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Nunca pensé que llegaría, 

nunca creí en ese momento, 

te cambia la vida, 

sin que tengas nada para seguirla. 

Te cambia y no piensas 

en lo que te olvidas.                                   (Melocos et al,. 2009. Cuando me vaya) 

 

En algún momento u otro, todos pasamos por personas y momentos que nos 

marcan, que nos enseñan y nos hacen evolucionar mientras, a la vez, 

procuramos no olvidar de dónde venimos. Habrá alguien que piense que el 

momento más especial de una tesis, de conseguir ser doctor, es el final, cuando 

defiendes delante de un tribunal y consigues un título. No dudo que cuando 

llegue ese día, cada vez más cercano, no lo vaya a disfrutar. Sin embargo, el 

final, aunque importante, no deja de ser un paso más. Únicamente un necio 

sería capaz de embarcarse sólo en una aventura de esa magnitud. Y es que no 

existe un solo momento especial, ni solo una persona a la que dar gracias en 

estos casi 6 años que ha durado todo este proceso de aprendizaje científico, 

profesional y personal. Para hacer honor a la justicia en estos agradecimientos, 

debería nombrar a muchas personas que me han ayudado y apoyado para 

llegar a este momento, por eso, si eres de esos de los que probablemente me 

deje sin agradecer, te digo de antemano que lo siento y gracias.  

Creo que no existen las palabras adecuadas que reflejen todo lo que siento 

escribiendo estas líneas, porque al escribir “gracias”, probablemente tu solo 

estés leyendo un cliché, lo típico que se debe de decir en el apartado de 

Agradecimientos. La mitad de mis palabras, cambiando los nombres de las 

personas, imagino que también se podrán encontrar en los apartados de 

Agradecimientos de otros escritos. Pero me gustaría que los sentimientos que 

llevo dentro de gratitud infinita, de amistad incondicional y de admiración 

por todas las personas que me habéis ayudado a llegar hasta aquí, a sacar 

adelante esta tesis y a enseñarme a disfrutar por el camino, no se tomaran 

como un cliché.  
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Empezando por la persona que confió en un niño de 21 años, Marjorie Pion, 

Marjo para los amigos, Jefa para mí. Literalmente no estaría escribiendo estas 

palabras sin ti, sin tu guía, enseñanza y paciencia. El 1 de febrero de 2017 me 

abriste las puertas a un mundo que creía que me iba a gustar, pero del que me 

he acabado enamorando. Desde entonces, esta aventura juntos ha sido todo 

un reto, un proceso que cada vez nos ha ido exigiendo más, pero del que me 

siento tremendamente orgulloso de haber pasado juntos. A nivel científico, 

empezamos induciendo Breg, y hemos acabado en un modelo animal con 

thyTreg-UniCAR. A nivel laboral, empezamos siendo una IP y un estudiante 

naive, y hemos acabado trabajando espalda con espalda. A nivel personal, 

empezamos siendo dos desconocidos, y, sin embargo, he acabado 

considerándote una referente para el resto de mi vida. Espero que este viaje 

haya sido para ti, al menos, la mitad de la mitad de lo satisfactorio de lo que 

ha sido para mí. Gracias por todos estos años Marjo, por ser mi guía y por 

enseñarme a ser el profesional que hoy soy. Let´s Groove! 

Todo este camino, además, ha ocurrido a medida que el grupo, el LIR, ha ido 

evolucionando. A su creador, el Dr. Dr. Rafael Correa-Rocha, Rafa, darte las 

gracias por crear y luchar por el LIR, por nosotros. Gracias por tus consejos 

que me han ayudado a avanzar en esta tesis y gracias por enseñarme a ver 

todo lo que rodea a la ciencia. Una de las cosas más difíciles de ser científico 

es trabajar en ciencia sin hacer manos en el laboratorio y nunca pensé que 

fuese un mundo tan difícil y complejo. Gracias a tu trabajo, a tus jornadas 

infinitas y a tu dedicación, he podido sacar esta tesis. Me siento muy orgulloso 

de pertenecer al LIR.  Jacobo, Adri, Elena, me acogisteis y me hicisteis 

partícipes de vuestro día a día hasta que la vida, en un momento u otro, nos 

ha separado, pero es un Hasta Luego, nunca un adiós. Hicisteis que mi inicio 

fuera de la universidad se hiciera más fácil de lo que nunca pensé. Gracias a 

los tres, os deseo lo mejor que la vida os pueda deparar. Gracias también a las 

otras dos personas de aquellos primeros pasos del LIR, pero con las que he 

compartido mucho más tiempo.  Vero, no podré nunca agradecerte 

todo lo que significas para mí, ni lo mucho que esta tesis también te pertenece, 

que no sea quitando mi nombre de esta tesis y escribiendo el tuyo. Siempre, 

en todo momento, animándome, ayudándome, apoyándome y 
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coordinándonos para ser un tándem perfecto, hemos sacado este trabajo 

juntos. Cualquier elogio, mérito o reconocimiento que se pueda llevar este 

trabajo, te pertenece. Volviste al LIR en un momento difícil para mí, y juntos 

hemos desarrollado todo esto. Para siempre quedarán nuestros protocolos 

infinitos, esas 3 cajas de puntas que gastábamos pipeteando las 90 condiciones 

y los 500 tipos celulares que hemos aprendido a manejar. Nunca, y digo 

nunca, podría haber llegado hasta aquí sin tu ayuda. Nunca, y de nuevo digo 

nunca, podré agradecértelo lo suficiente.   Esther, la doctora 

prometida, gracias por haber sido una red de seguridad para mí durante todos 

estos años. Hemos compartido magníficos, buenos, normales, malos y 

pésimos momentos, en los que nos hemos descojonado, sorprendido o, 

incluso, hemos acabado llorando, pero todos y cada uno de ellos han merecido 

la pena pasarlos contigo. Recuérdame que vuelva a la cima del Glacier Point 

y que te pase los cacahuetes, por fa.       PD: Gracias madre de Esther, por 

cocinar esa exquisita comida durante todos estos años. Se veía con mejores 

ojos coger las pipetas después de esos rabos de toro o carrilleras.  

