positivas, diversidad de ácidos nucleicos microbianos como ARN 

bicatenario (dsARN; del inglés, “double-stranded”) y ARN monocatenario (ssARN; del 

inglés,”single-stranded”), dinucleótidos de citosina y guanina metilados (CpG), y un largo etcétera 
93. 

Asimismo, en 1994 se postuló la “teoría del peligro” 94, la cual sugiere que las células del 

sistema inmune innato además de reconocer patógenos, son capaces de reconocer moléculas 

endógenas producidas por células dañadas o sometidas a estrés, entre las que encontramos el 

ATP (del inglés, “Adenosine Triphosphate”) o la proteína HMGB1 (del inglés, “High Mobility Group 

Box 1”) entre otras 95,96. Estas sustancias se denominan patrones moleculares asociados al daño 

tisular (DAMPs; del inglés “Damage-Associated Molecular Patterns”) 97. 

Los receptores a través de los cuales todas estas señales son reconocidas, son los 

denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRRs; del inglés, “Pattern Recognition 

Receptors”) 98. A pesar de que el sistema inmune innato es un mecanismo celular altamente 

conservado, estudios filogenéticos han mostrado que los genes de los PRRs se han modificado 

gradualmente a lo largo de generaciones mediante selección natural, y algunas de estas 

variaciones se asocian con una mayor susceptibilidad a ciertas enfermedades 99,100. Estos 

receptores pueden expresarse tanto en superficie, como en vesículas fagocíticas o en el citosol 

de las células, y podemos distinguir cinco familias tipo: Toll (TLRs; del inglés, “Toll Like 

Receptors”), NOD (NLRs; del inglés, “NOD Like Receptors”) 101,102, Lectina tipo C (CLRs; del inglés, 

“C-type Lectin Receptors”) 103, RIG-I (RLRs; del inglés, “RIG-I Like Receptors”) 104 y RAGE (del inglés, 

“Receptor for Advanced Glycation Endproducts”) 105. Cada uno de estos receptores difiere en el 

reconocimiento de los ligandos, la transducción de señal y su localización subcelular 106. En la 

Figura 1.6. se muestra de forma simplificada como el reconocimiento de PAMPs y DAMPs da lugar 

a la activación de la respuesta inmune. 
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Figura 1.6.- Participación de PAMPs y DAMPs en la inducción de la respuesta inflamatoria en la mucosa 
intestinal. Patógenos como virus, bacterias y hongos son capaces de estimular los PRRs promoviendo la 
producción de citocinas proinflamatorias y el reclutamiento de células inmunes. El daño tisular producido 
sobre las células da lugar a la generación de DAMPs en el medio extracelular para estimular y amplificar la 
reacción de inflamación. P2X7R: Receptor de P2X7. Adaptación de 107. 

1.2.2.1. Receptores tipo Toll  

Los TLRs fueron descritos por primera vez en Drosophila melanogaster 108 y son los PRRs 

mejor caracterizados 109. Se trata de una familia de glicoproteínas transmembranales de tipo I, 

localizadas tanto a nivel extracelular (TLR1, 2, 4, 5, 6, 10 y 11) como intracelular (TLR3, 7, 8 y 9) 

que pueden expresarse como homodímeros o heterodímeros (TLR1/TLR2 o TLR2/TLR6) 110 (Figura 

1.7.). Estas moléculas constan de un dominio extracelular que determina la especificidad de 

ligando con repeticiones ricas en leucinas (LRRs; del inglés, “Leucine-Rich Repeats”), seguido por 

una hélice transmembrana simple y un dominio intracelular homólogo al del receptor para IL-1 

denominado Toll/IL-1R (TIR; del inglés, “Toll/Interleukin-1 Receptor”). Este dominio TIR es el lugar 

de unión para proteínas intracelulares que promueven la transcripción de genes implicados en la 

respuesta inmune frente al agente patógeno 111. Hasta el momento, se han descrito 15 receptores 

tipo Toll en mamíferos, de los cuales 10 son los más frecuentes en humanos, y se clasifican en 

base a sus características genéticas y a su localización 112,113. 
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Figura 1.7.- Principales TLRs. Los miembros de la familia TLR reconocen patrones específicos de 
componentes microbianos. TLR2 reconoce una variedad de lipopéptidos microbianos, como el ácido 
lipoteicoico o peptidoglicano. TLR1 y TLR6 cooperan con TLR2 para discriminar diferencias sutiles entre 
triacil y diacil lipopéptidos, respectivamente. TLR3 está implicado en el reconocimiento del dsARN viral, 
mientras que TLR7 y TLR8 son los receptores del ssARN. TLR4 es el elemento transductor de señales del 
complejo de receptores del LPS y también está implicado en la respuesta de señalización a otros estímulos 
exógenos. TLR5 se une a la flagelina, proteína bacteriana implicada en la motilidad, y TLR9 reconoce los 
CpG, secuencia repetitiva de ácidos nucleicos no metilados. MAPK: Proteína quinasa activada por 
mitógenos; JNK: Quinasa c-Jun N-terminal; IRFs: Factor regulador de IFN. Adaptación de 114. 

Los TLRs se localizan tanto en células del sistema inmune (DCs, MØ, células NK, 

monocitos, mastocitos, PMNs y linfocitos T y B) como en células no inmunológicas (fibroblastos, 

células epiteliales y queranocitos) 115. Sin embargo, independientemente del tipo celular en el 

que se encuentra el TLR, cada receptor reconoce un PAMP específico y adapta la respuesta al tipo 

de patógeno. Tras la unión del ligando, los TLRs dimerizan y experimentan cambios 

conformacionales necesarios para el reclutamiento de moléculas adaptadoras, las cuales se unen 

a través de sus dominios TIR. A partir de entonces, podemos diferenciar entre dos vías principales 

de señalización (Figura 1.8.): dependiente e independiente de la proteína MyD88 (del inglés, 

“Myeloid Differentation primary response 88”) 116–119, las cuales producen la activación de 

distintas cascadas de señalización como la del factor nuclear kappa B (NF-κB; del inglés, “Nuclear 
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Factor-κB”), con la consecuente producción de citocinas, quimiocinas y un aumento en la 

expresión de CAMs y moléculas de co-estimulación 120, participes en la respuesta inmune 

adaptativa, tal y como se describía en el Apartado 1.1.3. 

 

Figura 1.8.- Vías de señalización de los diferentes TLRs en mamíferos. TLR5, TLR11, TLR4 y los 
heterodímeros TLR2-TLR1 o TLR2-TLR6 se unen a sus respectivos ligandos en la membrana de las células, 
mientras TLR3, TLR7-TLR8, TLR9 y TLR13 se localizan en endosomas, donde son capaces de detectar ácidos 
nucleicos microbianos y endógenos. El ambiente ácido y las enzimas presentes en los endosomas son 
esenciales para la degradación del material y la óptima activación de dichos receptores. Podemos encontrar 
TLR4 tanto en la membrana plasmática como en endosomas. TAB: Proteína de unión a TAK (del inglés, 
“Transforming growth factor (TGF) -β-Activated Kinases”). Adaptación de 121. 

1.2.2.2.  Receptores tipo NOD 

Se trata de una familia constituida por 23 receptores en humanos y 34 en ratón, 

presentes en el citoplasma de las células, actúan reconociendo componentes microbianos 

intracelulares, complementando de esta forma el reconocimiento mediado por los TLRs. Los NLRs 

están formados por un dominio central de unión a nucleótidos (NACHT o NOD; del inglés, 

“Nucleotide-binding and Oligomerization Domain”) que permite su oligomerización, un dominio 
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receptor LRRs en el extremo C-terminal implicado en el reconocimiento del ligando y en mantener 

al NLR en estado inactivo, y un dominio efector en el extremo N-terminal responsable de 

desencadenar la señalización intracelular 102. 

El dominio N-terminal presente en los NLRs incluye a su vez la interacción de varias 

proteínas como son los CARD (del inglés,” Caspase Recruitment Domain”), PYD (del inglés, “Pyrin 

Domain”) o BIR (del inglés, ”Baculovirus Inhibitor Repeat”) 122, dando lugar a la clasificación de las 

diferentes subfamilias: NLRA, NLRB, NLRC, NLRP y NLRX. Los receptores NOD1 o NLRC1 y NOD2 o 

NLRC2 fueron los primeros NLRs identificados y forman parte de la subfamilia que contiene un 

dominio CARD en su extremo N-terminal. Ambos receptores reconocen una amplia variedad de 

componentes microbianos y productos endógenos e inducen la activación de MAPK y NF-κB, y 

con ello la transcripción de numerosos genes implicados en la respuesta inmune innata y 

adaptativa. Por otro lado, algunos receptores como NLRP1 o NLRP3, caracterizados por presentar 

un dominio PYD en su extremo N-terminal, participan en el ensamblaje de complejos proteicos 

denominados inflamasomas, responsables de la activación de la caspasa-1, proteasa encargada 

de proteolizar las formas inmaduras de las citocinas clave en la respuesta inflamatoria IL-1β e IL-

18 123. No obstante, recalcar que existen otros mecanismos alternativos para la activación de estas 

citocinas, como el mecanismo llevado a cabo por la caspasa-8 124. 

El inflamasoma NLRP3 es un complejo proteico que actúa como sensor e interviene en el 

desarrollo de la inflamación, por lo que se ha vinculado con algunas patologías de carácter 

inflamatorio 125. Se trata del inflamasoma mejor caracterizado hasta la fecha y puede ser activado 

en respuesta a una diversidad de factores derivados de patógenos, como LPS o ácidos nucleicos, 

o frente a moléculas endógenas liberadas en situaciones de estrés como el ATP o el ácido úrico 
96,126. La activación del inflamasoma se encuentra precedida por la formación de un complejo 

macromolecular en el que están implicados los tres componentes canónicos: la molécula sensora 

NRLP3, la proteína adaptadora ASC (del inglés, “Apoptosis-associated Speck-like protein 

containing a CARD”) y la molécula efectora procaspasa-1 (Figura 1.9.). 
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Figura 1.9.- Mecanismo de activación del inflamasoma NLRP3. En condiciones normales, el inflamasoma 
NLRP3 se encuentra autoreprimido debido a la interacción interna entre el dominio NACHT y las LRRs. En 
presencia de PAMPs o DAMPs, esta autorepresión se elimina por exposición de NACHT y la oligomerización 
de NLRP3, que a su vez recluta a las proteínas ASC y pro-caspasa-1, desencadenando la activación de la 
caspasa-1 y la maduración y secreción de citocinas proinflamatorias como la IL-1β e IL-18. Adaptación de 
127. 

En la actualidad, se ha propuesto un modelo de dos señales para una activación eficiente 

del inflamasoma NLRP3, las cuales se suceden a medida que avanza el proceso de señalización. 

La primera consiste en lo que se conoce como señal pre-estimuladora o priming, mediada por la 

activación de NF-κB a través de los PRRs en respuesta a ciertos PAMPs o DAMPs. Esta señal inicial 

da lugar a la sobreexpresión de NLRP3, cuya concentración en condiciones basales es insuficiente 

para la activación del inflamasoma, y a la expresión de pro-IL-1β, la cual no se expresa de forma 

constitutiva en las células 128. La segunda señal, específica para el ensamblaje del inflamasoma 

NLRP3, ocurre en respuesta a una gran diversidad de estímulos y durante la misma tienen lugar 

una serie de eventos como la alteración de la concentración de iones intracelulares (K+ y Ca2+) o 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS; del inglés, “Reactive Oxygen Species”), todos 

ellos interrelacionados para contribuir en el proceso de señalización. Finalmente, la caspasa-1 es 

responsable de la maduración de pro-IL-1β y pro-IL-18, obtenido así las formas biológicamente 

activas de ambas citocinas proinflamatorias. 

1.2.3. Células y mediadores contributivos en el proceso inflamatorio 

La respuesta inflamatoria implica una gran variedad de células inmunológicas y no 

inmunológicas, que actúan de forma interrelacionada con una amplia variedad de mediadores 

químicos para controlar y mantener la homeostasis del individuo (Figura 1.10.). 
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Figura 1.10.- Coordinación de eventos durante la respuesta inflamatoria. (1) Activación de las células 
residentes del propio tejido que conlleva la iniciación de una cascada de señalización mediante la liberación 
de mediadores proinflamatorios solubles. (2) Junto con los cambios vasculares, también se produce un 
aumento de las CAMs por parte de los leucocitos y las células endoteliales circulantes, dando lugar a la 
exudación de líquido y proteínas y a la entrada de granulocitos y monocitos/MØ desde la sangre al tejido 
afectado. (3) La función básica del reclutamiento de leucocitos es fagocitar y, por lo tanto, eliminar 
microorganismos y debris celulares. (4/5) La resolución de la inflamación se caracteriza por la eliminación 
del infiltrado inflamatorio. La disminución de citocinas proinflamatorias ayuda a limitar la extravasación de 
células desde la sangre. (6) Apoptosis de PMNs. (7) Reclutamiento de un mayor número de células 
fagocíticas. (8) Eferocitosis. (9) Eliminación de las células disfuncionales del tejido y reprogramación de los 
MØ tisulares. (10/11) Las células no apoptóticas abandonan el lugar de la inflamación por medio de la 
extravasación inversa o la migración vía linfática. (12/13) El tejido es repoblado por diversidad de células 
inmunes que recuperan el estado de homeostasis. Adaptación de 129. 

1.2.3.1. Células inmunes innatas implicadas en la respuesta inflamatoria 

La extravasación selectiva de células al lugar de la lesión, así como la activación del 

sistema inmune innato y por consiguiente, del sistema inmune adaptativo, permiten la 

destrucción de elementos extraños mediante “factores de muerte” y la reparación del tejido 

dañado a través de “factores de crecimiento” de forma simultánea, lo que se conoce como el yin 

y yang de la inflamación 130. Algunas de las células participes en este proceso son: 

Células polimorfonucleares 

Los neutrófilos o PMNs (del inglés, “Polymorphonuclear Neutrophils”) forman parte de la 

familia de células polimorfonucleares junto con basófilos y eosinófilos, siendo estos los más 
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abundantes en sangre. Representan en torno a un 50-70% de los leucocitos circulantes en 

humanos y un 10-25% en ratón 131, desempeñan un papel clave en la inmunidad innata siendo la 

principal línea de defensa del organismo frente a patógenos extracelulares, y tal y como se 

describió 132, son junto a los MØ, las células fagocíticas por excelencia. 

Durante el inicio de la inflamación, son unas de las primeras células migrantes hacia el 

lugar de la lesión, mediante un proceso denominado quimiotaxis. Una vez allí, los PMNs fagocitan 

o destruyen microorganismos invasores y células aberrantes gracias principalmente al contenido 

de sus gránulos 133. También son capaces de llevar a cabo un tipo especial de muerte programada 

con función defensiva, la NETosis, que elimina los patógenos mediante la producción de 

estructuras extracelulares compuestas de ADN y proteínas antimicrobianas, conformando las 

denominadas trampas extracelulares de PMNs (NETs; del inglés, “Neutrophil Extracellular Traps”) 
134. Asimismo, los PMNs sintetizan y secretan una amplia variedad de citocinas proinflamatorias, 

quimiocinas, factores de crecimiento y otros mediadores de una manera estimulo dependiente, 

con lo que promueven la atracción de otras células inmunes como monocitos y DCs e influyen 

sobre la activación y diferenciación de APCs 135–137; así como de células T y B, contribuyendo a la 

activación, orientación y expresión de la respuesta inmune adaptativa 138–140. 

Por otro lado, aunque los PMNs son componentes clave de la respuesta inflamatoria, tras 

un periodo corto de tiempo y de actividad vigorosa, la infiltración de PMNs cesa, permitiendo que 

la inflamación desaparezca y limitando así el daño generado. Algunos estudios han demostrado 

que mediante la liberación de determinados mediadores antiinflamatorios, los PMNs también 

son capaces de restaurar la lesión ocasionada contribuyendo a la homeostasis 141–143. 

Monocitos 

Los monocitos son leucocitos de gran tamaño equipados con múltiples receptores de 

reconocimiento para el desarrollo de una respuesta rápida, con capacidad de producir grandes 

cantidades de moléculas efectoras que intervienen en la defensa contra patógenos 144. Se trata 

de células que circulan por el torrente sanguíneo y que, junto con los PMNs, penetran en el tejido 

inflamado, aunque a diferencia de estos, su acumulación es un proceso mucho más lento puesto 

que el número de monocitos en circulación es bastante más bajo. Asimismo, también se localizan 

en medula ósea, donde son producidos, y en bazo, desde donde pueden ser movilizados según 

las necesidades 145. 



INTRODUCCIÓN 

 24 

Los monocitos son considerados como centinelas del sistema inmune innato capaces de 

fagocitar y presentar antígenos contribuyendo con la respuesta adaptativa, y entre sus 

características más relevantes destacan su heterogeneidad y plasticidad 146, lo que da lugar 

principalmente a dos subpoblaciones con variación en la expresión de moléculas de superficie: 

monocitos “clásicos” con una expresión CD14highCD16- en humanos y Ly6Chigh en ratón, y 

monocitos “no clásicos” CD14lowCD16high en humanos y Ly6Clow en ratón 147–149. Entre ellas 

encontramos diferencias de tamaño, morfología, granularidad y especialmente en su 

funcionalidad 150,151. Además, también es importante destacar la disimilitud que presentan en la 

expresión de receptores de quimiocinas, los monocitos “clásicos” expresan CCR2highCX3CR1low 

mientras que los “no clásicos” son CCR2lowCX3CR1high 148,152,153, lo que les confiere diferencias en 

la migración y una susceptibilidad diferencial frente a ciertas patologías o infecciones. 154–156. 

Durante la inflamación, los monocitos “clásicos” son rápidamente reclutados al lugar de 

la lesión, donde después de la extravasación, pueden diferenciarse en MØ o DCs tisulares, 

contribuyendo así a la renovación de las mismas 157–159. 

Macrófagos 

Los MØ son células diferenciadas que residen en los tejidos y forman parte, junto con los 

monocitos, del sistema fagocitario mononuclear, componente clave de la inmunidad innata 160,161. 

Aunque la mayoría de los MØ derivan de los monocitos circulantes, se ha descrito que también 

son capaces de proliferar localmente en estado basal o en respuesta a daños específicos del 

tejido, siendo por lo tanto capaces de autorrenovarse 146,162–164. 

En condiciones normales, estas células mantienen la homeostasis y la integridad de los 

tejidos gracias a su gran capacidad para fagocitar y degradar microorganismos o toxinas, así como 

células muertas y restos celulares que reconocen debido a la expresión de una gran variedad de 

receptores de superficie 165,166. Además de esta función, los MØ presentan un metabolismo muy 

activo, por lo que, durante la respuesta inflamatoria son capaces de secretar gran cantidad de 

moléculas como enzimas proteolíticas y/o bactericidas, quimiocinas, citocinas o factores de 

crecimiento entre otras, para atraer a otras células y actuar como APCs frente a linfocitos T 

previamente activados, controlando de esta forma la respuesta inmune adaptativa 144. 

La activación de los MØ se produce de dos maneras distintas. La activación “clásica” que 

conduce a un fenotipo proinflamatorio o M1, y la activación “alternativa” con un fenotipo 
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antiinflamatorio o M2 (Figura 1.11.). Destacar que esta clasificación de la activación M1/M2 es 

quizás demasiado dicotómica, es decir se trata de una forma simplificada de denotar la elevada 

plasticidad de estas células, ya que la polarización de los MØ se trata de un “continuo” en 

respuesta a una variedad de estímulos en el entorno en el que se localizan 146,167. 

 

Figura 1.11.- Polarización de macrófagos M1 y M2. LPS, TNF-α e IFN-γ son los mayores estimulantes de la 
polarización M1 o proinflamatoria, mientras IL-4, IL-13, IL-10 y TGF-β son inductores de la polarización M2 
o antiinflamatoria. Dependiendo del fenotipo adquirido, los MØ producen diversidad de citocinas, 
quimiocinas y otras moléculas específicas que les permiten ejercer diferentes funciones. Adaptación de 168. 

Los MØM1 se activan cuando se exponen a moléculas relacionadas con microorganismos 

infecciosos y/o citocinas relacionadas con inflamación como TNF-α y/o IFN-γ. Este tipo de MØ se 

caracteriza por la expresión de iNOS (del inglés, “inducible Nitric Oxide Synthase”) y la producción 

de moléculas como ROS y óxido nítrico (NO; del inglés, “Nitric Oxide”), además de una gran 

variedad de citocinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-6, promoviendo una respuesta TH1. 

De esta manera, los MØM1 participan en respuestas microbicidas y en inmunidad antitumoral 
146,169–172. 

Mientras, los MØM2 responden ante citocinas relacionadas con una respuesta TH2 (IL-4 

e IL-13) y moléculas antiinflamatorias como IL-10, TGF-β o glucocorticoides. De hecho, en función 

del estímulo con que estos MØ se activan, junto con otras diferencias funcionales, se pueden 

dividir en subpoblaciones. Los MØM2 están implicados en la contención de parásitos, regulación 

de la inflamación, reparación del tejido y proliferación tumoral, mediante la expresión de 
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arginasa-1 (Arg-1), antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra; del inglés, “Interleukin-1 Receptor 

antagonist”), y la producción de grandes cantidades de mediadores como IL-10 o TGF-β 173–178. 

Células dendríticas  

Las DCs, cuyo nombre se debe a sus abundantes ramificaciones, son células 

especializadas en la captación, procesamiento, transporte y presentación antigénica en el 

contexto de moléculas MHC de clase II, siendo consideradas como las APCs más efectivas, 

encargadas tanto del inicio de la respuesta inmune como de la tolerancia central y periférica 
179,180. 

Se trata de una población celular con alta heterogeneidad en cuanto a fenotipo, 

localización y funcionalidad, pudiendo clasificarse como DCs plasmoides (pDCs) y DCs mieloides 

o convencionales (cDCs). Las pDCs, presentes en la medula ósea y en los tejidos periféricos, se 

encargan de producir grandes cantidades de IFN tipo I en respuesta a infecciones virales 181–183, 

mientras que las cDCs, presentes en casi todos los tejidos, se encargan de activar linfocitos T naive 

constituyendo un nexo de unión fundamental entre inmunidad innata y adaptativa 184,185. 

En su etapa inmadura, las DCs tienen gran capacidad fagocítica y residen en los tejidos 

periféricos, donde actúan como centinelas. Seguidamente a la captación de antígenos vía PRRs, 

las DCs son activadas y migran hacia los órganos linfoides secundarios, donde se convierten en 

DCs maduras. Durante el proceso de maduración, estas células experimentan un incremento en 

la expresión de moléculas MHC y moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 y CD86, 

implicadas en la interacción y activación de linfocitos T, así como en la secreción de citocinas 

proinflamatorias 186,187. 

Células NK 

Las células NK son células de estirpe linfoide, pertenecientes a la familia de ILCs 188, que 

se encuadran dentro de la inmunidad innata ya que carecen de receptores específicos de 

antígeno 189. Fueron descritas por primera vez en 1970 por su capacidad citotóxica frente a varios 

tipos de células tumorales 190,191. Sin embargo, en la actualidad se conoce que estas células no 

solo destruyen células neoplásicas o malignas, sino que contribuyen en el control de patógenos 

intracelulares y mantienen la homeostasis mediante la destrucción de una gran diversidad de 

células inmunes 192. 
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Asimismo, algunos estudios han demostrado como las células NK, en respuesta a diversos 

estímulos, son capaces de producir diferentes citocinas como IFN-γ, TNF-α o IL-10 entre otras, y 

quimiocinas como CCL-4 o CXCL8; ejerciendo así actividad reguladora 193. Mediante la secreción 

de estos factores solubles y la interacción con otras células inmunes como MØ, DCs o linfocitos 

T, estas células pueden intervenir en la respuesta inflamatoria y afectar al desarrollo de la 

inmunidad adaptativa 194–196. 

1.2.3.2. Mediadores de la inflamación  

Los mediadores de inflamación representan la principal estrategia de comunicación 

célula a célula. Se trata de moléculas solubles liberadas de manera local por los diferentes tipos 

celulares que los contienen, o bien como moléculas preformadas dentro de los gránulos 

secretores (por ejemplo, la histamina), o sintetizadas rápidamente cuando estas son requeridas 

(por ejemplo, los mediadores lipídicos como son la prostaglandina o los leucotrienos). A este tipo 

de mediadores se les conoce como endógenos (Tabla 1.3.), mientras que a los productos 

bacterianos o toxinas se les denomina mediadores exógenos. 

 

Tabla 1.3.- Principales mediadores en inflamación. Diferentes mediadores endógenos son liberados 
durante la inflamación aguda y crónica, derivados de células o del plasma. Adaptación de 197. 

Citocinas pro- y antiinflamatorias 

Las citocinas son proteínas “mensajeras” de bajo peso molecular, por lo general menos 

de 30 kDa, secretadas como mediadores celulares en respuesta a patógenos, a sus productos u 

otras señales relacionadas. Tanto las células inmunes (granulocitos, MØ, ILCs, DCs, linfocitos, etc.) 

como las células no inmunes (células epiteliales, endoteliales, estromales, fibroblastos, 

adipocitos, etc.) son capaces de producirlas. 
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Una vez sintetizadas, las citocinas son secretadas al medio extracelular donde se 

involucran en los procesos de inmunidad innata y adaptativa, regulando la amplitud y duración 

de la respuesta, por lo que representan una posible solución terapéutica en el tratamiento de 

ciertas enfermedades 198. Entre su amplia variedad de funciones encontramos: activación o 

inhibición, proliferación, diferenciación, maduración, o incluso en algunos casos ejercen 

funciones efectoras 199. Las citocinas son moléculas pleiotrópicas, es decir, la misma citocina 

puede ejercer múltiples efectos en diferentes tipos celulares, y redundantes, es decir, diversas 

citocinas pueden producir el mismo efecto. Además, pueden ser sinérgicas o antagónicas, de 

modo que dos citocinas distintas en ocasiones pueden potenciarse mutuamente o bien la acción 

de una citocina puede bloquear la acción de la otra. 

Su unión a los receptores específicos de membrana presenta elevada afinidad, por lo que 

hacen falta cantidades muy pequeñas de citocinas para desencadenar una cascada de señales de 

transducción que dé lugar a una alteración del patrón de expresión génica sobre la célula diana, 

produciendo de este modo una respuesta biológica, la cual puede ser autocrina, paracrina o 

endocrina. 

A pesar de que hasta el momento se han descrito multitud de citocinas, en la Tabla 1.4. 

se muestran únicamente aquellas que representan una mayor implicación durante la respuesta 

inflamatoria, pudiendo clasificarlas en dos grupos bien diferenciados en base a su funcionalidad: 

citocinas pro- y antiinflamatorias 200. 

CITOCINA PRINCIPALES CÉLULAS SECRETORAS FUNCIONES MAYORITARIAS 

PROINFLAMATORIAS 

IL-1α / IL-1β 

Mon, MØ, PMNs, 

Linf, Quer, Fibr 

Inducción de proteínas 
proinflamatorias 

Hematopoyesis 

Diferenciación de células TH17 

IL-6 
Mon, MØ, Gran, Eos, Mas, Células T 

y B, End, Quer, Fibr, 

Inducción de proteínas de fase aguda 
en hepatocitos 

Tráfico y activación de leucocitos 

Diferenciación, activación y 
supervivencia de células T 
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Diferenciación de células B y 
producción de IgG, IgM e IgA 

Hematopoyesis 

Neoangiogénesis 

IL-8 
Mon, MØ, PMNs, Linf, End, Epit, 

Quer, Fibr 

Quemotaxis para PMNs, células NK, 
células T, basófilos y eosinófilos 

Angiogénesis 

IL-17A PMNs, NK, NKT, T C8+, T γδ, TH17 

Inducción de citocinas 
proinflamatorias, quimiocinas y 

metaloproteasas 

Reclutamiento y activación de PMNs 

TNF-α 
Mon, MØ activados, NK, Mas, T 

CD4+, B, End, Fibr 

Defensa del huésped 

Mediador proinflamatorio de inicio de 
respuesta 

Mediador inmunosupresor por 
limitación del alcance y duración del 

proceso inflamatorio, y por inhibición 
del desarrollo de enfermedades 
autoinmunes y carcinogénesis 

IFN-γ 

MØ, NK, NKT, 

CTLs, B 

Propiedades antivirales 

Promoción de la actividad citotóxica y 
diferenciación TH1 

Sobrerregulación de moléculas MHC 
de clase I y II 

Inhibición del crecimiento celular 

Efectos pro-apoptóticos y control de la 
muerte celular inducida por activación 

Inducción de la apoptosis epitelial en 
piel y mucosa 

ANTIINFLAMATORIAS 

IL-4 Bas, Eos, Mas, NKT TH2, T γδ 

Inducción de la diferenciación TH2 

Sobrerregulación de la expresión de 
moléculas MHC de clase II en células B 

Aumento de moléculas de adhesión 
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IL-10 Mon, MØ, DCs, Células T y B 

Efecto inmunosupresor a través de 
APCs o efectos directos sobre las 

subpoblaciones de células T 

Supresión de IgE e inducción de IgG 

IL-33 
Células necróticas, Nuo y Fibr en 

respuesta a estrés, Epit 
Inducción de respuesta TH2 en 

mucosas 

TGF-β 
Diversidad de células: MØ, Eos, 

Treg, Epit, Fibr… 

Balance de efectos pro- y 
antiinflamatorios, por disminución del 
crecimiento celular de prácticamente 

la totalidad de los precursores de 
células inmunes 

Regulación de la diferenciación de las 
subpoblaciones TH e inducción de 

células Treg 

Inmunotolerancia 

Tabla 1.4.- Principales citocinas pro- y antiinflamatorias implicadas en el proceso inflamatorio. Mon: 
Monocitos; Linf: Linfocitos; Quer: Queranocitos; Fibr: Fibroblastos; Gran: Granulocito; Eos: Eosinófilo; Mas: 
Mastocito; End: Célula endotelial; Epit: Célula epitelial; Bas: Basófilo; Nuo: Nuocito. Adaptación de 201. 

Quimiocinas 

Las citocinas con actividad quimiotáctica se denominan quimiocinas y juegan un papel 

fundamental en la migración y en el tráfico de células inmunológicas durante la respuesta 

inflamatoria, mediante la creación de gradientes químicos que proporcionan señales a las células 

a medida que avanzan hacia el tejido. Además de esta función, también están implicadas en otros 

muchos procesos como el desarrollo de órganos linfoides, diferenciación de células inmunes, 

embriogénesis o angiogénesis entre otros 202,203. 

La estructura del monómero de quimiocina está compuesta por varias regiones, siendo 

el extremo N-terminal el responsable de la activación de los receptores, y es estabilizada a través 

de puentes disulfuro. Según la posición de los dos primeros residuos de cisteína (C) próximos al 

N-terminal, adyacentes o separados por algún aminoácido (X), las quimiocinas pueden clasificarse 

en cuatro subfamilias: CC, CXC, CX3C y XC; siendo las dos primeras las más estudiadas hasta la 

fecha 204. Las quimiocinas CC actúan en varios subconjuntos de leucocitos, incluyendo monocitos, 

eosinófilos, DCs, linfocitos y células NK, pero no en PMNs, mientras que las quimiocinas CXC están 

implicadas en el reclutamiento de PMNs y otros leucocitos, así como en angiogénesis 205–207. 
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Para que las células respondan frente a una quimiocina, deben de expresar el receptor 

específico complementario a la misma 208. La existencia de una gran diversidad de receptores de 

quimiocinas, los cuales forman una gran subfamilia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR; 

del inglés, “G Protein-Coupled Receptors), indica un alto grado de especificidad, tal y como se 

muestra en la Tabla 1.5. 

FAMILIA RECEPTOR LIGANDO 

 

CCR1 
CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL13*,                               

CCL14*,1, CCL15*,1, CCL16*1, CCL23* 

CCR2 CCL2, CCL7, CCL8, CCL13*, CCL16*,1 

CCR3 
CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13*,                                

CCL15*,1, CCL24, CCL26, CCL283 

CCR4 CCL172, CCL222 

CCR5 CCL3, CCL4, CCL5, CCL8, CCL11, CCL14*,1, CCL16*,1 

CCR6 CCL202 

CCR7 CCL191, CCL212 

CCR8 CCL1 

CCR9 CCL251 

CCR10 CCL271, CCL283 

 

CXCR1 CXCL1, CXCL6*, CXCL8* 

CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3*, CXCL5, CXCL6*, CXCL8*, 

CXCR3 CXCL43, CXCL9, CXCL10, CXCL11 

CXCR4 CXCL121 

CXCR5 CXCL131 

CXCR6 CXCL16 

CXCR7 CXCL11, CXCL12 

  

  

   

XCR1 XCL12, XCL2*,2 
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CX3CR1 CX3CL1 

Tabla 1.5.- Superfamilia de las quimiocinas. *En ratón, el ligando adquiere otro nombre o se desconoce su 
existencia hasta la fecha. Aunque la función principal de la mayoría de las quimiocinas es inflamatoria, 
encontramos algunas excepciones:1Homeostatica; 2Dual; 3Desconocida. Adaptación de 209. 

1.2.4. Granzima A 

La gzmA es la proteasa de serina más abundante de los gránulos citotóxicos, cuya 

especificidad de sustrato viene definida por la estructura de su centro activo (Figura 1.12.), 

determinando así el corte de las secuencias peptídicas tras residuos de lisina (Lys) y arginina (Arg), 

por lo que la gzmA presenta actividad triptasa. A diferencia del resto de gzms, actúa como 

homodímero con un peso molecular de aproximadamente unos 60 kDa 210. 

 

Figura 1.12.- Representación esquemática de la interacción proteasa-sustrato. La figura muestra los 
subsitios o bolsillos de especificidad del centro activo de la proteasa (S1…Sn y S1´…Sn´) acomodando la 
cadena lateral de los correspondientes residuos del sustrato (P1…Pn y P1´…Pn´). El enlace peptídico entre 
las posiciones P1-P1´del sustrato corresponde al punto de escisión por acción de la proteasa y se utiliza 
para establecer la numeración de los residuos tanto de la proteasa como del sustrato. Adaptación de 211. 

A pesar de que algunos estudios han demostrado la capacidad citotóxica de la gzmA 

utilizando modelos heterólogos in vitro 212,213, su capacidad para inducir muerte celular continua 

siendo motivo de controversia. Sin embargo, durante los últimos años se ha evidenciado la gran 

relevancia de esta proteasa en los procesos inflamatorios. Se ha visto que tanto la gzmA purificada 

como las células citotóxicas que expresan gzmA, son capaces de inducir la liberación de IL-1β, 

TNF-α e IL-6 en MØ humanos y de ratón 214, la producción de IL-6 e IL-8 en fibroblastos o la 

secreción de IL-8 en células epiteliales 215. 
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En pacientes con determinadas patologías inflamatorias crónicas como la artritis 

reumatoide (AR), se observó que los niveles de la gzmA tanto en plasma como en los fluidos 

sinoviales estaban aumentados216. Recientemente, nuestro grupo de investigación ha 

demostrado que la gzmA es capaz de inducir osteoclastogénesis por un mecanismo dependiente 

de TNF-α y, además, utilizando un modelo de artritis inducida por colágeno, se observó que los 

ratones gzmA-/- mostraban una menor severidad de la enfermedad 217. De igual forma, utilizando 

un modelo murino de artritis inducida por Chikungunya, otro grupo observó un incremento de la 

expresión de la gzmA en las articulaciones y ganglios linfáticos, demostrando así, que los ratones 

gzmA-/- presentaban una menor severidad en la artritis inducida por el virus 218. 

En pacientes con enfermedades infecciosas provocadas por el virus de Epstein-Barr, el 

VIH y en pacientes con infecciones parasitarias por Plasmodium falciparum, también se detectó 

un incremento de los niveles de la gzmA en plasma 219,220. En el caso de la infección por VIH, la 

alta concentración de la gzmA podría contribuir a la inhibición de la replicación viral, puesto que 

se ha descrito que la gzmA es capaz de inactivar retrotranscriptasas virales 68. Asimismo, pacientes 

con sepsis bacteriana y con endotoxemia experimental, afección caracterizada por la 

hipersecreción de citocinas proinflamatorias, presentaron niveles superiores de la gzmA en 

comparación con pacientes sanos 221. En nuestro grupo de investigación, se demostró que la 

ausencia de la gzmA protegía a los ratones frente a la sepsis bacteriana in vivo, sin comprometer 

el control del patógeno. Esta protección estuvo acompañada por una disminución de la 

producción de IL-1α/β, TNF-α e IL-6 en ratones gzmA-/- 222. Aunque ya previamente se había 

observado una mayor resistencia de estos ratones a la endotoxemia inducida por LPS 86,214. 

Finalmente, existen evidencias que sugieren que la gzmA podría tener un papel 

fundamental en la carcinogénesis mediada por inflamación. Pacientes con enfermedad 

inflamatoria intestinal (EII), los cuales presentan un mayor riesgo de desarrollar cáncer colorrectal 

(CCR), presentan un incremento de linfocitos infiltrantes con expresión de gzmA 223. Además, se 

demostró que el mARN de la gzmA estaba regulado positivamente en biopsias intestinales de 

pacientes con colitis ulcerosa (UC; del inglés, “Ulcerative Colitis”) 224 y su expresión en 

subconjuntos específicos de células T CD4+ se correlacionaba con la eficacia del anticuerpo 

monoclonal anti-β7 integrina Etrolizumab en humanos 225. 
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1.2.4.1. Otras granzimas con propiedades proinflamatorias 

Aunque hasta el momento existen poco estudios al respecto, se ha demostrado la 

implicación de otras gzms en la respuesta inflamatoria tanto in vitro como in vivo. 

Granzima B 

Además de su función citotóxica, la gzmB se ha relacionado con procesos inflamatorios, 

reparación tisular, coagulación e incluso con funciones antivirales e inmunosupresoras 75,83,226. 

La detección de su expresión en células no citotóxicas como MØ, basófilos, mastocitos o 

células B 75,227–229, así como los niveles aumentados de gzmB en sueros de pacientes con AR 216 o 

en el lavado broncoalveolar de los pacientes con asma 230, sugiere que esta proteasa podría 

desempeñar un papel fundamental en la respuesta inflamatoria. Otro estudio realizado en 

pacientes con endotoxemia inducida por la administración de LPS, demostró la relevancia 

biológica de la gzmB en la infección al detectar un aumento en los niveles plasmáticos 221. 

