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RESUMEN 

 

La proteína GP63 es una metaloproteasa presente en la membrana de parásitos del 

género Leishmania spp., que le permite evadir la respuesta inmune del hospedero. 

Esta proteína modula diversas moléculas del sistema inmune, incluyendo el C3b del 

complemento, el correceptor CD4 en linfocitos T, mTOR, caspasas, algunas MAPK 

quinasas y factores de transcripción como NFκB. Su capacidad para modular 

múltiples rutas inmunológicas fue lo que permitió considerarla una posible 

herramienta para modular blancos inmunológicos relevantes en linfocitos B (LB).  

 

Inspirados por los avances recientes en el desarrollo de proteínas recombinantes y 

la transferencia dirigida de proteínas o material genético con fines terapéuticos; se 

desarrolló un sistema de expresión constitutiva de la proteína GP63 y la producción 

de la proteína recombinante. Estos modelos, permitieron evaluar los efectos de 

GP63 en la supervivencia, proliferación, activación y diferenciación de LB humanos. 

Observamos que la exposición a GP63 recombinante, inducía la expresión de 

CD38, mientras que su expresión intracelular generaba el aumento de CD11b. En 

conjunto, estos cambios sugieren que la vía de dosificación de la proteína tiene un 

impacto en el fenotipo del LB, en especial hacia un perfil más regulador que 

activador.  

 

Mediante esta aproximación biotecnológica, buscamos aportar evidencia crítica 

sobre la aplicación de este tipo de proteínas como agentes terapéuticos. El enfoque 

de este trabajo es innovador, ya que se aleja del paradigma tradicional que 

considera a GP63 exclusivamente como un factor de virulencia o un blanco 

terapéutico, proponiendo en cambio su aprovechamiento como una molécula 

inmunomoduladora, con potencial bioactivo, en contextos terapéuticos que puedan 

ser aplicados en el futuro, para el tratamiento de enfermedades inmunomediadas.  
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ABSTRACT 

 

The GP63 protein is a metalloprotease present in the membrane of parasites of the 

genus Leishmania spp., which enables them to evade the host’s immune response. 

This protein modulates various molecules of the immune system, including 

complement component C3b, the CD4 receptor on T lymphocytes, mTOR, 

caspases, certain MAPK kinases, and transcription factors such as NFκB. Its ability 

to modulate multiple immunological pathways was the key feature that motivated its 

study in this thesis, considering it as a potential tool to modulate relevant 

immunological targets in B lymphocytes (BL). 

 

Inspired by recent advances in the development of recombinant proteins and the 

targeted delivery of proteins or genetic material for therapeutic purposes, we 

developed a constitutive expression system for the GP63 protein and produced the 

recombinant protein. These models allowed us to evaluate the effects of GP63 on 

the survival, proliferation, activation, and differentiation of human B lymphocytes. We 

observed that exogenous exposure to GP63 induced CD38 expression, whereas its 

intracellular expression led to an increase in CD11b. Taken together, these changes 

suggest that the protein delivery route influences the B cell phenotype, particularly 

shifting it towards a more regulatory rather than an activating profile. 

 

Through this biotechnological approach, we aim to provide critical evidence for the 

application of such proteins as therapeutic agents. This work takes an innovative 

approach by moving away from the traditional paradigm that considers GP63 solely 

as a virulence factor or therapeutic target and instead proposes its use as an 

immunomodulatory molecule with potential bioactivity in therapeutic contexts that 

could be applied in the future for the treatment of immune-mediated diseases. 
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1.0 INTRODUCCIÓN 

 

Los linfocitos B (LB) desempeñan un papel fundamental en las enfermedades 

inmunomediadas, no solo mediante la producción de anticuerpos, sino también 

actuando como células presentadoras de antígeno, altamente eficientes y 

moduladoras de la respuesta inmune (1,2) . Estas células pueden participar de la 

activación de otras células, al captar antígenos, presentarlos a los linfocitos T CD4⁺ 

y secretar citoquinas proinflamatorias (3,4). Adicionalmente, existen subpoblaciones 

de linfocitos B, algunos con características reguladoras como los LB (Bregs) que, 

mediante la producción de IL-10, TGF-β o IL-35, desempeñan funciones 

antiinflamatorias esenciales, inhibiendo la diferenciación de linfocitos T (LT) 

Th1/Th17 e induciendo LT reguladores (5,6). Esto apoya la importancia de estudiar 

estas células que influyen de manera decisiva en la magnitud, calidad y duración de 

la respuesta inmune, en especial la adaptativa; planteando su potencial como 

blanco terapéutico en enfermedades autoinmunes, autoinflamatorias e incluso en el 

cáncer (7–9). 

 

Estas patologías, caracterizadas por una respuesta inmune aberrante, inhibida o 

exacerbada, y en algunos casos dirigida contra antígenos y tejidos propios,  

representan un desafío significativo de la medicina contemporánea, constituyendo 

una de las principales causas de morbilidad crónica y mortalidad a nivel mundial 

(10,11). A pesar de los avances en el desarrollo de terapias biológicas e 

inmunosupresoras, el tratamiento actual de estas enfermedades sigue siendo 

limitado por efectos secundarios significativos, respuestas terapéuticas variables y 

la necesidad de terapias de por vida, que no abordan las causas subyacentes de la 

desregulación inmune (12,13) . 

 

En la búsqueda de nuevas formas de modular la función de los LB, estudiamos a 

GP63 (glicoproteína de 63 kDa), una metaloproteasa de zinc expresada 

abundantemente en la superficie de los parásitos del género Leishmania spp (14). 
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Esta proteína ha demostrado poseer propiedades inmunomoduladoras, siendo 

capaz de interferir con múltiples vías de señalización inmune y promover respuestas 

antinflamatorias que facilitan la supervivencia del parásito en las células hospederas 

(15–17).  

 

La capacidad inmunomoduladora de GP63 se fundamenta en su arquitectura 

molecular única, que incluye un dominio catalítico altamente conservado, un metal 

como el zinc, y regiones específicas que determinan la especificidad de sustrato. 

Esta estructura le confiere la capacidad de interactuar selectivamente con 

componentes clave del sistema inmune, modulando respuestas tanto a nivel celular 

como molecular (18,19). 

 

El presente trabajo doctoral propone un enfoque novedoso, el uso de la proteasa 

GP63 como agente modulador en un contexto diferente, independiente del parásito 

del cual se deriva naturalmente. Esta aproximación representa una innovación 

conceptual y metodológica, ya que los estudios previos sobre GP63, se han limitado 

exclusivamente al contexto de la infección parasitaria, donde la proteína actúa como 

parte integral del ciclo de vida del patógeno (20). 

 

La novedad fundamental de esta investigación radica en el aislamiento y 

caracterización de GP63 como entidad terapéutica, liberada de su contexto original 

y evaluada específicamente por sus propiedades inmunomoduladoras intrínsecas. 

Esta aproximación permite explorar el potencial de la proteína, sin efectos ambiguos 

y los riesgos asociados con la presencia del parásito completo, abriendo un nuevo 

campo de investigación usando modulación basada en factores derivados de 

patógenos. 

 

Para evaluar el efecto de la proteína GP63 sobre los LB, empleamos dos abordajes 

complementarios: la dosificación exógena, mediante la proteína recombinante 

producida en nuestro laboratorio y la expresión intracelular a través de un sistema 
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lentiviral. Esta estrategia se alinea con las tendencias actuales en el desarrollo de 

terapias avanzadas e incluso la terapia génica, que incluyen el uso de vectores 

virales, como los lentivirus, y plataformas que van dirigidas a modular de forma 

precisa y específica la respuesta inmune como las células CAR-T (21,22).  

 

Con todos los desafíos que presentan los tratamientos convencionales y a pesar de 

los avances significativos en el manejo de los síntomas, la inmunosupresión 

prolongada y la falta de tratamientos curativos, se hace evidente la necesidad de 

nuevas estrategias, que no solo mejoren la eficacia y seguridad, sino que también 

ofrezcan un enfoque más preciso y duradero para el manejo de enfermedades 

inmunomediadas (23,24).  

 

Particularmente, en las enfermedades autoinmunes (EA), que son entidades 

multifactoriales y poligénicas, se han empezado a desarrollar tratamientos con estas 

nuevas tecnologías.  Recientes reportes en modelos murinos (MRL-lpr mice), de 

Lupus Eritematoso Sistémico (LES), describen tratamientos con vectores 

lentivirales de tipo anti-CD19 CAR-T; en los que se evidenció que el tratamiento,  

redujo eficazmente el número de LB In vivo de forma persistente, aumentó la 

sobrevida de los animales y mejoró los síntomas de la EA y retrasó el progreso de 

la patogénesis (25). Este tratamiento se ha probado en casos extremos de pacientes 

con fenotipos de recaída recurrente y refractariedad a las terapias convencionales. 

Estos pacientes alcanzaron la remisión y disminución de la actividad de la 

enfermedad, depleción en los LB auto reactivos, menor proteinuria y bajos niveles 

de factores solubles, normalización de C3 del complemento; también reducción de 

los anticuerpos anti-dsDNA y la sensación de fatiga (26). Esto representó un gran 

avance en la terapéutica y, sobre todo, fueron reportadas como seguras, no tóxicas 

y con resultados a largo plazo (27–29).  

 

También en otros abordajes de carácter no sistémico, sino localizado, es decir, con 

daño tisular órgano específico, se ha buscado implementar estas terapias con el fin 
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de mejorar el estado clínico de los pacientes, como se observó en unos casos con 

Artritis Reumatoide (AR) grave, tratados con vectores asociados de Adenovirus 

(AAV), como antagonistas del receptor de la IL-1 (IL-1R) (30). En particular, estos 

estudios en modelos animales y ensayos preliminares en humanos han demostrado 

que estos enfoques pueden restaurar el equilibrio inmunológico y revertir de manera 

eficaz esos fenotipos y con menores riesgos a largo plazo (31,32) . 

 

Estas nuevas estrategias han demostrado, precisión en la modulación del sistema 

inmune, durabilidad de la respuesta terapéutica, reducción de efectos secundarios 

y posibilidad de cura (26,33) . Aunque el desarrollo y la implementación puedan 

tener un alto costo inicial, los beneficios a largo plazo en términos de reducción de 

hospitalizaciones, disminución de la dependencia de terapias inmunosupresoras 

crónicas y mejora de la calidad de vida de los pacientes, podrían generar un impacto 

económico positivo (34,35). 

 

Basados en estos progresos biotecnológicos, este proyecto tiene como finalidad 

desarrollar una forma de entrega (“Delivery”) de proteínas,  directamente en el 

citoplasma del LB, con producción estable y con la posibilidad de regular su 

expresión y dosificación, un factor importante que a futuro deseamos explorar. 

Existen muchos inmunomoduladores naturales, con todo tipo de características, sin 

embargo, los que mejor desempeño tienen, sin duda, son aquellos producidos por 

los microorganismos, que buscan modular la respuesta inmune del hospedero para 

sobrevivir,  como lo hace la metaloproteasa GP63 (36–38).  
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2.0 MARCO TEÓRICO GENERAL 

 

2.1 Metaloproteasa GP63 / Leishmanolysin 

 

La glicoproteína GP63, también conocida como (GP63/Leishmanolysin) o proteasa 

de superficie mayor (MSP), hace parte de las moléculas más abundantes en la 

superficie de los promastigotes del parásito Leishmania spp; representa 

aproximadamente el 1% del total de proteínas celulares, y puede ser liberada en 

exosomas durante la infección intracelular (37,39). Esta metaloproteasa de zinc 

pertenece a la familia M8 de peptidasas o Metzincinas y presenta un peso molecular 

de aproximadamente 63 KDa, de donde deriva su nomenclatura. La proteína se 

encuentra anclada a la membrana plasmática mediante glicosilfosfatidilinositol 

(GPI), lo que permite su liberación controlada al medio extracelular (40).  

 

La estructura tridimensional de GP63 cuenta con un dominio globular compacto y 

un núcleo central de láminas β rodeado por hélices α. El plegamiento general sigue 

el patrón típico de las metaloproteasas, con un sitio activo prominente y accesible 

que alberga el ion catalítico zinc (Zn2+). La proteína presenta múltiples sitios de 

glicosilación que contribuyen a su estabilidad y función, así como regiones variables 

que determinan la especificidad por diferentes sustratos proteicos (41,42) .  

 

2.2 Centro activo y coordinación del Zinc 

El centro activo de GP63 está caracterizado por un motivo HEXXHXXGXXH, típico 

de metaloproteasa, en el que las histidinas (H/His), el ácido glutámico (E/Glu) y la 

molécula de agua (que funciona como nucleófilo en la catálisis), completan la Penta 

coordinación del Zn2+. Esta geometría bioquímica es fundamental para mantener 

tanto la integridad estructural del centro activo como su función enzimática (Figura 

1) (40,43).  



22 
 

El ion zinc desempeña múltiples roles en la catálisis enzimática. Primero, actúa 

como un ácido de Lewis, polarizando la molécula de agua coordinada y 

disminuyendo significativamente su pKa, lo que facilita la formación del ion hidróxido 

nucleofílico . Segundo, el zinc participa en la estabilización del estado de transición 

durante la hidrólisis del enlace peptídico, coordinando el oxígeno del intermediario 

oxianión. Tercero, contribuye al posicionamiento apropiado del sustrato en el sitio 

activo mediante interacciones con residuos cercanos que terminan formando el sitio 

de unión (44–46) . 

De hecho, el ácido glutámico E265, que es un residuo polar cargado negativamente 

y contiene un grupo carboxílico (-CH2-CH2-COOH) que es crucial para su función 

de ligando del zinc, por ser un buen donador de pares de electrones para la 

coordinación con metales de transición. Cuando este residuo es reemplazado por 

una alanina (E265A), que es un aminoácido pequeño y no polar, con una cadena 

lateral constituida únicamente por un grupo metilo (-CH3), incapaz de participar en 

interacciones de coordinación con metales y que no posee grupos hidroxilo, 

carboxilo, amino, o tiol, se queda sin ligandos alternativos.  Este cambio resulta en 

la inactivación de la función proteolítica de GP63 impidiendo la hidrólisis de 

sustratos. La alteración estructural en el sitio activo causada por la mutación E265A 

representa una herramienta experimental importante para estudiar las funciones no 

proteolíticas de GP63 y su rol como modulador inmunológico (47,48). 
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Figura 1 Estructura de la proteína y el centro activo de GP63.  

Se observa la proteína sin el anclaje del GPI, se ve distribución de los aminoácidos del centro catalítico, en rojo las Histidinas 
(His), en amarillo el Ácido Glutámico (Glu) y en morado el Zn2+. Esta imagen corresponde a la estructura cristalizable 1LML del 
PDB (Protein Data Bank). 
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2.3 Mecanismo de corte o clivaje proteolítico 

La metaloproteasa GP63 tiene unos aminoácidos sustrato específicos, para realizar 

el corte proteolítico, los cuales se describen como un aminoácido Polar en P1, uno 

Hidrofóbico en P1´ y dos Básicos seguidos en P2´y P3´(24). Funciona mediante un 

mecanismo de hidrólisis típico, donde inicialmente el sustrato peptídico se une al 

sitio activo de la enzima mediante interacciones específicas con residuos que 

rodean al centro activo. Luego, la molécula de agua activada por el Zn2+ realiza un 

ataque nucleofílico, sobre el carbono carbonílico del enlace peptídico que será 

hidrolizado, formando una interacción estable (Figura 2) (44). 

Durante este proceso, el Zn2+ también estabiliza la carga negativa que se desarrolla 

en el oxígeno carbonílico, durante la formación del estado de transición. La ruptura 

del enlace peptídico resulta en la liberación de dos fragmentos: uno con un grupo 

amino libre y otro con un grupo carboxilo libre. Este mecanismo permite a GP63 

procesar múltiples sustratos, incluyendo factores de transcripción como AP-1 y 

quinasas como p38 MAPK, alterando significativamente las vías de señalización 

celular (41). Se ha descrito que esta proteasa puede romper los enlaces peptídicos 

de moléculas del sistema inmune como el correceptor CD4 (42), C3b del sistema 

del complemento (49,50), mTOR, algunas caspasas y MAPK quinasas (51–53). 

También, modula péptidos antimicrobianos, inhibe la acidificación del fagolisosoma 

(54), altera la formación del inflamosoma (55), y puede inhibir quemoquinas como 

CXCL10 y factores de transcripción como NF-κB (56).  Sin embargo, la 

inmunomodulación de las moléculas del sistema inmune no solo recae en su función 

proteasa, sino que también puede activar otras proteínas reguladoras como las 

SHP-1, cuya función principal es retirar los fosfatos de los motivos de activación 

ITAM, de las proteínas de la señalización y de las quinasas amplificadoras de la 

señal, este mecanismo diferente al corte proteolítico aún está por esclarecer (47,57) 

(Tabla 1.0). 
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La característica de GP63 de poder modular las moléculas del sistema inmune 

(34,37,38), es lo que nos ha permitido sugerir, su evaluación como 

inmunomodulador de linfocitos B, célula relevante para nuestro grupo.  

 

 

Figura 2 Descripción del efecto proteolítico de GP63. 

Mecanismo de hidrólisis de GP63 sobre un ligando. La Penta coordinación del Zn2+ con las 
Histidinas, la molécula de H2O y el Ácido Glutámico, realizando el ataque catalítico sobre el 
carbono del aminoácido ligando.  
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Tabla 1 Colección de moléculas hidrolizadas por GP63. 

Molécula Sustrato 
Secuencia de Corte 

Sugerida 
Efecto sobre la Molécula Referencia Bibliográfica 

Caspasa-3 NE Corte. Inducción de la apoptosis del huésped. 
Hallé M, J Biol Chem. 2009 Mar 

13;284(11):6893-908. 

CD4 (LT humano) NE Corte/Degradación 
A S Hey, Vol 152, Issue 9, May 

1994, Pages 4542–4548. 

C-Jun ( AP-1) NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM, PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

Complemento C3 α 
Péptido-Arg 1320+Ser-

Péptido Corte (N) 
Shao S, Front. Microbiol. 

10:532.2019 

Complemento C3b  NE 
Inactivación de C3b. Promueve la evasión de la lisis mediada 

por el complemento. Facilita la fagocitosis del parásito. 
Gómez MA, Virulence. 2010 jul-

Aug;1(4):314-8. 

Cortactin NE 
Corte. Afecta la reorganización del citoesqueleto de actina en 

el huésped. 
Hallé M, J Biol Chem. 2009 Mar 

13;284(11):6893-908. 
CXCL10 
(Chemokine C-X-C motif 
ligand 10) 

Entre A81 e I82 
Corte/Degradación de CXCL10. Suprime la atracción y 

activación de células inmunes. Evasión de la respuesta inmune 
del huésped. 

Antonia AL, PLOS Neglected 
Tropical Diseases 15(10): 

e0009224. 2021 

Citocromo (C) 81-104 

Ile-Phe-Ala-Gly+Ile-Lys-Lys-
Lys-Thr-Glu-Arg-Glu-Asp-

Leu-Ile-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-
Ala-Thr-Asn-Glu 

Corte (N) Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

Citocromo (C) 81-104 

Ile-Phe-Ala-Gly-Ile-Lys-Lys-
Lys-Thr-Glu-Arg-Glu-Asp-

Leu-Ile-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-
Ala-Thr-Asn-Glu 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Citocromo (C) 94-102Leu 
Leu-Ile-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-

Ala-Thr 
Corte (N) 

Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

Citocromo (C) 94-102Ser Leu-Ile-Ala-Tyr+Ser-Lys-Lys-
Ala-Thr 

Corte (N) Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

DO beta-HLA 
Tyr-Arg+Leu-Gly-Ala-Pro-
Phe-Thr-Gly-Val-Arg-Lys 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  
Dansyl-Ala-Tyr-Leu-Lys-Lys-
Trp-Val-NH2 

dansyl-Ala-Tyr+Leu-Lys-Lys-
Trp-Val-NH2 

Corte (S) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Glucagón 

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr+Ser-Lys-Tyr-

Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  
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Glucagón 

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-

Leu-Asp+Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Glucagón 

His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe-
Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-

Leu-Asp-Ser-Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-
Trp+Leu-Met-Asn-Thr 

Corte (N) Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

HLA-CW3 
Leu-Arg-Arg-Tyr+Leu-Lys-
Asn-Gly-Lys-Glu-Thr-Leu-

Gln-Arg-Ala 
Corte (N) 

Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

HLA-CW3 
Leu-Arg-Arg-Tyr-Leu-

Lys+Asn-Gly-Lys-Glu-Thr-
Leu-Gln-Arg-Ala 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Insulina cadena β oxidada 

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-
Cya-Gly+Ser-His-Leu-Val-
Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-

Cya-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-
Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Insulina cadena β oxidada 

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-
Cya-Gly-Ser-His-Leu-Val-
Glu-Ala-Leu-Tyr+Leu-Val-
Cya-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-

Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Ala 

Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Leishmanolysin Péptido-Val 100+Val-Péptido Corte (P) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Leishmanolysin Péptido-Val 100+Val-Péptido Corte (P) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

Leishmanolysin precursor  
Ala-Arg-Ser-Val-Val-Arg-Asp-

Val-Asn 
Corte (P) 

Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

MARCKS 
(Myristoylated alanine-rich 
C-kinase substrate) 

NE 
Corte/Degradación.  

Impacto en la adhesión y la motilidad. 

Antonia AL, PLOS Neglected 
Tropical Diseases 15(10): 

0009224.2021 

MARCKS-like proteína Péptido-Ser93+Phe-Péptido Corte (P) 
Corradin Sally, Journal of biological 

chemistry vol 274, (24) 16782-
16787, 1999. 

mTOR 
(Mammalian Target of 
Rapamycin) 

NE Corte/Degradación.  
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 
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MRP1 
(Multidrug resistance-
associated protein 1) 

Péptido-Ser92+Phe-Péptido Corte (N) 
Bouvier J, Biochemistry 

1990 29 (43), 10113-10119  

NLRP3 NE Corte/Degradación. Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 
2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

p65RelA (subunidad p65 de 
NF-κB) 

NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

PTP1B y TCPTP NE 
Activación. Contribuye a la desfosforilación de proteínas clave 

de señalización. 
Gómez Maria A, 2010. 314 8 Vol1 

PTP-PEST NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

SHP-1 
(Src homology 2 domain-
containing phosphatase-1) 

No se especifica una 
secuencia de corte exacta, 
pero GP63 activa esta 
fosfatasa. 

Activación de SHP-1. Desfosforilación de proteínas clave. 
JAK/STAT, MAP y IRAK-1, comprometiendo la función 

microbicida del huésped. 

Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 
2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

Synaptotagmin XI NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

Syntaxin-5 NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

TAB1 
(TAK-1-binding protein-1) 

NE 
Corte/Degradación. Impide la interacción de TAB1-p38. Evita la 

activación de p38 MAPK, lo que suprime las respuestas 
inmunes. 

Gómez Maria A, 2010 314 8 Vol1.  

VAMP3 NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

VAMP8 NE Corte/Degradación. 
Guay-Vincent MM. PLoS Pathog. 

2022 Oct 3;18(10):e1010640. 

VSG péptido 38 
Ala-Lys-Asp-Ser-Ser-Ile-Leu-

Val-Thr-Lys-Lys-Phe-Ala 
Corte (N) 

Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

VSG péptido 36 Ala-Lys-Asp-Ser-Ser-Ile-Leu-
Val-Thr-Lys-Lys-Phe-Ala 

Corte (N) Bouvier J, Biochemistry 
1990 29 (43), 10113-10119  

 

*NE (No se especifica una secuencia de corte exacta). 
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La acción moduladora de GP63 representa un ejemplo singular de cómo un 

mecanismo originalmente destinado a la evasión parasitaria puede transformarse 

en una herramienta con aplicaciones terapéuticas. Su capacidad para intervenir de 

manera estratégica en puntos clave de la respuesta inmune, le confiere un valor 

especial como potencial agente inmunomodulador, pues no actúa de forma 

indiscriminada, sino que orienta la respuesta hacia un estado de menor inflamación 

y control regulado.  

Esto resulta particularmente relevante en las enfermedades inmunomediadas, 

donde las terapias actuales muestran limitaciones en eficacia y especificidad. En 

este sentido, GP63 se perfila como una alternativa prometedora para el diseño de 

nuevas intervenciones que aprovechen sus propiedades reguladoras, lo que 

justifica su exploración en este trabajo. 
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3.0 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

 

Evaluar el efecto sobre el inmuno-fenotipo y la función de Linfocitos B, de la línea 

celular Ramos y Mononucleares de Sangre Periférica humanas, expuestas a la 

metaloproteasa GP63 (Leishmanolysin) in vitro. 

 

3.2 Objetivo Específicos 

3.2.1 Establecer la dinámica molecular de la interacción entre GP63 y la 

proteína SYK de la señalización de los Linfocitos B in silico. 

 

Indicadores:  

▪ Protocolo de Docking Molecular proteína-proteína realizado y 

seleccionado.  

▪ Dinámica molecular del modelo de GP63 en interacción con la proteína 

SYK de Linfocitos B in silico establecida. 

 

3.2.2 Producir la proteasa GP63 recombinante y establecer un sistema de 

expresión constitutiva de la proteasa en líneas celulares humanas. 

 

Indicadores: 

▪ Células linfoides y mieloides transfectadas con plásmido L. major_ gp63 

WT (Wild type-Nativo) y mt (Mutado). 

▪ Células linfoides transducidas con vector lentiviral LV-MND-GP63 WT y 

LV-MND-GP63 mt. 

▪ Expresión de la proteína GP63 en líneas celulares de linfocitos B (Ramos) 

detectada. 
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3.2.3 Evaluar el efecto biológico de la expresión de la proteína GP63 sobre 

moléculas de linfocitos B in vitro. 

 

Indicadores: 

▪ Expresión de marcadores de activación, de linaje y maduración de 

linfocitos B (HLA-DR, CD40, CD38, CD19, CD27, CD45, CD11b) 

evaluada. 

▪ Expresión de proteínas intracelulares en linfocitos B (Syk, STING, 

Caspasa 3) evaluada. 

▪ Tipo de muerte celular en los linfocitos B expuestos a GP63 intra y 

extracelular, identificada.  

▪ Producción de las citoquinas IL-6, TNF antes y después de la activación 

de los linfocitos B, determinada. 

▪ Secreción de IgM antes y después de la activación de los linfocitos B, 

detectada. 
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4.0 DISEÑO METODOLÓGICO 

4.1 Diseño del estudio 

 

Este estudio busca evaluar el efecto de GP63 sobre los linfocitos B y sus proteínas 

de señalización, activación, maduración y linaje celular. Es un estudio experimental 

en el que se produjo la proteína recombinante y se creó un sistema de expresión 

constitutiva de la proteína GP63. Inicialmente, se hizo la exploración in silico de la 

interacción de GP63 con proteínas de interés en la inmuno biología de los linfocitos 

B, buscando establecer blancos moleculares viables para la intervención in vitro. 

Posteriormente, se llevó a cabo la transfección de células HEK293T con un 

plásmido de expresión de la proteína con el objetivo de obtener la proteína GP63 

purificada y concentrada para su uso en ensayos in vitro con LB (expuestos a la 

proteína recombinante).  

 

En tercer lugar, se desarrolló un vector lentiviral con el transgén de la proteína GP63 

(LV-MND-GP63) en células GPRTC (modificación de HEK293T) suministradas por 

el laboratorio GIS/LCIM del NIH. Posteriormente, se purificó y cuantificó el vector, y 

se realizó transducción de células linfoides y mieloides; obteniendo la producción 

de la proteína GP63 intracelularmente en los LB. Finalmente, se realizó la 

evaluación del efecto de la proteína sobre los LB y su estado de activación, 

maduración, diferenciación y linaje celular.  

Es importante resaltar y destacar, el apoyo de nuestros financiadores en cada una 

de las fases que hicieron posible este trabajo. La fase in silico de docking molecular, 

se desarrolló en el laboratorio de Bioquímica e Inmunología de la Universidade 

Federal de Minas Gerais, (UFMG) con el apoyo financiero de la Universidad del 

Valle, a través de la beca CIAM, también bajo la contribución de la beca del 

programa de fellows de la United Nations University Biotechnology Programme for 

Latin America and the Caribean (UNU-BIOLAC), su respaldo fue fundamental para 

el desarrollo de este trabajo. 
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La dinámica molecular y fase experimental de “wet Lab” fue financiada por los 

National Institutes of Health (NIH) de los estados Unidos a través del Pre-doctoral 

Supplemental Visiting Fellow Award del programa de Visiting Fellow del National 

Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) del programa de investigación 

intramural (IRP por sus siglas en inglés). Los experimentos se realizaron en la 

Genetic Immunotherapy Section (GIS) que hace parte del Laboratory of Clinical 

Immunology and Microbiology (LCIM) en Bethesda, MD, USA. 

 

4.2 Población de estudio y Consideraciones Éticas 

 

Este proyecto cuenta con la evaluación del Comité de Ética en Investigación en 

Salud, de la Universidad del Valle con código NA 013-025 con su más reciente 

aprobación del 01-julio-2025 quien considera que el proyecto no requiere aval ya 

que se utilizan líneas celulares en los experimentos in vitro.   

 

En los objetivos 2 y 3 de esta tesis se hizo uso de las líneas celulares comerciales 

de Linfocitos B Ramos (RA-1) ATCC® CRL-1596™, Linfocitos T Jurkat (E6-1) 

ATCC® TIB-152™, Monocitos THP-1 ATCC® TIB-202™, HEK293T (293T/17) 

ATCC® CRL-11268™, y células CHO (Chinese Hamster Ovary) Gibco ExpiCHO-

S™ Cells # A29127. Todas adquiridas oficialmente por los laboratorios en donde se 

llevaron a cabo los experimentos. 

  

En las 3 muestras de sangre total de donantes sanos voluntarios para obtención de 

MNSP (Mononucleares de sangre periférica); el aval ético fue gestionado por el 

programa de voluntarios del NIH: “Healthy Volunteer for Clinical Research” y las 

muestras conservadas en el biobanco del NIH. A cada participante se le comunican 

los objetivos, riesgos y beneficios del estudio. Se hizo entrega de su consentimiento 

informado, que cada participante leyó, entendió y firmó autorizando su participación 

en ensayos de investigación de forma voluntaria.  
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Los ensayos se realizaron por completo en laboratorios con nivel de bioseguridad 

BSL-2 en cabinas de flujo laminar, siendo seguro para el operador y sin que se 

replique el lentivirus en el hospedero humano, ni ningún otro vector no viral 

empleado en el proyecto. Con el fin de disminuir el nivel de Riesgo Mínimo que 

conllevaba este proyecto (Resolución No. 008430 del 4 de octubre de 1993). Solo 

el personal entrenado fue responsable de los procedimientos realizados y se 

llevaron a cabo bajo las normas de bioseguridad, asepsia y antisepsia. Todos los 

experimentos que se realizaron en este estudio fueron única y exclusivamente con 

propósitos de investigación. No se declaran conflictos de interés.  

4.3 Manejo de datos estadísticos 

 

Fuente de los datos: Experimentos y ensayos de laboratorio. 

Cada ensayo In vitro de transfección y transducción contó con al menos 3 

repeticiones experimentales. Los análisis de evidencia del efecto de la proteína 

GP63, se realizaron a partir de las repeticiones experimentales con réplicas 

biológicas por duplicado en cada placa. Los datos numéricos obtenidos durante las 

cuantificaciones de los títulos virales (Cts) del software del equipo del qPCR, fueron 

normalizados con el gen mkl2. Se definieron los niveles de expresión relativa por el 

método de ΔΔCt y fueron registrados en un archivo de Microsoft Office Excel. Las 

concentraciones de GP63, IL-6, TNF e IgM se obtuvieron por ensayos inmuno 

enzimáticos (ELISA), se calcularon con las respectivas curvas de cuantificación 

recomendadas por cada kit de uso.  

La hipótesis de normalidad de los datos se evaluó mediante la prueba de Shapiro-

Wilk, en los casos en los que se rechace la hipótesis nula de esta prueba se utilizó 

la mediana como medida de tendencia central y el rango como medida de 

dispersión, mientras que, si cumplen la normalidad de los datos, estos fueron 

representados con el promedio como medida de tendencia central y el error 
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estándar como medida de dispersión. Las variables se representaron mediante 

gráficas de puntos, barras, líneas estratificadas según el tipo de dato.  

Se realizaron análisis de varianza ANOVA para determinar las diferencias en la 

expresión y concentraciones de los marcadores evaluados. Si los datos no seguían 

la distribución normal se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis o de Mann-Whitney con 

sus comparaciones múltiples. En los casos en que fuera necesario se realizó una 

regresión no lineal para la identificación de datos atípicos o (Outliers) con la 

metodología de ROUT (Robust regression and outliers removal), se retiraron los 

puntos seleccionados por el programa estadístico y se realizó nuevamente el 

análisis. Todas las hipótesis de la tesis fueron consideradas con nivel de 

significancia de 0.05. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 

Prism (GraphPad Software), versión 6 y 10.  
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Figura 3 Estrategia experimental objetivo 1.0  

Establecer la dinámica molecular de la interacción entre GP63 y las proteínas de señalización celular de LB in silico. 
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Figura 4 Estrategia experimental objetivo 2.0  

Producir la proteasa GP63 recombinante y establecer un sistema de expresión constitutiva de la proteasa en líneas celulares 
humanas. 
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Figura 5 Estrategia experimental objetivo 3.  

Evaluar el efecto biológico de la expresión de la proteína GP63 sobre moléculas de LB in vitro. 
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5.0 CAPÍTULO 1 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO: Establecer la dinámica molecular de la interacción 

entre GP63 y las proteínas de señalización celular de Linfocitos B in silico. 

5.1 MARCO TEÓRICO 

5.1.1 Docking molecular 

 

El docking molecular es una técnica in silico empleada para predecir la orientación 

y afinidad de unión entre un ligando (pequeña molécula, péptido o proteína) y su 

macromolécula receptora (proteína, ADN, ARN). Se utiliza para identificar los modos 

de unión más probables y estimar la fuerza de la interacción, siendo una 

herramienta esencial en el diseño de fármacos, cribado virtual y estudio de 

mecanismos moleculares (58,59). Según el grado de flexibilidad considerado, el 

docking puede clasificarse como rígido (receptor y ligando permanecen estáticos), 

semirrígido (el ligando es flexible y el receptor permanece estático) o flexible (ambos 

adaptan su conformación durante el acoplamiento). Asimismo, el proceso puede 

realizarse con o sin restricciones espaciales, incorporando información experimental 

previa, como el sitio activo o residuos clave para la unión (59,60). 