Infinitas gracias también a los “nuevos” miembros del LIR, que han 

mantenido mi cordura a flote en todo este tiempo:  Sergio, o Jorge, o 

Jorgio, que ya no se ni como llamarte. Al principio, compañero de sitio; ahora, 

compañero de piso, pero siempre, un amigo. La gente nos confunde, pero ya 

quisiera yo parecerme a la buena persona y al grandísimo profesional que 

eres. Llegaste en un momento en el que no estaba solo literalmente, pero a 

nivel laboral sí que me sentía un poco aislado, y tú lo cambiaste todo. 

Empezamos juntos este proyecto y conseguimos nuestras primeras hazañas 

juntos. Aunque te mudaras al proyecto del Covid por las circunstancias, este 

trabajo y estos resultados también son tuyos. A nivel personal, no puedo 

agradecerte un solo momento de todos estos años, porque han sido todos y 

cada uno de los días de risas, de ayudas, de miradas y de bromas absurdas los 

que me han dado fuerzas para continuar y han hecho que te esté dedicando 

estas palabras. Gracias tío, de todo corazón. Siempre que me necesites, allí 

estaré.      PD: Algún día te ganaré al FIFA.   Gracias a Roci, que a 

pesar de que durante los primeros años en donde nuestros proyectos estaban 

más separados, tu inocencia y tu emoción cuando te contaba mis primeros 
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resultados eran como soplos de aire fresco y una fuente de motivación para 

continuar. Ahora, durante estos últimos meses de agobios, además de toda tu 

ayuda con los animales, debo darte las gracias por haber sido un bálsamo a 

nivel personal y un grandísimo apoyo.   Esta tesis no hubiera sido 

posible tampoco sin la gran Dra. Martínez Bonet, de nombre Marta, y de 

apodo La puta ama. Soy consciente de que empezamos con el pie izquierdo, 

porque por aquellos meses era un pipiolo perdido que no supo valorar ni tus 

enseñanzas ni tus consejos. Ante tal lelo, normal que te cansaras. Sin embargo, 

un día, por fortuna, comencé a escucharte y comencé a aprender de tu 

sabiduría. A día de hoy, casi 4 años después de esos primeros meses, lo único 

que puedo decir es gracias. Gracias, porque nunca tiraste la toalla conmigo. 

Gracias, porque sin tu escucha, sin tu ayuda, sin tus consejos y sin tus geniales 

ideas y experimentos improvisados, esta tesis no hubiera sido posible. Y 

gracias, porque si no yo, a nivel personal, seguiría siendo aquel lelo del 

principio. Me has enseñado mucho mucho más de lo que tú te crees y nunca 

podré agradecértelo lo suficiente.  También dar las gracias al sector de 

arriba, especialistas en angustias existenciales y quemazones laborales: Rebe 

(lo siento, esta vez no puedo dejar de hablar) gracias por tus videos de cosas 

chorras que me han dado la vida todas y cada una de las tardes.  Marta 

Fernández, gracias por tus idioteces y por tus horas de escucha que me han 

sacado del pozo más de una vez.  Y Bea, tengo mucha poca duda de que, 

sin tu risa contagiosa, todos los días hubiesen sido un poquito más grises.

 Finalmente, gracias de todo corazón por todos los momentos juntos al 

resto de los “nuevos nuevos” integrantes del LIR y a todos aquellos con los 

que en algún momento he compartido este maravilloso camino: Diego, Jesús, 

MA, Juan, Paulina, Sergio Bueno, Rocio, Raquel, Elisa, etc. 

Imposible haber llegado hasta aquí sin Miguel o, como a él siempre le gusta 

siempre recordar, el Dr. Relloso Cereceda. Empezaste siendo para mí el jefe 

de mi pareja, aquella persona graciosa y exigente con el que pasaba muy 

buenos ratos cuando estabais con los experimentos (aquellas maravillosas 

tardes en el citómetro y en el cuarto de cultivos). Lo que no podía imaginar en 

aquel inicio es que, aunque ella se fuera de tu grupo, tu y yo acabaríamos aún 

más unidos. Gracias Miguel por todos estos días compartiendo dudas, 
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experimentos, pensamientos, inquietudes, risas, escaladas y partidos de tenis. 

Gracias por tu pensamiento crítico, tu maravillosa mente científica y tu 

absurdo sentido del humor. Como te he dicho, empezaste siento el jefe de 

Irene, pero ahora para siempre serás un gran amigo.  

Gracias a Cris y a la Unidad de Genómica por toda la ayuda que nos 

prestasteis con las secuenciaciones. No lo sabéis, pero literalmente sin 

vosotros este proyecto no hubiese sido posible. Gracias a Sara y a la Unidad 

de Farmacogenética, cuantísimas tardes de risas nos dejasteis vuestra cabina 

para nuestros primeros pinitos trabajando con las bacterias, casi la misma 

cantidad de tardes en las que vosotros confiabais ciegamente en mí, 

dejándome las llaves para que cerrara al irme. Gracias también a todos los 

clínicos y a todo el personal del hospital que han colaborado 

proporcionándonos los timos, las muestras y todo el material con el que 

trabajamos.  

