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1. Resumen:  

El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), una cepa atenuada viva de Mycobacterium bovis, se utiliza 

ampliamente tanto como vacuna frente a la tuberculosis como en la inmunoterapia de primera línea para el 

cáncer de vejiga no músculo invasivo. Su eficacia se debe, en gran parte, a la activación del sistema 

inmunitario, especialmente de los macrófagos, que desempeñan un papel clave en la respuesta antitumoral. 

En este estudio se plantea la caracterización inmunológica de los macrófagos activados por BCG (B-MACs) 

humanos y la evaluación de su posible aplicación como herramienta en inmunoterapia celular. 

Mediante el uso de la línea monocítica THP-1 y macrófagos humanos derivados de monocitos de sangre 

periférica (hMDMs), se analizó la infectividad de BCG-GFP, la polarización de macrófagos (M1/M2), la 

secreción de TNF-α y el efecto citotóxico de los B-MACs sobre células tumorales A549. Los resultados 

muestran que, si bien BCG-GFP infecta eficazmente las células THP-1 diferenciadas, no induce cambios 

significativos en su perfil de polarización. En contraste, los hMDMs infectados con BCG mostraron una 

clara polarización hacia un fenotipo M1, con disminución de la expresión CD163 y aumento de la expresión 

de CD40 y la secreción de TNF-α. Además, los B-MACs ejercieron un efecto citotóxico notable sobre las 

células tumorales en ensayos in vitro. 

Estos hallazgos apoyan la hipótesis de que BCG puede reprogramar funcionalmente a los macrófagos 

humanos hacia un fenotipo proinflamatorio con propiedades antitumorales. El estudio plantea así el 

potencial uso de los B-MACs como candidatos en inmunoterapia celular adoptiva, abriendo nuevas 

posibilidades terapéuticas en el tratamiento de tumores sólidos. 

2. Abstract: 

The Bacillus Calmette-Guérin (BCG), a live attenuated strain of Mycobacterium bovis, is widely used not 

only as a vaccine against tuberculosis but also as the first-line immunotherapy for non-muscle invasive 

bladder cancer. Its efficacy is attributed to the activation of the immune system, particularly macrophages, 

which play a crucial role in antitumor responses. In this study, we aimed to immunologically characterize 

human BCG-activated macrophages (B-MACs) and evaluate their potential application in cellular 

immunotherapy. 

Using both the THP-1 monocytic cell line and primary human monocyte-derived macrophages (hMDMs), 

we analyzed the infectivity of BCG-GFP, macrophage polarization (M1/M2), pro-inflammatory cytokine 

secretion (TNF-α), and the cytotoxic effect of B-MACs on A549 tumor cells. Our findings show that while 

BCG-GFP infects THP-1 cells, it does not significantly alter their polarization profile. However, in hMDMs, 

BCG induces a pronounced shift toward an M1 phenotype, characterized by decreased CD163, and 

increased CD40 expression and TNF-α secretion. Moreover, B-MACs exhibited significant cytotoxic 

activity against A549 cells in vitro. 
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These results support the hypothesis that BCG can functionally reprogram human macrophages toward a 

pro-inflammatory and tumoricidal phenotype. The study highlights the potential of human B-MACs as 

candidates for adoptive cell therapy in cancer treatment, laying the groundwork for future preclinical models 

exploring their efficacy in solid tumors. 
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3. Introducción  

3.1. Introducción al cáncer 

El término “cáncer” se emplea de manera genérica para referirse a un conjunto amplio de enfermedades 

caracterizadas por la presencia de células anormales que pueden desarrollarse en cualquier parte del 

organismo. Estas células presentan características distintivas, como una proliferación descontrolada, un 

nivel reducido de diferenciación, y en algunos casos, la capacidad de invadir tejidos u órganos adyacentes, 

así como lejanos, a través de un proceso conocido como metástasis1. La transformación maligna es el 

resultado de la acumulación progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas en oncogenes, genes 

supresores de tumores y otros genes implicados de manera directa o indirecta en la proliferación celular2. 

Estas mutaciones afectan diversos niveles de organización biológica, como el nivel molecular, celular, 

tisular y sistémico3 contribuyendo al desarrollo de la enfermedad. Dado que el cáncer es una enfermedad de 

naturaleza multifactorial, su desarrollo no solo depende de estas alteraciones genéticas, sino también de 

factores epigenéticos y del microambiente tumoral (TME, de sus siglas en inglés). Además, la interacción 

con el sistema inmunitario y la exposición a agentes externos como carcinógenos químicos (como el tabaco 

o el alcohol), radiación o infecciones virales como el Virus del Papiloma Humano (VPH) o el Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH), también desempeñan un papel relevante4,5. 

3.2. Epidemiología del cáncer 

En la actualidad el cáncer representa una de las principales causas de mortalidad en el mundo detrás de las 

enfermedades cardiovasculares, según la Organización Mundial de la Salud (OMS)6. En España, estas 

patologías también ocupan un lugar destacado como causa de morbi-mortalidad7 con una incidencia 

creciente atribuida tanto al envejecimiento poblacional como a la influencia de diversos factores de riesgo, 

como el tabaquismo, la obesidad y otros hábitos relacionados con el estilo de vida4,5,8.  

Según la base de datos Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) 9, se proyecta que la incidencia global 

alcance 28,4 millones de casos para 2040, lo que representa un incremento cercano al 50% en comparación 

con cifras recientes. A nivel nacional, la Sociedad Española de Oncología Médica (SEOM), estima que en 

2024 se registrarán aproximadamente 286.664 nuevos casos de cáncer, lo que supone un incremento del 

2,6% en relación con el año anterior7. Esta tendencia refleja tanto avances en el diagnóstico como el 

envejecimiento poblacional y la persistencia de factores de riesgo. Entre los tipos de cáncer más frecuentes 

en España se encuentran el colorrectal, el de mama y el de pulmón, observándose patrones diferenciales 

según el sexo, como se ilustra en la Figura 1.  

Más allá de su impacto sanitario, el cáncer también representa un desafío económico y social significativo, 

afectando no solo a los pacientes, sino también a sus familias y a los sistemas de salud debido a los costos 

asociados a los tratamientos y a la pérdida de productividad laboral. Además, la heterogeneidad genética y 

fenotípica de las células tumorales, junto con las diferencias geográficas y acceso a terapias, resalta la 

necesidad de enfoques personalizados y adaptados a las características específicas de cada paciente.  
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Figura 1:  Incidencia estimada en España para cada tipo de cancer7.  

En este contexto, la investigación oncológica se centra en el desarrollo de tratamientos más eficaces que 

permitan reducir la mortalidad, incrementar las tasas de supervivencia y prolongar el tiempo libre de 

progresión (TLP), así como mejorar la supervivencia global (OS) en comparación con las terapias 

“tradicionales” como la quimioterapia y la radioterapia. En este contexto, la inmunoterapia ha emergido 

como una de las estrategias terapéuticas más prometedoras, al potenciar la capacidad del sistema inmunitario 

para atacar de manera efectiva a las células cancerígenas, abriendo nuevas posibilidades de tratamiento.  

3.3. El sistema inmunitario y su papel en la respuesta antitumoral 

El sistema inmunitario (SI) es una red compleja formada por diversos tipos de barreras físicas, tipos celulares 

y moléculas solubles que trabajan de forma coordinada para generar una respuesta que engloba los 

mecanismos y procesos destinados a reconocer y defender al organismo frente a agentes invasores, como 

patógenos (virus, bacterias, parásitos…) y células tumorales10. El SI se divide en dos grandes líneas de 

defensa: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa11,12.  

3.3.1.El sistema inmunitario innato  

La inmunidad innata, también conocida como inmunidad natural o nativa, representa la primera línea de 

defensa celular del organismo. Se basa en mecanismos inespecíficos, independientes del reconocimiento de 

antígenos que se activan inmediatamente al entrar en contacto con un agente potencialmente dañino12. 

Este sistema incluye una amplia variedad de células efectoras. Entre ellas destacan los granulocitos 

(neutrófilos, basófilos y eosinófilos) encargados de fagocitar y eliminar diversos agentes patogénicos 

mediante la liberación del contenido de sus gránulos citotóxicos11,13. Los monocitos, por su parte, circulan 

por el torrente sanguíneo y migran a los tejidos en respuesta a señales de homeostasis o de inflamación, 

donde se diferencian a macrófagos o células dendríticas14. Las células dendríticas (DCs, de sus siglas en 

inglés), además de su capacidad fagocítica, actúan como células presentadoras de antígenos (APCs, de sus 

siglas en inglés) estableciendo un puente entre el SI innato y adaptativo15. Al igual que las DCs, los 

granulocitos 16 y los macrófagos son células fagocíticas y APCs que orquestan la respuesta inmunológica 

mediante la inducción de inflamación y la liberación de factores de señalización que activan y reclutan a 
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otras células del SI17–19. Otro grupo importante son las células linfoides innatas (ILCs), que carecen de 

receptores específicos para antígenos, pero desempeñan un papel clave en la defensa contra infecciones y 

en la regulación de la inflamación. Dentro de este grupo, se encuentran las células NK (Natural Killer), cuya 

función es eliminar células infectadas o transformadas mediante la inducción de lisis y apoptosis, de manera 

análoga a las células T CD8+11,20,21. 

Además de las células, la inmunidad innata incluye barreras físicas y químicas, como el epitelio, el cual 

previene la entrada de agentes patógenos22. Algunos epitelios especializados, secretan moco, el cual es 

continuamente renovado gracias a la acción coordinada de los cilios epiteliales22. Otra parte fundamental de 

la inmunidad innata son las proteínas solubles y pequeñas moléculas bioactivas que están presentes de forma 

constitutiva en los fluidos biológicos. Entre ellas destacan las proteínas del complemento, que contribuyen 

a la opsonización y lisis de patógenos11; las defensinas y ficolinas22 o aquellas que se liberan de las células 

activadas como las citoquinas (proteínas de señalización celular esenciales en la regulación y comunicación 

del SI)11, quimiocinas (proteínas encargadas de la migración celular), mediadores lipídicos, y las especies 

reactivas derivadas del oxígeno (ROS) o del nitrógeno (RNS)22. 

Finalmente, el SI innato incluye receptores específicos, como los Receptores de Reconocimiento de Patrones 

(PRRs), para identificar estructuras moleculares asociadas a patógenos (PAMPs) o al daño tisular 

(DAMPs)22. Su activación desencadena cascadas de señalización que culminan en respuestas inflamatorias 

eficaces contra infecciones o lesiones celulares11 (Figura 2).  

 

Figura 2: Reconocimiento de patrones en la 

inmunidad innata. Esta figura refleja cómo el sistema 

inmunológico innato detecta patógenos a través de PRRs 

y genera una respuesta inflamatoria mediante la 

producción de citoquinas e interferones. 

 

 

3.3.2.El sistema inmunitario adaptativo 

El SI adaptativo se caracteriza por desarrollar una respuesta más lenta y especifica, ya que requiere del 

reconocimiento del antígeno. Esta respuesta es altamente eficaz gracias a la especificidad de los receptores 

de las células que la conforman, lo que también permite la generación de la memoria inmunológica clásica12.  

Generalmente, la respuesta adaptativa se activa después de un periodo de aproximadamente 4-7 días desde 

el inicio de la respuesta innata12, tiempo necesario para que las células del sistema adaptativo reconozcan 

los antígenos, se activen, proliferen y migren al sitio de infección donde generan las respuestas específicas12. 

Dentro del sistema adaptativo, los linfocitos T y B son los principales efectores de la respuesta inmune 

debido a la alta variabilidad de sus receptores para reconocer antígenos específicos23. Los linfocitos B 

producen anticuerpos tras diferenciarse a células plasmáticas en los órganos linfoides secundarios24, 
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mientras que los linfocitos T se diferencian en el timo a linfocitos T efectores, que pueden eliminar células 

anormales mediante citotoxicidad (linfocitos CD8+), activar a los macrófagos y células B (linfocitos CD4+) 

o suprimir el curso de la respuesta inmunológica (linfocitos T reguladores o Treg)25,26. Además, tanto los 

linfocitos B como T pueden diferenciarse en linfocitos de memoria, células de vida larga que generarán 

linfocitos de memoria efectores capaces de responder rápidamente a exposiciones posteriores al antígeno 

para el que son específicos26. 

3.4. Interacción entre el cáncer y el sistema inmunitario 

3.4.1.Teoría de la inmunovigilancia e inmunoedición tumoral 

El SI, como ya hemos mencionado, posee un papel central en la vigilancia y eliminación de las células 

tumorales, una función inicialmente postulada por Paul Ehrlich y posteriormente desarrollada por Thomas 

y Burnet. Estos últimos introdujeron el concepto de “Inmunovigilancia” que describe la capacidad del SI 

para reconocer y eliminar las células tumorales, evitando así el desarrollo de la enfermedad27.  

En la actualidad, esta teoría ha evolucionado hacia el modelo de “Inmunoedición”, que incluye tres etapas 

dinámicas: eliminación, equilibrio y escape. Estas fases, representadas en la Figura 3, reflejan la interacción 

entre el SI y las células tumorales, evidenciando tanto los mecanismos de defensa que restringen el 

crecimiento tumoral como las estrategias de los tumores para evadir dichas respuestas inmunológicas, 

contribuyendo al avance de la enfermedad.  

3.4.1.1. Fases de la inmunoedición: eliminación, equilibrio y escape 

La fase de eliminación representa el fundamento clásico de la inmunovigilancia propuesta por Burnet. En 

esta etapa, tras la transformación maligna de las células y el fallo de los mecanismos intrínsecos no 

inmunológicos de supresión tumoral, el SI innato y adaptativo actúan de manera sinérgica para identificar y 

destruir estas células transformadas28. Este proceso es posible gracias al reconocimiento de antígenos 

tumorales específicos por parte de las células inmunes, lo que permite generar una respuesta efectora 

adecuada dirigida contra las células transformadas que los expresan. 

Sin embargo, si no se logra erradicar el tumor por completo, se transita a una etapa de equilibrio, en la cual 

el crecimiento tumoral se encuentra restringido por mecanismos inmunológicos, aunque no es erradicado 

por completo. Durante esta fase, las células inmunes mantienen la proliferación tumoral bajo control 

mediante mecanismos de vigilancia, pero la persistencia de las células tumorales puede conducir a su 

selección y adaptación en un TME modulado por el SI. La duración de esta fase es altamente variable entre 

pacientes y depende en gran medida de factores como la estructura y composición del TME establecido, ya 

que este entorno puede restringir la efectividad de las células inmunes, favoreciendo la coexistencia 

prolongada entre el tumor y el SI.  

Finalmente, el crecimiento tumoral puede progresar hacia la fase de escape, en la cual las células tumorales 

desarrollan estrategias para evadir el SI. Entre estas estrategias destacan: el reclutamiento de células 

inmunosupresoras, como las células supresoras de origen mieloide (MDSCs, de sus siglas en inglés); la 
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expresión de moléculas de control inmunitario por parte de las células tumorales, como PD-L1 o CTLA-4, 

que inhiben directamente la actividad de las células T efectoras28; la inducción de la secreción de moléculas 

inmunosupresoras como el factor de crecimiento transformador beta (TGF-) y la interleuquina 10 (IL-10)11 

y la pérdida de la expresión de antígenos tumorales11. Estas adaptaciones permiten que las células tumorales 

proliferen sin restricciones, contribuyendo a la progresión de la enfermedad. 