Granzima K 

La gzmK, al igual que la gzmA, es una proteasa de serina con actividad triptasa que ha 

demostrado tener propiedades proinflamatorias, siendo capaz de inducir la producción de 

citocinas como IL-1β, IL-6 y TNF-α en diversidad de tipos celulares 85,231. Los niveles elevados de 

gzmK en el plasma de pacientes con sepsis 232 o la potenciación de la respuesta frente a LPS en 

monocitos humanos 233, así como su aumento en el fluido broncoalveolar de pacientes con asma 

o neumonía viral 234,235, involucran a la gzmK en la respuesta inflamatoria.  

Granzima M 

La gzmM, proteasa que se expresa fundamentalmente en células NK, NKT y linfocitos Tγδ 
236, se ha demostrado que ejerce funciones reguladoras sobre la liberación de determinadas 

citocinas durante infecciones causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas 86. 

Utilizando modelos de ratón gzmM-/- en comparación con cepas salvajes, se demostró una mayor 

resistencia a la endotoxemia inducida por LPS, así como un descenso de los niveles de citocinas 

proinflamatorias, y una mayor supervivencia frente a Listeria monocytogenes, lo que señala que 

la gzmM juega un papel importante en la respuesta inflamatoria frente a infecciones bacterianas 
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86,237,238. Además, pacientes con UC mostraron altos niveles de expresión de mARN de gzmM en 

el colon inflamado 239. 

1.2.4.2. Inhibidores de granzimas: Serpinas 

Si bien la proteólisis mediada por las gzms desempeña un papel clave en la respuesta 

inmunológica, un exceso de su actividad podría derivar en diversos estados fisiopatológicos. Es 

por ello, por lo que resulta fundamental la existencia de un sistema de regulación de dicha 

actividad proteolítica. El término SERPIN (del inglés, “Serine Protease Inhibitors”), propuesto por 

Carrell y Travis en 1985, describe a la superfamilia de proteínas inhibidoras de las proteasas de 

serina 240,241. Aunque su nombre deriva de su función principal, la mayoría de las serpinas 

participan en una amplia gama de procesos fisiológicos como la activación del complemento, la 

cascada de coagulación, la apoptosis o incluso la carcinogénesis, siendo este último uno de los 

mecanismos utilizados por las células tumorales para escapar a la inmunovigilancia 242–245. Se 

demostró que los CTLs sintetizan sus propias serpinas, las cuales actúan en el citosol para 

neutralizar a las gzms y protegerse de sus efectos 242,246. 

Las serpinas son glicoproteínas constituidas por una cadena central de aminoácidos y 

varias cadenas laterales de carbohidratos, que se agrupan en láminas y hélices sosteniendo un 

bucle de unos 20 residuos de aminoácidos, en el que se sitúa su centro activo. La inhibición 

comienza cuando la gzm reconoce el centro activo o RCL (del inglés, “Reactive Center Loop”) de 

la serpina, la cual experimenta un cambio conformacional que provoca la formación de un 

complejo estable covalente con estequiometria 1:1 y bloquea el centro activo de la proteasa, de 

forma que la inactiva 247–249. La combinación del RCL junto con el exositio, lugar de unión 

secundario alejado del centro activo que aumenta la tasa de asociación en varios ordenes de 

magnitud, determinan la especificidad de interacción de las diferentes serpinas. 

Las serpinas inhibidoras de gzms identificadas hasta el momento son: 

- SerpinaC1 (antitrombina III) 250, serpinaE2 (PN-1) 251,252, serpinaB12 253 y serpinab6b 254 

inhiben a la gzmA. 

- SerpinaB9 (PI-9) 242,255 y serpina3n (α-antiquimiotripsina) 256,257 se han identificado como 

inhibidores de la gzmB. 

- SerpinaB4 suprime la muerte celular mediada por la gzmM 258. 
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2.1. Nanotecnología 

A pesar de que no existe una única definición internacionalmente aceptada, según la 

National Nanotechnology Initiative (NNI), la nanotecnología se define como la parte de la ciencia 

que comprende las técnicas y herramientas para la creación y utilización de sistemas, estructuras 

y materiales que tengan al menos una de sus dimensiones en el rango entre 1 y 100 nm. En 2011, 

la European Comission Recomendation sugirió la introducción en la definición de materiales 

naturales o sintéticos, que contuvieran partículas dispersas, agregados o aglomerados, en el que 

al menos el 50% de las mismas estuvieran en el rango de tamaño establecido por el NNI 259. 

2.1.1. Antecedentes históricos de la nanotecnología  

En 1959, el físico Richard Feynman introdujo la posibilidad de trabajar a escala 

nanométrica en su famoso discurso “There´s plenty of room at the bottom” en la reunión anual 

de la American Physical Society 260. No obstante, no fue hasta la década de los 80, cuando Norio 

Taniguchi, profesor de la Universidad de Tokio, utilizó por primera vez el término 

“nanotecnología” 261. Con el descubrimiento de técnicas como la microscopía de efecto túnel 

(STM) 262,263 y materiales como los quantum dots 264 o el fullereno 265, la nanotecnología se 

convirtió en una verdadera revolución. 

Sin embargo, los nanomateriales existen desde hace décadas y la humanidad los ha 

estado utilizando durante siglos sin ser conscientes de ello (Figura 2.1.). 
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Figura 2.1.- Representación gráfica de los principales avances de la nanotecnología en escala cronológica. 
Adaptación de la American Chemistry Council (ACC). 

2.1.2.  Propiedades de los nanomateriales 

En la actualidad, y como veremos en apartados posteriores, el tipo de nanomaterial más 

estudiado y empleado son las nanopartículas (NPs) debido a su gran variabilidad, por lo que de 

aquí en adelante ambos términos se utilizarán indistintamente. 

Las NPs se comportan de manera muy distinta a sus homólogos a nivel macroscópico 

debido a que sus reducidas dimensiones permiten interacciones entre partículas altamente 

específicas, conllevando la aparición de nuevas o mejoradas propiedades físicas (ópticas, 

magnéticas, eléctricas, estructurales, mecánicas, etc) y/o químicas 266,267. Tal y como se muestra 

en la Figura 2.2., los parámetros más influyentes sobre estas propiedades características de cada 

una de las NPs son el tamaño, la superficie, la forma y la composición química del núcleo. 
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Figura 2.2.- Principales parámetros que influyen sobre las propiedades fisicoquímicas de los 
nanomateriales. Se muestran las NPs que han sido utilizadas como portadoras para la administración de 
fármacos en la terapia frente al cáncer, junto con las propiedades fisicoquímicas de las mismas. Adaptación 
de 268. 

Tamaño. Tal y como se ha descrito anteriormente, con una dimensión, al menos, en el rango 

entre 1 y 100 nm. 

Superficie. Permite la funcionalización de las NPs con una amplia variedad de ligandos de 

naturaleza muy diversa, los cuales pueden ejercer como estabilizantes, modificar la solubilidad 

en distintos medios o variar la carga neta entre otras 269, siendo esta última el mayor 

determinante del comportamiento coloidal de las NPs, capaz de modificar forma y tamaño a 

través de la formación de agregados o aglomerados 270,271. En general, las estrategias seguidas 

para la funcionalización de ligandos de superficie son similares independientemente del material 

con que se trabaja, llevándose a cabo mediante la formación de enlaces covalentes, de 

coordinación o interacciones electrostáticas 272. 

Forma. Esferas, prismas, cubos, estrellas o cilindros entre otros 273,274.  

Composición química del núcleo. Es uno de los parámetros más influyente sobre las propiedades 

de las NPs. Podemos encontrar NPs orgánicas compuestas principalmente por átomos de carbono 

(NPs poliméricas, liposomas, dendrímeros, fullerenos, etc.), NPs inorgánicas (quantum dots, NPs 

metálicas y/o magnéticas, etc.) o sistemas híbridos, es decir, NPs complejas constituidas por 

combinación de varios materiales 275. 
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2.1.3.  Aplicaciones de las nanopartículas 

Durante los últimos años, gracias a los avances en las técnicas de caracterización a escala 

nanométrica, un número creciente de productos que contienen o utilizan nanomateriales han 

sido desarrollados, tanto es así, que se le ha denominado la “Revolución Industrial del siglo XXI” 

comparable con el impacto de la Revolución Industrial que tuvo lugar entre los años 1760-1840. 

Por ello, la nanotecnología se ha convertido en un área estratégica altamente competitiva y con 

un considerable potencial económico en campos tan variados como la biomedicina, la cosmética, 

los textiles, la informática o la comunicación entre otros (Figura 2.3.) 276. 

 

Figura 2.3.- Principales aplicaciones de las NPs. Esta gran variedad de aplicaciones es debida en parte a que, 
según el método de síntesis utilizado, se pueden llegar a conseguir unas propiedades específicas para una 
aplicación determinada de las diferentes NPs. Adaptación de 277. 

2.2. Nanomedicina 

La nanomedicina es la aplicación de la nanotecnología para prevenir, monitorizar, 

diagnosticar, tratar y/o curar determinadas enfermedades como el cáncer, la diabetes o 

enfermedades neurodegenerativas entre otras 278. Dado su importancia en la actualidad, el 
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desarrollo de nuevos nanomateriales con el objetivo de crear, modificar y/o mejorar los sistemas 

de diagnosis y los tratamientos terapéuticos ya existentes, se ha establecido como línea 

prioritaria en los países miembros de la Organization for Economic Cooperation and Development 

(OCDE). 

2.2.1. Principales ventajas del uso de bio-nanomateriales  

De todas las aplicaciones mencionadas en el Apartado 2.1.3., el mayor porcentaje de 

productos o aplicaciones que incorporan nanotecnología se agrupan dentro del campo de la salud 

y el bienestar 279,280, dadas las múltiples ventajas que presentan las NPs. 

- Debido al aumento del ratio superficie/volumen, las NPs poseen una mayor 

superficie de contacto con el entorno, provocando una mayor reactividad 281. Este 

aumento de superficie permite la unión de múltiples ligandos, convirtiendo a estos 

sistemas en plataformas multifuncionales capaces de detectar de forma temprana 

determinadas enfermedades 282. 

- La obtención de imágenes de contraste de las estructuras anatómicas de los 

diferentes tejidos, así como su marcaje, permiten diagnosticar, monitorizar la eficacia 

terapéutica o incluso tratar de manera simultánea 283,284. 

- Asimismo, las NPs pueden utilizarse para la encapsulación de diferentes 

compuestos, pudiendo adaptar su composición, tamaño, forma y propiedades de la 

superficie, lo que suele dar lugar a una mejora de la solubilidad y una modificación de su 

farmacocinética y biodistribución en comparación con sus homólogos tradicionales 285,286. 

De esta forma, también se consigue la vehiculización dirigida de genes o fármacos a 

tejidos o células específicas, obteniendo una mayor facilidad en la administración y una 

mejor eficiencia a dosis más bajas, lo cual se traduce directamente en un menor coste y 

en una disminución de los posibles efectos secundarios nocivos de las biomoléculas 

administradas. 

- Además, las NPs pueden utilizarse como recubrimientos para mejorar la 

biocompatibilidad de implantes o prótesis 287, como materiales para ingeniería tisular, 

medicina regenerativa y/o biomiméticos 288,289, como adyuvantes para vacunas o terapias 

antitumorales 290,291. 
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2.2.2. Tipos de nanopartículas aplicadas en biomedicina 

Hasta la fecha, se han diseñado y estudiado numerosos tipos de NPs tanto orgánicas 

como inorgánicas para su uso en biomedicina (Figura 2.4.). 

 

Figura 2.4.- Esquema comparativo de los diferentes tipos de NPs dentro de su rango de escala nanométrica 
de 1 a 100 nm. El rango de dimensiones en el que se encuadran todas estas NPs hace que sean sistemas 
ideales para su uso a nivel celular, ya que son capaces de interactuar con casi cualquier biomolécula 
presente en el organismo. Adaptación de http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-
nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/. 

2.2.2.1. Liposomas 

Los liposomas o vesículas fosfolipídicas, son estructuras esféricas compuestas por una 

bicapa lipídica que rodea un espacio central acuoso 292. Estos nanomateriales se han utilizado 

para estudiar el comportamiento de las membranas biológicas debido a sus similitudes en cuanto 

a estructura, composición y permeabilidad selectiva 293. Además, su naturaleza anfifílica, junto 

con su biocompatibilidad, permiten encapsular en su cavidad interna moléculas hidrofílicas con 

diferentes propiedades fisicoquímicas, convirtiéndose en buenos transportadores de fármacos; 

así como también permiten la unión de especies hidrófobas a su superficie consiguiendo el 

direccionamiento activo de los mismos 294–296. Sin embargo, el uso de liposomas presenta ciertas 

limitaciones debido a su baja estabilidad y reproducibilidad entre los distintos lotes 297, la 

dificultad para su esterilización, los bajos niveles de carga permitidos o su tamaño relativamente 

grande 298. 

http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/
http://www.wichlab.com/nanometer-scale-comparison-nanoparticle-size-comparison-nanotechnology-chart-ruler-2/
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2.2.2.2. Quantum Dots 

Los Quantum Dots (QD) son partículas esféricas cristalinas semiconductoras cuyo 

diámetro es de aproximadamente 1-20 nm. Generalmente están compuestos por azufre (S), 

selenio (Se) y telurio (Te) de zinc (Zn), cadmio (Cd), plomo (Pb) o mercurio (Hg), aunque los más 

utilizados son los QD de sulfuro de cadmio y seleniuro de cadmio 284,299. Sus propiedades implican 

una amplia banda de absorción desde el UV hasta el visible, alta fotoestabilidad, fuerte resistencia 

a la degradación por la luz o a diferentes agentes químicos y elevado rendimiento cuántico. Por 

ello, se han convertido en excelentes agentes de contraste para imagen y notables marcadores 

en bioensayos tanto in vitro como in vivo, pudiendo mejorar la señal hasta 100 veces comparada 

con proteínas o sondas orgánicas tradicionales marcadas fluorescentemente 300,301. Además, si 

combinamos su capacidad para emitir luz en el espectro IR con la capacidad de dirigirse 

específicamente a determinadas dianas a través de materiales de recubrimiento, los QD 

presentan una ventaja para el diagnóstico no invasivo (Wu et al. 2003, Gao et al. 2004, Kim et al. 

2004, Michael et al. 2005). 

2.2.2.3. Nanopartículas poliméricas 

Dependiendo de su composición, dentro de las NPs poliméricas podemos distinguir entre 

varios tipos de estructuras como por ejemplo, nanoesferas o nanocápsulas (NCs) 302–304. Los 

polímeros que conforman este tipo de NPs pueden ser de diferente naturaleza: sintéticos 

biodegradables como el ácido poli-(láctico-co-glicólico) (PGLA) 305 o no biodegradables tales como 

polietilenglicol (PEG) 306; semisintéticos, como los derivados de la celulosa 307; naturales, como 

son los polisacáridos de ácido hialurónico o quitosano, tal y cómo se describe a continuación en 

el Apartado 2.2.4. 308; o una combinación de ellos. Independientemente del polímero 

seleccionado, estos siempre deben de ser químicamente inertes, no tóxicos y libres de impurezas 

lixiviables con el fin de ser utilizados en el campo de la nanomedicina. 

A diferencia de los liposomas, las NPs poliméricas presentan mejor control de la liberación 

de fármacos de diferente naturaleza química, además de ser altamente biocompatibles y poco 

inmunogénicas. Otra característica importante es que sus productos de degradación pueden ser 

eliminados por el metabolismo celular, evitando así su acumulación en el organismo y, por lo 

tanto, posibles efectos adversos. 309,310. Sin embargo, una de sus principales desventajas radica 

en su estabilidad durante su almacenamiento 311. 
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2.2.2.4. Nanopartículas metálicas 

Las NPs metálicas son sintetizadas principalmente a base de metal y en función de la 

composición de su núcleo podemos distinguir entre NPs de oro (Au), plata (Ag), cobre (Cu) o 

platino (Pt). Dentro de este tipo de NPs también se engloban las NPs de óxidos metálicos, como 

el Cu, Zn o titanio (Ti), o las NPs magnéticas, como el hierro (Fe), niquel (Ni), cobalto (Co) o 

manganeso (Mn). De entre todas ellas, podemos destacar: 

Nanopartículas metálicas de oro 

Las AuNPs presentan importantes propiedades térmicas, eléctricas y ópticas, así como 

resistencia a la corrosión. Su naturaleza bioinerte y aparente baja toxicidad comparada con otros 

nanomateriales 312,313, las convierte en un candidato excelente para aplicaciones biomédicas 

como veremos con más detalle en el Aparatado 2.2.3. 

Nanopartículas magnéticas 

Las NPs magnéticas (MNPs) resultan de especial interés al poder ser manipuladas por un 

campo magnético externo. Debido a su menor toxicidad, las más utilizadas en aplicaciones 

biomédicas son aquellas cuyo núcleo se compone de magnetita (Fe3O4) o maghemita (γ-Fe2O3). 

Sin embargo, tras su síntesis es necesaria una segunda etapa en la que se añade una cubierta 

sobre la NP que evita la corrosión de su núcleo magnético, además de aumentar su estabilidad 
314. Este tipo de NPs pueden utilizarse para el transporte de fármacos guiados por un imán 

(magnetofección) 315, para generar calor tanto en tratamientos de hipertermia como para la 

liberación de fármacos de manera controlada, o como agentes de contraste 316. 

2.2.2.5. Nanotubos de carbono 

Los nanotubos de carbono son moléculas cilíndricas constituidas por una o más láminas 

de carbono enrolladas sobre sí mismas, pertenecientes a la familia de los fullerenos 317. Sus 

diámetros y longitudes pueden ser muy variables y su geometría hace que presenten propiedades 

únicas: alta conductividad eléctrica y térmica, así como elevados valores de resistencia entre otras 
318. Estas estructuras se han utilizado como sensores para detectar ADN y proteínas, como 

dispositivos de diagnóstico o nanosistemas de transporte de moléculas 319,320. Sin embargo, los 

nanotubos de carbono muestran limitaciones tales como su alta hidrofobicidad e inercia química, 
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requiriendo su modificación química previa a su uso, o la heterogeneidad incluso dentro del 

mismo lote en cuanto a su tamaño, y por lo tanto en el número de capas que los conforman. 

2.2.3. Nanopartículas metálicas de oro  

2.2.3.1. Propiedades ópticas de las AuNPs 

Las AuNPs presentan unas excelentes propiedades ópticas influenciadas por un 

fenómeno comúnmente conocido como resonancia de plasmón superficial (SPR; del inglés, 

“Surface Plasmon Resonance”). Básicamente, las partículas tienen la capacidad de absorber 

determinadas frecuencias de luz incidente y transmitir frecuencias no absorbidas debido a una 

excitación colectiva de electrones libres de la banda de conducción, produciéndose una vibración 

de la nube electrónica para disipar dicha energía 321.  Este fenómeno se origina cuando el tamaño 

de las NPs es mucho menor que la longitud de onda de la radiación incidente d<<λ, y puede 

ocurrir en cualquier nanomaterial con una densidad adecuadamente alta de electrones libres. En 

el caso de las AuNPs, en las que la resonancia es máxima, este efecto es el responsable de la 

variación de la posición de banda del plasmón superficial respecto al tamaño, lo que se traduce 

en un cambio de color de las NPs en solución, descrito por primera vez en 1857 por Michael 

Faraday 322,323. 

Otros parámetros como forma, estructura y morfología, así como cambios en el entorno 

que rodea a las NPs (índice de refracción en la disolución, etc.), también influyen sobre el 

comportamiento de las mismas 324. 

2.2.3.2. Síntesis, funcionalización y caracterización de las AuNPs 

Además de describir las propiedades del oro coloidal, Michael Faraday publicó un estudio 

acerca de la preparación de “partículas finas”. Sin embargo, no fue hasta 1951 cuando Turkevich 

describió la reducción de una sal de oro utilizando ácido tetracloroáurico (H[AuCl4]) como 

precursor, y citrato trisódico (Na3Ct) como agente reductor en solución acuosa, un método 

relativamente sencillo de obtener AuNPs, donde el Au3+ se reduce a Au0 y forma el núcleo para el 

crecimiento de las mismas 325. Posteriormente, este método fue mejorado por Frens 326, 

proporcionando alta reproducibilidad y monodispersidad hasta diámetros de 50 nm 

aproximadamente, y en él, el Na3Ct se utiliza tanto como reductor de la sal de oro, como agente 

estabilizante de las propias NPs impidiendo así su aglomeración. 
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En la actualidad, existen una gran variedad de métodos de síntesis de AuNPs que pueden 

agruparse en métodos físicos o químicos, siendo estos últimos los más utilizados. A su vez, la 

síntesis puede efectuarse a través de dos mecanismos conocidos como “top-down – técnica 

descendente” o “bottom-up – técnica ascendente”. El primer procedimiento se inicia a partir de 

un material macroscópico para ir reduciéndolo hasta niveles nanométricos, mientras el segundo 

consiste en la unión de átomos y moléculas para la generación de un conglomerado de tamaño 

nanométrico. Mientras la estrategia “top-down” da lugar a una mayor cantidad de impurezas y 

un menor control de las características de las NPs generadas, la estrategia “bottom-up” (Figura 

2.5.) permite una mayor monodispersidad y mayor variedad de tamaños y formas de modo 

controlado, resultando así las más común y efectiva 327,328. 

 

Figura 2.5.- Esquema de síntesis de las AuNPs mediante reducción química por estrategia “bottom-up”. La 
formación de las AuNPs por reducción de sal de oro puede dar lugar a diferentes tamaños y formas. 
Adaptación de 329. 
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Tras la síntesis, las AuNPs se purifican mediante centrifugación o diálisis y se recubren o 

PEGilan con el objetivo de aumentar su estabilidad en solución acuosa. Para ello, es frecuente el 

uso de cadenas de PEG debidamente derivatizadas con un grupo tiol para su unión covalente al 

núcleo de oro, y con grupos funcionales de diferente naturaleza (grupos amonio cuaternario, 

amino primario o carboxilo) para modular su carga superficial y facilitar su posterior 

funcionalización con otros ligandos de interés que introduzcan diversas funcionalidades y 

propiedades al sistema. Asimismo, el PEG tiene la capacidad de aumentar la biocompatibilidad 

de las NPs 330,331, impidiendo la opsonización de las mismas por proteínas del suero o su 

fagocitosis mediada por células fagocíticas (Figura 2.6.), reduciendo la respuesta inmunitaria y, 

consecuentemente, aumentando su tiempo de vida media en el torrente sanguíneo 313,332. 

 

Figura 2.6.- El PEG previene la absorción de las NPs por el sistema reticuloendotelial. En ausencia de PEG, 
se observa como las NPs son recubiertas por opsoninas, las cuales facilitan la fagocitosis mediada por los 
MØ y su posterior eliminación a través del hígado. Mientras, las NPs recubiertas con PEG evitan esta 
opsonización, disminuyendo su acumulación en el hígado y, por lo tanto, aumentando su tiempo de vida 
media en el torrente sanguíneo. Adaptación de 333. 

Finalmente, la caracterización de las AuNPs se realiza mediante diferentes técnicas en 

base a sus propiedades fisicoquímicas, siendo algunas de ellas: microscopia electrónica de 

transmisión (TEM), microscopia electrónica de barrido (SEM) o microscopia de fuerza atómica 

(AFM) para analizar el tamaño y la morfología; dispersión de luz dinámica (DLS) para estimar su 

diámetro hidrodinámico; potencial Zeta (ζ) para la estabilidad de su dispersión; espectroscopia 

infrarroja (FTIR) o Raman para el análisis estructural; o espectroscopia ultravioleta-visible (UV-

Vis) para sus propiedades ópticas 334. 
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2.2.3.3. Aplicaciones de las AuNPs en biomedicina 

El oro elemental y los compuestos de oro fueron venerados y utilizados por los médicos 

de diversidad de civilizaciones para tratar variedad de patologías. Ya en el siglo XX, Jacques 

Forestier propuso la utilización de compuestos de oro inyectables para el tratamiento de la AR 
335. El experimento clínico inicial y aparentemente exitoso fue el que llevó a los investigadores 

durante los siguientes años a investigar los efectos tanto beneficiosos como tóxicos de los 

antiartríticos complejos de oro 336. Asimismo, se utilizaron otros fármacos cuyas formulaciones 

contenían oro para el tratamiento o la detección de algunos trastornos mentales o enfermedades 

infecciosas entre otros 337,338. Desde entonces, y con los avances realizados dentro del campo de 

la nanomedicina, se han desarrollado AuNPs para su aplicación en terapia fototérmica 339, 

diagnóstico 340–342, liberación de fármacos 343,344, imagen molecular 345, transferencia génica 346 o 

desarrollo de biosensores 321,347 (Figura 2.7.). 

 

Figura 2.7.- Aplicaciones de las AuNPs en diagnóstico y terapia. Este tipo de NPs son utilizadas en una amplia 
variedad de contextos como son: terapia fototérmica, targeting, liberación de fármacos, imagen, liberación 
de ácidos nucleicos, eliminación de toxinas y agentes microbianos y como adyuvante. Adaptación de 348. 
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2.2.4. Nanocápsulas de quitosano 

2.2.4.1. Propiedades del quitosano 

El quitosano es un biopolímero catiónico hidrosoluble derivado de la desacetilación 

parcial de la quitina, procedente del exoesqueleto de crustáceos, insectos, hongos, levaduras y 

moluscos 349. Su grado de desacetilación, junto con su peso molecular, son dos factores clave en 

la determinación de sus propiedades 350,351, entre las que destacan su baja toxicidad e 

inmunogenicidad, así como su alta biocompatibilidad, mucoadhesividad y afinidad para asociar 

diversidad de macromoléculas terapéuticas, cómo ADN y siARN (del inglés, “small interfering”), y 

antigénicas, protegiéndolas de la posible degradación enzimática e hidrolítica 349,352,353. 

2.2.4.2. Síntesis de las nanocápsulas poliméricas 

Las NCs poliméricas son sistemas vesiculares compuestos por un núcleo interno acuoso 

u oleoso hidrofóbico, considerado como un “depósito” capaz de encapsular fármacos poco 

solubles en agua, rodeado por una cubierta polimérica. El núcleo tiene la función de favorecer la 

encapsulación del fármaco y protegerlo del entorno fisiológico, mientras, la cubierta polimérica 

además de aportar estabilidad al sistema dentro y fuera del organismo, favorece el transporte 

del fármaco y/o controla su liberación 354,355. En la actualidad, debido al auge de estos 

nanomateriales, se han desarrollado numerosos métodos de síntesis entre los que encontramos: 

métodos basados en polimerización interfacial 356, desplazamiento del solvente 357 o adsorción 

de un polímero en una nanoemulsión (Figura 2.8.) preformada 358,359, entre otros. 
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Figura 2.8.- Estructura de una nanoemulsión oil-in-water (O/W) o water-in-oil (W/O). Se trata de un sistema 
bifásico en el que una fase orgánica oleosa que contiene un compuesto surfactante hidrófilo se mezcla con 
una fase acuosa o viceversa, dando como resultado partículas que varían entre los 20 y 600 nm. Adaptación 
de 360. 

Con el fin de mejorar la estabilidad de sus propiedades fisicoquímicas y de 

almacenamiento, así como para modificar su superficie dependiendo de su aplicación posterior, 

las NCs se recubren, durante o tras su síntesis, utilizando polímeros de distinta naturaleza 
359,361,362. 

2.2.4.3. Aplicaciones de las NCs de quitosano en biomedicina 

Cómo ya se ha descrito anteriormente, la administración convencional de fármacos suele 

presentar un gran número de limitaciones relacionadas con la necesidad de traspasar múltiples 

barreras fisiológicas, o la posible exposición al fármaco de los tejidos no afectados, lo que se 

traduce en una menor efectividad y un aumento de la toxicidad. El uso de nanotransportadores 

o nanocarriers (Figura 2.9.), permite solventar en gran medida estos problemas mejorando la 

especificidad, seguridad y eficiencia de los tratamientos 363. 
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Figura 2.9.- Aplicaciones de las NCs y posibles vías de administración. Adaptación de 364. 

Durante los últimos años, diversos estudios han demostrado la alta efectividad de las NCs 

de quitosano como nanotransportadores de diferentes moléculas en el campo de la biomedicina 
365–367, destacando por su uso en terapia génica 368–370. Algunos ejemplos de ello son la descripción 

del silenciamiento in vitro de la proteína que codifica para el receptor SR-B1 (del inglés, 

“Scavenger Receptor- class B type 1”), evitando así la internalización del virus de la Hepatitis C en 

células HepG2 371; o la utilización de estos nanotransportadores in vitro para inhibir el factor de 

crecimiento de endotelio vascular (VEGF; del inglés, “Vascular Endothelial Growth Factor”) en un 

modelo de melanoma de ratón, evitando la angiogénesis tumoral 372. 

2.2.5. Nanopartículas aprobadas actualmente para su uso en clínica 

La Food and Drug Administration (FDA) en EE. UU. y la Agencia Europea del Medicamento 

(EMA) en Europa, son las entidades encargadas de regular y legislar las fases de investigación, 

desarrollo y aplicación de los nuevos nanofármacos en humanos y otras especies (Figura 2.10.). 

 

Figura 2.10.- Gráfico representativo de los diversos ensayos clínicos en sus diferentes fases de aprobación 
por la FDA desde el año 2001 hasta 2015. La flecha hace referencia al inicio de la legislación en EE. UU. 
(FDAAA801) por la cual, es de obligatorio cumplimiento la elaboración y presentación de informes 
respectivos a nuevos nanomateriales. Adaptación de clinicaltrials.gov. 
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La primera terapia basada en NPs consistió en una formulación de doxorrubicina 

liposomal PEGilada denominada Doxil® en EE. UU. o Caelyx® en Europa, aprobada en 1995 para 

el tratamiento del sarcoma de Kaposi 373,374. Desde entonces, una gran variedad de NPs han sido 

aprobadas 375 (Tabla 2.1.), siendo Onivyde® el fármaco liposomal más reciente, inhibidor de la 

topoisomerasa I, como tratamiento de segunda línea contra el cáncer de páncreas metastásico 
376. 

LIPOSOMAS 

Marqibo® (Onco TCS) Leucemia linfoblástica aguda 2012 

Onivyde® (Merrimack) Cáncer pancreático 2015 

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 

Krystexxa®/pegloticase 

(Horizon) 
Gota tofácea crónica 2010 

Cimzia®/certolizumab pegol 

(UCB) 

Enfermedad de Crohn 

Artritis reumatoide 

Artritis psoriásica 

Espondilitis anquilosante 

2008 

2009 

2013 

Plegridy® (Biogen) Esclerosis múltiple 2014 

ADYNOVATE (Baxalta) Hemofilia 2015 

NANOPARTÍCULAS METÁLICAS 

Feraheme™/ferumoxytol 

(AMAG pharmaceuticals) 
Anemia derivada de la enfermedad renal crónica 2009 

Nanotherm® (MagForce) Glioblastoma 2010 

Tabla 2.1.- Fármacos basados en nanotecnología y aprobados por la FDA durante los últimos años para su 
uso en biomedicina. Adaptación de 377. 
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2.3. Nanotoxicidad 

La nanotecnología presenta un gran potencial, y una definición unívoca del término 

“nanomaterial” resulta esencial, especialmente en lo que se refiere a la gestión de los potenciales 

riesgos que estos puedan suponer para los seres humanos y el medio ambiente, ya que en la 

actualidad, cada vez son más los productos que contienen nanomateriales y, por lo tanto, la 

exposición a ellos se ha visto incrementada de forma exponencial. Es por ello por lo que surge la 

nanotoxicología, un área de estudio emergente que analiza los posibles efectos que provocan las 

NPs cuando estas entran en contacto con los sistemas biológicos 378. 

Es importante destacar que, al tratarse de una ciencia relativamente joven, en la 

actualidad todavía no se han establecido directrices o estándares para evaluar la seguridad de las 

NPs, siendo las estrategias adoptadas para los estudios preclínicos, aquellas que se utilizan para 

el resto de los productos farmacéuticos 379,380. Por consiguiente, resulta fundamental el desarrollo 

de nuevas formas de evaluación de riesgos para los diferentes tipos de NPs 381,382, teniendo en 

cuenta que los posibles efectos toxicológicos dependen principalmente de los siguientes factores 

(Figura 2.11.): la vía de exposición (ingestión, inhalación, inyección o absorción dérmica), la dosis, 

la respuesta del organismo, la susceptibilidad o las propiedades fisicoquímicas específicas de cada 

partícula 383. 

 

Figura 2.11.- Factores determinantes de la toxicidad de las NPs. Adaptación de 384. 
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2.3.1. Toxicidad de los nanomateriales 

Las primeras observaciones sobre la toxicidad de las NPs de diferente naturaleza tras la 

exposición a las mismas, fueron puestas de manifiesto a nivel pulmonar, y por consiguiente, al 

ser transferidas al torrente circulatorio, se observaron daños cardiovasculares, hepáticos o del 

sistema nervioso central 385–388, e incluso se demostró que podían afectar al desarrollo 

embrionario 389,390. Esto es debido a que las NPs son capaces de traspasar las múltiples barreras 

fisiológicas e interaccionar con las proteínas del organismo provocando la inducción de ROS 

(Figura 2.12) 391–393. En la actualidad, uno de los mecanismos de nanotoxicidad in vitro más 

estudiado, es el provocado por la inducción de estrés oxidativo en el interior de las células, debido 

a que la generación de ROS puede provocar alteraciones en el funcionamiento de órganos y/o 

tejidos, toxicidad metabólica y hematológica, genotoxicidad o inmunotoxicidad 394–396. 

 

Figura 2.12.- Toxicidad de las NPs in vitro e in vivo. Las NPs son capaces de generar ROS tanto en el entorno 
como en el interior celular induciendo citotoxicidad relacionada con el estrés oxidativo - daño del ADN, 
muerte celular o apoptosis y detención del ciclo celular. In vivo, la farmacocinética de las NPs influye sobre 
la nanotoxicidad de las mismas, es decir, sobre la toxicidad en órganos, hematológica, genotoxicidad, 
metabólica y del sistema inmunológico. Adaptación de 397. 

2.3.2. Inmunogenicidad de las nanopartículas 

Una vez en el interior del organismo, las células del sistema inmune son capaces de 

reconocer a las NPs como elementos extraños, de forma semejante a como lo hacen con los 

patógenos y sus derivados. De esta forma, las NPs son capaces de promover respuestas de 
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inmunoestimulación o inmunosupresión, dando lugar a trastornos inflamatorios o autoinmunes, 

o a un aumento de la susceptibilidad del huésped frente a infecciones y cáncer 382,398. Por ello, 

comprender los mecanismos de interacción de los nanomateriales con el sistema inmunológico 

es tan importante como analizar sus posibles efectos tóxicos 399. 

Algunos estudios han demostrado los efectos de las NPs sobre la inmunidad innata vía 

TLR, a pesar de que los mecanismos de interacción entre ambos todavía se desconocen 400,401; o 

mediante la activación del inflamasoma NLRP3 402–404, revelando que las partículas catiónicas 

(cargadas positivamente) son más propensas a inducir reacciones inflamatorias que las especies 

aniónicas (cargadas negativamente) y neutras. Un ejemplo de ello son las AuNPs, las cuales han 

demostrado tanto in vitro como in vivo ser capaces de inducir la expresión de citocinas 

proinflamatorias en función de su tamaño y la dosis administrada 405–407, así como presentar 

efectos inhibitorios sobre la maduración y la función antitumoral de las DCs 408. Sin embargo, en 

contraposición, encontramos otra serie de estudios que describen como las AuNPs poseen 

propiedades antiinflamatorias 409–411, lo que nos lleva a pensar que todavía se debe de continuar 

investigando sobre la influencia de los distintos nanomateriales sobre el sistema inmunológico en 

función de sus propiedades fisicoquímicas. 
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Capítulo 3.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

La inflamación es un mecanismo clave en la regulación del sistema inmune, que permite 

la destrucción de agentes patógenos o la eliminación de células tumorales en condiciones 

fisiológicas. Sin embargo, cuando la respuesta inflamatoria no se regula de forma adecuada es la 

principal causa de enfermedades tipo inflamatorio y/o autoinmune de difícil tratamiento 412. 

Algunos miembros de la familia de las proteasas de serina gzms, como la gzmA o la gzmK, que 

ejercen funciones proinflamatorias regulando la producción de citocinas como IL-1β, IL-6 o TNF-

α 34,413,414, modulan el balance entre inmunidad protectora o patológica 33,415. Recientemente en 

nuestro grupo de investigación se caracterizó que la gzmA juega un papel fundamental in vivo en 

algunos procesos inflamatorios como la sepsis bacteriana 222, la AR 217 o el CCR 416. 

Conjuntamente, se han detectado niveles elevados de la gzmA, gzmB y/o gzmK solubles en fluidos 

de pacientes con diversas patologías inflamatorias/autoinmunes 221,232. Sin embargo, se 

desconoce la relevancia fisiopatológica de estas gzms extracelulares y, aún más importante, si 

son funcionalmente activas en dichos fluidos y por lo tanto capaces de contribuir a la progresión 

de la enfermedad, pudiendo tratarse así tanto de posibles biomarcadores de pronóstico como de 

dianas terapéuticas. 

Durante los últimos años, la nanotecnología se ha convertido en una de las principales 

promesas en el campo del desarrollo de nuevos fármacos más selectivos y con menos efectos 

secundarios, ya que multitud de nanomateriales han mostrado ser soportes óptimos para la 

conjugación o vehiculización de moléculas a utilizar en aplicaciones biomédicas. En particular, las 

AuNPs presentan ventajas adicionales con respecto a otros tipos de nanomateriales, exhibiendo 

excelentes propiedades físicas, químicas y biológicas, intrínsecas a su tamaño nanométrico 417, 

además de ser fácilmente sintetizadas y funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos. Sin 

embargo, y aunque el oro se define como un metal seguro y estable 418, se ha demostrado que 

las propiedades fisicoquímicas de las AuNPs influyen directamente sobre su toxicidad 419. Por ello, 

la nanotoxicología, un área multidisciplinar recientemente emergida, plantea la realización, junto 

con los estudios más convencionales de citotoxicidad, como la generación de ROS 420, de un 

análisis más amplio y detallado de cada uno de los diferentes tipos de NPs, entre los que se 

incluyen los estudios de inmunogenicidad, ya que se ha demostrado que las NPs son capaces de 

interaccionar con los sistemas biológicos pudiendo llegar a causar multitud de efectos adversos 
421. 
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Considerando todos los antecedentes expuestos con anterioridad, los cuales sugieren, 

por un lado, la participación de la gzmA extracelular en determinadas patologías de carácter 

inflamatorio, y por otro, la ventaja del uso de nanomateriales para el diagnóstico y la terapia de 

las mismas, nos planteamos en el presente trabajo la siguiente hipótesis: la detección de la gzmA 

extracelular podría utilizarse como marcador de diagnóstico en sepsis, mientras que su inhibición 

selectiva haciendo uso de nanomateriales podría servir como posible diana terapéutica para 

reducir la inflamación evitando posibles reacciones adversas. Asimismo, el estudio más 

exhaustivo de la influencia de estos nanomateriales sobre la respuesta inmune podría ser clave 

para confirmar su seguridad e impulsar su uso responsable y sostenible. 