Gracias a Maribel, por todas tus enseñanzas, todos los consejos y por ser 

nuestra red de seguridad con cualquier imprevisto. Gracias a Chusa, a Nacho, 

a Rafa Ceña y a Alba, por haberme dejado las cabinas de Inmuno 2 y poder 

crear nuestros primeros lentivirus.  

Gracias también al equipo de Miltenyi, en especial a Alex (tu primero para 

que no te pongas celoso), a Isma y a Álvaro. Me habéis ayudado mucho, a 

nivel laboral, pero, sobre todo, a nivel personal, y esta tesis no podría haber 

salido adelante sin vosotros.  

Gracias a mi familia elegida, a mis amigos y amigas de toda la vida. A Amado, 

Miguel, Ángela, Nico, Gonza, Carlos, Almu, Lorena y Pati. En estos años de 

tesis, habéis sido esa fuente de cordura, de ganas y de risas fuera del 

laboratorio que despejaban todo el cansancio acumulado después de la 

semana trabajando. Pero, sobre todo, gracias a todos vosotros por ser las 

primeras personas fuera de mi familia que confiasteis en mí. Gracias a todos 

vosotros por todos y cada uno de los momentos juntos. Las tardes de cerves 

en los bares, los viajes, las risas y las horas y horas juntos. Gracias por esta 
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infinidad de años juntos que han hecho que lleve dentro de mí un poquito de 

cada uno de vosotros. No os vayáis nunca de mi vida.   

Gracias también a los amantes de las Tinieblas: Fran, Myri, Ángela y Javi. 

Nunca imaginé que os conocería, pero las vueltas de la vida han hecho que 

aquí estemos, agradeciéndoos a todos vosotros el apoyo que habéis sido para 

mí en esta segunda tesis del grupo. Gracias por haber sido un remanso de paz 

para mí a nivel científico, ayudándome en la distancia con mis experimentos. 

Sin embargo, sobre todo gracias por haberme hecho reír hasta llorar tras el 

cansancio de la semana y unos cuantos viajes en coche cuando subo a 

Pamplona o bajáis vosotros. Celebraremos juntos la siguiente tesis del grupo 

y sea donde sea que acabemos cada uno, seguiremos más unidos que nunca.   

Gracias a mi familia, la no elegida, pero la más cercana. Papá, Mamá, Bichi, 

siempre siempre siempre habéis creído en mí, incluso cuando las fuerzas más 

me flaqueaban. Siempre habéis celebrado mis éxitos más que si fuesen 

vuestros y siempre habéis sido un hombro sobre el que apoyarme. Me habéis 

querido incondicionalmente a pesar de mis muchos defectos y de mis malos 

momentos. Me habéis animado incansablemente tras todos y cada uno de mis 

muchos errores. Me habéis aupado inquebrantablemente tras todas mis 

caídas. Me habéis enseñado a querer, a valorar, a pensar y a divertirme a pesar 

de las dificultades. Me habéis enseñado todos mis valores y me habéis guiado, 

de esa forma en la sombra que solo vosotros sabéis, en todos los momentos de 

mi vida. Aún no se ha inventado el idioma ni las palabras para agradeceros 

todo lo que significáis para mí y poder deciros lo mucho que os quiero. Os 

debo mucho más que toda mi vida.  Maite, Sergio, Cristi, Cris, Katy 

y Ángela, gracias por haberme apoyado y escuchado en todos estos años, a 

pesar de que vuestras miradas de estupor me indicaban que os estaba 

contando un mamotreto muy poco interesante. Sois uno de los pilares más 

importantes de mi vida y, por supuesto, también de esta tesis.   Yayo 

Félix, Yaya Tere, Yayo Aurelio y Yaya Angelita, siento no haber podido 

acabar antes esta tesis y poder haberla celebrado juntos. Pero sé que, estéis 

donde estéis, me estáis cuidando y guiando todos los días, porque siento todo 

vuestro apoyo. Gracias por enseñarme la virtud de saber sonreír incluso en 

los peores momentos. Gracias por haber sido mis más fieles admiradores 
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desde que nací. Ojalá pueda llegar a ser la mitad de buena persona que erais 

cada uno de vosotros. Os echo mucho de menos. Gracias por todos los 

momentos juntos.  Al resto de mi familia, gracias gracias a todos y cada 

uno de vosotros (somos muchos) por los momentos compartidos.  

Finalmente, gracias Irene. Empezamos nuestra vida juntos mucho antes de la 

maravillosa experiencia de compartir laboratorio, en donde trabajamos 

literalmente codo con codo durante unos cuantos maravillosos meses. Juntos 

desde el inicio de la carrera, aún sin saber que te acabaría conquistando 

(porque seamos sinceros, tú ya me habías conquistado); juntos en el máster y 

en el inicio del doctorado. Después, todo cambió. Pamplona nos modificó 

todos nuestros planes, pero ante esas circunstancias, en lugar de rendirnos y 

separarnos, decidimos luchar a la vez por nosotros y por nuestro futuro y, 

sobre todo, más unidos que nunca. Al igual que decía con mi familia, no 

puedo y no existen las palabras para agradecerte todo por lo que has hecho 

por mí. En la universidad, en el laboratorio, en la cercanía, en la distancia, en 

nuestra maravillosa vida más personal, en los ratos disfrutando con amigos, 

en nuestros momentos más increíbles y en nuestros momentos más ocursos, 

gracias. Gracias por haber sido mi bálsamo, mi brújula, mi guía y mi consuelo. 