 

Figura 3: Etapas de la inmunoedición tumoral. Esquema representativo del crecimiento tumoral durante las diferentes etapas de 

la inmunovigilancia desarrollada por Thomas y Burnet29. 

3.4.2.Ciclo de la respuesta inmune antitumoral 

Para que una respuesta inmune antitumoral sea efectiva, es decir, sea capaz de controlar el crecimiento 

tumoral, es necesario que se den una serie de pasos secuenciales, lo que se conoce como el ciclo de la 

respuesta inmune antitumoral (Figura 4).  

Este ciclo se inicia con la liberación y captura de neoantígenos generados durante la oncogénesis por las 

APCs. Las DCs procesan los antígenos y sufren un proceso de maduración, que conlleva un aumento de la 

expresión de diversas moléculas, incluido el receptor de quimiocinas CCR7. Esta maduración permite la 

migración de las DCs a los ganglios linfáticos, donde establecen la interacción con los linfocitos T.  

Para inducir una respuesta T antitumoral efectiva, es necesario que este proceso este acompañado de señales 

que impidan la tolerancia periférica a los antígenos tumorales. Entre estas señales se encuentra una alta 

expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y coestimuladoras, como CD80, 

IL1 e interferón alfa (IFN-α)30. Esto permite la presentación antigénica a través de MHC-I a los linfocitos T 

CD8+ o a través de MHC-II a los linfocitos T CD4+31 lo que desencadena el cebado y la activación de las 

respuestas T efectoras dirigidas contra estos antígenos tumorales. En esta etapa, el equilibrio entre los 

linfocitos Treg y los linfocitos T efectores determina la naturaleza de la respuesta inmune y su resultado.  

Dentro de los linfocitos T efectores, existe una subpoblación clave en la respuesta antitumoral: los linfocitos 

T CD8+ citotóxicos o Tc132. Este subgrupo es capaz de reconocer y unirse mediante la interacción de su 

receptor de células T (TCR) con el antígeno afín presentado en MHC-I, lo que conduce a su activación y a 

la eliminación de las células tumorales mediante distintos mecanismos como la exocitosis sináptica de 

gránulos citotóxicos o mediante la secreción de citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF) o el 

interferón gamma (IFN-γ)33. La muerte de las células tumorales libera nuevos antígenos, lo que 

retroalimenta positivamente la respuesta antitumoral en ciclos sucesivos30.  
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Figura 4. Ciclo de la respuesta 

inmune antitumoral. En esta figura se 

observan los diferentes pasos 

secuenciales que forman el ciclo de la 

inmunidad tumoral junto a los factores 

que estimulan (en verde) o inhiben (en 

rojo) la muerte de las células 

tumorales29 

 

 

3.5. Inmunoterapia en cáncer 

El término “inmunoterapia oncológica” se refiere a cualquier tipo de tratamiento diseñado para estimular y 

aprovechar el SI del propio paciente o de un donante (en caso de terapias alogénicas) con el objetivo de 

atacar el cáncer o bloquear las vías de escape de éste34. A diferencia de los tratamientos convencionales 

como la quimioterapia y la radioterapia, que se dirigen directamente a las células cancerígenas, la 

inmunoterapia activa y modula la respuesta inmune del organismo, aprovechando su capacidad natural para 

detectar y eliminar las células malignas, ofreciendo beneficios en términos de especificidad y durabilidad. 

Los primeros intentos de modular el SI para tratar el cáncer datan del siglo XIX. Los médicos alemanes 

Fehleisen y Busch, documentaron regresiones tumorales significativas tras infecciones espontáneas 

postquirúrgicas35. Más tarde, William Bradley Coley, conocido como el padre de la inmunoterapia, intentó 

replicar este efecto deliberadamente al inyectar una mezcla de toxinas bacterianas (la llamada toxina de 

Coley), con el propósito de inducir respuesta inmunitaria para combatir sarcomas en 189136,37. Sin embargo, 

sus logros pasaron desapercibidos durante décadas.  

No fue hasta mediados del siglo XX, con el descubrimiento de los linfocitos T y su papel en la inmunidad, 

que la investigación en inmunoterapia fue en auge. Estos avances marcaron una expansión significativa en 

el desarrollo de la inmunoterapia abriendo una nueva era en los tratamientos oncológicos. En este contexto, 

en 1976, la vacuna BCG (Bacillus Calmette-Guérin) se convirtió en la primera inmunoterapia aprobada por 

la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, de sus siglas en ingles) para 

el tratamiento del cancer de vejiga. Posteriormente, otras estrategias inmunoterapéuticas, como las 

citoquinas inmunoestimuladoras IFN-α e IL-12 fueron desarrolladas y aprobadas en oncología. 

 Hoy en día, las inmunoterapias han demostrado ser herramientas fundamentales en la lucha contra el cáncer, 

logrando respuestas duraderas y efectivas, incluso en pacientes con estadios avanzados de la enfermedad38.  
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3.5.1.Tipos de inmunoterapia 

En la actualidad existen una amplia variedad de inmunoterapias disponibles (Figura 5), como el uso de 

inhibidores de puntos de control inmunitarios, que desbloquean la respuesta inmune; terapias basadas en 

células T, como la terapia CAR-T; anticuerpos monoclonales que atacan específicamente antígenos 

tumorales; y vacunas terapéuticas, entre las que se encuentra BCG, que inducen una respuesta inmune 

dirigida al cáncer. 

 

Figura 5: Enfoques actuales en el campo de la inmunoterapia frente al cáncer. TCR: Receptor de linfocitos T, CAR: receptor 

de antígenos quimérico, M: macrófagos, T: linfocitos T, Ig: inmunoglobulina, ICIs: inhibidores de punto de control inmunitario29,39. 

3.6. El papel de los macrófagos en el cáncer 

Los macrófagos constituyen una población heterogénea de células inmunes de origen mieloide, que juegan 

un papel esencial en la homeostasis, la respuesta inmunitaria y la reparación de tejidos. Estas células son 

conocidas por su alta plasticidad y su capacidad de adaptarse a diferentes microambientes. Son las primeras 

células del SI en aparecer durante la maduración del organismo y son esenciales durante las primeras etapas 

del desarrollo40. Aunque tradicionalmente se pensaba que estas células solo derivaban de los monocitos 

circulantes que migraban a los tejidos y se diferenciaban a macrófagos efectores41, estudios recientes han 

demostrado que la migración monocitaria solo ocurre en determinadas circunstancias de homeostasis, 

infección e inflamación42. Esto genera que una alta proporción de los macrófagos residentes de tejido 

provengan de precursores embrionarios (derivados del saco vitelino fetal o de progenitores del hígado fetal) 

que se asentaron en el periodo prenatal y perinatal43. Sin embargo, en tumores, numerosos estudios recientes 

han sugerido que los macrófagos asociados a tumores (TAMs) provienen principalmente de monocitos 

circulantes, que tienen un perfil genético asociado a la inmunosupresión y la presentación de antígenos. En 

contraste, los TAMs de origen embrionario presentan un perfil de genes enriquecido en remodelación tisular 

y cicatrización de heridas43. 

Una de las características distintivas de los macrófagos es su alta plasticidad, lo que les permite adaptarse a 

distintos estímulos adoptando diversos fenotipos con funciones específicas, tanto en condiciones 
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fisiológicas como patológicas44. Esta plasticidad está determinada principalmente por su origen, el tejido de 

residencia y el microambiente que los rodea43, y a su vez está influenciada por cambios epigenéticos43. Por 

ello, los macrófagos derivados de monocitos presentan un perfil fenotípico diferente al de los monocitos 

circulantes, adquiriendo características similares a los macrófagos tisulares, aunque con ciertas diferencias 

transcripcionales, epigenéticas y funcionales que se mantienen a lo largo del tiempo45. Estas variaciones 

repercuten en procesos como la fagocitosis, la presentación de antígenos o la liberación de citoquinas y 

componentes del complemento44, por lo que un desequilibrio entre los distintos fenotipos puede contribuir 

al desarrollo de diferentes patologías inflamatorias crónicas como la esclerosis múltiple, la diabetes o incluso 

al crecimiento y progresión tumoral46,47. 

3.6.1.Polarización de los macrófagos (M1 vs. M2) 

Los macrófagos se clasifican en dos fenotipos funcionales extremos44: los macrófagos de tipo M1, de 

carácter proinflamatorio, y los macrófagos de tipo M2, con funciones predominantemente antinflamatorias 

e inmunorreguladoras (Anexo A). En los últimos años, se ha reconocido que esta clasificación simplifica en 

exceso la heterogeneidad de la población de los macrófagos. Evidencias recientes sugieren que los 

macrófagos pueden adoptar un espectro continuo de estados funcionales entre los fenotipos M1 y M2 en 

respuesta a señales específicas del microambiente. 

Los macrófagos M1, asociados con la activación clásica, son inducidos por la estimulación con IFN- y 

ligandos que activan los receptores tipo Toll (TLR)48. Esta activación desencadena la producción de RNS y 

ROS, esenciales en la respuesta inmunológica frente a patógenos. Además, promueve la síntesis de óxido 

nítrico (NO), mediador clave en la modulación del microambiente inflamatorio. Los macrófagos M1 

secretan una variedad de citoquinas proinflamatorias como TNF-α, IL-1β, y IL-6, que promueven el 

reclutamiento y la activación de otras células del SI como células NK o linfocitos T efectores49. Este perfil 

funcional se correlaciona con la expresión de altos niveles de TNF-α, óxido nítrico sintasa inducible (iNOS), 

CD14, moléculas coestimuladoras como CD80 y CD86, y el MHC-II43,50.  

En cambio, los macrófagos M2, vinculados a la activación alternativa, se inducen por la estimulación con 

IL-4, IL-10 e IL-13, inmunocomplejos y glucocorticoides48. Su función principal radica en la resolución de 

la inflamación y la remodelación tisular, facilitando la eliminación de los desechos celulares generados51. 

Su perfil inmunosupresor se caracteriza por la secreción de mediadores antiinflamatorios como IL-10 y 

TGF-β, además de la expresión de altos niveles de arginasa-1 (ARG1), y el receptor de IL-1 tipo II y 

marcadores de superficie como CD163, CD204 o CD20652. Cambios en estos marcadores pueden indicar 

una repolarización de los macrófagos, lo que lleva a un cambio en su fenotipo. 

3.6.1.1. Fenotipos M1 y M2 en el contexto tumoral 

En el TME, los macrófagos desempeñan un papel dual y contexto-dependiente. Los M1 pueden contribuir 

a la eliminación de células tumorales mediante la producción de ROS y RNS, junto con la secreción de 

citoquinas proinflamatorias que promueven respuestas inmunitarias antitumorales50. No obstante, su 

actividad infamatoria también puede inducir estrés oxidativo y daño tisular, lo que en algunos casos favorece 



 

11 
 

la inestabilidad genómica y la angiogénesis. Por ejemplo, la sobreexpresión del factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), promovida por la inflamación crónica, facilita la proliferación celular y la 

diseminación metastásica50. Además, ciertos tipos de cáncer pueden reprogramar los macrófagos M1 para 

adquirir características del fenotipo M2, promoviendo así la inmunosupresión y el escape tumoral. 

Por otro lado, los macrófagos M2 tienen un papel central en el TME, donde su función es 

predominantemente inmunosupresora, facilitando la evasión del SI por parte de las células tumorales. 

Mediante su perfil inmunorregulador, estos macrófagos contribuyen a la inducción de la tolerancia inmune, 

inhibiendo la activación de células inmunes antitumorales50 y permitiendo el reclutamiento de otras células 

inmunosupresoras como los Treg, mediante la secreción de distintas quimioquinas como CCL5, CCL20 y 

CCL2250,53 . Además, el fenotipo M2 favorece la progresión tumoral al estimular la angiogénesis54 mediante 

la secreción de VEGF50  y otros factores de crecimiento. Su capacidad para remodelar la matriz extracelular 

es también un factor determinante, ya que facilita la invasión y migración de las células tumorales, 

contribuyendo al desarrollo de metástasis. 

3.6.1.2. Uso de macrófagos como inmunoterapia  

La inmunoterapia basada en macrófagos se puede dividir en dos grandes estrategias, pasivas y activas. Las 

estrategias pasivas buscan reprogramar los TAMs in situ, sin infusión de células exógenas (Figura 6.A). 

Estas incluyen estrategias de polarización (agonistas de TLR, inhibidores de CSF1R o PI3Kγ) para inducir 

un fenotipo M1 o estrategias basadas en la función, como el bloqueo de señales inmunosupresoras (p. ej. eje 

CD47-SIRPα. Estas terapias promueven la polarización de los macrófagos hacia un fenotipo M1 

antitumoral55. Otras aproximaciones en desarrollo incluyen agonistas de CD40, STING y TLR9, así como 

inhibidores de puntos de control inmunológico (anti–PD-L1, anti–LILRB2), habitualmente en combinación 

con inmuno/quimioterapia56. Todas ellas buscan promover la secreción de citoquinas proinflamatorias, 

aumentar la fagocitosis tumoral y facilitar la activación de los Linfocitos T, convirtiendo tumores “fríos” en 

inmunológicamente “calientes”55,56. 

Las estrategias activas consisten en la infusión de macrófagos modificados ex vivo como los CAR-M que 

combinan una alta capacidad de infiltración tumoral (limitación actual de los CAR-T en tumores sólidos) 

con múltiples mecanismos de acción citotoxicos propios de un macrófago de fenotipo M1 (Figura 6.B)55. 

Además, actúan en sinergia con otras inmunoterapias, promoviendo una respuesta adaptativa más robusta. 

Se están explorando también variantes como macrófagos derivados de células madre pluripotentes 

inducibles (iPSC, de sus siglas en inglés) o cargados con nanopartículas, con el objetivo de potenciar su 

funcionalidad y persistencia en el TME57. 
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Figura 6. Estrategias inmunoterapéuticas mediante el uso de macrófagos. (A) Estrategias pasivas basadas en la reprogramación 

funcional y polarización. (B) Estrategias activas basadas en CAR-M55 

3.6.2.Activación de los macrófagos a través de PRRs y TLRs 

La activación de los macrófagos se produce en respuesta al reconocimiento de señales externas (PAMPs, 

motivos moleculares microbianos no específicos conservados entre patógenos, como el LPS 

(lipopolisacárido) presente en las bacterias Gram negativas, o material genético, como el DNA o el RNA 

virales) o internas (DAMPs, factores endógenos que se sobreexpresan en condiciones no fisiológicas y son 

liberados al medio extracelular por tejidos dañados o células sometidas a estrés)58. Estas señales son 

reconocidas por una familia de receptores conocidos como PRRs presentes en la superficie o el interior 

celular, que activan rutas de señalización responsables de desencadenar respuestas efectivas como la 

fagocitosis, la liberación de citoquinas y la resolución de la inflamación59,60.Entre los PRRs, los TLR son 

los más estudiados. En humanos se han identificado 10 tipos distintos (Anexo B), cada uno especializado 

en el reconocimiento de patrones moleculares concretos61,62. Su activación induce rutas de señalización 

intracelulares a través de adaptadores como MyD88 o TRIF, que regulan la expresión de genes 

proinflamatorios (Figura 7)61. Esta señalización contribuye a la activación funcional del macrófago y a su 

polarización hacia un fenotipo M1, asociado a una respuesta inmunitaria proinflamatoria y con potencial 

antitumoral 61.     
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Figura 7: Vía de señalización de TLRs en células inmunitarias innatas63. 