Para ello, este proyecto de tesis se dividió en tres grandes bloques, ambos encaminados 

al estudio y la modulación de la respuesta inflamatoria. Cada uno de ellos con un objetivo 

principal y con una serie de objetivos intermedios. 

1. Detección de la actividad enzimática de la gzmA mediante el uso de un biosensor basado en la 

transferencia de energía por resonancia de fluorescencia (FRET; del inglés, “Fluorescence 

Resonance Energy Transfer”): 

• Diseñar el biosensor, seleccionar los péptidos y los fluoróforos, y determinar su eficiencia 

de FRET previa funcionalización a la secuencia peptídica. 

• Estudiar la sensibilidad y la especificidad del biosensor mediante el uso de la gzmA 

recombinante de origen murino y humano, y otras proteasas análogas con diferente o 

similar especificidad de corte. 

• Validar el biosensor de la gzmA utilizando lisados de tejidos y fluidos biológicos 

procedentes de ratones wild-type (WT), ratones gzmA-/- y ratones gzmK-/-. 

• Validar el biosensor de la gzmA utilizando muestras de suero correspondientes a varias 

tomas realizadas a lo largo de la hospitalización de diferentes pacientes con sepsis. 

• Establecer si existe correlación entre la actividad enzimática de la gzmA extracelular de 

los pacientes con sepsis determinada mediante el uso del biosensor, con su 

concentración y con el pronóstico de la enfermedad. 
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2. Bloqueo específico de la expresión génica de la mGzmA: 

• Generar una línea celular estable que exprese la proteína mGzmA unida a GFP (del inglés, 

“Green Fluorescent Protein”), partiendo de la línea celular humana de cáncer de cérvix 

uterino, HeLa. 

• Estudiar el silenciamiento génico in vitro de la mGzmA mediante lipofección con 

Lipofectamina o mediante el uso de NCs de quitosano cómo sistemas de vehiculización 

selectiva. 

• Estudiar el grado de internalización in vitro de las NCs de quitosano en células que 

expresen gzmA de modo nativo de origen murino y humano. 

• Estudiar la biodistribución in vivo de las NCs y MCs de quitosano funcionalizadas con 

sondas fluorescentes para su visualización en el tracto gastrointestinal de ratones WT. 

3. Análisis del efecto de las nanopartículas de oro sobre el sistema inmune: 

• Estudiar el efecto in vitro de varias AuNPs con diferencias en su superficie sobre la 

expresión de las citocinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF-α en MØ derivados de 

médula ósea de ratón. 

• Estudiar el efecto in vitro de las AuNPs preseleccionadas sobre la maduración de DCs 

derivadas de médula ósea de ratón. 

• Estudiar el efecto in vivo de las AuNPs preseleccionadas en el modelo de melanoma 

murino B16: crecimiento tumoral, expresión de mediadores pro- y antiinflamatorios, y 

análisis de las diferentes poblaciones inmunológicas que conforman el TME. 

• Estudiar el efecto in vivo de la combinación de las AuNPs con el tratamiento 

inmunoterapeútico anti-PD-1 en el modelo de melanoma murino B16. 
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Capítulo 4.- MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1. Técnicas de biología molecular 

4.1.1. Preparación de células competentes de E. coli 

El método utilizado para la preparación de células competentes se basa en la apertura de 

poros en la membrana con CaCl2 a baja temperatura. Previamente a la realización de cualquiera 

de los pasos a seguir en este protocolo, todos los medios y materiales utilizados fueron 

esterilizados. Se preparó un precultivo mediante la inoculación de 10 µl de bacterias Escherichia 

coli en 10 ml de LB (del inglés, “Lysogeny Broth”) (Anexo I) y se mantuvo a 37°C durante 16-24 

horas a 200-250 rpm. A este precultivo se le añadieron 100 ml de LB fresco y se incubó de nuevo 

a 37°C, en este caso durante 2 horas, con el objetivo de alcanzar una densidad óptica adecuada 

de OD600nm=0,4. Una vez alcanzada dicha absorbancia, el cultivo se transfirió a 2 tubos de fondo 

cónico estériles de 50 ml, se mantuvo durante 30 minutos en hielo para detener su crecimiento 

y finalmente, se centrifugó durante 5 minutos a 1500 xg a 4°C. Se descartó el sobrenadante y las 

células se resuspendieron con cuidado en 1 ml de tampón de trituración frío (Anexo I) hasta su 

homogeneización. Se adicionaron 30 ml del mismo tampón y se mezclaron de nuevo con cuidado. 

Se centrifugaron durante 15 minutos a 3000 xg a 4°C y se eliminó el sobrenadante. El pellet se 

resuspendió en 4 ml de tampón de conservación frío (Anexo I) y se prepararon alícuotas de unos 

400 µl en tubos de Eppendorf, listos para su transformación o congelación a -80 °C. 

4.1.2. Transformación de células competentes de E. coli  

Durante este trabajo, los constructos de ADN empleados fueron transformados en cepas 

de E. coli BL21-CodonPlus o DH5α, dado que el objetivo de la transformación era la obtención de 

ADN plasmídico en cantidad suficiente. Para la transformación de las bacterias competentes se 

empleó el método de choque térmico. 

Partiendo de ADN reconstituido con H2O MilliQ a una concentración de 200 ng/µl, se 

adicionaron 100 ng sobre una alícuota de células competentes (Apartado 4.1.1.). Se incubaron en 

hielo durante 20-30 minutos, se realizó un choque térmico a 42°C durante 60 segundos, y a 

continuación, se dejaron en reposo durante 2 minutos en hielo para que las membranas celulares 
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volvieran a sellarse y el ADN quedase confinado en su interior. Se adicionó 1 ml de SOC (del inglés, 

“Super Optimal Broth”) frío (Anexo I), y se recuperaron las células durante un periodo de 1-3 

horas a 37°C a 200-250 rpm. Finalmente, se procedió a la selección de aquellas bacterias que 

habían incorporado el plásmido. Para ello, se centrifugaron a 1300 xg durante 5 minutos, se 

descartó el sobrenadante dejando un volumen mínimo y se sembraron unos 150 µl en placas de 

LB agar o LB-LS (del inglés, “Lysogeny Broth-Low Salt”) agar (Anexo I), dependiendo de si 

trabajamos con BL21-CodonPlus o DH5α respectivamente, que contenían el correspondiente 

antibiótico de selección (100 µg/ml de ampicilina - Roche o 25 µg/ml de zeocina - InvivoGen), y 

se incubaron durante toda la noche a 37°C. Durante este procedimiento, se sembró también un 

control negativo con células competentes sometidas a todos los pasos descritos anteriormente 

en ausencia de plásmido, es decir, bacterias no transformadas. Transcurrido este tiempo, se 

seleccionaron varias colonias de la placa, transfiriendo cada una a un tubo de fondo cónico estéril 

con 10 ml de LB o LB-LS suplementado con el antibiótico de selección. La suspensión bacteriana 

se incubó a 37°C con agitación durante toda la noche. 

4.1.3. Extracción del ADN plasmídico 

Para obtener pequeñas cantidades de ADN plasmídico se utilizó GFX™ Micro Plasmid Prep 

Kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. El volumen de cultivo de partida 

fue 1,5-3 ml y la elución final se realizó con 50 μl de H2O milliQ estéril. Para obtener cantidades 

mayores de plásmido, se necesitaron cultivos de 50-100 ml, utilizando Quantum Prep Plasmid 

Midiprep Kit (BioRad) para extraer el ADN. En este caso, las eluciones se realizaron en 500 μl de 

H2O milliQ estéril. Las concentraciones de los plásmidos se midieron en alícuotas de 2 μl con el 

espectrofotómetro NanodropTM 2000 (ThermoFisher). 

4.1.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa 

Para evaluar el ADN plasmídico, se realizó una electroforesis en gel de agarosa en la que 

la movilidad de los fragmentos es inversamente proporcional a su tamaño, por lo que, a menor 

tamaño, mayor será el desplazamiento. 

Se realizó el gel a una concentración del 1% de agarosa en tampón Tris-Borato-EDTA (TBE; 

Invitrogen) 1X para los geles de análisis o tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE; Invitrogen) 1X para los 

geles destinados a purificación, con SYBR Safe (1:10000, Invitrogen) para la visualización posterior 
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de las muestras bajo luz UV. Previamente a su adición a los pocillos, el ADN se combinó con el 

tampón de carga 10X (Takara) para conocer en todo momento la posición del frente en el gel. Los 

marcadores de pesos moleculares empleados fueron 1kb y 100bp DNA Ladder (Invitrogen) para 

la estimación del peso de los fragmentos de ADN mediante comparativa. La electroforesis se 

realizó mediante una diferencia de potencial de 90V y 400mA durante 30-40 minutos y su 

visualización se realizó en un transiluminador Gel Doc 2000 (BioRad). 

4.1.5. Purificación de fragmentos de ADN en gel de agarosa 

La purificación de los fragmentos de ADN de interés, bien tras una PCR (del inglés, 

“Polymerase Chain Reaction”) o tras la digestión con enzimas de restricción, se llevó a cabo a 

partir de un gel de agarosa al 1% en TAE con IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification 

kit (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del fabricante. En los dos casos, se separaron los 

fragmentos de ADN mediante electroforesis y se procedió al corte de la banda de peso molecular 

deseado empleando un bisturí estéril. Para evitar exponer la banda de interés a la luz UV del 

GelDoc, se usó como señal una pequeña cantidad del ADN en otro pocillo de modo que se podía 

comprobar la amplificación o digestión, y así aislar la banda. La concentración del ADN se midió 

en alícuotas de 2 μl con el espectrofotómetro NanodropTM 2000. 

4.1.6. Secuenciación del ADN 

Una vez purificado el fragmento de ADN, se mandó a secuenciar en el Servicio de 

secuenciación del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (CNIO, Madrid). 

4.1.7. Digestión del ADN 

Una vez obtenido el cADN de las proteínas para su clonaje en el vector retroviral pBABE, 

se procedió a su digestión con las correspondientes enzimas de restricción según las indicaciones 

del fabricante. Para ello, se añadió 1 μl de cada una de las enzimas de restricción (Takara) 

necesarias con el tampón de reacción correspondiente (10X), 50 ng inserto/100 ng plásmido, y 

se completó con H2O milliQ estéril y libre de ARNasas hasta 10 μl. La mezcla se incubó en baño 

seco a 37°C durante 3 horas. 
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4.1.8. Ligación del ADN 

El último paso para la obtención del vector con su correspondiente inserto es la ligación 

del plásmido linearizado con los fragmentos previamente digeridos. La proporción vector/inserto 

dependió de las concentraciones de partida de ambos, pero como mínimo el inserto estuvo al 

doble de concentración molar del vector. La mezcla de ligación también contenía 1 μl de T4 DNA 

ligasa (ThermoFisher) con el tampón de la enzima (10X) y H2O milliQ estéril y libre de ARNasas 

hasta completar los 10 μl. Las muestras se dejaron durante 2 horas a temperatura ambiente (RT; 

del inglés, “Room Temperature”) y transcurrido este tiempo, se procedió a la transformación de 

las bacterias competentes (Apartado 4.1.2.). 

4.1.9. Diseño de oligonucleótidos y amplificación de secuencias 

El diseño de los oligonucleótidos y la determinación de las condiciones óptimas para la 

amplificación de las diferentes secuencias a clonar se llevaron a cabo con la ayuda del programa 

OLIGO Primer Analysis Software Version 7 (Molecular Biology Insights). Los oligonucleótidos 

fueron sintetizados por Invitrogen y fueron diseñados para la incorporación de los sitios de 

restricción EcoRI en el extremo 5’ terminal y SalI en el extremo 3’ terminal para la posterior 

ligación en el vector entre estos dos sitios de corte. 

Directo  5’- GACTCGGAATTCATGAAAATTATTGGGGGGGATACCGTC - 3’ 

Reverso  5’- GACTCGGTCGACTCATTTATACAGCTCGTCCATCCCG - 3’ 

El vector empleado en este trabajo fue pBABE-puro (Figura 4.1.), cedido por el Dr. Reinhard 

Wallich de la Universidad de Heidelberg en Alemania. 
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Figura 4.1.- Vector pBABE-puro. 

La amplificación a partir del cADN molde se realizó empleando la polimerasa de alta 

fidelidad AccuPrimeTM Pfx SuperMix (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

La mezcla de reacción contenía: 

COMPONENTE CONCENTRACIÓN FINAL VOLUMEN (µL) 

ADN 10 pg-200 ng - 

Oligonucleótido Directo 10 μM 1 

Oligonucleótido Reverso 10 μM 1 

AccuPrimeTM Pfx SuperMix. 1X 22,5 

H2O MilliQ - Hasta VF=25 μl 

Tabla 4.1.- Componentes de la mezcla de reacción. 

Las reacciones de amplificación del ADN se llevaron a cabo en un termociclador bajo las 

siguientes condiciones: 

- Un ciclo inicial de 5 minutos a 95°C. 

- 35 ciclos de 15 segundos a 95°C para provocar la desnaturalización de las hebras, 30 

segundos a 57°C para permitir la hibridación de los oligonucleótidos y 1 minutos y 45 

segundos a 68°C para la extensión de la cadena. 

- Un ciclo final de 5 minutos a 68°C. 
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4.1.10. Extracción de ARN y determinación de la expresión génica mediante 

RT-qPCR 

La extracción de ARN total se llevó a cabo mediante el RNeasy Mini Kit (Qiagen), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de ARN se midieron en alícuotas de 2 μl con 

el espectrofotómetro NanodropTM 2000. Posteriormente, a partir del ARN total (100-500 ng), se 

generó cADN con la transcriptasa inversa SuperScript II (Invitrogen Life Technologies). 

Finalmente, se realizó la PCR semicuantitativa en tiempo real usando SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems) en el equipo de PCR a Tiempo Real ViiA7 (Applied Biosystems). Se utilizaron 

tanto los cebadores como las condiciones descritas en el Apartado 4.1.9. Para la normalización 

de los niveles relativos de expresión del mARN de la gzmA, se testaron los cebadores específicos 

de HPRT (del inglés, “Hypoxanthineguanine Phosphoribosyltransferase”) y GAPDH (del inglés, 

“Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase”) y se utilizó el método comparativo (2-ΔCt). 

HPRT-Directo  5´- CTGACCTGCTGGATTACA - 3´ 

HPRT-Reverso  5´- GCGACCTTGACCATCTTT – 3´ 

GAPDH-Directo  5´- ATCAGCAATGCCTCCTGCAC - 3´ 

GAPDH-Reverso  5´- TGGCATGGACTGTGGTCATG – 3´ 

4.2. Expresión y purificación de la granzima A 

Todos los protocolos descritos en este apartado se realizaron en colaboración con el 

grupo de investigación dirigido por el Dr. Ramón Hurtado Guerrero del Instituto de 

Biocomputación y Física de Sistemas Complejos (BIFI). 

Durante este trabajo se utilizaron las proteínas recombinantes gzmA de ratón (mGmzA) 

y gzmA humana (hGzmA), ambas diseñadas y producidas en nuestro grupo de investigación. 

Mientras que para la mGzmA se siguió todo el procedimiento que se describe a continuación, 

para la hGzmA se inició directamente su producción y purificación, puesto que previamente en el 

grupo se habían realizado y seleccionado los transfectantes de Pichia pastoris X33 y se habían 

realizado sus correspondientes pruebas de expresión. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 69 

4.2.1. Plásmido codificante para la gzmA 

La secuencia de ADN codificante para los residuos de aminoácidos de la proteasa mGzmA, 

fue optimizada y sintetizada por la empresa GenScript para la expresión en P. pastoris en el vector 

de expresión pPICZαA (Figura 4.2.). Mientras, la secuencia de la hGzmA fue sintetizada en el 

vector pUC57 (GenScript), siendo posteriormente subclonada en pPICZαA para su expresión en 

P. pastoris tras el corte con las enzimas de restricción XhoI-extremo 5´ terminal y -SacII extremo 

3´ terminal. Ambas secuencias de ADN contenían una secuencia de dos residuos en el extremo 5´ 

terminal que codifica la expresión del zimógeno de la gzmA. 

 

Figura 4.2.- Vector pPICZαA. Fuente: https://www.genscript.com/gsfiles/vectormap/yeast/pPICZalpha-
A.pdf 

4.2.2. Digestión/linearización y purificación del ADN plasmídico 

Una vez comprobada la extracción del ADN plasmídico según el protocolo descrito en el 

Apartado 4.1.3., se realizó la digestión del plásmido con la enzima de restricción SacI-HF (New 

England Biolab) a 37°C durante toda la noche. A continuación, mediante una electroforesis en gel 

de agarosa al 1% (Apartado 4.1.4.), se comprobó la correcta linearización del plásmido y se 

purificó haciendo uso del kit comercial Accuprep Gel Purification (Bionner), obteniendo 

finalmente 26 µl/muestra purificada eluida con H2O MilliQ a 65°C, lo cual se ha comprobado que 

aumenta el rendimiento de recuperación del ADN. Una vez realizada la extracción, la muestra se 

almacenó a -20°C hasta su posterior incorporación en Pichia mediante electroporación. 
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COMPONENTE CONCENTRACIÓN INICIAL CONCENTRACIÓN FINAL VOLUMEN (µL) 

ADN 140 µg/ml 0,1 µg/ml 180 

SacI-HF 20000 U/ml 560 U/ml 7 

Tampón de SacI-HF 10X 1X 25 

H2O MilliQ - - 38 

Tabla 4.2.- Componentes de la linearización del ADN plasmídico. 

4.2.3. Preparación de células electrocompetentes de la cepa de P. pastoris 

X33 

Se seleccionó la cepa silvestre X33 de la levadura P. pastoris, una cepa con fenotipo mut+ 

ampliamente utilizada para la expresión de proteínas y muy útil para la selección de clones 

recombinantes resistentes a zeocina, así como para crecimiento a gran escala. Para la preparación 

de células electrocompetentes se siguió la metodología descrita en el manual EasySelectTM Pichia 

Expression Kit (Invitrogen). 

Se sembraron 60 µl de células X33 en una placa de YPDS (del inglés, “Yeast extract-Peptone-

Dextrose-Sorbitol medium”) (Anexo I) y se dejaron crecer a 30°C durante aproximadamente 72 

horas. Una vez crecida la placa, se seleccionaron varias colonias de manera independiente para 

iniciar un precultivo de cada una de ellas en 5 ml de YPD (del inglés, “Yeast extract-Peptone-

Dextrose medium”) (Anexo I), permaneciendo a 30°C durante aproximadamente 8 horas a 200-

250 rpm. Transcurrido este tiempo, 500 µl de cada precultivo fueron añadidos sobre 100 ml de 

YPD fresco en un matraz de Erlenmeyer de 500 ml para su incubación a 30°C en agitación 200-

250 rpm durante toda la noche, con el objetivo de alcanzar una OD600nm=1,5, momento en el que 

las células se encuentran en su fase exponencial de crecimiento. A continuación, las células 

obtenidas se centrifugaron durante 5 minutos a 1500-2000 xg a 4°C y se utilizó la relación descrita 

según 422, es decir, 108 células se resuspendieron en 1 ml de una disolución compuesta por 10mM 

de acetato de litio, 0,6 M de sorbitol, 10mM de TRIS-HCl y 10mM de DTT (del inglés, 

“Dithiothreitol”) pH1.5, considerando que una OD600 = 1 corresponde a 3x107 células. Una vez 

resuspendidas y transcurridos 30 minutos a RT, se centrifugaron de nuevo durante 5 minutos a 

2000 xg y 4°C para ser lavadas mediante la adición de 1,5 ml de una solución estéril y fría de 1 M 
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sorbitol, durante 3 veces consecutivas. Finalmente, añadiendo 1 ml de 1 M sorbitol por cada 1010 

células, se conservaron en hielo hasta su posterior uso. Es importante tener en cuenta la pérdida 

de competencia de Pichia, en el caso de no realizar este procedimiento seguido de su 

transformación. 

4.2.4. Transformación de la cepa de P. pastoris X33 

Para llevar a cabo la transfección por electroporación, se mezclaron 80 μl de células 

electrocompetentes de P. pastoris con 5-10 μg del vector pPICZα linearizado y purificado 

(Apartado 4.2.2.) y se transfirieron a una cubeta de electroporación (Gene Pulser/Micropulser 

Electroporation Cuvettes, Bio-Rad) de 0,2 cm de grosor previamente enfriada. Una vez 

transferidas las células y el vector a la celda, esta se incubó en hielo durante 5 minutos y se llevó 

a cabo la electroporación por medio de un electroporador Micropulser (BioRad) con el parámetro 

preestablecido para Pichia de V=2,0 kV. Mediante la aplicación del pulso eléctrico, se abren los 

poros en la célula a través de los que entra el ADN cargado negativamente. Después del pulso, 

las células fueron rápidamente recuperadas de la celda mediante la adición de 1 ml de 1 M 

sorbitol estéril frío y transferidas a un tubo de fondo cónico de 15 ml en el que se dejaron 

incubando a 30°C sin agitación durante 1-3 horas. 

A continuación, se plaquearon 100 µl de la mezcla sobre una placa de YPDS suplementada 

con zeocina (200 µg/ml) para la selección de los transfectantes, y se mantuvo en incubación 

durante 72-96 horas a 30°C hasta la aparición de colonias. Como control negativo, se sembraron 

células sometidas al mismo procedimiento de electroporación en ausencia de ADN. Siete de las 

colonias crecidas fueron resembradas sobre una nueva placa de YPD con zeocina (200 µg/ml) 

para comprobar la presencia del inserto mediante la realización de pruebas de expresión. 

4.2.5. Conservación en glicerol de las colonias de P. pastoris X33 

Previo a la selección de la colonia que mejor expresa el constructo deseado, cada una de 

las siete colonias crecidas, se sembró de forma individual sobre una placa de YPD con 200 µg/ml 

de zeocina y se dejó crecer durante 48 horas a 30°C. Una vez crecidas y siempre en esterilidad, 

se recogieron ¾ partes de las células y se resuspendieron en un tubo cónico de 15 ml con 3 ml de 

una solución compuesta por un 70% de YPD y un 30% de glicerol. A continuación, se realizaron 

alícuotas de las mismas para su congelación a -80°C hasta su posterior selección en función de 
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los resultados obtenidos a través de las pruebas de expresión, momento en el que se desecharon 

todas aquellas colonias no seleccionadas. 

4.2.6. Expresión de la gzmA en P. pastoris X33 

Antes de comenzar con la expresión a gran escala, debemos de comprobar que las 

levaduras realmente sobreexpresan la proteína mediante la realización de pruebas de expresión 

siguiendo el protocolo recomendado por 423. Para ello, se inició el crecimiento de aquellas 

colonias que fueron seleccionadas tras su electroporación con el plásmido de interés, utilizando 

tubos de fondo cónico de 50 ml que contenían 1 ml de BMGY (del inglés, “Buffered Glycerol-

complex Medium”) (Anexo I). Tras su incubación a 30°C y 200-250 rpm durante 24 horas, se 

centrifugaron las células 10 minutos a 3800 xg y 4°C y se resuspendió el pellet así obtenido en 1 

ml de BMMY (del inglés, “Buffered Methanol-complex Medium”) (Anexo I), para su incubación a 

18°C y 200-250 rpm durante 72 horas. Durante la inducción de la expresión, se fue añadiendo un 

1% de metanol puro cada 24 horas sobre cada uno de los tubos de fondo cónico de 50 ml, 

obteniendo así una mayor expresión de la proteína deseada. Transcurrido este periodo, se 

centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 3800 xg para recuperar los sobrenadantes, ya que la 

expresión de la gzmA es extracelular, que posteriormente se analizaron por electroforesis 

desnaturalizante en SDS-PAGE (del inglés, “Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis”) (Apartado 4.3.2.2.). 

Una vez seleccionada la colonia con mayor expresión, se llevó a cabo el mismo 

procedimiento anteriormente descrito pero esta vez a gran escala, es decir, variando los 

volúmenes hasta 1-2L para la producción final de la gzmA recombinante. Se sembraron 60 µl del 

glicerol en una placa de YPD con 200 µg/ml de zeocina y se dejó crecer durante 48 horas a 30°C. 

Se recogieron ¾ partes de las células y se resuspendieron en 250 ml de BMGY en un matraz de 

Erlenmeyer de 2L durante 16-20 horas a 30°C y 200-250 rpm. La relación entre el volumen del 

matraz y el volumen del cultivo es importante dado que, para un crecimiento adecuado de las 

levaduras, estas requieren de un máximo de aireación. A continuación, se centrifugaron a 6000 

xg durante 10 minutos para descartar el sobrenadante y se resuspendió el pellet celular en otros 

250 ml de BMMY durante 72-96 horas a 18°C y 200-250 rpm, añadiendo de nuevo metanol puro 

al 1% cada 24 horas. Transcurrido este tiempo, se recogió el sobrenadante de cada uno de los 

matraces por centrifugación a 6000 xg durante 20 minutos a 4°C y se purificó, tal y como se 

describe en el Apartado 4.2.8. 
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4.2.7. Concentración y diálisis de la gzmA 

Con anterioridad a realizar la purificación de la gzmA, el sobrenadante obtenido debe de 

ser filtrado por 0,45 µm y 0,22 µm (Merck-Millipore) mediante un equipo de filtración a vacío, 

para eliminar los restos celulares que hayan podido quedar en suspensión. Una vez centrifugado 

y filtrado, el sobrenadante se concentró con la ayuda de un concentrador Pellicon XL Biomax 10 

kDa (Merck-Millipore) acoplado a una bomba peristáltica MasterFlex (Cole-ParmerTM) hasta 

obtener un volumen final de aproximadamente 40 ml. Finalmente, se realizaron 3 diálisis con 100 

volúmenes del tampón 25mM MES pH6 a 4°C durante un mínimo de 2 horas cada una de ellas. 

4.2.8. Purificación por cromatografía de intercambio iónico 

La cromatografía de intercambio iónico se basa en la separación de las proteínas en 

función de su carga neta superficial, a través de interacciones electrostáticas con la fase 

estacionaria que conforma la columna, y se trata de una de las técnicas más comúnmente 

empleadas para la purificación de proteínas. 

La purificación de la gzmA se realizó utilizando una columna Hi-Trap SP XL de 5ml (GE 

Healthcare) acoplada a un sistema de cromatografía ÄKTA start (GE Healthcare), previamente 

equilibrada con 5 volúmenes del tampón 25mM MES pH6. Una vez preparada la columna, el 

sobrenadante de Pichia concentrado, filtrado y dializado, fue cargado en la misma. A 

continuación, se lavó la columna con 5 volúmenes del tampón 25mM MES pH6, 150mM NaCl 

para eluir todas aquellas inespecificidades adheridas a la columna. Finalmente, mediante un 

gradiente de NaCl de hasta 1M, la gzmA fue eluida en alícuotas de 1-2 ml para ser analizada 

posteriormente mediante electroforesis desnaturalizante en SDS-PAGE (Apartado 4.3.2.2.) y 

Western-Blot (Apartado 4.3.2.4.). 

Las fracciones con mayor concentración de proteína fueron unidas y dializadas con el 

tampón MT-PBS (del inglés, “Phosphate Buffered Saline”) (Anexo I) pH5.5, 0,2 M acetato de sodio, 

utilizando columnas de desalinización desechables PD-10 (GE Healthcare). Se recogieron de 

nuevo alícuotas de 1-2ml, se midió su concentración con el espectrofotómetro NanodropTM 2000 

utilizando su coeficiente de extinción teórico y se mantuvieron a -80°C hasta su posterior uso. De 

esta forma, al conservar la gzmA en forma inactiva se evita que en el proceso de descongelación 

se produzca una pérdida de actividad. 
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4.2.9. Activación de la gzmA 

Una vez purificada la forma inactiva de la gzmA, se procedió a su activación utilizando la 

enzima catepsina C (Sigma), capaz de escindir el dipéptido MK presente en el extremo N-terminal 

del constructo de la gzmA, responsable de su inactividad. Para ello, previamente se activó la 

catepsina C con 2mM de DTT a 37°C durante 30 minutos. Una vez activa, se eliminó el DTT 

mediante diálisis con el tampón MT-PBS pH5.5, 0,2 M acetato de sodio y se reservó una alícuota 

de la misma para llevar a cabo un ensayo de actividad (Apartado 4.2.10.) frente a un sustrato 

colorimétrico específico, H-Gly-Phe-pNA (Bachem). Una vez activada la catepsina C, se utilizó una 

relación de 5U por cada 10 mg de la pro-gzmA y se incubaron durante toda la noche a RT. 

Transcurrido este tiempo, se llevó a cabo una diálisis de la gzmA con 100 volúmenes de su tampón 

de actividad 100mM TRIS-HCl pH8.5, se realizaron alícuotas de aproximadamente 100 µl y se 

congelaron a -80°C para uso dentro de un periodo de tiempo relativamente corto. 

Como control negativo, se usó catepsina C sin activar, tampón de actividad solo y el 

sustrato de la catepsina C disuelto en tampón de actividad. Se incubó a 37°C y se realizaron 

mediciones a 405/490 nm cada hora en un lector de placas Synergy™ HT Multi-Mode Microplate 

Reader (BioTek). 

4.2.10. Determinación de la actividad enzimática de la gzmA mediante 

absorbancia  

Se determinó la actividad enzimática de la gzmA mediante su sustrato específico 

colorimétrico, Bz-Pro-Phe-Arg-pNA-HCl (Bachem) para la mGzmA y Z-Gly-Pro-Arg-pNA acetate 

salt (Bachem) para la hGzmA, en su tampón de actividad 100mM TRIS-HCl pH8.5. Sobre una placa 

de 96 pocillos se añadieron 50 μl del sustrato a una concentración final de 150 μM y 50 μl de la 

proteasa activa a diferentes concentraciones. Las muestras se incubaron a 37°C durante distintos 

tiempos (0, 60, 120 y 240 minutos) y las medidas se llevaron a cabo por triplicado a 405/490 nm 

en un lector de placas. Como control positivo se utilizó la línea murina de CTLs 1.3E6SN 424 y como 

control negativo la línea tumoral murina EL4.F15 81. 
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4.2.11. Determinación de la actividad enzimática de la gzmA mediante 

fluorescencia  

Para la determinación de la actividad enzimática de la gzmA se utilizó la espectroscopia 

de fluorescencia, también denominada fluorimetría, basada en la emisión de la energía absorbida 

en forma de luz a partir de un fluoróforo excitado. Cuando dos fluoróforos compatibles se 

encuentran a una determinada distancia, esta energía puede ser transferida de un fluoróforo 

donor a un fluoróforo aceptor. Como resultado de esta transferencia de energía, la fluorescencia 

del donor se apaga y se inicia la emisión de la fluorescencia del aceptor, proceso denominado 

como FRET 425. Sin embargo, no todas las combinaciones de fluoróforos emiten luz, sino que 

algunos fluoróforos aceptores, conocidos como quenchers, disipan esta energía absorbida en 

forma de calor a través de vibraciones moleculares 426. 

Basándonos en este último concepto, la cuantificación de la actividad de la gzmA se llevó 

a cabo empleando dos sustratos específicos fluorescentes, VANRSAS y EDMAKSDKAR, en su 

tampón de actividad 100mM TRIS-HCl pH8.5. Sobre una placa de 96 pocillos se añadieron 50 μl 

del sustrato a una concentración final de 1 μM y 50 μl de la proteasa activa a diferentes 

concentraciones. Las muestras se incubaron a 37°C durante distintos tiempos (1, 4 y 24 horas) y 

las mediciones se llevaron a cabo con una longitud de onda de excitación de 475 nm en un 

espectrofluorímetro FluoroMax-P de Yobin Ivon (Horiba) completamente controlado por el 

software para espectroscopía DataMax. En todas las medidas de espectroscopía se utilizaron 

cubetas de cuarzo limpias y completamente secas. 

4.3. Análisis e identificación de proteínas 

4.3.1. Cuantificación mediante el método de Bradford 

Se cuantificó la concentración de proteínas recombinantes y de proteínas totales 

extraídas de lisados celulares o de tejidos, mediante el ensayo Bradford. Para ello se utilizó el kit 

Quick StartTM Bradford Protein Assay (BioRad). Brevemente, se preparó la curva patrón de 

albumina de suero bovino (BSA; del inglés, “Bovine Serum Albumin”) como se indica en el manual 

de procedimiento del Kit. Se utilizó como diluyente el mismo tampón en el que se disolvieron las 
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muestras a analizar. Se cargaron 5 μl de las diferentes concentraciones de la curva patrón y de 

las muestras, por triplicado, en una placa de 96 pocillos y, a continuación, se añadieron 245 μl del 

reactivo. Se incubó a RT durante 5 minutos y finalmente, se midió la absorbancia a 595 nm en un 

lector de placas. Se determinó la concentración mediante la interpolación de los resultados en la 

recta de calibrado. 

4.3.2. Análisis de proteínas por Western-Blot 

4.3.2.1. Extracción de proteínas totales a partir de lisados celulares 

Para realizar los lisados celulares, en el caso de partir de un tejido, inicialmente fue 

necesario realizar el disgregado utilizando un émbolo de una jeringuilla estéril sobre una placa de 

Petri hasta obtener una suspensión celular, y seguidamente realizar un filtrado mediante un filtro 

de nylon de 70 µm (Falcon). A continuación, se recogieron las células a analizar, se lavaron con 

PBS estéril y se resuspendieron con tampón de lisis RIPA (ThermoFisher) con una relación 5×106 

células/ml de tampón de lisis, según las indicaciones del fabricante. Se incubaron durante 5-10 

minutos en hielo y seguidamente se centrifugaron durante 10 minutos a 14000 xg a 4°C para 

descartar los restos celulares. Se recogieron los sobrenadantes, se tomó una alícuota para 

analizar y se almacenaron a -20°C. La concentración de proteínas totales se determinó tal y cómo 

se indica en el Apartado 4.3.1. 

4.3.2.2. Separación de proteínas mediante SDS-PAGE 

La separación de proteínas en función de su peso molecular se llevó a cabo mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida con 0,1% de SDS, detergente aniónico que se une 

específicamente a las proteínas y les confiere una relación tamaño/carga constante. Se trata de 

una técnica empleada para la separación y visualización de proteínas durante y tras la purificación 

de las mismas, y tras su extracción a partir de lisados celulares como se describía en el Apartado 

4.3.2.1. La composición, tanto del gel concentrador o “stacking” (Anexo I), como del gel separador 

o “resolving” (Anexo I), se muestran en la Tabla 4.3. 
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 Stacking 4% Resolving 12% 

dH2O 3 ml 3,4 ml 

30% Acrilamida 670 µl 4 ml 

Resolving - 2,5 ml 

Stacking 1,3 ml - 

10% SDS 50 µl 50 µl 

10% APS 50 µl 50 µl 

TEMED 5 µl 5 µl 

Tabla 4.3.- Composición de los geles de electroforesis al 12%. 

Previamente a realizar la electroforesis, se añadieron 5 µl de tampón de carga lisis 3X 

(Anexo I) sobre 10 µl de cada una de las muestras y se incubaron en un baño seco durante 5 

minutos a 100°C. Se utilizó un marcador de pesos moleculares SpectraTM Multicolor Broad Range 

Protein Ladder (ThermoFisher) y la electroforesis se realizó en tampón “running” (Anexo I) a un 

amperaje constante de 20 mA/gel y un voltaje de 180 V durante 60-90 min. Finalmente, para la 

visualización de las bandas se llevó a cabo una tinción con azul de Coomassie y posterior 

decoloración con una solución decolorante (Anexo I).  

4.3.2.3. Transferencia de proteínas a membranas de PVDF 

Finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de PVDF (del 

inglés, “Polyvinylidene Fluoride”) (GE Healthcare), pre-incubadas durante 30 segundos en 

metanol. El proceso se llevó a cabo en un equipo de transferencia semi-seca de BioRad utilizando 

un tampón de transferencia (Anexo I) bajo las condiciones de 20 V y 400 mA durante 55 minutos. 

4.3.2.4. Análisis de proteínas por inmunoblot (Western Blotting) 

Las proteínas celulares fijadas en las membranas de PVDF se analizaron con sus 

anticuerpos específicos (Tabla 4.4.). Previamente, y una vez terminada la transferencia, la 

membrana se bloqueó con el tampón SEA BLOCK Blocking Buffer (ThermoFisher) durante 60 

minutos. Seguidamente, la membrana se incubó durante toda la noche a 4°C con agitación suave 

en presencia del anticuerpo específico para detectar la proteína deseada. Finalizada la 

incubación, se desechó la solución con el anticuerpo y la membrana se lavó 3 veces durante 10 

minutos con agitación moderada utilizando SEA BLOCK Blocking Buffer al 10%. Seguidamente, las 
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membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente durante 1 hora a RT y 

con agitación suave. Transcurrido este tiempo, la solución del anticuerpo secundario se eliminó 

y de nuevo se lavó la membrana 3 veces durante 10 minutos en agitación moderada con SEA 

BLOCK Blocking Buffer al 10%. La detección de los inmunocomplejos se realizó mediante 

captación de la señal infrarroja. Las membranas se escanearon en el equipo ODYSSEY CLx (LI-

COR). Para la dilución de los anticuerpos primarios y secundarios se utilizó el tampón SEA BLOCK 

Blocking Buffer. 

ANTICUERPO CONCENTRACIÓN CASA COMERCIAL 

Anti-GzmA 
(policlonal de ratón hecho en rata) 

1/100 - 

Anti-GFP 1/1000 Sigma 

IRDYE® 680RD 1/20000 LI-COR 

IRDYE® 800CW 1/20000 LI-COR 

Tabla 4.4.- Anticuerpos primarios y secundarios empleados para Western-Blot. 