Las plataformas más usadas incluyen AutoDock y AutoDock Vina (61,62) (de código 

abierto, ampliamente adoptadas), Glide (Schrödinger, alta precisión comercial), 

GOLD (CSD, versátil en manejo de flexibilidad), HADDOCK (63,64) (especializado 

en docking dirigido por datos experimentales), ClusPro (65,66) (orientado a 

interacciones proteína–proteína), SwissDock (interfaz web amigable) y ZDOCK 

(rápido y específico para proteínas). Cada una presenta ventajas y limitaciones en 

precisión, tiempo de cálculo y manejo de flexibilidad. Aunque el docking es 

fundamental para un cribado inicial, sus limitaciones incluyen la simplificación del 
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solvente y la falta de modelado completo de los cambios conformacionales, lo que 

puede llevar a falsos positivos o negativos (67,68). 

5.1.2 Dinámica molecular 

 

La dinámica molecular (MD) es una técnica computacional que simula el movimiento 

de los átomos y moléculas en función del tiempo resolviendo las ecuaciones de 

Newton. Permite evaluar la estabilidad estructural de un complejo, los cambios 

conformacionales, las interacciones dinámicas y la influencia del solvente en 

condiciones que imitan el entorno fisiológico (69). A diferencia del docking, la MD 

incorpora de forma explícita la energía térmica, la flexibilidad de la molécula y la 

influencia del entorno, lo que ofrece predicciones más realistas (70). 

Existen variantes como steered MD (para estudiar rutas de disociación o 

asociación), accelerated MD (para explorar eventos raros en menor tiempo), replica-

exchange MD (para muestrear mejor el espacio conformacional) y coarse-grained 

MD (para simular sistemas grandes reduciendo el detalle atómico) (71–73). 

Las plataformas más utilizadas son GROMACS(74) (código abierto, alta eficiencia 

y compatibilidad GPU), AMBER (amplia biblioteca de campos de fuerza), NAMD 

(75), (escalable para supercomputación), CHARMM (76) (robustez y métodos 

híbridos QM/MM) y Desmond (rápido y optimizado para cálculos masivos). La 

elección de la plataforma depende de factores como disponibilidad de licencias, 

recursos computacionales y requerimientos de precisión. 

La combinación de docking y dinámica molecular es estratégica: el docking 

proporciona hipótesis rápidas sobre la orientación de unión y la MD refina estas 

predicciones, evalúa su estabilidad y permite calcular energías libres más precisas, 

optimizando así el diseño experimental y reduciendo costos y tiempo en laboratorio 

(77–79). 
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5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.2.1 Identificación bioinformática de GP63 y proteínas diana. 

 

Inicialmente, se realizó una evaluación de la secuencia del centro activo de GP63. 

De las 223 secuencias reportadas en la base de datos TriTrypDB 

(https://tritrypdb.org/tritrypdb/app), utilizamos las 167 que tienen la secuencia 

completa. Se comprobó que la secuencia utilizada para los análisis 1LML, y que 

está asociada al único producto cristalizable de la proteína (PDB ID. 1LML) en el 

“Protein Data Bank” (PDB), (base de datos de la estructura tridimensional de las 

proteínas y ácidos nucleicos) (80)(https://www.rcsb.org/structure/1LML), es 

representativa de todas las especies de Leishmania spp, independiente de su 

tropismo y carácter patogénico (Anexo1).  

Posteriormente, se realizó un listado de moléculas de la señalización de LB, 

basados en las referencias bibliográficas relacionadas a la activación celular, 

supervivencia, diferenciación y linaje (Anexo 2). Este listado se comparó con la base 

de datos MEROPS “The peptidase database” release 12.5 

(https://www.ebi.ac.uk/merops/), obteniendo la clasificación, nomenclatura, 

secuencia de aminoácidos susceptibles de proteólisis y los sustratos reportados de 

GP63 (81,82) (Tabla 1.0). Esto con el fin de verificar si algún sustrato coincidía con 

las moléculas del listado para seleccionar nuevas proteínas blanco. De las que no 

hubo coincidencia, se buscaron las estructuras cristalizables de las proteínas, según 

los criterios de selección basado en resolución del cristal, mutaciones, secuencias 

y ligandos. Ya con esos archivos se realizaron ensayos in silico de interacción 

proteína-proteína, siendo el análisis más relevante el realizado entre GP63 y la 

proteína SYK en el cual se evidenciaron interacciones directas entre los residuos de 

SYK (en especial la Lys394) y el centro activo de GP63 (en especial el Glu265).  

 

https://tritrypdb.org/tritrypdb/app
https://www.rcsb.org/structure/1LML
https://www.ebi.ac.uk/merops/
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5.2.2 Análisis de Docking Molecular  

 

Con los archivos de característica (.PDB) incluida una proteína de control (la 

quemoquina CXCL10) como único reporte de interacción entre una proteína 

humana y la metaloproteasa GP63 in silico (48,83),  se buscó comprobar la teoría 

de corte de GP63 y observar la interacción entre el centro activo y una molécula 

conocida, con el fin de estandarizar el protocolo de docking molecular. El Docking 

permite evidenciar la posible interacción entre dos estructuras proteicas. Esta 

técnica puede realizarse en modalidad rígida, como en la plataforma bioinformática 

“ClusPro 2.0” (https://cluspro.org/login.php) (65,67,68) la cual se empleó en los 

ensayos iniciales para la selección de proteínas blanco en LB. También puede 

implementarse en modalidad semirrígida, que permite cierto grado de flexibilidad 

conformacional, como es el caso de la plataforma“Haddock 2.4” 

(https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4) (63,64). Existen otro tipo de recursos 

computacionales como “Alphafold protein structure data base” 

(https://alphafold.ebi.ac.uk/)  (84,85) en los que se recreó por completo la estructura 

tridimensional de la proteína, solo con la secuencia de sus aminoácidos, e incluso 

fue posible generar modelos de interacción entre las dos proteínas sin los archivos 

(.PDB).   

De un panel inicial de 10 proteínas candidatas (Tabla 2.0), se priorizó una proteína 

que tuviera relevancia para la señalización a través del BCR en LB. Finalmente, los 

modelos de interacción molecular definitivos fueron para la proteína de la 

señalización intracelular de LB (Syk PDB 4XG2) y (GP63 PDB 1LML), los cuales 

fueron analizados en Haddock 2.4. Los residuos clave involucrados en la interacción 

fueron seleccionados basándose en la literatura y análisis de accesibilidad 

superficial. La parametrización del Docking se realizó definiendo los residuos activos 

y pasivos dentro de Haddock, empleando restricciones en los aminoácidos en el 

modo semi-flexible para permitir ajustes conformacionales durante el acoplamiento, 

también se realizó el refinamiento final en agua, que optimizó la estabilidad del 

https://cluspro.org/login.php
https://rascar.science.uu.nl/haddock2.4
https://alphafold.ebi.ac.uk/
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complejo. Por último, el mejor modelo se sometió a herramientas de cálculo y 

predicción como “PDBSum” (https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/PDBsum1/) (86) y “PDBePISA Protein Interfaces, Surfaces and 

Assemblies)” (https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/)  (87). 

Las interacciones moleculares evaluadas en estas plataformas recrearon la 

interacción proteína-proteína, y arrojaron datos claves sobre la bioquímica de 

interacción, sin embargo, está recomendado hacer una evaluación más detallada y 

con condiciones fisiológicas estables y controladas. 

5.2.3 Análisis de Dinámica molecular  

 

Con esta simulación computacional se analizó el comportamiento o evolución de la 

interacción entre las proteínas a través del tiempo. Se calcularon las fuerzas entre 

los átomos para acercarse o repelerse y se concretó el modelo de interacción a nivel 

bioquímico y energético. Cada complejo fue hidratado en agua TIP3P pre-

equilibrada dentro de una caja cúbica de aproximadamente 120 Å por lado. Las 

simulaciones se realizaron a una temperatura constante de 37 °C y una presión de 

1 atm, utilizando condiciones de frontera periódicas (PBC) y el método de Mallas de 

Ewald en partículas (PME), con la representación de todos los átomos del campo 

de fuerza CHARMM36 (versión c4621). Se asumió que todos los residuos estaban 

sin carga a pH neutro, incluida la histidina, con excepción de D–, E–, K+ y R+; el 

software PropKa (versión 3.5.0) se utilizó para validar esta asignación, usando 

primero las estructuras iniciales y luego fotogramas tomados a lo largo de la 

simulación molecular, para mantener la consistencia. Se distribuyeron 

aleatoriamente 120 mM de iones Na+ y Cl–, y se añadieron 13 Na+ para neutralizar 

los sistemas después de introducir el ion Zn2+ en el sitio catalítico. La proteína GP63 

contenía nueve puentes disulfuro, mientras que Syk no presentaba ninguno. 

Siguiendo el protocolo estándar de minimización, calentamiento y equilibrio, se 

realizaron tres simulaciones independientes (fase productiva) de 200 ns cada una, 

https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PDBsum1/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PDBsum1/
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/
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en el ensamble NPT con “VMD-NAMD” (versión 3.0) (75,88) para los complejos de 

Syk:GP63 nativo o de tipo silvestre (WT) y el mutante E265A. Los datos se 

recopilaron en conjuntos únicos para su análisis durante la segunda mitad de la 

simulación, asegurando que se hubieran producido todas las reestructuraciones 

transitorias. Este enfoque permitió un estudio comparativo de las conformaciones e 

interacciones en la interfaz Syk:GP63. Las redes de interacción se calcularon con 

base en un criterio de distancia (δ): las interacciones polares (incluyendo enlaces 

de hidrógeno y puentes salinos) y no polares (incluyendo interacciones hidrofóbicas 

y de dispersión); se definieron según la distancia entre átomos donadores y 

aceptores de cadenas laterales (δAD < 3 Å) y entre átomos de carbono de cadenas 

laterales (δCC < 4.8 Å), respectivamente. La fuerza de una interacción entre dos 

residuos es una medida del número y persistencia de la interacción a lo largo de la 

simulación, y sirve como aproximación de su intensidad; las estadísticas 

correspondientes se muestran en los resultados.  
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Tabla 2 Secuencias PDB de cristales analizados  

 

Nombre 
PDB 
Cod. 

Clasificación Organismo Mutaciones Método 
Resolución 

(Å) 
Secuencia 

(aa) 
Ligandos 

Leishmanolysin (GP63) 1LML* Metaloproteasa L. major — Difracción de 
Rayos X 1.86 478 Zn²⁺ 

Syk tandem SH2 + 
phospho-ITAM péptido 1A81 

Complejo de 
proteína 

adaptadora 

Homo 
sapiens — Difracción de 

Rayos X 3.0 256 Phospho-ITAM 
péptido 

Syk kinase + AZ13344324-
2 inhibidor 6ZCU Tirosina quinasa 

(Transferasa) 
Homo 

sapiens — Difracción de 
Rayos X 1.73 299 AZ13344324-2 

Syk kinase (apo) 4XG2* Tirosina quinasa 
(Transferasa) 

Homo 
sapiens — Difracción de 

Rayos X 2.21 620 — 

Syk kinase + inhibidor 
G206/G207/O259/etc. 4XG7 Tirosina quinasa 

(Transferasa) 
Homo 

sapiens — Difracción de 
Rayos X 1.76 290 X7G ligando 

CD38 ectodominio + 
inhibidor covalente 8P8C 

Hidrolasa  
(ADP-ribosil 

ciclasa) 

Homo 
sapiens Sí (4) Difracción de 

Rayos X 2.0 256 Pyrazole-based 
inhibidor 

CD19 ectodominio 
(N138Q) + B43 Fab 6AL5 Inmunoglobulina 

receptor 
Homo 

sapiens N138Q Difracción de 
Rayos X 3.0 300 B43 Fab 

fragmento, NAG 

CXCL10 / IP-10 
quimioquina 1LV9 Quimioquina Homo 

sapiens — NMR 
Espectroscopia — 77 — 

CXCL10 
 (M-form tetrámero) 1O7Y Quimioquina 

 (C-X-C motif) 
Homo 

sapiens — Difracción de 
Rayos X 3.0 77 SO₄²⁻ 

 
* Secuencias del modelo 5.1 del docking y dinámica molecular 
-Syk (Spleen tyrosine kinase) L.major (Leishmania major) 
-NMR(Resonancia magnética nuclear) 
-NAG (2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose).
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5.3 RESULTADOS CAPÍTULO 1 

 

5.3.1 Análisis computacional de la interacción de GP63 con proteínas de la 

activación de linfocitos B humanos. 

 

Con el objetivo de esclarecer el efecto de la interacción entre GP63 y posibles 

blancos moleculares en los LB, se realizaron acoplamientos in silico tipo Docking 

entre proteína-proteína, esperando que coincidiera en la interacción molecular el 

centro activo catalítico de la proteasa y los sitios postulados de clivaje en las 

proteínas blanco. Se utilizó como control de estandarización de las condiciones del 

docking, el único reporte tipo proteína-proteína entre GP63 y una molécula del 

sistema inmune, la citoquina CXCL10 (Anexo 1). Posterior al filtro realizado de 

selección de blancos moleculares, la mejor interacción obtenida en docking 

exploratorio, fue para Syk (4XG2 .pdb) y GP63 (1LML .pdb) cuyos resultados se 

presentan a continuación.   

5.3.1.1 El modelo de docking molecular in silico de GP63 y Syk sugiere una 

favorable capacidad de interacción. 

 

El acoplamiento molecular semirrígido entre GP63 y Syk tuvo en cuenta la 

puntuación HADDOCK, que indica a cuántas desviaciones estándar de la media se 

encuentra un “clúster” (grupo) en términos de puntaje (cuanto más negativo, mejor). 

Se obtuvieron 122 estructuras en 14 clúster(es), lo que representa el 61 % de los 

modelos. El mejor clúster es el (nº 5.1), con una media de -74,0 +/- 8,2 kcal/mol, lo 

que indica una interacción bioquímica muy favorable. La mejor pose de 

acoplamiento dentro de este clúster tenía una puntuación HADDOCK individual de 

Z-score -0,1 kcal/mol, con contribuciones de energías de Van der Waals (-47,2 +/- 

9,3 kcal/mol), electrostáticas (-166,9 +/- 57,5 kcal/mol) y de desolvatación (-3,0 +/- 

4,9 kcal/mol) (Tabla 3.0). Estos valores respaldan energéticamente la interacción 

entre las dos proteínas.  
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Tabla 3 Resultados de puntajes y energías de los mejores modelos de acoplamiento molecular. 

Parámetro de 
interacción 

CLÚSTER 2 CLÚSTER 14 CLÚSTER 5* 

HADDOCK score -94.9 +/- 2.8 -86.9 +/- 4.9 -74.0 +/- 8.2 

Cantidad de clústeres 19.00 4.00 9.00 

RMSD de la menor energía 
de la estructura 22.9 +/- 0.6 24.6 +/- 0.5 8.9 +/- 0.1 

Energía de Van der Waals  -48.0 +/- 5.0 -41.7 +/- 4.3 -47.2 +/- 9.3 

energía electrostática -334.6 +/- 52.5 -328.3 +/- 27.8 -166.9 +/- 57.5 

Energía de desolvatación 4.1 +/- 1.9 -2.6 +/- 1.3 -3.0 +/- 4.9 

Energía de violación de 
restricciones 158.9 +/- 46.0 230.0 +/- 51.9 96.8 +/- 17.3 

Área de superficie 
inaccesible 1760.4 +/- 58.3 1933.3 +/- 121.6 1668.2 +/- 73.2 

Z-score -2.30 -1.50 -0.10 

                            

                           *El clúster 5 fue el seleccionado para los ensayos de dinámica molecular.
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Comparaciones entre el acoplamiento sin y con restricciones en los aminoácidos de 

la interacción, revelaron que la inclusión de estas restricciones experimentales 

conduce a un sitio de unión de Syk más localizado en el centro activo de GP63, con 

una disminución de la energía de unión y mejora en la precisión del modelo. (Tabla 

3.0) (Figura 6.0). Para corroborar estos hallazgos, realizamos el análisis del mejor 

modelo en la plataforma PDBsum, obteniendo los valores estadísticos de la 

bioquímica intermolecular entre ambas proteínas.  

5.3.1.2 La interfase proteína-proteína de GP63 y Syk es bioquímicamente válida y 

estable. 

 

Se identifican 2 puentes salinos y 6 puentes de hidrógenos en la interacción. Las 

distancias entre los aminoácidos His264, His268, His334 y el átomo de Zn2+ en 

GP63 se mantuvieron por debajo de los 3.0Å (2.07,1.93 y 2.28Å respectivamente); 

sin signos de cambio conformacional de la proteína por la interacción (Figura 6.0). 

La relación de residuos involucrados en la interfase fueron 17 para GP63 y 13 para 

Syk (17:13 res). Para destacar, se identifica el puente de hidrógeno entre el ácido 

glutámico Glu265 (E265) de GP63 con la lisina Lys394 (K394) de Syk con una 

distancia significativa de 2.55Å entre estos residuos (Figura 7.0). Éste es el mismo 

aminoácido observado en el docking molecular, con proximidad al centro activo de 

la proteasa (Figura 6.0) y que cobra importancia en el análisis, ya que este 

aminoácido hace parte del sitio de unión postulado para la proteólisis de Syk 

(QMKK), coincidiendo con la regla de corte de GP63 

(Polar/Hidrofóbico/Básico/Básico). La estructura que accede al centro activo es un 

giro entre dos hojas plegadas beta, dejando accesible el carbono para clivaje 

proteolítico (Figura 7.0). 

 

 



49 
 

 

 

 

 

Figura 6 Docking molecular de la interacción proteína-proteína entre GP63 y Syk. 

Clúster 5.1 seleccionado según la mejor puntuación Haddock.  En azul claro se muestra la estructura en superficie de GP63 y en gris la proteína 
Syk. En color rojo se representan las histidinas (His264, His268, His334), el ácido glutámico (Glu265) en amarillo en el centro activo de GP63 y el 
Zn2+ Penta-coordinado.  En azul oscuro se representan los residuos de aminoácidos de la proteína Syk que ingresan al sitio catalítico en especial la 
lisina (Lys394). Modelo analizado en software Pymol v2.5.8. 
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Figura 7 PDBSum análisis del modelo 5.1 interfase GP63:Syk. 

Identificación de interacciones intermoleculares que contribuyen a la estabilidad del complejo. A) LIGPLOT de 
los residuos del centro activo de GP63 con el residuo que establece el puente de hidrógeno estabilizador, Lys394 
en rojo. B) Diagrama de relación de los residuos de la superficie de contacto. C) Distancias en Å (angstroms) 
entre los átomos de la interfase. D) Estructura secundaria y secuencia de la interfase donde ocurriría el clivaje 
proteolítico. Imagen PDBsum análisis.



51 
 

Establecida la interfase entre estas dos proteínas e identificación de múltiples 

interacciones, como puentes de hidrógeno y contactos hidrofóbicos de distancias 

cortas, se procede a realizar simulaciones de dinámica molecular. Dado que el 

docking representa un modelo estático o semirrígido, como es en nuestro caso; es 

necesario evaluar la estabilidad bioquímica y estructural del complejo en 

condiciones fisiológicas y termodinámicas controladas, para determinar posibles 

cambios conformacionales que favorezcan más o menos la interacción predicha.  

5.3.1.3 Dinámica molecular entre Syk y GP63 establecida.  

 

Dado que la sustitución del residuo glutámico E265 por una alanina (E265A) en el 

centro activo de GP63 reduce significativamente su actividad proteolítica (48,83) se 

diseñaron dos estrategias comparativas para el análisis mediante dinámica 

molecular: una con la conformación nativa o tipo salvaje (wild-type, WT) y otra con 

la mutación puntual E265A (mutante, mt). Las simulaciones se realizaron utilizando 

el modelo 5.1 obtenido del docking molecular inicial en HADDOCK, sobre el cual se 

introdujo in silico la mutación en el centro activo. Los resultados evidenciaron un 

cambio conformacional notable en la variante mutada, que respalda 

computacionalmente la pérdida de actividad enzimática observada para GP63. 

El análisis de trayectorias mostró que el complejo se mantuvo estable a lo largo de 

la simulación, con una RMSD (Root Mean Square Deviation) media de 

aproximadamente 2,5 Å, en la que valores inferiores a 3Å se consideran aceptables, 

también se observó disminución progresiva de la energía potencial (Anexo video). 

Además, el análisis de enlaces de hidrógeno y las mediciones de la superficie de 

contacto de la interfase, revelaron que los residuos clave mantuvieron interacciones 

estables a lo largo del tiempo (200ns), lo que sugiere una unión robusta entre Syk y 

GP63 WT. Por el contrario, el análisis con la secuencia GP63 mt mutada, indica un 

aumento en las distancias entre los residuos de Syk que ingresan en el sitio 

catalítico de la metaloproteasa (Valores >10Å) (Figura 8.0).  
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Las interacciones detalladas entre residuos polares y no polares son descritas en la 

Figura 9.0, donde observamos como el cambio conformacional por la mutación, 

hace que los aminoácidos que deberían ingresar al centro activo se alejen y 

establezcan vínculos con otros aminoácidos periféricos. Esto evita que la lisina 

(K394) ingrese al centro activo, y por el contrario se una a la serina (S219) que 

presenta características ácidas, lo opuesto a lo sugerido en la clave de corte 

esperada por GP63 (sería un aminoácido básico) (Figura 9.0). 
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Figura 8 Representación de la superficie molecular del complejo GP63:Syk nativa 
(WT) y mutante (mt).  

Representación del bolsillo catalítico A) el ion Zinc en verde; residuos coordinados H264, H268, H334 
en azul y E265 en rojo en el WT, B) el residuo A265 no coordinado en el mutante (sin color). Los 
cambios en el patrón de interacciones interfaciales desencadenados por la mutación E265A se 
sumaron a un reposicionamiento de Syk con respecto a GP63, que puede afectar a la actividad 
catalítica, posiblemente alterando la coordinación entre el Glu265, el Zn2+ y H2O en el sitio catalítico. 
Imagen software UCSF ChimeraX v1.9.
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Figura 9 Interacciones polares y no polares en la interfaz del complejo GP63:Syk nativo (WT paneles A y B) y (mt 
paneles C y D).   

A y C) Todas las interacciones polares representados así en rojo: residuos ácidos; azul: básicos; verde: neutro. B y D) Principales interacciones no polares (hidrofóbicas, 
aromáticas o de dispersión) entre grupos no polares de cadenas laterales polares y neutras netas. Los residuos del sitio catalítico de GP63 se resaltan en verde y amarillo 
en el panel A, y la lisina catalítica de Syk (K394) se muestra en azul claro en el panel C. Las dos proteínas están giradas 90° en direcciones opuestas desde la vista 
lateral de la Fig. 8 para revelar la interfaz, como indican los iconos de libro. Imagen software UCSF ChimeraX v1.9.



55 
 

5.4 DISCUSIÓN CAPÍTULO 1 

 

La metaloproteasa GP63 es una proteína presente en la superficie de varias 

especies de Leishmania spp; su importancia radica en su capacidad de alterar la 

señalización, adhesión, internalización, supervivencia celular y modular de la 

respuesta inmune del huésped (89). Diversos estudios han empleado herramientas 

bioinformáticas para entender la estructura, función y propiedades fisicoquímicas de 

la interacción de GP63 con diferentes ligandos; siempre en el contexto de la 

infección parasitaria, para comprender su papel como factor de virulencia o como 

potencial blanco para el desarrollo de tratamientos anti-leishmaniasis (90–92). Sin 

embargo, hasta la fecha no hay reportes de sus propiedades como agente 

inmunomodulador exógeno, con capacidad de modular funciones celulares in vitro 

con fines terapéuticos o de investigación. Esta nueva aproximación funcional de 

GP63, plantea el dejar de considerarla exclusivamente como una molécula 

patogénica, a reconocer su valor como una herramienta experimental, para inducir 

estados inmunológicos específicos de forma dirigida. 

La estructura cristalográfica disponible de GP63 (PDB ID 1LML) ha sido clave para 

comprender en profundidad sus propiedades estructurales y funcionales, no solo 

para descifrar sus mecanismos de acción, sino que también abre la posibilidad de 

manipularla racionalmente, intervenir sus interacciones y eventualmente redirigir su 

función (40). Con esto en mente, lo primero que se hizo fue un estudio de 

acoplamiento molecular (docking) para explorar el comportamiento de GP63 en 

condiciones in silico y, en particular, evaluar si alguna de las proteínas escogidas 

que hacen parte de la señalización de los LB era capaz de posicionarse en su centro 

activo de forma compatible con una posible interacción funcional. Tras múltiples 

ensayos de docking con diversas proteínas candidatas, seleccionamos a Syk (PDB 

ID 4XG2) como modelo final, dado que presentó la mejor afinidad y una orientación 

estructural coherente con una posible susceptibilidad a interacción directa con 
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GP63, siendo Syk además una proteína que participa en la activación de células 

mieloides lo cual le confiere un rango de acción interesante de evaluar (93).  

Syk es una tirosina quinasa citoplasmática fundamental en la señalización de los 

LB, es un mediador clave de la transducción de señales iniciadas por el complejo 

BCR.  Syk desencadena una cascada de eventos que incluyen activación de BTK, 

PLCγ2, aumento del calcio intracelular y finalmente la activación de factores de 

transcripción como NF-κB, NFAT y AP-1 (94); todos esenciales para la 

supervivencia, activación, diferenciación y respuesta funcional de los LB (95,96). 

Debido a esta posición estratégica en la señalización, Syk ha sido blanco frecuente 

de interferencia por parte de patógenos que buscan evadir la respuesta inmune 

adaptativa (96–99). Por esta entre otras razones, seleccionamos a Syk como 

candidato principal para evaluar su posible interacción estructural con GP63, 

partiendo de la hipótesis de que la proteasa podría interferir con su función o 

estabilidad y, por ende, alterar la señalización de los LB. 

Para orientar y comparar nuestro análisis, tomamos como referencia el estudio de 

Antonia et al. 2019/2021 (48,83) el único hasta la fecha que ha realizado docking 

entre GP63 y otra proteína (CXCL10 para predecir el sitio de unión), dado que la 

mayoría de los reportes disponibles en la literatura se han enfocado en el 

acoplamiento de GP63 con moléculas pequeñas o compuestos químicos, no con 

proteínas (100,101). De igual forma, otros grupos han aplicado dinámica molecular 

limitada a interacciones con ligandos químicos o a la proteína sola, sin explorar la 

evolución temporal y conformacional de una interacción proteína–proteína en 

condiciones simuladas (102). A diferencia de esos estudios, este trabajo de tesis 

representa, hasta donde hemos podido documentar, el primer análisis de dinámica 

molecular de GP63 en complejo con otra proteína completa.  

En el trabajo de Antonia et al., se hizo acoplamiento en la plataforma Zdock entre 

GP63 y CXCL10 sin aplicar restricciones (Blind docking), lo cual limitó la precisión 

del modelo obtenido. Proponen un sitio de corte en la región AIK (aa81-aa83), que 
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no cumple completamente con el patrón preferido por GP63 (residuos polares, 

hidrofóbicos, básicos y básicos), descrito en estudios previos como óptimo para su 

actividad proteasa (43,103). Recreamos in silico la misma simulación, 

(GP63:CXCL10) con el fin de estandarizar nuestro protocolo, y no tuvimos 

coincidencia con los datos reportados por ellos. No observamos que la secuencia 

reportada AIK estuviese cerca del centro activo en todos los modelos que arrojó la 

plataforma ClusPro. Aunque en ese estudio no se incorporaron restricciones 

específicas durante el docking como (data-driven docking) o AIRs (ambiguos 

interaction restraints), sus resultados fueron posteriormente respaldados por 

evidencia experimental que al parecer confirmó la interacción y el clivaje funcional 

de la quemoquina CXCL10 (83). 

Este hallazgo sugiere que, en algunos casos, el acoplamiento ciego puede 

identificar interacciones fisiológicamente relevantes, no obstante, la ausencia de 

restricciones podría aumentar el riesgo de falsos positivos, y por eso, el usar datos 

de predicciones funcionales para guiar el docking, sigue siendo una estrategia más 

robusta y controlada. En nuestro caso, optamos por esa aproximación más racional 

y dirigida, incorporando criterios estructurales y funcionales en nuestros ejercicios 

de docking, como la adición del Zn2+ y el H2O que son vitales para la proteólisis.  

Los resultados del docking inicial mostraron una interacción energéticamente muy 

favorable con una media HADDOCK de -74.0 +/- 8.2 kcal/mol y un Z-score individual 

de -0.1 kcal/mol. Esta interacción está respaldada por 2 puentes salinos y 6 puentes 

de hidrógeno, siendo crucial el puente de hidrógeno entre el ácido glutámico  (E) 

Glu265 de GP63 y la lisina Lys394 de Syk. Este dato es muy importante ya que si 

coincide la secuencia postulada de corte en Syk (QMKK) con la regla de GP63, 

indicando un potencial clivaje proteolítico.  

El docking molecular considera a la proteína como una estructura rígida o 

semirrígida, y se enfoca en encontrar la mejor "pose" de unión para el ligando (67). 

Mientras que, la dinámica molecular simula el comportamiento de las moléculas en 
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función del tiempo bajo condiciones fisiológicas (temperatura, presión, solvente), 

para calcular la evolución del sistema completo,  permitiendo observar la estabilidad 

de la interacción, fluctuaciones conformacionales, formación de puentes de 

hidrógeno, entre otros fenómenos que no son capturados por el docking y que 

podrían ocurrir biológicamente in vitro o in vivo .  

Las simulaciones de dinámica molecular que han realizado otros grupos han 

demostrado la rigidez, la poca heterogeneidad y la conservación de los residuos del 

centro activo de GP63, siendo una característica única a diferencia de las otras 

metaloproteasas del mismo grupo como la colagenasa neutrofílica humana (MMP-

8) (104). Por eso consideramos confirmar el comportamiento de nuestro modelo por 

análisis de dinámica molecular y verificar si la interacción era estable y duradera o 

si requería un cambio conformacional de la proteína.  

Nuestras simulaciones de dinámica molecular demostraron la estabilidad del 

complejo (GP63 : Syk) con la proteína de tipo salvaje (WT) en condiciones 

fisiológicas y termodinámicas controladas, manteniendo un RMSD medio de 

aproximadamente 2.5 Å y conservando las interacciones clave a lo largo de 200 ns, 

lo que sugiere una unión robusta. La validación experimental de este modelo in silico 

se reforzó al observar que la mutación puntual E265A en el centro activo de GP63, 

conocida por disminuir notablemente su función proteolítica, provocó un cambio 

conformacional que impidió la entrada de la Lisina 394 de Syk al sitio catalítico y 

alteró las interacciones en la interfase. Este hallazgo no solo respalda la pérdida de 

actividad enzimática de GP63 por la mutación E265A, sino que también confirma la 

importancia crítica del ácido glutámico Glu265 en la interacción (GP63 : Syk) y en 

el mecanismo de corte o clivaje.  

Estos hallazgos proporcionan evidencia in silico que apoya fuertemente la 

interacción y potencial clivaje de Syk por GP63, sentando las bases para futuras 

investigaciones experimentales que esclarezcan el papel funcional de esta 

interacción en la inmunobiología de los LB. Sin embargo, Aunque los modelos in 
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silico que utilizamos predijeron una interacción favorable entre GP63 y Syk, 

experimentalmente no observamos alteración del nivel total de Syk por citometría 

de flujo. Es importante considerar que el docking y la dinámica predicen afinidad 

estructural o estabilidad del complejo, pero no garantizan consecuencias 

funcionales, como la degradación, activación o inhibición de la proteína blanco 

(105). 

Además, realizamos una medición de Syk total y esto no permite detectar cambios 

en su estado de activación (generalmente medido por fosforilación en Tyr352 o 

Tyr525/526). Es posible que la interacción in vitro entre GP63 y Syk ocurriera, pero 

que no resultara en una modificación detectable de la proteína total, es posible que 

GP63 haya cortado solo una fracción de Syk, insuficiente para alterar el total 

detectable por citometría o que la concentración de GP63 fuese insuficiente. Así 

pues, consideramos que debe evaluarse la fosforilación funcional de la proteína Syk 

bajo el efecto de la proteína GP63 adicionada exógenamente o por expresión 

intracelular a futuro, para sustentar experimentalmente esta interacción.  
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5.5 Resumen de los hallazgos: 

 

I. Los estudios de acoplamiento molecular iniciales entre GP63 y Syk 

revelaron una interacción bioquímica y física muy favorable con un Z-

score HADDOCK de -0.1 kcal/mol, destacando el puente de hidrógeno 

entre el (E) Glu265 de GP63 y Lys394 de Syk, crucial por su 

proximidad al centro activo de la proteasa y su coincidencia con el sitio 

de clivaje postulado. 

 

II. Las simulaciones de dinámica molecular confirmaron la estabilidad y 

robustez del complejo GP63 : Syk WT a lo largo de 200ns en 

condiciones fisiológicas, manteniendo interacciones clave entre 

residuos y un RMSD medio de aproximadamente 2.5 Å, lo que indica 

una unión sólida. 

 

 

III. La mutación E265A en GP63 resultó en un cambio conformacional 

significativo que impidió la correcta interacción de los residuos de Syk 

en el sitio catalítico, con una posible disminución en su función 

proteolítica. 
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6.0 CAPÍTULO 2 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO: Producir la proteasa GP63 recombinante y 
establecer un sistema de expresión constitutiva de la proteasa en líneas 
celulares humanas. 

6.1 MARCO TEÓRICO 

 

6.1.1 Producción de proteínas recombinantes 

 

La producción de proteínas recombinantes es una herramienta fundamental en la 

investigación biomédica, la industria farmacéutica y la biotecnología. Esta 

tecnología permite la expresión controlada de genes de interés en sistemas 

celulares, facilitando el estudio funcional de proteínas. Existen diversos sistemas de 

expresión: bacterianos, levaduras, insectos, libres de células y mamíferos. Estas 

últimas se destacan por su capacidad de realizar modificaciones postraduccionales 

complejas, como glicosilaciones (106), plegamiento correcto y formación de enlaces 

disulfuro, fundamentales para mantener la funcionalidad y estabilidad estructural de 

las proteínas  (107) (Tabla 4).  