3.6.3.Memoria entrenada  

La memoria entrenada es una forma de memoria inmunológica propia de la inmunidad innata, descrita por 

Netea et al. en 201164. Está basada en la reprogramación funcional a largo plazo que permite a los 

macrófagos y otras células mieloides responder de manera más eficiente a un segundo estimulo, incluso 

después de haber regresado a un estado basal. A diferencia de la memoria adaptativa clásica, esta respuesta 

no depende de linfocitos T o B ni del reconocimiento específico de antígenos, sino que está mediada por 

cambios epigenéticos y metabólicos duraderos inducidos por ciertos estímulos como el β-glucano, un 

componente de la pared celular de Candida albicans, o la vacuna BCG64. 

Desde un punto de vista funcional, la memoria entrenada puede persistir durante semanas o meses, no solo 

en los macrófagos circulantes, sino también en progenitores hematopoyéticos en la médula ósea65,66. Esta 

capacidad de respuesta amplificada puede manifestarse de manera bidireccional, ya que, dependiendo del 

estímulo inicial, puede potenciar la respuesta inflamatoria y mejorar la defensa frente a infecciones o, por 

el contrario, inducir un estado de tolerancia inmunológica que limite la inflamación excesiva y con ello la 

progresión de distintas enfermedades como el cáncer o infecciones recurrentes66. Sin embargo, su impacto 

exacto en la homeostasis inmune y sus aplicaciones clínicas requieren una mayor investigación para 

comprender sus implicaciones en la fisiopatología de distintas enfermedades65,66. 

Un estudio reciente realizado por Arts et al.67 demostró que la vacunación con el BCG induce inmunidad 

entrenada en monocitos y macrófagos a través de cambios epigenéticos y metabólicos. A nivel de la 

cromatina, se observó un aumento en las marcas de metilación de histonas, específicamente H3K4me3 y 

H3K9me3 (Figura 8.A) en genes relacionados con la expresión de citoquinas proinflamatorias como TNF-
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α e IL-6 (Figura 8.B). Además, la inhibición de la vía Akt-mTOR mediante inhibidores metabólicos 

específicos impidió estos efectos, lo que confirma su papel en la inducción de este fenotipo funcional M167. 

 

Figura 8: Modificación de H3K4me3 en promotores de genes proinflamatorios. (A) TNF-α y (B) IL-6 en células entrenadas 

con BCG, con y sin inhibición de la vía Akt-mTOR mediante inhibidores metabólicos67. 

3.7. El Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) como modulador 

inmunológico. 

3.7.1.Las micobacterias y su interacción con el SI 

Las micobacterias son bacilos intracelulares Gram positivos que emplean mecanismos altamente eficientes 

para sobrevivir dentro de los macrófagos del huésped. Su envoltura celular, de estructura compleja, está 

compuesta por lípidos y polisacáridos organizados en tres segmentos claramente diferenciados (Figura 9): 

la membrana plasmática, la pared celular y la capa más externa (micomembrana). 

3.7.1.1. Estructura de la pared celular micobacteriana  

La membrana plasmática es similar a la de otras bacterias y proporciona integridad estructural y soporte. 

Esta se encuentra rodeada por una capa de peptidoglucano (PG) altamente reticulada, que proporciona 

rigidez y actúa como barrera física frente a los posibles daños causados por el microambiente.  Unido 

covalentemente al PG se encuentra el Arabinogalactano (AG), un polisacárido lineal que enlaza esta 

estructura con los ácidos micólicos formando un macropolímero complejo situado entre la membrana 

plasmática y la envoltura lipídica externa. 

Una característica distintiva de esta envoltura es su alto contenido lipídico, que representa aproximadamente 

el 40% de su masa celular confiriéndole una hidrofobicidad extrema68. Entre estos lípidos se encuentran los 

ácidos micólicos, ácidos grasos de cadena larga y alto peso molecular, que están esterificados a los extremos 

del AG, formando una barrera densa y poco permeable. Esta estructura confiere una eficaz protección contra 

antibióticos hidrofílicos, el daño oxidativo y la deposición de complemento69. 

Además de su función como barrera protectora, la micomembrana desempeña un papel activo en la 

modulación de la respuesta inmunitaria. Esta estructura facilita el reconocimiento de patógenos por parte 

del SI innato activando distintos TLRs, especialmente TLR2 y en menor medida a TLR4 y TLR7 en el caso 

de reconocer bacterias fagocitadas70. Entre los componentes inmunológicamente relevantes se encuentran 

el lipomanano (LM) y el lipoarabinomanano (LAM), dos lipoglicanos inmunomoduladores capaces de 

inducir respuestas inflamatorias mediadas por citoquinas61. Por ejemplo, el LM induce producción de IL-12 

y en última instancia la muerte celular de los macrófagos71. Estas propiedades inmunomoduladoras han 
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sustentado históricamente el interés por las micobacterias, no solo como agentes infecciosos, sino también 

como herramientas terapéuticas, incluyendo su potencial antitumoral. 

 

Figura 9: Estructura y componentes principales de la envuelta celular de las micobacterias 68,72. 

3.7.2.Desarrollo histórico de BCG y variabilidad genética en sus subcepas. 

La vacuna BCG es una cepa atenuada de Mycobacterium bovis, el agente etiológico de la tuberculosis en 

bóvidos73, que fue desarrollada por Albert Calmette y Camille Guérin entre los años 1908 y 1921 en el 

Instituto Pasteur de Lille. Su desarrollo implicó 230 pases consecutivos de una cepa virulenta (aislada por 

Edmon Nocard de la leche de una vaca enferma con mastitis tuberculosa74) en un medio que contenía bilis, 

glicerina y patata75. Este proceso condujo a su atenuación, la cual fue probada primero en terneros y 

posteriormente en cobayas y otros modelos animales75. En 1921, la vacuna fue administrada por primera 

vez a un lactante cuya madre había fallecido por tuberculosis, sin efectos adversos ni desarrollo de la 

enfermedad 75. A partir de entonces, se comenzó a administrar a nivel mundial por vía oral, bajo la premisa 

de que el tracto gastrointestinal era la vía natural de infección en niños alimentados con leche no 

pasteurizada76,77. Sin embargo, la falta de métodos estandarizados de conservación provoco la aparición de 

múltiples subcepas, como se puede ver en la Figura 10, con diferencias bioquímicas e inmunogénicas75 que 

se deben principalmente a modificaciones genéticas acumuladas durante los múltiples pases de cultivo 

realizados antes de la implementación de la liofilización en 196078. Estas modificaciones incluyen 

deleciones, duplicaciones y mutaciones puntuales. Hoy en día, las subcepas más utilizadas de la vacuna 

BCG son Connaught, Danish, Glaxo, Moreau, Pasteur and Japan, cada una con diferentes características de 

inmunogenicidad y reactogenicidad75,79.  
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Figura 10: Árbol filogenético y evolución de las 

cepas de BCG derivadas de Mycobacterium bovis. 

Se muestra el proceso de atenuación entre 1908 y 

1921 y las deleciones (RD, regions of difference) y 

mutaciones clave que diferenciaron las cepas a lo 

largo del tiempo80.  

 

 

 

 

 

3.7.3.Atenuación de BCG  

La atenuación de BCG implicó la perdida de diversas regiones genómicas clave, entre ellas la  

Región Diferencial 1 (RD1)75, que codifica el sistema de secreción ESX-1. Se ha demostrado que la 

reintroducción de RD1 en el genoma de BCG es suficiente para restaurar su capacidad de crecimiento en 

pulmón y en bazo en ratones81. Por lo contrario, la eliminación de RD1 en la cepa virulenta de 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv inactiva su capacidad de replicarse rápidamente en estos 

órganos82.  

El locus RD1 codifica un sistema de secreción de tipo VII, conocido como sistema de secreción de ESAT-

6 (ESX)-182. Esta región contiene nueve genes (Figura 11), dos de los cuales codifican para dos pequeñas 

proteínas: la proteína del filtrado de cultivo de 10 kDa (CFP-10 o EsxB) y la proteína antigénica de secreción 

temprana de 6 kDa (ESAT-6 o EsxA)74,83. Estas proteínas son antígenos inmunodominantes esenciales para 

la virulencia de Mtb ya que la permite escapar del fagosoma, facilitando su supervivencia intracelular y su 

diseminación en el huésped84. 

Además de EsxA y EsxB, otros genes dentro de RD1 codifican proteínas clave para la maquinaria de 

secreción. Entre ellas se encuentran la ATPasa EccA, encargada de proporcionar energía para el transporte 

del complejo, las proteínas transmembrana EccB y EccC, y la proteína de canal EccD, situada en la 

membrana interna85. Esta última proteína permite que el complejo ESAT-6/CFP-10 se transloque hacia el 

espacio periplásmico y, posteriormente, al lumen del fagosoma. Una vez en este compartimento, ESAT-6 

induce la lisis de la membrana del fagosoma, favoreciendo la diseminación bacteriana, mientras que CFP-

10 actúa como chaperona, estabilizando la estructura del complejo86. 
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Figura 11: Estructura genética y mecanismo 

de secreción del sistema ESX-1 en Mtb. (A) 

Organización genómica del operón espACD y 

genes asociados al sistema ESX-1 destacando la 

región RD1 en color gris. (B) Ensamblaje y 

función del sistema de secreción ESX-1 en la 

pared celular micobacteriana85. 

 

 

3.7.4.Aplicaciones de BCG: vacuna contra la tuberculosis y agente 

terapéutico contra el cáncer  

Hoy en día, BCG forma parte del Programa Ampliado de Inmunización de la OMS debido a su alta eficacia 

contra formas graves de tuberculosis en niños, como la tuberculosis miliar (forma diseminada de la 

enfermedad) y la meningitis tuberculosa87. Sin embargo, su efectividad contra la tuberculosis pulmonar en 

adultos es variable, oscilando entre el 0% y el 80%, dependiendo de factores genéticos, ambientales y la 

subcepa empleada en la vacunación88. A pesar de estas limitaciones, BCG sigue siendo administrada a nivel 

mundial, con una cobertura cercana al 90% en países donde la tuberculosis es una enfermedad endémica 

como se puede ver en la Figura 12. 

 

Figura 12: Distribución mundial de las políticas de vacunación de BCG 89.  

Además de su papel como vacuna frente la tuberculosis, el interés de BCG como agente terapéutico contra 

el cáncer se originó en 1929 por Raymond Pearl, quien observó una correlación inversa entre la tuberculosis 

y el cáncer. A través de numerosas autopsias, se observó que solo el 6,6 % de los pacientes con tumores 

presentaban lesiones activas de tuberculosis, frente al 16,6 % de los individuos sin tumores en grupos de 

edad, sexo y raza similares, lo que sugirió una posible relación entre ambas enfermedades 90,91. Estudios 

posteriores demostraron que BCG estimula el SI al activar a los TLRs (TLR2, TLR4 y TLR7) lo que conduce 

a la producción de citoquinas proinflamatorias TNF-, IL-12 e IL-692. Estas respuestas potencian la 



 

18 
 

capacidad de los macrófagos, NKs y linfocitos T para atacar a las células tumorales92. Las subcepas de BCG 

utilizadas en inmunoterapia incluyen Tice, Danish, Connaught y Pasteur79.  

3.7.4.1. BCG como tratamiento de primera línea para el cáncer superficial de vejiga 

El cáncer de vejiga es la neoplasia maligna más común del tracto urinario y una de las más prevalentes a 

nivel mundial, con mayor incidencia en hombres y en personas de edad avanzada. En su forma superficial 

(NMIB, por sus siglas en inglés: Non-Muscle Invasive Bladder Cancer), representa el 70% de los casos y 

se limita al urotelio y la lámina propia sin invadir el músculo detrusor93,94.  

Actualmente, el tratamiento estándar para el NMIBC es la inmunoterapia intravesical con BCG (instilación 

intravesical), que genera una respuesta inmunitaria local masiva (Figura 13) caracterizada por la expresión 

de citoquinas proinflamatoria en la orina y tracto vesical94, así como la infiltración de células inmunes como 

los macrófagos, linfocitos T y células NK, lo que contribuye a la eliminación de células tumorales residuales 

y la prevención de recidivas95,96. 

Durante la instilación intravesical, BCG se adhiere al urotelio a través de la fibronectina, una glicoproteína 

de la matriz extracelular expresada en la superficie de las células tumorales y uroteliales sanas, mediante el 

receptor α5β1. Esta interacción es mediada por la proteína de unión a fibronectina (FAP, de sus siglas en 

inglés) presente en la pared bacteriana de BCG 97,98. No obstante, la superficie de las células uroteliales sanas 

está protegida por una capa de glicosaminoglicano cargados negativamente, lo que limita la adhesión de 

BCG, reduciendo la citotoxicidad en tejidos no tumorales y la reacción adversa a la terapia con BCG 94. 

Una vez adherido, BCG es internalizado por células uroteriales y APCs, como macrófagos o DCs, iniciando 

así la respuesta inmunitaria. Actuando como PAMP, activa TLRs, especialmente TLR4 o TLR9, lo que 

desencadena la vía de señalización mediada por MyD88-NF-κB promoviendo la transcripción y liberación 

de múltiples citoquinas inflamatorias como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-α94,99. 

Este proceso estimula la activación del sistema reticuloendotelial, promoviendo el reclutamiento de 

granulocitos, macrófagos y células T auxiliares (CD4+), los cuales liberan citoquinas para amplificar la 

respuesta inmune y atraer otras células inmunitarias a la vejiga. 

Simultáneamente, la fagocitosis de BCG por APCs permite el procesamiento y presentación de los antígenos 

a los linfocitos T a través del MHC-II (para linfocitos T CD4+) y MHC-I (para linfocitos T CD8+) induciendo 

una respuesta adaptativa94. Se ha demostrado que BCG induce una alta expresión de MHC-II en las células 

tumorales de vejiga al inhibir la ubiquitina ligasa MARCH1, permitiéndoles funcionar como APCs100.  

La activación de los linfocitos T CD4+ desencadena la producción y liberación de distintas citoquinas como 

el factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), IFN-γ, TNF-α e interleuquinas (IL-1, IL-2, IL-

5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17 e IL-18), que estimulan a los linfocitos T CD8+ y a las NK, encargadas de 

eliminar las células tumorales mediante la liberación de perforinas y gránulos citotóxicos 101. Este perfil de 

citoquinas (también llamado Th1) se asocia con una mayor eficacia inmunoterapéutica, mientras que un 

perfil Th2 (o inmunosupresor), con niveles elevados de IL-4 e IL-10, se correlaciona con menor respuesta 

al tratamiento102,103.  
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Finalmente, la activación inmunitaria desencadenada por BCG no solo recluta células T y NK, sino también 

granulocitos neutrófilos, que constituyen hasta el 75 % de las células infiltradas en la vejiga tras la 

instilación. Citoquinas como IL-6, IL-8 y IL-17 desempeñan un papel clave en el reclutamiento y activación, 

favoreciendo la cascada inflamatoria y contribuyendo a la destrucción de las células tumorales, mediante la 

liberación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) y la expresión del ligando apoptótico relacionado 

con TNF (TRAIL), capaz de inducir apoptosis en las células tumorales103,104. 

 

Figura 13: Mecanismo de acción inmunológico de BCG en el cáncer de vejiga105. 

También se ha demostrado in vitro que BCG puede producir un efecto citotóxico directo sobre algunas 

líneas celulares de cáncer de vejiga, mediante mecanismos como la apoptosis, necrosis o la inducción de 

estrés oxidativo, lo que refuerza su eficacia terapéutica103,106. 