4.3.3. Análisis de proteínas mediante citometría de flujo 

4.3.3.1. Análisis de proteínas extracelulares 

El análisis de la presencia de determinadas proteínas de membrana mediante citometría 

de flujo se realizó con anticuerpos conjugados con fluorocromos (Anexo II). Para ello, 105-106 

células se incubaron en una placa de 96 pocillos en 50-100 μl de PBS suplementado con 5% de 

suero fetal bovino (SFB, Sigma) durante 15 minutos a 4°C en oscuridad, con la cantidad de 

anticuerpo indicada por la casa comercial o la combinación de algunos de ellos. Trascurrido este 

tiempo, se centrifugaron a 3000 xg durante 2 minutos para retirar la solución de marcaje y se 

lavaron con PBS suplementado con 5% de SFB para su posteior análisis por citometría de flujo 

(Beckman Coulter GalliosTM). En los casos en los que no se hizo el análisis inmediatamente, las 

células fueron fijadas con paraformaldehído (PFA) al 1% a 4°C hasta 24 h después. 

4.3.3.2. Análisis de proteínas intracelulares 

La gzmA es una proteína intracelular contenida en los gránulos citotóxicos. Para analizar 

su expresión, 105 células se fijaron durante 15 min a 4°C con 200 μl de PFA al 1% en PBS. A 

continuación, se lavaron 2 veces con PBS suplementado con 5% de SFB y se resuspendieron en 
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100 μl de una solución de permeabilización que contiene el anticuerpo que reconoce a la gzmA 

(anti-GzmA PE; del inglés, “Phycoerythrin”; dilución 1/1000; Miltenyi Biotec). Como control se usó 

el isotipo IgG1 de ratón hecho en cabra conjugado con PE (dilución 1/1000). Se incubaron las 

células con el anticuerpo y el isotipo durante 1 hora a RT. Para finalizar, las células se lavaron 2 

veces con el tampón de permeabilización y se resuspendieron en PFA al 2% para su posterior 

análisis por citometría de flujo. 

4.3.3.3. Análisis de los parámetros de muerte celular 

La determinación de la permeabilidad de la membrana en las células, señal característica 

de muerte celular, se realizó a través del marcaje con 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD), molécula 

fluorescente que se une al ADN intercalándose en la doble cadena. Para ello, las células se 

sembraron a una densidad de 104 células/pocillo en una placa de 96 pocillos, se centrifugaron a 

3000 xg durante 2 minutos y se resuspendieron en 100 μl de PBS que contenían 1,5 μL de 7-AAD 

(BD; λabs= 540 nm, λem= 654 nm). Transcurridos 15 minutos en oscuridad a RT, se centrifugaron 

de nuevo a 3000 xg durante 2 minutos para retirar la solución de marcaje y se lavaron con PBS 

para realizar su posterior análisis por citometría de flujo. En los casos en los que no se hizo el 

análisis inmediatamente, las células fueron fijadas con PFA al 1% a 4°C hasta 24 h después. 

4.3.4. Análisis de proteínas por ELISA 

4.3.4.1. Cuantificación de citocinas por ELISA 

Para cuantificar los niveles de IL-1β, IL-6 y TNF-α en los sobrenadantes de cultivos o en 

los explantes de tejido, se utilizaron los correspondientes Kits "Ready-Set-Go" de Affymetrix 

(eBioscience), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

De forma general, se adicionaron 100 μl del anticuerpo de captura a la concentración 

recomendada, en tampón de revestimiento, a la placa de ELISA (del inglés, “Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay”) de 96 pocillos (NUNC Maxisorp) y se incubó toda la noche a 4°C. Se lavó 

la placa 3 veces con 200 μl de solución de lavado (Anexo I) y seguidamente se bloqueó con 200 

μl de tampón de ensayo durante 1 hora a RT. Se adicionaron el patrón y el blanco como 

recomienda el fabricante, además de las muestras diluidas en tampón de ensayo, y se incubaron 

durante 2 horas a RT. Tras lavar la placa 3 veces con solución de lavado, se adicionaron 100 μl del 

anticuerpo de detección conjugado con biotina a la concentración recomendada y se incubó 1 
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hora a RT. Se lavó la placa 3 veces con solución de lavado, se adicionaron 100 μl de enzima avidina-

HRP (1:4000 en tampón de ensayo) y se incubó durante 30 minutos. Seguidamente, se lavó la 

placa 5 veces y se adicionaron 100 μl de TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina), tras 15 minutos se 

detuvo la reacción adicionando 50 μl de 1M H2SO4. Finalmente, se determinó la absorbancia en 

un lector de placas a 450/570 nm (Abs 450-Abs 570). 

4.3.4.2. Cuantificación de granzima A por ELISA 

Para cuantificar la mGzmA a partir de proteínas totales o en suero, se realizó un ELISA 

tipo sándwich indirecto usando anticuerpos contra la mGzmA hechos en rata y conejo. Estos 

anticuerpos fueron previamente producidos inmunizando ratas o conejos, siguiendo protocolos 

convencionales. Como anticuerpo de captura se utilizó IgG de conejo purificado a 2 μg/ml, en 

NaHCO3 pH9.6. Como anticuerpo de detección se utilizó el inmunosuero policlonal de rata diluido 

en PBS (1: 1000). Como anticuerpo secundario se utilizó el anticuerpo contra IgG de rata hecho 

en cabra (Sigma) conjugado con HRP y diluido en PBS (1: 20000). Finalmente, se determinó la 

absorbancia en el lector de placas a 450/570 nm (Abs 450-Abs 570). 

Para cuantificar la hGzmA en las muestras de pacientes, se utilizó el Human Granzyme A 

DuoSet ELISA kit (R&D Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante, procedimiento similar 

al descrito en el Apartado 4.3.4.1. 

4.3.4.3. Cuantificación de proteínas mediante tecnología multiplex 

Para la cuantificación de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 y de las quimiocinas 

CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CCL2, se utilizó la tecnología Luminex® utilizando el kit ProcartaPlex™ 

Multiplex Immunoassay (ThermoFisher) siguiendo las indicaciones del fabricante. Esta tecnología 

se basa en un conjunto de bolitas con un código de color diferente asignado a cada una de ellas. 

Cada tipo de bolita a su vez se conjuga con un reactivo específico para cada analito de interés, 

permitiendo cuantificar de manera simultánea varios de ellos.  

Inicialmente, tras la adición de las bolitas magnéticas a la placa de 96 pocillos y la 

realización de los correspondientes lavados, utilizando Wash Buffer y una base imantada, se 

añadieron las muestras diluidas ½ en medio RPMI 1640 (PAN Biotech GmbH) en un volumen final 

de 50 µl y se dejaron incubar durante toda la noche a 4°C siempre en agitación suave. Pasado 

este tiempo, se añadieron 25 µl del anticuerpo de detección y se incubó durante 30 minutos a 
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RT. A continuación, tras varios lavados, se añadieron 50 µl de estreptavidina-PE y de nuevo se 

incubó durante 30 minutos a RT. Finalmente, tras lavar la placa, las bolitas se resuspendieron en 

120 µl de Reading Buffer y pasados 5 minutos a RT se procedió a su lectura utilizando el equipo 

LABSCAN 200TM del Servicio de Separación Celular y Citometría del CIBA. 

4.4. Cultivos celulares 

4.4.1. Líneas celulares 

Las líneas celulares empleadas a lo largo de este trabajo fueron: 

LÍNEA CELULAR DESCRIPCIÓN 

HeLa Cáncer de cérvix uterino humano. 

B16 Melanoma de origen murino de la cepa C57BL/6 (H-2b). 

X-63Ag8653 

Mieloma murino transfectado con un plásmido que produce el factor 

estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF; del inglés, 

“Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor”) 427. Esta línea fue 

cedida por el Dr. G. Stockinger del National Institute for Medical Research 

de Londres. 

L929 

Fibroblastoma de ratón de estirpe C3H (H-2k) que secreta factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF; del inglés, “Macrophage 

Colony Stimulating Factor”), responsable de la proliferación y 

diferenciación de progenitores mieloides en células del linaje macrófagos 

y monocitos (Health Protection Agency, cat. 85011425). Esta línea fue 

cedida por el Dr. José Antonio Enríquez de la Universidad de Zaragoza. 

Tabla 4.5.- Líneas celulares. 

4.4.2. Mantenimiento de los cultivos celulares  

Para la manipulación en condiciones de esterilidad de las líneas celulares se utilizó una 

campana de flujo laminar vertical. Todo el material utilizado fue esterilizado en un autoclave y las 

disoluciones añadidas a los cultivos fueron filtradas, usando filtros con un tamaño de poro de 

0,22 μm. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Estreptavidina
https://es.wikipedia.org/wiki/Estreptavidina
https://es.wikipedia.org/wiki/Estreptavidina
https://es.wikipedia.org/wiki/Estreptavidina
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Para las líneas B16 y HeLa se empleó medio DMEM (Sigma) suplementado con 10% (v/v) 

de SFB, 2mM GlutaMAX (Gibco) y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 μg/ml, 

Sigma) referido como “DMEM completo”; la línea L929 se cultivó con DMEM suplementado con 

10% de suero inactivado por calor y 2mM GlutaMAX; la línea X63Ag8653 se mantuvo en medio 

RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero inactivado por calor, 2mM GlutaMAX y 

antibióticos (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 μg/ml y geneticina 1 mg/ml, Sigma). 

Para el cultivo rutinario de las diferentes líneas celulares, se utilizaron frascos de cultivo 

de 25 y 75 cm2 (Nunc) con tapón con filtro, en un volumen máximo aproximado de unos 5-15 ml 

y 20-40 ml respectivamente, y un incubador termostatizado a 37°C, en aire saturado de humedad 

y con un 5% de CO2. Una vez alcanzadas las densidades de saturación en estas condiciones, se 

establecieron subcultivos derivados de los iniciales.  

Para las líneas adherentes, las células se despegaron mediante incubación con una 

solución de tripsina-EDTA 1X (Sigma) a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, con el 

fin de inactivar la tripsina, se añadieron 5 ml de medio fresco suplementado con SFB, y las células 

se transfirieron a tubos de fondo cónico para determinar así el número de células y su viabilidad 

mediante la tinción por exclusión con azul de tripán. A continuación, el volumen obtenido se 

centrifugó durante 5 minutos a 335 xg, se eliminó el sobrenadante y las células se resembraron 

en medio fresco o bien se utilizaron para llevar a cabo los diferentes experimentos.  

Para las líneas en suspensión, se recogió el sobrenadante con el objetivo de realizar el 

recuento y determinar su viabilidad y posteriormente se centrifugó siguiendo el mismo 

procedimiento descrito anteriormente para las células adherentes. 

4.4.3. Determinación de la densidad y viabilidad celular  

La determinación de la densidad y la viabilidad celular se realizó mediante tinción con 

azul de tripán, colorante capaz de penetrar en las células muertas, las cuales tienen la membrana 

plasmática dañada, tiñéndolas de color azul. Mientras, las células vivas que mantienen la 

integridad de la membrana plasmática no incorporan el colorante.  

Para el recuento se mezclaron 50 μl de una determinada suspensión celular 

homogeneizada y 50 μl de solución estéril azul de tripán (al 0,4% en 0,15M NaCl), la mezcla se 

colocó sobre un hemocitómetro o cámara de Neubauer y se realizó el recuento celular en un 

microscopio óptico (Nikon Eclipse E100).  
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La densidad celular se determinó contando un número de cuadrantes completos de la 

cámara hasta alcanzar como mínimo 100 células totales (viables y no viables) y se calculó como 

el número de células viables dividido entre el número de cuadrantes y multiplicado por la dilución 

de la suspensión celular y por 104, derivado del ajuste al tamaño de la cámara.  

La viabilidad celular se determinó considerando el porcentaje de células viables respecto 

al número total de células. Todos los experimentos se realizaron con una viabilidad celular inicial 

≥ 90%.  

4.4.4. Determinación de la proliferación celular 

Se utilizó el test colorimétrico diseñado por Mosmann 428 para determinar la proliferación 

celular tras el tratamiento con nanomateriales. Este método relaciona el número de células 

viables con la cantidad de cristales de azul formazán insolubles en medio acuoso, producidos por 

la oxidación del colorante soluble MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, 

Sigma) llevada a cabo por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Los resultados de 

este método permiten determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, dando 

una idea de la disminución de la supervivencia y proliferación celular, ya que la cantidad de células 

vivas es proporcional a la cantidad de azul de formazán producido.  

Para ello, las células se cultivaron a una densidad de 104 células/pocillo en una placa de 

96 pocillos, con un volumen final de 100μl/pocillo y al menos por triplicado, en ausencia o 

presencia de nanomateriales. El cultivo se incubó aproximadamente 4 horas, y a continuación se 

añadió a cada pocillo 10 μl de la disolución de MTT (5 mg/ml en PBS) con una pipeta de repetición. 

La placa se incubó durante aproximadamente 2 horas a 37°C y posteriormente se centrifugó 

durante 20-30 minutos a 524 xg. Se eliminó el sobrenadante de los pocillos por inversión rápida 

y enérgica de la placa sobre papel. Los cristales de formazán formados se disolvieron añadiendo 

a cada pocillo 100 μl de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma). Se midió la absorbancia de los pocillos a 

540 nm en un lector de placas frente a los blancos apropiados (medio de cultivo sometido al 

mismo procedimiento que los cultivos celulares). Los resultados se presentan como porcentaje 

de viabilidad de las células expuestas a las distintas concentraciones de nanomateriales, frente al 

control de células sin tratar. 
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4.4.5. Separación de células en gradiente de densidad 

La separación de células en gradiente de densidad con el fin de eliminar las células 

muertas se realizó en aquellos cultivos celulares donde tras la determinación de la viabilidad 

celular esta era < 90%. Para ello, un determinado volumen de células fue añadido sobre un 

volumen equivalente de la solución de extracción Histopaque® 1077 (Sigma), con cuidado de no 

mezclar ambas fases. A continuación, se centrifugó a 524 xg durante 20 minutos sin freno y 

posteriormente se recuperó el anillo formado en la interfase correspondiente a las células vivas, 

el cual fue puesto de nuevo en cultivo adicionando medio de cultivo fresco. 

La separación de células en gradiente de densidad con el fin de obtener células 

mononucleares de sangre periférica (PBMCs; del inglés, “Peripheral Blood Mononuclear Cells”) 

se realizó utilizando la sangre procedente de buffy coats diluida 1/5 en PBS estéril. Esta misma 

dilución se añadió, con cuidado de no mezclar las fases, sobre un volumen de la solución de 

extracción Histopaque® 1077 en proporción 1:1, se centrifugó a 524 xg durante 30 minutos sin 

freno, y posteriormente se recuperó el anillo de PBMCs localizado en la interfase (Figura 4.3.). 

Tras centrifugar a 524 xg durante 5 minutos para retirar el plasma y los restos de la solución de 

extracción, se lisaron los glóbulos rojos con 2 ml de tampón de lisis (Anexo I) durante 5 minutos 

a RT. Finalmente, las PBMCs purificadas se lavaron 3 veces con PBS estéril y se utilizaron recién 

aislados. 

 

Figura 4.3.- Imagen ilustrativa del resultado final obtenido a partir de la técnica de separación de linfocitos 
de sangre periférica. A través de la solución de extracción Histopaque® 1077 se pueden obtener distintas 
capas correspondientes a cada uno de los tipos celulares presentes en sangre periférica en función de su 
diferente densidad. 
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4.4.6. Congelación y descongelación de las líneas celulares  

Para la congelación, las células fueron crecidas hasta su máxima confluencia, se tomaron 

alícuotas de aproximadamente 106-107 células que tras ser centrifugadas a 335 xg durante 5 

minutos y eliminar el sobrenadante, se resuspendieron en 1 ml del medio de cultivo al 10% de 

DMSO como agente crioprotector y se trasvasaron a criotubos (Nunc) de congelación estériles. 

Los viales se congelaron a -80°C durante 24-72 horas y posteriormente en nitrógeno líquido, 

donde se almacenaron a largo plazo hasta su uso.  

Para la descongelación, el criotubo se dejó atemperar y a medida que se descongelaba, 

se procedió a la adición gradual de un pequeño volumen de medio de cultivo fresco en el interior 

del criotubo, mientras la suspensión celular se iba trasvasando a un tubo cónico preparado 

previamente con 10 ml de este mismo medio. Las células se centrifugaron a 335 xg durante 5 

minutos, se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió nuevamente en 5 ml de su medio 

de cultivo para realizar el recuento y determinar su viabilidad. Finalmente, se estableció el cultivo 

a la densidad celular deseada bajo las condiciones descritas anteriormente (Apartado 4.4.2.). 

4.4.7. Detección y eliminación de Mycoplasma en cultivos celulares 

Para la detección, las posibles contaminaciones fueron analizadas de forma rutinaria 

mediante el ensayo de actividad enzimática de las 6 principales cepas de Mycoplasma que 

contaminan los cultivos celulares y no se encuentran presentes en células eucariotas, basado en 

una reacción bioquímica luminiscente del ATP. Para ello, se recogió el sobrenadante de las células 

de interés tras 48 horas en cultivo, se centrifugó a 524 xg durante 10 minutos para eliminar los 

restos celulares y se entregó a los servicios científico-técnicos del Centro de Investigación 

Biomédica de Aragón (CIBA) para su análisis mediante el Kit MycoAlert Mycoplasma (Lonza). 

Para la eliminación, se utilizó una combinación de dos antibióticos del kit BM Cyclin 

(Roche), BM-Ciclina 1 derivado de pleuromutilina (4 μl/ml, 10 μg/ml) y BM-Ciclina 2 derivado de 

tetraciclina (4 μl/ml, 5 μg/ml), mediante un suministro alterno de 3 y 4 días respectivamente, 

hasta alcanzar un periodo de 3 semanas. A su vez, los días correspondientes a la adición de los 

diferentes antibióticos, las células se resembraron en medio de cultivo fresco. Finalmente, tras 

haber completado el tratamiento descrito, los cultivos celulares volvieron a ser testados para 

comprobar la efectividad del tratamiento. 
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4.4.8. Inactivación por calor del complemento en el suero fetal bovino 

Para algunos de los experimentos realizados, fue preciso llevar a cabo la inactivación por 

calor del SFB para prevenir la lisis de las células por las proteínas del sistema del complemento. 

Para ello, el SFB se trató durante 30 minutos a 56°C en un baño de agua y, transcurrido este 

tiempo, se centrifugó a 3000 xg durante 15 minutos y se recogió el sobrenadante obtenido para 

su uso. 

4.4.9. Generación de sobrenadantes de células X-63Ag8653 

Para la generación de DCs derivadas de medula ósea (BMDCs; del inglés, “Bone Marrow 

Derived Dendritic Cells”) se utilizó el sobrenadante de las células X-63Ag8653 como fuente de 

GM-CSF. Para su obtención, las células se mantuvieron tal y como se describe en el Apartado 

4.4.2. hasta alcanzar una densidad celular de 60x106 células. A continuación, se centrifugaron a 

335 xg durante 5 minutos para retirar el medio con geneticina y se resuspendieron 15x106 células 

en 50 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 5% de suero inactivado por calor, 2mM 

GlutaMAX y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 μg/ml). Las células se 

cultivaron durante 48 horas hasta confluencia, se centrifugaron durante 5 minutos a 335 xg y el 

sobrenadante se transfirió a un tubo de fondo cónico de 50 ml para su congelación a -20°C. 

4.4.10. Generación de sobrenadantes de células L929 

Para la generación de macrófagos derivados de médula ósea (BMDMs; del inglés, “Bone 

Marrow Derived Macrophages”) se utilizó el sobrenadante de las células L929 como fuente de 

M-CSF. Para ello, las células se sembraron a una densidad celular de 4,7x105 células en un frasco 

de 75 cm2 con 50 ml de medio DMEM suplementado con 10% de suero inactivado por calor, 2mM 

GlutaMAX y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 μg/ml). Tras 7 días en cultivo, 

el sobrenadante fue filtrado para eliminar restos utilizando un filtro estéril de 22 µm y congelado 

a -20°C hasta su posterior uso.  

4.4.11. Extracción de progenitores hematopoyéticos a partir de médula ósea  

Para la obtención de células a partir de medula ósea, se utilizaron ratones de fondo 

genético C57BL/6 a los que, tras ser sometidos a eutanasia en cámara de CO2, se les extrajeron 
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las extremidades posteriores y se les retiró cuidadosamente la piel y el músculo. A continuación, 

para trabajar en condiciones asépticas, se lavaron con etanol al 70% y rápidamente se 

traspasaron a medio RPMI 1640 para evitar disminuir la viabilidad celular. Se eluyeron las células 

introduciendo medio RPMI 1640 a través de la cavidad de la medula ósea, se homogeneizó la 

suspensión celular así obtenida y se filtró utilizando un filtro de nylon estéril de 70 μm. 

Posteriormente, se lisaron los eritrocitos con la solución RBC Lysis Buffer (Alfa Aesar, 

ThermoFisher) siguiendo las instrucciones del fabricante, se centrifugó a 335 xg durante 5 

minutos y las células remanentes se resuspendieron en el medio adecuado para su diferenciación.  

4.4.12. Generación de células dendríticas derivadas de médula ósea  

Las células obtenidas a partir de medula ósea, se resuspendieron en medio RMPI 1640 

suplementado con 10% SFB, 2mM GlutaMAX y antibióticos (penicilina 100 U/ml y estreptomicina 

100 μg/ml), referido como “RPMI completo”, y medio de diferenciación GM-CSF, a una densidad 

celular de 106 células/ml en un volumen de 10 ml en placas de cultivo de 90 mm. A día 3, se 

adicionaron otros 10 ml de medio fresco. A día 5, se recogió la mitad del sobrenadante para ser 

centrifugado a 335 xg durante 5 minutos, resuspendiendo las células en 10 ml de medio fresco y 

homogeneizando con el resto de sobrenadante en su respectiva placa de cultivo. A día 7, las 

BMDCs obtenidas estaban completamente diferenciadas, mostrando un fenotipo CD11b+CD11c+ 

analizado mediante citometría de flujo (Apartado 4.3.3.1.), por lo que se resuspendieron en RMPI 

1640 completo en una placa de 96 pocillos a una densidad celular adecuada para su utilización 

en experimentación. 

4.4.13. Generación de macrófagos derivados de médula ósea  

4.4.13.1. Generación de macrófagos con fenotipo M1 (GM-BMDMs) 

Las células obtenidas a partir de medula ósea, se resuspendieron en medio RPMI 

completo y medio de diferenciación GM-CSF, a una densidad celular de 106 células/ml en un 

volumen de 10 ml en placas de cultivo de 90 mm. A día 3, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS 

y se adicionaron 10 ml de medio fresco. A día 6, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS y se 

adicionaron 10 ml de medio fresco. A día 8, las placas se volvieron a lavar 2-3 veces con PBS, las 

células se tripsinizaron durante 20-30 minutos a 37°C y, con la ayuda de un rascador de células 

(Nunc) fueron despegadas. Se recogieron las células, se centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos 
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y una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendieron en RMPI 1640 completo en una placa de 

96 pocillos a una densidad celular adecuada para su utilización tras 24 horas en experimentación. 

A día 9, los GM-BMDMs obtenidos estaban completamente diferenciadas mostrando un fenotipo 

CD11b+F4/80+MHCII+ analizado mediante citometría de flujo (Apartado 4.3.3.1.). 

4.4.13.2. Generación de macrófagos con fenotipo M2 (BMDMs) 

Las células obtenidas a partir de medula ósea, a una densidad celular de 106 células/ml, 

se resuspendieron en 10 ml de medio RMPI completo y medio de diferenciación M-CSF en placa 

de cultivo de 90 mm. A día 3, las placas se lavaron 2-3 veces con PBS y se adicionaron 10 ml de 

medio fresco junto con 10 ng/ml de mouse IL-4 (Miltenyi Biotec). A día 6, las placas se volvieron 

a lavar 2-3 veces con PBS y las células se tripsinizaron durante 20-30 minutos a 37°C y, con la 

ayuda de un rascador de células, fueron finalmente despegadas. Se recogieron las células, se 

centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos y una vez eliminado el sobrenadante, se 

resuspendieron en RMPI 1640 completo en placa de 96 pocillos a una densidad celular adecuada 

para su utilización tras 24 horas en experimentación. Al cabo de 7 días, los BMDMs estaban 

completamente diferenciados, mostrando un fenotipo CD11b+F4/80+CD206+ analizado mediante 

citometría de flujo (Apartado 4.3.3.1.). 

4.5. Transfección de células 

4.5.1. Transfección transitoria del vector pBABE 

La transfección transitoria del vector pBABE se realizó de manera rutinaria en la línea 

celular adherente HeLa. Se utilizó LipofectamineTM 2000 Transfection Reagent (Invitrogen), 

reactivo basado en la transfección mediada por lípidos catiónicos. Siguiendo las indicaciones del 

fabricante, las células se sembraron a una densidad adecuada de manera que tras 24 horas de la 

siembra estas se encontraran a una confluencia de alrededor el 80% para garantizar una buena 

transfección y minimizar la citotoxicidad. Además, el medio de cultivo de estas células no contenía 

antibióticos como recomienda el fabricante, para evitar la posible toxicidad inducida por estos al 

aumentar la permeabilidad de las células durante el proceso de transfección. La relación 

ADN:Lipofectamina fue optimizada en un trabajo previo de nuestro laboratorio, empleándose 1 

μg ADN:3 μl Lipofectamina. La cantidad de vector a transfectar en función del número de células 

mantiene un compromiso entre una expresión no demasiado elevada para evitar interacciones 
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inespecíficas, pero si lo suficiente como para poder detectarla. De este modo la relación en la 

transfección fue de 300 ng de cada vector/106 células. La dilución de los vectores y de la 

Lipofectamina se realizó en Opti-MEM Reduced Serum Medium (Invitrogen). Tras 1 hora de 

incubación a RT, la mezcla de ADN con Lipofectamina se añadió a las células gota a gota. Unas 24 

horas después se procedió a su análisis mediante citometría de flujo (Apartado 4.3.3.2) y 

microscopia invertida de fluorescencia (Apartado 4.6.1.).  

4.5.2. Separación celular por citometría de flujo y dilución límite para la 

obtención de líneas transfectantes estables  

Cuando el objetivo fue obtener líneas estables que tuvieran un nivel de sobreexpresión 

homogéneo de la proteína de interés, inicialmente se llevó a cabo una selección de las células 

GFP positivas mediante separación celular por citometría de flujo o Cell Sorting con el equipo 

FACSAria (BD) en el Servicio de Separación Celular y Citometría del CIBA. Las células se recogieron 

en tubos de fondo cónico que contenían 10 ml de medio DMEM completo y seguidamente se 

colocaron en cultivo para su recuperación.  

Posteriormente, se llevó a cabo una dilución limite que permitiera la elección de un clon 

concreto de células. Para eso, en 30 ml del medio condicionado correspondiente (medio de 

cultivo completo de la misma línea celular tras 24 horas de crecimiento) se añadieron 150 células 

y se sembraron 100 µl/pocillo sobre 3 placas de 96 pocillos. De esta manera se consigue que en 

algunos pocillos quede una sola célula que podrá comenzar a dividirse gracias a los factores de 

crecimiento y citocinas que contiene el medio condicionado. Tras unas 3 semanas 

aproximadamente, se comenzaron a seleccionar algunos clones fluorescentes a los que se les 

añadió más medio completo, los cuales se fueron expandiendo en pocillos de mayor tamaño 

hasta obtener una cantidad suficiente de cultivo para analizar la sobreexpresión de las proteínas 

de interés mediante Western-Blot (Apartado 4.3.2.), citometría de flujo (Apartado 4.3.3.) y 

microscopia invertida de fluorescencia (Apartado 4.6.1.).  
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4.6. Microscopia de fluorescencia 

4.6.1. Microscopia convencional de fluorescencia 

La observación de las muestras se realizó directamente sobre las placas de cultivo con un 

microscopio de fluorescencia invertido (Olympus IX81). Estos equipos estaban provistos de un 

sistema de fotografía digital, las cuales se analizaron con el programa ImageJ y AdobePhotoshop 

7.0 (Adobe Systems Incorporated). 

4.6.2. Microscopia confocal 

Las células fueron sembradas a una densidad de 2x105 células en 1 ml de RPMI completo 

sobre cubreobjetos (13 mm) colocados en el interior de una placa de 24 pocillos. Una vez 

adheridas, estas fueron incubadas con los nanomateriales durante 4 horas a 37°C. Transcurrido 

este tiempo, se realizaron múltiples lavados con PBS para eliminar todos aquellos restos de 

cápsulas no internalizadas y se fijaron con PFA 4%. Posteriormente, se recuperaron los 

cubreobjetos de los pocillos y se colocaron con la cara que contenía las células adheridas en 

portaobjetos sobre una gota de Fluoromount-G (Southern Biotechnology Associates, Inc) que 

contenía 20 μg/ml de Hoechst33342 (Invitrogen), colorante fluorescente de ADN empleado para 

el marcaje de los núcleos. La conservación de las preparaciones se realizó a 4°C hasta su 

visualización en un microscopio confocal (Olympus FV10i Oil Type). Para el procesado de 

imágenes en cuanto a la eliminación del ruido de fondo y la superposición de los distintos canales 

de fluorescencia, se utilizó el software FV101-SW. 

4.7. Ratones 

4.7.1. Modelos animales 

Para los experimentos realizados en esta tesis doctoral, tanto in vivo como ex vivo, se 

utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 o WT de entre 5 y 7 semanas de edad, procedentes de 

Harlan Laboratories o de la colonia estable mantenida en el animalario del CIBA, cuyo haplotipo 

para MHC-I es H2Kb/Db (H-2b). En algunos experimentos se utilizaron ratones C57BL/6 
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deficientes en algunas proteínas del sistema inmunitario: gzmA-/- y gzmK-/-. Todos ellos 

procedentes del laboratorio del Dr. Markus Simon del Max Planck Institute of Immunobiology en 

Friburgo, Alemania. 

Los ratones se mantuvieron y criaron en condiciones libres de patógenos, con 

alimentación y agua “ad libitum”, en el animalario del CIBA. Su fenotipo fue analizado 

periódicamente mediante PCR a partir de ADN genómico.  

Todos los experimentos llevados a cabo con ratones se realizaron de acuerdo con los 

procedimientos de experimentación PI64/17 aprobados y bajo la supervisión del Comité Ético 

para la Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza. El cuidado y uso de los animales 

se realizó de acuerdo con la Política Española de Protección Animal RD53/2013, la cual reúne la 

Directiva de la Unión Europea 2010/63 en relación a la protección de los animales utilizados para 

fines científicos y experimentales. 

4.8. Experimentación in vivo y ex vivo 

4.8.1. Generación in vivo de linfocitos Tc mediante la infección con LCMV 

Para la realización de algunos experimentos llevados a cabo a lo largo de esta tesis 

doctoral, se utilizaron CTLs generados in vivo para la cepa WE del virus de la linfocoriomeningitis 

de ratón (LCMV; del inglés, “Lymphocytic Choriomeningitis Virus”) de acuerdo con los protocolos 

establecidos 429. Para la obtención de estas células, los ratones fueron inoculados por vía 

intraperitoneal (i.p.) con 105 unidades formadoras de placa (pfu, “plaque forming unit”) del virus 

LCMV-WE en 200 µL de RPMI 1640 suplementado con 2% de suero inactivado por calor. Tras 8 

días, los ratones infectados fueron sacrificados en cámara de CO2 para la extracción de los bazos 

y el aislamiento de los esplenocitos. Para ello, el bazo una vez extraído, fue disgregado utilizando 

un émbolo de una jeringuilla estéril sobre una placa de Petri hasta obtener una suspensión 

celular, filtrado mediante un filtro de nylon de 70 µm y trasferido a un tubo de fondo cónico de 

50 ml. A continuación, tras lisar los eritrocitos con la solución RBC Lysis Buffer, los esplenocitos 

se centrifugaron a 335 xg durante 5 minutos y se resuspendieron en tampón MACS (Anexo I) para 

la separación de los CTLs. 
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4.8.2. Separación de poblaciones celulares mediante MACS 

Para separar las células de interés, se utilizaron anticuerpos unidos a microesferas 

magnéticas, las cuales fueron posteriormente seleccionadas por MACS (del inglés, “Magnetic-

Activated Cell Sorting”), es decir, columnas metálicas colocadas en el interior de un campo 

magnético (Separador inmunomagnético MACS®; Miltenyi Biotec). La selección puede ser 

positiva, es decir, las células de interés son las que se unen al anticuerpo y por lo tanto son 

aquellas retenidas en la columna; o negativa, cuando recogemos las células eluidas eliminando 

de esta forma un tipo celular específico. En nuestro caso, realizamos una selección positiva para 

la selección de los CTLs.  

La población de células mixta obtenida a partir del bazo, fue resuspendida en tampón 

MACS en una proporción de 90 µl por cada 107 células en combinación con 10 µl del anticuerpo 

anti-CD8a unido a microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). Tras 10 minutos de incubación a 

4°C, y después de 2-3 lavados con tampón MACS, se llevó a cabo la separación en columnas LS 

(Miltenyi Biotec) según las instrucciones del fabricante.  

4.8.3. Inducción de sepsis mediante la infección con E. coli 

Se aisló una cepa de E. coli a partir de la sangre de ratones WT tras someterse 24 horas a 

sepsis inducida mediante el procedimiento de punción de ligadura cecal (CLP; del inglés, “Cecal 

Ligation and Puncture”) y se almacenó a -80°C en medio LB que contenía un 10% de glicerol. Para 

preparar el inóculo, la cepa de E. coli se cultivó en un medio LB a 37°C hasta la fase de crecimiento 

exponencial y se lavó dos veces con PBS. La absorbancia se midió en un espectrofotómetro OD600 

para estimar el número de bacterias en el cultivo. La densidad bacteriana se ajustó a 1x109 

bacterias/ml. Se indujo la sepsis a los ratones mediante una inyección i.p. de 2x108 bacterias en 

PBS y después de 24 horas de inducción de la sepsis, se obtuvieron muestras de sangre y plasma 

que se almacenaron a -80°C hasta su posterior análisis. 

4.8.4. Biodistribución de nanomateriales 

Todos los protocolos descritos en este apartado se realizaron en colaboración con el 

grupo de investigación dirigido por el Dr. Jesús Martínez de la Fuente del Instituto de Nanociencia 

de Aragón (INA). 
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En todos los casos, se administró un volumen de 100 µl vía oral mediante una sonda 

gástrica, y tras la finalización del periodo experimental, se sacrificaron los ratones mediante la 

administración i.p. de 200 µl de pentobarbital sódico (Dolethal) a una concentración letal y se 

procedió a la toma de imágenes mediante el sistema de imagen IVIS Lumina III (PerkinElmer). A 

continuación, una vez los animales habían dejado de tener reflejo en las extremidades, se 

procedió a extraer la sangre y los órganos para su posterior análisis. 

- Suero: La sangre se extrajo por inyección intracardiaca, con un 10% de citrato sódico 

como anticoagulante. Se centrifugó a 2000 xg durante 15 minutos para obtener el suero 

que se congeló a -80°C hasta su posterior análisis.  

- Órganos: Tras su extracción, los órganos se pesaron, se lavaron en PBS para eliminar la 

sangre y se preservaron para la cuantificación de las NPs mediante espectrometría de 

masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS; del inglés, “Inductively Coupled 

Plasma Mass Spectrometry”). 

ICP-MS: Para determinar la cantidad de oro en los distintos órganos, inicialmente se 

procedió a congelarlos a -80°C en un volumen mínimo de agua tras varios lavados y 

posteriormente se liofilizaron (Telstar cryodos) durante toda la noche. Tras llevar a cabo su 

pesaje, se procedió a quemarlo en un horno de cerámica a 650°C durante 1 hora. Las cenizas 

resultantes se resuspendieron en 200 μL de agua regia (3HCl:1HNO3) y 200 μL de solución piraña 

(3H2SO4:1H2O2) y se incubaron a 70°C durante 1 hora para terminar con su digestión completa. 

Se centrifugaron a velocidad máxima durante 30 segundos y se recogieron los sobrenadantes, los 

cuales se diluyeron hasta un volumen final de 20 mL en H2O MilliQ, para ser enviados a la unidad 

de espectrometría atómica del SCAB (Servicio Central de Análisis de Bizkaia). Para determinar la 

cantidad de oro en sangre, se procedió de la misma manera exceptuando el quemado en el horno. 

4.8.5. Inducción de tumores y análisis del desarrollo tumoral 

Se indujeron tumores por vía subcutánea (s.c.) inoculando 5x105 células diana en el flanco 

derecho de los ratones. Se realizó el seguimiento del desarrollo tumoral mediante la 

determinación del volumen durante los días sucesivos. Para calcular el volumen, el tumor se 

midió ancho (A), largo (L) y alto (H) y se aplicó la siguiente fórmula: A*L*H, considerando como 

punto final del experimento cuando los tumores habían alcanzado un volumen de 0.5-1 cm3 en 

función del propósito del análisis, o cuando los tumores mostraban algún signo de ulceración. 
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4.8.5.1. Explantes 

Tras aplicar el punto final establecido según el experimento, se extirpó el tumor del flanco 

del ratón, se extrajo la piel, y tras haberlo pesado utilizando una balanza de precisión, se procedió 

a realizar su cultivo en 1 ml de medio RPMI completo durante 24 horas a 37°C en una placa de 6 

pocillos. El desarrollo de este tipo de tumores se asocia a la formación de una cápsula exterior de 

tejido conectivo que presenta cierta resistencia cuando estos son manipulados, por lo que fue de 

gran importancia la ruptura de dicha cápsula asegurando la liberación de los mediadores al medio 

para su posterior análisis, tal y como se describe en el Apartado 4.3.4. 

4.8.5.2. Análisis de infiltración intratumoral 

Tras aplicar el punto final establecido en función del experimento, se extirpó el tumor del 

flanco del ratón, se extrajo la piel, y se procedió a la disgregación mecánica de la masa tumoral 

utilizando el disociador gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec) en gentleMACS M Tubes 

(Miltenyi Biotec). La suspensión celular obtenida se pasó por un filtro de nylon de 100 μm 

(Falcon), se centrifugó y se lisaron los eritrocitos con la solución RBC Lysis Buffer. El pellet 

obtenido se lavó dos veces con PBS y se volvió a pasar por un filtro de nylon de 100 μm. Se tomó 

una alícuota y se determinó la densidad celular mediante azul de tripán. Se utilizaron alícuotas de 

106 células donde se analizó la expresión de determinados marcadores (Anexo II), tal y como se 

describe en el Apartado 4.3.3.1. 