En nuestro proyecto seleccionamos el uso de células mamíferas, porque GP63 

contiene una glicosilación importante en el centro activo, y requeríamos que no solo 

se plegara bien, sino que fuera funcionalmente activa. En otras plataformas se ha 

hecho la expresión de la proteína y esta no ha sido lo suficientemente robusta para 

recrear su función natural inmunomoduladora (108–111).  

6.1.2 Células CHO y Células HEK 

 

Las líneas celulares CHO (Chinese Hamster Ovary) y HEK293 (Human Embryonic 

Kidney 293) son ampliamente utilizadas como modelos para expresión de proteínas 

recombinantes. CHO se caracteriza por su alta capacidad de crecimiento en medios 

libres de suero y adaptabilidad a cultivos en biorreactores, lo cual la convierte en la 
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principal plataforma para producción industrial de fármacos proteicos. Las HEK293, 

por su parte, permiten una transfección eficiente y una expresión transitoria robusta, 

ideal para estudios de investigación básica. Sin embargo, ambas líneas presentan 

limitaciones: las CHO pueden generar patrones de glicosilación distintos al humano, 

mientras que HEK293, al ser de origen tumoral, puede tener expresión basal 

elevada de ciertas vías de señalización (107,112). 

 

6.1.3 Células primarias y su susceptibilidad a transfección/transducción 

 

La transfección es la introducción no viral de ácidos nucleicos (DNA, RNA y 

proteínas) en células mediante métodos físicos (como electroporación) o químicos 

(como liposomas). Suelen tener alta eficiencia en líneas transformadas, pero baja 

en células primarias. En contraste, la transducción implica el uso de vectores virales 

para transferir información genética, ofreciendo una mayor eficiencia y estabilidad 

de expresión de las proteínas, especialmente en células difíciles de modificar. El 

uso de lentivirus permite una integración estable del material genético en el genoma 

del hospedero (113,114) . 

Las células primarias, derivadas directamente de tejidos, presentan una fisiología 

más representativa del contexto in vivo. No obstante, su manipulación genética 

resulta un desafío debido a su baja eficiencia de transfección y limitada capacidad 

proliferativa. La transducción viral, especialmente mediante lentivirus, ha 

demostrado ser más eficaz en estos modelos celulares, permitiendo la inserción 

estable de genes incluso en células no proliferativas como neuronas o LT y LB (115).
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Tabla 4 Sistemas de Expresión de Proteínas Recombinantes 

Modelo Aplicación común Ventajas Desventajas 

Bacteria 

 

Ensayos funcionales 
Análisis de estructura 
Producción de anticuerpos 
Interacciones entre proteínas 

✔ Bajo costo 
✔ Escalable 
✔ Cultivo con requerimientos simples 

• Solubilidad de la proteína 
• Puede requerir optimización especial 

para cada proteína 
• Dificultad en la expresión de proteínas 

de mamíferos 

Levadura 

 

Ensayos funcionales 
Análisis de estructura 
Producción de anticuerpos 
Interacciones entre proteínas 

✔ Procesamiento eucariota de proteínas 
✔ Escalable hasta la fermentación (Gramos por 

litro) 
✔ Requisito de medios simple 

• Se requiere fermentación para alto 
rendimiento 

• Las condiciones de crecimiento 
requieren optimización 

Algas 

 

Estudio de la fotosíntesis, biología de 
plantas, lípidos y metabolismo 
Ingeniería genética 
Producción de biocombustibles 

✔ Modificaciones genéticas y expresión de 
sistemas para microalgas fotosintéticas 

✔ Control experimental para biocombustibles, 
nutraceúticos y producción química especial 

✔ Optimizado para selección y expresión robusta 

• Tecnología reciente, en crecimiento 
• Menos desarrollada en comparación 

con otras plataformas 

Insectos 
 

 

Ensayos funcionales 
Análisis de estructura 
Producción de Proteínas 
intracelulares 
Expresión de proteínas complejas 
Interacciones entre proteínas 
Producción de virus 

✔ Similar a cultivos en células mamíferas 

✔ Puede ser utilizados en cultivos estáticos o en 
suspensión 

• Cultivos con condiciones más 
demandantes que en eucariotas 

• La producción de vectores tipo 
baculovirus consumen mucho tiempo 

Mamíferos 

 

Ensayos funcionales 
Análisis de estructura 
Producción de anticuerpos 
Expresión de proteínas complejas 
Interacciones entre proteínas 
Producción de Bio-fármacos 

✔ Alto nivel de procesamiento 

✔ Puede producir proteínas de forma estable o 
transitoria 

✔ Sistema robusto optimizado de producción de 
proteínas de alto rendimiento 

• Rendimiento de gramos por litro 
únicamente en cultivos en 
suspensión 

• Condiciones de cultivo más exigentes 

Libre de 
células 

 

 

Producción de proteínas tóxicas 
Incorporación de aminoácidos o 
marcadores no naturales 
Detección de inhibidores de la 
traducción 
Interacciones entre proteínas. 

✔ Sistema abierto, disponible para componentes 
no naturales 

✔ Expresión rápida 

✔ Formato simple 

• Se obtienen únicamente cantidades 
de miligramos y no es costo efectiva 
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6.1.4 Terapia génica con lentivirus 

 

Actualmente, están en evaluación nuevas opciones terapéuticas de terapia génica 

(116–118). Entre los sistemas de entrega de material genético basados en virus, 

están disponibles los Retrovirus, Lentivirus, Adeno-Asociado virus AAV, Herpes 

virus, Poxvirus entre otros. La plataforma más utilizada es la del Lentivirus, por su 

capacidad de infectar tanto células en división como células en reposo y por su 

capacidad de integrar material genético en el genoma de la célula huésped, lo que 

permite una expresión a largo plazo de los genes insertados (22). Los vectores 

lentivirales están basados en el virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1), 

pero son modificados para eliminar genes virales patogénicos y mejorar su 

seguridad. Están compuestos por elementos esenciales como: la señal LTR (long 

terminal repeat), el sitio de empaque (ψ), los elementos RRE (Rev response 

element), cPPT (central polypurine tract) y WPRE (woodchuck hepatitis virus post 

transcriptional regulatory element), que aumentan la eficiencia de expresión y 

estabilidad del ARN mensajero (Figura 10,11) (21,119). 

 

6.1.5 Tipos de lentivirus y pseudotificado 

 

Los vectores lentivirales se han modificado y optimizado ampliamente durante tres 

generaciones, con el fin de mejorar la seguridad del vector, evitando la replicación 

no controlada, reduciendo el riesgo de mutagénesis insercional, donde la 

integración del ADN viral puede interrumpir genes esenciales del huésped (Figura 

11) (22,32). 

La primera generación incluía genes virales casi completos, lo que implicaba 

mayores riesgos de recombinación. La segunda generación eliminó genes 

accesorios como vif, vpr, vpu y nef, y separó los elementos esenciales en distintos 

plásmidos, aumentando la seguridad. Finalmente, la tercera generación, la más 

usada actualmente, separa aún más los elementos virales en cuatro plásmidos: uno 
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que codifica el gen de interés (plásmido de transferencia con LTRs y señal Ψ), otro 

con las proteínas estructurales gag y pol, un tercero con el gen rev, y un cuarto con 

la proteína de envoltura (generalmente VSV-G) (120,121). Esta división reduce la 

posibilidad de generar virus replicativos y permite una producción eficiente de 

partículas virales capaces de integrar transgenes de forma estable en células 

blanco, incluso en estado no proliferativo.  Los adelantos apuntan al fenopificado 

del vector, es decir, modificar proteínas de la envoltura viral, típicas como gp120, 

por otras (VSV-G, BaEV, RD114, H&F y NV) que facilitan la unión de ellas a unos 

receptores específicos expresados en la membrana de las células que faciliten la 

transducción de todo tipo de células, quiescentes, las células madre 

hematopoyéticas (HSC), subpoblaciones de LB y LT, en especial células LB y LT 

sin estimular y CD34+ (122–124). Por último, hasta el momento no se han descrito 

aproximaciones experimentales ni farmacéuticas, que involucren la dosificación de 

GP63 con fines terapéuticos inmuno moduladores, seríamos el primer reporte con 

esa connotación.   

 

Figura 10 Partes de un lentivirus (Tomado de: Applied Biological Materials) 
(125). 
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Figura 11 Generaciones y genes de un lentivirus (Tomado de: Applied Biological Materials) (125).  
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6.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.2.1 Cultivo de líneas celulares humanas 

 

6.2.1.1 Cultivo Linfocitos B Ramos 

La línea celular Ramos (RA-1) ATCC® CRL-1596™, derivada de linfoma de Burkitt 

humano, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con 1% de 

Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100μg/ml (Sigma) y suplementado con 20% de 

suero fetal bovino (SFB) (Gibco). Cada dos días se realizó conteo celular por 

cámara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera superior a 

1x106 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos de 

transfección in vitro, las células fueron cultivadas en suspensión en frascos de 25 

cm² con medio RPMI completo y posteriormente incubadas a 37 °C en una 

atmósfera con 5 % de CO₂ durante 24 a 48 horas. 

6.2.1.2 Cultivo Linfocitos T Jurkat 

Los Linfocitos T Jurkat (E6-1) ATCC® TIB-152™ derivados de leucemia de LT 

humanas (LT CD4+), se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con 

1% de Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100μg/ml (Sigma) y suplementado con 

10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco). Cada dos días se realizó conteo celular 

por cámara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera superior 

a 1x106 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos de 

transfección in vitro, las células fueron cultivadas en suspensión en frascos de 25 

cm² con medio RPMI completo y posteriormente incubadas a 37 °C en una 

atmósfera con 5 % de CO₂ durante 24 a 48 horas. 

6.2.1.3 Cultivo Monocitos THP-1 

Los monocitos de la línea celular (THP-1 ATCC®) derivados de leucemia monocítica 

aguda, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 1640 (1X) (Gibco) con 1% de 

Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100μg/ml (Sigma) y suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (SFB) (Gibco) en suspensión. Cada dos días se realizó conteo 
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celular por cámara de Neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera 

superior al 1x106 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos 

de transfección in vitro, monocitos THP-1 fueron dispuestos en placas de 6 pozos 

con medio RPMI completo, e incubadas durante 24 horas a 37°C en una atmósfera 

con 5% CO2.  

6.2.1.4 Cultivo adherente HEK293T 

La línea celular HEK293T (293T/17) ATCC® CRL-11268™, derivada de células 

embrionarias de riñón humano modificadas con el gen SV40 T-antígeno, fue 

cultivada en Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) suplementado con 10 % 

de suero fetal bovino (FBS), 1 % Penicilina 100U/ml / Estreptomicina 100μg/ml 

(Sigma) y cultivadas a 37 °C con 5 % de CO₂. El cultivo se realizó en frascos de 

cultivo tratados para adherencia, monitoreando la confluencia celular a diario por 

microscopía invertida de luz. Al alcanzar una confluencia de (>85%) fueron 

desprendidas y re suspendidas mediante tratamiento con tripsina al 0.25 % por 

30seg a 37°C, seguida de neutralización con medio completo. Se realizó conteo 

celular por cámara de neubauer, para confirmar que la confluencia celular no fuera 

superior a 1x106 células/mL para mantener la viabilidad celular. Para los ensayos 

de transfección in vitro, se utilizaron dos aproximaciones de cultivo descritas más 

adelante.  

6.2.1.5 Cultivo adherente HEK293-GPR  

Las células HEK293-GPR (GPRTC) son una línea celular optimizada para la 

producción de lentivirus. Es modificada para expresar de forma estable los genes 

de gag, pol, rev y la proteína VSV-G de forma constitutiva. Se cultivaron en frascos 

de cultivo con pretratamiento de adherencia, con medio IMDM suplementado con 

10 % FBS y como protección antimicrobiana se adiciona Primocin (50mg/ml 

Invivogen® [100µg/mL]); a una temperatura de a 37 °C con 5 % de CO₂ en 

condiciones de extrema esterilidad. Se monitoreó la confluencia celular cada 24-48h 

por microscopía invertida de luz. Al alcanzar una confluencia de (>85%) para su 

pase se desprenden, mediante tratamiento con tripsina al 0.25 % por 30 seg a 37°C, 
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seguida de neutralización con medio completo. La metodología de los ensayos de 

transfección in vitro, con finalidad de producir lentivirus se describe más adelante. 

6.2.2 Producción de la proteína GP63 recombinante.  

 

6.2.2.1 Plásmidos 

Para la expresión de la proteína GP63 se adquirieron los plásmidos con el transgene 

de GP63 disponibles en la plataforma Addgene (https://www.addgene.org/); estos 

plásmidos, ya habían sido utilizados por otros investigadores. 

El primer plásmido adquirido fue el D5_Ld_280600 / #135821, posteriormente se 

adquirió el Lmajor_gp63_10_0460_WT / #171640 para expresar la proteína nativa 

o wild type y otro que codifica para una proteína mutada, inactiva funcionalmente 

Lmajor_gp63_10_0460_E265A / #171641. Este último plásmido tiene un cambio del 

ácido glutámico por una alanina en la posición 265 (E265A), y sirvió como control 

funcional de la proteína y su función inmunomoduladora puesto que carece de 

actividad en el centro activo de la proteína (Tabla 5). En adición, se generó un nuevo 

constructo mediante clonación, por efecto de la digestión con las enzimas BamHI y 

NotI se extrajo el fragmento codificante para gp63 (WT y mt) de los plásmidos L. 

major_gp63_100460_WT y L. major_gp63_100460_E265A respectivamente. El 

DNA se amplificó y se ligó al vector pHL20 MND que previamente había sido cortado 

con las mismas enzimas de restricción (BamHI y NotI). Posterior a la clonación, con 

el fin de comprobar el tamaño final del constructo, orientación del inserto e 

integridad, se cortó el gen gp63 con otras enzimas de restricción (EcoRV y Pvu), 

obteniendo un patrón igual al predicho en MacVector (Software).   

Posteriormente, se realizó secuenciación de los plásmidos confirmando la fidelidad 

de la secuencia del inserto, sin mutaciones, ni deleciones accidentales; pero si la 

confirmación de la mutación puntual del plásmido (gp63 mt) de su versión mutante. 

Finalmente, se amplificaron y purificaron los constructos obteniendo 1.5µg/µL de 

DNA plasmídico el cual se conservó bajo refrigeración a -15ºC hasta su uso. 

https://www.addgene.org/
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Tabla 5 Plásmidos para la expresión de GP63 (Addgene)  

 

Nombre Plásmido Propósito Deposita Inserto Uso Tags Expresado Mutación Promotor 

D5_Ld_280600 
 

# 135821 
Expresión de de 

GP63 de 
L. donovani 

Gavin 
Wright 

GP63 
Ectodominio 

 (L. donovani) 

Producción de 
proteína 

recombinante 

Biotinylación 
+ His-tag 

Mamífero 
Ninguna 

(WT) 
CMV*  

Lmajor_gp63_10_0460 
WT 

# 171640 
Expresión de 

GP63 L. major 
en mamíferos 

Dennis 
Ko 

GP63 
(L. major, WT) 

Producción y 
ensayos 

funcionales 

Myc-His 
(C-terminal) 

Mamífero 
Ninguna 

(WT) 
CMV* 

Lmajor_gp63_10_0460 
E265A 

# 171641 

Expresión de 
GP63 inactiva 
catalíticamente 

(E265A) 

Dennis 
Ko 

GP63 
(L. major, mt) 

(E265A) 

Ensayo de 
función 

catalítica 

Myc-His 
(C-terminal) 

Mamífero 
E265A 

(mutación 
puntual) 

CMV* 

 

*CMV (Citomegalovirus) 
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6.2.2.2 Producción de la proteína GP63 en el sistema ExpiCHO™ Expression 

System. 

Inicialmente, la proteína GP63 fue producida mediante expresión transitoria en 

células ExpiCHO-S™, este es un sistema optimizado para altas tasas de expresión 

en células de mamífero (126). Para ello, se utilizó el kit ExpiCHO™ Expression 

System (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Las células ExpiCHO-S fueron cultivadas en medio ExpiCHO™ Expression 

Medium, a 37 °C, 8 % de CO₂ y agitación constante a 125 rpm, hasta alcanzar una 

densidad celular óptima (6–8 × 10⁶ células/mL). Posteriormente, se transfectaron 

con el plásmido D5_Ld_280600 / #135821 que codifica la secuencia de GP63 

fusionada a un dominio de purificación (His-tag) utilizando el reactivo de transfección 

ExpiFectamine™ CHO. A las 18–24 horas post transfección, se añadieron los 

potenciadores del sistema (ExpiCHO™ Enhancer y Feed), para maximizar la 

producción proteica. La expresión se monitoreó durante 5, 7 y 14 días, tras lo cual 

se recolectó el sobrenadante del cultivo por centrifugación (3000 × g, 10 min) y se 

conservó junto con el pellet en refrigeración hasta su uso.  

6.2.3 Producción de la proteína en GP63 en células HEK293T ATCC® CRL-

11268™  

 

6.2.3.1 Pretratamiento de flask para cultivo adherente con revestimiento de 

matrix extracelular (ECM coatings) 

Los frascos para la producción de la proteína a gran escala fueron pretratados con 

una solución que favorece la adherencia de las células y que se conserve la 

confluencia deseada del 80-90%. Esta solución se preparó con 500ml de agua 

ultrapura precalentada, 1.32gr de Gelatina, 2,5gr de L-Lysina (Monohidrochloride 

[0.5%], 2,5 de L-Arginina (Monohidrochloride) [0.5%], se mezcla en plancha 

calentadora e imantada. Luego se adiciona suavemente 5 ml de glicerol [1%] y se 

mezcla hasta que se vea transparente. Finalmente, se filtra con bomba al vacío en 

cabina de bioseguridad y se mantuvo en refrigeración hasta su uso. En cada cultivo 

adherente realizado, se trataron los frascos con 5-10ml de esta solución por 1 hora 
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en cabina de bioseguridad. Luego se descartó el exceso quedando una capa que 

recubre las paredes del frasco. 

6.2.3.2 Transfección de células HEK293T para producción de la proteína 

GP63 

La proteína recombinante GP63 fue expresada a gran escala de forma transitoria 

en células HEK293T (ATCC® CRL-11268™).  Las células fueron cultivadas en 

medio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) suplementado con 10 % de 

suero fetal bovino (FBS), 1 % de penicilina/estreptomicina, cultivadas a 37 °C con 5 

% de CO₂ en condiciones de adherencia. Para producir la proteína se sembraron 

10x106 células totales por flask de 75cm2 hasta alcanzar una confluencia del >85 %.  

Cuando ya se contaba con la confluencia suficiente, se preparó el reactivo PEI 

(polietilenimina) lineal de 25KDa, en medio libre de suero y antibióticos Opti-MEM™ 

Gibco™, a una proporción de 3:1 (PEI : DNA) con DNA plasmídico a una 

concentración de 90µg de DNA por flask. Con la solución preparada (PEI-DNA 5mL) 

y disuelta en 10 ml de medio completo, se reemplaza el medio de cultivo completo 

con el que crecían las células. Finalmente, se incubaron durante 24, 48, 72 y 96 

horas, para permitir la expresión óptima de la proteína. Al término de cada punto 

temporal se colectó el medio y se reemplazó con uno fresco sin PEI ni DNA.  El 

sobrenadante colectado fue centrifugado a 3000 × g por 10 minutos para eliminar 

células y residuos y se preservó en refrigeración hasta su uso. Este mismo protocolo 

se realiza tanto para la proteína WT como mutante (Anexo 6).  

6.2.3.3 Ensayo paralelo de seguimiento de viabilidad celular (HEK293T) 

En paralelo se transfectaron células HEK293T con GP63 a menor escala, con la 

finalidad de evaluar la viabilidad celular. Teniendo en cuenta que los flask de 175cc 

se colectaría el sobrenadante y las células sólo serían recuperadas al final del 

experimento (96h), para estos ensayos se utilizaron placas de 6 pozos con 1x106 

células totales por pozo. Se cultivan en medio IMDM suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina, cultivadas a 37°C con 5% 

de CO₂ en condiciones de adherencia, hasta alcanzar una confluencia del >85 %. 
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Cuando ya se contaba con la confluencia suficiente, se preparó el reactivo PEI 

(polietilenimina) lineal de 25KDa, a una proporción de 3:1 (PEI:DNA) en medio libre 

de suero y antibióticos OPTI-MEM. Con esa solución preparada (800µL) y disuelta 

en 7200µL de medio completo, se reemplaza el medio de cultivo (2ml por pozo) y 

se incubaron durante 24, 48, 72 y 96 horas, en paralelo a su ensayo en flask de 175. 

Al término de cada punto temporal se colectó el medio y se recolectaron las células. 

El sobrenadante fue centrifugado a 3000 × g por 10 minutos para eliminar células y 

residuos y se preservó en refrigeración hasta su uso. Las células fueron lavadas 

con 2ml de PBS 1x en dos ocasiones para retirar el medio y así poder desprenderlas 

mediante tratamiento con tripsina.   

La viabilidad del cultivo se evaluó con el marcador 7AAD por citometría de flujo en 

un FACSCalibur (Becton Dickinson), también se cuantificó la proteína GP63 

expresada a nivel intracelular a las 24, 48, 72 y 96 horas post transfección. Esto se 

realizó, inicialmente con el anticuerpo anti-His-Tag (APC anti-His Tag Antibody 

clone J095G46) y posteriormente con el anticuerpo anti-GP63 (Leishmania Major 

Surface Protease gp63 antibody 96/26 isotipo IgG2a de Biorad). 

6.2.3.4 Tratamiento de los Pellets (Sedimentos) 

Los pellets o sedimentos obtenidos post centrifugación, de los cultivos de 

producción de la proteína en HEK293T durante 96 horas,  fueron lavados con PBS 

y congelados hasta posterior su uso. Luego, se descongelaron con la finalidad de 

obtener los extractos proteicos totales, utilizando mPER™ Mammalian Protein 

Extraction Reagent (Thermo Scientific), con el protocolo descrito por el fabricante. 

El volumen de lisis se ajustó al tamaño del pellet (aproximadamente 100–200 µL por 

1 × 10⁶ células). La mezcla fue incubada durante 10–15 minutos a 4 °C con agitación 

suave para favorecer la disrupción celular. Posteriormente, las muestras fueron 

centrifugadas a 14,000 × g por 10 minutos a 4 °C para eliminar restos insolubles. El 

sobrenadante que contenía las proteínas solubles fue recolectado y almacenado a 

–80 °C hasta la purificación, y análisis por SDS-PAGE o Western blot. La 
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concentración proteica se cuantificó mediante el kit (His-Tag ELISA Detection Kit de 

GenScript (Cat. No. L00436)), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

6.2.3.5 Purificación y Calidad de la proteína GP63 

Los sobrenadantes recolectados tras la expresión de GP63 con su His-Tag fueron 

centrifugados para eliminar restos celulares y posteriormente la proteína fue 

purificada mediante cromatografía de afinidad usando columnas (HisPur™ (Ni-NTA) 

spin purification Kit Pierce), aprovechando la presencia de la etiqueta His₆ en la 

proteína recombinante. Los sobrenadantes fueron incubados con la resina incluida 

en la columna y tras lavados con un buffer con una concentración muy baja de 

imidazol (para eliminar proteínas inespecíficas), se realizó la elución de la proteína 

GP63-His con un buffer con alta concentración de imidazol (250–500 mM). Las 

fracciones eluídas, fueron posteriormente concentradas utilizando columnas 

(Vivaspin 20, 20mL Prot 30KDa # VS2021) de filtración por corte molecular de 

30 KDa, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteínas concentradas 

fueron almacenadas a –80 °C hasta su análisis posterior. 

La calidad y pureza de la proteína recombinante GP63, se evaluaron por 

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) bajo 

condiciones desnaturalizantes. Se cargaron alícuotas de las fracciones obtenidas 

durante la purificación en un gel al 10–12 %, y tras la separación, las proteínas 

fueron reveladas mediante tinción con azul de Coomassie.  

6.2.3.6 Cuantificación de la proteína GP63 recombinante 

La detección cuantitativa de la proteína recombinante GP63 se realizó mediante un 

ensayo tipo ELISA competitivo utilizando el kit His-Tag ELISA Detection Kit de 

GenScript (Cat. No. L00436). Las muestras, controles y el Anti-His Monoclonal 

Antibody (50µL de c/u), fueron incubados en placas previamente recubiertas con 

anticuerpos específicos para la etiqueta His6, se esperó la competición por el tag 

fusionado en la proteína GP63 permitiendo su captura. Tras lavados para eliminar 

material no unido, se añadió un anticuerpo secundario conjugado a HRP (Antibody 

Tracer). La señal se desarrolló mediante la adición del sustrato TMB Solution, y la 
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reacción se detuvo con solución ácida (Stop Solution). La absorbancia (OD) se midió 

a 450 nm en un lector de microplacas. La cuantificación se realizó comparando con 

una curva estándar incluida en el kit, y los resultados se expresaron como 

concentración de GP63 His-Tag en ng/mL. 

6.2.4 Sistema de expresión constitutiva de la proteína GP63.  

 

6.2.4.1 Producción del lentivirus GP63 

En la estrategia experimental del objetivo específico 2, está contenida la información 

sobre los plásmidos con el gene para GP63 (pHL20 MND GP63 WT) y (pHL20 MND 

GP63 MT), estos plásmidos fueron diseñados con la propiedad, de no solo poder 

hacer la transfección para la expresión transitoria en HEK293T, sino que también 

se podía utilizar para la producción de un lentivirus (LV-MND-GP63 WT) para 

expresión de la proteína nativa, o el plásmido (LV-MND-GP63 MT) para la proteína 

mutada.   

El plásmido transgene se suministra a las células GPRTC (HEK293-GPR), 

optimizadas para la producción de lentivirus, expresando de forma constitutiva todos 

los genes para la conformación estructural del lentivirus, sin necesidad de utilizar 3 

o más plásmidos por separado, como se realiza regularmente. Se cultivaron a una 

temperatura de 37°C y 5% de CO2 y al transcurrir 48 horas se empezó a colectar el 

medio IMDM con el lentivirus, manteniéndolos en refrigeración y cada 24 horas 

adicionales se volvía a colectar el medio, hasta completar 5 días. Finalmente, el 

medio se concentró por ultra centrifugación y se alícuota hasta su titulación.  

Se trata de un vector tipo SIN (self-inactivating) de tercera generación, pseudotipado 

con la glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). Cuyo promotor 

tiene al gen eucariota MND (Myeloproliferative sarcoma virus enhancer–dl587rev–

negative control region–deleted) es un promotor ampliamente utilizado en vectores 

lentivirales, deriva de la región U3 del LTR del retrovirus Moloney murino (MoMLV), 

modificado mediante la adición del “enhancer” del virus del sarcoma 

mieloproliferativo, eliminando la región reguladora negativa dl587rev. Este promotor 
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tiene la ventaja que proporciona altos niveles de expresión sin incrementar el riesgo 

de mutagénesis por inserción. El promotor MND es una opción robusta cuando se 

busca una expresión fuerte, sostenida y segura en múltiples tipos celulares (120). 

Este vector lentiviral se nombró (LV-MND-GP63WT o LV-MND-GP63mt), con los 

que se realizaron las transducciones en líneas celulares linfoides y mieloides. El 

MOI (Multiplicidad de infección) utilizado en cada infección viral, se calculó para 

cada experimento, para determinar el número de partículas virales sobre un número 

de células así: 

MOI = Número de partículas virales / Número de células diana 

Ejemplo: Si se desea infectar un cultivo que contiene 1 × 10⁶ células utilizando 

2 × 10⁶ partículas virales, el MOI sería de 2, calculado como MOI = 2 × 10⁶ / 1 × 10⁶ 

= 2. Esto indica que, en promedio, cada célula recibiría dos partículas virales. No 

obstante, es importante aclarar que la distribución real de las partículas virales entre 

las células no es uniforme, sino que sigue una distribución estadística de Poisson. 

Esto significa que algunas células no serán infectadas, otras recibirán una partícula, 

y algunas podrían recibir múltiples partículas virales durante el proceso de 

transducción. 
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6.3 RESULTADOS CAPÍTULO 2.0 

 

6.3.1 Producción de la proteína recombinante GP63 WT/mt 

 

6.3.1.1 Producción de GP63 recombinante en células CHO: dificultades en el 

diseño del plásmido y purificación no específica.   

 

Para el primer ensayo de producción de la proteína recombinante se utilizó un 

sistema transitorio de células CHO (Chinese Hámster Ovary) kit ExpiCHO. Estas 

células fueron transfectadas con el plásmido D5_Ld_280600, codificante para la 

proteína GP63 (WT) fusionado con una etiqueta de His-tag en el extremo C-terminal. 

Luego de colectar el sobrenadante y pellet celular, se realiza la purificación y 

detección de la proteína; observando unas bandas electroforéticas en los geles de 

SDS-PAGE (entre 70-50KDa) que podrían coincidir con el tamaño esperado de la 

proteína recombinante (Figura 12A). Sin embargo, estas bandas estaban presentes 

en todas las condiciones analizadas, incluyendo el control positivo de transfección, 

el cual expresaba una proteína totalmente diferente (un anticuerpo tipo IgG); lo que 

sugiere que estas bandas corresponden a proteínas endógenas de las células CHO 

o a productos inespecíficos de la transfección (Figura 12A).  

Durante la purificación con las columnas de níquel, se esperaba capturar la proteína 

a través de su His-Tag. Sin embargo, al analizar nuevamente el SDS-PAGE de las 

alícuotas obtenidas en cada uno de los pasos de la purificación, como el “Flow 

through” FT, los lavados W y la elución final E; se identificaron bandas positivas en 

los pasos iniciales (FT y W) y no como se esperaba en la elución, tras la liberación 

de la proteína capturada por la columna (Figura 12B). Para comprobar si había 

proteína en las soluciones, se hizo un Western Blot (WB) para detección del His-

Tag en GP63; se emplearon nuevos controles positivos de proteínas conocidas con 

His-Tag para validar la eficiencia y especificidad del WB. El resultado fue 

inespecífico en nuestras muestras, observando bandas positivas en los controles 

negativos, y en los carriles esperados no hubo positividad. Concluyendo que, si la 
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proteína GP63 producida no expresaba el His-Tag o no había sido efectiva la 

transfección y no había GP63 recombinante. También, que el método de 

identificación de la proteína (WB) podría no ser el ideal, tal vez por tener una 

sensibilidad menor a concentración de la proteína producida. Por lo tanto, las 

bandas inespecíficas observadas serían proteínas endógenas de las células CHO 

presentes en todas las condiciones (Figura 12D).  

Posteriormente, al analizar el plásmido in silico observamos que tiene reportada la 

inclusión del His-Tag en el mapa, pero al secuenciar no se detectan los aminoácidos 

que codifican para esta estructura. Por lo tanto, sin el tag no sería posible purificar 

la proteína por esa metodología. En adición, la secuencia obtenida del plásmido no 

tuvo concordancia en el alineamiento, en regiones como la secuencia señal y el pro-

péptido, lo que podría afectar claramente la producción de la proteína, identificación 

y purificación adecuada (Anexo 2). 

Con la incertidumbre acerca del plásmido y la imposibilidad de detectar a GP63 con 

un anticuerpo específico para la proteína en ese momento, se procede a la 

adquisición de nuevos plásmidos verificados y se cambia la plataforma de 

expresión, para evitar proteínas contaminantes con el mismo peso molecular de 

GP63.   
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Figura 12 SDS-PAGE y Western Blot: Limitaciones técnicas con el sistema de expresión en células CHO. 

Identificación de interferencias endógenas y errores en la construcción del plásmido que conducen a la inespecificidad para la detección de la proteína GP63. Geles 
de SDS-PAGE con tinción de azul de comassie. A) Muestras post cultivo sin purificar y (MW) marcador de peso molecular (250KDa-10KDa), control positivo de 
transfección expresión de IgG pellet (P+) y sobrenadante (S+), ensayos 1 y 2 de producción de GP63 condiciones de pellet (PE1-2) y sobrenadante (SE1-2). B) 
Alícuotas sobrenadante post purificación con columna de afinidad, Flow through (FT), lavados (W), elución (E1). C) Gel para identificación de His-Tag, 2 controles 
His-Tag positivos las retro transcriptasas RI2 de 98KDa y E1 de 62KDa, el pellet del control positivo de transcripción experimental IgG (P+), pellet del ensayo 1 de 
GP63 (Pex1), sobrenadante del control positivo de transcripción IgG, muestras al azar de Flow through y lavados. D) WB anticuerpo anti His-Tag (dil 1:1000) 
secundario (1:10.000) 5 segundos de exposición.  
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6.3.1.2 Construcción y validación de un nuevo plásmido/transgene estandarizado 

para la producción de la proteína GP63. 

 

Se generó un nuevo constructo mediante clonación, cuya secuencia fue verificada 

y contiene todas las regiones necesarias para la correcta obtención de la proteína 

GP63, por transfección o por su uso como transgene en la construcción de un 

lentivirus.  Por efecto de la digestión con las enzimas BamHI y NotI se extrajo el 

fragmento de gp63 (WT y mt) de los plásmidos L. major_gp63_100460_WT y L. 

major_gp63_100460_E265A respectivamente (Figura 13 A-B). El DNA se amplifica 

por PCR y se liga al vector pHL20 MND que previamente había sido cortado con las 

mismas enzimas de restricción (BamHI y NotI) (Figura 13 C-D).  

Los análisis en gel de agarosa muestran un patrón de bandas que coincide con la 

inserción esperada del fragmento (Figura13 E). Además, con el fin de comprobar el 

tamaño final del constructo, orientación del inserto e integridad, se cortó el gen gp63 

con otras enzimas de restricción (EcoRV y Pvu), obteniendo un patrón igual al 

predicho en MacVector (Software) (Figura 13 F).  Posteriormente, se realizó 

secuenciación de los plásmidos confirmando la fidelidad de la secuencia del inserto, 

sin mutaciones o deleciones accidentales; pero si la confirmación de la mutación 

puntual del plásmido (gp63 mt) de su versión mutante (Figura 13 G). Finalmente, se 

amplificaron y purificaron los constructos obteniendo 1.5µg/µL de DNA plasmídico 

para los experimentos futuros.  

Estos resultados validan la eficiencia del procedimiento de corte, purificación, 

ligación y transformación; obteniendo clones recombinantes adecuados para su uso 

en la producción de la proteína GP63, de forma transitoria en diferentes células 

mamíferas, o el uso de este plásmido en la producción de un lentivirus codificante 

para GP63 intracelular.
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Figura 13 Representación esquemática de la construcción del plásmido para expresión de GP63.   