En el estudio liderado por Martínez-López et al.107 se desarrolló un modelo de cáncer de vejiga mediante 

xenoinjertos en embriones de pez cebra, permitiendo la visualización en tiempo real y a nivel de célula única 

de la interacción entre las células tumorales, BCG, y el SI innato. Los resultados mostraron una infiltración 

significativa de macrófagos en el TME tras la administración de BCG (Figura 14.A), con una polarización 

predominante hacia un fenotipo M1 caracterizado por una mayor producción de TNF-α, IL-1β e IL-6 (Figura 

14.B-C). Asimismo, se comprobó que los macrófagos desempeñan un papel central en la respuesta 

antitumoral inducida por BCG ya que su eliminación selectiva mediante liposomas con clodronato eliminó 
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por completo la respuesta antitumoral de BCG (Figura 14.D). Finalmente, se confirmó que los macrófagos 

pueden inducir apoptosis directa en células tumorales mediante la vía del TNF, dado que la inhibición del 

TNF mediante pentoxifilina (PTX) bloqueó el efecto proapotótico de BCG sobre las células tumorales 

(Figura 14.E). 

   

Figura 14: Caracterización de la respuesta inmune inducida por BCG en el TME. (A) Cuantificación del número absoluto de 

macrófagos y neutrófilos infiltrados tras la administración de BCG. (B) Evaluación de la activación de macrófagos de fenotipo 

proinflamatorio (M1) mediante la cuantificación de células positivas para TNF-α en distintos puntos temporales. (C) Expresión 

relativa de ARNm de tnfa, il1b e il6, marcadores clave de activación inflamatoria, en el microambiente tumoral tras la administración 

de BCG.  (D) Cuantificación del número de macrófagos infiltrantes en el TME a los 4 días post-inoculación, junto con la evaluación 

del porcentaje de macrófagos positivos para caspasa-3 activada, como marcador de apoptosis celular. (E) Actividad de la caspasa 

cuantificación de los macrófagos en el TME y polarización de los macrófagos en presencia de BCG y PTX107. 

 

 

 



 

21 
 

4. Antecedentes y objetivos: 

La activación de macrófagos por BCG ha demostrado ser fundamental en el tratamiento de diversas 

patologías, especialmente en el NMIBC, donde constituye la terapia de primera línea. La administración 

intravesical de BCG genera una respuesta inmunitaria local robusta, caracterizada por la liberación de 

citoquinas y la infiltración de células inmunitarias como los macrófagos, linfocitos T y NK, que en conjunto 

contribuyen a la eliminación de las células tumorales. Los macrófagos desempeñan un papel importante al 

activarse a través de los TLRs, lo que desencadena una cascada de señalización inflamatoria mediada por 

NF-B lo que induce la liberación de citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, TNF-α.  

Mas allá de su efecto inmediato, se ha descrito que BCG induce una forma de memoria inmunológica 

entrenada en los macrófagos, mediada por reprogramación epigenética y cambios metabólicos. Esta 

plasticidad funcional facilita la adopción de un estado de activación sostenida y un perfil M1, lo que sugiere 

su potencial aplicación como herramienta de reprogramación inmune en inmunoterapias celulares.  

En esta línea, un estudio reciente de Moreo et al.108 demostró que la administración intravenosa de BCG en 

modelos murinos de cancer de pulmón genera una respuesta inmunitaria robusta, que involucra tanto a la 

inmunidad innata como adaptativa. Se observó un aumento significativo de macrófagos derivados de 

monocitos e intersticiales en pulmón, con una mayor expresión de MHC-II, indicando un estado de 

activación M1 (Figura 15.A) y de otras células efectoras del SI (Figura 15.B). 

 

Figura 15: Efecto de la administración de BCG en la respuesta inmunitaria en modelos murinos de cáncer de pulmón. (A) 

Cuantificación de la expresion de MHC-II en macrófagos pulmonares. (B) Cuantificacion de las frecuencias de diferentes células 

inmunes como porcentaje de células vivas CD45+108. 

Además, la administración de BCG estimuló la infiltración de células CD8+ y NK en el TME, acompañada 

de un incremento en la producción de citoquinas citotóxicas como, IFN-γ, IL-2 y Granzima B (Figura 16.A), 

lo que refleja una mayor capacidad citotóxica de las células efectoras (Figura 16.B) y una reducción 

significativa de la carga tumoral y mayor supervivencia de los ratones tratados (Figura 16.C-D). 
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Figura 16: Efectos de la administración de BCG en la infiltración celular, citotoxicidad y carga tumoral en modelos murinos 

de cáncer de pulmón. (A) Expresión de Granzima B,  IFN-γ o IL-2 en linfocitos T CD8 infiltrantes de tejido pulmonar. (B) 

Citotoxicidad in vitro de las células NK pulmonares frente a las células tumorales. (C)  Imágenes representativas de pulmones 

portadores de tumores de ratones tratados (a los 7 días) y cuantificación del área tumoral. (D) Curva de supervivencia de ratones 

portadores de tumores ortotópicos en pulmón tratados en el día 7 y 14108. 

En este contexto, el objetivo general de este Trabajo de Fin de Máster es la caracterización inmunológica 

de los macrófagos humanos activados por BCG, denominados B-MACS. Este estudio busca comprender 

cómo BCG reprograma los macrófagos a un fenotipo M1 y explorar su potencial para ser administrados en 

pacientes como parte de una inmunoterapia más eficaz. La hipótesis de trabajo plantea que BCG puede 

inducir una activación funcional en macrófagos humanos ex vivo, dotándolos de propiedades antitumorales 

y favoreciendo un microambiente tumoral proinflamatorio susceptible de mejorar la eficacia de las terapias 

inmunológicas convencionales. 

Para ello, los objetivos específicos son los siguientes: 

1. Implementación de la generación de B-MACs in vitro: Se optimizarán las condiciones de preparación 

de macrófagos a partir de la línea celular THP-1 y monocitos primarios humanos para ser infectados 

con BCG. 

2. Caracterización de la polarización de los B-MACs: Los macrófagos infectados con BCG se 

analizarán mediante citometría de flujo para determinar la expresión de distintos marcadores asociados 

con los fenotipos M1 o M2. 

3. Evaluación de la activación proinflamatoria de los B-MACs: Se cuantificará la secreción de TNF-α 

para determinar el tipo de respuesta inmunitaria inducida por BCG en los macrófagos y su intensidad. 

4. Evaluación de la citotoxicidad ejercida por los B-MACS sobre las células tumorales. Se evaluará 

la capacidad de los B-MACs para inducir la muerte de células tumorales in vitro. 
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5. Materiales y métodos 

5.1. Células eucariotas  

En este Trabajo de Fin de Máster se han utilizado tanto líneas celulares (THP-1 y A549; tabla 1), como 

cultivos primarios de macrófagos humanos derivados de monocitos de sangre periférica (hMDMs, del inglés 

human monocyte-derived macrophages). 

Las distintas células humanas se incubaron a 37ºC con un 5% de CO2 en el medio de cultivo correspondiente:  

− Medio RPMI completo: RPMI-1640 con GlutaMAX (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (FBS). 

− Medio DMEM completo: Dubelco’s modified eagle medium (Sigma) con GlutaMAX 10% de FBS. 

Para el mantenimiento de las líneas celulares dichos medios se suplementaron con 100 U/mL de penicilina 

y 100 g/mL de estreptomicina (Pen/Strep; Gibco) 

Tabla 1. Descripción del mantenimiento de las líneas celulares usadas en este estudio 

 

5.1.1. Líneas celulares 

5.1.1.1. THP-1  

La línea celular monocítica en suspensión THP-1 fue obtenida de la Colección Europea de Cultivos 

Celulares (ECACC, nº de catálogo 88081201) y almacenada en nitrógeno líquido. Para iniciar un cultivo 

nuevo, una vez descongelado un criotubo de THP-1 a 37ºC, se lavaron las células con RPMI completo y se 

centrifugaron (470 × g, 5 minutos). A continuación, se descartó el sobrenadante para eliminar el 

crioconservante DMSO (dimetilsulfóxido) y se resuspendió el pellet celular en medio RPMI-1640 

suplementado con 20% de FBS. La suspensión celular se transfirió a un flask de cultivo celular y se incubó 

a 37ºC con un 5% de CO2. Las células se conservaron en crecimiento exponencial manteniendo la 

concentración celular entre 2x105 y 8x105 células/mL. Para determinar el momento adecuado para realizar 

un pase, la concentración del cultivo se cuantificó realizando un recuento celular con azul tripán en una 

cámara de Bürker (véase apartado 5.1.1.1.1.). Generalmente los pases se realizaron cada 3-4 días.  

5.1.1.1.1. Recuento y determinación de la viabilidad celular 

El recuento celular se realizó utilizando el método de exclusión de azul tripán en una cámara Bürker bajo 

microscopia óptica. Para ello, la suspensión celular se homogeneizó y se mezclaron 10 L de la misma con 

Línea celular THP-1 A549 

Descripción 
Monocitos humanos                 

(ECACC: 88081201) 
Células epiteliales pulmonares humanas 

(ECACC: 86012804) 

Medio de cultivo 

de mantenimiento 

RPMI-1640 + Glutamax + 10% FBS + 

Pen/Strep 

DMEM + Glutamax + 10% FBS + 

Pen/Strep 

Mantenimiento 
Diluir la suspensión hasta una 

concentración de 2·10⁵ células/mL 
Mantener confluencia < 90% 

Pases Cada 3-4 días Cada 3-4 días 
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10 L de azul tripán al 0,4%. Este colorante permite distinguir entre células viables y no viables, ya que 

aquellas con la membrana alterada permiten la penetración del colorante, lo que las tiñe de azul. A 

continuación, se depositaron 10 L de la mezcla en la cámara Bürker. El número de células viables en la 

suspensión se calculó utilizando la siguiente formula:  

𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 =
∑ 𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑠𝑖𝑛 𝑡𝑒ñ𝑖𝑟 𝑒𝑛 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜

𝑛º 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠
· 2 · 104 · 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙  

Durante todo el proceso de obtención y mantenimiento celular, se controló el porcentaje de viabilidad 

celular. Para ello, se calculó el porcentaje de células no viables según la siguiente fórmula: 

% 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑎𝑠 =
𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑟𝑡𝑎𝑠 (𝑎𝑧𝑢𝑙𝑒𝑠)

𝑛º 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
· 100 

5.1.1.1.2. Diferenciación de las células THP-1 con PMA 

Para inducir la diferenciación de las células THP-1 hacia un fenotipo similar a macrófagos, se trataron con 

forbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma). Para ello, se cuantificó la concentración celular (véase 

apartado 5.1.1.1.1.) y se recogió el volumen correspondiente de cultivo para alcanzar la cantidad total de 

células necesaria para cada uno de los experimentos. Las células se centrifugaron (470 × g , 5 minutos) y el 

pellet celular se resuspendió en medio RPMI completo suplementado con PMA a una concentración final 

de 10 ng/mL. Finalmente, la suspensión celular resultante se sembró en placas de cultivo de 24 pocillos a 

una densidad de 5·105 células por pocillo, y se incubó a 37ºC, 5% CO2 para permitir su adhesión y 

diferenciación. Para determinar el tiempo optimo de exposición al PMA, las células se incubaron durante 

24, 48 o 72 h en presencia de este estimulo. Al finalizar cada periodo de incubación, se procedió a la 

evaluación de los parámetros relacionados con la diferenciación celular. En primer lugar, se analizó la 

morfología y la adherencia mediante microscopia óptica. Posteriormente, se cuantificó la expresión del 

marcador CD11b mediante citometría de flujo (véase apartado 5.7.), como indicador fenotípico de la 

diferenciación a macrófago. Tras comparar los resultados obtenidos en los distintos tiempos de incubación, 

se estableció que 72 horas era el tiempo óptimo de exposición al PMA (Figura 22) y éste se empleó para los 

experimentos posteriores.  

5.1.1.2. A549 

La línea celular epitelial pulmonar A549 fue adquirida de la ECACC (nº de catalogo 86012804) y 

almacenada en nitrógeno líquido. Para iniciar un nuevo cultivo, las células fueron descongeladas a 37ºC, se 

lavaron con medio DMEM completo y se centrifugaron (475 × g, 5 minutos). Se eliminó el sobrenadante y 

las células se resuspendieron en medio DMEM completo. La suspensión celular se transfirió a un flask de 

cultivo celular y se incubaron a 37ºC con 5% de CO2 permitiendo su adherencia. Las células se conservaron 

en crecimiento exponencial manteniendo una confluencia inferior a 90%. La densidad celular y el estado de 

confluencia se evaluaron mediante microscopía óptica y recuento celular (véase apartado 5.1.1.1.1.). Una 

vez alcanzado este valor se realizó un pase, para lo cual se disoció la monocapa empleando tripsina-EDTA 

0,25% (Sigma) e incubando 5 minutos a 37ºC con 5% de CO2. Generalmente los pases se realizaron cada 

3-4 días.  
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5.1.2.Macrófagos humanos derivados de monocitos de sangre periférica 

(hMDMs) 

Para la obtención de hMDMs, se partió de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del inglés 

peripheral blood mononuclear cells) de donantes sanos (tabla 2), las cuales se obtuvieron a través del 

Biobanco del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.   

Tabla 2. Características demográficas de los distintos donantes utilizados 

Donante Sexo Edad 

A Mujer > 50 

B Mujer >50 

C Mujer 46 

D Hombre 45 

5.1.2.1. Descongelación de las PBMCs 

Se descongeló un vial de PBMCs almacenado en nitrógeno líquido y se realizaron dos lavados consecutivos 

con 10 mL de medio RPMI completo suplementado con 12,5 U/mL de benzonasa. Tras centrifugar (400 × 

g, 5 minutos) y eliminar el sobrenadante, las células se resuspendieron en medio RPMI completo y se 

dejaron reposar durante 2 h a 37ºC con 5% de CO₂ antes de su manipulación. Para analizar la proporción de 

monocitos presentes originalmente en cada muestra, se recogió una alícuota de 50 L para el análisis de los 

marcadores CD14 y CD16 por citometría de flujo (véase apartado 5.7.). 