4.9. Análisis estadístico 

Todos los ensayos se realizaron como mínimo por duplicado y los datos obtenidos fueron 

expresados como la media ±SEM (del inglés, “Standard Error of the Mean”), empleando el 

programa GraphPad Prism 4.0. en la mayoría de los casos. El análisis de cada uno de los resultados 

se describe en los respectivos pies de figura. Para comparar diferencias entre dos grupos se utilizó 

un t test de Student, mientras que para comparar tres o más grupos se utilizó el análisis de 

varianza (ANOVA) seguido de comparaciones múltiples. Independientemente del análisis 

empleado: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 
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Por otro lado, también se realizó un análisis de correlación a través de un test no 

paramétrico de Spearman. Para cada una de las correlaciones se obtuvo tanto el coeficiente de 

correlación como el p-valor y se ajustó a un modelo de regresión lineal simple en el que la variable 

dependiente fue la actividad o la concentración de la gzmA, y la variable explicativa el estado de 

los paciente.
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Capítulo 5.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1. Detección de la actividad de la granzima A mediante el uso de 

sustratos específicos  

5.1.1. Estudio inicial de las sondas seleccionadas 

Basándonos en trabajos previos, se seleccionaron dos péptidos de diferentes longitudes 

que a priori deberían de ser procesados tanto por la gzmA humana y como por la de ratón. La 

secuencia del primer péptido, a partir de ahora denominado como péptido 1 o P1, fue VANRSAS 
430; mientras que el segundo péptido, péptido 2 o P2, estuvo conformado por la secuencia 

EDMAKSDKAR 254. 

Una vez seleccionados los péptidos, estos se funcionalizaron con las sondas FAM y 

DABCYL, que a su vez permitirán la transferencia de energía dando lugar a la desactivación de la 

fluorescencia conocida como quenching, como método de detección de alto rendimiento (Figura 

5.1.). El fluoróforo FAM o carboxifluoresceina, ampliamente utilizado para ensayos biológicos, se 

caracteriza por tener un coeficiente de extinción molar ε492= 65,000 M−1cm−1, que representa la 

absorbancia en su pico máximo de excitación, y un rendimiento cuántico de fluorescencia ΦF= 

0.92. Mientras, DABCYL o ácido 4-((4-(dimetilamino(fenil)azo)benzoico se seleccionó como 

quencher de FAM. Se trata de un Black Hole Quencher (BHQ) capaz de absorber la energía de 

excitación del fluoróforo y disipar esta energía en forma de calor, permitiendo así evitar la señal 

residual de fondo o disminuir la relación señal-ruido común en este tipo de combinaciones. 
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Figura 5.1- Posibles estados en función de la distancia donor-aceptor. Cuando FAM y DABCYL se conjugan 
al mismo péptido a una distancia limitada, se produce un quencheo eficaz de la emisión de FAM. Sin 
embargo, cuando los enlaces peptídicos se rompen, la distancia entre FAM y DABCYL aumenta de manera 
significativa, y como resultado de ello, FAM comienza a emitir. De ahí que podamos encontrar dos posibles 
estados: “Quencher” o apagado y “Activo” o fluorescente. 

En primer lugar, y en base a los espectros teóricos de excitación-emisión determinados 

para ambas sondas (Figura 5.2.), se establecieron los parámetros de medida óptimos en cuanto 

a longitudes de onda. Se comprobó que la sonda DABCYL no emitía fluorescencia tras ser excitada 

a la longitud de onda correspondiente a su máximo. Tras excitar a FAM en su máximo de 492 nm, 

se observó cómo el pico de excitación enmascaraba el pico de emisión debido a que la cantidad 

de luz emitida siempre es mucho más pequeña que la que se utiliza para excitar. Por ello, se 

ensayaron diferentes longitudes cercanas a su máximo, hasta que finalmente se seleccionó la 

longitud de excitación de 475 nm para experimentos posteriores. 

 

Figura 5.2.- Espectros teóricos de excitación-emisión junto a la estructura molecular de las sondas FAM y 
DABCYL funcionalizadas en los extremos de una secuencia peptídica. Se seleccionó el fluoróforo FAM 
funcionalizado en el extremo N-terminal y el quencher DABCYL en el extremo C-terminal de las secuencias 
peptídicas VANRSAS o P1 y EDMAKSDKAR o P2, descritas en estudios previos por ser específicas para la 
detección de actividad de la gzmA. Las imágenes de los espectros fueron obtenidas a partir de la aplicación 
de FPbase y la estructura de las sondas fue proporcionada por la casa comercial Pepscan, encargada de 
sintetizar y funcionalizar los péptidos. 
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Asimismo, se determinó la eficiencia de transferencia de energía entre las sondas, 

dependiente de varios factores entre los que se incluyen la distancia donor-aceptor o el grado de 

solapamiento entre el espectro de emisión del donor y el espectro de absorción del aceptor. Para 

calcular los valores de eficiencia experimental de la transferencia de energía entre FAM y DABCYL, 

se llevó a cabo una medición de la intensidad de fluorescencia del fluoróforo en presencia y 

ausencia del quencher. Como puede verse en la Figura 5.3., DABCYL produjo un quencheo de la 

fluorescencia de FAM mostrando una disminución de la intensidad con una eficiencia de 

aproximadamente el 50%. 

 

Figura 5.3.- Eficiencia de la transferencia de energía entre FAM y DABCYL. Se preparó una disolución con 
las sondas seleccionadas, ambas a una concentración final de 1µM en disolución utilizando el tampón 
100mM TRIS-HCl pH8.5, en un volumen de reacción de 100 µl en cubeta de cuarzo. Como control, se midió 
la fluorescencia de FAM en ausencia de DABCYL, a la misma concentración y con el mismo volumen final. 
Las medidas se llevaron a cabo por duplicado en un espectrofluorímetro. El gráfico representa la media de 
las curvas de emisión de 2 experimentos independientes tras la excitación a 475 nm. 

Tal y como puede observarse en la Figura 5.3., la medición de fluorescencia da lugar a 

unidades arbitrarias (UA) derivadas del propio método de ensayo. Sin embargo, cuando se 

realizan ensayos de actividad enzimática, se requiere la determinación de la cantidad de sustrato 

formado por unidad de tiempo en condiciones definidas (Tª, pH…), es decir, µmoles/min. Para 

poder llevar a cabo esta conversión en experimentos posteriores, se obtuvieron las ecuaciones 

derivadas de la regresión lineal simple de FAM a distintos tiempos (Figura 5.4.) y se estableció la 

relación entre concentración de fluoróforo e intensidad de fluorescencia obtenida. Las 

diferencias que se observan entre las distintas ecuaciones podrían deberse a una posible 

degradación del fluoróforo FAM con el transcurso del tiempo bajo las condiciones empleadas. 
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Figura 5.4.- Curvas de calibración de FAM. Partiendo de una concentración inicial de 1µM del fluoróforo 
FAM, se realizaron diluciones seriadas utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 en un volumen final de 
100 µl en una placa de 96 pocillos. Después de la incubación de las muestras a 37°C en placa calefactora 
durante diferentes tiempos (1, 4 y 24 horas), se procedió a la lectura de la fluorescencia en cubeta de 
cuarzo tras la excitación a 475 nm en un espectrofluorímetro. Los valores obtenidos fueron representados 
en escala logarítmica y mediante una línea de tendencia lineal se obtuvieron las ecuaciones 
correspondientes. 

5.1.2. Estudio de la estabilidad de los péptidos seleccionados 

La estabilidad de los péptidos en solución puede llegar a ser bastante limitada, por lo que 

las casas comerciales recomiendan su almacenaje entre -20°C y -80°C. La temperatura es un 

factor que genera variaciones en el rendimiento cuántico de la mayoría de las moléculas, puesto 

que cuando la temperatura se incrementa, la probabilidad de que ocurran colisiones aumenta. 

Por ello, cuando se utilizan temperaturas por encima de las indicadas, como en este caso 37°C, 

temperatura media fisiológica, y además mantenidas durante un periodo de tiempo prolongado, 

es importante estimar la degradación específica de los diferentes péptidos, siendo la longitud de 

su secuencia peptídica uno de los factores más influyentes. De la misma forma, el solvente 

utilizado para la disolución de los péptidos, tanto por pH como por concentración de sales, puede 

afectar a su carga neta y por lo tanto a su estabilidad final disminuyendo la respuesta del 

biosensor. El tampón para realizar los ensayos de actividad, 100mM TRIS-HCl pH8.5, se seleccionó 

en base a estudios previos realizados en nuestros grupo de investigación por ser el óptimo para 

la actividad de la gzmA. 

Por todo ello, se decidió hacer preliminarmente un ensayo para ver la posible 

degradación de los péptidos seleccionados en función de la temperatura y del tampón empleado 

a distintos tiempos de incubación. En la Figura 5.5. se puede observar la degradación de los 

péptidos a través de su espectro de emisión. Mientras P1 se mantiene estable a tiempos cortos, 
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P2 presenta una mayor intensidad de fluorescencia proporcional a su degradación, por lo que se 

podría decir que P1 es más estable que P2 en las condiciones establecidas. 

 

Figura 5.5.- Análisis de la estabilidad de las secuencias peptídicas funcionalizadas con FAM y DABCYL. P1 y 
P2 se utilizaron a una concentración final de 1µM en solución utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 
y un volumen final de 100 µl en una placa de 96 pocillos. Después de la incubación de las muestras a 37°C 
en placa calefactora durante diferentes tiempos (1, 4 y 24 horas), se procedió a la lectura de la fluorescencia 
en cubeta de cuarzo tras la excitación a 475 nm en un espectrofluorímetro. Las señales a “tiempo cero” o 
background de cada uno de los péptidos, fluorescencias obtenidas bajo las mismas condiciones 
exceptuando la incubación de los mismos, fueron restadas respectivamente a cada una de las curvas de 
emisión obtenidas. 

5.1.3. Estudio de la sensibilidad mediante el uso de la gzmA recombinante 

Tal y como se ha detallado anteriormente, la selección de P1 y P2 se realizó en base a 

estudios previos en los que se describía que ambos péptidos podían ser procesados por la gzmA, 

por lo que se procedió a realizar los primeros ensayos para calcular cual era la sensibilidad de 

cada uno de ellos haciendo uso de la gzmA recombinante, obtenida en nuestro grupo de 

investigación en colaboración con el Dr. Ramon Hurtado Guerrero, tal y como se describe en el 

Apartado 4.2. 

Se comenzó testando un amplio rango de concentraciones de la mGzmA con una 

concentración fija de 1 µM de sustrato. Tal y como se observa en la Figura 5.6., utilizando P1 

fuimos capaces de detectar actividad hasta una concentración mínima de aproximadamente 78 

ng de enzima tras la primera hora de incubación, estableciendo este valor como su límite de 

detección. Una vez transcurrido este tiempo, las velocidades de reacción se redujeron, debido al 

agotamiento de la cantidad de sustrato disponible, y la sensibilidad disminuyó, obteniendo límites 

de detección de aproximadamente 0,625 y 1,250 µg, tras 4 y 24 horas de incubación 

respectivamente, lo cual se debió principalmente a la pérdida de estabilidad de P1 con respecto 

al tiempo. Mientras, por el contrario, P2 presentó una actividad enzimática similar para las 
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diferentes concentraciones de la mGzmA tras una hora de incubación, siendo incapaces de 

determinar cuál era su límite de detección debido a la linealidad de su pendiente dentro del rango 

establecido. Tras 4 y 24 horas de incubación, P2 no mostró actividad enzimática frente a la 

mGzmA, siendo los valores obtenidos similares a los del propio background del péptido. 

 

Figura 5.6.- Sensibilidad de los péptidos P1 y P2 frente a la mGzmA recombinante. Se incubaron diferentes 
concentraciones de la mGzmA recombinante (desde 10 hasta 0,039 ng) con una concentración final de 
1µM de P1 y P2 utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 y un volumen final de 100 µl en una placa de 
96 pocillos. Después de la incubación de las muestras a 37°C en placa calefactora durante los diferentes 
tiempos (1, 4 y 24 horas), se midió la intensidad de fluorescencia (λexc = 475 nm, λexc = 520 nm) en un 
espectrofluorímetro y se transformó en valores de actividad enzimática. A cada uno de los valores 
obtenidos, se le restó la señal del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de la gzmA. Las curvas 
de emisión representadas muestran la media de 3 experimentos independientes. 

Asimismo, se analizó la sensibilidad de P1 y P2 frente a la hGzmA bajo las mismas 

condiciones descritas con anterioridad. Los resultados obtenidos para ambos péptidos fueron 

bastante semejantes a los mostrados con la mGzmA, aunque tal y cómo se muestra en la Figura 

5.7., hubo una tendencia algo superior en todos los puntos representados tras una hora de 

incubación con P1, alcanzando un límite de detección de aproximadamente 39 ng de enzima. De 

nuevo, en el caso de P2, apenas pudimos observar actividad enzimática independientemente del 

tiempo de incubación, de modo que podemos decir que P2 resultó ser menos sensible que P1. 
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Figura 5.7.- Sensibilidad de P1 frente a la gzmA recombinante. Se incubaron diferentes concentraciones de 
la mGzmA y la hGzmA recombinantes (desde 10 hasta 0,039 ng), con una concentración final de 1µM de 
P1 utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 y un volumen final de 100 µl en una placa de 96 pocillos. 
Después de 1 hora de incubación de las muestras a 37°C en placa calefactora, se midió la intensidad de 
fluorescencia (λexc = 475 nm, λexc = 520 nm) en un espectrofluorímetro y se transformó en valores de 
actividad enzimática. A cada uno de los valores obtenidos, se le restó la señal del péptido bajo las mismas 
condiciones en ausencia de la gzmA. El gráfico muestra la media ±SEM de 3 experimentos independientes.  

A partir de estos resultados, y teniendo en cuenta el estudio de estabilidad de ambos 

péptidos (Apartado 5.1.2.), se decidió establecer como condición un único tiempo de incubación 

para estudios posteriores, siendo este de una hora por ser el punto en el que mejores resultados 

se habían conseguido hasta el momento. 

5.1.4. Estudio de la especificidad de los péptidos frente a otras proteasas 

Además de la sensibilidad, otra de las características destacables de cualquier biosensor 

es su especificidad o selectividad, es decir, su capacidad para evitar respuesta frente a otras 

sustancias, inclusive aquellas que presentan ciertas similitudes. 

El análisis de la especificidad de P1 y P2 se llevó a cabo mediante la selección tanto de 

controles positivos como negativos para la gzmA. Como control positivo se utilizó tripsina, una 

enzima peptidasa cuya especificidad de corte es similar a la gzmA, y lisado de células de la línea 

de linfocitos T citotóxicos 1.3E6, que contienen gzmA activa. Mientras, como control negativo se 

empleó gzmB recombinante obtenida en nuestro grupo de investigación, una proteasa de serina 

que corta residuos de Asp (D). Como puede verse en la Figura 5.8., P1 fue cortado por la tripsina 

y por el lisado de células 1.3E6 (controles positivos) pero no por la gzmB (control negativo), 

mostrando así una elevada especificad. Mientras, P2 mostró mayor degradación frente a tripsina 
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y menor frente a 1.3E6 en comparación con P1, aunque también fue cortado por la gzmB, de 

modo que podemos decir que P2 resultó ser menos específico que P1. 

 

Figura 5.8.- Especificidad de los péptidos frente a diferentes proteasas. Se incubaron ambos péptidos a una 
concentración final de 1 µM con 10 µg de gzmB recombinante, 0,5 µg de tripsina y lisado de 106 células 
1.3E6 durante 1 hora a 37°C utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 y un volumen final de 100 µl en 
una placa de 96 pocillos. Pasado este tiempo, se midió la intensidad de fluorescencia (λexc = 475 nm, λexc 
= 520 nm) en un espectrofluorímetro y se transformó en valores de actividad enzimática. A cada uno de los 
valores obtenidos, se le restó la señal del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de la gzmA. El 
gráfico muestra la media de 2 experimentos independientes. 

A partir de los resultados obtenidos, finalmente se seleccionó P1 como biosensor a validar 

con muestras de origen murino y humano, por presentar una mayor sensibilidad y especificidad, 

así como una menor degradación bajo las condiciones experimentales establecidas. 

5.1.5. Validación del sensor de la gzmA en muestras de origen murino y 

humano 

Para llevar a cabo la validación de P1 después de haber sido seleccionado como el mejor 

candidato, en primer lugar, se analizó la actividad de la mGzmA en diferentes lisados de tejido, 

además de en CTLs extraídos y purificados tal y como se indica en el Apartado 4.8.2., todos ellos 

procedentes de ratones WT, gzmA-/- y gzmK-/- infectados previamente con el virus LCMV. Tal y 

como se muestra en la Figura 5.9., en todos los casos se observó un incremento significativo en 

la actividad de la gzmA detectada mediante el uso de P1 en las muestras de ratones WT con 

respecto a los ratones gzmA-/-, valores que marcan el background de la técnica de detección en 

cada una de las muestras. Asimismo, las muestras de ratones gzmK-/- mostraron un incremento 

todavía mayor que el obtenido con los ratones WT de la actividad enzimática, aunque únicamente 

resultó ser significativo el valor de los CTLs con respecto a estos últimos. Aunque no se muestra 
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en la Figura 5.9., también se analizaron lisados de páncreas y muestras de suero de los ratones 

WT, gzmA-/- y gzmK-/- infectados con el virus LCMV, pero no se observaron diferencias entre las 

distintas cepas. 

 

Figura 5.9.- Actividad de la gzmA en lisados de ratones WT, gzmA-/- y gzmK-/- infectados con LCMV. Ratones 
WT, gzmA-/- y gzmK-/- fueron inoculados vía i.p. con 105 pfu del virus LCMV. Pasados 8 días tras la infección, 
los animales fueron sacrificados para la toma de muestras. Se realizó la lisis de los bazos e hígados, así como 
la extracción y purificación de los CTLs, tal y como se describe en el Apartado 4.8.2. A continuación, se 
procedió a incubar 5 µl de cada una de las muestras con P1 a una concentración final de 1 µM utilizando el 
tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5, en un volumen de 100 µl en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a 
37°C. Pasado este tiempo, se midió la intensidad de fluorescencia (λexc = 475 nm, λexc = 520 nm) en un 
espectrofluorímetro y se transformó en valores de actividad enzimática. A cada uno de los valores 
obtenidos, se le restó la señal del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de muestra. Cada grupo 
experimental está compuesto por una N=4 y los gráficos representan la media ±SEM de 2 experimentos 
independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; 
*** p <0,001; **** p<0,0001. 

Asimismo, se utilizaron muestras de sueros de ratones infectados con E. coli para la 

detección de la actividad y la concentración de la mGzmA. Una de las principales desventajas en 

este método, es que la administración de altas dosis de bacterias puede provocar que una gran 

parte no colonice y se replique dentro del cuerpo, siendo lisadas por el sistema del complemento. 

Por lo tanto, esto podría conducir a un posible modelo de intoxicación con endotoxinas en lugar 

de un verdadero modelo séptico. Los resultados (Figura 5.10.) mostraron de nuevo diferencias 

entre las distintas cepas de ratón, mientras los ratones WT manifestaron un incremento 

significativo con respecto a los gzmA-/-, los valores más altos de actividad enzimática y 

concentración de la gzmA fueron dados por los ratones gzmK-/-. 
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Figura 5.10.- Actividad y concentración de la gzmA en sueros de ratones WT, gzmA-/- y gzmK-/- infectados 
con E. coli. Ratones WT, gzmA-/- y gzmK-/- fueron infectados con E. coli, y pasadas 24 horas, fueron 
sacrificados para la toma de muestras. (A) Se procedió a incubar 5 µl de cada una de las muestras con P1 a 
una concentración final de 1 µM utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 en un volumen final de 100 
µl en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a 37°C. Pasado este tiempo, se midió la intensidad de 
fluorescencia (λexc = 475 nm, λexc = 520 nm) en un espectrofluorímetro y se transformó en valores de 
actividad enzimática. A cada uno de los valores obtenidos, se le restó la señal del péptido bajo las mismas 
condiciones en ausencia de muestra. (B) Se cuantificaron los niveles de la mGzmA mediante ELISA, tal y 
como se describe en el Apartado 4.3.4.2. La línea discontinua representa el límite de detección de la técnica 
empleada. Cada grupo experimental está compuesto por una N=4 y los gráficos representan la media ±SEM 
de 2 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde 
* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

De forma paralela, se llevó a cabo la validación de P1 frente a la hGzmA utilizando 

muestras de suero procedentes de pacientes diagnosticados con peritonitis o sepsis abdominal, 

proporcionadas por el Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa de Zaragoza. Las muestras 

fueron recolectadas desde el momento del ingreso hasta 6 días después y comparadas con los 

niveles de actividad enzimática en sueros de pacientes sanos. Como muestra la Figura 5.11.A., los 

pacientes sépticos mostraron valores más elevados de actividad de la gzmA durante todas las 

tomas con respecto al control de pacientes sanos. Lo mismo ocurrió al analizar los valores de 

concentración de la hGzmA sobre estas mismas muestras (Figura 5.11.B.), en las que pudimos ver 

cómo los pacientes sanos mostraban niveles bajos de concentración dentro de un rango bastante 

homogéneo, mientras que, en los pacientes con sepsis, aunque había una mayor dispersión en 

los resultados dentro de cada una de las tomas, la media implicaba un incremento que en algunos 

casos resultó ser significativo. 
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Figura 5.11.- Actividad y concentración de la gzmA en muestras de sueros de pacientes con sepsis. (A) Se 
incubaron 5 µl de las distintas muestras de pacientes con sepsis cedidas por el Hospital Clínico Lozano Blesa 
con P1 a una concentración final de 1 µM utilizando el tampón 100mM TRIS-HCl pH8.5 en un volumen final 
de 100 µl en una placa de 96 pocillos durante 1 hora a 37°C. A cada uno de los valores obtenidos, se le 
restó la señal del péptido bajo las mismas condiciones en ausencia de muestra. (B) Los sueros de los 
pacientes fueron analizados mediante ELISA, tal y como se describe en el Apartado 4.3.4.2. Ambos gráficos 
representan la media ±SEM de 3 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante 
un análisis de varianza (ANOVA) seguido de comparación múltiple de Dunnett con respecto al grupo 
control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

Finalmente, quisimos comprobar si existía una correlación entre la actividad y la 

concentración de la hGzmA en las diferentes muestras por toma. Sin embargo, tal y como se 

muestra en la Figura 5.12., aunque el valor del coeficiente de correlación de Spearman de la 

última toma parecía indicar una relación lineal fuerte entre las variables, en ninguno de los casos 

encontramos una relación significativa debido a que la falta de un mayor número de datos hizo 

que esta consideración no pudiera ser validada. 
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Figura 5.12.- Análisis de correlación entre actividad y concentración de la gzmA en muestras de pacientes 
con sepsis. El gráfico muestra la correlación entre la actividad y la concentración de la gzmA en muestras 
de suero de pacientes con sepsis. Se representa el valor del coeficiente de correlación de Spearman (rho), 
el coeficiente R2 y el valor p de correlación. Los datos representados fueron ajustados a un modelo de 
regresión lineal simple (línea discontinua). 

5.1.6. Estudio de correlación entre la actividad de la gzmA y el pronóstico de 

pacientes con sepsis 

Tras haber analizado la validez del sensor de la gzmA en muestras de pacientes con sepsis 

y en colaboración con el Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa y la Dra. Rebeca Sanz 

Pamplona, se estudió la posible correlación entre la actividad de la gzmA en suero y el pronóstico 

de los pacientes con sepsis. Desde el punto de vista clínico, la gravedad de esta patología puede 

medirse utilizando un score de evaluación secuencial de fallo orgánico relacionado con sepsis 

(SOFA; del inglés, “Sequential Organ Failure Assessment”) (Tabla 5.1.). Un incremento superior a 

2 tras la evaluación del paciente, se asocia con una mortalidad hospitalaria superior al 10% 431,432. 
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SCORE SOFA 

Sistema 0 1 2 3 4 

Respiración 

PaO2/FIO2 (mmHg) ≥400 <400 <300 

<200 

con soporte 

respiratorio 

<100 

con soporte 

respiratorio 

Coagulación 

Recuento de plaquetas 

(x103/µl) 
≥150 <150 <100 <50 <20 

Hígado 

Bilirrubina (µmol/L) <20 20-32 33-101 102-204 >204 

Cardiovascular 

 
MAP 

≥70mmHg 

MAP 

≤70mmHg 

Dop <0,1 

o Dob1 

Dop 5,1-15 

Epi ≤0,1 

Nor ≤0,11 

Dop >15 

Epi >0,1 

Nor >0,11 

Sistema nervioso 

Escala de coma de Glasgow2 15 13-14 10-12 6-9 <6 

Renal 

Creatinina (µmol/L) 110 110-170 171-299 300-440 >440 

Volumen total de orina 

(ml/día) 
   <500 <200 

Tabla 5.1.- Score SOFA. PaO2: Presión parcial de oxígeno; FIO2: Fracción de oxígeno inspirado; MAP: Presión 
arterial media; Dop: Dopamina; Dob: Dobutamina; Epi: Epinefrina; Nor: Norepinefrina. 1Necesidad de 
administrar aminas presoras durante al menos 1 hora para mantener la presión sanguínea, los valores 
indican las dosis utilizadas en μg/Kg/min. 2La escala de coma de Glasgow es una escala diseñada para 
evaluar el nivel de consciencia en humanos. 

Tal y como se observa en la Figura 5.13.A., al representar en una gráfica de correlación 

los datos del estado de los primeros 26 pacientes durante la primera toma de muestra y los 

valores de actividad enzimática de la hGzmA, se pudo observar como a mejor pronóstico menor 

actividad y a mayor actividad peor pronóstico, obteniendo una correlación positiva significativa 

entre ambos. Debido al escaso tamaño muestral del que se dispuso, la significación estadística de 

la relación entre actividad y pronóstico se realizó a través de un modelo de regresión lineal simple. 

Asimismo, se llevó a cabo el análisis de correlación entre el score y la concentración de la hGzmA 

en las muestras de pacientes con sepsis. De nuevo, se utilizó un modelo de regresión lineal simple, 

y tal y como se muestra en la Figura 5.13.B., se obtuvo una relación positiva moderada entre 
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ambos parámetros, aunque si nos fijamos en el valor p de correlación podemos comprobar que 

no resultó ser significativa. 

 

Figura 5.13.- Análisis de correlación entre la actividad de la gzmA y el pronóstico de pacientes con sepsis. 
El gráfico muestra la correlación entre la actividad de la gzmA en muestras de suero determinada mediante 
el uso del sensor seleccionado y el pronóstico establecido en base al score SOFA de pacientes con sepsis. 
Se representa el valor del coeficiente de correlación de Spearman (rho), el coeficiente R2 y el valor p de 
correlación. Los datos representados fueron ajustados a un modelo de regresión lineal simple (línea 
discontinua). 

5.1.7. Discusión  

Como ya se describía en el Apartado 1.1.3.3., las gzms son una familia de proteasas de 

serina clasificadas según su especificidad de corte y actividad proteolítica, siendo las más 

abundantes la gzmA y gzmB 415. Junto con la perf, las gzms constituyen el principal componente 

de la vía de exocitosis granular, mediante la cual las gzms son capaces de realizar sus funciones 

efectoras en el citosol de las células diana 34,220. Asimismo, diversidad de estudios han demostrado 

que las gzms pueden ser liberadas al medio extracelular donde ejercen otro tipo de funciones 
415,433. Un ejemplo de ello es la gzmB, capaz de inducir la degradación de la matriz extracelular 
434,435 o de varias proteínas relacionadas con la cicatrización de heridas, el envejecimiento de la 

piel, la coagulación y la integridad de la barrera celular del endotelio 74,436. Sin embargo, las 

funciones extracelulares de la gzmA todavía no están claras, aunque existen algunas evidencias 

que sugieren su posible actuación como mediador proinflamatorio 214,215,437. Por ello, una de las 

propuestas para este trabajo de tesis, fue la evaluación de la actividad enzimática de la gzmA en 

algunas enfermedades de tipo inflamatorio e infeccioso 438,439, en las que trabajos previos habían 

descrito la presencia de niveles elevados de la gzmA, para intentar esclarecer si los efectos de la 

gzmA requieren o no de su actividad enzimática 214,440. 
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En la actualidad, cada vez son más los biosensores que se incorporan a la clínica como 

técnica de diagnóstico para la detección de determinadas patologías, gracias a las características 

que estos presentan: especificidad, alta sensibilidad, capacidad de respuesta que conduce a un 

corto tiempo de análisis, capacidad de inclusión en sistemas integrados, facilidad de 

automatización, versatilidad y bajo coste entre otras 441. En consecuencia, para evaluar la 

actividad enzimática de la gzmA, se consideró el uso de secuencias peptídicas que habían sido 

previamente descritas por ser específicas frente a esta proteasa 254,430, y tras la realización de los 

primeros ensayos, previos a la validación del biosensor, nuestros resultados permitieron la 

selección del péptido 1, cuya secuencia estaba formada por los aminoácidos VANRSAS, por haber 

mostrado una sensibilidad y especificidad adecuadas frente a la gzmA recombinante, tanto de 

origen murino como humano, así como estabilidad frente a la degradación a tiempos cortos. 

La LCM, es una enfermedad infecciosa viral transmitida por roedores, que produce una 

meningitis aséptica, encefalitis o meningoencefalitis. El control de la infección viral producida por 

el LCMV depende crucialmente de los CTLs y es por ello por lo que, durante la infección, el nivel 

de estos se incrementa de forma considerable 442,443, convirtiéndose así en un buen modelo de 

estudio para el análisis de las gzms. 

Por otro lado, la sepsis supone uno de los problemas de salud a nivel mundial más 

importantes en la actualidad 444,445. En ratón, el modelo de sepsis por E.coli es uno de los modelos 

más relevantes para el estudio de esta patología, ya que es uno de los patógenos más 

comúnmente asociados a la sepsis humana, a través del cual se ha conseguido proporcionar una 

visión de los mecanismos de respuesta contra patógeno 446,447. La selección de esta patología se 

hizo en base a datos previos que apoyan la implicación de la inflamación y las gzms extracelulares 

y a su alta incidencia y mortalidad/morbilidad 448,449, junto con la ausencia o baja eficacia y/o 

graves efectos secundarios de los tratamientos actuales 450–452. Asimismo, en nuestro grupo de 

investigación, se había demostrado que la ausencia de la gzmA protegía a los ratones frente a la 

sepsis bacteriana in vivo sin comprometer el control del patógeno 222. Aunque ya previamente se 

había observado una mayor resistencia de estos ratones a la endotoxemia inducida por LPS 86,214.  

Tras el análisis de las muestras utilizando ambos modelos de estudio, nuestros resultados 

mostraron niveles inferiores de actividad enzimática en los ratones deficientes en gzmA, 

sugiriendo que el uso del biosensor seleccionado podría ser útil para la detección de la actividad 

enzimática de la gzmA en muestras de tejido y en fluidos biológicos de origen murino. 
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Al igual que la gzmA, la gzmK se caracteriza por ser una proteasa de serina con actividad 

triptasa que corta los sustratos tras los residuos de Lys y Arg, sin embargo, se ha descrito que la 

especificidad de sustrato difiere de la gzmA 453, lo cual explicaría una posible diferencia en la 

contribución en algunas patologías. Nuestro grupo de investigación demostró que la gzmK 

también era capaz de inducir la activación de una respuesta inflamatoria tanto en MØ como en 

otro tipo de células 415. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que los ratones 

deficientes en esta proteasa controlaban la infección viral por LCMV de forma tan eficiente como 

lo hacían los ratones WT 454. Nuestros resultados en ambos modelos mostraron una elevación de 

los niveles de actividad enzimática de la gzmA en los ratones deficientes en gzmK, lo cual podría 

no apoyar la hipótesis acerca de que la gzmK no es relevante para el control de algunas 

infecciones.  No obstante, la concentración de la gzmA en el modelo de infección por LCMV no 

se vio aumentada en los ratones deficientes en gzmK, sugiriendo que una mayor expresión de la 

gzmA no siempre debe de asociarse a una mayor actividad de la misma y viceversa. 

Además, nuestros resultados apoyaron datos previos que indicaban el aumento de la 

concentración de la gzmA en pacientes con sepsis bacteriana y con endotoxemia experimental 

en comparación con pacientes sanos 221. Junto con el aumento de la concentración, nuestros 

resultados mostraron que tenía lugar un incremento de la actividad enzimática de la misma, 

sugiriendo la implicación de la gzmA extracelular en la patogénesis de esta enfermedad, así como 

la validación del biosensor para la determinación de la actividad enzimática de esta proteasa en 

muestras de origen humano. Finalmente, los resultados de correlación entre la actividad 

enzimática de la gzmA y el estado de los pacientes con sepsis demostraron que la gzmA 

extracelular podría ejercer efectos proinflamatorios perjudiciales durante la sepsis asociada a 

patógenos bacterianos. 
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5.2. Ensayos de inhibición de la expresión in vitro de la granzima A 

5.2.1. Estudio de la eficiencia de transfección in vitro de la mGzmA/GFP 

sobre la línea celular HeLa 

La transfección o introducción de material genético exógeno en células eucariotas en 

cultivo ha demostrado ser una herramienta eficaz para una gran diversidad de estudios en el 

campo de la biología molecular y celular. Mediante diferentes técnicas de transfección es posible 

alterar el genoma de una célula, ya sea de forma transitoria o estable, para que produzca una 

determinada proteína recombinante sobre la cual poder realizar estudios in vitro. 

Para el estudio de la mGzmA, se generó un transfectante celular que expresara la 

proteína de fusión formada por la mGzmA y la GFP, con el fin de obtener un sistema rápido y 

sencillo, sobre el cual evaluar posteriormente la eficacia de la inhibición de la mGzmA. Asimismo, 

se seleccionó la línea celular HeLa, ya que se trata de una línea muy estable con una alta tasa de 

replicación, y el vector retroviral pBABE, que incluye regiones LTR (del inglés, “Long Terminal 

Repeat”), las cuales facilitan la integración de la secuencia de interés dentro del genoma de las 

células hospedadoras. Con todo ello, se procedió a establecer cuáles eran las condiciones de 

transfección más adecuadas para obtener la máxima eficiencia posible, entre las que se incluyen 

confluencia, medio de cultivo, método de transfección o periodo óptimo de expresión entre 

otras. 

Una vez realizada la optimización, se decidió llevar a cabo la transfección de las células 

HeLa mediante el método de lipofección con Lipofectamina, basado en la formación de complejos 

entre lípidos catiónicos y ADN, tal y como se describe en el Apartado 4.5.1., y analizar la expresión 

del gen pasadas 48 horas tras la transfección. Por un lado, se extrajo el ADN plasmídico (Apartado 

4.1.3.) para verificar la amplificación mediante PCR de la secuencia correspondiente a la 

mGzmA/GFP (Figura 5.14.A.) y, por otro lado, se extrajeron las proteínas totales (Apartado 

4.3.2.1.) para analizar la expresión de la GFP mediante Western-Blot (Figura 5.14.B.), 

comprobándose en ambos casos que la transfección se había realizado correctamente. 

Finalmente, se determinó la eficiencia de transfección mediante citometría de flujo, tal y cómo 

se muestra en la Figura 5.14.C., dónde se observó que, a pesar de haber optimizado las 

condiciones de trabajo, únicamente un 1,43% de las células HeLa-mGzmA/GFP expresaban 
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fluorescencia en el canal de emisión de la proteína GFP, lo que se correlacionó con los niveles de 

expresión cuantificados a través de la intensidad media de fluorescencia (MFI; del inglés, “Median 

Fluorescence Intensity”). Como control positivo, se transfectaron células HeLa con el vector 

pBABE que contenía la secuencia para la expresión de la GFP en ausencia de la gzmA, ya que 

estudios previos realizados en nuestro grupo de investigación habían mostrado una alta eficiencia 

en la incorporación de dicho constructo por parte de las células. 

 

Figura 5.14.- Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes mGzmA/GFP y GFP. Determinación de 
la eficiencia de transfección en la línea celular HeLa. Las células HeLa fueron transfectadas utilizando el 
reactivo Lipofectamina con los vectores pBABE-mGzmA/GFP y pBABE-GFP con una relación 3:1, tal y cómo 
se describe en el Apartado 4.5.1. Pasadas 48 horas tras la transfección, (A) y (B) las células fueron lisadas 
para la extracción del ADN y la extracción de las proteínas totales, y se procedió a su análisis mediante PCR 
y Western-Blot respectivamente; (C) las células fueron analizadas mediante citometría de flujo. Como 
control se utilizaron células HeLa y células HeLa-GFP. Dot plots representativos del porcentaje de células 
GFP+ para cada una de las diferentes líneas analizadas. Los números en la esquina inferior muestran el 
porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. El gráfico representa la media ±SEM de 2 
experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p 
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

Para intentar solventar la baja eficiencia de transfección de la mGzmA/GFP, se decidió 

llevar a cabo la transfección estable del gen en las células HeLa, en lugar de la transfección 

transitoria, es decir, intentar que el ADN se incorporara dentro del genoma de las células y se 

transmitiera a su progenie. Para ello, empleando las mismas condiciones establecidas 
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anteriormente, las células HeLa fueron transfectadas, y una vez transcurridas 48 horas, se intentó 

llevar a cabo la selección por resistencia al antibiótico puromicina, ya que el vector pBABE 

confiere resistencia a las células que lo hayan incorporado. Sin embargo, al cabo de unos días y 

empleando diferentes concentraciones de antibiótico, dosis más bajas de lo que habitualmente 

se establece para la selección de las líneas mediante este procedimiento, se produjo la muerte 

de la práctica totalidad de las células, lo que sugiere que debido al bajo porcentaje de células que 

se transfectan podía no tratarse de un buen método de selección. Por ello, como método 

alternativo para obtener la línea celular estable HeLa-mGzmA/GFP, se llevó a cabo la selección de 

las células GFP+ mediante la separación celular por citometría de flujo, y para asegurar un nivel 

de sobreexpresión homogéneo de la mGzmA/GFP, posteriormente se realizó una dilución limite, 

tal y como se describe en el Apartado 4.5.2., con aquellas células que habían sido 

preseleccionadas. Como control, este mismo procedimiento también fue utilizado para conseguir 

la línea estable HeLa-GFP. 

Para verificar que se habían generado ambas líneas estables, en primer lugar, tal y como 

se muestra en la Figura 5.15.A., se observó mediante microscopia de fluorescencia la expresión 

de la GFP, aunque si nos fijamos en los resultados obtenidos mediante citometría de flujo (Figura 

5.15.B.), podemos ver como la intensidad de fluorescencia varía, siendo mayor en el caso de las 

células HeLa-GFP, lo cual sugiere una mayor expresión de la proteína por parte de estas células. 