Gracias por ayudarme a salir de mis hoyos más profundos, por enseñarme 

qué es la confianza más incondicional y cómo es amor más puro. Gracias 

porque siempre consigues sacarme una sonrisa. Gracias, porque los 

momentos juntos, incluso las videollamadas, siempre sean increíbles, 

maravillosos y me llenan de fuerzas. Gracias por quererme y valorarme como 

solo tú sabes. Gracias por confiar en mí y aguantarme. Gracias, por estos siete 

años y pico juntos, porque sin ti, no solo esta tesis no hubiese sido posible, 

sino que tampoco sería el monguer que soy hoy. En definitiva, gracias por 

todos y cada uno de los detalles, momentos y experiencias de todos estos años. 
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con toda mi alma.  
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I.1 Resumen 

Las células T reguladoras (Treg) son una subpoblación de linfocitos T 

CD4+CD25+FOXP3+ con la capacidad de inhibir la respuesta inmunitaria y de 

regular la homeostasis. Gracias a estas propiedades, las Treg han cobrado una 

gran relevancia como posible tratamiento de enfermedades autoinmunes o frente 

al rechazo de trasplantes. Las estrategias empleadas hasta ahora han utilizado la 

sangre periférica como fuente de estas células, pero, debido a la escasa cantidad 

y/o a su fenotipo diferenciado, han demostrado una limitada eficacia. Gracias a 

un novedoso protocolo de obtención y expansión desarrollado por nuestro 

grupo, a partir del timo se consigue un producto celular indiferenciado y con una 

gran capacidad inmunosupresora: las thyTreg. Los objetivos de este estudio han 

sido: (I) Inducir células con idénticas propiedades a las thyTreg a partir de sus 

precursores, los timocitos. (II) Incrementar el potencial terapéutico de las thyTreg 

dotándolas de especificidad antigénica mediante receptores de antígeno 

quimérico (CAR).  

Para el primer objetivo, a los timocitos humanos CD25 negativos (CD25neg) se les 

indujo la expresión de un FOXP3 ectópico y/o fueron tratados con TGF-β1 e IL-

2, estrategias que previamente demostraron una alta eficacia induciendo Treg 

desde células otras T CD4+ de sangre periférica. A pesar de que estos elementos 

consiguieron inducir una alta expresión de los marcadores asociados con las 

thyTreg, el fenotipo transitorio, la heterogénea funcionalidad y la inestabilidad 

celular resultantes hacen en que, hasta ahora, no se puedan considerar a los 

timocitos CD25neg como una fuente alternativa de thyTreg. Por otro lado, para 

lograr el segundo objetivo, se modificaron genéticamente las thyTreg con tres 

CAR universales basados en una estreptavidina monomérica (UniCAR-mSA2). 

Los resultados mostraron que la diferente combinación de los dominios de co-

estimulación de cada UniCAR modulaban diferentes perfiles de activación y 

funcionalidad en las thyTreg. Así, las thyTreg-UniCAR41BB redujeron específica 

y eficazmente la viabilidad, proliferación y estado de activación de las células 

diana. Además, también mostraron un efecto indirecto inhibiendo la 

proliferación y el estado de activación de las células no diana, pero sin afectar a 

su viabilidad. Por lo tanto, hemos generado células con una gran especificad de 

antígeno y con un elevado potencial inmunosupresor. De confirmarse su eficacia 

en modelos in vivo, las thyTreg-UniCAR41BB podrían suponer un versátil 

abordaje terapéutico frente a las enfermedades inflamatorias o autoinmunes, y 

para evitar el rechazo de órganos trasplantados.  
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I.2 Abstract 

Regulatory T cells (Treg) are a subpopulation of CD4+ T cells whose ability is to 

inhibit the immune response and regulate the homeostasis. Due to these 

properties, their relevance as a possible treatment against autoimmune diseases 

or transplant rejection has been raised. Currently, the strategies have used 

peripheral blood as a source of Treg. Nevertheless, those Treg have shown a 

limited efficacy because of its low quantity and/or its differentiated phenotype., 

Using a novel obtaining and expansion protocol developed by our group, a more 

undifferentiated cell product with a great immunosuppressive capacity is 

achieved from the thymus: the thyTreg. Based on these extraordinary thyTreg, 

the aims of this study were: (I) Induce cells with identical properties of thyTreg 

from their precursors: the thymocytes. (II) Increase their therapeutic potential by 

providing them with antigenic specificity through chimeric antigen receptors 

(CAR). 

To reach the first objective, CD25 negative (CD25neg) human thymocytes were 

induced to express an ectopic FOXP3 and /or were treated with TGF-β1 and IL-

2. Those strategies have previously shown high efficiency inducing Treg from 

peripheral conventional T cells. These elements managed to induce a high 

expression of thyTreg-associated markers in CD25neg thymocytes. However, the 

transient phenotype, the heterogeneous functionality and the cellular instability 

conclude that CD25neg thymocytes are not considered as an alternative source of 

thyTreg. On the other hand, to achieve the second aim, thyTreg were genetically 

modified with three universal CARs based on a monomeric streptavidin 

(UniCAR-mSA2). The results showed that the different combination of co-

stimulation domains of each UniCAR modulates different activation and 

functionality profiles in thyTreg. Thus, thyTreg-UniCAR41BB specifically and 

efficiently reduced the viability, proliferation and cellular activation of the target 

cells. Furthermore, they also showed an indirect effect by inhibiting the 

proliferation and activation of non-target cells, without affecting to their viability. 