5.1.2.2. Aislamiento de las células CD14+ 

Para el aislamiento de monocitos a partir de las PBMCs, se utilizó un método de separación por selección 

positiva de células CD14+ basado en inmunomagnetismo. Para ello, se emplearon microesferas magnéticas 

conjugadas con anticuerpos anti-CD14 (Miltenyi Biotec). En primer lugar, tras el reposo, las PBMCs se 

cuantificaron (véase apartado 5.1.1.1.1) y se centrifugaron (400 × g, 5 minutos) para eliminar el medio de 

cultivo. Siguiendo las recomendaciones del fabricante, las células se resuspendieron en 40 L de buffer de 

separación (MACS buffer: PBS (tampón fosfato salino, de sus siglas en inglés) + 0,5% FBS + 2mM EDTA) 

por cada 10×106 PBMCs y se añadieron 10 L de la solución de microesferas magnéticas anti-CD14. Esta 

suspensión se incubó durante 20 minutos a 4ºC, permitiendo la unión especifica de las microesferas a la 

superficie de las células CD14+. Una vez finalizada la incubación, se completó el volumen de la suspensión 

celular hasta 500 L con MACS buffer. Para la separación celular, se utilizó un sistema de columnas LS 

acoplado a un campo magnético de alta intensidad. Antes de su uso, la columna fue equilibrada con 3 mL 

de MACS buffer. Posteriormente, la suspensión celular se transfirió a la columna, donde las células CD14+ 

quedaron retenidas, mientras que las células no marcadas fueron eliminadas mediante tres lavados 

consecutivos con 3 mL de MACS buffer. Una vez finalizada la fase de lavado, la columna fue retirada del 

campo magnético y las células CD14+ fueron recuperadas mediante la adicción de 5 mL de medio RPMI 

completo. La cantidad de monocitos aislados se cuantificó mediante contaje con azul tripán (véase apartado 

5.1.1.1.1.). Para evaluar la eficacia del aislamiento de las células CD14+, se recogió una alícuota de 50 L 

para el análisis de los marcadores CD14 y CD16 por citometría de flujo (véase apartado 5.7.). 
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5.1.2.3. Evaluación de la eficacia del aislamiento de las células CD14+ 

Las alícuotas tomadas antes y después del aislamiento fueron marcadas con anticuerpos anti-CD14 y anti-

CD16 y analizadas mediante citometría de flujo, según se indica en el apartado 5.7. El análisis de los datos 

obtenidos se llevó a cabo mediante una estrategia de selección de poblaciones (gating) secuencial (Figura 

17). Tras haber seleccionado los singletes, la población de linfocitos en la muestra de PBMCs se empleó 

como control negativo para la identificación de células CD14+. Con base en esta estrategia, se cuantificó el 

porcentaje de células CD14+ en ambas muestras y de células dobles positivas CD14+/CD16+ en la muestra 

post-aislamiento.  

 

Figura 17. Estrategia de gating para la evaluación de la eficiencia del aislamiento de células CD14+ a partir de PBMCs 

mediante microesferas magnéticas anti-CD14. Tras la selección de singletes, se seleccionaron los linfocitos de la muestra de 

PBMCs (fila superior) como control negativo para definir la región CD14+. Dicha región se utilizó para calcular tanto el porcentaje 

de células CD14+ iniciales presentes en los PBMCs (fila superior) como en la muestra post-aislamiento (fila inferior). En esta última 

se cuantifico además el porcentaje de células dobles positivas CD14+/CD16+.  

5.1.2.4. Diferenciación a macrófagos  

La suspensión de monocitos obtenida se centrifugó (400 × g, 5 minutos) y el pellet celular resultante se 

resuspendió en un medio de diferenciación compuesto por RPMI completo suplementado con 50 ng/mL de 

M-CSF humano (Miltenyi Biotec). El volumen de suspensión fue ajustado para obtener una densidad 

aproximada de 2×106 de células por pocillo en 3 mL de medio, lo que permitió una diferenciación en 

monocapa confluente. A continuación, las células fueron distribuidas en placas de 6 pocillos e incubadas 

durante 6 días a 37°C y 5% de CO₂.  

Transcurrido este tiempo, fue necesario despegar las células mediante tratamiento enzimático. Primero, se 

retiró el sobrenadante y se lavó cada pocillo con 5 mL de PBS para eliminar las células no adherentes y los 

restos de FBS. Posteriormente, se añadió 1 mL de tripsina por pocillo y se incubó a 37ºC durante 15 a 20 

minutos. Después del periodo de incubación, se neutralizó la tripsina con 100 L de FBS. Seguidamente, se 
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realizó una disociación mecánica utilizando un raspador celular (cell scraper) y pipeteo, con el fin de 

garantizar el desprendimiento completo de las células. Finalmente, las células fueron transferidas a un tubo 

Falcon y se realizó el recuento celular empleando la cámara Bürker (véase apartado 5.1.1.1.1.). Una vez 

determinado el número total de macrófagos obtenidos, se distribuyeron en placas de 48 pocillos a una 

densidad de 2×105 células en un volumen de 0,5 mL por pocillo. Las placas se incubaron a 37ºC con un 5% 

de CO2 durante un mínimo de 2 horas para permitir la adecuada adhesión de los macrófagos al fondo de los 

pocillos antes de continuar con su manipulación. 

5.2. Cepas bacterianas  

Las cepas bacterianas utilizadas en este Trabajo están reflejadas en la tabla 3:  

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas. 

Cepa Descripción  

BCG Tice GFP109 
M. bovis BCG Tice transformada con el plásmido pJKD6 para 

expresar constitutivamente la proteína fluorescente verde (GFP). 

BCG SSI110  
M. bovis BCG Danish 1331, producida por el Statens Serum Institut 

(Dinamarca). 

5.2.1.Condiciones de cultivo 

Las micobacterias se crecieron a 37ºC en los siguientes medios de cultivo:  

• Líquido: Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado con 10% de ADC (albumina 50 g/l, dextrosa 20 

g/l y catalasa 0,03 g/l; BD), Tween-80 al 0,05% y glicerol al 0,2%. 

• Sólido: Agar Middlebrook 7H10 (Difco) suplementado con un 10% de ADC y glicerol al 0,5%.  

5.2.2.Preparación de suspensiones “stock” para infección 

Se inició un cultivo a partir de una alícuota previamente congelada la cual se inoculó en 10 mL de medio 

liquido en un flask de 25 cm3. Una vez alcanzada la fase exponencial del cultivo (densidad óptica a 600nm 

(DO600) ≈ 0,6), las bacterias se recolectaron por centrifugación (3000 × g, 5 min). El pellet bacteriano se 

lavó con 10 ml de PBS con 0,05% de Tween-80 y se sometió a una segunda centrifugación en las mismas 

condiciones. El pellet resultante fue resuspendido en RPMI completo utilizando el mismo volumen de 

partida, generando la denominada “Suspensión 1”. Debido a la composición de su envuelta celular, las 

micobacterias tienen tendencia a formar agregados en cultivo líquido. Para favorecer la obtención de 

suspensiones dispersas, la “Suspensión 1” fue centrifugada a velocidad suave (260 × g, 5 minutos) y se 

recolectó la parte superior del sobrenadante (suspensión “stock” para infección), que contenía 

principalmente bacterias individuales. Las suspensiones “stock” se criopreservaron a -80ºC en alícuotas 

suplementadas con glicerol al 5% (v/v) para garantizar su viabilidad a largo plazo.  

Para determinar la concentración de bacterias viables en dichas suspensiones, se descongeló una alícuota a 

partir de la cual se prepararon diluciones seriadas 1/10 en PBS + 0,05% Tween-80 por triplicado y se 

plaquearon en medio sólido. Tras 2 y 3 semanas de incubación a 37ºC se procedió a hacer el recuento de las 

unidades formadoras de colonias (CFU, de sus siglas en inglés).  
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5.3. Infección con BCG-GFP 

Para llevar a cabo los experimentos de infección, las THP-1 fueron diferenciadas con PMA durante 72 horas 

en placas de 24 pocillos a una densidad de 5×105 células por pocillo (véase apartado 5.1.1.1.2.). Por su parte, 

las infecciones de hMDMs se realizaron en placas de 48 pocillos sembradas a una densidad de 2×105 células 

por pocillo (véase apartado 5.1.2.4.). 

Las suspensiones de infección se prepararon a partir de los stocks de las cepas bacterianas a utilizar 

previamente preparados y cuantificados (véase apartado 5.2.2.). El volumen de stock necesario se calculó 

en función de la multiplicidad de infección (MOI; bacterias:células) deseada. A continuación, se diluyó en 

medio RPMI-1640 completo teniendo en cuenta que el volumen de suspensión por pocillo fue de 0,5 mL. 

Para confirmar que la MOI real correspondía a la teórica, se realizaron diluciones seriadas y plaqueos en 

medio sólido de las suspensiones bacterianas utilizadas. 

Para llevar a cabo la infección, el medio de cultivo fue retirado y se añadieron 0,5 mL de la suspensión de 

infección preparada. Las MOIs empleadas en cada experimento se indican en la figura correspondiente. Las 

células fueron incubadas a 37ºC, 5% CO2 durante 24 h, permitiendo la internalización de las micobacterias. 

Pasado este tiempo se realizan tres lavados consecutivos con medio RPMI-1640 o PBS para eliminar las 

bacterias extracelulares (tiempo 0). Finalmente, se añadió 0,5 mL de medio RPMI completo por pocillo y 

se continuó la incubación a 37ºC, 5% CO2 hasta alcanzar los tiempos post-infección (p.i.) indicados en el 

experimento correspondiente.  

5.4. Estudio de la infectividad de BCG y su capacidad para inducir 

la polarización de los macrófagos infectados. 

La infectividad de BCG en THP-1 y hMDMs se evaluó mediante el uso de una cepa recombinante de BCG 

que expresa GFP (BCG-GFP), lo que permitió identificar las células infectadas a través de la detección de 

fluorescencia (células GFP+) mediante citometría de flujo. Las células fueron infectadas siguiendo el 

protocolo establecido en el apartado 5.3, utilizando MOIs 1 y 5 y se procesaron en los tiempos 0 y 72 h p.i. 

(véase apartado 5.7.1.). 

Para estudiar la polarización inducida por la infección, se analizó en esas mismas condiciones la expresión 

de distintos marcadores de superficie asociados a los perfiles M1 y M2. En el caso de células THP-1 se 

evaluaron los marcadores HLA-DR (fenotipo M1) y CD206 (fenotipo M2). Para los hMDMs, se analizaron 

HLA-DR, CD40 y CD80 como indicativos de polarización hacia M1 y CD163 como representativo de M2. 

La información detallada sobre los anticuerpos utilizados, así como el protocolo de preparación y 

adquisición de muestras se encuentra descrita en el apartado 5.7. 

El análisis se basó en la estrategia de gating secuencial mostrada en la Figura 18. Las muestras no infectadas 

se emplearon como control negativo para identificar las células GFP⁺. Como parámetros para evaluar la 

infectividad se calcularon el porcentaje de células GFP⁺ y la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) 



 

29 
 

de GFP en la población infectada. Además, se determinó la MFI de los distintos marcadores de polarización 

en la población total de singletes.  

 

Figura 18: Estrategia de gating utilizada para el análisis por citometría de flujo de los estudios de infectividad y polarización. 

En la figura se muestra como ejemplo el análisis de las células THP-1 y el marcador de polarización HLA-DR.  

5.5. Evaluación de la muerte celular inducida por la infección con 

BCG 
La muerte celular inducida por BCG en los hMDMs se evaluó mediante la detección de células no viables 

por citometría de flujo utilizando la sonda LIVE/DEAD™ Fixable Violet (Invitrogen). Las células fueron 

infectadas siguiendo el protocolo establecido en el apartado 5.3, utilizando MOIs 5 y 20 y se analizaron a 

las 72 h p.i. Los datos se analizaron siguiendo una estrategia de gating adaptada para la identificación de 

células no viables (Figura 19). Tras la selección de los singletes, se creó la región correspondiente a los 

restos celulares (debris) de acuerdo con sus características morfológicas, y se utilizó el operador booleano 

NOT para definir la fracción celular. Dentro de esta última, la población FL9⁺ se definió tomando como 

referencia la muestra marcada exclusivamente con GFP (sin sonda LIVE/DEAD™), la cual carece de señal 

en el canal FL9. Con base en esta muestra se estableció un umbral que permitió distinguir entre células 

viables (FL9⁻) y no viables (FL9⁺) en las distintas condiciones experimentales. 

 

Figura 19: Estrategia de gating para el cálculo de porcentaje de células muertas por citometría de flujo. 
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5.6. Determinación de la citotoxicidad de los hMDMs frente a 

células tumorales 

Con el objetivo de evaluar si los hMDMs presentaban actividad antitumoral inducida por BCG, se diseñó 

un experimento de co-cultivo con la línea celular A549. Los hMDMs fueron infectados con BCG-GFP según 

el protocolo establecido (véase el punto 5.3.). Transcurridas 72 h p.i. se retiró el sobrenadante y se añadió 

0,5 mL/pocillo de una suspensión celular de A549 en medio RPMI completo a una densidad de 2×104 células 

/pocillo, estableciendo así una proporción de 10:1 (células efectoras:células tumorales). El co-cultivo se 

mantuvo durante 24 horas a 37 ºC y 5% CO2. 

La viabilidad de las células A549 se evaluó mediante citometría. Para ello, las células fueron marcadas con 

la sonda LIVE/DEAD ™ Fixable Violet (Invitrogen) y un anticuerpo anti-CD14 (véase protocolo 5.7.), con 

el fin de discriminar entre macrófagos (FL1+) y células tumorales (FL1-). Esta estrategia nos permitió 

detectar la pérdida de viabilidad en estas últimas como indicativo de actividad citotóxica de los hMDMs. 

El análisis se realizó aplicando una estrategia de gating adaptada para identificar específicamente a las 

células tumorales no viables (Figura 20). Tras la selección de singletes, se definió la población de células 

A549 en función de su tamaño y complejidad (FS-A vs FL1-A), excluyendo las células FL1⁺ (macrófagos 

GFP+ o CD14+). Finalmente, la viabilidad celular se determinó en el canal FL9, considerando como no 

viables aquellas con fluorescencia positiva (FL9+). El porcentaje de células FL9⁺ dentro de la población de 

A549 se utilizó como medida de la citotoxicidad ejercida por los hMDMs. 

 

Figura 20: Estrategia de gating para evaluar la viabilidad de células A549 en co-cultivo con macrófagos infectados por BCG.  

5.7. Análisis mediante citometría de flujo 

Como se ha mencionado, el análisis de muchos de los parámetros evaluados en este Trabajo de Fin de Máster 

se llevó a cabo mediante citometría de flujo utilizando un citómetro de flujo Gallios (Beckman Coulter). Se 

seleccionaron fluorocromos con espectros de emisión compatibles con los canales de detección disponibles, 

evitando solapamientos espectrales significativos entre fluorocromos. Los espectros de excitación y emisión 

se detallan en el Anexo C. Asimismo, se realizaron marcajes simples para cada fluorocromo, permitiendo 

la generación de una matriz de compensación adecuada para corregir los solapamientos espectrales entre 

canales (véase apartado 5.7.1.2.). La Tabla 4 resume los anticuerpos utilizados (Biolegend), especificando 
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su fluorocromo, el clon (todos ellos isotipo de ratón IgG1) y el canal de detección correspondiente. Para el 

análisis de viabilidad celular se utilizó la sonda LIVE/DEAD ™ Fixable Violet (Invitrogen), detectable en 

el canal FL9. La detección de la proteína fluorescente GFP, expresada en células infectadas, se realizó en el 

canal FL1. 

Tabla 4: Anticuerpos utilizados para la detección de marcadores fenotípicos de superficie.  

Marcador Fluorocromo Clon  Canal Marcador Fluorocromo Clon  Canal 

CD14 FITC HCD14 FL1 CD11b APC ICRF4 FL6 

CD40 PE 5C3 FL2 CD16 APC B73.1 FL6 

CD163 PE/DAZZLE 594 GHI/61 FL3 HLA-DR APC/Cy7 L243 FL8 

CD80 PE/Cy7 2D10 FL5 CD206 Pacific Blue (PB) 15-2 FL9 

5.7.1.Procesamiento de muestras para citometría de flujo 

5.7.1.1. Recolección de muestras  

Las células adherentes fueron disociadas mediante incubación con 450 L de tripsina durante 10-15 minutos 

a 37ºC. La actividad enzimática fue neutralizada con 50 L de FBS, seguida de disociación mecánica 

utilizando un raspador celular (cell scraper) y pipeteo, para garantizar la recolección total de las células. La 

suspensión celular se centrifugó (400 × g, 5 minutos) para eliminar la tripsina.  