Mapas de los plásmidos. A) Representación circular del plásmido que contiene el gen gp63 nativo (WT) resaltado en rojo. B) Representación circular 
del plásmido que contiene el gen gp63 mutante (mt) E265A resaltado en rojo. C) Plásmido linealizado zona gen gp63 y gel de corte con las enzimas 
BamHI y NotI bandas para WT y mt. D) Plásmido final pHL20 MND con el inserto de gp63, se muestra solo el ejemplo WT, para el mutado es lo mismo 
solo cambia la mutación E265A. E) Gel de agarosa de la ligación. F) Gel de los cortes en las enzimas de restricción EcoRV y Pvu II sobre la mitad 
del gen gp63. G) Confirmación por secuenciación Sanger de la inserción del gen gp63 en el plásmido final y confirmación de la mutación E265A.
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6.3.1.3 La transfección de las líneas celulares linfoides (LB Ramos, LT Jurkat) y 

mieloide (THP-1) no ofrecen buena eficiencia de transfección y producción de 

proteínas recombinantes. 

 

Células de las líneas Ramos, Jurkat y THP-1 fueron transfectadas con el plásmido 

(pHL20 MND GP63 WT/mt) y 5 días post transfección se evaluó el porcentaje de 

población positiva por citometría de flujo. A pesar de realizar la transfección bajo 

condiciones estandarizadas, los niveles de transfección fueron subóptimos en las 

tres líneas celulares, con una eficiencia que no superó el 38% de positividad para el 

His-Tag de GP63, obtenido en LB Ramos. Se realizó seguimiento cada 48 horas y 

los resultados fueron consistentes hasta 21 días después, lo que sugiere una baja 

capacidad de estas líneas para incorporar o expresar el constructo, limitando por 

completo futuros análisis funcionales en esas poblaciones (Figura 14).  

Este fenómeno podría deberse a la naturaleza intrínsecamente resistente de estas 

líneas celulares a los métodos convencionales de transfección, o bien a una baja 

expresión sostenida del vector en el tiempo (115). Esta limitación se ve acentuada 

por la reducción en la viabilidad celular observada tras la transfección, 

especialmente marcada en la línea THP-1 cuando se utilizó el plásmido codificante 

para la variante mutante de GP63 (Figura 14). 

Las células en suspensión, como los LB Ramos, suelen requerir métodos de 

transfección más eficientes y menos citotóxicos, como la nucleofección (por 

ejemplo, el kit AMAXA V), para lograr una incorporación efectiva del material 

genético (127). No obstante, al emplear esta metodología con el plásmido 

codificante para la proteína GP63 WT, se obtuvieron eficiencias de transfección de 

apenas un 20%, resultados que siguen siendo subóptimos (Anexo 3). Ante esta 

limitación, se optó por utilizar una línea celular adherente, con mayor capacidad de 

captación de ADN y adecuada para métodos de transfección más simples y 

económicos, como el uso de polietilenimina (PEI).
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Figura 14 Transfección de las líneas celulares THP-1, LT Jurkat y LB Ramos con plásmido codificante para la proteína GP63 nativa (WT) y 
mutante (mt). 

Niveles de transfección. La detección de GP63 intracelular se realiza por citometría de flujo con anticuerpo anti His-Tag. Las células fueron cultivadas a temperatura 
de 37°C y 5% de CO2 en medio RPMI 1640 suplementado con SFB al 10%, los datos graficados corresponden al día 5 de cultivo. Observamos una transfección 
subóptima en todas las células y con evidente viabilidad reducida en especial para los monocitos THP-1 (panel izquierdo). Los Linfocitos T Jurkat (centro) y Linfocito 
B Ramos (panel derecho) toleran la transfección, sin alcanzar niveles satisfactorios de GP63.  Condiciones evaluadas: células sin estímulo o Control, WT GP63 
estado nativo, mt GP63 mutado.  
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6.3.1.4 Las células HEK293T expresan de forma transitoria la proteína GP63 hasta 

72 horas post transfección.  

 

Las células HEK293T fueron inicialmente transfectadas con los plásmidos 

codificantes para GP63 en sus versiones WT y mutante (mt), con el objetivo de 

evaluar la eficiencia de incorporación del DNA plasmídico y la viabilidad celular. Los 

resultados demostraron que estas células son altamente susceptibles al proceso de 

transfección, alcanzando tasas de positividad superiores al 60%, con un 70.7% para 

la condición WT y un 80.7% para la variante mutante (Figura 15). Estos niveles de 

expresión fueron detectados 48 horas post transfección mediante citometría de flujo, 

utilizando un anticuerpo dirigido contra la etiqueta His-Tag de GP63, lo cual permitió 

confirmar la expresión intracelular de la proteína y la funcionalidad de los plásmidos 

previamente construidos.  

Los resultados fueron consistentes hasta 7 días después de la transfección, 

conservando un nivel superior al 60% de detección de GP63. Sin embargo, de forma 

particular se observa una disminución en la viabilidad de las células. Por lo tanto, se 

requiere un seguimiento al cultivo desde el momento de la transfección.  

Con la finalidad de producir la proteína recombinante GP63 WT y/o mt, para 

purificarla y cuantificarla, se realizaron transfecciones a gran escala esperando un 

alto rendimiento y masificación de la proteína. En simultáneo, se realizaron otros 

cultivos, en un volumen inferior, pero con las mismas condiciones experimentales, 

con el propósito de monitorear la viabilidad celular. La proteína se colectó cada 24 

horas, se filtró y purificó por columna de tamaño y afinidad.  

Encontramos que la concentración máxima de GP63 detectada por ELISA anti His-

Tag, fue de aproximadamente 20 ± 3 ng/mL a las 24 horas post transfección, 

alcanzando un máximo de 30 ng/mL a las 48h y que disminuye de forma tiempo 

dependiente (Figura 16 A). El número total de células en el cultivo fue aumentando 

de forma discreta con el paso del tiempo, a las 24, 48 y 72 horas se contaron 2 o 3 

generaciones más (4x106 células/mL) con respecto a las células que iniciaron el 
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cultivo (1x106 células/mL). No obstante, a las 96 horas el número de células totales 

se reduce a 2x106 células/mL (Figura 16 B). Este hallazgo coincide con los valores 

de viabilidad celular que se mantuvieron hasta las 72h en un 80%, y que a las 96h 

disminuye en un 50% la sobrevida del cultivo por el crecimiento normal celular 

(Figura 16 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

 

Figura 15 Las células HEK293T producen GP63 recombinante 48h post transfección con pHL20 MND gp63 WT/mt. 

Niveles de transfección. A) La detección de GP63 intracelular se realiza por citometría de flujo con anticuerpo anti His-Tag. Las células fueron cultivadas a 
temperatura de 37°C y 5% de CO2 en medio IMDM suplementado con SFB al 10%, los datos graficados corresponden al día 2 (48h) de cultivo. Observamos una 
transfección adecuada alcanzando niveles >60% de transfección. Hay evidente viabilidad reducida en especial con GP63 mutante.   B) Histograma e intensidad 
media de fluorescencia MFI de la detección de anti His-Tag en GP63. C) Porcentaje de transfección. Condiciones experimentales: células sin estímulo o Control, 
transfección con gp63 WT estado nativo, transfección con gp63 mt mutado.   
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Figura 16 La concentración de GP63 recombinante 48 horas post transfección es inferior a la esperada. 

Cuantificación de la proteína GP63 por ELISA anti His-Tag. A) Evolución temporal de la concentración de GP63 (ng/mL) (n=6) B) Conteo celular de 
HEK293T durante 4 días. C) Porcentaje de viabilidad celular. Las condiciones B y C se realizan con azul de tripán en cámara de neubauer y confirmado 
con contador celular automático, los datos representan (n=4) réplicas biológicas.
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La concentración de la proteína recombinante GP63 obtenida en los cultivos de 

células HEK293T fue considerablemente inferior a la esperada, incluso cuando se 

realizó producción a gran escala. La disminución progresiva de la viabilidad celular 

observada en paralelo sugiere que la baja recuperación podría deberse a una 

inhibición de la plataforma de expresión o a un posible efecto citotóxico inherente a 

la naturaleza metaloproteasa de GP63. Aunque no se descarta cierta pérdida de 

proteína durante el proceso de purificación, los sobrenadantes fueron cuantificados 

antes y después de la concentración, así como tras la purificación, manteniéndose 

una relación proporcional entre las mediciones. A pesar de los bajos niveles de 

recuperación, se lograron recolectar alícuotas de GP63 recombinante (WT y/o 

mutante), las cuales fueron conservadas para su uso en ensayos funcionales 

posteriores. 

6.3.2 Producción del lentivirus LV-MND-GP63 WT/mt 

 

6.3.2.1 Generación de un vector lentiviral en células GPRTC para la expresión de 

GP63 

 

Se llevaron a cabo dos ensayos de producción de lentivirus, en los cuales las células 

GPRTC fueron transfectadas con los plásmidos pHL20 MND gp63, tanto en su 

variante WT como mt. Posteriormente, las células fueron cultivadas durante cinco 

días, recolectando el sobrenadante cada 24h bajo condiciones de estricta 

esterilidad. 

En el primer ensayo se obtuvieron 500 mL de medio IMDM conteniendo lentivirus 

codificantes para GP63, los cuales fueron concentrados 500 veces, alcanzando una 

titulación viral determinada por qPCR de 1×10⁸ partículas virales por mililitro 

(equivalente a 15 millones de partículas virales en 1 mL de solución). Los lentivirus 

producidos, tanto en su forma WT como mt, fueron utilizados para evaluar su 

capacidad de transducción en células B de la línea Ramos. Durante la medición del 

número de copias del vector por célula (VCN), se observó que el lentivirus mutante 
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no logró una transducción efectiva en comparación con el control estándar. En las 

condiciones evaluadas con multiplicidades de infección (MOI) de 2 y 5, analizadas 

en los días 5 y 8 post transducción, el VCN se mantuvo por debajo de 1, indicando 

menos de una copia por célula. En contraste, el lentivirus WT mostró una 

transducción eficiente, con un VCN de 5.6 al día 2 con MOI 2, y un VCN de 11 al 

día 2 con MOI 5, resultados que reflejan una integración óptima del vector. 

En la segunda producción de lentivirus se recolectaron 500 mL de medio, los cuales 

no fueron concentrados, manteniéndose a una dilución 1x, con una titulación viral 

de 1×10⁵ partículas virales por mililitro (100.000 partículas/mL). Este lote de 

lentivirus fue alicuotado y empleado en transducciones destinadas a ensayos 

funcionales, dado que la expresión intracelular de GP63 podría inducir citotoxicidad. 

Por esta razón, se optó por utilizar títulos virales bajos con el fin de minimizar la 

muerte celular prematura. 
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6.4 DISCUSIÓN CAPÍTULO 2 

 

En las últimas décadas, se han desarrollado distintas estrategias para la producción 

de GP63 recombinante en diferentes sistemas de expresión, con el fin de 

caracterizar su estructura, su función enzimática e investigar la inmunogenicidad de 

dicha proteína. 

Los primeros estudios se enfocaron en sistemas procariotas como Escherichia coli 

(E. coli), tal como lo reportaron Handman et al. en 1990 y posteriormente Button et 

al. en 1991. Si bien estos sistemas permitieron una producción abundante de la 

proteína, las formas recombinantes carecían de modificaciones postraduccionales 

necesarias para su correcto plegamiento, resultando proteínas insolubles o 

funcionalmente limitadas (108,128,129). En 1993, Button et al. expresaron GP63 en 

un sistema de Baculovirus, eliminando la región de anclaje a la membrana (GPI) y 

modificando la señal de secreción, para obtener una forma secretada activable con 

agentes como el cloruro de mercurio (HgCl2), alcanzando rendimientos de 

producción hasta de 1 mg/L de proteína (111). 

Posteriormente, en 2001, Shaebani et al. lograron la expresión de GP63 en la 

levadura Pichia pastoris, obteniendo una forma secretada con actividad gelatinasa 

y una estructura glicosilada más cercana a su configuración nativa. Los autores 

reportaron una expresión superior al 30 % del total proteico, aunque sin conversión 

a unidades absolutas (mg/L), lo que indica una producción eficiente, pero con 

limitaciones en la cuantificación precisa del rendimiento (130). Sin embargo, no fue 

sino hasta el estudio de Roberts et al. 2022, cuando se produjo una versión de GP63 

en un sistema de células mamíferas, permitiendo un patrón de glicosilación más 

compatible con la forma nativa del parásito (131). Este avance fue seguido por los 

trabajos del grupo del Dr. Dennis Ko, quienes expresaron versiones WT y mutantes 

mt de GP63 también en células mamíferas, con el objetivo de estudiar su actividad 

sobre la quemoquina CXCL10 (48,83). Si bien las otras plataformas de producción 
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son más baratas, fáciles de manipular, y las proteínas muestran cierta actividad, 

estas sirven más como antígenos que como agentes bioactivos (42).  

El uso de células mamíferas para producir proteínas recombinantes permite 

alcanzar una conformación tridimensional y un perfil de glicosilación más cercano a 

la forma funcional de GP63, lo cual es fundamental para la fiabilidad de los ensayos 

de interacción estructural y funcional (132,133) . Este trabajo de tesis se sitúa en 

esta línea de avance, utilizando GP63 recombinante expresada en células 

mamíferas, tanto su versión WT o nativa, como mutante (mt); así que contar con 

dos versiones de la proteína facilitó el análisis comparativo de su actividad catalítica 

y sus efectos inmunobiológicos sobre los LB.  

La producción y purificación de la proteína recombinante GP63 presentó desafíos 

significativos; inicialmente en células CHO, debido al uso de un plásmido 

defectuoso, que no contenía la etiqueta His-tag esperada y mostraba 

inconsistencias en regiones clave, como la secuencia señal y el pro-péptido. Estas 

deficiencias, arrojaron resultados ambiguos, con presencia de bandas 

electroforéticas inespecíficas y la imposibilidad de purificar y detectar la proteína 

GP63 con el His-tag, mediante cromatografía de afinidad y Western Blot, 

respectivamente.  

Para superar estas limitaciones, se realizó un proceso riguroso de diseño y 

validación de nuevos plásmidos. Se generó un nuevo constructo mediante 

clonación, cuya secuencia fue verificada en incluir todas las regiones necesarias 

para la correcta obtención de GP63, confirmando la confiabilidad del inserto y la 

presencia de la secuencia His-tag.  

A pesar de que se intentó expresar la proteína, por transfección en las mismas 

células diana (líneas celulares Ramos, Jurkat y THP-1), estas mostraron una baja 

eficiencia de transfección (valores subóptimos) sin superar el 38% de positividad y 

una marcada disminución en la viabilidad celular. Sin embargo, logramos producir 

la proteína en células HEK293T, una plataforma eficiente y susceptible para la 
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expresión transitoria de GP63 recombinante. En estas células se alcanzaron niveles 

de transfección superiores al 60% de positividad, permitiendo la expresión de la 

proteína y confirmando la integridad de los plásmidos construidos. No obstante, al 

cuantificar la producción a gran escala de GP63 en células HEK293T, encontramos 

concentraciones considerablemente inferiores a lo esperado (máximo 30ng/mL de 

GP63), y se observó una disminución progresiva de la viabilidad celular. Estos 

resultados podrían deberse, en primer lugar, a una posible inhibición de la 

plataforma de expresión: aunque las células mamíferas ofrecen un procesamiento 

postraduccional más fiel (como glicosilación y plegamiento adecuado), pueden 

presentar bajos niveles de secreción si no se optimizan adecuadamente las 

condiciones del sistema (134). En segundo lugar, la expresión de GP63 podría 

inducir citotoxicidad intrínseca debido a su naturaleza metaloproteasa, lo cual podría 

provocar muerte celular prematura o incluso el silenciamiento de su expresión 

(135,136). En tercer lugar, si la señal de secreción no es eficiente o no se acopla 

correctamente a la proteína, esta podría quedar retenida en compartimentos 

intracelulares o ser degradada antes de su liberación (137). 

A pesar de que la producción de GP63 recombinante fue baja, su potencial biológico 

de metaloproteasa permite que a concentraciones reducidas sea funcional. Se ha 

demostrado que GP63 actúa catalíticamente, no estequiométricamente, por lo que 

una pequeña cantidad puede tener un efecto sostenido si hay múltiples contactos 

catalíticos. Otros estudios han reportado actividad biológica de ectodominios desde 

niveles tan bajos como 1–500 ng/mL (131). Adicionalmente, la expresión en células 

mamíferas, aunque menos eficiente, garantiza un procesamiento postraduccional 

más similar al de Leishmania, lo que puede conferir mayor funcionalidad a la 

proteína incluso en bajas cantidades. 

Aunque existen diversos sistemas para producir GP63 recombinante, no se ha 

documentado ningún caso de uso de lentivirus para expresar GP63 de forma estable 

intracelularmente en células mamíferas. Así que implementar esta estrategia ofrece 
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una expresión de la proteasa novedosa y facilita estudios de función a largo plazo y 

generar modelos más robustos de interacción proteína–proteína. 

Logramos establecer con éxito la producción de lentivirus codificante para GP63 

WT, demostrando buenos niveles de transducción en LB Ramos, con un número de 

copias del vector por célula (VCN), significativamente superior al del lentivirus 

mutante, el cual no transducía las células eficazmente. Por esta razón el 

comparador en los ensayos funcionales fue el control sin estímulo y un control de 

transducción, con un lentivirus codificante para la proteína GFP.  

Estas aproximaciones experimentales son cruciales, ya que proporcionan las 

herramientas genéticas y los sistemas de expresión, verificados y necesarios para 

futuros análisis funcionales y más detallados de la proteína GP63; a pesar de las 

optimizaciones posibles en el rendimiento de la producción proteica y la gestión de 

la viabilidad celular en cultivos a gran escala. 
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6.5 Resumen de Hallazgos: 

 

I. Inicialmente la producción de GP63 recombinante fue fallida debido a un 

plásmido defectuoso que carecía del His-tag y presentaba incongruencias 

en su secuencia, lo que impedía una purificación y detección adecuadas. 

 

II. Se generaron y validaron exitosamente nuevos constructos plasmídicos 

para GP63 (WT y mt) con secuencias verificadas, y se produjo lentivirus 

GP63 WT funcional que demostró buenos niveles de transducción en 

células LB Ramos. 

 

III. Las células HEK293T demostraron ser adecuadas para la expresión 

transitoria de GP63, aunque la producción de la proteína fue inferior a lo 

esperado y la viabilidad celular disminuyó con el tiempo, posiblemente 

debido a la toxicidad de GP63. 
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7.0 CAPÍTULO 3 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO: Evaluar el efecto inmunomodulador de la expresión 

de la proteína GP63 sobre moléculas linfocitos B in vitro. 

7.1 MARCO TEÓRICO 

 

7.1.1 Activación de los Linfocitos B (LB) 

7.1.1.1 Activación T Dependiente 

La activación T dependiente de los LB representa el mecanismo regulado para la 

generación de respuestas humorales específicas y duraderas. Consiste en un 

reconocimiento, señalización e inducción de la expresión génica de proteínas 

activadoras, seguida de una proliferación celular. Durante este proceso interactúan 

diferentes receptores con sus ligandos; el receptor del linfocito T (TCR) con el 

complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHCII) con su respectivo péptido 

y las proteínas coestimuladoras como el CD28 con CD80/CD86. Mientras que en 

los LB el CD40 (138) tras la unión con su ligando CD40L (expresado en LT) inicia 

una cascada de diferenciación para ambas células, proporcionando señales de 

supervivencia y diferenciación (139). Más adelante, quinasas como BLK, SyK, 

ZAP70, Lck, son responsables de la fosforilación, de las proteínas que conducen la 

señal en la cascada de activación, dentro de los linfocitos (94,140,141). Lo que los 

vuelve blancos terapéuticos de interés para el control de la activación. Finalmente, 

todas esas señales, junto a citoquinas circundantes, inducen la activación completa 

del LB, promoviendo su proliferación clonal, el cambio de isotipo de 

inmunoglobulina, la maduración de afinidad en los centros germinales, y la 

diferenciación hacia células plasmáticas secretoras de anticuerpos o LB de 

memoria(142,143) . 
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7.1.1.2 Activación T Independiente 

La activación T independiente permite a los LB responder directamente a ciertos 

tipos de antígenos sin requerir la cooperación de los LT. Este mecanismo es 

importante en la respuesta inmune contra patógenos, que tienen estructuras 

moleculares altamente repetitivas como el lipopolisacárido (LPS) bacteriano. 

Existen dos tipos principales de antígenos T independientes: Los del tipo 1 (TI-1) 

incluyen moléculas como los mitógenos policlonales, que pueden activar LB 

independientemente de la especificidad de su BCR a concentraciones altas, pero 

también pueden actuar de forma específica a bajas concentraciones. Los del tipo 2 

(TI-2) son antígenos con estructuras repetitivas que entrecruzan múltiples BCR en 

la superficie de los LB, lo que conduce a su activación (144,145).  

 

Este tipo de activación se caracteriza por presentarse a través del BCR y/o 

receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo Toll. Por 

ejemplo, el reconocimiento de CpG por TLR9 o LPS por TLR4, lo que genera una 

respuesta rápida, caracterizada principalmente por la producción de IgM, con 

cambio de isotipo limitado y generación reducida de memoria inmunológica. Sin 

embargo, esta respuesta es efectiva para la neutralización inicial de patógenos, 

especialmente en las mucosas. También, esta respuesta es importante en el 

mantenimiento de niveles basales de anticuerpos naturales que participan en la 

primera línea de defensa humoral (146,147) . 

7.1.1.3 Señalización celular en LB 

La señalización del LB inicia con la activación del receptor BCR al unirse al antígeno, 

el BCR está compuesto por una inmunoglobulina de membrana, asociada con los 

heterodímeros Igα/Igβ (CD79a/CD79b), que contienen los motivos de activación 

basados en tirosina (ITAMs) necesarios para la transducción de señales. Al 

reconocer un antígeno, se recluta y activa a la tirosina quinasa SyK. De forma 

paralela, los TLR como TLR4 y TLR9 al reconocer antígenos, activan la vía MyD88 

que termina en la activación de NF-κB (144,148). Esta convergencia, potencia la 

expresión de genes involucrados en supervivencia, proliferación y producción de 
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citoquinas. Recientemente han tomado importancia las moléculas de la señalización 

en el campo de la terapéutica, formulando tratamientos dirigidos a modular esas 

cascadas de activación como por ejemplo el Fostamatinib, un medicamento 

inhibidor de Syk (spleen tyrosine kinase) . Esto demuestra el interés en las 

intervenciones de inmunoterapia dirigida al componente de señalización celular 

(24,149,150).  

 

7.1.1.4 SyK y PKC 

SyK es una quinasa de tirosina citoplásmica esencial en la señalización del BCR. 

Tras unirse a los ITAMs fosforilados por quinasas Src, se auto fosforila en residuos 

de tirosina de su dominio de activación, estabilizando su forma activa y potenciando 

su actividad. Una vez activada, fosforila sustratos como BLNK, PLCγ2, Vav y 

subunidades de PI3K, conduciendo a la activación de PKC, que fosforila e inactiva 

IκB, permitiendo la translocación nuclear de NF-κB . La activación de Syk 

desencadena vías de señalización que regulan la reorganización del citoesqueleto 

para la sinapsis inmunológica y la migración celular (151,152), y promueve la 

supervivencia vía mTOR, integrando señales de activación con requerimientos 

biosintéticos.  

Además, Syk activa vías MAPK como ERK1/2, JNK y p38, que controlan 

proliferación, diferenciación y respuesta al estrés, y fosforila factores de 

transcripción como NFAT, AP-1 y CREB, modulando genes como CD69, CD25 y 

ciertas citoquinas. Su desregulación puede conducir a proliferación descontrolada y 

transformación maligna, subrayando su papel en la homeostasis de los LB (95,153). 

 

7.1.1.5 Vía TLR (Toll-like Receptor)  

Los TLR4 y TLR9 son PRRs clave en los LB, que reconocen LPS bacteriano y 

secuencias CpG no metiladas de DNA bacteriano o viral, respectivamente. El TLR4, 

presente en la superficie y en compartimentos endosomales, reconoce PAMPs 

extracelulares e internalizados, y tras unirse al LPS recluta MyD88 y TRIF, activando 
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NF-κB, AP-1 e IRF3; además puede actuar sinérgicamente con el BCR para 

potenciar la activación. El TLR9, expresado de manera constitutiva o inducible, 

reconoce DNA en endolisosomas ácidos, reclutando MyD88, IRAK1/4 y TRAF6, 

activando rutas similares a TLR4, pero con mayor inducción de IRF7 y producción 

de interferones tipo I. También promueve proliferación, diferenciación a células 

plasmáticas, producción de anticuerpos sin señales del BCR y altas cantidades de 

IL-6, IL-10 y TNF, junto con aumento de MHC II y coestimuladores. Su 

desregulación se asocia con enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso 

sistémico  (145,154). 

7.1.1.6 NF-κB 

El NF-κB es un factor de transcripción clave en la activación, supervivencia y 

diferenciación de LB, formado por dímeros (p65/RelA, RelB, c-Rel, p50, p52) 

retenidos en el citoplasma por IκB. Su activación ocurre por la vía canónica, inducida 

por BCR, TLRs y CD40, que implica fosforilación y degradación de IκBα, permitiendo 

la translocación de p65/p50; y por la vía no canónica, activada por BAFF y CD40L, 

que usa NIK e IKKα para procesar p100 a p52 y formar RelB/p52 (155,156). Entre 

los genes inducidos figuran factores de supervivencia (Bcl-2, Bcl-xL, A1), citoquinas 

(IL-6, TNF), quemoquinas y moléculas como CD40 y CD80/86. NF-κB es esencial 

para la diferenciación a células plasmáticas mediante Blimp-1. GP63 modula este 

factor clivando p65/RelA y generando una forma truncada que altera la respuesta 

inmune, favoreciendo la supervivencia de Leishmania en células mieloides (56). 

7.1.1.7 Secreción de IgM en LB 

La IgM es la primera inmunoglobulina secretada en su forma soluble tras la 

activación, lo que representa la primera línea de defensa humoral. La transición de 

la forma de membrana a la forma soluble está mediada por eventos de empalme y 

corte del mRNA, lo que permite su secreción efectiva al medio extracelular (157). 

En los LB vírgenes se encuentra en su forma monomérica unida a la membrana, 

actuando como el receptor de antígenos (BCR), luego post activación se secretan 

las formas pentaméricas, que tienen alta avidez por el antígeno, por los múltiples 
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sitios de unión (158). La secreción requiere la expresión del gen alternativo (exón 

secretor), que codifica la región carboxilo terminal específica para la forma soluble 

(sIgM), en lugar de la región transmembranal . Este cambio es regulado por factores 

de corte y empalme como E2A, PTB y hnRNPs.  

 

En el retículo endoplasmático, las cadenas µ y las ligeras se ensamblan en forma 

de monómeros y luego se unen dando forma pentaméricas, para esto es esencial 

la proteína J (joining chain). Ya ensamblada se transfiere al aparato de Golgi donde 

es glicosilada, se empaqueta en vesículas que se fusionan con la membrana 

plasmática y se libera el pentámero al espacio extracelular (159,160).  Esta versión 

secretada del anticuerpo también es fundamental en la vía clásica del complemento, 

y se detecta en el suero en etapas muy tempranas de una infección. La IgM natural 

secretada de forma constitutiva por los linfocitos B1 tiene un papel adicional en la 

homeostasis inmune y la eliminación de células apoptóticas (142,161).  

7.1.1.8 Marcadores funcionales de LB 

7.1.1.9 CD19 

El CD19 es una glicoproteína transmembrana que, junto con CD21, CD81 y CD9, 

forma un complejo correceptor del LB que amplifica las señales iniciadas por el 

BCR. Se expresa desde el estadio pro-B hasta células plasmáticas, aunque 

disminuye en la diferenciación terminal. Su cola citoplásmica contiene residuos de 

tirosina fosforilados por quinasas Src, que sirven como puntos de anclaje para PI3K, 

Vav y otras moléculas de señalización. CD19 reduce el umbral de activación del 

BCR, permitiendo que los LB respondan a bajas concentraciones de antígeno, 

siendo clave para la selección positiva, activación periférica y mantenimiento de la 

respuesta humoral. Su deficiencia provoca disminución de anticuerpos y su 

sobreexpresión se asocia con autoinmunidad, subrayando su papel en el equilibrio 

de la activación de los LB (162). 
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7.1.2.0 CD38 

El CD38 es una ectoenzima transmembrana con funciones como ADP-ribosil ciclasa 

y cADPR hidrolasa, regulando la síntesis y degradación de cADPR, un segundo 

mensajero que moviliza calcio desde reservorios intracelulares vía receptores de 

rianodina. Se expresa a bajos niveles en LB maduros en reposo, pero aumenta 

notablemente tras la activación y durante la diferenciación a células plasmáticas, 

regulado por citoquinas como IL-4 e IL-13 y factores como IRF4 y BLIMP-1. Además 

de su papel en la señalización de calcio (163), actúa como molécula de adhesión, 

facilitando interacciones célula-célula y célula-matriz. Su alta expresión en células 

plasmáticas lo convierte en un marcador útil en contextos fisiológicos y patológicos, 

incluido el mieloma múltiple (164,165) .  

7.1.2.1 CD40 

 El CD40 es una glicoproteína transmembrana de la superfamilia de receptores TNF, 

expresada en LB, células dendríticas, macrófagos y epiteliales. Es clave en la 

activación dependiente de linfocitos T, recibiendo señales coestimuladoras a través 

de CD40L. Su activación regula procesos como supervivencia, cambio de isotipo, 

formación de centros germinales y diferenciación a células plasmáticas y de 

memoria. Señaliza mediante NF-κB (TRAF2, TRAF3, TRAF5, TRAF6), MAPK (ERK, 

JNK, p38), PI3K/Akt y JAK/STAT, induciendo genes de supervivencia, proliferación 

y diferenciación, así como factores anti apoptóticos (Bcl-2, Bcl-xL), citoquinas (IL-6, 

IL-10) y factores de transcripción como c-Myc. (138,155,166). 

7.1.2.2 CD27 

El CD27 es una glicoproteína transmembrana de la superfamilia de receptores TNF 

y marcador distintivo de linfocitos B de memoria. Su ligando, CD70, se expresa en 

linfocitos T, LB y células dendríticas activadas. Se encuentra en niveles bajos en LB 

vírgenes y elevado en LB de memoria, facilitando su diferenciación fenotípica 

(CD27⁻ vs. CD27⁺). La señalización por CD27 favorece la supervivencia, 

proliferación y diferenciación hacia células plasmáticas, así como el mantenimiento 

de la producción de anticuerpos a largo plazo. Además, se asocia al cambio de 
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isotipo y puede mostrar expresión aberrante en linfomas B, afectando el pronóstico 

(167,168). 

7.1.2.3 CD45 

CD45, también conocido como PTPRC (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor 

Type C) o antígeno leucocitario común (LCA), es una glicoproteína transmembrana 

expresada abundantemente en todas las células hematopoyéticas nucleadas, 

especialmente en linfocitos, y es un regulador esencial de la activación mediada por 

receptores de antígenos de los LT y LB. El CD45 desempeña un papel crucial en 

las etapas iniciales de transmisión de señales y alteraciones en la expresión génica 

y los desequilibrios en las isoformas de CD45 frecuentemente causan 

inmunodeficiencias, trastornos autoinmunes y enfermedades oncológicas 

(169,170). 

7.1.2.4 HLA-DR 

Las moléculas codificadas por los genes del HLA de clase II son HLA-DR, -DP y -

DQ, los cuales tienen expresión restringida en las células presentadoras de 

antígenos y su función principal de HLA-DR es presentar antígenos peptídicos a los 

LT CD4+.  El HLA-DR también puede servir como un marcador de activación celular 

(171,172). 

7.1.2.5 STING 

La vía cGAS–STING es importante en la detección de DNA citosólico que 

desencadena respuestas inmunes antivirales y antitumorales. El sensor cGAS 

reconoce el DNA intracelular y produce cGAMP, que activa a STING en el retículo 

endoplasmático, iniciando una señalización que culmina en la activación de IRF3 y 

NF-κB, e induce la expresión de interferones tipo I y citoquinas proinflamatorias. Su 

regulación está estrechamente vinculada a la apoptosis, con efectos tanto de 

activación como de supresión, y su desbalance participa en cáncer, enfermedades 

neurodegenerativas y autoinmunidad. Este eje representa un punto crítico de la 

inmunidad innata y un prometedor blanco terapéutico (173,174). 
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7.1.2.6 CD11b 

El CD11b, también conocido como integrina αM (ITGAM) o Mac-1, es una 

glicoproteína expresada principalmente en células mieloides, incluyendo neutrófilos, 

monocitos, macrófagos y células dendríticas que reconoce iC3b, una fracción del 

complemento que se deposita sobre patógenos (175). CD11b facilita la adhesión 

celular por unión a ICAM-1 (CD54), la migración transendotelial y la fagocitosis. 

Puede tener roles tanto proinflamatorios como reguladores y es crucial para la 

función de los neutrófilos y macrófagos en sitios de inflamación, permitiendo su 

reclutamiento desde la circulación hacia los tejidos afectados.  Promueve la 

producción de citoquinas como IL-1β y TNF. Su expresión en LB es inusual, pero 

se puede presentar en estados activados atípicos, proinflamatorios o 

reguladores(176,177) . Si bien este receptor del complemento no está asociado 

directamente por contacto al reconocimiento de GP63, si se han asociado con que 

GP63 corta a C3 generando el ligando natural del CD11b el iC3b (178,179). Esa 

unión en el contexto de Leishmania facilita la entrada del parasito a los macrófagos 

para prolongar su supervivencia.  

 

Tabla 6 Resumen de la descripción funcional de las moléculas analizadas en 
Linfocitos B
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Molécula Mecanismo o Función Inmunológica Referencia 

Syk 
Quinasa clave en señalización del BCR; activa adaptadores como BLNK, PLCγ2, y NF-
κB. Regula la supervivencia vía mTOR. Implicado en sinapsis inmunológica y 
diferenciación de LB. 

Scharenberg et al., 2007; 
Kurosaki et al., 2015 

PKC 
Activada por Syk y PLCγ2; fosforila IκB permitiendo activación de NF-κB. Regula 
transcripción de genes proinflamatorios. 