Asimismo, cómo se observa en la Figura 5.15.C., se realizó el marcaje intracelular de la gzmA en 

las células HeLa-mGzmA/GFP (Apartado 4.3.3.2.), pudiendo observar cómo tenía lugar un 

desplazamiento del pico con respecto a las células HeLa control. Finalmente, la secuenciación del 

ADN de las células HeLa-mGzmA/GFP y HeLa-GFP confirmó los resultados previamente obtenidos. 
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Figura 5.15.- Análisis de las líneas celulares HeLa-mGzmA/GFP y HeLa-GFP. Las células HeLa fueron 
transfectadas utilizando el reactivo Lipofectamina con los vectores pBABE-mGzmA/GFP y pBABE-GFP con 
una relación 3:1, tal y cómo se describe en el Apartado 4.5.1. Pasadas 48 horas tras la transfección, las 
células GFP+ fueron preseleccionadas mediante separación celular por citometría de flujo y, a continuación, 
se llevó a cabo una dilución límite hasta obtener un único clon concreto de cada una de las líneas de interés. 
(A) Se tomaron imágenes de las células HeLa-mGzmA/GFP y HeLa-GFP mediante microscopia de 
fluorescencia (Apartado 4.6.1.). (B) Se analizó la expresión de la GFP en las células HeLa-mGzmA/GFP y 
HeLa-GFP mediante citometría de flujo. Como control se utilizaron células HeLa sin transfectar. Histograma 
representativo de la intensidad de expresión de la GFP en las diferentes líneas analizadas. (C) Se realizó el 
marcaje intracelular de la gzmA en las células HeLa-mGzmA/GFP, tal y como se describe en el Apartado 
4.3.3.2. Como control se utilizaron células HeLa sin transfectar. Histograma representativo de la intensidad 
de expresión de la gzmA en las diferentes líneas analizadas. 

5.2.2. Estudio del silenciamiento génico in vitro de la mGzmA/GFP mediado 

por siARNs sobre la línea celular HeLa transfectada 

El mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional mediado por el ARN de 

interferencia (iARN), se trata de un mecanismo de regulación presente de forma natural en el 

organismo, y evolutivamente conservado. Esta implicado en el desarrollo y en la defensa contra 

los virus, y se regula por pequeñas moléculas de ARN bicatenario de 21 a 27 nucleótidos 
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denominadas siARNs. En el interior de la célula, durante una serie de procesos, el siARN se 

desdobla y una de las hebras se une a la cadena del mARN de manera específica por 

complementariedad de bases, induciendo que el complejo resultante sea reconocido para ser 

degradado. Sin embargo, los siARNs también pueden ser sintetizados e introducidos 

artificialmente en el organismo con el fin de silenciar un gen específico, constituyendo una 

herramienta para el estudio de las funciones de los genes, la validación de determinadas dianas 

terapéuticas o como terapia para determinadas enfermedades de origen genético 455,456. 

Por ello, nos planteamos llevar a cabo el silenciamiento génico in vitro de la mGzmA sobre 

la línea celular estable HeLa-mGzmA/GFP utilizando siARNs específicos y, posteriormente, 

analizar cualquier variación en la expresión del mARN mediante RT-qPCR. Previo a la evaluación 

del silenciamiento, se optimizaron los volúmenes de muestra, la concentración de los 

oligonucleótidos y la Tª óptima de hibridación. Como control para normalizar los valores 

obtenidos en cuanto al gen de interés, se decidieron emplear los genes constitutivos o 

housekeeping HPRT y GAPDH y se determinó cuál era su especificidad mediante las curvas de 

disociación de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de cada uno de ellos, así como 

también se analizaron las curvas de disociación para los cebadores de la mGzmA/GFP. A través 

de los resultados obtenidos (Figura 5.16.), pudimos observar como mientras las curvas 

correspondientes al gen mGzmA/GFP y HPRT daban lugar a un único pico, en el caso de la GAPDH 

aparecía un segundo pico relacionado con la formación de dimeros indeseados. 

Por otro lado, ya que es condición para poder analizar los datos mediante el método 

comparativo (2-ΔCt) que la eficiencia del gen de interés sea aproximadamente igual a la eficiencia 

del gen de referencia 457, también se realizó el cálculo de las eficiencias de reacción en base a la 

pendiente generada entre los valores de CT (del inglés, “Cycle Threshold”) y las diferentes 

diluciones del ADN. El CT es el ciclo en que se alcanza el umbral de fluorescencia, y es 

inversamente proporcional a la expresión de los diferentes genes analizados, es decir, a mayor 

valor CT menor expresión del gen. Mientras que los oligonucleótidos diseñados para la 

amplificación de la mGzmA/GFP y el HPRT dieron valores dentro del rango considerado como 

aceptable (80-110%), la eficiencia resultante para el gen GAPDH fue aproximadamente del 78%, 

por lo que finalmente, se decidió únicamente basar los cambios relativos de la gzmA con 

referencia al gen endógeno HPRT. 
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Figura 5.16.- Análisis de las curvas de disociación y eficiencia de los oligonucleótidos empleados para el 
estudio de la expresión de la mGzmA/GFP. En la parte superior se muestran las curvas de disociación de 
los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de mGzmA/GFP, GAPDH y HPRT. En la parte inferior se 
muestran las curvas estándar de la RT-qPCR representadas gráficamente mediante una línea de regresión 
lineal semilogarítmica entre los valores de CT y la concentración de distintas diluciones del ADN. La 
eficiencia se calcula con la formula E=10^(-1/pendiente)-1. Así, una pendiente de -3,32 indica una reacción 
de PCR con una eficiencia del 100%. Se consideró como aceptable el rango 80% ≤ E ≤ 110%. 

Una vez establecidos los parámetros de reacción, se llevó a cabo la transfección de las 

células HeLa-mGzmA/GFP mediante el método de lipofección empleado anteriormente, con 

cuatro siARNs diferentes sintetizados por la casa comercial Dharmacon, todos ellos descritos 

como específicos frente a la mGzmA, con el objetivo de poder seleccionar cual era capaz de 

silenciar la expresión del gen de forma más eficiente para experimentos posteriores. Tal y como 

se muestra en la Figura 5.17., pasadas 48 horas tras la transfección con los diferentes siARNs anti-

GzmA, mediante el uso del siARN “número 3” se obtuvo casi un 70% de inhibición de la expresión, 

por lo que fue seleccionado como el más eficiente. Como control, también se empleó un siARN 

anti-GFP, el cual también fue capaz de reducir la expresión del gen mGzmA/GFP hasta 

aproximadamente en un 50% en las células HeLa transfectadas. 
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Figura 5.17.- Análisis de la expresión de la mGzmA/GFP mediante RT-qPCR tras el silenciamiento génico 
con diferentes siARNs sobre la línea celular HeLa. Las células HeLa-mGzmA/GFP fueron transfectadas 
utilizando el reactivo Lipofectamina, tal y como se describe en el Apartado 4.5.1., con una concentración 
de 125 pmol de cada uno de los diferentes siARNs (anti-GzmA y anti-GFP). Pasadas 48 horas tras la 
transfección, las células fueron lisadas para la extracción del ARN a partir del cual se generó cADN, tal y 
como se describe en el Apartado 4.1.10., para finalmente, proceder a su cuantificación mediante RT-qPCR. 
Los valores de expresión de la mGzmA/GFP fueron normalizados en base a la cantidad de mARN detectada 
para el gen HPRT. Como control se transfectaron células HeLa-mGzmA/GFP en ausencia de siARN. El gráfico 
representa la media ±SEM de 3 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un 
t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

Además del método de lipofección para la transferencia del material genético hacia el 

interior de la célula, existen múltiples alternativas como el uso de nanotransportadores 

poliméricos, los cuales han demostrado ser altamente eficientes para el silenciamiento génico, 

ofreciendo ventajas únicas como la protección del siARN contra la degradación o el aumento de 

las interacciones con el entorno biológico 309. Por ello, nos planteamos llevar a cabo la 

transfección de las células HeLa-mGzmA/GFP mediante el uso de NCs de quitosano que contenían 

el siARN anti-GzmA seleccionado previamente (siARN-NCs). Dichas NCs fueron sintetizadas por el 

grupo del Dr. Jesús Martínez de la Fuente. En primer lugar, se realizó un análisis de la viabilidad 

de las células HeLa-mGzmA/GFP tras su incubación con diferentes concentraciones de los 

complejos siARN-NCs, tal y como se muestra en la Figura 5.18. Para llevar a cabo este estudio, se 

fijó un único tiempo de incubación de 4 horas, en base al tiempo que tardan las NCs en 

internalizar en las células. Finalmente, se seleccionó la concentración de 125 µg/ml como la más 

adecuada para experimentos posteriores, por ser una concentración relativamente alta en la que 

la supervivencia celular continúa siendo superior al 80%. 
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Figura 5.18.- Análisis de la toxicidad de los complejos siARN-NCs sobre la línea celular HeLa-mGzmA/GFP. 
Las células HeLa-mGzmA/GFP sembradas a una densidad de 104 células/pocillo en una placa de 96 pocillos, 
fueron incubadas durante 4 horas a 37°C con diferentes concentraciones de siARN-NCs (desde 250 hasta 
15 µg/ml). Transcurrido este tiempo, se analizó la viabilidad celular mediante MTT, tal y como se describe 
en el Apartado 4.4.4. El gráfico representa la media ±SEM de 3 experimentos independientes. 

A continuación, se procedió a transfectar las células HeLa-mGzmA/GFP con los complejos 

siARN-NCs bajo las condiciones experimentales establecidas. Sin embargo, tras la realización de 

numerosos ensayos y su análisis mediante diferentes técnicas (PCR, RT-qPCR, Western-Blot, ELISA 

y citometría de flujo) para visualizar cualquier posible variación, tanto en la expresión del mARN 

como en la expresión proteica de la mGzmA o de la GFP, no se logró alcanzar el silenciamiento 

génico in vitro de la mGzmA/GFP mediante el uso de estos nanocomplejos. Esto podría ser debido 

a que el siARN no se “libera” de las NCs una vez en el interior de la célula al quedar adherido al 

quitosano, por lo que se requiere continuar investigando sobre la mejora de las condiciones que 

permitan que el siARN pueda inhibir la expresión del gen. 

5.2.3. Estudio de la internalización in vitro de las NCs de quitosano en PBMCs 

y esplenocitos mediante citometría de flujo 

Las gzms, tal y como se describía en el Apartado 1.1.3.3., se localizan principalmente en 

el interior de los gránulos citotóxicos de linfocitos Tc y células NK 415, por lo que nos planteamos 

analizar el grado de internalización de las NCs de quitosano diseñadas para llevar a cabo el 

silenciamiento de la gzmA, en estos dos tipos de poblaciones celulares. La internalización de las 

NCs, así como su retención en las células deseadas, resulta de gran importancia en cuanto a 

desempeñar su función como sistemas de transporte, y aunque los procesos biológicos in vitro e 

in vivo pueden presentar diferencias, los ensayos in vitro pueden proporcionar evidencias 

preliminares que demuestren las ventajas de estas formulaciones 458. Por ello, en paralelo al 
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estudio del silenciamiento génico de la mGzmA/GFP, se utilizaron NCs vacías marcadas 

fluorescentemente con la sonda BODYPY FL (λex=503 nm, λem=512 nm) y en base a los resultados 

obtenidos previamente acerca de la toxicidad de las NCs sobre la línea celular HeLa, establecimos 

el valor tanto de la concentración (125 µg/ml) como del tiempo de incubación (4 horas). 

Por un lado, se extrajeron los esplenocitos del bazo de un ratón C57BL/6 WT, el cual fue 

disgregado tal y como se describe en el Apartado 4.8.1., para poder realizar los marcajes de las 

dos poblaciones de interés con CD3 y NK1.1., así como con 7-AAD para el análisis de la toxicidad 

mediante citometría de flujo. Tal y como se muestra en la Figura 5.19.A., las NCs utilizadas no 

fueron tóxicas sobre los esplenocitos, como era de esperar, bajo las condiciones preestablecidas. 

En cuanto a su internalización, podemos observar cómo en presencia de las NCs, la población 

doble positiva se incrementó hasta un 26,5% en el caso de los linfocitos T y hasta un 3,33% en el 

caso de las células NK, lo cual sugiere que, teniendo en cuenta el porcentaje total para la 

población CD3+ y NK1.1.+, la internalización de las NCs se producía aproximadamente en el 70% 

de ambos tipos celulares.  

Por otro lado, se extrajeron las células de sangre total, tal y como se describe en el 

Apartado 4.4.5., y se procedió a su marcaje con CD3 y CD56, así como con 7-AAD para el análisis 

de la toxicidad mediante citometría de flujo. En primer lugar, se descartó que las NCs pudieran 

resultar tóxicas sobre las PBMCs y, a continuación, tal y como se muestra en la Figura 5.19.B., 

mediante el porcentaje de frecuencia normalizada y el desplazamiento de pico hacia una mayor 

intensidad de BODIPY se observó que en torno a un 51% de los linfocitos T y un 16,3% de las 

células NK habían internalizado NCs. Gracias al sistema combinado de citometría de flujo y de 

captura microscópica de imágenes a alta velocidad que presenta el sistema morfocitométrico 

ImageStreamX AMNIS (Merck) empleado para llevar a cabo este ensayo de internalización, 

también se obtuvieron imágenes de las diferentes poblaciones con sus correspondientes 

marcajes extracelulares, en las que se podía observar la presencia de las NCs en el interior de 

cada una de ellas.  

Como control, se emplearon esplenocitos y PBMCs bajo las mismas condiciones 

experimentales en ausencia de NCs, para establecer los parámetros adecuados para la 

compensación del efecto de solapamiento de los espectros de emisión de los diferentes 

fluorocromos utilizados. 
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Figura 5.19.- Análisis de la internalización de las NCs de quitosano mediante citometría de flujo y 
microscopia de fluorescencia en esplenocitos y PBMCs. (A) Se extrajeron las células del bazo de un ratón 
C57BL/6 WT de 6-8 semanas y se procedió a su disgregación con ayuda de un émbolo, tal y como se 
describe en el Apartado 4.8.1. Las células finalmente obtenidas se sembraron a una densidad de 106 
células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 4 horas a 37°C con una concentración de 
125 µg/ml de NCs marcadas fluorescentemente con BODIPY FL. Pasado este tiempo, se procedió al marcaje 
de las células con 7-AAD, CD3 y NK.1.1., para su posterior análisis mediante citometría de flujo. Dot plots 
representativos del porcentaje de células BODIPY+ para cada una de las poblaciones analizadas. Los 
números en la esquina superior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (B) 
Se extrajeron las células de sangre total procedentes de buffy coats, tal y como se describe en el Apartado 
4.4.5., se sembraron a una densidad de 106 células/pocillo en una placa de 96 pocillos y se incubaron 
durante 4 horas a 37°C con una concentración de 125 µg/ml de NCs marcadas fluorescentemente con 
BODIPY FL. Pasado este tiempo, se procedió al marcaje de las células con 7-AAD, CD3 y CD56, para su 
posterior análisis mediante citometría de flujo y microscopia. Histogramas de frecuencia normalizada e 
imágenes representativas para la intensidad del BODIPY sobre cada una de las poblaciones analizadas. 
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5.2.4. Estudio de la biodistribución de las NCs y MCs de quitosano in vivo 

Las NCs de quitosano empleadas para el estudio del silenciamiento génico de la gzmA 

fueron testadas en el grupo del Dr. Jesús Martínez de la Fuente bajo diferentes “condiciones 

fisiológicas” simuladas in vitro para analizar cuál era su comportamiento. Sin embargo, y cómo ya 

se mencionaba anteriormente, las condiciones in vivo no siempre se correlacionan directamente 

con los resultados obtenidos in vitro, por lo que se decidió analizar en paralelo la biodistribución 

in vivo de las NCs de quitosano.  

Para ello, se usaron NCs vacías marcadas fluorescentemente con la sonda DY-780 

(NCs_DY780) y se administraron vía oral mediante una sonda gástrica a una concentración de 500 

µg/ratón. El fluoróforo DY_780 fue seleccionado ya que su λem=780 nm tiene lugar en la región 

espectral del infrarrojo cercano (NIR), dónde las señales de fondo correspondientes a la 

autoflorescencia de los tejidos se reducen drásticamente, mejorando la sensibilidad de la 

detección 459. Por otro lado, la concentración de NCs_DY780 administradas fue seleccionada en 

base a ensayos previos en los que se observó cómo sin ser una dosis tóxica para los ratones, se 

podía detectar en el equipo de imagen con la suficiente intensidad como para ser localizadas en 

el tracto digestivo. Asimismo, se decidió realizar el seguimiento de las NCs_DY780 mediante la 

toma de imágenes a diferentes tiempos, basándonos en el tránsito gastrointestinal de los ratones, 

el cual tarda aproximadamente entre 6 y 8 horas en completarse 460, por lo que se realizó el 

estudio desde un tiempo corto de 4 horas, en el que hubiera posibilidad de localizar las NCs en el 

interior de los animales, hasta tiempos largos de 24 y 48 horas, en los que poder comprobar si 

habían sido eliminadas del organismo.  

Establecidas las condiciones experimentales, los animales fueron examinados in vivo tras 

administrarles una dosis letal de anestésico, tal y cómo se describe en el Apartado 4.8.4., y a 

continuación, los tejidos fueron extraídos para ser analizados ex vivo. Como control, se utilizaron 

ratones a los que se les administró agua de bebida siguiendo el mismo procedimiento para que, 

tras la manipulación, el estrés causado fuera similar en los distintos grupos experimentales. 

Estudios previos han descrito que, en función del nivel de estrés, los movimientos peristálticos 

del intestino se alteran y, por lo tanto, el tránsito gastrointestinal varia 461. 

Como se muestra en la Figura 5.20., pasadas 4 horas tras la administración vía oral de las 

NCs_DY780, en todos los ratones tratados se observó fluorescencia en el tracto gastrointestinal 
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a diferencia del grupo control. Una vez extraído el paquete intestinal de cada uno de los ratones, 

pudimos observar cómo las NCs_DY780 se localizaban principalmente en el estómago, el ciego y 

las heces, aunque también se observaron trazas en el íleon y el yeyuno, lo que sugiere que, 

aunque una gran cantidad de NCs estaba siendo excretada, parte podría estar adherida o retenida 

en el intestino. Asimismo, se decidió analizar la fluorescencia en los pulmones, el hígado, los 

riñones y el bazo, ya que se trata de los principales tejidos en los que estudios previos han descrito 

que los diferentes nanomateriales pueden acumularse produciendo toxicidad crónica, toxicidad 

metabólica, inmunotoxicidad o incluso genotoxicidad 394,462. Sin embargo, no se observó 

fluorescencia en ningún caso, por lo que podríamos pensar que las NCs no se incorporan al 

torrente sanguíneo y, por lo tanto, no pasan a la vía sistémica. 

Aunque las imágenes no se muestran, pasadas 24 y 48 horas tras la administración de las 

NCs_DY780 no se observó fluorescencia en ninguno de los ratones, lo cual podría indicar que 

habían sido completamente eliminadas, ya que el fluoróforo DY-780 se encuentra unido de forma 

covalente a la superficie de las NCs, siendo poco probable que pueda ser liberado. Para 

corroborar esta hipótesis, se utilizó un segundo grupo control de ratones administrados por vía 

oral con la misma cantidad de fluoróforo libre que se había utilizado para la funcionalización de 

las NCs_DY780. En este caso, no fue detectado hasta que no se alcanzó una concentración 10 

veces superior del mismo, lo cual podría ser debido o bien a su degradación bajo las condiciones 

gastrointestinales o a una mayor dispersión del fluoróforo en forma libre, lo que se traduce 

directamente en una menor intensidad de la señal. 



RESULTADOS 

 127 

 

Figura 5.20.- Análisis de la biodistribución de las NCs_DY780 de quitosano. Se administraron 500 µg/ratón 
de NCs funcionalizadas con el fluoróforo DY-780 en ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas por vía oral 
mediante una sonda gástrica. Pasadas 4 horas tras la administración, los ratones fueron sacrificados 
mediante la inyección i.p. de una dosis letal de anestésico y rasurados para evitar que el pelaje oscuro 
interfiriera en la señal de fluorescencia. Se tomaron imágenes de los animales tras su eutanasia, y del 
paquete gastrointestinal tras su extracción, utilizando el equipo IVIS Lumina II con el filtro de excitación y 
emisión de ICG (λex=710/760, λem=810/875 nm) seleccionado. Las imágenes fueron procesadas utilizando 
el Living Image Software. Cada grupo experimental está compuesto por diferente número de ratones, tal y 
cómo se refleja en la imagen. 

Las AuNPs, gracias a sus propiedades ópticas y a su biocompatibilidad, también se han 

utilizado ampliamente como sistemas de vehiculización de moléculas, entre las que se incluyen 

los siARNs. Su encapsulación en capsulas poliméricas, ya sea a escala nano o micro, permite una 

mayor estabilización de las mismas frente al entorno biológico y, por lo tanto, una mejora en la 

eficacia del suministro de las sustancias terapéuticas 463,464. Sin embargo, de la misma forma que 

la encapsulación de las AuNPs presenta múltiples ventajas, la metodología de síntesis empleada 

no siempre permite un buen control de la dispersión del tamaño ni de la morfología de las 

partículas finalmente formadas. Frente a esta desventaja, el grupo del Dr. Jesús Martínez de la 

Fuente ha desarrollado una estrategia basada en la microencapsulación, ampliamente utilizada 

en el campo de la biomedicina debido a su alto potencial terapéutico frente a diversidad de 
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enfermedades 465,466, mediante tecnología inkjet de las AuNPs (Figura 5.21.A.) 467. La tecnología 

inkjet, al tratarse de una tecnología automática, continua, fácilmente escalable y de alta eficiencia 

de encapsulación presenta unas características ideales para la microencapsulación 468. Las 

microesferas o microcápsulas (MCs) de quitosano formadas a través de esta tecnología se han 

descrito como altamente resistentes a la degradación frente al pH(2-10) y frente a diferentes 

medios fisiológicos, además de que no presentan citotoxicidad in vitro frente a los cultivos 

celulares 467. 

Previamente a realizar el ensayo de biodistribución con las MCs de quitosano, 

comprobamos si, a pesar del incremento de su tamaño con respecto a las NCs, estas eran capaces 

de internalizar en los MØ procedentes de medula ósea de ratón. Pasadas 4 horas tras la 

incubación de las AuNPs-MCs_Alexa647 con los MØ, tal y cómo se muestra en la Figura 5.21.B., 

se comprobó mediante microscopia de fluorescencia cómo la mayoría se localizaban en el interior 

de las células. Cómo control, se incubaron los MØ con las NCs_DY780 bajo las mismas 

condiciones, localizando a la mayoría en el interior de las células. 

 

Figura 5.21.- Esquema de la metodología inkjet para la preparación de las AuNPs-MCs_Alexa647 y análisis 
de su internalización en macrófagos. (A) Las MCs son formadas por la gelificación iónica instantánea al 
entrar en contacto con el agente gelificante ácido fosfotúngstico (PTA). En la imagen de microscopia óptica 
de contraste se muestra el resultado de las AuNPs-MCs en agua (diámetro 34 ± 4 µm), mientras que en la 
imagen de microscopia confocal se muestran las AuNPs-MCs_Alexa647. Adaptación de 467. (B) Se 
obtuvieron MØ a partir de medula ósea de ratón y se sembraron sobre cubreobjetos, tal y como se describe 
en los Apartados 4.4.13.1 y 4.6.2., para ser incubados durante 4 horas a 37°C con 125 µg/ml de NCs_DY780 
y con 125 µg/ml de AuNPs-MCs_Alexa647. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS, se 
fijaron con PFA 4% y se realizaron las preparaciones para su visualización mediante microscopia confocal. 
Se muestra una imagen representativa a 10X (margen superior) y 60X (margen inferior). 
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Continuando con el mismo procedimiento descrito para llevar a cabo el estudio de la 

biodistribución de las NCs_DY780, se administraron 20 µg/ratón de AuNPs-MCs funcionalizadas 

con el fluoróforo Alexa647, cuya λem=647 nm tiene lugar en la región espectral del visible, dónde 

se recogen las señales de fondo correspondientes a la autoflorescencia de los tejidos. Por ello, 

fue necesario tener en cuenta algunos parámetros descritos por influir sobre el background como 

la alimentación, intentando minimizarlos lo máximo posible manteniendo a los animales con una 

dieta libre de alfalfa mínimo una semana antes del inicio del experimento. La dieta que se les 

suministra a los ratones de manera habitual, debido a su alto contenido en clorofila, componente 

fluorescente cuya emisión tiene lugar entre los 675 y 685 nm, está presente en muchos de los 

ingredientes de origen vegetal que componen los pellets 469. 

Tal y como se muestra en la Figura 5.22.A., pasadas 4 horas tras la administración todos 

los ratones a los que se les habían administrado AuNPs-MCs_Alexa647 mostraron señal de 

fluorescencia en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, esto también sucedía con los ratones 

pertenecientes al grupo control a los que únicamente se les había administrado agua, por lo que 

parte de la señal que se observa corresponde al background de los propios animales. No obstante, 

si realizamos la comparación entre ambos grupos experimentales, podemos destacar que la 

intensidad de la señal es mayor en presencia de las AuNPs-MCs_Alexa647. Pasadas 24 horas tras 

la administración de las AuNPs-MCs_Alexa647, la señal de fluorescencia se redujo con respecto 

al grupo anteriormente descrito, lo cual podría indicar que estaban siendo eliminadas como 

sucedía con las NCs_DY780. Sin embargo, si nos fijamos en las imágenes pasadas 48 horas, la 

señal de nuevo se intensificó, lo cual podría deberse a la coprofagia, la ingesta de heces, ya que 

se trata de un comportamiento habitual en esta especie. 

Una vez extraído el paquete intestinal de cada uno de los ratones, y tras la toma de 

imágenes en la región de emisión del fluoróforo, la intensidad de la señal de fondo era demasiado 

elevada y no permitía diferenciar la localización precisa de las AuNPs-MCs_Alexa647 en ninguno 

de los tiempos establecidos. Sin embargo, gracias a la determinación de la cantidad de oro 

presente en los diferentes tejidos mediante ICP-MS (Figura 5.22.B.), tal y como se describe en el 

Apartado 4.8.4., pudimos observar cómo pasadas 4 horas tras la administración de las AuNPs-

MCs_Alexa647, la mayoría de ellas se localizaban en el estómago y en el colon, aunque también 

se detectaron trazas en el íleon. Además del grupo control al que se le había administrado agua, 

para este ensayo de biodistribución se decidió incluir un tercer grupo experimental con AuNPs 

sin encapsular. Se cuantificó la cantidad de AuNPs que habían sido internalizadas en las MCs y se 
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administró esta misma concentración (20µg/ratón) para analizar su localización mediante el 

mismo procedimiento experimental. Pasadas 4 horas tras la administración de las AuNPs pudimos 

ver cómo, de la misma forma que ocurría con las AuNPs-MCs_Alexa647, se detectó un alto 

contenido en oro en el estómago. Sin embargo, en el resto de los tejidos apenas se detectó su 

presencia, lo cual podría deberse a que cuando las AuNPs se encuentran internalizadas en las 

MCs, el tiempo de retención se incrementa en la zona del colon gracias a las propiedades 

mucoadhesivas del quitosano. 

Pasadas 24 horas tras la administración, ninguno de los tejidos analizados procedentes 

de los diferentes grupos experimentales contenía oro, por lo que tanto las AuNPs encapsuladas 

como las AuNPs sin encapsular podrían haber sido eliminadas por completo del organismo. Para 

corroborar esta hipótesis, además de realizar la extracción de los tejidos, tras la eutanasia de los 

animales también se extrajo la sangre total mediante punción cardiaca y se analizó su contenido 

en oro. Ninguna de las muestras de sangre analizadas resultó positiva en la determinación. 
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Figura 5.22.- Análisis de la biodistribución de las MCs de quitosano. Se administraron 20 µg/ratón de las 
AuNPs-MCs funcionalizadas con el fluoróforo Alexa647 en ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas por vía oral 
mediante una sonda gástrica. Pasadas 4, 24 y 48 horas tras la administración, los ratones fueron 
sacrificados mediante la inyección i.p. de una dosis letal de anestésico y rasurados para evitar que el pelaje 
oscuro interfiriera en la señal de fluorescencia. Cada grupo experimental está compuesto por una N=4. (A) 
Se tomaron imágenes de los animales tras su eutanasia, y del paquete gastrointestinal tras su extracción, 
utilizando el equipo IVIS Lumina II con el filtro de excitación y emisión de Cy5.5 (λex=615/665, 
λem=695/770 nm) seleccionado. Las imágenes fueron procesadas utilizando el Living Image Software. (B) 
Se procedió a la extracción de los diferentes tejidos (hígado, estómago, duodeno, íleon y colon), y tras 
haber sido pesados, se procedió a su quemado y digestión, tal y como se describe en el Apartado 4.8.4., 
para la determinación de la concentración de oro. Los gráficos representan la media ±SEM de un único 
experimento independiente. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p 
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

Finalmente, además del análisis de la biodistribución de las NCs_DY780 y las AuNPs-

MCs_Alexa647, durante el ensayo se controló el estado de los ratones mediante su peso, 

apariencia y nivel de actividad. Cómo se observa en la Figura 5.23., las NCs_DY780 produjeron un 

pequeño descenso en el peso de algunos ratones con respecto al grupo control pasadas 48 horas 
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tras su administración, lo cual podría ser un indicativo de toxicidad sobre lo que se debería de 

profundizar mediante la realización de experimentos complementarios. 

 

Figura 5.23.- Análisis de la toxicidad de las NCs y MCs administradas para el estudio de biodistribución. Se 
administraron 500 µg/ratón de NCs_DY780 y 20 µg/ratón de AuNPs-MCs_Alexa647 en ratones C57BL/6 WT 
de 6-8 semanas por vía oral mediante una sonda gástrica. El peso de los ratones fue controlado desde el 
inicio del experimento hasta el sacrificio de los animales a los diferentes tiempos estipulados (4, 24 y 48 
horas). Cada grupo experimental está compuesto por una N=4. La gráfica representa la media ±SEM de 2 
experimentos independientes. 

5.2.5. Discusión  

La relación entre inflamación crónica y carcinogénesis fue propuesta por primera vez por 

Rudolf Virchow en 1863 al observar un infiltrado leucocitario en los tumores. Posteriormente, en 

el año 2011, Hanahan y Weinberg identificaron que la inflamación crónica, junto con la 

inestabilidad genética, contribuyen a la consolidación de los tumores, características que forman 

parte de los denominados hallmarks del cáncer 470,471. En la actualidad, existen numerosas 

evidencias documentadas acerca del vínculo entre inflamación y cáncer, siendo el CCR uno de los 

mejores ejemplos de un tumor estrechamente asociado con inflamación crónica 472,473. El CCR es 

una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo, tratándose del tercer 

cáncer más comúnmente diagnosticado, cuyo tratamiento farmacológico es poco efectivo, por lo 

que una mejor comprensión de los mecanismos que intervienen en la progresión del CCR podría 

conducir a una mejora en el desarrollo de nuevas terapias. 

La gzmA, además de estar implicada en sepsis, tal y como se describía en el Aparatado 

1.2.4., ha sido implicada en la iniciación y el desarrollo del CCR de origen inflamatorio 416. Estudios 

previos han demostrado un incremento de linfocitos infiltrantes con expresión de la gzmA en 
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pacientes con EII 223 o un aumento del mARN de la gzmA en pacientes con UC 474, ambas 

patologías relacionadas con un mayor riesgo de desarrollo de CCR. Asimismo, recientemente, en 

nuestro grupo de investigación se ha evidenciado la existencia de una correlación entre la 

expresión de la gzmA y la expresión de diversos genes inflamatorios en muestras de pacientes 

con CCR 416. Por lo que, teniendo en cuenta la participación de la gzmA en este tipo de procesos 

inflamatorios, una de las propuestas para este trabajo de tesis, fue la inhibición selectiva de la 

expresión de la gzmA, manteniendo intacta la respuesta inflamatoria protectora, para la 

prevención y el tratamiento del CCR, evitando los posibles efectos adversos que provocan los 

actuales tratamientos inmunosupresores. 

Desde que Fire y Mello descubrieron la capacidad del ARN para silenciar la expresión 

génica mediante la degradación del mARN en el nemátodo Caenorhabditis elegans en 1998 475, 

el interés por el siARN como herramienta para el tratamiento de una gran diversidad de 

enfermedades, entre las que se incluye el cáncer, ha aumentado exponencialmente 476. Incluso 

algunos estudios previos han demostrado que puede darse un efecto sinérgico entre los 

tratamientos de quimioterapia convencionales y la administración de siARNs específicos 

antitumorales 477,478. En nuestro caso, los primeros resultados obtenidos acerca del 

silenciamiento de la gzmA mostraron que puede llegar a reducirse su expresión in vitro entre un 

30 y un 70% aproximadamente en función del siARN empleado. Sin embargo, es preciso tener en 

cuenta que, para conseguir un silenciamiento in vivo eficiente, el siARN debe de cumplir con una 

serie de requisitos, como no degradarse en condiciones fisiológicas o ser capaz de atravesar una 

serie de barreras biológicas. Debido a la dificultad que esto supone, uno de los componentes 

básicos en la terapia génica son los llamados vectores, sistemas diseñados para la transferencia 

del material genético en la célula diana.  

Existen una gran variedad de vectores distintos, generalmente clasificados en dos 

grandes subgrupos: virales y no virales. Recientemente, dentro de los vectores no virales, se han 

desarrollado diferentes estrategias para lograr la vehiculización del siARN hacia el lugar donde su 

acción es requerida, siendo una de ellas el uso de polímeros catiónicos gracias a su habilidad para 

interaccionar con el ARN cargado negativamente mediante interacción electrostática, lo que 

favorece la formación de complejos estables, y a su capacidad para atravesar las membranas 

celulares 479. El control de la química de la partícula hace posible la obtención de sistemas de 

liberación continuada, así como las propiedades de su superficie influyen sobre la interacción con 

los sistemas biológicos. El quitosano es uno de los polímeros biocompatibles de origen natural 
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que se ha utilizado más frecuentemente para la administración oral de diversidad de moléculas, 

protegiéndolas contra la degradación durante su paso por el tracto gastrointestinal y facilitando 

su absorción en el intestino, ya que debido a su carga positiva el quitosano posee la capacidad de 

abrir las uniones estrechas entre las células del epitelio intestinal, de manera transitoria y 

reversible, aumentando la permeabilidad 480, así como el tiempo de retención gracias a sus 

propiedades mucoadhesivas.  

Nuestros resultados in vitro demostraron que las NCs de quitosano fueron 

eficientemente internalizadas en un intervalo de tiempo relativamente corto en el interior de las 

distintas poblaciones celulares de interés, sin mostrar toxicidad sobre las mismas. Sin embargo, 

no se logró alcanzar el silenciamiento génico de la gzmA mediante el uso de los nanocomplejos 

que contenían el siARN anti-GzmA. Es importante destacar que, aunque estudios previos han 

descrito los principales parámetros a tener en cuenta a la hora de sintetizar estos complejos, ya 

que pueden influir sobre la eficiencia del silenciamiento génico, existe cierta controversia en los 

resultados obtenidos entre los diferentes grupos. Algunos de estos parámetros son: el grado de 

desacetilación o el peso molecular del quitosano, los cuales permiten aumentar la carga positiva 

del polímero y, por lo tanto, mejorar  la eficiencia de transfección; la relación N/P (N: grupos 

amino del quitosano; P: grupos fosfato del siARN) que influye directamente sobre el potencial 

zeta de la NC, que en el caso de ser altamente positivo favorece la estabilidad coloidal y mejora 

la absorción, aunque un exceso de quitosano también podría conducir a una mayor citotoxicidad; 

o el método de síntesis de los complejos siARN-NCs, el cual juega un papel clave en el tamaño de 

las partículas formadas, así como en la estabilidad y el grado de internalización de las mismas 
369,481. 

Asimismo, la farmacocinética y la biodistribución también son parámetros relevantes a la 

hora de diseñar y testar nuevos nanomateriales, ya que su efectividad depende de que alcancen 

el tejido diana y su toxicidad de si se acumulan en tejido sano. Nuestros resultados in vivo 

mostraron como las NCs y las MCs de quitosano permiten actuar de forma localizada aumentando 

el tiempo de retención en la zona del intestino, eliminándose por completo del organismo sin 

llegar a producirse su integración en la vía sistémica, lo cual disminuye el riesgo de toxicidad. 

Estudios previos han descrito que la acumulación de NPs en el organismo puede llegar a provocar 

diversos efectos secundarios 482–484. Es por ello por lo que tanto las NCs como las MCs de 

quitosano empleadas en este trabajo podrían ser consideradas como vehículos adecuados para 

el tratamiento de liberación dirigida frente a diversas enfermedades intestinales como el CCR. 
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5.3. Estudio del efecto de las nanopartículas de oro in vitro e in vivo 

5.3.1. Estudio del efecto de las AuNPs sobre la variación en la expresión de 

citocinas proinflamatorias en macrófagos M1 y M2 in vitro 

A lo largo de la respuesta inflamatoria tiene lugar la participación de MØM1, 

predominantes durante las etapas iniciales del proceso, y de MØM2, cuyo número aumenta en 

etapas más tardías promoviendo la resolución de la inflamación 146, tal y como se describía en el 

Apartado 1.2.3.1. Es por ello por lo que, para el estudio del efecto de las AuNPs sobre la respuesta 

inflamatoria en MØ, nos planteamos utilizar MØM1 y MØM2. Para ello, se utilizaron los factores 

GM-CSF y M-CSF, ya que ambos contribuyen a la supervivencia y a la proliferación celular, sin 

embargo, ejercen acciones diferentes durante la polarización de los MØ. Mientras GM-CSF 

promueve la generación de MØM1 (GM-BMDMs), caracterizados por ser productores de 

citocinas proinflamatorias, además de por una alta capacidad presentadora de antígeno y 

actividad tumoricida, el M-CSF produce MØM2 (BMDMs), que liberan IL-10 en respuesta a 

agentes patógenos, poseen alta capacidad fagocítica y actividad protumoral 485. 

Previamente a evaluar el efecto de las AuNPs sobre la expresión de citocinas 

proinflamatorias, se decidió verificar si la diferenciación a MØ se había producido correctamente 

mediante el análisis de citometría de flujo de determinados marcadores extracelulares (Anexo II). 