Para muestras que no requirieron análisis de viabilidad, las células se lavaron con 500 L de buffer de 

marcaje (PBS suplementado con FBS al 1% y EDTA 2 mM) y se centrifugaron nuevamente. En cambio, 

para muestras destinadas al análisis de viabilidad se utilizó PBS como tampón de lavado. 

5.7.1.2. (Opcional) Incubación con LIVE/DEAD™ Fixable Violet para estudios de 

viabilidad celular  

El pellet se resuspendió en una solución de LIVE/DEAD™ Fixable Violet (1:500 en PBS) y se incubó a 

temperatura ambiente y en oscuridad durante 20 minutos. Posteriormente, se lavó con PBS, se centrifugó 

(400 × g, 5 min) y se procedió al marcaje con anticuerpos. 

5.7.1.3. Marcaje con anticuerpos para marcadores de superficie 

Las células se incubaron en un coctel de anticuerpos preparado con 1 µL de cada anticuerpo en 100 µL de 

buffer de marcaje durante 20 minutos en hielo y en oscuridad. Después, se lavaron las muestras con el 

mismo buffer y se centrifugaron (400 × g, 5 minutos).  

5.7.1.4. Fijación de muestras con PFA 

Las células marcadas se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 1% en PBS durante 30 minutos a temperatura 

ambiente, tras lo cual se centrifugaron (600 × g, 5 minutos) para eliminar el PFA. Finalmente, se 

resuspendieron en 350 µL de buffer de marcaje y se conservaron a 4°C sin superar 7 días antes de la 

adquisición. 
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5.7.2.Preparación de controles de compensación para citometría de flujo 

En el caso de los marcajes con anticuerpos, los controles de compensación se prepararon llevando a cabo 

marcajes simples según lo descrito en el apartado 5.7.1. Cuando la cantidad de células disponibles no fue 

suficiente, se utilizaron microesferas de compensación (BioLegend). Las microesferas se homogeneizaron 

con vortex durante 2 minutos, y se añadió una gota (25–30 µL) de esferas positivas y negativas por cada 

fluorocromo. Tras mezclar con pipeteo, la suspensión se distribuyó en tubos individuales, añadiendo 100 

µL de buffer de marcaje y 1 µL del anticuerpo correspondiente. Las muestras se incubaron durante 20 

minutos a temperatura ambiente en oscuridad, se lavaron y centrifugaron (350 × g, 5 min), y se 

resuspendieron en 350 μL de buffer de marcaje. 

Por otro lado, como control de compensación para la señal de GFP se utilizaron células infectadas con BCG-

GFP a MOI 5. Como control positivo de muerte celular, se permeabilizó la membrana de las células 

mediante la adición de etanol al 25% (v/v). La mezcla se incubo a 37ºC durante 15 minutos, tras lo cual se 

marcaron con la sonda LIVE/DEAD ™ Fixable Violet siguiendo el protocolo descrito en el punto 5.7.1.2. 

5.7.2.1. Adquisición y análisis de datos 

Los datos fueron adquiridos en el citómetro Gallios (Beckman Coulter) a velocidad rápida por un tiempo de 

80 segundos y analizados mediante el software Floreada.io111. La estrategia de análisis utilizada en cada 

ensayo se representa en los apartados específicos correspondientes. 

5.8. Cuantificación de la secreción de TNF-α mediante ELISA 

Los sobrenadantes de las células THP-1 y de los hMDMs se recogieron antes de proceder a los lavados de 

la infección (tiempo 0) y a las 72 h p.i. y se conservaron a -80ºC. Antes de analizarlos se centrifugaron (6000 

rpm, 5 min) para eliminar tanto restos celulares como micobacterias potencialmente presentes. 

La cuantificación de TNF-α se llevó a cabo mediante un ELISA tipo sándwich utilizando el kit comercial 

ELISA Flex: Human TNF-α (HRP) (Mabtech), siguiendo las instrucciones del fabricante. El día previo al 

ensayo, se recubrió una placa de 96 pocillos de alta afinidad para proteínas con 100 µL/pocillo del anticuerpo 

de captura diluido a 2 µg/mL en PBS, incubándose a 4ºC durante toda la noche. Al día siguiente, se bloqueó 

la placa durante 1 hora a temperatura ambiente con el tampón de incubación (PBS-Tween 80 0,05% + 

Albúmina de suero bovino (BSA) 0,1%) y se realizaron cinco lavados con PBS-Tween-80 0,05%. El patrón 

de calibración se preparó mediante diluciones seriadas 1:2 en tampón de incubación partiendo de una 

alícuota de TNF-α humano a 1 µg/mL, cubriendo un rango de 3,9 a 1000 pg/mL (véase Figura 21). A 

continuación, se añadieron 100 µL/pocillo de los sobrenadantes o de las diluciones del estándar preparadas 

y se incubó durante 2 h a temperatura ambiente. Tras cinco lavados, se añadió el anticuerpo de detección 

biotinilado (1 µg/mL) y, tras una hora de incubación, se repitió el lavado y se incubo con 100 μL/pocillo de 

estreptavidina-HRP durante otra hora. Finalmente, se volvió a lavar y se incubo con sustrato TMB durante 

15 minutos en oscuridad, tras los cuales la reacción se detuvo con H₂SO₄ 0,2 M. 
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La lectura se realizó utilizando un lector de microplacas Biotek Epoch midiendo la absorbancia a 450 nm y 

aplicando corrección de fondo a 600 nm. Se construyo una curva estándar mediante regresión lineal entre 

la absorbancia y la concentración conocida de TNF-α (Figura 21), la cual mostró una elevada linealidad 

(R2=0,9812). Esta ecuación se utilizó para interpolar las concentraciones presentes en las muestras 

experimentales. 

 

 

Figura 21: Curva estándar del ensayo ELISA para la 

cuantificación de TNF-α humano. Se utilizó un 

modelo de regresión lineal para el ajuste de los datos. 

 

 

 

5.9. Análisis estadístico  

El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el software GraphPad Prism versión 9. Los métodos 

estadísticos empleados se especifican en los respectivos pies de figura.   
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6. Resultados:  

6.1. BCG-GFP infecta eficazmente las células THP-1 diferenciadas, 

pero no induce cambios en marcadores M1/M2. 

Las células THP-1 son una línea celular monocítica humana derivada de un paciente con leucemia mieloide 

aguda. Esta línea celular es ampliamente utilizada como modelo in vitro para el estudio de funciones y 

respuestas de macrófagos, gracias a su capacidad de diferenciarse en células con características similares a 

los macrófagos mediante tratamientos específicos. En este trabajo, se emplearon como sistema modelo para 

evaluar el impacto de la infección con BCG en la polarización de los macrófagos hacia fenotipos M1 o M2 

en un entorno controlado y reproducible. 

Con el objetivo de optimizar la diferenciación de las células THP-1, se expuso la línea celular al agente 

estimulante PMA (10 ng/mL) durante diferentes periodos de tiempo (24, 48 y 72 h). La eficacia del 

tratamiento fue evaluada mediante análisis por citometría de flujo de la inducción de la expresión del 

marcador de superficie CD11b. Los resultados mostraron que las células no tratadas (No PMA) presentan 

niveles basales bajos de expresión de CD11b en términos de MFI (Figura 22). Tras 24 y 48 h de exposición 

a PMA se observó un ligero incremento de la MFI, aunque sin diferencias estadísticamente significativas 

respecto al grupo control (No PMA). Sin embargo, tras 72 h de tratamiento se evidenció un aumento 

significativo en la expresión de CD11b, indicando una diferenciación más pronunciada. Estos datos 

muestran que, para una concentración de PMA de 10 ng/mL, es necesario un tiempo mínimo de 72 h de 

exposición para inducir una diferenciación efectiva de las células THP-1 hacia un fenotipo similar al de 

macrófagos, evidenciado por el aumento en la expresión del marcador CD11b.  

  

Figura 22. Expresión de CD11b en células THP-1 tras exposición a PMA. (A) Histogramas representativos de la expresión de 

CD11b analizada por citometría de flujo en células THP-1 expuestas a PMA durante 24, 48 o 72 h y no tratadas (no PMA). (B) 

Diagrama de barras representando media + desviación estándar (DE) de la MFI de CD11b calculados a partir de los valores 

obtenidos de tres réplicas experimentales. Análisis estadístico mediante ANOVA de un factor seguido de un test de múltiples 

comparaciones de Dunnet; ns, no significativo; *, p < 0,05  

Además, se monitorizó mediante microscopía óptica la morfología celular durante el tratamiento con PMA 

(Figura 23.A), así como su evolución 72 h tras la eliminación del estímulo (Figura 23.B). Las imágenes 
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mostraron que únicamente las células estimuladas durante 72 h adquirieron una morfología extendida, 

característica de los macrófagos adherentes. Los tratamientos más cortos (24 y 48 h) no fueron suficientes 

para mantener de forma estable el fenotipo diferenciado tras la eliminación del PMA, observándose 

desdiferenciación y reanudación de la proliferación celular (reflejada por un aumento de la densidad celular 

en los pocillos). En contraste, una estimulación de 72 h permitió conservar la morfología típica de los 

macrófagos tras la retirada del estímulo. Por todo ello, se seleccionó el tratamiento con PMA durante 72 h 

como condición estándar para todos los experimentos posteriores, asegurando una diferenciación robusta y 

estable de las células THP-1. 

 

Figura 23: Evaluación morfológica del fenotipo diferenciado en células THP-1 tras distintos tiempos de exposición a PMA. 

Imágenes representativas de las células THP-1 (A) tratadas con PMA durante los tiempos indicados o no tratadas (No PMA), y (B) 

72 h post-retirada de PMA tras los diferentes tiempos de tratamiento. 

Una vez determinado que el tiempo optimo de diferenciación con PMA era de 72 h se diseñó un esquema 

experimental para evaluar la posibilidad de generar B-MACs in vitro a partir de células THP-1 diferenciadas 

(Figura 24). 

  

Figura 24: Esquema representativo del diseño experimental empleado para la línea celular THP-1.  

Para evaluar la eficacia de BCG para infectar las células THP-1 diferenciadas con PMA, se utilizó una cepa 

recombinante de BCG Tice que expresa GFP de manera constitutiva (BCG-GFP). Las células fueron 



 

36 
 

infectadas con MOIs 1 y 5 y se analizaron mediante citometría de flujo a los tiempos establecidos en la 

Figura 24.  El porcentaje de células GFP+ reflejó la proporción de células infectadas, mientras que la MFI 

de GFP fue utilizada como medida indirecta de la carga bacteriana intracelular. Como se observa en la 

Figura 25.A, el porcentaje de células infectadas fue significativamente mayor a MOI 5 frente a MOI 1, tanto 

a 0 como a 72 h p.i., obteniéndose en todos los casos valores mayores a 50% de células GFP+. Por otro lado, 

al comparar la MFI de GFP a las 0 h se observó una tendencia a que la obtenida con MOI 5 fuera mayor que 

la registrada con MOI 1, que se volvió significativa a las 72 h p.i. (Figura 25.B). Estos datos indican que la 

carga bacteriana alcanzada por célula es mayor cuanto mayor es la MOI empleada. Además, en las 

condiciones de MOI 1, no se observaron diferencias estadísticamente significativas en la MFI de GFP entre 

los tiempos 0 y 72 h p.i. lo que sugiere una carga bacteriana intracelular relativamente estable en ese 

intervalo temporal. En contraste para las células infectadas con MOI 5 se observó un aumento significativo 

en la MFI de GFP a las 72 h p.i. respecto al tiempo 0, lo cual indica que BCG es capaz de replicar 

moderadamente en estas condiciones.  En conjunto, estos resultados indican una mayor eficiencia de 

infección, tanto en términos de porcentaje de células infectadas como en carga bacteriana, a mayor MOI.  

 

Figura 25. Análisis de infectividad en células THP-1 diferenciados con PMA tras infección con BCG-GFP.  (A) Dot plots 

representativos del porcentaje de células infectadas (GFP+) a 72 h p.i. y diagrama de barras a ambos tiempos p.i. (B) Histogramas 

representativos de la señal de fluorescencia de GFP a 72 h p.i. y diagrama de barras representando la MFI de GFP a ambos tiempos 

p.i. En ambos casos los datos representan la media + DE de tres experimentos independientes. Análisis estadístico mediante modelo 

de efectos mixtos (REML) seguido del test de Šidák para comparaciones múltiples; ns, no significativo; #, p = 0,05; *, p < 0,05; **, 

p < 0,01; ***, p < 0,001. 
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Una vez confirmado que las células THP-1 diferenciadas pueden ser infectadas eficazmente con BCG, se 

analizó si éstas eran capaces de responder a la infección secretando TNF-α. Para ello, se cuantificó mediante 

ELISA la concentración de TNF-α presente en los sobrenadantes de los cultivos de THP-1 a 0 y 72 h p.i. 

Los resultados obtenidos revelaron que los niveles de secreción de esta citoquina en ausencia de estímulo 

(células NI) eran muy bajos en los dos tiempos analizados (Figura 26). A tiempo 0 p.i., se observó un 

aumento significativo de la secreción por las células infectadas respecto al control NI, que fue mayor a la 

MOI más alta. No obstante, estas diferencias dejaron de ser estadísticamente significativas a las 72 h p.i, 

cuando los niveles de TNF-α se redujeron considerablemente en todos los grupos, aunque la tendencia se 

mantuvo.  

 

Figura 26. Secreción de TNF-α inducida por la infección con BCG en 

macrófagos derivados de THP-1. Las concentraciones de TNF-α presentes en 

los sobrenadantes de los cultivos a 0 y 72 h p.i. en células NI e infectadas con 

BCG-GFP a MOI 1 o 5 fueron medidas por ELISA. Los datos representan la media 

+ DE de tres experimentos independientes. Análisis estadístico mediante modelo 

de efectos mixtos (REML) seguido del test de Šidák para comparaciones 

múltiples: ns, no significativo; **, p < 0,01; ****, p < 0,0001. 

 

Por último, analizamos si la infección con BCG inducía cambios en la polarización de las células THP-1. 

Para ello, se evaluó por citometría de flujo la expresión de los marcadores CD206 y HLA-DR relacionados 

con fenotipo M2 y M1, respectivamente. Tal y como se muestra en la Figura 27, no se detectaron cambios 

significativos en la MFI de ninguno de los marcadores utilizados tras la infección, independientemente de 

la MOI o del tiempo analizados. De hecho, en el caso de CD206 los niveles de fluorescencia fueron 

comparables a los de las células no marcadas, lo que indica una ausencia de expresión de este marcador en 

la línea celular THP-1 bajo estas condiciones. Estos resultados sugieren que la infección con BCG no induce 

alteraciones notables en la polarización M1/M2 de los macrófagos THP-1 diferenciados con PMA, al menos 

en las condiciones experimentales analizadas. Además, se observó una elevada dispersión de los datos, 

evidenciada por las amplias barras de error. Esta variabilidad apunta a una posible heterogeneidad en el 

grado de diferenciación alcanzado por las THP-1, lo que podría contribuir a una respuesta celular desigual 

frente a la infección. Ante esta limitación, se decidió emplear en los experimentos posteriores un modelo 

más fisiológicamente relevante, macrófagos humanos derivados de monocitos de sangre periférica 

(hMDMs), con el fin de obtener resultados más consistentes y representativos de la respuesta inmune innata 

frente a BCG. 
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Figura 27. Evaluación del efecto de la infección con BCG-GFP de la polarización de las células THP-1 infectadas. 