Kurosaki et al., 2015 

TLR4 
Reconoce LPS, activa NF-κB, AP-1 e IRF3 vía MyD88/TRIF. 
Sinergia con el BCR, amplificando activación de LB. 

Kawai & Akira, 2010; Ruprecht 
& Lanzavecchia, 2006 

TLR9 
Reconoce DNA CpG; activa IRF7, MyD88, producción de IFN-I y citoquinas 
proinflamatorias. Induce activación y diferenciación de LB sin señal vía BCR. 

Kawai & Akira, 2010; Pone et 
al., 2010 

NF-κB 
Factor de transcripción activado vía BCR, TLRs y CD40; regula supervivencia, 
diferenciación y genes proinflamatorios. Actúa en vía canónica y no canónica de 
activación celular. 

Scharenberg et al., 2007; 
Kurosaki et al., 2015; Gregory 

IgM 
Primera Ig secretada, inicia la respuesta humoral; activa complemento vía clásica. En 
LB B1 se secreta de forma natural; requiere proteína J para unir monómero y generar 
un pentámero. 

Castigli, 2005; Cerutti, 2013; 
Ehrenstein & Notley, 2010 

CD19 
Correceptor del BCR; amplifica señal; recluta PI3K, Vav. 
Esencial para activación, memoria, y tolerancia. 

Tedder, 2009 

CD38 
Enzima y marcador de células plasmáticas; regula Ca²⁺ vía cADPR. 
Se usa como marcador diagnóstico en mieloma múltiple. 

Borriello et al., 1997; Nutt et 
al., 2015 

CD40 
Receptor de CD40L; activa NF-κB, MAPK y PI3K/Akt; esencial en la activación T 
dependiente. Crucial para cambio de isotipo en centros germinales. 

Kurosaki et al., 2015; Borriello 
et al., 1997 

CD27 Receptor de CD70; promueve memoria y diferenciación a célula plasmática. Nutt et al., 2015 

CD45 
Fosfatasa tirosina; regula señalización de BCR; controla vía JAKs. 
Mutaciones en este marcador se asocian con inmunodeficiencias. 

Bergantini et al.,2020 
Reuvecramp et al., 2024 

HLA-DR 
(MHC-II) 

Presenta péptidos exógenos a LT CD4+. 
Inicia respuesta adaptativa. Marcador de activación en APCs. 

Dos santos costa y ElDoha 

STING 
Activado por cGAMP (vía cGAS), induce IFN-I y citoquinas proinflamatorias. Implicado 
en inmunidad antiviral y antitumoral. 

Shou J. 2023 
Hopfner KP,2020 

CD11b 
(Mac-1) 

Promueve adhesión, migración y fagocitosis; reconoce iC3b. Relevante en entrada de 
Leishmania vía unión a iC3b. 

Parka et al.,2017 Cássio et al., 
2020 Nickerson etal., 
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7.1.2.7 Vías de supervivencia y proliferación en LB 

La supervivencia y proliferación están reguladas por la integración de señales del 

BCR, TLR, CD40 y citoquinas como BAFF e IL-6. Estas vías activan factores de 

transcripción como NF-κB y STAT3, promoviendo la expresión de genes anti 

apoptóticos como Bcl-2 y facilitando la entrada en el ciclo celular. La persistencia de 

estas señales favorece la diferenciación hacia células productoras de anticuerpos o 

de memoria (180,181). 

7.1.2.8 Muerte celular programada: Apoptosis 

 La apoptosis es un mecanismo de muerte celular programada esencial para 

mantener la homeostasis inmunológica. En linfocitos B puede activarse mediante 

señales extrínsecas, como la interacción con receptores de muerte, o por vías 

intrínsecas, asociadas a estrés celular o daño del DNA. Ambas rutas convergen en 

la activación de caspasas ejecutoras, principalmente la caspasa-3, considerada la 

proteasa central del proceso, responsable de degradar proteínas estructurales y 

funcionales de la célula (182). Este mecanismo permite la eliminación selectiva de 

linfocitos autorreactivos o sobre activados sin generar inflamación, gracias a 

cambios morfológicos controlados como la condensación nuclear, fragmentación 

del DNA y formación de cuerpos apoptóticos que son fagocitados por células 

vecinas. Además, la apoptosis coexiste con otros tipos de muerte celular, como 

necrosis, autofagia, necroptosis, piroptosis y ferroptosis, cada uno con rasgos 

morfológicos y bioquímicos distintivos (183,184).  

 

Con base en la relevancia inmunológica de todos estos procesos, vías y 

marcadores, se diseñó una estrategia experimental que permitiera evaluar de 

manera directa el impacto de GP63 sobre los LB. Para ello, se implementaron dos 

aproximaciones complementarias; la producción de la proteína recombinante GP63 

para realizar la exposición exógena y la expresión intracelular mediante un sistema 

lentiviral. Estas herramientas permitieron ejecutar diferentes interacciones entre la 

proteasa y los LB, para analizar sus efectos fenotípicos y funcionales.   
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7.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.2.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (MNSP) 

 

Las células mononucleares de sangre periférica (MNSP) fueron aisladas de la 

muestra de 20ml de sangre venosa, extraída de los donantes sanos. La separación 

de los mononucleares se dio mediante centrifugación usando un gradiente de Ficoll-

Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) durante 30 min a 450g. Los mononucleares 

fueron sembrados en placas de 6, 12, 24 pozos con medio RPMI completo, se 

incubaron en medio RPMI con 10% de SFB a 37°C con 5% CO2. La disposición de 

estas células estuvo determinada por el tipo de experimento, de exposición exógena 

a la proteína GP63 o de transducción con el lentivirus para expresar la proteína 

intracelularmente.  

7.2.2 Exposición de LB Ramos y MNSP a la proteína GP63 recombinante 

 

Para evaluar el potencial efecto de la proteína GP63 sobre LB in vitro, se realizó un 

ensayo de dosis respuesta en LB Ramos. En placa de 48 pozos se cultivaron en 

medio RPMI completo los LB a una densidad de 2x105 células por pozo. Las células 

se dividieron en dos grupos: una fracción fueron teñidas con CFSE 

(Carboxyfluorescein succinimidyl ester) para evaluación de la proliferación y otra 

fracción sin teñir. Una vez estabilizadas, las células fueron tratadas con la proteína 

GP63 WT/mt a diferentes concentraciones (5, 10, 20 ng/mL), previamente diluidas 

en medio de cultivo estéril. La proteína fue añadida directamente al medio y las 

células se incubaron a 37 °C con 5% de CO₂ por 24h y 48 horas para el grupo con 

CFSE y 48h para los otros análisis. Se incluyeron células sin tratamiento como 

control sin estímulo. Finalizada la incubación, las células fueron recolectadas para 

análisis por citometría de flujo de la viabilidad, proliferación y activación; 

adicionalmente se colectaron los sobrenadantes para cuantificación de citoquinas y 

anticuerpos.  
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7.2.3 Análisis de viabilidad  

 

La viabilidad celular se evaluó por dos métodos complementarios: citometría de flujo 

utilizando 7-aminoactinomicina D (7-AAD Viability Staining Solution, BioLegend 

#420404) y conteo manual en cámara de Neubauer con azul de tripán. Para el 

análisis por citometría, las células recolectadas de los experimentos se centrifugaron 

y se lavaron con PBS 1x; posteriormente se adicionó el equivalente a una 

concentración final de 5 µg/mL durante 15 minutos a temperatura ambiente en 

oscuridad. Luego, las muestras fueron lavadas y suspendidas en 400 µL de PBS 1x 

y analizadas por citometría de flujo en BD FACSCanto; se seleccionaron las células 

7-AAD⁺ (permeables) como no viables, expresadas en porcentaje de viabilidad 

dentro de una población total.  

En paralelo, se realizó un conteo manual, mezclando volúmenes iguales de 

suspensión celular y azul de tripán al 0.4% (Sigma-Aldrich), y se cargaron 10 µL en 

una cámara de Neubauer. Las células viables (no incorporan el colorante y se ven 

claras) y las no viables (azuladas) se contaron bajo un microscopio óptico de luz 

con aumento de 10x o 20x. Estas aproximaciones se utilizaron tanto para las células 

tratadas exógenamente o transducidas.  

7.2.3.1 Determinación de tipo de muerte celular 

La caracterización del tipo de muerte celular se realizó utilizando el marcador 7AAD 

junto al marcador de apoptosis Apotracker™ Green (BioLegend #750000921) que 

permite discriminar células con membrana plasmática comprometida. Un millón de 

células fueron recolectadas, lavadas con PBS 1x y marcadas con 5 µL de cada 

solución.  La incubación se realizó durante 15 minutos a temperatura ambiente, 

protegida de la luz. Posteriormente, las muestras fueron lavadas y suspendidas en 

400 µL de PBS 1x y analizadas inmediatamente en el citómetro de flujo. Los datos 

fueron analizados mediante software de citometría (FlowJo v10.10) ajustando los 

cuadrantes con controles sin tinción, células viables y células tratadas y obteniendo 
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el porcentaje o frecuencia de células viables, células en apoptosis temprana, células 

en apoptosis tardía y necrosis. 

7.2.3.2 Evaluación morfología de los cultivos por microscopia de luz y 

fluorescencia 

Los cultivos celulares fueron monitoreados diariamente mediante microscopía 

invertida luz y de fluorescencia, para evaluar el estado general de las células y la 

expresión de la GFP tras la transducción. Las observaciones se realizaron utilizando 

un microscopio invertido (Thermo Scientific EVOS FL Cell Imaging System) 

equipado con filtros adecuados para la detección de fluorescencia verde (excitación 

~488 nm, emisión ~510–530 nm). Se documentaron imágenes representativas de 

los cultivos en distintos aumentos (4x, 10x, 20x y 40x), permitiendo registrar tanto la 

morfología celular como la intensidad y distribución de la GFP en las células 

transducidas. Además, se prestó especial atención a la morfología celular, con el fin 

de identificar características compatibles con procesos de muerte celular, tales 

como apoptosis (retracción celular, formación de cuerpos apoptóticos, 

condensación nuclear), así como posibles alteraciones relacionadas con otros tipos 

de muerte no convencional. El análisis de fluorescencia permitió estimar de manera 

cualitativa la eficiencia de transducción y descartar auto fluorescencia o 

contaminación. Las imágenes se almacenaron en formato digital con fecha y 

condición correspondiente para su posterior análisis. 

 

7.2.4 Determinación de proliferación  

 

La proliferación celular se evaluó mediante tinción (CFSE, BioLegend), este 

colorante fluorescente se une covalentemente a las proteínas citoplasmáticas y se 

diluye progresivamente con cada división celular. Para los LB se determinó un 

número máximo de 4 generaciones para las evaluaciones a las 48h de cultivo, por 

el ritmo biológico de proliferación de esta línea celular (nueva generación cada 12 - 

24h). El número de LB teñido dependió de cada experimento; las células se lavaron 
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con PBS 1x y luego se suspendieron en 500ul de PBS1x y 500ul de la solución de 

CFSE (preparada previamente a 5mM en DMSO). Se incubó durante 5 minutos a 

temperatura ambiente en la oscuridad. Para detener la tinción y permitir la unión 

estable del colorante, se añadió 1mL de SF) frío y se incubó por 1 min a 4°C. Luego, 

se adicionaron 10mL de PBS 1x y se centrifugaron por 5min.   

Posteriormente, las células fueron suspendidas en medio RPMI completo y 

sembradas en las condiciones experimentales de tratamiento con la proteína 

recombinante GP63. Los datos se adquirieron por citometría de flujo en el canal de 

fluoresceína (FITC), desde el momento cero de incubación, las 24 y 48 horas post 

estímulos. El análisis se realizó utilizando software como FlowJo v10.10 aplicando 

un modelo matemático de predicción para calcular el índice de proliferación, el 

índice de divisiones y el índice de expansión celular.  

En los LB transducidos con el lentivirus LV-MND-GP63 se realizó un seguimiento 

de conteo celular por 21 días, para comprobar el número de células totales en el 

cultivo posterior a la transducción con diferentes MOI del virus. Este conteo se 

realizó con azul de tripán en cámara de Neubauer, y así se pudo obtener el valor 

(Fold Increase) de la proliferación celular.  

 

7.2.5 Cuantificación de marcadores celulares y citoquinas intracelulares por 

citometría de flujo 

 

La caracterización fenotípica de LB fue realizada mediante citometría de flujo 

enfocándose en marcadores tanto de membrana como intracelulares asociados a 

la activación (CD38, HLA-DR, CD40, Syk, STING), diferenciación (CD38, CD11b, 

CD27) y linaje (CD19, CD45), (Tabla 7). Las células fueron recolectadas al final de 

cada tratamiento experimental, procurando alcanzar para estos ensayos una 

concentración de 1x10⁶ células. Las células obtenidas,  fueron lavadas con PBS 1x 

y suspendidas en el volumen final de la solución que contenía los anticuerpos 

monoclonales conjugados directamente a fluorocromos durante 15-20 minutos en 



110 
 

oscuridad. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS 1x y se continuó 

directamente el análisis en el citómetro para aquellos marcadores que no 

necesitaran fijación.  

Para aquellos marcadores de características intracelulares o que requerían fijación, 

posterior a los lavados, se les adicionó una solución de fijación con 

paraformaldehido al 4% y se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, 

se lavaron con PBS 1x, y se permeabilizaron usando un buffer de permeabilización 

y el volumen del anticuerpo intracelular en la misma solución incubando por 20 min. 

Finalmente, se lavaron con PBS 1x y las muestras fueron adquiridas en el citómetro 

de flujo. Se aplicaron controles de compensación para el análisis de múltiples 

marcadores. El análisis de datos se realizó con FlowJo v10.10 aplicando estrategias 

de “gating” secuencial para excluir detritos celulares y dobles, para luego identificar 

y evaluar las diferentes subpoblaciones de interés, con base en la intensidad de 

fluorescencia de los distintos marcadores. 
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Tabla 7 Anticuerpos para la detección de marcadores celulares por citometría de flujo 

 

Anticuerpo Fluorocromo Clon Marca Catálogo / Ref. Tipo de marcador 

CASPASA 3 activa PE C92-605 BD Pharmigen™ 550821 Intracelular (apoptosis) 
CD11b APC-Cy7 M1/70 Invitrogen A15390 Superficie 
CD19 APC HIB19 BD Pharmigen™ 555415 Superficie 
CD19 PE HIB19 BD Pharmigen™ 555413 Superficie 
CD27 PE-Cy7 O323 BD Pharmigen™ 567289 Superficie 
CD3 PE-Cy7 UCHT1 BioLegend® 300420 Superficie 

CD38 FITC HIT2 BD Pharmigen™ 555459 Superficie 
CD40 PE FGK45 BioLegend® 157506 Superficie 
CD4 APC-Cy7 RPA-T4 BioLegend® 300518 Superficie 

CD45 APC H130 BioLegend® 304037 Superficie 
GP63 N/A 96/26 Bio-Rad OBT2004 Intracelular (primario) 

HLA-DR PE TU36 Invitrogen MHLDR04 Superficie 
HLA-DR PE-Cy7 LN3 BioLegend® 327018 Superficie 
His tag PE J095G46 BioLegend® 362603 Superficie (tag) 
His tag APC J095G46 BioLegend® 362605 Superficie (tag) 
His tag PE-Cy7 J095G46 BioLegend® 362620 Superficie (tag) 

IgM total FITC G20-127 BD Pharmigen™ 555782 Superficie 
IL-10 PE JES5-16E3 BioLegend® 505001 Intracelular (citoquina) 

STING PE T3-680 BD Pharmigen™ 564965 Intracelular 
Syk APC 4D10.2 BioLegend® 644306 Intracelular (señalización) 
Syk APC 4D10.2 BioLegend® 644305 Intracelular 
Syk FITC 4D10 BD Pharmigen™ 552476 Intracelular 
TNF PE Mab11 BD Pharmigen™ 559321 Intracelular (citoquina) 
TNF FITC Mab11 BioLegend® 502906 Intracelular 

Goat anti-Mouse IgG  Secondary Antibody PE No dato Invitrogen P852 Superficie / intracelular 

Goat Anti-Mouse Ig (Multiple Adsorption) APC Poly1270 BD Pharmigen™ 550826 Superficie / intracelular 
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7.2.6 Ensayos de cuantificación molecular  

 

7.2.6.1 Concentración de TNF, IL-6 e IgM en el sobrenadante.  

La detección cuantitativa de la citoquinas TNF, IL-6 y el anticuerpo IgM, se realizó 

mediante un ensayo de ELISA competitivo utilizando los kits comerciales (Tabla 

8.0). Las muestras, controles y curva de calibración fueron incubados en placas 

previamente recubiertas con anticuerpos específicos. Tras ser lavados para eliminar 

material no unido, se añadió el anticuerpo secundario conjugado a HRP,  la señal 

se desarrolló mediante la adición del sustrato TMB, y la reacción se detuvo con 

solución ácida . La absorbancia (OD) se midió a 450 nm en un lector de microplacas. 

La cuantificación se realizó comparando con una curva estándar incluida en el kit, y 

los resultados se expresaron como concentración de TNF (pg/mL), IL-6 (pg/mL) e 

IgM (ng/mL). 

7.2.6.2 Concentración de GP63 intracelular 

La proteína GP63 expresada intracelularmente fue cuantificada mediante citometría 

de flujo en diferentes tiempos post transfección (3, 4, 5, 7, 10, 14 y 21 días). Dado 

que se trató de una detección intracelular, las células fueron previamente fijadas y 

permeabilizadas para permitir el acceso del anticuerpo durante la tinción. Las 

muestras se incubaron con el anticuerpo anti-GP63 (Leishmania Major Surface 

Protease gp63 antibody 96/26 isotipo IgG2a de Biorad) y con un anticuerpo 

secundario (Invitrogen™ Goat anti‑Mouse IgG (H+L) Cross‑Adsorbed Secondary 

Antibody, PE). Posterior a la incubación, los datos fueron adquiridos en el citómetro 

de flujo BD Canto y se analizan los resultados en el software Flowjo v10.10. 
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Tabla 8 Ensayos inmunoenzimático ELISA para cuantificación  

Molécula 
Kit 

(Invitrogen) 

Número de 

Catálogo 

Límite de 

detección 

Rango 

dinámico 

Tipo de 

muestra 

TNF 

Human 

TNF-α 

ELISA Kit 

BMS213INST ~3 pg/mL 
15.6–1000 

pg/mL 

Suero, 

plasma, 

sobrenadante 

IL-6 

Human 

IL-6 

ELISA Kit 

BMS223INST ~1 pg/mL 
7.8–500 

pg/mL 

Suero, 

plasma, 

sobrenadante 

IgM 

Human 

IgM 

ELISA Kit 

88-50620 ~4 ng/mL  
125–8000 

ng/mL 

Suero, 

plasma, 

sobrenadante 

 

7.2.7 Activación de LB Ramos in vitro 

 

Para la activación de LB en cultivo, las células fueron sembradas a una densidad 

de 0.5–1x10⁶ células/mL en medio RPMI completo. Se estimularon con 

lipopolisacárido (LPS, 10-50 µg/mL), PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate, 

50 ng/mL) y/u oligonucleótidos CpG tipo B (1–10µg/mL), agregados directamente al 

medio de cultivo. Las células se incubaron a 37 °C con 5% CO₂ por 24 horas. Se 

incluyeron controles sin estímulo, para evaluar de forma comparativa la activación 

celular mediante citometría de flujo. En los ensayos donde se evaluó la producción 

intracelular de citoquinas post activación, como IL-10, y TNF se añadió Brefeldina A 

(Biosciences) al cultivo celular a una concentración de 10 µg/mL durante las últimas 

4 horas de incubación. Este tratamiento es un inhibidor del transporte vesicular del 

retículo endoplasmático al aparato de Golgi, y se usa comúnmente para atrapar 

citoquinas intracelulares, ya que inhibe la secreción de citoquinas, permitiendo su 

acumulación intracelular y posterior detección por citometría de flujo.  
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7.2.8 Transducción de LB Ramos y MNSP con LV-MND-GP63 y LV-MND-GFP 

 

Los LB Ramos y MNSP de donantes sanos fueron transducidos con el vector 

lentiviral (LV-MND-GP63 WT o mt) que codifica la proteasa GP63. En los casos en 

que se requería un control de transducción para validar la expresión de una proteína 

distinta, se utilizó un lentivirus codificante para el gen reportero GFP (LV-EF1α-

GFP), con el objetivo de determinar si los efectos observados estaban vinculados al 

sistema de expresión o a la proteína expresada. Este lentivirus fue suministrado por 

el Dr. Uimook Choi, staff del LCIM-GIS del NIH. 

Previamente, las partículas virales fueron producidas en células GPRTC (HEK293-

GPR) y concentradas por ultra centrifugación y tituladas. Con la concentración viral 

del stock de lentivirus y con la densidad de células calculadas para el experimento, 

se calcularon con anticipación los MOI.   Las células fueron cultivadas en medio 

RPMI completo, a la densidad requerida para alcanzar el MOI del experimento. Para 

incrementar la eficiencia de transducción, se emplearon potenciadores de la 

transducción como el LentiBOOST™ (Sirion Biotech), un potenciador de 

transducción, añadido directamente al medio de cultivo a una concentración de 

1µg/mL o el Polybrene (hexadimetrina bromuro, Sigma-Aldrich) a una concentración 

final de 8 µg/mL. Inmediatamente después, se agregó el lentivirus a la dosis 

correspondiente (MOI previamente determinado). Las células fueron incubadas a 

37 °C con 5% de CO₂. La eficiencia de transducción fue evaluada entre 48 y 72 

horas post transducción mediante citometría de flujo, evaluando la expresión 

intracelular de la proteína GP63 o del control GFP o mediante tinción intracelular. 

Se incluyeron controles sin vector para discriminar efectos inespecíficos (Anexo 7). 

7.2.9 Extracción de DNA y PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) para 

cuantificación del número de copias del vector por célula o (Vector copy 

number VCN) 

De cada experimento de transducción en LB Ramos y MNSP se recolectaron 1x106 

células para cuantificación del VCN. Estas células fueron conservadas a -80ºC 

hasta su procesamiento. La extracción del DNA se realizó con el kit comercial 
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"DNeasy Blood & Tissue" (Qiagen). Las células se lisaron mediante incubación con 

tampón ATL y proteinasa K a 56 °C hasta completar la digestión. Posteriormente, 

se añadió tampón AL y etanol al 100% para favorecer la unión del DNA a la 

membrana de sílica de las columnas. Luego se sometieron a una serie de lavados 

con los buffers AW1 y AW2 para eliminar proteínas, sales y otros contaminantes. 

Finalmente, el DNA fue eluido en un volumen apropiado de buffer AE. La 

concentración y pureza del DNA extraído se evaluó por espectrofotómetro (Thermo 

Scientific™ NanoDrop™ One C Microvolume UV-Vis) considerando una relación 

A260/280 entre 1.8 y 2.0 como indicador de pureza adecuada. Se evaluó la 

expresión del fragmento HIV-U5-PBS,  que es una región específica del genoma del 

VIH (Virus de la Inmunodeficiencia Humana) que se encuentra en el extremo 5' de 

la LTR (Long Terminal Repeat) del virus. Para realizar la cuantificación comparativa 

se utilizó como gen normalizador humano mkl2 (myocardin-like protein 2). El cual 

codifica una proteína reguladora de genes involucrados en el citoesqueleto de actina 

y diferenciación muscular. El número de células se calculó como la mitad del conteo 

de MKL2, ya que cada célula es diploide. Se utilizaron los siguientes esquemas de 

cebadores y sondas: 

HIV-PBS Assay 
 
HIV-U5-PBS_F 5’ CTGTTGTGTGACTCTGGTAACT 3’ 

HIV-U5-PBS_R 5’ TCGCTTTCAAGTCCCTGTTC 3’ 

HIV-U5-PBS_Probe 5'- /56-FAM/AA ATC TCT A/ZEN/G CAG TGG CGC CCG 
/3IABkFQ/ -3' 

 
MLK2 Assay 
 
MKL2-lastExon_F 5’ AGATCAGAAGGGTGAGAAGAATG 3’ 

MKL2-lastExon_R 5’ GGATGGTCTGGTAGTTGTAGTG 3’ 

MKL2-lastExon_Probe 5'- /5-HEX/TG TTC CTG C/ZEN/A ACT GCA GAT CCT 
GA/3IABkFQ/ -3' 

 
Se definieron los niveles de expresión relativa por el método de ΔΔCt. La 
amplificación y medición en tiempo real se realizó en un 7500 Fast Real-Time PCR 
System de Applied Biosystems. 
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7.3 RESULTADOS CAPÍTULO 3 

 

7.3.1 Efecto de la proteína recombinante GP63 WT/mt sobre LB Ramos y MNSP 

humanos  

 

En este proyecto evaluamos el potencial efecto de la proteína GP63 sobre células 

inmunes humanas. Como primer paso, expusimos linfocitos B humanos a la 

proteasa con el objetivo de determinar si induce cambios en la viabilidad, la 

proliferación y la expresión de marcadores relacionados con la señalización y 

activación celular. 

7.3.1.1 La viabilidad y proliferación de los LB Ramos expuestos a GP63 WT 

recombinante disminuye de forma dosis dependiente. 

 

Utilizando la proteína GP63 recombinante producida en células HEK293T, se 

realizaron ensayos de dosis-respuesta en células Ramos expuestas durante 48 

horas a concentraciones de 5, 10 y 20 ng/mL de GP63 en su forma WT o mt. Se 

observó una disminución significativa en la viabilidad celular con la dosis más alta 

de GP63 WT, alcanzando un 61.8% de células viables tras 48 horas de exposición. 

En contraste, las condiciones con 5 y 10 ng/mL de GP63, así como el control sin 

estímulo, mantuvieron una viabilidad superior al 90% (Figura 17 A). A diferencia de, 

la exposición a la misma concentración de la proteína mutante (GP63 mt) mantuvo 

la viabilidad celular por encima del 70% (Figura 17 B). Estos resultados sugieren 

que la actividad catalítica de la proteína GP63 WT podría comprometer la integridad 

celular, provocando una disminución en la supervivencia de los linfocitos B. La 

citotoxicidad fue evaluada mediante la exclusión de azul de tripán y la detección de 

células positivas para el marcador 7-AAD por citometría de flujo. Igualmente, los 

linfocitos B Ramos expuestos a la proteína GP63 recombinante mostraron una 

disminución en su capacidad proliferativa, determinada con CFSE por citometría de 

flujo. El modelo de proliferación celular de LB Ramos sin estímulos, se muestra en 

la Figura 18 A. En los ensayos con la proteína GP63 recombinante, se determinó 



117 
 

un número máximo de 4 generaciones a las 48h de cultivo, teniendo en cuenta el 

ritmo biológico de proliferación de esta línea celular (nueva generación cada 12 - 

24h). El modelo sugiere que en la concentración de 20ng/mL, hay una disminución 

significativa del índice de proliferación y de expansión de los LB tratados con la 

proteína WT, comparado con el control sin estímulo (Figura 18 B). El índice de 

división presenta la misma tendencia, sin un valor de p significativo (Figura 18 C); 

finalmente, el análisis con la proteína mutante muestra que no tiene mayor impacto 

sobre la proliferación de los LB a ninguna de las concentraciones probadas. 
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Figura 17 La viabilidad de los LB disminuye de forma dosis dependiente con la exposición a GP63 WT recombinante.  

LB Ramos expuestos por 48h in vitro a dosis creciente de la proteína GP63 WT o mt. A) Evaluación de la viabilidad celular por citometría de flujo con 
el marcador 7AAD, plots de análisis con la proteína WT. B) Porcentaje de viabilidad celular. Datos confirmados en conteo con azul de tripán en cámara 
y contador celular automático, los datos representan (n=3) réplicas biológicas. La prueba estadística realizada es ANOVA de dos vías y sus 
comparaciones múltiples (test de Tukey). Los asteriscos indican un valor de significancia *p <0.05.   
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Figura 18 La proliferación de los LB disminuye con la exposición a GP63 WT recombinante. 

LB Ramos expuestos por 48h a dosis creciente de la proteína GP63 WT o mt in vitro. A) Modelo de proliferación 
basal de LB Ramos sin estímulo (2x105 células), células teñidas con 0.5µM de CFSE con seguimiento por 0,24,48 
y 96h en citometría de flujo. B) Análisis de proliferación de LB teñidos con CFSE y expuestos por 48h a dosis 
creciente de GP63, representación de modelación matemática de las poblaciones. Los datos mostrados 
corresponden a la réplica No.1 C) Índices de proliferación, división y expansión del modelo matemático de 
proliferación de los LB (n=3) réplicas biológicas. La prueba estadística realizada es ANOVA de dos vías y sus 
comparaciones múltiples (test de Dunnett). Los asteriscos indican un valor de significancia *p <0.05. (CFSE: 
Carboxi-fluorescein diacetato succinimidil ester).
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7.3.1.2 Los linfocitos B Ramos tratados con GP63 WT expresan mayores niveles 

de CD38. 

 

Dado que la viabilidad y la proliferación pueden estar influenciadas por señales de 

activación celular, se evaluó la expresión de marcadores de superficie (CD19, CD38 

y HLA-DR) e intracelular (Syk) de los linfocitos B Ramos, para determinar si GP63 

induce cambios fenotípicos asociados a su activación funcional.  

En los mismos ensayos de exposición por 48h a diferentes dosis de la proteína 

GP63 WT o mt, se determinó por citometría de flujo el valor de intensidad media de 

fluorescencia (MFI) diferencial entre estos marcadores (Figura 19 A-B). Se encontró 

que CD19 siendo un marcador de linaje de linfocitos B, con participación en la 

amplificación de señales vía BCR, no tuvo mayores diferencias en su expresión 

respecto al control, ni con la proteína mutante, indicando que no hubo perdida del 

linaje B en estas células (Figura 19 A). En el mismo sentido, la expresión intracelular 

de Syk, tirosina quinasa clave en la señalización vía BCR (corriente abajo) no 

presentó cambios significativos; lo que sugiere que tal vez la activación celular a 

través de esta vía no fue completamente inducida o inhibida por GP63 (Figura 19 A 

panel superior).  

La expresión de HLA-DR una molécula del MHC-II implicada en presentación 

antigénica, no mostró diferencias significativas entre las condiciones evaluadas, 

pero sí una leve tendencia a aumentar su expresión de forma dosis dependiente 

con la proteína WT, esto sugiere que la capacidad para presentar antígenos en 

general no estaría alterada (Figura 19 A panel inferior).  

En contraste, la expresión de CD38, molécula asociada con activación celular, 

diferenciación y regulación de funciones inmunológicas, mostró un aumento 

significativo en la intensidad media de fluorescencia (MFI) tras la exposición a 20 

ng/mL de GP63 WT, duplicando los niveles observados en el control (Figura 19 B). 

En cambio, las concentraciones más bajas, así como las exposiciones a la proteína 

mutante, no evidenciaron cambios relevantes en la expresión de este marcador. 
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Estos resultados sugieren que la dosis de 20 ng/mL de GP63 WT podría inducir una 

activación parcial o alternativa en los linfocitos B Ramos. Será necesario contrastar 

estos hallazgos con la coexpresión de otras moléculas, incluyendo receptores y 

citoquinas, para determinar su relevancia biológica y funcional. 

7.3.1.3 La sobreexpresión de la molécula CD38 por estimulo de GP63 WT se 

conserva en un modelo inmunológico más complejo como los MNSP 

 

De manera consistente a lo observado en la línea celular de LB Ramos, el aumento 

de CD38 se mantuvo en los linfocitos B derivados de células mononucleares de 

sangre periférica (Figura 20 A). La expresión de CD38 aumentó progresivamente 

con el tiempo, con una expresión máxima a las 72h siendo 3 veces más alta que el 

control sin estímulo (Figura 20 B). Esto sugiere que el efecto podría ser reproducible 

en un modelo fisiológicamente más relevante y no un hallazgo particular de la línea 

celular. 

Si bien el resultado obtenido en MNSP proviene de una sola réplica biológica, la 

tendencia observada es clara y coherente con el efecto detectado previamente en 

el otro modelo. Estos hallazgos merecen ser considerados y explorados en futuros 

estudios con mayor poder estadístico.    

 

 

 

 

 

 

 



122 
 

 

 

Figura 19 Marcadores celulares de LB Ramos modulados tras la exposición a diferentes 
concentraciones de GP63 WT o mt.  

Distribución y cuantificación de las proteínas Syk, CD19, CD38 y HLA-DR, en linfocitos B de la línea celular 
Ramos posterior a la exposición in vitro a 5 ,10 y 20ng/ml de GP63 recombinante durante 48 h. A) Histograma 
de los marcadores representados como: sin estímulo (control) en azul, estímulo con proteína WT en rojo y 
estímulo con proteína mutante (E265A) en naranja. B) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia 
(MFI) para cada grupo. Los datos de cada grupo están representados por la mediana (n=3) réplicas biológicas. 
La prueba estadística realizada es ANOVA de dos vías y sus comparaciones múltiples (test de Tukey). Los 
asteriscos indican un valor de significancia **p <0.005.   
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Figura 20 Cinética de expresión de marcadores celulares en MNSP (HD) tratados con una dosis única 
de 20ng/mL de GP63.  

Distribución y cuantificación de las proteínas CD19, CD38 y HLA-DR en mononucleares de sangre periférica 
(MNSP) de un donante sano, con exposición in vitro a 20ng/ml de GP63 WT o mt, durante 24, 48 y 72h. A) 
Histograma de las poblaciones: sin estímulo (control) en azul, estímulo con proteína WT en rojo y estímulo con 
proteína mutante (E265A) en naranja. B) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada 
marcador. Los datos corresponden a un n=1.
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7.3.1.4 La exposición a GP63 recombinante induce la producción de la citoquina 

TNF y la inhibición de IgM e IL-6.  

 

En los ensayos de detección de TNF humana, se observó una inducción de esta 

citoquina proinflamatoria tras la exposición a 20 ng/mL de las formas WT y mutante 

de la proteína GP63. Este efecto fue evidente tanto en la línea celular de linfocitos 

B Ramos (tras 48 horas de tratamiento) como en células mononucleares de sangre 

periférica (MNSP) de un donante sano, estimuladas durante 48 y 72 horas. En los 

linfocitos B Ramos, la secreción de TNF alcanzó en promedio 10 pg/mL en ambas 

condiciones (WT y mutante), duplicando los niveles del control sin estímulo, sin 

diferencias significativas entre ambas formas de la proteína (Figura 21 A). En 

contraste, en el modelo de MNSP, las concentraciones de TNF fueron 

aproximadamente el doble con la proteína WT y hasta seis veces mayores con la 

proteína mutante, en comparación con el control (Figura 21 B). 