Para ello, una vez extraídos los monocitos de la medula ósea de los ratones, se colocaron en 

cultivo durante 7 u 8 días con el medio adecuado en función del fenotipo a obtener, tal y como 

se muestra en la Figura 5.24.A., y posteriormente, se realizaron los marcajes con F4/80 y CD11b 
486,487. Las células diferenciadas mostraron una población doble positiva, característica de MØ, 

alcanzando un 72,2% en el caso de los MØM1 y un 93% en el caso de los MØM2 (Figura 5.24.B.). 

Como control, también se analizó la expresión en monocitos recién extraídos, siendo el 99% de 

la población resultante doble negativa, y en MØM0 o células sin completar su diferenciación, 

cultivadas con M-CSF en ausencia del estímulo de la IL-4, obteniendo únicamente un 29,3% de 

células doble positivas. Asimismo, para diferenciar entre los distintos fenotipos, se realizaron los 

marcajes con MHCII y CD206 sobre la población preseleccionada F4/80+CD11b+ 488,489. Como se 

muestra en la Figura 5.24.C., los resultados obtenidos fueron acordes a lo descrito en la 

bibliografía, obteniendo una mayor expresión de MHCII para los MØM1 y una mayor expresión 
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de CD206 para los MØM2, corroborando de esta forma que los protocolos empleados para la 

diferenciación de los diferentes MØ eran los adecuados. 

 

Figura 5.24.- Fenotipado de macrófagos: M1 y M2. (A) Se extrajo la médula ósea de ratones C57BL/6 WT 
de 6-8 semanas. Las células obtenidas se sembraron a una densidad de 106 células/ml en placas de cultivo 
y se mantuvieron durante 7-8 días con el medio correspondiente en función del fenotipo a obtener, tal y 
como se indica en el Apartado 4.4.13. Pasado este tiempo, las células fueron despegadas y a continuación, 
se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a diferentes concentraciones (1 y 100 
ng/ml), 100 µg/ml de AuNPs o una combinación de ambas durante 6 y 24 horas. (B) Tras la diferenciación 
completa de los MØ, previamente a ser incubados con LPS o AuNPs, las células fueron despegadas para su 
marcaje con F4/80, CD11b, MHCII y CD206 y su posterior análisis mediante citometría de flujo. Dot plots 
representativos del porcentaje de células positivas F4/80+ CD11b+ para cada uno de los fenotipos de MØ. 
Monocitos recién extraídos y células cultivadas con M-CSF sin estimular con la IL-4, se utilizaron como 
referencia para analizar el incremento en la expresión de los marcadores seleccionados. Los números en la 
esquina superior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (C) Tras la 
diferenciación completa de los MØ, previamente a ser incubados con LPS o AuNPs, las células fueron 
despegadas para su marcaje con F4/80, CD11b, MHCII y CD206 y su posterior análisis mediante citometría 
de flujo. Histogramas representativos de la intensidad de expresión de MHCII y CD206 sobre la población 
preseleccionada de células F4/80+ CD11b+ para cada uno de los fenotipos de MØ. 
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Una de las grandes ventajas de las NPs es que presentan una gran versatilidad a la hora 

de ser diseñadas, permitiendo aportarles las características deseadas mediante lo que se conoce 

como funcionalización tras su síntesis. Sin embargo, la modificación de la superficie de las NPs, 

además de afectar a su estabilidad, también puede influir sobre otros parámetros como la 

toxicidad. Por consiguiente, se decidió testar conjuntamente AuNPs que diferían en su 

funcionalización, todas ellas procedentes del grupo del Dr. Jesús Martínez de la Fuente. Asimismo, 

y aprovechando que múltiples estudios previos han descrito la capacidad del LPS para inducir una 

potente respuesta inmune innata, acompañada de una alta producción de citocinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α 490,491, se planteó utilizar la combinación de esta 

endotoxina con las AuNPs para poder estudiar posibles incrementos o descensos de la respuesta 

inflamatoria. 

En primer lugar, se comprobó que las dosis seleccionadas para experimentos posteriores, 

tanto de AuNPs como de LPS, no resultaban ser tóxica para los MØ mediante la realización de 

ensayos de MTT y el marcaje de 7-AAD junto con su posterior análisis mediante citometría de 

flujo, tal y como se describe en los Apartados 4.4.4. y 4.3.3.3. En ninguno de los casos se obtuvo 

una viabilidad inferior al 90%, considerándose así que se trataba de dosis adecuadas. Además, 

todos los lotes de AuNPs empleados para la realización de los diferentes ensayos que se muestran 

a lo largo de este apartado fueron testados, comprobando así que estuvieran libres de 

endotoxinas bacterianas. 

Los primeros resultados acerca de la expresión de IL-1β, IL-6 y TNF-α sobre MØM1 (Anexo 

III), indicaban en la mayoría de los casos que el perfil de expresión era similar para todos los tipos 

de AuNPs, en ausencia de LPS o en combinación con bajas concentraciones del mismo. Sin 

embargo, se observaron pequeñas diferencias que nos llevaron a seleccionar para experimentos 

posteriores aquellas AuNPs recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 100% de la superficie 

saturada (Figura 5.25.), ya que podrían ser consideradas cómo las más inflamatorias, además de 

ser las más estables en solución. 
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Figura 5.25.- Esquema de la síntesis de las AuNPs seleccionadas para su estudio in vitro e in vivo. Tras la 
formación de las AuNPs de 14 nm mediante reducción química por estrategia “bottom-up”, se procedió a 
su recubrimiento con el 100% de la superficie saturada utilizando PEG-N3 y PEG-COOH. 

Examinando con más detalle el efecto de las AuNPs seleccionadas sobre la expresión de 

las citocinas proinflamatorias en MØM1, tal y como se muestra en la Figura 5.26.A., pudimos 

observar como a mayor concentración de LPS y a mayor tiempo de incubación, en general se 

produjo un incremento en la producción de todas ellas. Las AuNPs por sí solas mostraron un 

pequeño incremento de IL-6 tras 6 horas de incubación y de TNF-α tras 24 horas de incubación, 

aunque ninguno resultó ser significativo en comparación con el grupo control. Finalmente, 

aunque la mayoría de las combinaciones no manifestaron variaciones con respecto a sus 

controles relativos de LPS en ausencia de las AuNPs, a concentraciones bajas de endotoxina y tras 

24 horas de incubación observamos un incremento de los niveles de IL-1β, y lo mismo ocurrió a 

concentraciones altas y tras 6 horas de incubación con respecto a los niveles de TNF-α, los cuales 

se vieron incrementados. 

Como se puede apreciar en la Figura 5.26.B., los MØM2 produjeron niveles de expresión 

de TNF-α menos elevados que los alcanzados en los MØM1, así como no se detectó la producción 

de IL-1β. El resto de los resultados obtenidos fueron bastante semejantes a los descritos 

anteriormente. Por lo general, a mayor concentración de LPS y mayor tiempo de incubación, 

encontramos valores de expresión más elevados. En este caso, las AuNPs por sí solas no 

produjeron variaciones con respecto al grupo control, mientras que combinadas con LPS nos 

encontramos con ligeros descensos tanto para la IL-6 como para el TNF-α, aunque en ninguno de 

los casos esta variación resultó ser significativa. 
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Figura 5.26.- Análisis del efecto de las AuNPs sobre la expresión de citocinas proinflamatorias en 
macrófagos M1 y M2. Se extrajo la médula ósea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células 
obtenidas se sembraron a una densidad de 106 células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 
7-8 días con el medio correspondiente en función del fenotipo a obtener, tal y como se indica en el 
Apartado 4.4.13. Pasado este tiempo, las células fueron despegadas y a continuación, se sembraron en una 
placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a diferentes concentraciones (1 y 100 ng/ml), 100 µg/ml 
de AuNPs o una combinación de ambas durante 6 y 24 horas. La adición de LPS, independientemente de la 
concentración empleada, se realizó 1 hora antes que la adición de las AuNPs. Se recogieron los 
sobrenadantes y, tras su centrifugación para la eliminación de restos celulares, se cuantificaron los niveles 
de IL-1β, IL-6 y TNF-α mediante ELISA en (A) MØM1 y (B) MØM2. La línea roja discontinua que aparece en 
el gráfico relativo a la expresión de IL-1β hace referencia al límite de detección propio del método. Los 
gráficos representan la media ±SEM de 3 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó 
mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

Finalmente, con el objetivo de analizar el mecanismo a través del cual las AuNPs podrían 

alterar la respuesta inflamatoria mediada por el LPS a concentraciones altas, se decidió analizar 
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de nuevo la expresión de las citocinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF-α sobre MØM1 en 

presencia del inhibidor de caspasa-1, proteasa encargada de proteolizar las formas inmaduras de 

las citocinas clave en la respuesta inflamatoria IL-1β e IL-18 123. Como era de esperar, tal y como 

se observa en la Figura 5.27., al utilizar el inhibidor VX-765, los niveles de IL-1β alcanzados con 

una dosis de 100 ng/ml de LPS se redujeron drásticamente. Sin embargo, en presencia de AuNPs 

y tras 24 horas de incubación, la reducción no fue tan drástica, recuperando así parte de la 

expresión. Con respecto a la IL-6, el inhibidor VX-765 también fue capaz de reducir la expresión 

inducida por la dosis de 100 ng/ml de LPS tras 6 y 24 horas de incubación, aunque en presencia 

de AuNPs esta inhibición se bloqueó, alcanzándose niveles elevados de IL-6. Por último, la 

producción de TNF-α no se vio alterada con el uso del inhibidor VX-765, aunque en presencia de 

AuNPs, sí que se produjo una reducción de la misma. 

 

Figura 5.27.- Análisis del mecanismo a través del cual las AuNPs modulan la respuesta inflamatoria en 
macrófagos M1. Se extrajo la médula ósea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas 
se sembraron a una densidad de 106 células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 7-8 días con 
medio GM-CSF, tal y como se indica en el Apartado 4.4.13.1. Pasado este tiempo, las células fueron 
despegadas y a continuación, se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a 
diferentes concentraciones (1 y 100 ng/ml), 100 µg/ml de AuNPs o una combinación de ambas durante 6 
y 24 horas. La adición de LPS, independientemente de la concentración empleada, se realizó 1 hora antes 
que la adición de las AuNPs. Previamente, algunos grupos experimentales fueron preincubados 1 hora 
antes con el inhibidor de caspasa-1 (VX-765, 10 µM). Se recogieron los sobrenadantes y, tras su 
centrifugación para la eliminación de restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-1β, IL-6 y TNF-α 
mediante ELISA en MØM1. La línea roja discontinua que aparece en el gráfico relativo a la expresión de IL-
1β hace referencia al límite de detección propio del método. Los gráficos representan la media ±SEM de 2 
experimentos independientes. 
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5.3.2. Estudio del efecto de las AuNPs sobre la maduración de células 

dendríticas in vitro 

Las DCs representan una familia heterogénea de APCs con propiedad para inducir 

tolerancia en los linfocitos T o activarlos debido en parte a su estado de maduración. En estado 

inmaduro, las DCs muestran baja expresión en su superficie de moléculas MHC de tipo II, así como 

de moléculas co-estimuladoras tales como CD40, CD80 y CD86. Sin embargo, cuando las DCs se 

activan diferenciándose a DCs maduras, se produce un aumento significativo en la expresión de 

dichos marcadores 492. 

Estímulos como el LPS provocan la maduración de las DCs induciendo cambios en su 

fenotipo. Por ello, quisimos analizar la posible influencia de las AuNPs sobre la maduración de 

BMDCs, con y sin la estimulación del LPS (Figura 5.28.A.), mediante el cambio en la expresión de 

marcadores de superficie en la población preseleccionada de células CD11b+CD11c+ 493 (Anexo II). 

Cómo se puede observar en la Figura 5.28.B., a modo de ejemplo con CD40, al aumentar la 

concentración de LPS se produjo un incremento tanto del número de BMDCs positivas como de 

los propios niveles de expresión cuantificados a través de la MFI, algo que también ocurría con el 

resto de los distintos marcadores (Figura 5.28.C). El aumento de la expresión de los ligandos de 

co-estimulación CD40, CD80 y CD86 demostró que las BMDCs se encontraban en un estado 

maduro, mientras que el incremento de la expresión de MHCII señaló una mayor capacidad de 

presentación antigénica. De esta forma, se obtuvieron BMDCs especializadas en la generación de 

una respuesta inmune adaptativa 494. Aunque inicialmente se empleó la dosis de 1 µg/ml de LPS 

para la maduración de las BMDCs, esta concentración fue descartada del estudio, ya que a pesar 

de que ninguna de las concentraciones empleadas para el estudio manifestó toxicidad mediante 

el marcaje con 7-AAD, generó niveles de expresión tan elevados que imposibilitaban el poder 

observar posibles variaciones que las AuNPs pudiesen inducir. 

Asimismo, tal y como se muestra en la Figura 5.28.D., se llevaron a cabo experimentos 

con BMDCs en distinto estadio de diferenciación. Destacar que, tras 7 días, tanto el porcentaje 

de células positivas como el nivel de expresión de los distintos marcadores en los diferentes 

grupos experimentales, incluyendo el grupo control, fueron incrementados con respecto a los 

obtenidos el día anterior, lo cual nos indica que las BMDCs en este caso habían aumentado su 
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grado de madurez. Además, en el caso de MHCII podemos observar como todas las células 

resultaron ser positivas independientemente del estímulo aplicado. 

Con respecto al efecto de las AuNPs sobre las BMDCs, en ninguno de los casos por sí solas 

provocaron cambios morfológicos. Con respecto a su fenotipo, tras 6 días de diferenciación, se 

observó un descenso en el porcentaje de células positivas para CD86 y un incremento en la 

expresión de MHCII. Mientras que, tras 7 días, se produjo un descenso tanto del porcentaje de 

células positivas como de los niveles de expresión para CD80 y CD86. Ninguno de los cambios 

señalados resultó ser significativo. Finalmente, las combinaciones de AuNPs con LPS provocaron 

ligeros descensos en la mayoría de los casos sobre la expresión de las moléculas de superficie de 

las BMDCs en relación a sus respectivos controles. 
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Figura 5.28.- Análisis del efecto de las AuNPs sobre la maduración de células dendríticas. (A) Se extrajo la 
médula ósea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas se sembraron a una densidad 
de 106 células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 6-7 días con RPMI completo enriquecido 
con sobrenadante de células X-63Ag8653 (Apartado 4.4.12.). Pasado este tiempo, se recogió el 
sobrenadante de cultivo con las células en suspensión y a continuación, se sembraron en una placa de 96 
pocillos para ser incubadas con LPS a diferentes concentraciones (1, 100 y 1000 ng/ml), 100 µg/ml de AuNPs 
o una combinación de ambas durante 24 horas. La adición de LPS, independientemente de la concentración 
empleada, se realizó 1 hora antes que la adición de las AuNPs. Finalmente, se procedió al marcaje de 
CD11b, CD11c, CD40, CD80, CD86 y MHCII y a su posterior análisis mediante citometría de flujo. (B) 
Experimento representativo del porcentaje de células positivas y el nivel de expresión de CD40, en función 
de la concentración de LPS utilizada para estimular las BMDCs. Las células no estimuladas se utilizaron 
como referencia para analizar el incremento en la expresión. Los números en la esquina superior muestran 
el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. (C) Tras 6 días de diferenciación y (D) tras 7 
días de diferenciación; se analizaron los porcentajes de BMDCs positivas y los niveles de expresión de CD40, 
CD80, CD86 y MHCII para los distintos grupos experimentales: LPS (1 y 100 ng/ml), AuNPs (100 µg/ml) y su 
combinación. Como control se utilizaron BMDCs sin estimular. Los gráficos representan la media ±SEM de 
3 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p 
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

5.3.3. Estudio del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento tumoral del 

melanoma murino B16 in vivo 

Continuando con el estudio de los nanomateriales, y más concretamente de las AuNPs, 

se quiso comprobar la capacidad de las mismas para ejercer un efecto inmunomodulador in vivo 

en ausencia y presencia de LPS, sobre las diferentes poblaciones inmunológicas que conforman 

el TME. Para ello, se usó un modelo de tumor sólido subcutáneo que permitiera evidenciar las 

posibles variaciones mediante su seguimiento y posterior análisis. 

Previamente a evaluar el efecto de las AuNPs sobre el crecimiento de los tumores in vivo, 

se testó la toxicidad y el efecto del LPS sobre el modelo de melanoma murino B16, puesto que es 

el modelo de melanoma metastásico más utilizado para estudios preclínicos 495. Para ello, se 

inocularon por vía s.c. células B16 en ratones WT y, una vez los tumores comenzaron a 

desarrollarse de forma visible/palpable, se inyectó intratumoralmente LPS a diferentes 

concentraciones, tal y cómo se muestra en la Figura 5.29.A. En los ratones control se administró 

PBS con el objetivo de que la manipulación de los tumores fuera lo más homogénea posible, así 

como el estrés al que los ratones deben de someterse durante el procedimiento. 

A partir del “día 0”, considerado de esta forma por ser el inicio del tratamiento, se llevó 

a cabo el seguimiento del desarrollo tumoral. Tal y cómo se observa en la Figura 5.29.B., mientras 

que los diferentes ratones del grupo control presentaron un crecimiento tumoral continuo, los 

ratones a los que se les había administrado LPS mostraron o bien un retardo en el crecimiento o 
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un descenso del volumen en función de la concentración. La administración de 1 µg de LPS 

provocó que el crecimiento de los tumores, aunque también continuo, fuera más lento en 

comparación con el grupo control, mientras que la dosis de 5 µg de LPS hizo que en algunos casos 

se produjera una remisión completa de los mismos. Aunque parece paradójico, el crecimiento de 

los tumores al utilizar 10 µg de LPS, en lugar de tener un efecto similar al descrito anteriormente, 

fue semejante al obtenido mediante la concentración más baja de LPS (1 µg). Finalmente, a la 

concentración más alta testada, correspondiente a 50 µg de LPS, los tumores sufrieron 

ulceración, produciéndose la remisión de todos ellos.  Exceptuando a la concentración más baja 

de LPS, en el resto de las dosis administradas se observó un pico de incremento tras las primeras 

24-48 horas tras la inoculación de la endotoxina, que podría deberse al inicio de la reacción 

inflamatoria. 

Además del seguimiento del desarrollo tumoral, a lo largo de todo el procedimiento 

experimental se controló el estado de los ratones mediante su peso, apariencia y nivel de 

actividad. De esta forma, se evidenció que el LPS no mostraba toxicidad a las dosis administradas 

ya que no se observaron cambios con respecto al grupo control. 
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Figura 5.29.- Análisis del efecto del LPS sobre el crecimiento de tumores subcutáneos B16. (A) Se inocularon 
5x105 células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 días, una vez los tumores 
comenzaron a crecer, se inyectaron intratumoralmente diferentes concentraciones de LPS en un volumen 
final de 100 µl y se observó el desarrollo tumoral durante los siguientes 7 días. Cómo control se inyectó el 
mismo volumen de PBS.  (B) Se muestran en punteado las curvas de crecimiento a partir del “día 0”, 
momento en el que se inicia el tratamiento con diferentes concentraciones de LPS (1, 5, 10 y 50 µg), para 
cada uno de los tumores de forma independiente. El volumen se calculó mediante la fórmula L*A*H según 
se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada uno de los gráficos, mediante una línea continua de 
mayor grosor se muestra la media, resultado de los diferentes tumores. (C) Se muestran únicamente las 
medias de los diferentes grupos. Cada grupo experimental está compuesto por diferente número de 
ratones, tal y cómo se refleja en el gráfico, de un mínimo de 3 experimentos independientes. El análisis 
estadístico se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones múltiples de 
Dunnett entre las diferentes concentraciones de LPS y el grupo control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; 
**** p<0,0001. 
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A continuación, y como se muestra en la Figura 5.30.A., se siguieron las mismas pautas de 

administración, pero en este caso utilizando las AuNPs en ausencia o en combinación de las 

distintas dosis de LPS. La concentración utilizada de AuNPs en todos los casos fue de 2 mg, una 

concentración fija establecida en función de la posibilidad de concentrar al máximo las AuNPs sin 

que estas pierdan su estabilidad y el máximo volumen permitido para la administración 

intratumoral. Una vez administradas las AuNPs a “día 0”, se realizó el seguimiento del crecimiento 

tumoral y se observó un incremento del desarrollo en comparación con el grupo control, el cual 

no resultó significativo debido a la alta variabilidad entre los diferentes animales. Además, en la 

Figura 5.30.B. se observa como la presencia de AuNPs en las combinaciones testadas, provocó 

cambios en el crecimiento de los tumores en comparación con sus respectivos controles de LPS 

a las mismas concentraciones en ausencia de nanopartículas. Mientras que las combinaciones de 

1 y 5 µg de LPS con AuNPs dieron lugar a un ligero incremento del crecimiento tumoral, la 

combinación de 10 µg mostró un descenso del mismo. De nuevo, la administración de 50 µg de 

LPS, en este caso combinados con AuNPs, provocó la ulceración y eliminación total de los 

tumores, por lo que esta dosis fue finalmente descartada en experimentos posteriores por 

mostrar toxicidad local sobre las propias células tumorales 496. 
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Figura 5.30.- Análisis del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento de tumores subcutáneos B16. (A) Se 
inocularon 5x105 células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 días, una vez los tumores 
comenzaron a crecer, se inyectó intratumoralmente una concentración fija de 2 mg de AuNPs en ausencia 
o en combinación de diferentes concentraciones de LPS en un volumen final de 100 µl y se observó el 
desarrollo tumoral durante los siguientes 7 días. La administración de ambos compuestos se hizo de forma 
independiente, aunque simultánea. Cómo control se inyectó el mismo volumen de PBS.  (B) Se muestran 
en punteado las curvas de crecimiento a partir del “día 0”, momento en el que se inicia el tratamiento con 
AuNPs y diferentes concentraciones de LPS (1, 5, 10 y 50 µg), para cada uno de los tumores de forma 
independiente. El volumen se calculó mediante la fórmula L*A*H según se indica en el Apartado 4.8.5. 
Asimismo, en cada uno de los gráficos, mediante una línea discontinua de mayor grosor se muestra la 
media, resultado de los diferentes tumores y mediante una línea continua se muestra la media de sus 
respectivos controles, resultados del análisis anterior. (C) Se muestran únicamente las medias de los 
diferentes grupos ensayados. Cada grupo experimental está compuesto por diferente número de ratones, 
tal y cómo se refleja en el gráfico, de un mínimo de 2 experimentos independientes. El análisis estadístico 
se realizó mediante un análisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones múltiples de Dunnett entre 
las diferentes concentraciones de LPS y el grupo control. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** 
p<0,0001. 
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A la vista de los resultados obtenidos anteriormente (Figura 5.30.B.), la combinación de 

10 µg de LPS con AuNPs fue la única que retardó el crecimiento de los tumores sin causar 

toxicidad y sin llegar a provocar la remisión de los mismos. Por ello, se decidió probar a realizar el 

mismo experimento con esta misma combinación de AuNPs y LPS, pero esta vez permitiendo a 

los tumores alcanzar el punto final humanitario correspondiente a 1 cm3 (Figura 5.31.A.), con el 

objetivo de observar el desarrollo tumoral a largo plazo. En la Figura 5.31.B. se muestra como los 

tumores correspondientes al grupo control manifestaron de nuevo un crecimiento continuo, 

mientras que la presencia de AuNPs alteró esta continuidad acelerando el desarrollo durante los 

primeros 7 días tras su administración y reduciéndolo ligeramente hasta el punto final. La 

presencia de LPS a una concentración de 10 µg hizo que los tumores crecieran más lentamente 

que los del grupo control, aunque finalmente alcanzaron el mismo volumen final de forma 

prácticamente simultánea. Finalmente, la combinación de AuNPs con LPS mostró el menor 

crecimiento con respecto al resto de los grupos experimentales, aunque de nuevo pasados 14 

días tras el inicio del tratamiento, todos los ratones tuvieron que ser sacrificados por haber 

alcanzado un volumen de 1 cm3. 
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Figura 5.31.- Análisis del efecto de las AuNPs sobre el crecimiento de tumores subcutáneos B16 a largo 
plazo. (A) Se inocularon 5x105 células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 días, una vez 
los tumores comenzaron a crecer, se inyectó intratumoralmente una concentración fija de 2 mg de AuNPs 
en ausencia o en combinación de 10 µg de LPS en un volumen final de 100 µl y se observó el desarrollo 
tumoral hasta alcanzar el punto final humanitario establecido en un volumen de 1 cm3. La administración 
de ambos compuestos se hizo de forma independiente, aunque simultánea. Cómo control se inyectó el 
mismo volumen de PBS, así como LPS a una concentración final de 10 µg en ausencia de AuNPs. (B) Se 
muestran en punteado las curvas de crecimiento a partir del “día 0”, momento en el que se inician los 
diferentes tratamientos reflejados en el gráfico, para cada uno de los tumores de forma independiente. El 
volumen se calculó mediante la fórmula L*A*H según se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada 
uno de los gráficos, mediante una línea de mayor grosor, se muestran las medias resultado de los diferentes 
tumores y grupos ensayados. Cada grupo experimental está compuesto por una N=3, tal y cómo se refleja 
en el gráfico, de un único experimento. 

5.3.4. Estudio del efecto de las AuNPs sobre el perfil de expresión de 

determinados mediadores implicados en inflamación en melanoma murino 

B16 in vivo 

En base a los resultados obtenidos acerca de la variación en el crecimiento de los tumores 

y las diferencias observadas entre los distintos grupos, con una posible influencia de las AuNPs 

sobre las mismas, se decidió analizar el perfil de expresión de varias citocinas pro- y 

antiinflamatorias, así como de algunas quimiocinas. Para ello, se sacrificaron los ratones pasados 

7 días tras la administración intratumoral de AuNPs y LPS, de forma que fuimos capaces de realizar 

el posterior análisis de todos los tumores de forma simultánea, ya que en ninguno de los casos se 
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había alcanzado el volumen de punto final correspondiente a 1 cm3. A continuación, se llevó a 

cabo la extracción de los tumores de melanoma B16, y se realizaron los explantes para analizar la 

expresión de citocinas y quimiocinas ex vivo. 

Como se muestra en la Figura 5.32., se estudió la expresión de las citocinas IL-1β, IL-6 y 

TNF-α mediante ELISA. Exceptuando a la dosis más baja de LPS (1 µg), en la que se observó una 

tendencia a la disminución de la expresión, en el resto de los casos, el aumento de la 

concentración de LPS (5 y 10 µg) provocó un incremento de la producción de las citocinas 

proinflamatorias con respecto al grupo control. Si nos fijamos en las AuNPs, por sí solas también 

fueron capaces de alterar el patrón de expresión ocasionando un aumento de IL-6 y TNF- α, de 

manera significativa en este último caso. Al combinarlas con LPS se produjeron variaciones, a las 

concentraciones de 5 y 10 µg de LPS con AuNPs se obtuvieron valores más bajos de todas las 

citocinas en comparación con los obtenidos en ausencia de las mismas. Sin embargo, a la 

concentración de 1 µg de LPS con AuNPs, a excepción de IL-1β en donde se produjo un pequeño 

incremento, en el resto se mantuvieron los valores constantes en relación a sus respectivos 

controles. 
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Figura 5.32.- Análisis de la expresión de citocinas proinflamatorias en tumores subcutáneos B16. Tras el 
sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habían sido tratados con LPS a diferentes concentraciones 
(1, 5 y 10 µg), AuNPs y con la combinación de ambos, fueron extraídos y pesados, tal y como se describe 
en el Apartado 4.8.5.1. A continuación, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturí estéril se 
mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24 
pocillos. Pasado este tiempo, se recogió el sobrenadante y, tras su centrifugación para la eliminación de 
restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-1β, IL-6 y TNF-α mediante ELISA. Los datos se representan 
como la media ±SEM de al menos 4 réplicas biológicas realizadas en al menos 2 experimentos 
independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; 
*** p <0,001; **** p<0,0001. 

Asimismo, se analizó la expresión mediante tecnología multiplex de IL-4 e IL-10 (Figura 

5.33.), dos de las citocinas antiinflamatorias detectadas con mayor frecuencia. Conforme se 

aumentó la dosis de LPS administrada, se produjo un incremento de la expresión de ambas 

citocinas, a excepción de la dosis de 1 µg de LPS, en la que los valores que se obtuvieron fueron 

menores con respecto al grupo control. El empleo de las AuNPs también generó un aumento de 

IL-4 e IL-10, aunque en combinación con LPS, dependiendo de la concentración de endotoxina 

administrada, o bien se observó un ligero descenso de la media resultante producto de la 

combinación independiente de ambas, como en el caso de las dosis de 1 y 10 µg de LPS, o por el 

contrario, no se detectó la expresión de ninguna de las dos citocinas analizadas, como en el caso 

de la dosis de 5 µg de LPS. 
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Figura 5.33.- Análisis de la expresión de citocinas antiinflamatorias en tumores subcutáneos B16. Tras el 
sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habían sido tratados con LPS a diferentes concentraciones 
(1, 5 y 10 µg), AuNPs y con la combinación de ambos, fueron extraídos y pesados, tal y como se describe 
en el Apartado 4.8.5.1. A continuación, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturí estéril se 
mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24 
pocillos. Pasado este tiempo, se recogió el sobrenadante y, tras su centrifugación para la eliminación de 
restos celulares, se cuantificaron los niveles de IL-4 e IL-10 mediante tecnología multiplex. Los datos se 
representan como la media ±SEM de al menos 4 réplicas biológicas realizadas en al menos 2 experimentos 
independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; 
*** p <0,001; **** p<0,0001. 

Finalmente, se analizó la expresión de las siguientes quimiocinas: CXCL1 o Gro-alpha/KC (del 

inglés, “Growth-related oncogene/Keratinocyte Chemoattractant”), CXCL2 o MIP-2 alpha (del 

inglés, “Macrophage Inflammatory Protein-2”), CXCL5 o ENA-78 (del inglés, “Epithelial-Neutrophil 

Activating protein-78”) y CCL2 o MCP-1 (del inglés, “Monocyte Chemoattractant Protein-1”) 497–

500; todas ellas con una alta actividad de atracción de monocitos y PMNs, descritas por su 

importante implicación en el crecimiento y metástasis de los tumores de melanoma. 

En la Figura 5.34.A. se observa que, al igual que ocurría con la producción de las citocinas pro- 

y antiinflamatorias, la presencia de LPS, de AuNPs y la combinación de ambos componentes, 

provocó una alteración del perfil de expresión. Por lo general, a concentraciones altas de LPS 

(dosis de 5 y 10 µg) se produjo un incremento de la producción, mientras que, a concentración 

baja (dosis de 1 µg), los valores de CXCL1 aumentaron significativamente, pero los de CXCL2 y 

CXCL5 disminuyeron. Las AuNPs mostraron ser capaces de provocar por sí solas un aumento de 

la expresión de CXCL1 y junto con LPS, de nuevo, en función de la combinación utilizada, se obtuvo 

diferente patrón de expresión de cada una de ellas. 

Por otro lado, al analizar la expresión de CCL2, tal y como se muestra en la Figura 5.34.A., se 

observaron valores similares en ausencia y presencia de AuNPs. 
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Figura 5.34.- Análisis de la expresión de quimiocinas en tumores subcutáneos B16. Tras el sacrificio de los 
ratones, aquellos tumores que habían sido tratados con LPS a diferentes concentraciones (1, 5 y 10 µg), 
AuNPs y con la combinación de ambos, fueron extraídos y pesados, tal y como se describe en el Apartado 
4.8.5.1. A continuación, tras realizarles algunos cortes con ayuda de un bisturí estéril se mantuvieron en 
cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en una placa de 24 pocillos. Pasado este 
tiempo, se recogió el sobrenadante y, tras su centrifugación para la eliminación de restos celulares, se 
cuantificaron los niveles de: (A) CXCL1, CXCL2 y CXCL5 y (B) CCL2; todos ellos mediante tecnología multiplex. 
Los datos se representan como la media ±SEM de al menos 3 réplicas biológicas realizadas en al menos 2 
experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p 
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

A partir de los resultados obtenidos durante todo el estudio del efecto de las AuNPs sobre 

el melanoma murino B16, se seleccionó la concentración de 10 µg de LPS como la más adecuada 

para estimular el inicio de una respuesta inflamatoria y poder estudiar la influencia de las AuNPs 

sobre la misma mediante su combinación en experimentos posteriores. 
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5.3.5. Estudio anatomopatológico del efecto de las AuNPs sobre el 

melanoma murino B16 in vivo 

Con el objetivo de evaluar más en detalle el estado de los tumores, se llevó a cabo su 

estudio histológico basándonos en los criterios de Clark, sistema que se usa para describir la 

profundidad de la diseminación del tumor a través de las capas de la piel afectadas. Dentro de 

esta clasificación encontramos cinco niveles: I (intraepidérmico), II (zona de unión), III (dermis 

papilar), IV (dermis reticular), V (hipodermis); cada uno de ellos asociado a un grado de 

supervivencia. 

La evaluación de las muestras fue llevada a cabo por el Dr. José Antonio Uranga Ocio, del 

Área de Histología de la Universidad Rey Juan Carlos. Todos los tumores estudiados presentaron 

una masa tumoral compatible con el nivel 5 según los criterios anteriormente descritos, siendo 

la máxima profundidad de invasión que puede presentar un melanoma. Como se observa en la 

Figura 5.35., por un lado, los tumores del grupo control y los tumores tratados con LPS no 

mostraron diferencias significativas en cuanto a la tinción HE. Por otro lado, los tumores tratados 

con AuNPs mostraron depósitos localizados de oro en células fagocitarias como los MØ, 

especialmente en la zona peritumoral, mientras que en aquellos tratados con la combinación de 

AuNPs y LPS, la infiltración de estas células llegó a alcanzar la zona central incluso la lámina propia. 
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Figura 5.35.- Estudio de anatomía patológica de tumores subcutáneos B16 tratados con AuNPs. Se 
inocularon 5x105 células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 días, una vez los tumores 
comenzaron a crecer, se inyectó intratumoralmente una concentración fija de 2 mg de AuNPs en ausencia 
o en combinación con una concentración de 10 µg de LPS en un volumen final de 100 µl. La administración 
de ambos compuestos se hizo de forma independiente, aunque simultánea. Cómo control se inyectó el 
mismo volumen de PBS. Pasados otros 7 días tras el tratamiento, los ratones fueron sacrificados y los 
tumores extraídos para ser fijados en PFA 4% durante 24 horas a 4°Cy posteriormente preservados en 
etanol al 70% hasta su inclusión en parafina en el Servicio de Anatomía Patológica del CIBA. Tras la 
obtención de algunas secciones, se utilizó el digitalizador de portaobjetos de microscopio Axio Scan. Z1 
(Zeiss) para la obtención de las imágenes. Se muestra un ratón de modo representativo, de cada uno de 
los siguientes grupos experimentales: (A) Control; (B) LPS10; (C) NPs; (D) NPs+LPS10. 

5.3.6. Estudio del efecto de las AuNPs sobre las poblaciones inmunológicas 

presentes en el microentorno tumoral del melanoma murino B16 in vivo 

Con el objetivo de completar el análisis del efecto de las AuNPs, se planteó llevar a cabo 

el estudio de las células inmunitarias infiltrantes que conforman el TME: linfocitos T de carácter 

antitumoral o inmunoregulador, células NK, DCs, MØ asociados a tumor (TAMs; del inglés, 

“Tumor Associated Macrophages”) o neutrófilos son algunas de ellas 501,502. 

En primer lugar, una vez diseñados los paneles de citometría apropiados para la distinción 

de los principales tipos de células inmunes (Anexo II), se utilizó la suspensión celular obtenida tras 

la disgregación de un bazo procedente de un ratón C57BL/6 WT para optimizar el marcaje de 
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cada una de estas poblaciones. Se fijaron las condiciones óptimas de adquisición empleando 

como control la fluorescencia menos uno (FMO; del inglés, “Fluorescence Minus One”) para 

establecer los parámetros necesarios para la compensación del efecto de solapamiento de los 

espectros de emisión de los diferentes fluorocromos utilizados. Tal y como se observa en la Figura 

5.36., los porcentajes finalmente obtenidos de células linfoides y células mieloides fueron acordes 

a lo descrito en la bibliografía (https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-cytometry-cell-

frequency.html#%E2%80%8BMurine), corroborando de esta forma que los paneles establecidos 

eran los adecuados. 

 

 

 

https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-cytometry-cell-frequency.html#%E2%80%8BMurine
https://www.bio-rad-antibodies.com/flow-cytometry-cell-frequency.html#%E2%80%8BMurine
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Figura 5.36.- Esquema representativo del análisis de las poblaciones inmunológicas en bazo. Tras el 
sacrificio de los ratones, se procedió a la extracción y disgregación del bazo, tal y como se describe en el 
Apartado 4.8.1. A continuación, se procedió a la determinación de las células inmunes mediante el análisis 
de la expresión de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1., CD11b, CD11c, Ly6G, F4/80, 
MHCII y CD206. Se muestra un experimento representativo del análisis realizado mediante citometría de 
flujo en el que se representan los porcentajes de células para cada uno de los marcadores. Los números en 
la esquina inferior muestran el porcentaje de células correspondientes a cada cuadrante. 