Therefore, we have generated cells with great immunosuppressive potential and 

with an extraordinary antigen specificity. If their efficacy was confirmed, the 

thyTreg-UniCAR41BB could represent a versatile therapeutic approach in 

inflammatory or autoimmune diseases, and prevent the rejection of transplanted 

organs. 

 



 

 

 Abreviaturas  



  



29 

 

Abreviaturas  

En la presente tesis, se ha utilizado la nomenclatura castellana para aquellos 

casos en los que existen las correspondientes abreviaturas. Para el resto de los 

casos, se ha utilizado la inglesa y se ha indicado el formato de la fuente en 

cursiva. En el caso de los acrónimos, muchos corresponden a términos en 

inglés. 

7-AAD del inglés 7-aminoactinomycin D (Aminoactinomicina D) 

AAAAI Academia Americana de Alergia, Asma e Inmunología 

Ac  Anticuerpos 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

Ag  Antígeno 

AIH  del inglés Autoimmune Hepatitis (Hepatitis Autoinmune) 

ALL  del inglés Acute Lymphoblastic Leukemia (Leucemia Linfoblástica 

Aguda)  

AMP   Adenosín monofosfato 

APC   del inglés antigen-presenting cell (Célula presentadora de 

antígenos) 

ATB  Mezcla de antibióticos 

ATP   Adenosín trifosfato 

ATD  del inglés Autoimmune Thyroid Disease (Enfermedad Tiroidea 

Autoinmune) 

CAR  del inglés Chimeric antigen receptor (Receptor de antígeno 

quimérico) 

CAR19 CAR-T ARI-0001 

Casp9  Caspasa 9 

CCR  del inglés CC chemokine receptor (Receptor de quimioquinas CC) 

CD  Clúster de diferenciación 

CeD  del inglés Celiac Disease (Enfermedad Celiaca) 

CMSP Células mononucleares de sangre periférica 

cTEC   del inglés cortical thymic epithelial cells (Células epiteliales tímicas 

de la corteza) 

CTVio  del inglés CellTrace Violet (Marcador celular violeta) 

CTLA-4 del inglés Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (Antígeno 4 de 

linfocitos T citotóxicos) 

CXCR  del inglés CXC chemokine receptor (Receptor de quimioquinas 

CXC) 

DC  del inglés, dendritic cell (Células dendríticas) 

DMEM del inglés Dulbecco´s Modified Eagle Medium  

DN  Timocitos Dobles Negativos  
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DP  Timocitos Dobles Positivos  

EF1α  del inglés archaeal Elongation Factor 1 alpha (Factor 1 de 

elongación alfa de arqueas) 

EGFP  del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein (Proteína Verde 

Fluorescente mejorada) 

EICH  Enfermedad de Injerto contra Huésped 

ELISA del inglés enzyme-linked immunosorbent assay (Ensayo enzimático 

de inmuno-absorbancia) 

EMA del inglés European Medicines Agency (Agencia Europea del 

medicamento) 

Fab  del inglés Fragment antigen-binding (Fragmento de unión 

antigénica) 

FBS  del inglés Fetal Bovine Serum (Suero Fetal bobino) 

FDA  del inglés Food and Drug Administration (Administración de 

Alimentos y Medicamentos) 

FITC  del inglés Fluorescein isothiocyanate (Isotiocianato de fluoresceína) 

FMO  Fluorescence Minus One 

FOXP   del inglés forkhead box protein 

GD  del inglés Graves Disease (Enfermedad de Graves) 

GFP  del inglés Green Fluorescent protein (Proteína Verde Fluorescente) 

GITR  del inglés Glucocorticoid-induced TNFR-related protein (Proteína 

relacionada con el Receptor del factor de necrosis tumoral 

inducido por glucocorticoides) 

GranzB Granzima B 

H.G.U. Hospital General Universitario 

HLA  del inglés Human Leukocyte Antigen (Antígeno leucocitario 

humano)  

HSV  del inglés Herpes Simple Virus (Virus Herpes Simple) 

IBD  del inglés Inflammatory Bowel Disease (Enfermedad Intestinal 

Inflamatoria) 

ICOS  del inglés Inducible T-cell costimulator (Proteína co-estimuladora 

inducible) 

ICOSL del inglés Inducible T-cell costimulator Ligand (Ligando de la 

proteína co-estimuladora inducible) 

IDO  Indoleamina 2,3-dioxygenasa 

IFN-γ  Interferón gamma  

IgG  Inmunoglobulina G 

IL  Interleuquina  

IPEX  del inglés Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-

linked syndrome (Síndrome de inmunodesregulación - 

poliendocrinopatía - enteropatía ligada a X) 
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iPSC  del inglés Induced Pluripotent Stem Cell (Células madre 

pluripotenciales inducidas) 

ITAMs del inglés Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (Motivos 

activadores basados en el receptor de tirosina) 

iTreg  Treg inducidas en circulación periférica 

K562  Línea celular derivada de un paciente con leucemia mielógena 

crónica en crisis blástica 

LAG-3 del inglés Lymphocyte-activation gene 3 (Gen 3 de activación 

linfocitaria) 

LAP  del inglés Latency-associated peptide (Péptido latente asociado) 

LB  Medio de cultivo Luria-Bertani 

LTR  del inglés Long terminal repeat (Repetición terminal larga) 

MDSC del inglés Myeloid-derived Suppressor Cells (Células supresoras 

derivadas de progenitores mieloides) 