Con relación a la IgM soluble, detectada en el sobrenadante de los cultivos de LB 

Ramos y en MNSP, se encontró que bajo efecto de la proteasa WT los niveles de 

IgM fueron bajos con respecto al control a través del tiempo. Esto fue más evidente 

en la línea celular donde la concentración de IgM en la condición WT fue en 

promedio 318ng/mL comparado con un 814ng/mL del control, mientras que con la 

intervención mutante fue 626ng/mL de IgM. En los MNSP observamos la mitad de 

lo obtenido en la línea celular, pero conservando la tendencia de que en la presencia 

de la proteasa tanto WT como mt se mantuvieron muy por debajo del control a las 

48 y 72h de medición (Figura C-D). Esto sugiere que las células pueden estar en un 

estado de activación y diferenciación menos avanzado, por influencia de la proteasa 

o una inmunomodulación que pueda estar regulando la respuesta humoral.  

Finalmente, se hizo medición de IL-6 en el sobrenadante de estos experimentos y 

en ninguna de las condiciones analizadas hubo detección de esta citoquina. Tras 

repeticiones confirmatorias, se concluye que la proteasa GP63 WT o mutante no 

afectan la producción de IL-6 en los LB Ramos.
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Figura 21 Concentración de TNF e IgM en LB Ramos y MNSP expuestos a GP63 recombinante. Ensayo inmuno enzimático (ELISA) para la 
cuantificación de TNF (A y B) y de IgM soluble (C y D). A) TNF de LB Ramos con exposición in vitro a 20ng/ml de GP63 WT o mt, durante 48h (n=4). 
B) TNF de MNSP tratados in vitro con 20ng/ml de GP63 WT o mt, por 48 y 72h. Los datos corresponden a un donante sano con n=2 réplicas 
experimentales. C) Niveles de IgM en LB Ramos. D) Niveles de IgM en MNSP. La prueba estadística aplicada es test Mann Whitney con un valor de 
significancia *p<0.05.   
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7.3.1.5 Evaluación de la expresión de marcadores celulares y cuantificación de las 

citoquinas TNF e IL-10 . 

 

Se estimularon LB Ramos por 24h con activadores como LPS, PMA, CpG y con la 

proteína GP63 recombinante en su forma nativa (WT) y mutante (mt). Estos 

compuestos se seleccionaron por su capacidad de inducir activación a través de 

distintas vías, LPS y CpG mediante los TLRs (TLR4 y TLR9, respectivamente) y 

PMA para activación directa de la proteína quinasa C (PKC). El objetivo fue 

comparar el efecto de GP63 y de los activadores conocidos sobre los LB Ramos. 

Inicialmente, se analizó por citometría de flujo los niveles de CD19, CD38 e 

incorporamos unos marcadores adicionales para identificar el estado de memoria, 

madurez y regulación celular como CD27, CD45 y CD11b respectivamente.  

En general, no hay inducciones significativas en la expresión de estas moléculas 

por efecto de los activadores conocidos. Sin embargo, se conservó la tendencia de 

inducción de CD38 con la proteasa WT (Figura 22 A,B), este fenómeno se 

manifiesta exclusivamente en presencia de esta versión de la proteína, y no se 

observa con otros activadores, demostrando que este evento podría ser mediado 

por la actividad de la proteasa. En el tratamiento con CpG se ve una menor MFI 

para CD27 y CD11b (Figura 22 B), lo que puede corresponder a un menor número 

de células, por pérdida de la muestra durante su procesamiento.  

Por otro lado, teniendo en cuenta la naturaleza del experimento (activación celular), 

se detectaron niveles relativamente bajos de TNF en el sobrenadante del cultivo de 

los LB Ramos. Se evidencia una leve tendencia a la inducción de esta citoquina por 

LPS y por GP63 mutante, mientras que con la proteína WT los niveles de TNF fueron 

muy bajos, incluso por debajo del valor del control, indicando que tal vez la proteasa 

en su forma activa podría mediar los niveles de TNF a nivel extracelular (Figura 23). 

En paralelo, en experimentos de activación celular por 4 horas, más la acción de la 

Brefeldina A para la detección de TNF e IL-10 intracelular, se observó que el PMA 

aumentó considerablemente la expresión de ambas citoquinas al interior de los LB 
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Ramos, lo que induce un efecto proinflamatorio importante en las células. Mientras 

que el estímulo con GP63 WT, si bien fue levemente superior al control, su efecto 

no fue comparable al inducido por PMA. La condición mutante se mantuvo por 

debajo de los niveles incluso del control y los otros activadores no mostraron 

cambios (Figura 24).    
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Figura 22 Perfil de activación de linfocitos B Ramos estimulados con LPS, PMA, CpG y GP63 recombinante. 

Distribución y cuantificación de las proteínas CD19, CD38, CD27, CD45 y CD11b expuestos a 10µg/mL de LPS, 50ng/mL de PMA, 
10µg/mL de CpG y 20ng/ml de GP63 WT o mt durante 24h. A) Histograma de la expresión cada marcador, los colores representan las 
diferentes condiciones de activación. B) Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula. Los datos 
(n=2) réplicas biológicas están representados por la media. 
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Figura 23 Detección de TNF en linfocitos B Ramos activados con LPS, PMA, 
CpG y GP63 recombinante. 

Ensayo inmuno enzimático (ELISA) de cuantificación de TNF en el sobrenadante de 
LB Ramos expuestos a 10µg/mL de LPS, 50ng/mL de PMA, 10µg/mL de CpG y 
20ng/ml de GP63 WT/mt durante 24h. El límite de detección de la prueba (7.8pg/mL-
500pg/mL). Los datos representan (n=4) réplicas experimentales. La prueba 
estadística aplicada es test Mann Whitney con un valor de significancia *p<0.05.    
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Figura 24 Detección de TNF e IL-10 intracelular en linfocitos B Ramos 
estimulados con LPS, PMA, CpG y GP63 recombinante. 

Distribución y cuantificación de las citoquinas TNF e IL-10 expuestos a 10µg/mL de LPS, 
50ng/mL de PMA, 10µg/mL de CpG y 20ng/ml de GP63 WT/mt durante 4h, con posterior 
tratamiento con Brefeldina A por 2 horas. A) Histograma de la expresión de las citoquinas 
con cada estímulo, los colores representan los diferentes activadores utilizados. B) 
Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de la detección de las 
citoquinas intracelularmente.   
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7.3.2 Transducción de Linfocitos B Ramos y MNSP con el lentivirus (LV-MND-

GP63) Parte 1 

 

Luego de analizar los efectos de la proteína GP63 en su forma recombinante, el 

objetivo en esta etapa fue evaluar el impacto de su expresión intracelular. Para ello, 

se realizó la transducción de células B Ramos utilizando un lentivirus codificante 

para GP63 en sus formas WT y mt, empleando una multiplicidad de infección (MOI) 

de 5 y 2. Posteriormente, se evaluaron los posibles efectos citotóxicos y las 

alteraciones en la supervivencia celular en los días 5 y 8 post transducción. 

7.3.2.1 La viabilidad de los LB Ramos transducidos con el lentivirus LV-MND-GP63 

WT disminuye de forma tiempo y dosis dependiente. 

 

Se observó una disminución de aproximadamente 30–40% en la viabilidad celular 

tras la transducción de los linfocitos B Ramos con el lentivirus LV-MND-GP63 WT 

al día 5 (Figura 25 A). Asimismo, se evidenció una reducción en el número total de 

células en el cultivo (Figura 25 B). Con el fin de caracterizar el tipo de muerte celular 

inducida, se empleó la tinción combinada de 7AAD y Apotracker™, lo que permitió 

discriminar entre apoptosis temprana, tardía y necrosis celular. A partir de estos 

marcadores se cuantificaron los diferentes subtipos de muerte celular, 

determinando que la caída de la viabilidad se asocia principalmente con un aumento 

en eventos de tipo apoptótico. Al día 5 post transducción con el LV-MND-GP63 WT 

el 63.8% de LB Ramos eran completamente viables, y el 6.28% estaba en apoptosis 

temprana, el 25.7% en apoptosis tardía y el 2.4% en necrosis  (Figura 26 AB). Este 

fenómeno aumenta con el paso del tiempo, siendo al día 8 post transducción solo 

un 47.3% de los LB Ramos viables, un 6.87% en apoptosis temprana, un 40.3% en 

apoptosis tardía, y un 5.56% en necrosis (Figura 26 CD).  

Considerando la posibilidad de que la dosis empleada de lentivirus fue muy alta y 

podía estar siendo citotóxica para la célula, se recrea el experimento con un MOI 

inferior (MOI 2), encontrando que la muerte celular persiste, pero la magnitud del 
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daño es la mitad de lo observado con el MOI 5. Para el quinto día post transducción 

el porcentaje de células viables fue 75.9%, en apoptosis temprana 3.32%, 14.6% de 

apoptosis tardía, y necrosis 6.23% (Figura 26 EF). Al octavo día se encontraron 

61.7% de células viables, 3.83% en apoptosis temprana, un 26.6% de apoptosis 

tardía, y un 7.90% en necrosis (Figura 26 GH).  

Adicionalmente, se observaron diferencias morfológicas marcadas entre las 

condiciones experimentales. En el control, las células presentaban un crecimiento 

en suspensión, con morfología redondeada y sin signos evidentes de muerte celular. 

En contraste, los linfocitos B Ramos transducidos mostraban una disposición en 

racimos, pérdida de integridad de membrana, retracción y fragmentación nuclear, 

presencia de vacuolas citoplasmáticas y exposición del material genético. Estos 

resultados son compatibles con muerte celular programada, específicamente 

apoptosis (Figura 27).  
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Figura 25 La viabilidad celular de los Linfocitos B Ramos disminuye por efecto 
del LV-MND-GP63 WT. 

Linfocitos B Ramos transducidos a un MOI 5 con LV-MND-GP63 WT y mt, 
determinación de la viabilidad celular al día 5 y 8 post tratamiento. Ensayo en placa 
con 1x106 c/pozo. A) Porcentaje de células viables. La prueba estadística aplicada 
es test Mann Whitney con un valor de significancia *p<0.05 B) Cuantificación del 
número total de células en el cultivo, se realiza con azul de tripán en contador 
automático comprobado con conteo manual en cámara de neubauer. 
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Figura 26 Clasificación de tipo de muerte celular en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63. Distribución y cuantificación de las poblaciones celulares 
teñidas con 7AAD y Apotracker™ al día 5 y 8 post transducción a un MOI de 5 y 2. A-C-E-G) Dotplots de las poblaciones de linfocitos B-D-F-H) Porcentaje de 
células vivas, en apoptosis temprana, tardía y en necrosis celular.  
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Figura 27 Evaluación morfológica mediante microscopia de luz de cultivos de LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT. 

Las imágenes sugieren que la transducción con el lentivirus que expresa la proteína WT induce cambios morfológicos y muerte celular. Observación 
por microscopio invertido de luz. Panel superior: control sin tratamiento, Panel central: LB Ramos tratados con el lentivirus a un MOI 5 y Panel 
inferior: LB tratados con el lentivirus a un MOI 2.  Objetivos de derecha a izquierda (4x, 10x, 20x y 40x).  Estas imágenes corresponden al octavo día 
post transducción.  
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7.3.2.2 Diferencias en la eficiencia de transducción: el lentivirus codificante para la 

proteína WT logra alta integración mientras que el mutante registró una integración 

nula. 

 

El número de copias del vector integrado por genoma fue determinado mediante 

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), con el uso de cebadores específicos para 

la secuencia del vector, para un gen de referencia y dos estándares conocidos de 

control. El análisis reveló una relación dosis dependiente, con el LV-MND-GP63 WT 

(MOI 2) se integraron al menos 2 copias del vector por célula al día 5 y 8 post 

transducción, este valor es considerado seguro en estudios preclínicos (< 5 

copias/célula). Mientras que con el MOI 5 el número de copias por célula fue de 6.49 

al día 5 y para el día 8 bajó a 4.39 (Figura 28). Si bien esta tendencia sugiere una 

integración más eficiente puede representar un alto riesgo de inserciones múltiples 

asociadas con toxicidad y mutagénesis.  

En contraste, el lentivirus codificante para la proteína mutante, como se mencionó 

en el apartado (6.3.2.1), no mostró integración detectable en el genoma de los LB 

Ramos transducidos, a pesar de ser cultivados bajo las mismas condiciones, que el 

lentivirus de la proteína nativa WT. El valor máximo obtenido fue 0.31 (<1 

copia/célula) con el MOI 5, ocho días después de la transducción. Esto sugiere una 

pérdida de su capacidad de infección o integración celular, lo que impide su uso en 

los experimentos posteriores en LB Ramos. 

 

  

 

 

 

 

 



138 
 

 

 

Figura 28 Comparación del número de copias integradas en los LB Ramos 
transducidos. 

Detección del VCN por qPCR cuantitativa del vector (HIV-U5) y gen de referencia 
(MKL2). Los valores reportados corresponden a observaciones del día 5 y 8 post 
transducción. En gris están representados los valores de los estándares, en morado 
el LV-MND-GP63 WT y en naranja el LV-MND-GP63 mt mutante.   

 

7.3.2.3 El control de transducción codificante para la proteína GFP (LV-EF1a-GFP) 

descarta que la muerte celular sea atribuible al vector, sino que se debe al tipo de 

proteína expresada GP63. 

 

Para evaluar si la disminución en la viabilidad celular era atribuible al vector o la 

proteína expresada, se realizó una transducción paralela con un lentivirus control, 

que codificaba únicamente para la proteína verde fluorescente (GFP). Se evidenció 

que con esas condiciones no hubo pérdida significativa de la viabilidad celular, 

indicando que el vector por sí solo no afecta la sobrevida de los LB Ramos. Se 

probaron 4 diferentes MOI (1, 2.5, 5, 10) y la viabilidad celular se mantuvo por 
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encima del 70% en todas las condiciones al día 5 post transducción (Figura 29). 

Incluso el porcentaje de GFP intracelular se mantuvo por encima del 80% al día 5 y 

8 post traducción (Figura 30 A-B). Por el contrario, el lentivirus codificante para 

GP63 WT sí indujo la muerte celular por apoptosis de los linfocitos. Estos resultados 

sugieren que el efecto citotóxico es atribuible a la proteína GP63 y no al sistema 

lentiviral.
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Figura 29 Porcentaje de GFP en LB Ramos transducidos con LV-EF1a-GFP. 

Detección de la proteína verde fluorescente por citometría de flujo al día 5 post transducción.   
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Figura 30 Microscopia de luz y fluorescencia en cultivos de LB Ramos transducidos con LV-
EF1a-GFP: Detección intracelular de GFP. 

Las imágenes sugieren que la transducción con el lentivirus que expresa GFP no induce cambios morfológicos 
ni muerte celular. Observación por microscopio invertido de luz (ML) y fluorescencia (MF). MOI 10, 5, 2.5 y 1. A) 
Día 5 post transducción representado ML:MF.  B) Día 8 post transducción. Objetivos de derecha a izquierda 
(10x, 20x y 40x).
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7.3.2.4 La proliferación de LB Ramos en cultivo es inhibida de forma MOI-

dependiente, por la transducción con el LV-MND-GP63 WT 

 

Posterior a la transducción observamos que no solo se reducía de forma progresiva 

la viabilidad de los linfocitos, sino también una aparente inhibición de su capacidad 

proliferativa. Para evaluar este efecto, se realizó un seguimiento de los LB Ramos 

transducidos a diferentes MOI durante un periodo de 14 días. A lo largo de este 

tiempo, se evidenció una disminución en la densidad celular y una ausencia de la 

expansión típica esperada en el cultivo, comparado con un control sin estímulo y 

con un control de transducción (lentivirus codificante para GFP). Este efecto fue 

dependiente de la cantidad de virus empleado, ya que a mayor MOI se observó una 

mayor inhibición en la proliferación celular (Figura 31 A), sugiriendo que el impacto 

funcional y citotóxico está asociado a la dosis del lentivirus y a la expresión de la 

proteína GP63 WT (Figura 31 B).  

Adicionalmente, se observó que el medio de cultivo transducido con el LV-MND-

GP63 WT permanecía con su color original rojizo por más tiempo, a diferencia de 

los controles, que viraban rápidamente a tonalidades amarillas como indicativo del 

metabolismo celular activo (Figura 31 C). También al observar los cultivos en 

microscopio invertido de luz y fluorescencia, se evidenció la poca confluencia celular 

dosis dependiente, siendo la de MOI 5 más baja en comparación con las otras 

condiciones día tras día. Esto sugiere una menor actividad metabólica asociada a 

la escasa proliferación, en las condiciones de mayor MOI en la que se expresa la 

proteína GP63, mientras que con el lentivirus de GFP no hubo muerte celular, ni 

inhibición en la proliferación y se mantuvo la transducción estable hasta el día 14 

(Figura 32), estableciendo que la transducción per se no alteraba estas 

características, sino que era un fenómeno mediado específicamente por la proteasa 

GP63. 
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Figura 31 La proliferación y viabilidad celular de los LB Ramos disminuye MOI-dependiente por efecto del LV-MND-GP63 WT. 

Linfocitos B Ramos transducidos con MOI 1, 2 y 5 con LV-MND-GP63 WT, y MOI 10 con LV-EF1a-GFP. A) Fold-increase de cuantificación total de células en el 
cultivo para determinar proliferación celular, seguimiento realizado por 14 días. Representado en rojo el control sin estimulo, en verde el control de transducción, 
azul oscuro MOI 1, azul claro MOI 2, y morado MOI 5. B) Dotplots del porcentaje de viabilidad de los LB Ramos por citometría de flujo, evaluación del marcador 
7AAD al día 7 post transducción.  C) Fotografía día 7 post transducción de los frascos de cultivos celulares. De izquierda a derecha, el control sin estímulo, control 
de transducción MOI 10 GFP, MOI 1, 2 y 5 de GP63. Se observa la diferencia en el color del medio de cultivo, reflejo de la actividad metabólica celular.
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Figura 32 Microscopia de luz y fluorescencia de LB Ramos transducidos: la proliferación y 
muerte celular son MOI-dependiente.  

Las imágenes representan la observación por 14 días de los cultivos celulares transducidos con LV-
MND-GP63 WT con: Fila 1 MOI 1, Fila 2 MOI 2, y Fila 3 MOI 5; Fila 4 control sin estímulo y Fila 5 
control de transducción con LV-EF1a-GFP MOI 10 con sus fotos espejo de microscopia invertida de luz 
(ML) y fluorescencia (MF). De izquierda a derecha las fotos representan los días de observación 5, 7, 
10 y 14. Objetivo de (40x)
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7.3.2.5 El número de copias del vector (VCN) en los LB Ramos transducidos con 

LV-MND-GP63 mostró una integración proporcional al MOI y una disminución 

progresiva con el tiempo. 

 

Los valores de número de copias del vector por célula (VCN), determinados 

mediante qPCR cuantitativa, evidenciaron una integración dependiente de la dosis. 

Al día 5 post transducción, se observaron VCN de 1.34, 5.25 y 6.58 para los MOI de 

1, 2 y 5, respectivamente. Sin embargo, al día 10 se registró una disminución 

significativa en el VCN, con valores de 0.05 (MOI 1), 0.2 (MOI 2) y 3.48 (MOI 5). 

Esta reducción se asocia a una alta tasa de muerte celular en las primeras fases 

post transducción; las células que integran el lentivirus y expresan intracelularmente 

la proteína GP63 son eliminadas, mientras que aquellas que no expresan la proteína 

sobreviven y repueblan el cultivo. En contraste, las células transducidas con el 

lentivirus control que expresa GFP, a pesar de presentar un VCN más bajo (0.7 al 

día 5 y 0.16 al día 10), mantienen la viabilidad celular, lo que permite una 

persistencia más estable de la población transducida a lo largo del tiempo (Figura 

33). 
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Figura 33 Número de copias del vector (VCN) de LB Ramos transducidos con 
LV-MND-GP63 WT, mostró una integración proporcional al MOI.  

Detección del VCN por qPCR cuantitativa del vector (HIV-U5) y gen de referencia 
(MKL2). Los valores reportados corresponden a observaciones del día 5 y 10 post 
transducción. En gris están los representados los valores de los estándares, en 
verde la transducción con LV-EF1a-GFP, y en morado el LV-MND-GP63 WT. El día 
5 se observa la integración MOI dependiente y al día 10 una pérdida de la 
integración del vector. 

 

7.3.2.6 La producción de IgM, TNF e IL-6 es significativamente baja en los LB 

Ramos transducidos con el LV-MND-GP63 WT 

 

Los sobrenadantes de los LB Ramos transducidos con el lentivirus codificante para 

la proteína GP63 WT no mostraron producción detectable de la citoquina IL-6, y los 

niveles de TNF (<7.8pg/mL) se encontraron por debajo del umbral mínimo de 

detección establecido por el ensayo inmunoenzimático (ELISA) utilizado, por lo que 

se consideraron no cuantificables. En cuanto a la producción de la IgM, se observó 
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una disminución significativa y MOI dependiente en los sobrenadantes de los LB 

Ramos transducidos con una concentración de 120pg/mL con MOI 2 y para MOI 5 

79pg/mL, en comparación con el control de transducción (GFP MOI 10 407pg/mL) 

y el control sin estímulo (800pg/mL).  Estos resultados sugieren que la transducción 

con el lentivirus codificante para GP63 WT regula negativamente la capacidad de 

secretar IgM en ausencia de otros estímulos (Figura 34). 

 

Figura 34 Concentración de IgM en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 
WT. 

Ensayo inmunoenzimático (ELISA) para la cuantificación de IgM soluble en 
sobrenadante de LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT y LV-EF1a-GFP, 
las mediciones se realizan al día 5 post transducción (n=4 réplicas experimentales). 
En rojo se reporta el control sin estímulo, en verde el control de transducción, en 
azul MOI 2 y en morado MOI 5. La prueba estadística aplicada es test Mann 
Whitney con un valor de significancia *p<0.05.    
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7.3.2.7 Al día 5 y 7 post transducción con LV-MND-GP63 WT en los LB Ramos hay 

aumento en la expresión de CD11b y no de CD38. 

 

Del mismo experimento de seguimiento por 14 días de los LB Ramos transducidos, 

los días 5 y 7 se evaluaron los marcadores CD19, CD38, CD40, HLA-DR, y CD11b, 

encontrando que, a diferencia de lo evidenciado con la proteína GP63 

recombinante, en estas células transducidas no hubo aumento de CD38. Tampoco 

hubo diferencias en la expresión de HLA-DR y el marcador CD19 obtuvo niveles 

bajos con respecto a los controles, con una leve tendencia MOI dependiente, pero 

sin llegar a superar el valor de los controles al día 7. El CD40 al día 5 era levemente 

superior a los controles, pero al día 7 hay una caída general de la expresión de esta 

molécula (Figura 35).  

Finalmente, el resultado más llamativo fue la alta expresión de CD11b con respecto 

a los controles, tanto para el día 5 como para el día 7 post transducción. Estos 

hallazgos difieren de lo observado previamente con la proteína recombinante, lo que 

sugiere que la expresión intracelular de GP63 podría estar activando rutas distintas 

o generando un entorno celular particular, vinculado a procesos específicos de la 

maquinaria intracelular de los LB.   
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Figura 35 Expresión de marcadores extracelulares en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT.  

Distribución y cuantificación de las proteínas CD19, CD38, CD40, HLA-DR y CD11b. Los datos corresponden al día 5 y 7 post 
transducción. A) Histograma de la expresión cada marcador, los colores representan las diferentes condiciones experimentales. B) 
Cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula.  
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Con el objetivo de realizar ensayos funcionales y de activación en una población 

celular que exprese GP63 de forma intracelular y conserve la viabilidad para su 

estudio a largo plazo, se transducen nuevamente linfocitos B Ramos utilizando un 

MOI reducido de 0.5. Para optimizar los niveles de integración lentiviral, se llevaron 

a cabo dos rondas consecutivas de transducción, complementadas con la adición 

de Polybrene® (5 µg/mL) como potenciador de la eficiencia infecciosa. 

7.3.2.8 Perfil de activación intracelular:  Expresión de Syk, STING, e IgM total al día 

3 y 7 post transducción. 

 

Luego de la transducción en los LB Ramos, se evaluaron diferentes proteínas 

implicadas en la señalización intracelular con la finalidad de conocer si eran 

moduladas por GP63. La proteína Syk que participa en la activación clásica a través 

del BCR en los LB, no presentó ningún cambio significativo con relación al control 

sin estímulo, ni al día 3 ni al día 7 post transducción (Figura 36). Esta medición se 

basó en la detección de Syk total así que no es posible concluir acerca de su 

actividad funcional, por lo tanto, en cuanto a la presencia de la proteína, no hubo 

diferencia. De igual forma, la detección de IgM total al día 3 post transducción no 

presentó diferencias con respecto al control (Figura 36 A), sin embargo, el día 7 

aumentó el doble comparado con el control (Figura 36 B). Por otro lado, la molécula 

STING, un sensor citosólico de ADN, mostró niveles de expresión elevados con una 

tendencia dependiente del tiempo. La intensidad media de fluorescencia (MFI) 

aumentó de 150 al día 3 a 400 al día 7 post transducción (Figura 36 C-D), con una 

relación aproximada de 2:1 en comparación con el control. Aunque la expresión de 

GP63 fue inducida mediante un vector lentiviral, lo que podría, en principio, afectar 

la expresión de STING por la introducción de material genético exógeno, los datos 

indican que los efectos observados no son atribuibles al vector en sí, sino a la 

actividad funcional de la proteasa GP63. Su expresión intracelular genera un estado 

de estrés celular que no se observa en células transducidas con un vector lentiviral 

equivalente que expresa la proteína GFP.   
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Figura 36 Expresión de marcadores intracelulares en LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT. Distribución y cuantificación de Syk, 
STING e IgM total. Los datos corresponden al día 3 y 7 post transducción. A y C) Dotplots de la expresión cada proteína con sus porcentajes por 
población. B y D) Histogramas y cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada molécula.
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7.3.2.9 La muerte celular de los LB Ramos inducida por GP63 intracelular, podría 

estar asociada a la activación de la vía apoptótica mediada por la Caspasa 3. 

 

En esta cohorte de transducción también se evaluó la muerte celular mediante 

citometría de flujo con Apotracker™ y 7AAD para identificar la apoptosis temprana, 

tardía y necrosis celular. También se realizó la detección de la Caspasa 3 como 

marcador adicional de apoptosis. Al día 3 post transducción se obtuvieron LB 

Ramos con una viabilidad de 86.7%, un 4.21% en apoptosis temprana, el 1.58% en 

apoptosis tardía, 7.48% en necrosis, y los niveles de Caspasa 3 presentaron un MFI 

de 608. Desafortunadamente, el control sin transducción de esa medición se perdió 

durante los lavados en la tinción de citometría, sin embargo, los datos del día 7 

tienen valores de MFI similares, lo que nos permite asociar que desde una fase 

temprana comienza la activación de las vías apoptóticas, sin generar una muerte 

instantánea o que predominan mecanismos compensatorios, de adaptación al 

estrés causado por la transducción lentiviral. Para el día 7 se observa una población 

de células vivas en un 34.6%, en apoptosis temprana el 19.5%, en apoptosis tardía 

el 41.2% y en necrosis el 4.80% (Figura 37). Los valores de MFI de Caspasa 3 

fueron de 368, tres veces más que el control sin estímulo. Esta caspasa es la 

responsable de la escisión de moléculas que conducen al fenómeno de apoptosis, 

con fragmentación del ADN, condensación de la cromatina y formación de cuerpos 

apoptóticos, los cuales observamos en evaluaciones por microscopia 

anteriormente. 
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7.3.3 Transducción de LB Ramos y MNSP humanos con lentivirus (LV-MND-

GP63) Parte 2 

 

7.3.3.1 Correlación inversa entre la expresión intracelular de GP63 y la viabilidad de 

los LB Ramos 

La expresión intracelular de GP63 fue evaluada por citometría de flujo en los días 

3, 4, 7, 14 y 21 post transducción en dos réplicas experimentales (WT1 y WT2), 

realizadas bajo condiciones idénticas y mediciones simultáneas. Mientras que la 

réplica WT2 mantuvo la viabilidad hasta el día 21, la WT1 no sobrevivió más allá del 

día 5 post transducción. Al compilar los datos de ambas réplicas, se evidenció un 

patrón de expresión dependiente del tiempo (Figura 38), alcanzando un pico 

máximo de intensidad al día 7, seguido de una disminución progresiva. Para el día 

21, la expresión de GP63 era indetectable, reflejando la pérdida del transgén y el 

reemplazo completo de la población transducida por células no transducidas. 

Adicionalmente, se observó una correlación inversa entre la expresión de GP63 y la 

viabilidad celular: a mayor expresión de la proteína, menor porcentaje de células 

viables (Figura 39), lo que sugiere un efecto dosis-dependiente de GP63 sobre la 

inducción de muerte celular. Cabe destacar que esta representa la primera 

evidencia de detección intracelular de GP63 por citometría de flujo en linfocitos B, 

considerando que la detección de esta proteína mediante anticuerpos ha sido 

históricamente difícil de lograr. 

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipótesis de que la presencia sostenida de 

GP63 en el citoplasma celular promueve mecanismos de muerte celular 

programada.  
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Figura 37 Muerte celular por apoptosis de los LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 WT. Clasificación de tipo de muerte celular de los LB al día 7 post 

transducción. Ay B) Dotplots de las poblaciones. Tinción con 7AAD y Apotracker™ para cuantificar los porcentajes de cada población de LB transducidos y en 

muerte celular. C) Histogramas y cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) para la Caspasa 3.  



156 
 

 

 



157 
 

 

 

Figura 38 Cuantificación de la expresión intracelular de GP63 en Linfocitos B Ramos 
transducidos con el LV-MND-GP63 WT.  

Los datos corresponden al seguimiento de expresión de GP63 intracelular en LB transducidos los días 3, 4, 7, y 14. 
Citometría de flujo intracelular con determinación de MFI de GP63 con anticuerpo anti-GP63. A y B) Dotplots de las 
poblaciones, sobrevida de los LB e histograma de cuantificación de la MFI de GP63 al día 3 y 4 post transducción. El día 4 
observamos dos réplicas identificadas como WT1 y WT2. Se continúa el seguimiento únicamente para WT2 por pérdida de 
la viabilidad celular de la réplica WT1 al día 5 post transducción. C y D) Dotplots de las poblaciones, sobrevida de los LB e 
histograma de cuantificación de la MFI de GP63 al día 7 y 14 post transducción. 
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Figura 39 Análisis de correlación con asociación negativa entre la expresión 
de GP63 y la viabilidad celular de LB Ramos transducidos.  

La gráfica representa el análisis de correlación para datos no paramétricos tipo 
Spearman entre la intensidad media de fluorescencia (MFI) de GP63 (eje x) y el 
porcentaje de viabilidad (7AAD) de los LB Ramos transducidos con LV-MND-GP63 
(eje y) en los días 3,4,5,7 y 14. Observando una correlación negativa (r=-0.99) 
significativa con un valor de ****p <0.0001, indicando que a mayor expresión 
intracelular de GP63, menor viabilidad celular.
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7.3.3.2 Expresión de marcadores de superficie en los LB Ramos transducidos con 

LV-MND-GP63: Inducción atípica de CD11b. 

 

Se evaluó la expresión de marcadores de superficie en los LB Ramos transducidos 

a un MOI de 0.5. El marcador relacionado con linaje (CD19) a los días 3 y 7 post 

transducción, mostró valores de MFI inferiores al control sin estímulo y al control de 

transducción (Figura 40-41). Esta disminución podría deberse a la modulación de 

GP63 sobre vías de señalización intracelular relacionadas con la transcripción o el 

procesamiento de este receptor, previo a su expresión en la membrana.  

La activación de CD38 y CD40 mostró que CD38 se mantuvo por debajo del nivel 

del control, siendo consistente con la medición anterior a diferentes MOIs. Por otro 

lado, el CD40 al día 7 tuvo un aumento que sugiere una activación tardía en los LB; 

fenómeno asociado de igual forma a la modulación intracelular realizada por GP63 

(Figura 40-41). En cuanto a la presentación antigénica (HLA-DR) no se presentaron 

cambios significativos en comparación con los controles tanto al día 3 como al 7 

post transducción. En contraste, se observó una subpoblación de LB (20.7%) con 

aumento de CD11b al día 3, comparado con el control sin estímulo (0.42%). Al día 

7 se observa que disminuye el valor a un 4.0%, pero sigue siendo mayor al control 

sin estímulo (0.65%).  

Este hallazgo sugiere que la expresión endógena de GP63 podría promover un perfil 

de activación aberrante, inflamatorio o una reprogramación funcional de los LB, 

reflejado por la inducción de CD11b y disminución de CD19 tras la transducción con 

LV-MND-GP63. Al reunir estos datos de CD11b a un MOI de 0.5, con todos los 

datos de expresión de CD11b obtenidos durante los experimentos anteriores con 

MOI de 1, 2 y 5, para el día 7 encontramos un efecto dosis (MOI) dependiente en la 

expresión de esta molécula, a mayor concentración del virus, mayor expresión de 

CD11b (Figura 42). Esta elevación de CD11b resulta muy llamativa, dado que este 

marcador no es típicamente expresado en LB y podría indicar un cambio en el 

estado funcional o fenotípico, inducido por la presencia intracelular de GP63.  
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Figura 40 Expresión día 3 de marcadores de superficie CD19, CD38, CD40, HLA-DR y CD11b en LB Ramos transducidos a un MOI de 0.5 A) Dotplots de 
las poblaciones y viabilidad celular (7AAD) B) Porcentaje de CD11b. C y D) Histograma y cuantificación del MFI de cada uno de los marcadores.
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Figura 41 Expresión día 7 de marcadores de superficie CD19, CD38, CD40, HLA-DR y CD11b en LB Ramos transducidos a un MOI de 0.5.  A) Dotplots de 
las poblaciones y viabilidad celular (7AAD) B) Porcentaje de CD11b. C y D) Histograma y cuantificación del MFI de cada uno de los marcadores.
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Figura 42 Expresión de CD11b MOI dependiente por modulación intracelular 
de GP63.  