Histogramas representativos de la señal de fluorescencia a 72 h p.i. y diagramas de barras representando la MFI a ambos tiempos 

p.i. de los marcadores de polarización HLA-DR (A) y CD206 (B) en células no marcadas (NM), no infectadas (NI) e infectadas 

(MOIs 1 y 5). Los datos se expresan como media ± DE de tres experimentos independientes. Análisis mediante modelo de efectos 

mixtos s(REML) seguido del test de Šidák para comparaciones múltiples; ns: no significativo. 

6.2. La infección con BCG-GFP induce la polarización de los 

hMDMs hacia un fenotipo M1 

Una vez establecidas las limitaciones de la línea celular THP-1, se pasó a estudiar la generación de B-MACs 

in vitro a partir de macrófagos humanos primarios (hMDMs). Para la obtención de hMDMs, se partió de 

PBMCs de donantes sanos a partir de los cuales se aislaron los monocitos utilizando un método de 

separación por selección positiva de células CD14+ basado en inmunomagnetismo. Con el objetivo de 

evaluar la eficacia del proceso de aislamiento, se analizó por citometría de flujo una muestra de las PBMCs 

iniciales y otra de las células aisladas para cada uno de los donantes empleados en los experimentos 

posteriores. Los resultados mostraron que el porcentaje de monocitos (CD14+) dentro de las PBMCs varió 

entre un 19 y 58% según el donante, reflejando la variabilidad interindividual habitual en este tipo de 

muestras biológicas (Tabla 5). Tras el aislamiento, se alcanzaron altos niveles de pureza, con porcentajes de 

células CD14+ superiores al 85%, lo que confirma la eficacia y consistencia del protocolo empleado. 

Adicionalmente, se caracterizó la proporción de monocitos intermedios y no clásicos (CD14+/CD16+) dentro 

de la fracción aislada observándose porcentajes bajos (entre 2,08% y 3,96%), lo cual está en concordancia 

con su menor representación fisiológica en sangre periférica respecto a los monocitos clásicos 

(CD14+/CD16-). 

Tabla 5. Análisis de la eficacia del aislamiento de monocitos CD14⁺ y su caracterización fenotípica por citometría de flujo. 

Donante % CD14+ en PBMCs % CD14⁺ post-aislamiento % CD14+/CD16⁺ post-aislamiento 

A 19,75 ± 1,01 86,85 ± 2,98 2,08 ± 0,37 

B 35,66 ± 3,97 92,28 ± 3,14 3,96 ± 0,65 

C 57,30 91,28 2,44 

D 30,48 91,51 2,22 

Los porcentajes se muestran como porcentaje ± DE en el caso de los donantes que se han utilizado múltiples veces. 

Al igual que se hizo para las células THP-1, los hMDMs se infectaron con la cepa BCG-GFP a MOIs 1 y 5 

y se analizaron mediante citometría de flujo a 0 y 72 h p.i. para evaluar la eficacia de la infección e investigar 

su potencial impacto en la polarización (Figura 28.A). Como podemos observar en la Figura 28.B a las 0 h 

p.i., las células NI presentan una morfología característica de macrófagos adherentes, con forma extendida 

y bordes definidos. En las condiciones infectadas, especialmente en MOI 5, ya se observan cambios 

morfológicos iniciales como mayor redondez celular y cierta tendencia a formar agregados. A las 72 h p.i., 

los cambios son más evidentes: los macrófagos infectados, particularmente MOI 5, muestran un perfil más 

redondeado y compacto, con menor proporción de células con morfología extendida en comparación con 

los controles no infectados.  
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Figura 28: Caracterización de hMDMs no infectados o infectados con BCG-GFP. (A) Esquema experimental del protocolo de 

diferenciación e infección de los hMDMs, así como de los parámetros analizados. (B) Imágenes representativas de los hMDMs 

observadas mediante microscopía óptica a 0 y 72 h p.i. 

Para evaluar la eficacia de la infección de hMDMs, se emplearon dos métricas, la MFI de GFP como 

estimación de la carga bacteriana intracelular y el porcentaje de células GFP+ (proporción de células 

infectadas), en muestras de cuatro donantes distintos. Como se muestra en la Figura 29.A, al igual que 

ocurrió con las células THP-1, la infección con MOI 5 generó un porcentaje significativamente mayor de 

hMDMs GFP+ tanto a 0 h como a 72 h p.i. Sin embargo, no se observaron diferencias en el porcentaje de 

infección entre 0 y 72 h p.i. para ninguna de las MOIs, indicando que la infección no se propaga a nuevas 

células.  Respecto al análisis de la carga bacteriana, se detectó un aumento de la MFI a MOI 5, aunque esta 

diferencia solo fue significativa a 72 h p.i. (Figura 29.B). No obstante, la MFI aumento significativamente 

a las 72 h p.i. respecto al tiempo 0 en ambas condiciones, siendo el incremento más pronunciado en MOI 5.  
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Figura 29. Evaluación de la infectividad de BCG-GFP en hMDMs. (A) Dot plots representativos del porcentaje de células 

infectadas (GFP+) a 72 h p.i. y diagrama de barras a ambos tiempos p.i. (B) Histogramas representativos de la señal de fluorescencia 

de GFP a 72 h p.i. y diagrama de barras representando la MFI de GFP a ambos tiempos p.i. En ambos casos las barras representan 

la media de cuatro donantes individuales, cada uno de los cuales está representado por puntos conectados mediante líneas. Análisis 

estadístico mediante modelos de efectos mixtos (REML), seguido del test de Šídák para comparaciones múltiples; ns, no 

significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01. 

Para analizar la polarización inducida por BCG en hMDMs, se evaluó por citometría de flujo la expresión 

de diversos marcadores de superficie cuyo nivel de expresión está asociado a los fenotipos M1 (CD40, CD80 

y HLA-DR) o M2 (CD163). El marcador CD40 (Figura 30.A), asociado con la activación proinflamatoria 

(M1), mostró un aumento significativo en su expresión a las 72 h p.i. en los hMDMs infectados con MOI 5 

respecto a los NI, con una tendencia creciente también para MOI 1. En el caso de CD80 (Figura 30.B) no 

se observaron diferencias significativas entre condiciones ni a lo largo del tiempo. Aunque cabe mencionar 

que se observó una alta variabilidad interdonante: a las 72 h p.i., dos individuos mostraron un aumento 

marcado en la expresión mientras que otros dos presentaron una reducción moderada. La expresión de HLA-

DR (Figura 30.C) tampoco mostró diferencias estadísticamente significativas entre condiciones. En cuanto 

al marcador M2 CD163 (Figura 30.D), se detectó una disminución significativa a las 72 h tanto en MOI 1 

como en MOI 5 respecto a las células NI, lo que sugiere una pérdida del fenotipo alternativo. En conjunto 

nuestros resultados sugieren que la infección con BCG a MOI 5 es capaz de inducir la polarización de los 

hMDMs hacia un fenotipo de tipo M1 al cabo de 72h. 

 

Figura 30. Evaluación de la polarización de hMDMs tras la infección con BCG. Histogramas representativos de la señal de 

fluorescencia a 72 h p.i. y diagramas de barras representando la MFI a ambos tiempos p.i. de los marcadores de polarización CD40 

(A), CD80 (B), HLA-DR (C) y CD163 (B) en células no infectadas (NI) e infectadas (MOIs 1 y 5). En todos los casos las barras 

representan la media de cuatro donantes independientes, cada uno de los cuales está representado por puntos conectados mediante 

líneas. Análisis estadístico mediante modelos de efectos mixtos (REML) seguido del test de Šidák para comparaciones múltiples; 

ns, no significativo; *, p < 0,05; **, p < 0,01. 

Puesto que el efecto de BCG sobre la activación y la polarización de los macrófagos parecía ser dependiente 

de la MOI, decidimos comprobar si sería posible incrementar la MOI sin pérdida de la viabilidad celular. 

Para ello, se infectaron hMDMs con BCG-GFP a MOIs 5 y 20 y se analizaron las células a las 72 h p.i. 
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utilizando un ensayo de detección de células no viables por citometría de flujo con la sonda LIVE/DEAD™ 

Fixable Violet (células FL9+). Tal y como se muestra en la Figura 31.A, la proporción de células recuperadas 

en el caso de los hMDMs infectados con MOI 20 mostró una tendencia a ser significativamente más baja 

en comparación con las condiciones NI y MOI 5. Al analizar el marcaje con la sonda LIVE/DEAD en estas 

células no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre ninguna de las MOIs y las células 

NI, aunque sí se pudo observar una tendencia al aumento en el porcentaje de células no viables según 

aumenta la MOI. 

 

Figura 31. Evaluación del efecto de la MOI en la muerte celular de hMDMs infectados con BCG. 

Diagramas de barras representando el porcentaje de células recuperadas (A) y, dentro de éstas, el porcentaje de células no viables 

(B) a las 72 h p.i. en hMDMs no infectados (NI) o infectados con BCG a una MOI de 5 o 20. En ambos casos las barras representan 

la media de dos donantes independientes, cada uno de los cuales está representado por puntos conectados mediante líneas. Análisis 

estadístico mediante test de Friedman, seguido del test de Dunn para comparaciones múltiples; ns, no significativo; #, p = 0.09. 

Por último, con el objetivo de evaluar si el fenotipo M1 inducido por BCG en los hMDMs se encuentra 

asociado a una respuesta proinflamatoria, se midió mediante ELISA la concentración de TNF-α presente en 

los sobrenadantes celulares recolectados a las 72 h p.i. Como se muestra en la Figura 32, se observó un 

incremento significativo en la secreción de TNF-α en los hMDMs infectados con MOI 5 en comparación 

con las células NI. Por su parte, las células infectadas con MOI 1 presentaron niveles de secreción 

intermedios, aunque las diferencias respecto a las células NI no alcanzaron significación estadística. Cabe 

señalar que, al igual que ocurrió con algunos de los marcadores de polarización, se observó una alta 

variabilidad interdonante, reflejada en la dispersión de los datos.  

 

Figura 32: Cuantificación del TNF-α secretado por hMDMs infectados con BCG a 

las 72 h p.i. Los niveles de TNF-α presentes en los sobrenadantes de hMDMs no 

infectados (NI) o infectados con BCG-GFP (MOIs 1 y 5) se determinaron mediante 

ELISA. Las barras representan la media de cuatro donantes independientes, cada uno de 

los cuales está representado por puntos conectados mediante líneas. Análisis estadístico 

mediante test de Friedman seguido del test de Dunn para comparaciones múltiples; ns, 

no significativo; **, p < 0,01. 
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6.3. Los hMDMs activados con BCG ejercen un efecto citotóxico 

sobre las células tumorales 

Con base a los resultados previos, en los que se observó que la infección con BCG (MOI 5) a 72 h p.i. 

promovía la activación de hMDMs sin comprometer significativamente su viabilidad, se seleccionó esta 

condición para evaluar la capacidad citotóxica de los macrófagos activados frente a células tumorales. Para 

ello, se realizó un co-cultivo con la línea A549 durante 24 horas  (Figura 33).  

 

Figura 33: Diagrama experimental para la evaluación de citotoxicidad de los hMDMs activados con BCG sobre las A549. 

Se realizaron análisis por microscopia óptica para evaluar el aspecto morfológico de los co-cultivos entre 

hMDMs y células A549 (Figura X). Aunque no fue posible distinguir con claridad a las células A549 debido 

a su morfología similar y al contacto estrecho con los macrófagos, se observaron diferencias en la 

organización de los hMDMs según la condición experimental. En la condición infectada (MOI 5) se 

evidenció una mayor tendencia a formar agregados celulares, en comparación con la condición NI donde 

las células se encuentran más dispersas.  

 

Figura 34: Imágenes representativas del co-cultivo de hMDMs con células A549 durante 24 h. Se muestran condiciones no 

infectadas (NI) e infectadas con BCG-GFP a MOI 5, correspondientes a dos donantes distintos. 

Por otro lado, el análisis mediante citometría de flujo reveló que se redujo significativamente el número de 

células A549 (células CD14-) (Figura 35.A) cuando los hMDMs habían sido previamente infectados con 

BCG (MOI 5) en comparación con los hMDMs NI, lo que sugiere una posible actividad antitumoral inducida 
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por la infección. Aunque se observó una tendencia a un mayor porcentaje de células A549 no viables (células 

LIVE/DEAD-Violet+) en el grupo infectado (MOI 5), las diferencias no alcanzaron significación estadística 

frente al control NI (Figura 35.B). No obstante, esta tendencia fue mucho más marcada en uno de los 

donantes empleados. Cuando se evaluó la relación entre la intensidad de infección de los hMDMs (MFI de 

GFP) y la citotoxicidad ejercida (porcentaje de A549 LIVE/DEAD-Violet+ ) (Figura 35.C), se observó una 

clara tendencia positiva, indicando que una mayor carga infecciosa se podría asociar con un efecto citotóxico 

más marcado.  

 

Figura 35: Evaluación de la actividad citotóxica de los hMDMs activados con BCG frente a células A549.  Diagramas de 

barras representativos de (A) Número total de células A549 recuperadas y (B)  porcentaje de células no viables (FL9+) tras 24 h de 

co-cultivo con hMDMs no infectados (NI) o infectados con BCG (MOI 5). Las barras muestran la media de tres experimentos 

independientes, representados mediante puntos conectados por líneas. (C) Correlación entre la intensidad media de fluorescencia 

(MFI) de GFP en hMDMs y el porcentaje de células A549 FL9+, correspondiente al grupo MOI 5. El análisis estadístico se realizó 

mediante un test t pareado (A y B) y con el coeficiente de correlación de Pearson (C); ns, no significativo; *, p < 0,05. 
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7. Discusión  

El bacilo de Calmette-Guerin (BCG) ha demostrado una notable eficacia clínica como inmunoterapia en el 

carcinoma urotelial no músculo-invasivo105 lo que ha provocado el interés en su capacidad de modular la 

respuesta inmune innata, en particular en macrófagos. En este contexto, el presente estudio se propuso 

caracterizar el impacto de la infección con BCG sobre macrófagos humanos, con énfasis en su polarización 

fenotípica funcional hacia fenotipos M1/M2 y la evaluación de su potencial citotóxico frente a células 

tumorales, como paso preliminar hacia su aplicación como terapia antitumoral. La hipótesis inicial era que, 

tras la infección con BCG, las células mostrarían un aumento sostenido de marcadores M1 y una producción 

prolongada de TNF-α debido a que se activarían las vías de señalización a través del reconocimiento por 

parte de los TLRs92.   