MFI   del inglés mean fluorescence intensity (Intensidad media de 

fluorescencia) 

MHC  del inglés major histocompatibility complex (Complejo mayor de 

histocompatibilidad)  

MS  del inglés Multiple Sclerosis (Esclerosis Múltiple) 

mSA2  del inglés affinity-enhanced monomeric streptavidin 2 

(Estreptavidina monomérica de afinidad mejorada 2) 

MSC  del inglés Mesenchymal Stem Cells (Células madre 

mesenquimales) 

MSCV del inglés Murine Stem Cell Virus (Virus de células madre 

murinas) 

mTEC  del inglés medullar thymic epithelial cells (Células epiteliales 

tímicas de la médula) 

NK  del inglés natural killer (Células asesinas naturales) 

NT  No transducido 

nTreg  Treg naturales 

PHA  del inglés Phytohemagglutinin (Fitohemaglutinina) 

PBC  del inglés Primary Biliary Cirrhosis (Cirrosis Biliar Primaria) 

PBS  del inglés Phosphate-buffered saline (Tampón fosfato salino) 

PCR  del inglés Polymerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la 

polimerasa 

PD-1  del inglés Programmed cell death protein 1 (Receptor de muerte 

programada 1) 

PD-L1 del inglés Programmed Death-ligand 1 (Ligando 1 del receptor de 

muerte programada) 

PD-L2 del inglés Programmed Death-ligand 2 (Ligando 2 del receptor de 

muerte programada) 
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PMA  del inglés Phorbol myristate acetate (Forbol 12-miristato 13-acetato) 

PSC  del inglés Primary Sclerosing Cholangitis (Colangitis Esclerosante 

Primaria) 

pTreg  Treg extraídas y purificadas a partir de sangre periférica 

RA  del inglés Rheumatoid Arthritis (Artritis Reumatoide) 

RPMI  Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 

SAB  Suero AB humano 

ScFv  del inglés Single-chain variable fragment (Fragmento variable de 

cadena única) 

SEM  del inglés Standard error of the mean (Error estándar de la media) 

SI   Sistema Inmune 

SLE  del inglés Systemic Lupus Erythematosus (Lupus Eritematoso 

Sistémico) 

S.O.C  del inglés Super Optimal broth + Catabolic repressor (Medio súper 

óptimo con represión catabólica) 

SP  Timocitos Simple Positivos  

SS  Síndrome de Sjogren 

T1D  del inglés Type 1 Diabetes (Diabetes tipo 1) 

Tc  Células o linfocitos T citotóxicos  

Tconv Células o linfocitos T convencionales 

TCR  del inglés T-cell receptor (Receptor de células T) 

Tfh  del inglés follicular T helper (Células T colaboradoras foliculares) 

TGF-β del inglés Transforming growth factor beta (Factor de crecimiento 

transformante beta) 

Th  del inglés T helper (Células T colaboradoras) 

THP-1 Línea celular derivada de monocitos de sangre periférica de un 

paciente con leucemia monocítica aguda 

thyTreg Timocitos CD25+ extraídos de timo y expandidos in vitro con 

capacidades y funciones inmunosupresoras  

TNF-α  del inglés tumor necrosis factor alpha (Factor de necrosis tumoral 

alfa) 

Treg  Células o linfocitos T reguladores  

TSDR  del inglés Treg-specific de-methylated region (Región de 

demetilación específica de Treg) 

tTreg  Treg originadas en el timo 

UniCAR del inglés Universal CAR (CAR Universal) 

VIH  Virus de la Inmunodeficiencia humana 
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III.1 El sistema inmune  

Los seres humanos están constantemente expuestos a microorganismos 

presentes en el medio ambiente que pueden acceder al organismo a través de 

la piel o las mucosas (1). El que desarrollemos una enfermedad tras la 

penetración de un microorganismo dependerá de la patogenicidad de este y 

de los mecanismos de defensa del individuo hospedador. El sistema inmune 

(SI), formado por una compleja red de células, órganos linfoides, citoquinas y 

otras sustancias presentes en la sangre, la linfa y en los órganos del cuerpo, se 

encarga de esa defensa (2). Para ello, el SI humano está organizado en dos 

grandes subgrupos, determinados por la velocidad y la especificidad de la 

reacción celular ante un patógeno. Estas dos grandes ramas comúnmente se 

las conoce como SI Innato y SI Adaptativo, aunque los últimos 

descubrimientos están desdibujando un poco las diferencias entre ambos.  

El SI Innato está compuesto por una multitud de elementos, como las barreras 

físicas (piel), químicas (sustancias antimicrobianas, sistema del complemento, 

citoquinas) y celulares, como los neutrófilos, monocitos, macrófagos, algunos 

tipos de células natural killer (NK), células dendríticas (DC), etc. Ampliamente 

conservado en la naturaleza a nivel filogenético, el SI innato proporciona una 

reacción defensiva rápida e inmediata, pero no específica, frente a los 

patógenos (3). Por el contrario, el SI Adaptativo proporciona una respuesta 

específica frente al patógeno, pero se requieren varios días para que se 

desarrolle. Esta respuesta específica se caracteriza por la exposición de los 

antígenos (Ag, pequeños fragmentos de proteínas o de azúcares complejos) 

del patógeno por parte de las células presentadoras de Ag (APC, por sus siglas 

en inglés). La exposición de los Ag por las APC induce una cascada de 

reconocimiento, activación y posterior acción de los linfocitos T y B efectores, 

que son las células que principalmente desarrollan la respuesta inmune 

específica para dicho patógeno. Además de los linfocitos T y B efectores, el SI 

adaptativo también genera linfocitos T y B memoria, capaces de desencadenar 

respuestas más rápidas y eficaces ante una reinfección por el mismo patógeno 

tras el primer contacto (4). A continuación, nos centraremos solo en algunas 
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células del SI adaptativo, aunque esto no implica que el resto de las células 

del SI no sean de importancia.   