La imagen representa los datos de intensidad media de fluorescencia (MFI) de 
CD11b para el día 7 post transducción con LV-MND-GP63, a diferentes MOI de 0.5, 
1, 2, y 5. Se observa una relación directa en el aumento de CD11b por efecto de la 
dosificación del lentivirus. Se representa en azul el control sin estímulo, en verde el 
control de transducción (GFP) y en violeta (diferentes tonalidades representando la 
intensidad de la dosis) del lentivirus.   

 

7.3.3.3 La expresión intracelular de GP63 en los LB Ramos altera su identidad y 

condiciona su capacidad frente a señales inmunes. 

 

Se evaluó la modulación fenotípica de marcadores linfocitarios en linfocitos B 

Ramos transducidos con el vector lentiviral LV-MND-GP63 y sus respectivos 

controles, tras la estimulación con distintos ligandos activadores (LPS, PMA y CpG). 
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La respuesta fue analizada mediante los cambios en la intensidad media de 

fluorescencia (MFI) de los marcadores CD19, CD38, CD27, CD45 y CD11b, con el 

objetivo de determinar si la presencia intracelular de la proteasa GP63 alteraba la 

capacidad de activación celular. Los linfocitos B GP63⁺ presentaron un perfil 

fenotípico diferencial, caracterizado por una baja recuperación de CD19, ya que 

ninguno de los estímulos utilizados logró aumentar su MFI a niveles comparables al 

control. Este hallazgo respalda la hipótesis de que GP63 inhibe la expresión de 

CD19 a nivel transcripcional, lo que podría reflejar una alteración del linaje B (Figura 

43A). 

Asimismo, se observó una escasa modulación de CD38 y CD45, cuyos niveles de 

expresión se mantuvieron estables frente a los estímulos aplicados. En particular, 

CD38 no presentó cambios significativos, ni por la expresión de GP63 ni por los 

estímulos activadores, lo que sugiere que no constituye un blanco funcional 

relevante en este contexto. Por su parte, la estabilidad en la expresión de CD45 

sugiere integridad de membrana celular y descarta artefactos técnicos o errores de 

tinción (Figuras 43 C-D). Por último, se detectó una reducción aproximada del 50% 

en la MFI de CD27 en los linfocitos B GP63⁺ comparados con el control sin estímulo, 

lo que podría indicar una inhibición de los procesos de maduración celular o una 

interferencia directa en las señales de activación (Figura 43 B). 

Finalmente, se observó que la expresión de CD11b se mantuvo elevada en los 

linfocitos B GP63⁺, alcanzando niveles comparables a los inducidos por el estímulo 

con PMA (vía activación de PKC). De manera similar, la estimulación con LPS 

también logró mantener la expresión de CD11b en niveles equivalentes, lo que 

sugiere una activación sostenida de esta molécula en presencia de GP63. Por otra 

parte, la vía CpG (TLR 9) se mantuvo inhibida en los LB transducidos, así que 

estímulos a través de la vía TLR9 tal vez no sea la que induce el CD11b en estos 

LB (Figura 43 E). Estos datos podrían indicar la presencia de un fenotipo no 

convencional en LB, de tipo regulador, sobre activado o anérgico. Es importante 

resaltar la temporalidad del experimento, ya que estas células congeladas al día 2 
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de transducción y luego procesadas en estos ensayos funcionales, tendrían 

aproximadamente día 3 o 4 post transducción y muchos de estos marcadores tienen 

a cambiar entre el día 5 y 7. Aun así, estos resultados sugieren que la presencia 

intracelular de GP63 altera la capacidad de respuesta fenotípica de los LB frente a 

los activadores clásicos.  

7.3.3.4 La secreción de IgM soluble y de TNF por los LB Ramos Gp63+ esta inhibida 

y no es restaurada bajo estímulo de activación clásica 

 

En los ensayos de activación en los LB Ramos transducidos se presentó una 

secreción notablemente reducida de IgM al sobrenadante, la cual no fue restaurada 

por ninguno de los estímulos activadores empleados, incluyendo LPS, PMA o CpG. 

Este efecto se comparó con el control sin estímulo, que obtuvo en promedio una 

concentración basal de 738ng/mL a diferencia de las otras condiciones que no 

superaron los 400ng/mL aproximadamente; lo que sugiere una inhibición robusta 

del programa secretor de inmunoglobulinas inducida por GP63 (Figura A 44). Por 

otro lado, la producción de la citoquina TNF también se encontró disminuida en las 

células transducidas con GP63; con un valor nulo de detección comparado con el 

control sin estímulo que fue 12.6pg/mL. Sin embargo, este fenotipo fue parcialmente 

revertido con la estimulación con las dos dosis de LPS (8.01pg/mL y 9.6pg/mL) y 

con las de CpG (8.3pg/mL y 12.2pg/mL). Cabe resaltar, que en las células 

transducidas con un vector control codificante para GFP, no se observó inhibición 

en la producción de esta citoquina con un valor de 14.5pg/mL, lo que indica que los 

efectos observados son específicos de la expresión de GP63 (Figura 44 B). 
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Figura 43 GP63 promueve un fenotipo no convencional en los LB Ramos que 
se caracteriza por resistencia a la activación clásica.  

La imagen representa los histogramas y la cuantificación de la intensidad media de fluorescencia 
(MFI) de A) CD19, B) CD27, C) CD38, D) CD45 y E) CD11b en LB Ramos, siendo control sin estímulo 
(azul claro), transducidos con LV-EF1a-GFP (verde) y transducidos con LV-MND-GP63 (rosado). Se 
activaron por 24h con las dosis: 10 y 50 µg/mL de LPS (rojo), 50ng/mL de PMA (morado), 1 y 
10µg/mL de CpG (azul oscuro).  Los datos corresponden a dos réplicas biológicas (n=2). 
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Figura 44 La proteína GP63 inhibe la secreción de IgM y la producción de TNF por LB Ramos 
transducidos sin restauración con la activación clásica.  

Ensayo inmuno enzimático (ELISA) para detección de A) Concentración de IgM soluble / secretada 
al sobrenadante de los cultivos de LB Ramos. Se representa un control sin estímulo, un control 
transducido con LV-MND-GP63 sin activación y LB transducidos / activados.  B) Concentración TNF 
secretada al sobrenadante de cultivos de LB Ramos sin transducción, un control transducido con LV-
EF1a-GFP (MOI 10) y una condición de LB transducidos con LV-MND-GP63 a (MOI 0.5). En ambos 
casos durante 24h se expusieron a las dosis: 10 y 50 µg/mL de LPS, 50ng/mL de PMA, 1 y 10µg/mL 
de CpG.  Los datos corresponden a dos réplicas biológicas (n=2). Los espacios en blanco/sin barras, 
corresponden a mediciones no cuantificables o por fuera de la linealidad de la prueba según el 
fabricante. La prueba estadística realizada fue Kruskal-Wallis test con indican un valor de 
significancia **p 0.005 y *p 0.05. 
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7.3.3.5 Los MNSP transducidos con LV-MND-GP63 presentan una alteración en la 

distribución de subpoblaciones celulares sin afectar drásticamente la viabilidad 

celular 

En un modelo de mayor complejidad celular, como lo son las MNSP transducidas 

con un MOI de 0.5, se realizó un seguimiento temporal entre las 24 y 120 horas post 

transducción. Aunque se observó una disminución progresiva en la viabilidad 

celular, esta fue menos pronunciada en comparación con la registrada en la línea 

celular Ramos. Sin embargo, se evidenciaron cambios relevantes en la distribución 

de las subpoblaciones celulares. 

Las células GP63⁺ mostraron un aumento sostenido en la proporción de células 

CD3⁺ (Figura 45), acompañado por una disminución significativa en la frecuencia de 

linfocitos B CD19⁺, así como de la fracción CD3⁻CD19⁻, que presumiblemente 

incluye monocitos y células NK. Dentro de la población de linfocitos T CD3⁺, se 

observó una tendencia al aumento leve y progresivo de los linfocitos T CD4⁺, 

mientras que la frecuencia de linfocitos T CD8⁺ permaneció relativamente constante 

a lo largo del tiempo. 

Estos cambios fenotípicos no se observaron en las células transducidas con el 

control lentiviral GFP⁺ (Figura 46), lo que sugiere que la expresión intracelular de la 

proteasa GP63 podría inducir alteraciones específicas en la composición celular de 

MNSP humanas. 

7.3.3.6 Producción de TNF por los MNSP transducidos con LV-MND-GP63 

 

En el modelo de MNSP transducidos, se observó una producción elevada y 

sostenida de TNF con niveles cercanos a los 30pg/mL, detectados desde las 24 

horas post transducción. Este perfil inflamatorio no fue replicado por el control que 

expresa GFP, donde los niveles de TNF se mantuvieron bajos (menos de 10pg/mL) 

por el mismo periodo de tiempo (Figura 47). Este hallazgo contrasta con los 

resultados obtenidos en línea celular de LB Ramos, en la cual la expresión de GP63 



170 
 

intracelular se asoció con una inhibición significativa de la producción de la 

citoquina, incluso tras estimulación con agonistas como LPS o CpG. Estas 

diferencias sugieren que la producción de TNF inducida por GP63 en MNSP no 

depende exclusivamente de los linfocitos B, sino que puede involucrar otras 

subpoblaciones como monocitos, células NK o linfocitos T. Además, es posible que 

la interacción celular (contacto célula-célula o señales paracrinas) potencien la 

respuesta inflamatoria, colectiva, fenómeno ausente en el sistema de la línea celular 

pura. En conjunto estos datos destacan la importancia del microambiente 

inmunológico en la modulación de la respuesta inducida por GP63. 
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Figura 45 GP63 altera la distribución de subpoblaciones en MNSP. La imagen representa los Dotplots de la citometría de flujo de MNSP transducidos con LV-
MND-GP63. Representa la supervivencia celular con (7AAD), población CD3+, CD19+, CD19-CD3-, CD4+ Y CD4- . 
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Figura 46 Los MNSP transducidos con LV-EF1a-GFP no presentan alteraciones en la distribución de subpoblaciones ni en la viabilidad celular. La 
imagen representa los Dotplots de la citometría de flujo de MNSP transducidos. Se observa la supervivencia (7AAD), población CD3+, CD19+, CD19-CD3-, CD4+ 
Y CD4-.
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Figura 47 MNSP de donantes sanos transducidos con LV-MND-GP63 
presentan producción sostenida de TNF a diferencia de los transducidos con 
LV-EF1a-GFP. 

Ensayo inmuno enzimático (ELISA) para detección de la concentración en pg/mL de TNF 
en el sobrenadante de cultivos de MNSP comparando un control de transducción LV-EF1a-
GFP (MOI 10) y MNSP transducidos con LV-MND-GP63 a (MOI 0.5). El seguimiento se 
realizó por 24, 48, 96, y 120 horas post transducción. Los datos corresponden a 3 réplicas 
biológicas (donantes sanos) (n=3). La prueba estadística realizada es ANOVA de dos vías 
y sus comparaciones múltiples (test de Tukey). Los asteriscos indican un valor de 
significancia **p0.005 y ***p 0.0006. 

 

7.3.3.7 Expresión de CD38 y HLA-DR en MNSP transducidos no presenta 

diferencias. 

 

En el modelo de MNSP humanos transducidos con el vector lentiviral LV-MND-

GP63, se evaluó la expresión de los marcadores de activación CD38 y HLA-DR en 

distintas subpoblaciones celulares a lo largo del tiempo (24, 48, 96 y 120 horas), y 

se compararon con células transducidas con el vector control que expresa GFP. En 

cuanto a CD38, no se observaron diferencias significativas en las poblaciones de 

linfocitos B CD19⁺, ni en linfocitos T CD4⁺ o LT CD8⁺. Sin embargo, en la fracción 

CD3⁻CD19⁻ (que incluye monocitos y células NK), se evidenció una tendencia 
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decreciente en la expresión de CD38, con el tiempo, en presencia de GP63. En 

contraste, las células transducidas con el vector GFP⁺ no mostraron cambios 

detectables en la expresión de CD38 en ninguna de las subpoblaciones analizadas 

(Figura 48).  

En relación con HLA-DR, los linfocitos B CD19⁺ no mostraron variaciones 

relevantes. Por su parte, los linfocitos T CD4⁺ y LT CD8⁺ presentaron una tendencia 

al aumento progresivo en la expresión de HLA-DR tanto en las condiciones GP63⁺ 

como GFP⁺, lo que sugiere una activación basal inducida por el proceso de 

transducción per se. De forma destacable, la fracción de monocitos y células NK 

transducidas con GP63 mostró una disminución progresiva en la expresión de HLA-

DR a lo largo del tiempo, en coherencia con la capacidad previamente descrita de 

GP63 para modular funciones en células del linaje mieloide. Esta disminución no se 

observó en las células GFP⁺, lo que refuerza la especificidad del efecto atribuible a 

la proteasa GP63 (Figura 49). 

En conjunto, estos resultados sugieren que GP63 puede inducir una reprogramación 

parcial de los marcadores de activación en MNSP humanas, con efectos 

diferenciados según la subpoblación celular analizada. 
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Figura 48 Modulación diferencial de CD38 y HLA-DR en subpoblaciones celulares de MNSP 
transducidos con LV-MND-GP63.  

Se representan los histogramas y la cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD38 y 
HLA-DR en MNSP transducidos que expresan GP63 intracelular, esta medición se clasificó por subpoblación 
celular LB CD19+, LT CD4+ y CD8+, Monocitos y células NK en la fracción CD3-CD19-. Esta evaluación se 
realizó por 24, 48, 96, y 120h. Los datos corresponden a tres réplicas biológicas de donantes sanos (n=3). 
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Figura 49 GFP no induce una reprogramación de marcadores de activación inmune en MNSP. 

Se representan los histogramas y la cuantificación de la intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD38 y 
HLA-DR en MNSP transducidos con LV-EF1a-GFP, esta medición se clasificó por subpoblación celular LB 
CD19+, LT CD4+ y CD8+, Monocitos y células NK en la fracción CD3-CD19-. Esta evaluación se realizó por 24, 
48, 96, y 120h. Los datos corresponden a tres réplicas biológicas de donantes sanos (n=3).
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7.4 DISCUSIÓN CAPÍTULO 3 

En este trabajo se utilizó la línea celular Ramos como modelo derivado de un linfoma 

de Burkitt humano, establecido a partir de células B malignas que retienen muchas 

características funcionales y fenotípicas de los LB maduros (185). Esta línea 

expresa marcadores típicos del linaje B como CD19, CD20, CD22 y CD38, y 

mantiene un receptor (BCR) funcional, lo que la convierte en un sistema útil para 

estudiar eventos asociados a la señalización del BCR, activación, proliferación y 

diferenciación de los LB. Su estabilidad, facilidad de cultivo y transducibilidad, la 

hacen adecuada para ensayos con vectores lentivirales y exposición a proteínas 

recombinantes (186) , como en el presente estudio. En este contexto, la línea 

Ramos fue seleccionada como modelo experimental para explorar el efecto de la 

proteasa GP63 sobre LB, bajo condiciones controladas y reproducibles que 

simularon mecanismos fisiopatológicos relevantes. 

El análisis de los efectos de GP63 sobre los LB de la línea celular Ramos y las 

células mononucleares de sangre periférica de pacientes sanos, dependió 

significativamente de la vía de exposición a la proteína (exógena vs. intracelular).  

Es importante considerar que, en el contexto de la adición exógena de GP63, no se 

puede asumir de forma directa que la proteína haya sido internalizada por las 

células. Existe la posibilidad de que la proteasa ejerza su efecto a través de 

receptores de superficie, como los TLRs o el BCR, sin necesidad de ingresar a la 

célula (187,188). No obstante, también se ha descrito que GP63 puede 

internalizarse mediante receptores como CR3 (CD11b/CD18), receptores de 

manosa (CD206), integrinas β1 que reconocen fibronectina, y receptores tipo lectina 

C (49,177,189,190). En este estudio, no se evaluó la evidencia directa de 

internalización de la proteína posterior a la exposición exógena, por lo que no es 

posible concluir si los efectos observados en ese contexto se deben a la 

internalización o exclusivamente a una señalización desde la superficie. Sin 

embargo, por los resultados inferimos que, con la adición de GP63, inicialmente hay 
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una inducción a través de los receptores y con el paso del tiempo (entre 1 a 3 horas) 

(41,42,191,192),  al ser internalizada, interviene en la señalización intracelular.  

La adición de GP63 recombinante, como la realizada en nuestro estudio, representa 

un enfoque experimental que imita de forma funcional la acción de los exosomas y 

el mecanismo complejo de comunicación celular; particularmente en lo relacionado 

con la dosificación localizada y sostenida de la proteasa sobre las células diana. 

Esta estrategia permite aislar el efecto específico de GP63, sin la interferencia de 

otros componentes vesiculares, y resalta su capacidad intrínseca para modular la 

respuesta inmune (193). 

Por otra parte, con el lentivirus para la expresión intracelular de GP63, si se 

garantiza la presencia de la proteína en el ambiente citoplasmático, lo que permite 

una intervención más específica sobre rutas de señalización, citoesqueleto y 

mecanismos de muerte o proliferación celular (21,194). Estas alteraciones desde el 

interior complementan y fortalecen las observaciones obtenidas mediante la adición 

exógena de la proteína, sugiriendo que GP63 puede ejercer efectos tanto desde la 

superficie celular como a través de su acción intracelular directa. 

Al analizar los efectos sobre la viabilidad y la proliferación celular, observamos de 

forma consistente que, tanto la exposición exógena como la expresión intracelular 

de la proteasa GP63 WT, disminuyen la viabilidad y la capacidad proliferativa de los 

LB Ramos. Esto ha sido reportado en otras células como las células asesinas 

naturales (NK) al entrar en contacto con parásitos de Leishmania spp (195).  La 

reducción de la viabilidad con GP63 WT recombinante, fue significativa a una dosis 

de 20ng/mL, disminuyendo las células viables a 61% a las 48h, un efecto que se 

atribuye a la actividad catalítica de la proteína. Esta dosis de proteína es mucho más 

baja de lo reportado por otros grupos, donde han empleado dosis en el orden de 

magnitud de los microgramos (µg/ml) (42). Sin embargo, las exposiciones 

realizadas en esos estudios fueron de pocas horas entre 1 y 3 horas de tratamiento, 

mientras que nuestra dosis que, si bien es baja, estuvo por más tiempo en contacto 
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con las células (48h) y pudo ejercer su función por un periodo más prologado, 

igualando los efectos de una concentración mayor o incluso amplificarlos. 

Del mismo modo, la expresión intracelular de GP63 WT en LB Ramos, indujo una 

disminución de la viabilidad celular de aproximadamente 30-40% a los 5 días post 

transducción, aumentando la mortalidad a medida que avanzaba el tiempo (47.3% 

de células viables al día 8 post transducción con MOI 5). En estudios como el de 

Antonia et al, no se indicaron concentraciones precisas de la proteína recombinante 

ni se evaluó la viabilidad celular tras exposición a GP63 (48,83) . Esta omisión 

impide establecer comparaciones y umbrales mínimos efectivos o márgenes de 

toxicidad, limitando la reproducibilidad cuantitativa. 

La muerte celular inducida por GP63 WT intracelular se caracterizó principalmente 

por eventos apoptóticos, incluyendo apoptosis temprana y tardía, así como la 

activación de Caspasa 3, un marcador clave de apoptosis (182,184). Además, se 

observaron cambios morfológicos como agrupación celular, pérdida de integridad 

de membrana y fragmentación nuclear; mientras que con el plásmido que expresaba 

la proteína GFP no se evidenció muerte celular, lo que confirma que el efecto en la 

mortalidad de las células es debido a GP63 y no al sistema lentiviral. 

La modulación de la viabilidad celular inducida por GP63 ha sido previamente 

estudiada en el contexto de la interacción entre parásitos de Leishmania spp. y las 

células del hospedero. En células mieloides, como los macrófagos, se ha observado 

que la presencia de GP63 promueve la supervivencia celular en lugar de inducir 

apoptosis (196).  En contraste, Hallé et al. (2009) reportaron que linfocitos expuestos 

a fragmentos de membrana de Leishmania major, ricos en GP63, sufrían apoptosis 

asociada a una alteración en la expresión de caspasa-3 (41). 

Adicionalmente, Cecilio et al. (2014) describieron una disminución en los niveles de 

Bcl-2 junto con un aumento en la expresión de BIM, un perfil característico de la 

activación de vías apoptóticas. De manera similar, Mukherjee et al. (2006) también 
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documentaron esta correlación en el contexto de la muerte celular programada 

mediada por GP63 (196,197). 

Los hallazgos de este proyecto incluyeron mediciones exactas de dosis de GP63 y 

evaluaciones de viabilidad celular, lo cual fortalece la interpretación biológica y 

permite hacer afirmaciones más sólidas; en especial al recrear el comportamiento 

citotóxico de GP63 en un sistema libre del parásito, y de forma dirigida a una 

población celular no convencional como lo son los LB. 

La inhibición de la proliferación también fue un hallazgo constante. La GP63 WT 

recombinante causó una disminución significativa del índice de proliferación y 

expansión de los LB Ramos. De manera similar, la expresión intracelular de GP63 

WT resultó en una inhibición aparente de la capacidad proliferativa, observándose 

una disminución en la densidad celular y una ausencia de la expansión típica de los 

cultivos, lo cual fue dependiente de la dosis del lentivirus (MOI). La proteína mutante 

(mt) de GP63, en contraste, no mostró tener impacto en la viabilidad y proliferación 

cuando se hizo la exposición exógena, y no se pudo evaluar eficazmente en el 

contexto intracelular debido a una integración deficiente del lentivirus. La atribución 

de estos efectos sobre la proliferación celular directamente a la proteína GP63 y no 

al sistema lentiviral fue confirmada mediante el uso de un lentivirus control que 

expresaba GFP, el cual no afectó la proliferación celular. 

La consistencia de los efectos observados sobre la proliferación sugiere la 

participación de rutas de señalización intracelular específicas, cuya alteración por 

GP63 podría explicar el fenotipo inhibitorio, particularmente aquellas asociadas a la 

activación del BCR y la regulación del ciclo celular en los LB, especialmente la 

inactivación de la vía de proteína quinasa C (PKC) y de la cascada de quinasas 

activadas por mitógenos (MAPK) por GP63, se ha asociado con inhibición de la 

proliferación celular (16,55,198). Esta vía de activación a través de la estimulación 

del BCR y de receptores coestimuladores, desencadena señales necesarias para la 

progresión del ciclo celular. A su vez, la activación de PKC puede inducir la 
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fosforilación de componentes de la vía MAPK, como ERK1/2, JNK y p38, 

promoviendo la expresión de factores de transcripción (por ejemplo, c-Myc, AP-1) 

que regulan genes implicados en la proliferación y diferenciación de los LB (41). Así, 

ambas vías están funcionalmente interconectadas y su activación coordinada 

resulta esencial para una respuesta proliferativa eficaz tras el reconocimiento 

antigénico (199).  

Adicionalmente, se ha descrito que la estimulación de la vía de TLR9 es crucial para 

inducir la proliferación de LB en humanos, especialmente en contextos de activación 

(144,200). En nuestro estudio, la inhibición observada en la proliferación tras el 

tratamiento con GP63 sugiere que esta proteasa podría estar interfiriendo con la 

señalización mediada por TLR9 (201), ya sea bloqueando su activación o afectando 

componentes clave de su vía intracelular. Este planteamiento se refuerza con la 

observación de que, durante la estimulación con CpG (ligando específico de TLR9), 

los LB tratados con GP63 no mostraron una respuesta a la activación, lo que 

confirma que esta vía se encuentra funcionalmente inhibida, posiblemente como 

parte del mecanismo inmunomodulador ejercido por GP63(202,203). 

Posterior al análisis de viabilidad y proliferación celular, evaluamos el estado de 

activación de los LB. Este proceso fundamental mediante el cual las células del 

sistema inmune responden a estímulos externos, como antígenos, citoquinas o 

señales del microambiente; que implica una serie de eventos coordinados que 

incluyen la reorganización del citoesqueleto, la transducción de señales 

intracelulares tras el compromiso del BCR o de receptores coestimuladores, y la 

modificación de la expresión de moléculas de superficie (94,97). Este proceso 

también se caracteriza por iniciar el ciclo celular, la proliferación, la diferenciación 

funcional y la producción de inmunoglobulinas (204–207). También, la secreción de 

citoquinas y quemoquinas que modulan el entorno y coordinan la respuesta inmune. 

La evaluación de estos cambios fenotípicos y funcionales constituye una 

herramienta esencial para interpretar el estado inmunológico de las células y su 

grado de compromiso con una respuesta efectora o reguladora. 
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Teniendo en cuenta este aspecto, se evaluó la modulación diferencial de los 

marcadores de superficie e intracitoplasmáticos por GP63, dependiendo de si la 

exposición fue exógena o la expresión intracelular. El comparar los efectos según 

la localización de GP63 permite discriminar entre mecanismos mediados por 

señales de superficie y aquellos dependientes de rutas intracelulares más 

profundas. 

A pesar de la disminución de viabilidad, los LB expuestos a GP63 WT recombinante 

mostraron un aumento significativo en la expresión de CD38, un marcador asociado 

con activación, diferenciación plasmocitoide y regulación inmunológica (164,208). 

La exposición a GP63 WT (20ng/mL) indujo un aumento significativo en la expresión 

de CD38 en LB Ramos, duplicando el valor del control y sugiriendo una activación 

parcial o alternativa. Este efecto fue consistente en LB derivados de MNSP donde 

el aumento de CD38 fue progresivo y máximo a las 72h. En contraste, la expresión 

intracelular de GP63 WT no produjo un aumento de CD38; de hecho, los niveles de 

expresión se mantuvieron por debajo del control. Esta diferencia es crucial y sugiere 

que las vías de señalización activadas son distintas según la localización de la 

proteína. 

Estos hallazgos sugieren una activación o una reprogramación fenotípica inducida 

por la proteasa. El CD38, además de ser un marcador de superficie ampliamente 

utilizado para caracterizar distintas etapas del desarrollo de los LB, y 

subpoblaciones funcionales como los LB reguladores (CD24hi CD38hi) y los 

plasmablastos, cumple funciones críticas como modulador de la señalización 

intracelular y del microambiente inmunológico (163,209,210). Su asociación con el 

complejo del BCR, especialmente con CD19, así como su participación en las vías 

de AKT y MAPK, lo posicionan como un regulador clave de la activación, 

proliferación y diferenciación de los LB (211–213). Adicionalmente, su actividad 

enzimática contribuye a la generación de adenosina, una molécula 

inmunosupresora que puede favorecer un entorno de tolerancia o evasión inmune 

(163,214,215). En este contexto, la inducción de CD38 por GP63 podría reflejar un 
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intento de reprogramación hacia un fenotipo regulador o anérgico, coherente con el 

efecto observado en la baja proliferación. Estos hallazgos plantean la posibilidad de 

que CD38 actúe como un intermediario funcional, en la respuesta de los LB frente 

a señales exógenas como GP63, con implicaciones tanto fisiopatológicas como 

terapéuticas. 

Por otro lado, la expresión intracelular de GP63 WT mediante un sistema lentiviral 

resultó en la inducción significativa del marcador CD11b (MAC-1/CR3) en los LB de 

la línea celular Ramos, sugiriendo una reprogramación hacia un fenotipo regulador 

o activado asociado a funciones inmunomoduladoras (175). 

Aunque el CD11b no se expresa en condiciones de reposo en LB convencionales, 

presentó una expresión sorprendentemente alta en los LB Ramos transducidos con 

GP63 WT intracelularmente. Este aumento de CD11b fue dependiente de la dosis 

de lentivirus (MOI) y sugiere un cambio funcional o fenotípico en los LB, indicando 

un posible perfil "no convencional" de tipo regulador, sobre activado o anérgico 

(216,217). Es importante destacar que la exposición exógena no mostró una 

inducción significativa de CD11b, ni siquiera en comparación con otros activadores. 

Su inducción puede ser promovida por señales inflamatorias, activación por TLRs, 

o estímulos derivados de patógenos, escenarios en los que GP63 podría estar 

mimetizando ciertos efectos inmunológicos. El aumento de CD11b en LB se ha 

asociado con capacidades reguladoras, tales como la supresión de LT CD4+, la 

inhibición de la señalización del BCR, y la modulación de vías como NF-κB y STAT3-

HIF-1α (217). Estas propiedades sugieren que la expresión de GP63 en los LB no 

solo altera su perfil de activación, sino que podría favorecer la adquisición de un 

fenotipo B-regulador (Breg) funcionalmente tolerogénico (9,146,218). Esta hipótesis 

cobra relevancia a la luz de reportes previos en los que el CD11b ha sido implicado 

en la regulación de respuestas inflamatorias en enfermedades autoinmunes y en la 

generación de tolerancia periférica (175,219–221). Así, la inducción de CD11b por 

GP63 intracelular no solo representa un marcador fenotípico de activación, sino que 
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también puede constituir una vía crítica, a través de la cual esta proteína ejerce 

efectos inmunomoduladores sobre los LB. 

A diferencia de la expresión alta de los marcadores anteriormente mencionados, el 

CD19 no mostró alteraciones relevantes con la exposición exógena a la proteasa, 

pero sí presentó una leve disminución en condiciones de transducción lentiviral. 

Este hallazgo sugiere que la modulación ejercida por GP63 sobre la biología de los 

LB no se realiza a través de la activación directa del complejo del BCR, donde CD19 

actúa como un correceptor clave, sino que probablemente implica vías 

independientes o incluso inhibidoras de la señalización clásica (162). La reducción 

de CD19 en el contexto de la expresión intracelular podría reflejar un mecanismo de 

retroalimentación negativa o de tolerancia inducida, como se ha descrito en LB 

expuestos a señales crónicas, inflamatorias o de estrés intracelular (222). 

Adicionalmente, se ha reportado que alteraciones en la expresión de CD19 afectan 

la organización de la sinapsis inmunológica y la intensidad de la señal a través del 

BCR; por lo tanto, su disminución podría estar relacionada con una reducción 

funcional de la activación convencional. Estos datos soportan la idea, de que la 

localización intracelular de GP63 es determinante para la reprogramación fenotípica 

observada, modulando de manera selectiva marcadores relacionados con 

diferenciación, activación reguladora e inmunomodulación, sin necesariamente 

activar el eje clásico del BCR/CD19. 

Al mismo tiempo, la expresión de HLA-DR no mostró cambios significativos ni con 

la exposición a GP63 recombinante ni con su expresión intracelular. La evaluación 

de HLA-DR en LB constituye una herramienta clave para determinar su estado 

funcional y potencial de activación. Algunos estudios sugieren, que GP63 altera las 

balsas lipídicas en células mieloides como los macrófagos, afectando la 

presentación de antígenos (223,224). El HLA-DR, como molécula del complejo 

mayor de histocompatibilidad clase II (MHC-II), está involucrada en la presentación 

de antígenos a los LT CD4⁺, y su expresión se incrementa tras la activación celular 

(171,172). Su análisis tanto en condiciones de exposición exógena como de 
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expresión intracelular de GP63, fue relevante para determinar si GP63 podía inducir 

un fenotipo activado en los LB, potencialmente vinculado a funciones de 

presentación de antígeno, diferenciación o incluso reprogramación hacia subtipos 

con funciones reguladoras (146,225). Sin embargo, sus resultados no fueron lo 

suficientemente correlacionables con un estado en particular y no fue posible 

asociarlo directamente al fenotipo observado.   

En el mismo contexto de evaluación de la activación celular, se había seleccionado 

Syk como molécula blanco teniendo en cuenta su papel central en la señalización 

intracelular. Syk es una tirosina quinasa esencial para la fosforilación de los motivos 

ITAM del complejo del BCR, y participa en procesos clave como la reorganización 

del citoesqueleto de actina, el tráfico vesicular, la presentación antigénica y la 

supervivencia celular. Algunos estudios han documentado su papel crítico en la 

integración de señales en los LB (226,227). Las predicciones in silico reportadas en 

el capítulo 1 de este trabajo, indicaban que GP63 podía interactuar directamente 

con Syk, lo que planteaba una hipótesis bioquímica sólida sobre su modulación 

funcional.  

Sin embargo, de manera inesperada, Syk no mostró cambios significativos en su 

detección total, tanto con la exposición exógena a GP63 como con su expresión 

intracelular. Esto puede ocurrir ya que los resultados obtenidos mediante análisis in 

silico no siempre se replican de forma idéntica en experimentos in vitro, debido a las 

diferencias entre las condiciones simuladas y los sistemas biológicos reales 

(105,228).   Es importante resaltar, que no evaluamos cambios en la fosforilación 

de Syk, por lo tanto, no podemos asegurar que no hubiese interacción que afectara 

su función, pero al menos en la detección total no se encontraron diferencias. En 

este sentido, la posibilidad de que GP63 interactúe con Syk no se descarta, y tal vez 

la activación atípica y déficit en la proliferación observada, pueda deberse a la 

capacidad de GP63 para modular esta vía, generando anergia en estas células. 

Este hallazgo sugiere que, al menos en el sistema experimental empleado, Syk no 
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representa un blanco directo de la actividad de GP63, o que su regulación pudiera 

requerir condiciones adicionales no reproducidas en este modelo. 

A raíz de los resultados obtenidos con Syk, nos llevó a considerar otras posibles 

vías intracelulares de activación, como la vía cGAS–STING, bastante relevante en 

el contexto de transducción viral y mediación de respuestas inflamatorias frente a la 

detección del DNA citosólico (229). 

La expresión intracelular de GP63 WT se asoció con niveles elevados de STING, 

de forma tiempo-dependiente. Esto sugiere que la presencia intracelular de GP63 

generó un estado de estrés celular y muerte programada, que pudo liberar material 

genético que activó esta vía; resaltando que este comportamiento no se observó 

con el lentivirus control de expresión de GFP, lo que descarta al sistema lentiviral 

como inductor. 