En primera instancia, se utilizó la línea monocítica THP-1 para establecer un modelo in vitro reproducible 

de diferenciación a macrófagos mediante estimulación con PMA. Nuestros resultados confirmaron que más 

del 50% de las células THP-1 se infectaron desde 0 p.i. y que esta proporción se mantuvo estable hasta las 

72 h p.i., lo que indica que la línea inmortalizada THP-1 es un modelo adecuado para estudiar la entrada y 

persistencia intracelular de BCG en condiciones controladas de cultivo. Esta estabilidad en la infección 

puede explicarse por la atenuación de BCG, que le impide escapar del fagosoma y propagar la infección a 

nuevas células112. No obstante, al analizar la polarización tras la infección, no se observaron cambios 

estadísticamente significativos en los niveles de expresión de los marcadores de superficie evaluados, HLA-

DR (M1) y CD206 (M2) . Esta ausencia de respuesta puede estar relacionada con las limitaciones intrínsecas 

de las células THP-1. Su origen tumoral podría condicionar respuestas diferentes frente a estímulos 

inmunológicos en comparación con las células somáticas primarias en su entorno natural y no se puede 

simplemente asumir que las características fenotípicas, moleculares y funcionales de las THP-1 tras su 

diferenciación son necesariamente equivalentes a los de los hMDMs113. Además, en diversos estudios se ha 

demostrado que la diferenciación inducida por PMA genera un grado de activación variable, con morfología 

y expresión de receptores de superficie que difieren entre estudios y las condiciones experimentales, lo que 

crea dificultades a la hora de comparar los resultados de diferentes fenotipos celulares114. En este sentido, 

múltiples investigaciones han cuestionado la capacidad real de las THP-1 diferenciadas por PMA para 

polarizarse funcionalmente, señalando que los resultados pueden depender significativamente de otros 

factores como el medio de cultivo, tipo de placa o duración del tratamiento115. Un ejemplo es el marcador 

CD206 cuya expresión es inconsistente y altamente dependiente de estos factores116–118, lo que refuerza la 

conclusión de que esta línea no es adecuada para estudios detallados de polarización a través de la evaluación 

de marcadores de superficie.  La dinámica de citoquinas también reflejo esta respuesta limitada. Se detecto 

un aumento inicial de TNF-α inmediatamente tras la infección (0 h p.i.), consistente con su perfil como 

citoquina de secreción temprana, pero los niveles descendieron a las 72 h p.i. hasta valores comparables con 

las células no infectadas. Este patrón es congruente con observaciones previas en las que la estimulación de 

líneas celulares con agonistas de TLRs o bacterias atenuadas produce un pico transitorio de citoquinas 

seguido por una fase de tolerancia119. Por tanto, aunque el modelo THP-1 resulto útil para verificar la 
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infectividad de BCG, su incapacidad para mantener una respuesta inflamatoria sostenida y expresar 

adecuadamente marcadores de superficie fenotípicos limita su aplicabilidad para evaluar la funcionalidad 

inmunoterapéutica de macrófagos activados por BCG.  

En contraste, los macrófagos derivados de monocitos de sangre periférica (hMDMs) ofrecieron un modelo 

experimental más relevante fisiológicamente. Las dos MOIs evaluadas (1 y 5) resultaron en una elevada 

proporción de hMDMs infectados (> 60%), lo cual constituye una ventaja significativa en el contexto de su 

posible aplicación como terapia celular, ya que resulta imprescindible alcanzar una población celular lo más 

homogénea posible, es decir, que la mayoría de las células estén infectadas. Sin embargo, solo en los 

hMDMs infectados con MOI 5 (y no en aquellos infectados con MOI 1) se observó un aumento significativo 

a las 72 h p.i. en la expresión del marcador M1 CD40 y una reducción clara en el marcador M2 CD163, lo 

que sugiere una polarización hacia un fenotipo M1. CD40 es un miembro de la superfamilia de los receptores 

de TNF el cual reconoce a CD40L (marcador de superficie que se encuentra principalmente en linfocitos T 

CD4+)120,121. Esta unión desencadena varios eventos moleculares, incluida la activación de NF- B, lo que 

desencadena la secreción de citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-α120,121. Aunque los niveles de 

HLA-DR no mostraron diferencias significativas, el mantenimiento de la expresión también es importante, 

ya que indica que los hMDMs conservan su capacidad de presentación antigénica, fundamental para una 

respuesta adaptativa eficiente122. Cabe mencionar que, para todos los marcadores, independientemente del 

perfil exhibido, se observaron tendencias individuales atribuibles a la variabilidad interdonante. Esta 

heterogeneidad puede deberse a diferencias epigenéticas, exposiciones ambientales previas o al 

entrenamiento inmunológico del huésped123.  

Este perfil proinflamatorio se vio respaldado por un aumento significativo en la secreción de TNF-α a las 

72 h p.i. Esta citoquina producida principalmente tras la activación de TLR2/4 por componentes de la 

envuelta bacteriana de BCG94,99,124, lo que refuerza la idea de un fenotipo activado con potencial 

inmunoterapéutico. Notablemente, las células infectadas con MOI 5 mostraron una MFI de GFP 

significativamente mayor a las 72 h p.i., lo que sugiere una carga bacteriana aumentada, posiblemente 

responsable de una activación más robusta vía PRRs. Pese a que estos resultados sugerían que un aumento 

de la MOI podría tener un mayor impacto sobre la polarización de las células, la evaluación de la viabilidad 

mostró que la infección con MOI 20 tendía a inducir la muerte celular, mientras que la MOI 5 no 

comprometió significativamente la supervivencia de los hMDMs. Por lo tanto, esta condición se estableció 

como óptima para mantener un equilibrio entre activación y viabilidad. Este aspecto es importante si se 

pretende emplear estos macrófagos como terapia celular adoptiva, ya que es imperativo contar con células 

viables y funcionales, que no solo resistan a la infección, sino que mantengan su capacidad efectora 

antitumoral o proinflamatoria.  

En línea con ello, la disminución significativa en el número total de células tumorales viables tras el co-

cultivo con hMDMs activados con BCG refuerza el potencial de estos macrófagos como agentes 

terapéuticos con actividad antitumoral. Estos resultados podrían deberse a los distintos mecanismos 

efectores mediados por los hMDMs activados, por ejemplo, la liberación de TNF-α, citoquina capaz de 
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inducir apoptosis en células tumorales a través de la vía extrínseca; la generación de ROS o RNS como el 

NO que puede causar daño directo al ADN o estrés oxidativo en las células tumorales, entre otros50.  

A pesar de los hallazgos prometedores, este trabajo presenta limitaciones relevantes. En primer lugar, el 

número de donantes analizados fue limitado, lo que pudo restringir el poder estadístico. La variabilidad 

interdonante observada en los hMDMs afectó notablemente a la expresión de marcadores y niveles de 

citoquinas, dificultando la generalización de los resultados, lo que sugiere la necesidad de ampliar el tamaño 

muestral. En segundo lugar, la cantidad limitada de células disponibles por donante restringió el número de 

condiciones experimentales que pudieron ser ensayadas. Si bien se analizaron marcadores de superficie 

relevantes para los fenotipos M1 y M2 (CD40, CD80, HLA-DR y CD163), la caracterización 

inmunofenotípica puede considerarse limitada por no incluir otros marcadores adicionales como CCR7, 

CD86 o TLRs, cuya evaluación permitiría una definición más robusta del estado funcional de los 

macrófagos. De manera similar, aunque se cuantificó TNF-α como citoquina proinflamatoria principal, la 

inclusión de otras citoquinas relevantes del perfil M1 como IL-6 o IL-12 habría enriquecido la 

caracterización funcional. Finalmente, todos los experimentos se realizaron in vitro, sin embargo, para 

validar el potencial clínico de los B-MACs es imprescindible evaluarlos en modelos in vivo de cáncer que 

permitan evaluar no solo su eficacia antitumoral sino también su capacidad para infiltrarse en el tumor, para 

modular el TME e interaccionar con otras células del sistema inmune.  

Por último, a partir de los resultados obtenidos, se abren diversas posibilidades de investigación que 

permitirían avanzar en la comprensión y potencial aplicación clínica de los B-MACs como agentes 

inmunoterapéuticos. En primer lugar, se propone ampliar la caracterización funcional profundizando en el 

perfil de citoquinas y de marcadores de superficie, con el objetivo de consolidar la definición 

inmunofenotípica de los B-MACs y mejorar su discriminación frente a otros estados funcionales. Mas 

importante aún, sería caracterizar en profundidad los mecanismos responsables de la citotoxicidad ejercida 

por los B-MACs sobre las células tumorales. En segundo lugar, sería esencial evaluar su capacidad de 

presentación antigénica y de interacción con otras células del SI adaptativo, como los linfocitos T CD4+ y 

CD8+, o con células del SI innato, como las NK, mediante ensayos de co-cultivo. Esta aproximación 

permitiría determinar si los B-MACs no solo ejercen funciones efectoras innatas, sino que también pueden 

actuar como adyuvantes celulares en la activación de otras células del SI. En tercer lugar, para evitar la 

limitación de las células obtenidas a partir de los monocitos circulantes de sangre periférica, se propone 

realizar la diferenciación a partir de precursores mieloides presentes en sangre periférica, ya que así el 

número de células será ilimitado125. También se propone explorar la combinación de polarización ex vivo 

con estrategias de ingeniería genética como la generación de CAR-M, con el fin de dotar a los B-MACs 

especificidad tumoral, mejorando su capacidad de infiltración en tejidos neoplásicos. Por último, será 

necesario validar la funcionalidad y seguridad de los B-MACs en modelos in vivo relevantes, como ratones 

inmunodeficientes con xenoinjertos tumorales humanos (con SI humano), que permitan evaluar de forma 

integrada la infiltración de los macrófagos en el tumor, la modulación del TME, la activación del SI 

adaptativo y la eficacia antitumoral en condiciones fisiológicas complejas. Asimismo, sería de gran interés 

estudiar la posible sinergia con inmunoterapias ya aprobadas, como los ICIs (anti-PD-1/ PD-L1).
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8. Conclusiones:  

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

I. La línea celular THP-1 diferenciada con PMA fue eficazmente infectada por BCG-GFP, pero no 

mostró una modificación significativa en la expresión de marcadores de polarización M1/M2. 

II. Los hMDMs, mostraron una clara polarización hacia un fenotipo M1 tras la infección por BCG, 

evidenciado por el aumento de marcadores de superficie característicos y la secreción significativa 

de TNF-α.  

III. Los B-MACs (hMDMs activados con BCG) demostraron capacidad citotóxica frente a células 

tumorales A549 in vitro, sugiriendo un potencial papel antitumoral directo que podría estar mediado 

por citoquinas inflamatorias. 

IV. La infección con BCG no indujo una alta muerte celular en los hMDMs, lo que indica que la 

activación no compromete su viabilidad, un aspecto positivo para su uso potencial en inmunoterapia 

adoptiva. 

En conjunto, los resultados apoyan el uso de BCG como agente reprogramador de macrófagos hacia un 

fenotipo funcionalmente activo (M1) con propiedades antitumorales, posicionando a los B-MACs como 

posibles candidatos en estrategias de inmunoterapia celular frente a cánceres sólidos. 

9. Conclusions:  

Based on the results obtained in this study, the following conclusions can be drawn:  

I. The THP-1 cell line differentiated with PMA was efficiently infected by BCG-GFP but did not 

show a significant change in the expression of M1/M2 polarization markers. 

II. hMDMs showed a clear polarization toward an M1 phenotype after BCG infection, as evidenced 

by the increased expression of characteristic surface markers and significant TNF-α secretion. 

III. B-MACs (hMDMs activated with BCG) demonstrated cytotoxic activity against A549 tumor cells 

in vitro, suggesting a potential direct antitumor role that may be mediated by inflammatory 

cytokines.  

IV. BCG infection did not induce high levels of cell death in hMDMs, indicating that activation does 

not compromise their viability, which is a favorable aspect for their potential use in adoptive 

immunotherapy. 

Overall, the results support the use of BCG as a macrophage reprogramming agent toward a functionally 

active (M1) phenotype with antitumor properties, positioning B-MACs as potential candidates for cellular 

immunotherapy strategies against tumors.  
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Anexos: 

Anexo A: Caracterización de los Macrófagos M1 y M2 126 

 M1 M2 

Estimulación IFN-γ, TNF-α, LPS, HMGB1 IL-4, IL-10, IL-13, AMP, GC 

Marcadores 
Superficie CD36, CD80, CD86, MHC-II CD163, CD206, CXCR1, CXCR2 

Intracelulares iNOS, IRF5, STAT1 Arg1, IRF4, STAT6 

Secreción 

Citoquinas IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23, TNFα IL-10, TGF-B 

Factores de 

crecimiento 
- CSF-1, VEGF 

Quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11 CCL17, CCL18, CCL22 

Funciones 

Proinflamatorios, protección 

contra infecciones, inmunidad 

antitumoral 

Antiinflamatorios, reparación de 

tejidos, angiogénesis, 

inmunosupresión, protumorales 
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Anexo B: Expresión, ligandos y rutas de señalización de los TLRs 

humanos62,127 

TLRs localizados en la membrana plasmática  

Reconocen principalmente componentes de la membrana microbiana, como lípidos lipoproteínas y proteínas62 

TLR PAMPs DMAPs Adaptador Células que lo expresan 

TLR1 
Triacilgliceridos bacterianos, 

lipopeptidos 
- MyD88 

Monocitos, mφ, LT, LB, 

NKs, DCs, PMN, 

fibroblastos y células 

epiteliales 

TLR2 

Lipopeptidos, 

lipopolisacaridos (LPS) de 

bacterias Gram positivas, 

ácido lipoteicoico, 

peptidoglicanos 

Hsp60, Hsp70, HMGB1, 

fragmentos de ácido 

hialurónico (HA), 

lipoproteínas 

MyD88 

Monocitos, mφ, DCs, 

células epiteliales, 

mastocitos, neutrófilos. 

TLR4 

LPS de bacterias Gram 

negativas, proteínas de choque 

térmico. 

HMGB1, Hsp60, Hsp70, 

fibrinógeno, fibronectina, 

sulfato de condroitina, ácido 

úrico 

TRIF 

MyD88 

mφ, DCs, células 

endoteliales, mastocitos, 

células epiteliales. 

TLR5 Flagelina bacteriana. - MyD88 
DCs, mφ, células 

epiteliales 

TLR6 
Diacilglicéridos bacterianos, 

lipopéptidos. 

Diacilglicéridos, lípidos 

específicos de células 

dañadas 

MyD88 Monocitos, mφ, DCs. 

TLR10 Igual que TLR2 - MyD88 LB, mφ, DCs. 

TLRs localizados en estructuras membranosas citoplasmáticas 

Reconocen especialmente ácidos nucleicos o componentes intracelulares61,62,128 

TLR PAMPs DMAPs Adaptador Células que lo expresan 

TLR3 ARN de doble cadena (virus) 
ARN derivado de células 

necróticas 
TRIF 

DCs, mφ, células 

epiteliales. 

TLR7 

ARN monocatenario (virus), 

oligonucleotidos ricos en 

guanina y uracilo (GU) 

ARN monocatenario 

endógeno liberado por 

células dañadas 

MyD88 
DCs plasmocitoides, 

LB, mφ. 

TLR8 
ARN monocatenario (virus, 

bacterias). 

ARN monocatenario y 

productos de ARN 

degradado 

MyD88 
Monocitos, macrófagos, 

DCs mieloides, LB. 

TLR9 
ADN rico en secuencias CpG 

no metiladas (bacterias, virus). 

ADN mitocondrial, ADN 

nuclear rico en CpG no 

metiladas 

MyD88 
DCs plasmocitoides, 

LB, macrófagos. 

Células polimorfonucleares (PMN), Linfocitos B (LB), Linfocitos T (LT), Lipopolisacarido (LPS), Célula 

dendritrica (DC), macrófagos (mφ). 
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Anexo C: Espectros de excitación y emisión correspondientes a los 

fluorocromos empleados. 
 

 

 

 

Figura 36. Espectros de excitación y emisión de los fluorocromos utilizados para la detección de los marcadores fenotípicos por 

citometría de flujo129. 

 