 Linfocitos T  

Los linfocitos T son uno de los principales grupos de subpoblaciones de 

células del SI adaptativo. La especificidad de los linfocitos T hacia los Ag es 

restringida, pues para reconocerlos dependen del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC; también conocido como antígeno leucocitario 

humano o HLA, por sus siglas en inglés) de clase I o II, presente en la 

superficie de las células nucleadas (MHC de clase I) o en la superficie celular 

de las APC (MHC de clase II). Además, para que se desencadene la 

participación de los linfocitos T frente a un patógeno necesitan que otras 

células, como las APC, les presenten los antígenos frente a los que serán 

dirigidos (5).  

Los progenitores de los linfocitos T se generan en la medula ósea, pero migran 

hacia el timo para completar su maduración, en un proceso en el que nos 

centraremos más adelante. En este órgano, todos los linfocitos T adquieren el 

complejo formado por las subunidades del clúster de diferenciación (CD) 3 y 

el receptor de células T (TCR), además de otras proteínas y características 

necesarias que determinarán su fenotipo y su funcionalidad (5). Este fenotipo 

y función son variables y, dentro de las células T convencionales (Tconv), 

subpoblación cuyo TCR es un heterodímero conformado por las 

subunidades/cadenas alfa (α) y beta (β), se pueden distinguir dos principales 

grupos de células T:  

• Células T colaboradoras (T helper o Th). Células que expresan el 

marcador CD4 en su superficie y que reconocen los Ag presentados por las 

MHC de clase II de las APC. Este reconocimiento antigénico, junto con otras 

señales de co-estimulación, activa a estas células para que proliferen y se 

diferencien en células efectoras específicas del antígeno presentado por la 

APC. En función del tipo de patógeno y, por consiguiente, del ambiente de 

citoquinas liberadas por las APC y otras células del SI innato, las células Th 

CD4 se pueden diferenciar en varias subpoblaciones con propiedades 

diferentes. En términos generales, si el patógeno es intracelular, al ambiente 
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se liberará la interleuquina 12 (IL-12). En presencia de esta tercera señal de co-

estímulo (las MHC clase II, las proteínas de membrana co-estimuladoras y la 

IL-12), las células CD4 se polarizarán al subtipo Th1, productoras del 

interferón gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral (TNF) -α. Las Th2 son 

CD4 que se han diferenciado en presencia de la IL-4, como respuesta frente a 

helmintos y parásitos extracelulares. Estas Th2 producen más IL-4, IL-5 o IL-

13. Las Th17, diferenciadas en presencia de la IL-6, IL-23 y el TGF-β (factor de 

crecimiento transformante beta), es una subpoblación de células CD4 que 

secretan IL-17 e IL-22, y que están implicadas en la defensa frente bacterias 

extracelulares y hongos, principalmente presentes en las mucosas. También 

se han identificado otros tipos de células Th CD4, como las células T 

colaboradoras foliculares (Tfh), las Th9, las Th22 y otras subpoblaciones cuyo 

fenotipo y función aún están siendo estudiados (6) (7). A pesar de que no es 

la función principal de estas células, también se han descrito otras células Th 

CD4 no convencionales con capacidad citotóxica (8). Finalmente, dentro de 

las células Th CD4 también se encuentra una subpoblación celular con 

propiedades únicas, los linfocitos T reguladores (Treg). Las Treg participan 

en los mecanismos de tolerancia periférica gracias a su capacidad de suprimir 

la respuesta inflamatoria e inhibir la activación del resto de componentes 

tanto del SI innato como del adaptativo. Además del CD4, las Treg se 

caracterizan por expresar constitutivamente la cadena α del receptor de la IL-

2, también conocido como CD25; el factor de transcripción FOXP (del inglés 

forkhead box protein) 3 y unos bajos niveles de expresión de la cadena α del 

receptor de la IL-7, el CD127 (9). Las Treg serán descritas en profundidad más 

adelante.  

• Células T citotóxicas (Tc). Células que expresan el marcador CD8 en su 

superficie y que reconocen Ag presentados mediante las MHC de clase I, 

fisiológicamente expresada en todas las células del organismo. Para que los 

linfocitos Tc CD8 puedan desarrollar su función y su especificidad antigénica, 

se requieren las señales de co-estímulo proporcionadas por las células Th CD4 

(principalmente) o por algunos tipos de DC (bajo circunstancias concretas) y 

por el microambiente donde se encuentren. Una vez estimuladas, las células 

CD8 viajan por el organismo identificando a células que presenten el Ag del 
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patógeno en su MHC de clase I. Tras el reconocimiento del Ag, inducen la 

muerte de la célula que lo porta mediante la liberación de gránulos citotóxicos 

(perforinas y granzimas), el contacto célula-célula (el complejo Fas-Fas 

ligando, entre otros) o la liberación de citoquinas inflamatorias (10). Aunque 

hasta ahora se han descrito menos subpoblaciones de linfocitos Tc CD8, 

destacan algunas, como las células Tc CD8 reguladoras (11).  