La vía cGAS–STING es un eje central en la activación de la inmunidad innata, 

particularmente en la detección de DNA citosólico proveniente de virus, bacterias, 

parásitos o incluso del propio huésped (230). En el contexto de vectores lentivirales, 

se ha demostrado que el DNA empaquetado en las preparaciones virales puede 

activar a las células a través de esta vía. Siendo cGAS la enzima responsable de 

detectar dicho DNA y activar STING, independiente de vías de receptores tipo TLRs 

o RIG-I, resultando en la producción de interferón y otras citoquinas proinflamatorias 

(174).  Curiosamente, en nuestro caso no se evidenció aumento en la producción 

de citoquinas proinflamatorias como TNF o IL-6, tras la transducción con el lentivirus 

codificante para GP63 WT ratificando, que lo observado no es atribuible al lentivirus 

per se, sino al efecto modulador de GP63 intracelular. 

La exposición de LB de la línea Ramos a GP63, también se asoció con un ligero 

aumento en la expresión de CD40. En los ensayos donde se evaluó el impacto de 

la expresión intracelular de la proteína GP63 en LB Ramos, se observó que la 

expresión de CD40 mostró una leve superioridad en comparación con los controles 

al quinto día post transducción. Sin embargo, esta tendencia no se mantuvo, ya que 
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al séptimo día se registró una caída general en la expresión de esta molécula. Esto 

sugiere una aparente modulación temporal de CD40 por la GP63 intracelular. 

Por otro lado, en la transducción posterior con un MOI más bajo (0.5), el CD40 

mostró un aumento al día 7, lo que podría indicar una activación tardía, tal vez por 

ser una dosis inferior, le tomó más tiempo elevar este marcador en los LB. 

La relevancia de CD40 en el contexto de moléculas asociadas a Leishmania, ha 

sido documentada en células dendríticas, donde la expresión de CD40, junto con 

otras proteínas coestimuladoras como CD86, actúan como un marcador de 

activación y respuesta de LT (138,142).  Si bien en nuestro modelo las células 

evaluadas fueron LB y no en células dendríticas (CDs), la ligera elevación de CD40 

podría reflejar un efecto indirecto en la inducción de la activación celular modulada 

por GP63. 

El CD40 es un receptor expresado de forma constitutiva en LB desde la fase pre-B 

tardía hasta los LB de memoria. Su interacción con CD40L (CD154), expresado 

principalmente en LT activados, es fundamental para la activación completa de los 

LB, la proliferación, cambio de isotipo y la maduración de afinidad en los centros 

germinales (138). Esta señalización no solo promueve la diferenciación hacia 

células plasmáticas y de memoria, sino que también favorece la supervivencia 

celular mediante la inducción de moléculas anti apoptóticas. En conjunto, CD40 

constituye un nodo esencial en la cooperación B -T y en la generación de respuestas 

de anticuerpos de alta afinidad (142). Es importante resaltar, que este marcador no 

fue evaluado en los ensayos con MNSP donde su alteración en LB sería más 

relevante, ya que, en ese modelo, el microambiente de contacto con las células que 

contienen su ligando causaría efectos diferentes; se evaluó únicamente en LB de la 

línea celular Ramos, donde más que el efecto activador, resaltamos la modulación 

en la expresión de esta proteína en la superficie del linfocito. 
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Por otro lado, el CD27 se identificó en los estudios como un marcador clave para 

determinar el estado de memoria, madurez y regulación celular de los linfocitos B. 

En experimentos que involucraron la exposición exógena de linfocitos B Ramos a la 

proteína GP63 o a activadores conocidos como LPS, PMA y CpG, no se observaron 

inducciones significativas en la expresión de CD27 de forma general. No obstante, 

se notó una menor intensidad media de fluorescencia (MFI) para CD27 con el 

tratamiento con CpG, aunque esta disminución se atribuyó potencialmente a una 

pérdida de muestra durante el procesamiento. 

En contraste, cuando los LB fueron transducidos el MFI de CD27 disminuyó 

aproximadamente a la mitad en comparación con el control no estimulado. Esta 

notable reducción sugiere una posible inhibición en la maduración celular o una 

interferencia en las señales de activación debido a la presencia intracelular de 

GP63. Además, se observó que, incluso ante la estimulación con activadores 

clásicos, los LB que expresaban GP63 intracelularmente mostraron una escasa 

modulación de CD27, manteniendo sus niveles estables. 

No existe evidencia directa de CD27 con vinculación a GP63 de Leishmania en la 

literatura. Sin embargo, su papel como marcador de LB de memoria y su capacidad 

para promover la diferenciación hacia células plasmáticas lo sitúan como un 

indicador de activación y maduración de LB.  

Los resultados obtenidos revelan que la proteasa GP63 ejerce un alto impacto sobre 

la respuesta funcional de LB, afectando la viabilidad, proliferación, fenotipo de 

activación y finalmente tanto la producción de citoquinas como la secreción de 

inmunoglobulinas. Este nivel de modulación sobre mediadores inflamatorios y sobre 

la respuesta humoral resalta el papel multifacético de GP63 en la regulación de la 

respuesta inmune adaptativa. 

En cuanto a las citoquinas, él TNF fue el marcador más regulado. La exposición 

exógena a GP63 (WT y mutante) indujo un incremento moderado de TNF en LB 

Ramos, mientras que en MNSP la respuesta fue más pronunciada, especialmente 
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con la forma mutante, alcanzando hasta seis veces los niveles del control. Este 

hallazgo sugiere que, en un ambiente inmunológico más complejo, la interacción 

célula-célula y las señales de citoquinas paracrinas potencian la respuesta 

inflamatoria, un fenómeno ausente en el sistema mono celular de los LB Ramos. En 

contraste, la expresión intracelular de GP63 WT en los LB Ramos condujo a una 

supresión marcada de TNF, con niveles indetectables en sobrenadante, lo que 

indica que la proteasa activa podría interferir directamente con la señalización 

proinflamatoria. La reversión parcial de este efecto con LPS o CpG respalda la 

hipótesis de un bloqueo selectivo de rutas específicas. 

La IL-6 por su parte, se mantuvo ausente en todas las condiciones evaluadas, lo 

que indica que la modulación ejercida por GP63 pudo mantener inhibida la secreción 

de esta citoquina proinflamatoria. Mientras que, la IL-10, asociada a fenotipos 

reguladores (9), solo mostró incrementos discretos con GP63 WT en ensayos 

intracelulares de corta duración. Estos cambios modestos, junto con la supresión de 

TNF en LB Ramos, podrían reflejar un perfil más regulador que activador en 

condiciones específicas (231–233). 

Se ha reportado que GP63 suprime la activación de vías de señalización intracelular 

proinflamatorias como las MAPK quinasas, NF-κB, AP-1 y JAK/STAT, resultando en 

una disminución en la producción de óxido nítrico, IL-6 y TNF en células mieloides 

(macrófagos) (89,234,235). También, disminuye la activación del inflamosoma al 

cortar directamente componentes como NLRP3, pro-IL-1β y TXNIP, lo que 

contribuye a la reducción de IL-1β (55,236). Esto coincide con lo observado en 

nuestro modelo experimental donde el perfil inflamatorio evaluado está por debajo 

del control sin estímulo y del control de transducción de expresión de GFP. 

En cuanto a la respuesta humoral, los datos muestran una inhibición consistente de 

la producción de IgM tanto con GP63 recombinante, como con su expresión 

intracelular, siendo este último contexto el de mayor magnitud. En la línea celular 

Ramos, la exposición a GP63 WT redujo significativamente la IgM soluble en 
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comparación con el control, con un efecto más marcado que la proteína mutante, lo 

que apunta a un papel clave de la actividad catalítica en la supresión de la secreción 

de la IgM. En MNSP, aunque los niveles basales fueron menores, la tendencia de 

reducción se mantuvo, lo que sugiere que este efecto es independiente del tipo de 

sistema celular y del ambiente que rodea al LB. 

Con la expresión intracelular de GP63 WT se generó una inhibición robusta y dosis-

dependiente, que no fue revertida por estímulos con (LPS, PMA o CpG), lo que 

indica una alteración sostenida del programa secretor de inmunoglobulinas. Esta 

supresión podría deberse a interferencias en rutas de activación y diferenciación 

hacia células plasmáticas, posiblemente mediadas por la degradación de moléculas 

de señalización clave o por cambios en el balance de citoquinas pro y 

antiinflamatorias, lo cual ya se ha asociado a GP63 en la literatura (237–239). Un 

hallazgo atípico fue el incremento de la expresión de IgM total al día 7 con MOI bajo 

(0.5), lo que sugiere que tal vez la producción de la IgM no está alterada, sino solo 

el proceso de secreción, lo cual tiene sentido teniendo en cuenta los reportes 

asociados a GP63 con la modulación del transporte vesicular y ambiente lisosomal 

(89), siendo esto un aspecto que requeriría estudios adicionales. 

En conjunto, estos resultados posicionan a GP63 como un modulador de la función 

de los LB, capaz de alterar todos los aspectos evaluados en las células; la viabilidad, 

la proliferación, la expresión de marcadores de activación, la producción de 

citoquinas y la secreción de anticuerpos, de forma dependiente del contexto y de la 

dosis empleada de la proteína/lentivirus. En análisis exploratorios de 

enriquecimiento funcional, logramos unir las vías en común y coincide con la 

categoría de regulación de los LB (Anexo 4). Este patrón sugiere que GP63 podría 

contribuir, durante la modulación de la respuesta inmune, favoreciendo en algunos 

casos la supresión de funciones efectoras de LB con un perfil más regulador y, en 

otros, la amplificación de señales proinflamatorias mediadas por la interacción con 

otras poblaciones celulares. 
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7.5 Resumen de los hallazgos: 

I. La proteína GP63 de Leishmania ejerce un efecto citotóxico y anti 

proliferativo significativo dosis dependiente, sobre los linfocitos B humanos 

(línea Ramos), ya sea que se dosifique exógenamente o se exprese 

intracelularmente. La muerte celular está asociada principalmente a eventos 

apoptóticos, incluyendo la activación de Caspasa 3.  

 

II. Los efectos de GP63 sobre los marcadores de superficie celular y el fenotipo 

de los linfocitos B varían crucialmente según la vía de exposición. Con la 

exposición a GP63 WT recombinante, se induce un aumento significativo en 

la expresión de CD38 en LB Ramos y MNSP, lo que no se observa con la 

expresión intracelular de GP63. Mientras que, con la expresión intracelular, 

se inducen niveles más bajos de CD19 y una alta expresión de CD11b un 

marcador no típico en estas células. Este aumento de CD11b sugiere un 

posible cambio funcional o una reprogramación fenotípica aberrante de los 

LB, potencialmente de tipo regulador o anérgico. 

 

III. La exposición a GP63 (WT y mt recombinante), induce la producción de TNF 

en LB Ramos y MNSP, Sin embargo, la expresión intracelular de GP63 WT 

en LB Ramos conduce a una disminución significativa o incluso indetectable 

de TNF y una robusta inhibición de la secreción de IgM soluble, efectos no 

restaurados por estímulos activadores clásicos. En contraste, en el modelo 

más complejo de MNSP transducidos, se observan niveles elevados de TNF, 

atribuible a las diferentes subpoblaciones celulares (como monocitos, células 

NK o linfocitos T) en la respuesta inflamatoria colectiva inducida por GP63 en 

un microambiente inmunológico más fisiológico. 
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8.0 CONCLUSIONES GENERALES 

 

 Los análisis in silico de acoplamiento y dinámica molecular, demuestran una 

interacción bioquímica favorable y robusta entre la metaloproteasa GP63 y la 

proteína Syk, validando a su vez la importancia del Glu (E) 265 para el 

mecanismo potencial de clivaje y que la mutación E265A desestabiliza por 

completo la función catalítica de la proteína.  

 

 Se logró la producción de GP63 recombinante en las células HEK293T para 

la expresión transitoria de la proteasa, aunque con rendimientos bajos y una 

reducción progresiva de la viabilidad celular, probablemente asociada a la 

toxicidad de la proteína, logramos su validación funcional in vitro.  

 

 Con la optimización y validación de nuevos constructos plasmídicos se 

obtuvo un lentivirus LV-MND-GP63 WT funcional con alta eficiencia de 

transducción en LB Ramos y MNSP. 

 

 La proteasa GP63 modula la función de los LB humanos de forma dosis y 

contexto-dependiente. Presenta efectos citotóxicos y anti proliferativos 

mediados por apoptosis, altera marcadores de activación de manera 

diferencial e impacta tanto la producción de citoquinas, como la secreción de 

IgM. Particularmente, la aplicación exógena favorece la inducción de CD38 y 

TNF, mientras que la expresión intracelular reduce CD19, aumenta CD11b y 

suprime drásticamente TNF e IgM, sin reversión por estímulos activadores 

clásicos.  
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9.0 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Si bien los hallazgos obtenidos aportan evidencia novedosa sobre el papel de GP63 

en la modulación de la señalización de los LB, el estudio presenta algunas 

limitaciones que deben ser consideradas. En primer lugar, la producción de la 

proteína recombinante en células HEK293T mostró rendimientos bajos y una 

reducción de la viabilidad celular, lo que restringió la cantidad de proteína disponible 

y podría haber limitado la amplitud de los ensayos funcionales. De igual manera, 

aunque los análisis in silico y las validaciones con el mutante E265A fortalecen la 

hipótesis de un clivaje dirigido sobre Syk, no se alcanzó una confirmación definitiva 

del sitio y mecanismo de corte. Adicionalmente, los efectos diferenciales observados 

entre la aplicación exógena y la expresión intracelular de GP63 requieren estudios 

adicionales y aproximaciones proteómicas de mayor resolución, para determinar el 

alcance fisiológico y clínico de estas modulaciones. 

Por esta razón sugerimos que, en fases futuras, se pueda ampliar la evaluación de 

GP63 a un mayor número de MNSP provenientes de donantes sanos, así como de 

pacientes con enfermedades autoinmunes o proinflamatorias, con el objetivo de 

determinar si la proteína es capaz de modular o revertir fenotipos inflamatorios 

característicos de estas células. Posteriormente, se validaría en modelos animales, 

tanto mediante la exposición exógena de GP63; por ejemplo, utilizando sistemas de 

liberación controlada como bombas de infusión, junto con o sin administración de 

citoquinas, como a través de la expresión endógena mediada por el vector lentiviral 

desarrollado.  

Estas aproximaciones se evaluarían en modelos animales de enfermedades 

proinflamatorias o autoinmunes, con la finalidad de explorar el potencial 

inmunomodulador de GP63 in vivo. Asimismo, su aplicación podría extenderse a 

patologías como el cáncer, induciendo la muerte celular programada, abriendo la 

posibilidad de considerar a GP63 como una estrategia terapéutica innovadora. 
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11. ANEXOS 

 

ANEXO 1 Análisis de secuencias de GP63 en las diferentes especies de 

Leishmania reportadas en la base de datos TryptripBD. 
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ANEXO 2 Listado de proteínas de la señalización de los Linfocitos B. 

 

 

 

Proteína / Molécula Función principal Peso aprox. (kDa) 

CD79A (Igα) 
Parte del correceptor del BCR, 
contiene ITAMs para iniciar 
señalización 

47 

CD79B (Igβ) Asociada al BCR, transmite señales 
junto con Igα 

37 

SYK (Spleen Tyrosine 
Kinase) 

Tirosina quinasa esencial para 
fosforilar ITAMs y activar cascadas 72 

Lyn (Src family 
kinase) 

Fosforila ITAMs en Igα/Igβ, activa SYK 56 

BLNK (SLP-65) Adaptador que organiza complejos de 
señalización aguas abajo del BCR 65 

BTK (Bruton’s 
Tyrosine Kinase) 

Activa PLCγ2 y regula el flujo de Ca²⁺ 77 

PLCγ2 
(Phospholipase Cγ2) 

Hidroliza PIP₂ → IP₃ + DAG; controla 
Ca²⁺ y PKC 

150 

Vav (GEF) Activa GTPasas como Rac → 
remodelación del citoesqueleto 95 

PI3K (p85/p110) Fosforila PIP₂ → PIP₃, activa AKT y vías 
de supervivencia p85:85 / p110:110 

AKT (Protein Kinase 
B) 

Quinasa central de supervivencia y 
metabolismo 56 

mTOR Regula metabolismo, crecimiento y 
diferenciación 289 

NF-κB (p50/p65) Factor de transcripción para 
supervivencia y proliferación p50:50 / p65:65 

NFAT Factor de transcripción dependiente 
de Ca²⁺/calcineurina 

90–110 

ERK1/2 (MAPK 
family) 

Controlan proliferación y 
diferenciación ERK1:44 / ERK2:42 

JNK Regula apoptosis y activación génica 46–55 
p38 MAPK Respuesta a estrés, inflamación 38 

CD19 Co-receptor del BCR, amplifica la 
señalización vía PI3K 95 

CD21 (CR2) Receptor del complemento que 
potencia señalización del BCR 145 

CD22 Molécula inhibidora, recluta 
fosfatasas SHP-1 

140 

FcγRIIB (CD32) Receptor inhibidor, contiene ITIMs 
que limitan señalización 40 

Grb2 Adaptador que conecta BCR con vía 
Ras/MAPK 25 

Dok (Downstream of 
kinase) 

Adaptador regulador de señales 
inhibidoras 62 
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ANEXO 3 Resultados del proceso de estandarización del docking molecular entre 

GP63 y el control CXCL10. 
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Figura 50 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10. 

Se observa que la secuencia de corte postulada por el grupo del Dr. Ko (Antonia et al,.2021) no coincide con la regla de corte 
postulada para GP63, tampoco coincide con las imágenes reportadas por ellos. Este ejercicio se realiza en Cluspro con fines de 
poder estandarizar el docking molecular y conocer el performance de la única secuencia cristalizable de GP63.  
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Figura 51 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones en Cluspro.  

Se observa que la secuencia de corte postulada por el grupo del Dr. Ko (Antonia et al,.2021) no ingresa al centro activo ni con las 
restricciones sobre AIK sugeridas. Este ejercicio se realiza en Cluspro siendo una plataforma de docking rígido y sin integración 
de metales, el cual es importante para la actividad catalítica de la proteína. 
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Figura 52 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones en Haddock.  

Se observa que la secuencia AIK no ingresa al centro activo completamente a pesar de las restricciones. Este ejercicio se realiza 
en Haddock una plataforma de docking semi-rígido, permitiendo un mejor acoplamiento de las proteínas y leves cambios 
estructurales durante la simulación. 
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Figura 53 Docking molecular entre GP63 vs CXCL10 con restricciones y adición del Zinc, en Haddock. 

Se observa que la secuencia AIK ingresa al centro activo completamente gracias al efecto del zinc incorporado en la simulación. 
Este ejercicio se realiza en Haddock donde sí se permite la inclusión de metales. Esto refleja que la selección de una plataforma 
robusta permite hacer inferencias in silico más acertadas. Con el protocolo establecido, se procede al docking con la proteína 
diana. 
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ANEXO 4 Secuenciación del plásmido de Addgene D5_Ld_280600. 
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ANEXO 5 Transfección de LB Ramos con plásmido pHL20MND gp63 WT utilizando AMAXA ‘Kit 

V’ Programa W-001. 

 

El Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V (Lonza) es un sistema optimizado para la transfección 

de líneas celulares difíciles de modificar genéticamente, empleando la tecnología de 

nucleofección, que combina pulsos eléctricos precisos con una solución tampón específica que 

facilita la entrada directa de ADN, ARN o proteínas al núcleo celular. Está diseñado 

principalmente para células en cultivo en suspensión o adherentes con baja eficiencia de 

transfección mediante métodos convencionales. Entre sus ventajas, ofrece altas tasas de 

transfección incluso en líneas celulares consideradas “difíciles”, rápida expresión transitoria o 

estable de los constructos, y mínima dependencia de reactivos químicos que puedan interferir 

con la fisiología celular. Entre sus desventajas, el procedimiento puede inducir cierto grado de 

estrés celular y reducir la viabilidad, requiere equipamiento especializado (Nucleofector® Device) 

y el kit es de costo relativamente alto. 

Tomado de: Lonza. (2020). Cell Line Nucleofector® Kit V – Product Manual (Rev. 06). Lonza 

Group Ltd. https://bioscience.lonza.com. 
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ANEXO 6 Protocolo: Transfección transitoria de HEK293T (ATCC® CRL-11268™) con PEI 25 

kDa para expresión de proteína recombinante GP63. 

 

Resumen rápido 

• Células: HEK293T adherentes en flask 75 cm². 

• Siembra: 10 × 10⁶ células por flask (objetivo: confluencia >85 % al momento de transfectar). 

• Plásmido: 90 µg DNA por flask. 

• PEI lineal 25 kDa: relación PEI:DNA 3:1 w/w (es decir 270 µg PEI por 90 µg DNA). 

• Medio: IMDM + 10 % FBS + 1 % Pen/Strep; Opti-MEM™ para la mezcla PEI/DNA (medio 

libre de suero/antibiótico). 

• Incubaciones: analizar 24, 48, 72 y 96 h (cosechar sobrenadante en cada punto). 

• Centrifugado: 3.000 × g, 10 min → filtrar 0.45 µm → conservar en frío/alícuotas. 

Reactivos y materiales (por 1 flask 75 cm²) 

• HEK293T (ATCC® CRL-11268™), cultivadas en IMDM + 10 % FBS + 1 % Pen/Strep. 

• Plásmido codificante para GP63 (90 µg por flask). 

• PEI lineal 25 kDa (por ejemplo 1 mg/mL stock en agua estéril). 

• Opti-MEM™ (medio sin suero ni antibióticos) para diluir DNA y PEI. 

• IMDM completo (precalentado a 37 °C) para reponer en los flask. 

• Centrífuga de mesa, tubos con capacidad adecuada, filtros de jeringa 0.45 µm (o 0.22 µm si 

quieres mayor purificación). 

• Filtros y material estériles de cultivo. 

• Tubos para almacenamiento criopresevación a 4 °C / −80 °C (alícuota). 

• Controles: flask con solo células y medio (mock), flask con PEI sin DNA, y si le es posible, un 

control de transfección con un plásmido que exprese proteína de control conocida (p.ej. GFP). 
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Preparación previa 

1. Calidad del DNA: usar DNA plasmídico purificado para expresión. 

2. Preparación stock PEI (ejemplo): disolver PEI lineal 25 kDa a 1 mg/mL en agua ultrapura; 

ajustar pH a 7.0–7.2 si es necesario; filtrar estéril (0.22 µm) y congelar en alícuotas a −20 °C. 

(Si tu stock es otra concentración, ajustar cálculos). 

3. Células: sembrar 10×10⁶ células por flask 75 cm² 18–24 h antes de transfección para 

alcanzar >85 % confluencia al momento de la transfección. Verificar salud y viabilidad >90 

%. 

4. Precalentar medios a 37 °C. 

Cálculos (por flask 75 cm²;  90 µg DNA, ratio 3:1 PEI w/w) 

• DNA = 90 µg. 

• PEI (3:1 w/w) = 90 µg × 3 = 270 µg PEI. 

• Si PEI stock = 1 mg/mL → volumen PEI = 270 µL. 

• Preparación final de complejos: diluir DNA y PEI por separado en Opti-MEM y luego mezclar 

(ejemplo abajo). 

Preparación de la mezcla PEI : DNA (ejemplo práctico) 

Aquí propongo un esquema reproducible que genera ~5 mL de complejos. 

1. En condiciones estériles: 

• Tubo A (DNA): añadir 90 µg DNA y completar con Opti-MEM hasta 2.5 mL. (Si el DNA 

está más concentrado, ajustar el volumen). 

• Tubo B (PEI): añadir 270 µL PEI 1 mg/mL y completar con Opti-MEM hasta 2.5 mL. 

2. Agitar suavemente cada tubo (no vortex vigorosamente). 

3. Añadir el contenido del Tubo B (PEI) al Tubo A (DNA) goteando o en 2–3 alícuotas, 

mezclando suavemente con pipeta. 

4. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (formación de complejos). No exceder 30 min. 

5. Resultado: ~5.0 mL de mezcla PEI:DNA lista. 
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Transfección de células HEK293T 

Preparar flask: Retirar el medio viejo. Añadir 10 mL de medio completo IMDM al flask. 

(Alternativa: algunos protocolos no reemplazan el medio y añaden complejos directamente; 

recomiendo reemplazar con 10 mL fresco para estandarizar). 

1. Añadir complejos: Añadir la mezcla PEI:DNA (~5 mL) gota a gota sobre la superficie del 

cultivo, moviendo suavemente el flask para distribuir. Evitar concentrar en un solo punto. 

2. Incubar: Dejar las células a 37 °C, 5 % CO₂. 

3. Puntos de cosecha: recolectar sobrenadante a 24, 48, 72 y 96 h. Para cada punto: 

• Aspirar el sobrenadante en frío a tubos estériles, reemplazar inmediatamente con 

medio fresco sin PEI ni DNA (10 mL). 

• Centrifugar los sobrenadantes a 3.000 × g, 10 min a 4 °C para eliminar células y 

detritos. 

• Filtrar el sobrenadante con filtro 0.45 µm (o 0.22 µm si deseas mayor claridad). 

• Alícuota y conservar a 4 °C para uso inmediato o a −80 °C para almacenamiento a 

largo plazo (evita ciclos repetidos de congelación/descongelación). 

Si además quieres proteína intracelular, recolecta alícuotas de células (lisis con buffer RIPA o con 

mPER™ Mammalian Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific)) en los mismos puntos 

temporales. 

Concentración (opcional) 

• Si el sobrenadante tiene baja concentración de proteína, concentrar con filtros centrifugadores 

(En este caso utilizamos Vivaspin 20, 20mL Prot 30KDa # VS2021 de 30 kDa). 

• Para proteínas con His-tag: purificación por Ni-NTA directamente desde sobrenadante 

(previamente equilibrado) o tras concentración. Asegurar condiciones de pH y sales 

compatibles. 

Análisis / QC de la proteína 

• Medir concentración total (BCA o Bradford) o por ELISA en este caso utilizamos His-Tag ELISA 

Detection Kit de GenScript (Cat. No. L00436). 
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• SDS-PAGE y Western blot (anti-His, anti-GP63 o anticuerpo específico). 

• Ensayo de actividad enzimática (si aplicable) para confirmar funcionalidad (Ej. Azocaseina 

assay). 

Seguridad y buenas prácticas 

• Manejar HEK293T y plásmidos en condiciones de BSL-2 (según normativa local). 

• Usar guantes, bata, protección ocular. 

• El PEI es tóxico,  evitar contacto directamente con la piel y la inhalación; manipular en campana 

de bioseguridad. 

• Eliminar residuos biológicos y químicos conforme a protocolos institucionales. 

• Registrar lote y fecha de preparación del PEI. 

Posibles problemas y soluciones rápidas 

• Baja expresión 

• Verifica calidad/concentración del DNA. 

• Revisa la relación PEI:DNA (puedes probar 2:1, 3:1, 4:1 en optimización). 

• Evalúa cambiar el punto de siembra (confluencia ideal 70–90 %) ya que demasiada 

confluencia puede reducir la expresión. 

• Comprueba la integridad del promotor en el plásmido y la secuencia de inserción. 

• Alta citotoxicidad 

• Reduce la cantidad de PEI (prueba 2:1) o cambia a procedimiento de cambio de medio 

a las 4–6 h. 

• Asegúrate que no se usó PEI viejo o no neutralizado. 

Notas finales / recomendaciones prácticas 

• En la comparación WT vs mutante, preparar mezclas separadas y evita cross-contaminación. 

Mantener el mismo número de células, la misma cantidad de DNA y condiciones idénticas 

entre réplicas. 
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• Si planeas purificar grandes cantidades, considera usar sistemas de cultivo en mayor 

volumen (biorreactores adherentes o suspensión), o cambiar a expresión estable para mayor 

rendimiento. 
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Figura 54 Porcentaje de transfección de LB Ramos utilizando AMAXA ‘Kit V’ Programa W-001. 

Se observan los porcentajes de transfección de los LB Ramos transfectadas con el plásmido pHL20MND gp63 WT a diferentes 
dosis de DNA plasmídico (5,10,20 µg), sin alcanzar más del 20% de transfección, siendo un resultado subóptimo.   
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ANEXO 7 Protocolo: Transducción de linfocitos B Ramos y MNSP humanos con lentivirus 

codificante para GP63. 

 

Resumen 

• Objetivo: Introducir y expresar la proteasa GP63 (WT o mutante) en LB Ramos y MNSP 

humanos mediante un vector lentiviral de tercera generación. 

• Vectores empleados: 

• LV-MND-GP63 WT o mutante (mt) (Ver capitulo 2) vector de interés. 

• LV-EF1α-GFP – control de transducción (proporcionado por Dr. Uimook Choi, 
LCIM-GIS, NIH). 

• Sistema de producción: partículas virales producidas en células HEK293-GPRTC, 

concentradas por ultra centrifugación y tituladas previamente. 

Reactivos y materiales 

• Células blanco: 

• Línea Ramos (LB humanos, ATCC CRL-1596). 

• MNSPs de donantes sanos → aislamiento de MNSP mediante gradiente (ej. Ficoll). 

• Medio de cultivo: RPMI 1640 + 10 % FBS (calor inactivado, lote testado), 1 % 

Pen/Strep. 

• Vectores lentivirales: 

• LV-MND-GP63 WT o mt. 

• LV-EF1α-GFP (control positivo). 

• Potenciadores de transducción: 

• LentiBOOST™ (Sirion Biotech) – 1 µg/mL. 

• Polybrene (hexadimetrina bromuro, Sigma-Aldrich) – 8 µg/mL. 

• Otros: PBS estéril, tubos de cultivo, centrífuga, incubadora 37 °C / 5 % CO₂. 

Cálculo del MOI 

1. Determinar el título viral (TU/mL) previamente mediante transducción de células 

HEK293T o un ensayo estándar (ej. qPCR). 
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2. Calcular el volumen de virus necesario. 

 

3. MOI recomendado inicial: 5–20 (optimizar según tipo celular). 

• Ramos suelen requerir MOI alto. 

• MNSP primarias pueden ser más sensibles → iniciar con MOI 10 y ajustar. 

Procedimiento de transducción 

Día 0: Preparación de células 

1. Contar y ajustar densidad celular: 

• Ramos: 0.5–1 × 10⁶ células/mL en RPMI completo. 

• MNSP: 1 × 10⁶ células/mL en RPMI completo. 

2. Colocar células en placas de 24 pozos o tubos de 15 mL estériles, en volúmenes de 

0.5–1 mL (según ensayo). 

Día 0: Adición de potenciadores y virus 

1. Añadir potenciador de transducción: 

• LentiBOOST™ a 1 µg/mL o Polybrene a 8 µg/mL. 

• Nota: para células primarias humanas, LentiBOOST™ suele ser menos tóxico 
que Polybrene. 

2. Agregar el volumen de virus calculado (según MOI). Mezclar suavemente. 

3. Opcional (spinoculación): centrifugar las placas/tubos a 800 × g por 60 min a 32 °C 

para aumentar la eficiencia de entrada. 

4. Incubar las células a 37 °C, 5 % CO₂. 

Día 1: Cambio de medio 

• Después de 12–16 h, reemplazar el medio por RPMI completo fresco (sin potenciador ni 

virus) para reducir toxicidad. 
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Días 2–3: Evaluación de la transducción 

1. A las 48 y 72 h post-transducción, recolectar células para evaluar eficiencia: 

• Para GFP (control positivo): citometría de flujo directa (canal FITC). 

• Para GP63 WT o mt: 

▪ Tinción intracelular (anticuerpo anti-GP63) + FACS. 

▪ RT-qPCR para RNA viral/inserto para (Vector copy number) VCN. 

2. Mantener controles: 

• Células sin virus y sin lentiboost. 

• Células con LV-GFP (control de transducción). 

• Células con solo lentiboost (control negativo). 

Posibles problemas y soluciones rápidas 

• Baja eficiencia de transducción: 

• Verificar título viral y recalcular MOI. 

• Usar spinoculación. 

• Asegurar células en fase logarítmica y alta viabilidad (>95 %). 

• Alta citotoxicidad: 

• Reducir MOI o concentración de potenciador. 

• Preferir LentiBOOST™ sobre Polybrene en MNSP primarias. 

• Expresión inconsistente: 

• Confirmar integridad del constructo. 

• Comprobar si el promotor (MND o EF1α) es activo en el tipo celular analizado. 

Notas finales 

• Los sobrenadantes recolectados tras transducción no deben reutilizarse ni congelarse 
para retranfecciones: desechar con inactivación viral. 

• Para experimentos comparativos (WT vs mutante), usar el mismo MOI y condiciones 
idénticas. 

• Recomiendo triplicados biológicos por condición para asegurar robustez de los datos. 
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ANEXO 8 Análisis exploratorio de enriquecimiento funcional de las proteínas moduladas por 

GP63 en los Linfocitos B Ramos. 
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Figura 55 Análisis de enriquecimiento funcional de las proteínas moduladas por GP63 en LB. 

Análisis realizado en la plataforma STRING.  A) se observan las proteínas y sus interacciones, el grosor de las líneas representa 
la evidencia de la relación. Mientras más ancha, mayor interacción entre ellas. B) las interacciones entre proteínas según, la 
vecindad (verde), fusión génica (rojo), coocurrencia (azul), co-expresión (negro), demostrado en laboratorio (morado), bases de 
datos (celeste), minería de texto (amarillo). C) Ontología genética por procesos biológicos asociados a los genes de las proteínas 
moduladas por GP63, se resalta la categoría de regulación de la activación de los LB, tema central de este trabajo.  
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ANEXO 9 Certificado de Asistencia al curso: “Workshop "Animal Cell Technology: 

development and production of biotherapeutics”.  

Beca completa por la Universidad de las Naciones Unidas-Programa de Biotecnología                         
para América Latina y el Caribe (UNU-BIOLAC). Ciudad de Santa Fe, Argentina. Octubre 31-
noviembre 5 2022. 
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ANEXO 10 Certificado de beca para asistencia a pasantía internacional: Fellowship program 

United Nations University Biotechnology for Latin America and The Caribbean (UNU-BIOLAC).  

International internship at Immunology and Biochemistry Laboratory at Universidade Federal of 
Minas Gerais. Belo Horizonte, MG. Brazil. Agosto 19 - noviembre 17, 2023. 
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ANEXO 11 Certificado de beca para la asistencia a pasantía internacional: Pre-doctoral 

Supplemental Visiting Fellow Award.  

Visiting Fellow Program of National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID). National 
Institutes of Health’s (NIH). 

Internship at the Laboratory of Clinical Immunology and Microbiology (LCIM) Genetic 
Immunology Section (GIS). Bethesda, MD, EE. UU. noviembre 2024 a marzo 2025. 
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ANEXO 12 Listado de participación en publicaciones durante el periodo académico de estudio 
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