A continuación, se realizó el mismo tipo de análisis de las células inmunes infiltrantes, en 

este caso extraídas a partir de las suspensiones celulares obtenidas tras la disgregación de los 

tumores B16, tal y como se detalla en el Apartado 4.8.5.2. En todos los experimentos realizados 

se efectuó la exclusión de dobletes y otros agregados celulares, y se descartaron las células 

muertas mediante el marcaje con 7-AAD (Figura 5.37.A.). Además, debido a que el número de 

células inmunes representa un porcentaje minoritario frente al porcentaje de células tumorales, 

se realizó una primera selección con respecto a CD45 para las células de estirpe linfoide y con 

respecto a CD11b para las células de estirpe mieloide, haciendo siempre referencia a este primer 

marcaje para la expresión del porcentaje final de cada una de las poblaciones celulares, tal y como 

se observa en la Figura 5.37.B. 
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Figura 5.37.- Esquema representativo del análisis de las poblaciones inmunológicas en tumores 
subcutáneos B16. Tras el sacrificio de los ratones, aquellos tumores que habían sido tratados con una 
concentración de 10 µg de LPS, AuNPs o con la combinación de ambos, fueron extraídos y disgregados, tal 
y como se describe en el Apartado 4.8.5.2. A continuación, se procedió a la determinación de las células 
inmunes infiltrantes mediante el análisis de la expresión de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4, 
CD8, NK1.1., CD11b, CD11c, Ly6G, F4/80, MHCII y CD206. Se muestra un experimento representativo del 
análisis realizado mediante citometría de flujo en el que se representa (A) la selección de los singlets y la 
exclusión de las células muertas mediante el marcaje con 7-AAD y (B) los pocentajes de células para cada 
uno de los marcadores. Los números en la esquina inferior muestran el porcentaje de células 
correspondientes a cada cuadrante. 
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Siguiendo con el protocolo establecido, se analizaron los distintos grupos experimentales 

tal y como se muestra en la Figura 5.38.A. Los resultados mostraron como la administración de 

LPS a una dosis de 10 µg duplicó el número de linfocitos T CD8+ y provocó un ligero incremento 

de los neutrófilos con respecto al grupo control. Por otro lado, las AuNPs alteraron casi la 

totalidad de las poblaciones analizadas, mostrando en todos los casos incrementos o descensos 

con respecto al grupo control, aunque de manera menos drástica que el LPS. Mientras, en 

combinación, fueron capaces de duplicar tanto el número de linfocitos T CD4+ como de linfocitos 

T CD8+. Asimismo, también se analizaron las diferentes subpoblaciones de MØ que podemos 

encontrar en el TME (Figura 5.38.B.). Se observó, como era de esperar, que la administración de 

LPS indujera una polarización de los MØM1 503, mientras que las AuNPs o la combinación de 

ambos promovían la polarización hacía un fenotipo M2, resultados que fueron respaldados al 

mostrar un incremento en la expresión de PD-L1 504,505, tal y como se muestra en la Figura 5.38.C. 

 

Figura 5.38.- Análisis de las poblaciones inmunológicas en tumores subcutáneos B16. Tras el sacrificio de 
los ratones, aquellos tumores que habían sido tratados con una concentración de 10 µg de LPS, AuNPs y 
con la combinación de ambos, fueron extraídos y disgregados, tal y como se describe en el Apartado 
4.8.5.2., y a continuación, se procedió a la determinación de las células inmunes infiltrantes mediante el 
análisis de la expresión de los marcadores extracelulares CD45, CD3, CD4, CD8, NK1.1., CD11b, CD11c, 
Ly6G, F4/80, MHCII, CD206 y CD274. (A) Se muestra únicamente la media de la expresión de cada uno de 
los marcadores analizados de los diferentes grupos ensayados con respecto al grupo control. (B) Se muestra 
la media del porcentaje de células positivas para los MØM1 y MØM2 de cada uno de los diferentes grupos 
experimentales. (C) Se muestra la media de la expresión de CD274 de los diferentes grupos ensayados con 
respecto al grupo control. Cada grupo experimental está compuesto por diferente número de ratones, de 
un mínimo de 3 experimentos independientes. 
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5.3.7. Estudio de la influencia de las AuNPs en el tratamiento con anti-PD-1 

del melanoma murino B16 in vivo 

La dualidad de la inflamación ha generado que el uso de compuestos inmunosupresores 

o agentes bloqueantes de citocinas proinflamatorias para tratar la inflamación crónica pueda 

provocar la aparición de graves efectos secundarios como una mayor disposición a padecer 

infecciones o al desarrollo del cáncer. Por lo que en base a los resultados obtenidos in vivo, los 

cuales sugerían que las AuNPs podrían modular el TME, se planteó la posibilidad de evaluar un 

posible efecto sinérgico entre las AuNPs y el tratamiento con anti-PD-1, un agente 

inmunoterapeútico frecuentemente empleado en clínica para el tratamiento de diferentes tipos 

de tumor como el melanoma metastásico 506. 

Para ello, se inocularon por vía s.c. células B16 en ratones WT y, una vez los tumores 

comenzaron a desarrollarse de forma visible/palpable, se inyectaron intratumoralmente 2 mg de 

AuNPs, tal y cómo se muestra en la Figura 5.39.A. Una vez inyectadas las AuNPs a “día 0”, los 

ratones comenzaron a ser tratados con dos concentraciones diferentes de anti-PD-1, 

administradas por vía i.p. cada 2 días hasta alcanzar un total de 3 administraciones. Durante todo 

este tiempo, se realizó el seguimiento del crecimiento tumoral (Figura 5.39.B.). A concentraciones 

bajas de anti-PD-1 no se observaron cambios independientemente de la ausencia o presencia de 

las AuNPs, mientras que a dosis más altas sí que pudimos ver como la combinación de ambos 

componentes provocó un retardo en el crecimiento con relación a su respectivo control de AuNPs 

sin combinar. Sin embargo, este efecto no resultó ser significativo debido a la variabilidad entre 

los diferentes tumores del mismo grupo experimental. 

Además del seguimiento del desarrollo tumoral, a lo largo de todo el procedimiento 

experimental se controló el estado de los ratones mediante su peso, apariencia y nivel de 

actividad. De esta forma, se evidenció que el LPS no mostraba toxicidad a las dosis administradas 

ya que no se observaron cambios con respecto al grupo control. 
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Figura 5.39.- Análisis del efecto de las AuNPs sobre tumores subcutáneos B16 tratados con anti-PD-1. (A) 
Se inocularon 5x105 células B16 en el flanco derecho de ratones C57BL/6 WT. Tras 7 días, una vez los 
tumores comienzan a crecer, se inyectó intratumoralmente una concentración fija de 2 mg de AuNPs en 
un volumen final de 100 µl. Durante los días 9,11 y 13 tras el inicio del experimento, se administró vía i.p. 
el tratamiento con anti-PD-1 (1 y 2,5 mg/ml) y se observó el desarrollo tumoral hasta alcanzar el día 14. 
Cómo control se inyectó el mismo volumen de PBS y las distintas dosis de anti-PD-1. (B) Se muestran en 
punteado las curvas de crecimiento a partir del día 0, momento en el que se inicia el tratamiento con las 
AuNPs, para cada uno de los tumores de forma independiente. El volumen se calculó mediante la fórmula 
L*A*H según se indica en el Apartado 4.8.5. Asimismo, en cada uno de los gráficos, mediante una línea 
discontinua de mayor grosor se muestra la media, resultado de los diferentes tumores, y mediante una 
línea continua se muestra la media de su respectivo grupo control. Se consideró como punto final el 
momento en el que los tumores podían llegar a alcanzar un volumen de 0.5 cm3, el cual se aproximó al día 
7 tras la inyección intratumoral de AuNPs. Cada grupo experimental está compuesto por diferente número 
de ratones, tal y cómo se refleja en el gráfico, de un mínimo de 2 experimentos independientes. 
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A continuación, como se muestra en la Figura 5.40.A., se analizó la expresión de las 

citocinas proinflamatorias IL-1β, IL-6 y TNF-α mediante ELISA. El tratamiento con una dosis de 1 

mg/ml de anti-PD-1, dio como resultado un incremento de la producción de IL-1β y TNF-α, 

mientras que, los niveles de IL-6 permanecieron estables en comparación con el grupo control. 

Por el contrario, en presencia de AuNPs a esta misma dosis de anti-PD-1, no se observaron 

aumentos con relación a su respectivo grupo control de AuNPs sin tratar, incluso en el caso de la 

IL-6 se manifestó un descenso en el nivel de expresión. El tratamiento con una dosis de 2,5 mg/ml 

de anti-PD-1 en ausencia de AuNPs no mostró variaciones relevantes con respecto al grupo 

control. Sin embargo, las AuNPs a esta dosis de tratamiento produjeron mayores descensos de la 

producción de IL-1β e IL-6, aunque únicamente resulto ser significativo en este último caso. De 

nuevo, los niveles de TNF-α permanecieron sin alterarse en presencia de anti-PD-1 y AuNPs. 

Asimismo, se analizó la expresión de las citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 mediante 

tecnología multiplex, tal y como se muestra en la Figura 5.40.B. Se observó que la administración 

de anti-PD-1 estimuló la reducción de la expresión de ambas citocinas independientemente de la 

ausencia o presencia de las AuNPs en el entorno, y, además, podríamos decir, que el descenso 

fue proporcional a la dosis administrada del agente inmunoterapeútico. 
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Figura 5.40.- Análisis de la expresión de citocinas pro- y antiinflamatorias de tumores subcutáneos B16 
tratados con anti-PD-1. Tras el sacrificio de los ratones, los tumores tratados con AuNPs y anti-PD-1 fueron 
extraídos y pesados, tal y como se describe en el Apartado 4.8.5.1., y a continuación, tras realizarles algunos 
cortes con ayuda de un bisturí estéril se mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio 
RPMI completo en una placa de 24 pocillos. Pasado este tiempo, se recogió el sobrenadante y, tras su 
centrifugación para la eliminación de restos celulares, se cuantificaron los niveles de: (A) IL-1β, IL-6 y TNF-
α mediante ELISA y (B) IL-4 e IL-10 mediante tecnología multiplex. Los datos se representan como la media 
±SEM de al menos 4 réplicas biológicas realizadas en al menos 2 experimentos independientes. El análisis 
estadístico se realizó mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** 
p<0,0001. 

Finalmente, tras el tratamiento con 1 mg/ml de anti-PD-1, el resultado de la expresión de 

las quimiocinas analizadas (Figuras 5.41.A. y 5.41.B.) señaló una disminución de los niveles 

independientemente del grupo experimental para CXCL2 y CCL2, aunque para CXCL5 solamente 

pudimos observarlo en presencia de AuNPs, ya que en ausencia de las mismas los valores se 

mantuvieron estables. A dosis de 2,5 mg/ml de anti-PD-1, también advertimos variaciones en 

función de las condiciones establecidas, destacando el incremento de CCL2 producido por la 

presencia de AuNPs a dosis alta de anti-PD-1. 
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Figura 5.41.- Análisis de la expresión de quimiocinas de tumores subcutáneos B16 tratados con anti-PD-1. 
Tras el sacrificio de los ratones, los tumores tratados con AuNPs y anti-PD-1 fueron extraídos y pesados, tal 
y como se describe en el Apartado 4.8.5.1., y a continuación, tras realizarles algunos cortes con ayuda de 
un bisturí estéril se mantuvieron en cultivo durante 24 horas a 37°C en 1 ml de medio RPMI completo en 
una placa de 24 pocillos. Pasado este tiempo, se recogió el sobrenadante y, tras su centrifugación para la 
eliminación de restos celulares, se cuantificaron los niveles de: (A) CXCL2 y CXCL5 (B) CCL2; todos ellos 
mediante tecnología multiplex. Los datos se representan como la media ±SEM de al menos 4 réplicas 
biológicas realizadas en al menos 2 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó mediante 
un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001. 

5.3.8. Discusión 

El gran desarrollo de la nanotecnología ha abierto un debate importante sobre la 

seguridad de los nanomateriales y su impacto medioambiental. Hoy en día, ya son numerosos 

trabajos los que estudian la toxicidad de los diferentes tipos de NPs que se utilizan en los diversos 

campos, especialmente en el ámbito de la biomedicina. Sin embargo, uno de los principales 

problemas es la discrepancia con las condiciones experimentales en las que se evalúan los efectos 

de toxicidad y biodistribución 507, ya que es posible que las NPs no sean tóxicas para la célula en 

la que se encuentran en cuanto a que no produzcan su muerte, pero pueden alterar su 

funcionamiento 419,508,509. Asimismo, comprender sus interacciones con el sistema inmunológico 

resulta esencial para la optimización de estos sistemas. Por todo ello, se estableció como objetivo 

para este trabajo de tesis, llevar a cabo un estudio más exhaustivo del efecto de las AuNPs 

mediante la realización de ensayos de inmunotoxicidad tanto in vitro como in vivo. 

El LPS es considerado como un factor de virulencia y potente inmunoestimulador, 

componente mayoritario de la pared celular de las bacterias Gram negativas 100. Dependiendo de 

la intensidad de respuesta, el LPS vía TLR4, es capaz de desencadenar la liberación de numerosas 

citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β e IL-6) mediante la activación de NF-kB 510. Los primeros 

resultados obtenidos, señalaron que la expresión de las diferentes citocinas no sólo depende de 

la dosis de LPS administrada, sino que el tiempo de incubación también resulta determinante 

para la activación de los MØ. 
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Aunque el oro se define como inerte y biocompatible, las propiedades fisicoquímicas de 

las AuNPs, como son la superficie, la forma o el tamaño, juegan un papel relevante en sus efectos 

sobre las células inmunes 511, tal y como se describía en el Apartado 2.4.2., especialmente en las 

células fagocíticas como son los MØ o las DCs, dado que son las primeras en detectar agentes 

extraños. Por este motivo resulta esencial caracterizar la inmunotoxicidad de las AuNPs 

determinando si son capaces de activar el sistema inmune 512. Tras el análisis in vitro de la 

expresión de citocinas proinflamatorias en MØM1, se mostró como las propiedades de la 

superficie de las nanoesferas de oro de 14 nm empleadas, pueden conducir a una mayor o menor 

activación de la respuesta inflamatoria, tal y cómo se había descrito en estudios previos 513,514, sin 

manifestar citotoxicidad. Asimismo, nuestros resultados demostraron como las AuNPs 

seleccionadas, con un tamaño de 14 nm recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 100% de la 

superficie saturada, son capaces de perturbar la respuesta inflamatoria provocada por la 

administración de diferentes dosis de LPS, alterando los niveles de expresión de las citocinas IL-

1β, IL-6 y TNF-α en MØM1 y de IL-6 y TNF-α en MØM2. 

Para explicar estas alteraciones, por un lado, se ha descrito como propiedad inherente 

del oro la de unirse a los grupos tioles 515, por lo que la presencia de residuos de cisteína en el 

complejo IKK lo convierte en un objetivo probable al cual pueden unirse las AuNPs. Se ha 

demostrado que las AuNPs pueden penetrar la membrana de linfocitos B e interaccionar con los 

componentes de la vía de señalización NF-κB, alterando la función normal de las células 516. Otros 

estudios previos revelaron que el oro es capaz de inhibir la actividad IKK sobreexpresada en 

células COS 516, y como este efecto inhibitorio está asociado con la supresión de la degradación 

de las proteínas IkB 516, inhibiendo la producción de IL-1β y TNF-α en MØ estimulados con LPS 517. 

Asimismo, se ha señalado que las AuNPs pueden suprimir la producción de NO inducida por 

endotoxinas mediante la inhibición de las vías NF-κB e IFN-β/STAT1 518, resultando en una 

disminución de la inflamación y el daño oxidativo 519, y por lo tanto mostrando propiedades 

antiinflamatorias 520. Sin embargo, al contrario, otros estudios muestran como las AuNPs 

incrementan la producción de NO e IL-6 inducida por el LPS, mediante la activación de p38 MAPK 

y NF-κB 521, y de otros mediadores inflamatorios por lo que se les atribuyen propiedades 

proinflamatorias 522,523. 

Por otro lado, es bien sabido que las NPs absorben multitud de moléculas localizadas en 

el entorno circulante para reducir su energía libre, debido a su naturaleza altamente reactiva. 

Cabe destacar que, algunos estudios han señalado que el LPS no se adhiere a las NPs PEGiladas, 
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debido a que la interacción con estas moléculas depende de las propiedades fisicoquímicas de 

las NPs, especialmente de su superficie 524. En caso de que esto sucediera, se ha descrito como la 

funcionalización de las NPs con LPS provoca una alteración en la estructura de la endotoxina, de 

manera que le permite mantener su capacidad de inducir una respuesta inflamatoria pero elimina 

sus efectos de resolución de la misma, siendo incapaz de producir mediadores antiinflamatorios 
525–527. 

Sin embargo, las alteraciones que se obtuvieron en relación con el estudio de las citocinas 

proinflamatorias en MØ no seguían un patrón de incremento o descenso con relación a sus 

respectivos controles, por lo que en este caso no podemos afirmar que las AuNPs seleccionadas 

posean propiedades pro- o antiinflamatorias, ni tampoco que se acomplejen con el LPS, de tal 

forma que, al disminuir la concentración de endotoxina libre en el medio, se produciría una 

reducción de la respuesta inflamatoria. No obstante, podemos concluir que las AuNPs provocan 

una desregulación en las vías de expresión de las citocinas proinflamatorias, y que el aumento o 

la disminución de alguna de ellas, podría influir en la producción del resto 528. 

Como ya se describía en el Apartado 1.2.1., la inflamación puede ser considerada como 

un arma de doble filo, ya que puede ser un proceso beneficioso para el organismo o, por el 

contrario, presentar un carácter patofisiológico asociado a muchas enfermedades como el 

cáncer. Nuestros resultados sobre el crecimiento de los tumores tras el tratamiento con LPS, 

podrían explicarse en base a esta teoría, sugiriendo que la dosis empleada de endotoxina podría 

estar generando diferente tipo de inflamación. Mientras que a una dosis de 5 µg de LPS se 

producía una remisión completa en la mayoría de los tumores, a la concentración de 10 µg de 

LPS, los tumores mostraban un desarrollo continuo durante todo el experimento, sin demostrar 

toxicidad en ninguno de los casos. 

Entre las principales aplicaciones de las AuNPs dentro del campo de la biomedicina, 

encontramos el diagnóstico y la terapia de enfermedades neoplásicas. Su uso se centra 

principalmente en mejorar el balance entre la eficacia terapéutica y la toxicidad sistémica que 

producen algunos agentes quimioterápicos convencionales. También en la optimización del 

tiempo de vida media y la biodisponibilidad de los diferentes fármacos empleados para reducir 

sus efectos secundarios 529. Debido a la elevada permeabilidad vascular que presentan ciertos 

tumores sólidos, las AuNPs tienen la capacidad de acumularse en ellos. Esta propiedad, 

ampliamente descrita, se conoce con el nombre de efecto mejorado de permeabilidad y 

retención (EPR; del inglés, “Enhanced Permeability and Retention effect”), y se debe a que la 
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aparición de un tumor sólido induce la rápida formación de vasos sanguíneos (angiogénesis) 

caracterizados por un endotelio poco cohesionado y muy fenestrado, lo que, sumado a la 

liberación de factores de permeabilidad vascular, permite la extravasación de las NPs. Además, 

las áreas tumorales se caracterizan por la ausencia de drenaje linfático funcional, lo que limita la 

eliminación de las NPs extravasadas, prolongando su tiempo de permanencia en el tejido 

neoplásico, lo que garantiza la efectividad de las nuevas terapias con NPs, así como mejora la 

eficacia de los tratamientos 530. Por consiguiente, se analizaron las AuNPs testadas in vitro en un 

contexto de inflamación durante el cual se sabe que aumenta la permeabilidad vascular y el 

sistema inmune permanece activo 531,532. Nuestros resultados demuestran que la presencia de las 

AuNPs en el TME provoca alternaciones, dando lugar a incrementos en la expresión de 

mediadores tanto proinflamatorios como antiinflamatorios. Asimismo, las AuNPs en combinación 

con dosis bajas de LPS podrían estar actuando cómo segunda señal en el modelo propuesto de 

dos señales para la activación eficiente del inflamasoma NLRP3, tal y como se describía en el 

Apartado 1.2.2.2. Esto promueve un incremento en el crecimiento de los tumores, así como una 

mayor expresión de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, por el contrario, las AuNPs en 

combinación con dosis altas de LPS mostraron propiedades antiinflamatorias mediante un retraso 

del crecimiento tumoral, un descenso de la producción de las citocinas proinflamatorias y un 

incremento de la expresión de algunas de las quimiocinas analizadas. Esto podría ser debido a 

una mayor infiltración de las NPs administradas a lo largo de toda la masa tumoral, cómo se pudo 

apreciar en las imágenes obtenidas mediante el estudio anatomopatológico. 

La inmunoterapia es una estrategia terapéutica que aprovecha el sistema inmune para 

conseguir una respuesta contra el tumor. En cuanto a su mecanismo de acción, puede estar 

enfocada a modular o a restaurar el sistema inmune 533. En el caso de la inmunoterapia específica, 

la estrategia se basa en la inducción de una respuesta frente a antígenos concretos del tumor, 

que se presentan de manera inmunogénica. La terapia de DCs forma parte de ella y aprovecha la 

capacidad de presentación antigénica de estas células, así como su efecto inmunomodulador 534. 

En la actualidad, existen numerosos estudios acerca del gran potencial de las AuNPs en el 

desarrollo de inmunoterapias y su éxito está basado en el control preciso de sus propiedades 

fisicoquímicas. El tamaño y la forma pueden influir en la capacidad de las AuNPs para alcanzar las 

células diana o para interaccionar con ellas. Estas pueden atravesar la membrana celular de forma 

pasiva a través de la difusión y otros mecanismos de internalización (Fernández et al., 2015, Oh 

et al., 2011), así como facilitar el contacto con otras células involucradas en la respuesta 

inmunológica. Se ha demostrado que determinadas NPs son capaces de inducir cambios 
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morfológicos sobre las DCs, así como modular la expresión de algunos de sus receptores de 

superficie, como es el caso de la molécula MHCII 408,511,535. Nuestros estudios demostraron que, 

las AuNPs empleadas no eran capaces de modular la maduración de las BMDCs in vitro, sin 

embargo, disminuyeron la expresión de CD40, CD80, CD86 y MHCII inducida por la adición de LPS. 

Tanto para el porcentaje de células positivas como para los niveles de expresión de cada uno de 

los marcadores analizados. Esta inhibición de la maduración podría ser debida a la modulación de 

la señalización celular, tal y cómo se describe en algunos estudios previos 408,536. 

Otro de los tratamientos empleados en inmunoterapia es el uso de anticuerpos 

bloqueantes, tal y como se describía en el Apartado 1.1.3.1., los cuales actúan a nivel del TME, 

impidiendo la interacción con el tumor y las células estromales. El TME está constituido por una 

gran variedad de células inmunes infiltrantes, entre las cuales los TAMs juegan un papel clave. Su 

incremento se ha correlacionado con un mal pronóstico 537 debido a la secreción de diversos 

factores de crecimiento, los cuales pueden aumentar la formación de vasos sanguíneos 538, o de 

enzimas que degradan la matriz extracelular facilitando que el tumor pueda invadir los tejidos 

adyacentes 539. Mas concretamente, una mayor infiltración de MØM2 se asocia con una mayor 

invasión, progresión y metástasis del tumor 540. Nuestros resultados mostraron que las AuNPs 

estudiadas, además de ser capaces de alterar las distintas poblaciones celulares que conforman 

el TME, provocan una polarización de los TAMs hacía un fenotipo M2. 

A pesar de que actualmente los tratamientos con ICIs son considerados como “la 

revolución terapéutica”, su efectividad depende de la existencia de un TME inmunogénico. En la 

actualidad, solo unos pocos tumores poseen esta característica, denominados como “tumores 

calientes”, mostrando altas tasas de respuesta y, por lo tanto, mejores tasas de supervivencia en 

los pacientes 541. Por el contrario, se estima que el 85% de los tumores restantes son los 

considerados como “tumores fríos”, aquellos en los que las células inmunes han sido incapaces 

de penetrar, por lo que presentan bajos niveles de infiltración 542. Por ello, multitud de ensayos 

buscan “convertir tumores fríos en tumores calientes” a través de los efectos potencialmente 

sinérgicos de las diferentes combinaciones existentes, ya sea con diferentes tipos de 

inmunoterapia o con tratamientos convencionales. El modelo de melanoma murino B16 utilizado 

para llevar a cabo los estudios in vivo, es considerado como un tumor frío, ya que apenas produce 

respuesta frente al tratamiento con anti-PD-1 como puede verse en las gráficas de crecimiento 

tumoral, algo que ya había sido descrito previamente 543,544 (https://es.covance.com/industry-

solutions/oncology/preclinical/tumor-spotlights/b16-f10-a-murine-melanoma-model.html). Sin 

https://es.covance.com/industry-solutions/oncology/preclinical/tumor-spotlights/b16-f10-a-murine-melanoma-model.html
https://es.covance.com/industry-solutions/oncology/preclinical/tumor-spotlights/b16-f10-a-murine-melanoma-model.html
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embargo, tras analizar el crecimiento de los tumores tratados con anti-PD-1 en combinación con 

AuNPs, nuestros resultados mostraron una mayor sensibilidad de los tumores B16 al tratamiento 

administrado, lo cual podría explicarse gracias al aumento de los TAMs con fenotipo M2, los 

cuales presentan una mayor expresión de la proteína PD-1 en su superficie 545. 

Finalmente, diversos estudios han señalado que el TNF-α es capaz de desempeñar un 

doble papel en oncoinmunología, actuando como factor antitumoral 546 o como citocina 

inmunosupresora 547,548, aumentando la expresión de PD-L1 en las células tumorales o la 

eliminación de linfocitos T activados. Asimismo, se ha asociado un incremento en la expresión de 

TNF-α en muestras de pacientes de melanoma metastásico tratados con anti-PD-1 549. El análisis 

de la expresión de citocinas y quimiocinas apoyó lo anteriormente descrito 550 y sugiriendo que 

las AuNPs son capaces de mejorar el tratamiento de melanoma murino con anti-PD-1. 
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Capítulo 6.- CONCLUSIONES 

Los resultados mostrados en este trabajo permitieron obtener las siguientes 

conclusiones: 

1. El biosensor conformado por la secuencia peptídica VANRSAS, además de ser estable 

frente a la degradación a tiempos cortos, es específico frente a la gzmA recombinante 

tanto de origen murino como humano, y muestra alta sensibilidad, siendo capaz de 

detectar bajas concentraciones de ambas proteínas. 

2. La detección de la actividad enzimática de la gzmA en muestras de lisados y sueros 

biológicos de origen murino y humano mediante el uso de dicho biosensor, lo convierten 

en un biosensor válido para el estudio de la implicación de la gzmA en patologías como 

la sepsis. 

3. Los pacientes con sepsis muestran un incremento de la concentración de la gzmA en 

suero, así como un incremento de la actividad enzimática de la misma, lo que sugiere una 

posible implicación de la gzmA extracelular en la patogénesis de esta enfermedad. 

4. Existe una correlación entre la actividad enzimática de la gzmA y el estado de los 

pacientes con sepsis lo que indica que la gzmA extracelular podría ser utilizada como 

biomarcador de pronóstico en sepsis. 

5. El silenciamiento génico in vitro de la gzmA mediante el uso de nanocomplejos con siARN, 

bajo las condiciones establecidas, no ha resultado ser efectivo. 

6. Las NCs de quitosano son eficientemente internalizadas en el interior de linfocitos T y 

células NK, en un intervalo de tiempo relativamente corto y sin mostrar toxicidad sobre 

las mismas, por lo que representan un sistema de vehiculización adecuado para el 

silenciamiento de la gzmA. 

7. Las NCs y las MCs de quitosano permiten actuar de forma localizada aumentando el 

tiempo de retención en la zona del intestino, eliminándose por completo del organismo 

sin llegar a producirse su integración en la vía sistémica, lo cual disminuye el riesgo de 

toxicidad.  

8. Las propiedades de la superficie de las nanoesferas de oro de 14 nm influyen sobre la 

activación de la respuesta inflamatoria sobre MØM1, sin manifestar citotoxicidad sobre 

los mismos. 
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9. Las AuNPs seleccionadas, con un tamaño de 14 nm recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH 

con el 100% de la superficie saturada, son capaces de modular la producción de citocinas 

inflamatorias en MØM1 y MØM2 inducida por LPS. 

10. Las AuNPs son capaces de inhibir la maduración de las BMDCs analizada por la expresión 

de las moléculas de superficie CD40, CD80, CD86 y MHCII. 

11. La presencia de las AuNPs en el TME del melanoma murino B16, provoca un incremento 

en la expresión de determinados mediadores pro- y antiinflamatorios, así como una 

alteración de las distintas poblaciones celulares que lo conforman. 

12. La concentración de LPS utilizada para inducir una respuesta inflamatoria en el melanoma 

murino B16, resulta ser clave para la obtención de una inflamación beneficiosa, capaz de 

provocar una remisión de los tumores, o una inflamación perjudicial, con carácter 

fisiopatológico. 

13. Las AuNPs, administradas en los tumores B16 en combinación con bajas dosis de LPS, 

provocan un incremento de la respuesta inflamatoria promoviendo un mayor 

crecimiento de los tumores, así como una mayor expresión de algunas citocinas 

proinflamatorias. 

14. Las AuNPs, administradas en los tumores B16 en combinación con altas dosis de LPS, 

presentan mayor capacidad de infiltración a lo largo de toda la masa tumoral y muestran 

propiedades antiinflamatorias, promoviendo un retraso del crecimiento de los tumores, 

un descenso de la producción de ciertas citocinas proinflamatorias y un aumento en la 

expresión de determinadas quimiocinas. 

15. La administración de las AuNPs en tumores B16 provoca una polarización de los TAMs 

hacia un fenotipo M2 y un aumento de la expresión del factor antitumoral TNF-α, 

mejorando así la sensibilidad del melanoma al tratamiento con anti-PD-1. 
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Capítulo 7.- ANEXOS 

Anexo I 

SOLUCIÓN COMPOSICIÓN 

BMGY 

20 g/L Peptona 
10 g/L Extracto de levadura 

13,4 g/L YNB (del inglés, “Yeast Nitrogen Base”) 
4 x 10-3 g/L Biotina 

10 ml/L Glicerol 
100mM Fosfato potásico; pH6.0 

BMMY 

20 g/L Peptona 
10 g/L Extracto de levadura 

13,4 g/L YNB 
4 x 10-3 g/L Biotina 
10 ml/L Metanol 

100mM Fosfato potásico; pH6.0 

LB 
10 g/L Triptona 

5 g/L Extracto de levadura 
10 g/L NaCl; pH7.4 

LB agar 

10 g/L Triptona 
5 g/L Extracto de levadura 

10 g/L NaCl; 
15 g/L Agar; pH7.4 

LB-LS 
10 g/L Triptona 

5 g/L Extracto de levadura 
5 g/L NaCl; pH7.4 

LB-LS agar 

10 g/L Triptona 
5 g/L Extracto de levadura 

5 g/L NaCl 
15 g/L Agar; pH7.4 

Medio de enriquecimiento 

SOC 

20 g/L Triptona 
5 g/L Extracto de levadura 

0,5 g/L NaCl 
0,95 g/L MgCl2 
1,2 g/L MgSO4 

3,6 g/L Glucosa; pH7.4 

MT-PBS 
150mM NaCl 

16mM Na2HPO4 
4mM NaH2PO4; pH7.4 

PBS 1X 
150mM NaCl 

8mM K2HPO4 3H2O 
1,6mM KH2PO4; pH7.4 

Solución de lavado PBS 
0,05% (v/v) TWEEN 20 

Solución de 

permeabilización 

PBS 
0,1% (p/v) Saponina 

5% (v/v) SFB  

https://en.wikipedia.org/wiki/Tryptone
https://en.wikipedia.org/wiki/Magnesium_chloride
https://en.wikipedia.org/wiki/Magnesium_sulfate
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Solución decolorante 
10% (v/v) Ácido acético glacial 

25% (v/v) Metanol 
2% (v/v) Glicerol 

Tampón de carga lisis 3X 

150mM TRIS-HCl 
3% (p/v) SDS 

0,3mM Na2MoO4 2H2O 
30mM Na4P2O7 

30mM NaF 
30% (v/v) Glicerol 

30% (v/v) β-Mercaptoetanol 
0,06% (p/v) Azul bromofeno 

Tampón de conservación 100mM CaCl2 
15% (v/v) Glicerol 

Tampón de lisis 
150mM NH4Cl 
10mM K2CO3 

0,1mM EDTA; pH7.2-7.4 

Tampón MACS 
PBS 

0,5% (v/v) SFB 
2mM EDTA 

Tampón resolving 1,5M TRIS-HCl pH8.8 

Tampón running 
25mM TRIS-HCl 
180mM Glicina 
0,1% (p/v) SDS 

Tampón stacking 0,5M TRIS-HCl pH6.8 

Tampón de transferencia 

48mM TRIS-HCl 
39mM Glicina 

0,037% (p/v) SDS 
20% (v/v) Metanol; pH8.3 

Tampón de trituración 
100mM CaCl2 

70mM MgCl2 
40mM CH3COONa; pH5.5 

YPD 
20 g/L Peptona 

10 g/L Extracto de levadura 
20 g/L Glucosa 

YPD agar 

20 g/L Peptona 
10 g/L Extracto de levadura 

20 g/L Glucosa 
15 g/L Agar 

YPDS 

20 g/L Peptona 
10 g/L Extracto de levadura 

20 g/L Glucosa 
183 g Sorbitol 

YPDS agar 

20 g/L Peptona 
10 g/L Extracto de levadura 

20 g/L Glucosa 
183 g Sorbitol 

15 g/L Agar 

Anexo I.- Composición de las soluciones empleadas.
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Anexo II 
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BECKMAN GALLIOSTM  PANEL MØ 

Láser 
azul 

488 
nm 

FL1 525(40)BP 
FITC/GFP/AlexaFluor488/CFSE/MitoTracker 

Green 
 F4/80 

FL2 575(30)BP PE/AlexaFluor555  - 

FL3 620(30)BP PE-TexasRed/PI  - 

FL4 695(30)BP PE-Cy5/PerCP/7-AAD/PE-Cy5.5/PerCP-
Cy5.5/PerCP-Vio700 

 7-AAD 

FL5 755LP PE-Cy7/PE-Vio700  - 

Láser 
rojo 

640 
nm 

FL6 660(20)BP APC/AlexaFluor647/Draq5/Draq7/Cy5/Mito
Tracker DeepRed 

 CD206/MHCII 

FL7 725(20)BP 
AlexaFluor700/Draq5/Draq7/APC-

AlexaFluor700 
 - 

FL8 750LP 
APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-

eFluor780/AlexaFluor780/Live-Dead Near 
IR 

 
CD11b 

Láser 
violeta 

405 
nm 

FL9 450(40)BP 
PacificBlue/BV421/eFluor450/CFP/CellTrace

Violet/AlexaFluor405/VioBlue 
 - 

FL10 550(50)BP PacificOrange/BV570/Aqua/AmCyan/Qdot5
65/AlexaFluor430/VioGreen 

 - 

  + Bloqueante 
Fc 

 

BECKMAN GALLIOSTM PANEL DCs 

Láser 
azul 

488 
nm 

FL1 525(40)BP FITC/GFP/AlexaFluor488/CFSE/MitoTracker 
Green 

CD80/CD86 

FL2 575(30)BP PE/AlexaFluor555 CD11b 
FL3 620(30)BP PE-TexasRed/PI - 

FL4 695(30)BP PE-Cy5/PerCP/7-AAD/PE-Cy5.5/PerCP-
Cy5.5/PerCP-Vio700 

CD11c/7-AAD 

FL5 755LP PE-Cy7/PE-Vio700 - 

Láser 
rojo 

640 
nm 

FL6 660(20)BP 
APC/AlexaFluor647/Draq5/Draq7/Cy5/Mito

Tracker DeepRed CD40/MHCII 

FL7 725(20)BP AlexaFluor700/Draq5/Draq7/APC-
AlexaFluor700 

- 

FL8 750LP 
APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-

eFluor780/AlexaFluor780/Live-Dead Near 
IR 

- 

Láser 
violeta 

405 
nm 

FL9 450(40)BP 
PacificBlue/BV421/eFluor450/CFP/CellTrace

Violet/AlexaFluor405/VioBlue 
- 

FL10 550(50)BP 
PacificOrange/BV570/Aqua/AmCyan/Qdot5

65/AlexaFluor430/VioGreen - 

 
+ Bloqueante 

Fc 
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BECKMAN GALLIOSTM 
PANEL POBLACIONES 

INMUNOLÓGICAS 

Láser 
azul 

488 
nm 

FL1 525(40)BP 
FITC/GFP/AlexaFluor488/CFSE/Mi

toTracker Green 
CD3/F4/80 

FL2 575(30)BP PE/AlexaFluor555 CD4/CD8/CD11c/CD274 

FL3 620(30)BP PE-TexasRed/PI - 

FL4 695(30)BP 
PE-Cy5/PerCP/7-AAD/PE-

Cy5.5/PerCP-Cy5.5/PerCP-Vio700 
7-AAD/CD11b 

FL5 755LP PE-Cy7/PE-Vio700 - 

Láser 
rojo 

640 
nm 

FL6 660(20)BP 
APC/AlexaFluor647/Draq5/Draq7/

Cy5/MitoTracker DeepRed 
NK1.1./MHCII/CD206 

FL7 725(20)BP 
AlexaFluor700/Draq5/Draq7/APC-

AlexaFluor700 
- 

FL8 750LP 
APC-Cy5.5/APC-Cy7/APC-

eFluor780/AlexaFluor780/Live-
Dead Near IR 

- 

Láser 
violeta 

405 
nm 

FL9 450(40)BP 
PacificBlue/BV421/eFluor450/CFP
/CellTraceViolet/AlexaFluor405/Vi

oBlue 

CD45/Ly6G 

FL10 550(50)BP 
PacificOrange/BV570/Aqua/AmCy
an/Qdot565/AlexaFluor430/VioGr

een 

- 

 + Bloqueante Fc 

Anexo II.- Paneles de citometría para el análisis multiparamétrico de los marcajes celulares. 

 



ANEXOS 

 182 

Anexo III 

Nanoesferas de oro con un tamaño de 14 nm con diferente superficie: 

NPsA Recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 25% de la superficie saturada 

NPsB Recubiertas con PEG-N3 y PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada 

NPsC Recubiertas con PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada 

NPsD Recubiertas con FA-PEG-COOH con el 100% de la superficie saturada 

 

Anexo III.- Análisis del efecto de diferentes tipos de AuNPs sobre la expresión de citocinas proinflamatorias 
en macrófagos M1. Se extrajo la médula ósea de ratones C57BL/6 WT de 6-8 semanas. Las células obtenidas 
se sembraron a una densidad de 106 células/ml en placas de cultivo y se mantuvieron durante 7-8 días con 
medio GM-CSF, tal y como se indica en el Apartado 4.4.13.1. Pasado este tiempo, las células fueron 
despegadas y a continuación, se sembraron en una placa de 96 pocillos para ser incubadas con LPS a 
diferentes concentraciones (1 y 100 ng/ml), 100 µg/ml de AuNPs o una combinación de ambas durante 6 
y 24 horas. La adición de LPS, independientemente de la concentración empleada, se realizó 1 hora antes 
que la adición de las AuNPs. Se recogieron los sobrenadantes y, tras su centrifugación para la eliminación 
de restos celulares, se cuantificaron los niveles de (A) IL-1β, (B) IL-6 y (C) TNF-α mediante ELISA en MØM1. 
Los gráficos representan la media ±SEM de 3 experimentos independientes. El análisis estadístico se realizó 
mediante un t test de Student, donde * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p<0,0001.
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