Por otro lado, atendiendo a otros marcadores fenotípicos, de diferenciación y 

de funcionalidad, se han clasificado diferentes subpoblaciones dentro de las 

células Th CD4 y Tc CD8. Las células Th CD4 y Tc CD8 vírgenes o naive son 

todas aquellas células T maduras que aún no han sido inducidas a reconocer 

ningún Ag. Cuando les presentan el Ag adecuado, las células Th CD4 y Tc 

CD8 naive se activan y diferencian a células Th CD4 y Tc CD8 efectoras, que 

ejercerán su función según corresponda. Una vez acabado su cometido, la 

mayoría de estas células efectoras sufrirán un proceso de muerte celular 

programada para restaurar el equilibrio y la homeostasis inmunológica. 

Solamente algunas células sobrevivirán y estas se convertirán en células Th 

CD4 y Tc CD8 memoria, capaces de generar respuestas más rápidas y eficaces 

ante una posterior reexposición a los Ag del mismo patógeno (6).  

 Maduración de las células T en el timo 

El timo es un órgano linfoide primario situado en la caja torácica, anterior al 

corazón. Principalmente activo durante la infancia, es en este órgano donde 

maduran y se diferencian los progenitores de las células T. Para ello, las 

células progenitoras hematopoyéticas migran desde la medula ósea a la 

corteza del timo, donde madurarán a medida que avanzan desde la corteza 

hacia la médula de este órgano.  

Una vez entran en el timo, a los progenitores inmaduros de células T se les 

denomina timocitos. En la corteza del timo, los timocitos no expresan en su 

superficie ni el TCR, ni el CD3, ni el CD4, ni el CD8, denominándose timocitos 

Dobles Negativos (DN). A medida que avanzan estos timocitos DN 

CD4negCD8neg por la corteza, se produce en estas células el reordenamiento 

genético que acaba dando lugar a dos tipos de TCR, el formado por las 

subunidades αβ o el formado por las cadenas gamma y delta (γδ). En este 
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paso, las células también comienzan a expresar las cadenas que forman el 

CD3. Centrándonos en las células que expresan el complejo TCRαβ-CD3 

convencional, los timocitos posteriormente sintetizan simultáneamente las 

proteínas CD4 y CD8 (pasando a denominarse células Dobles Positivas, DP, 

CD4+CD8+). A continuación, estas células DP interaccionan con las células 

epiteliales tímicas de la corteza (cTEC, por sus siglas en inglés). La interacción 

entre estos timocitos DP con las moléculas MHC clase I y II de las cTEC, y 

junto con el microambiente de citoquinas, consigue que se eliminen todos 

aquellos timocitos cuyo complejo TCR-CD3 no sea capaz de reconocer esas 

MHC con la intensidad correcta. Este proceso de selección se denomina 

“selección positiva”, y asegura que las futuras células T reconozcan las MHC 

propias con la intensidad y avidez adecuadas (12).  

A continuación, los timocitos DP que reconocen las MHC propias migran a la 

médula tímica. Aquí, los timocitos interactúan con las células epiteliales 

tímicas de la médula (mTEC, por sus siglas en inglés), con DC y con 

macrófagos que presentan a los timocitos los Ag propios de nuestro 

organismo (auto-Ag). Los timocitos que reconozcan e interactúen demasiado 

fuerte con los auto-Ag serán eliminados. Este proceso se realiza en un 

microambiente en el que se pueden encontrar, además, muchas citoquinas, 

como el TGF-β (13, 14). Gracias a este paso, denominado “selección negativa”, 

se evita la maduración de linfocitos T auto-reactivos que puedan dañar al 

propio organismo mediante el ataque a las células propias que presenten los 

auto-Ag, aunque este mecanismo no es perfecto y algunos linfocitos T auto-

reactivos pueden salir a la circulación periférica y, bajo determinadas 

circunstancias, desencadenar procesos patológicos (15). La gran mayoría de 

los timocitos son eliminados en los procesos de selección positiva y negativa.  

Al migrar a la médula tímica, en paralelo a la selección negativa, los timocitos 

comienzan a disminuir la expresión de uno de sus co-receptores, dando lugar 

a las poblaciones Simples Positivas (SP) Th CD4 y Tc CD8. Una vez han 

finalizado todas las etapas de maduración, las diferentes subpoblaciones de 

linfocitos T maduros naive salen del timo hacia el torrente sanguíneo (12) 

(Ilustración 1).  



40 

 

 

Ilustración 1. Esquema del desarrollo y diferenciación de los diferentes tipos de 

linfocitos T desde sus progenitores hematopoyéticos en los compartimentos del timo. 

Adaptado de Takahama, 2006 (16).  

III.2 Desequilibrio de la homeostasis inmunológica y 

tratamientos clásicos asociados 

Un desequilibrio en la homeostasis de los componentes del SI puede acabar 

desencadenando enfermedades con una etiopatogenia muy dispar. Así, si se 

produce una disminución en los mecanismos de tolerancia inmunológica, se 

pueden desarrollar las enfermedades autoinmunes o alergias contra 

elementos inocuos. Por el contrario, un aumento en la tolerancia puede dar 

lugar al desarrollo de tumores o a infecciones severas. Además, una 
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disfunción de alguno de los elementos del SI también puede desarrollar 

inmunodeficiencias (17).  

 Pérdida de tolerancia a antígenos propios 

Las enfermedades autoinmunes afectan a entre el 3% y el 5% de la población 

mundial, con más de 100 tipos diferentes de enfermedades, siendo la diabetes 

tipo 1 y la enfermedad autoinmune tiroidea las más comunes (18). Algunas 

son órgano-específicas, como la cirrosis biliar primaria; y otras afectan a 

múltiples órganos, como el lupus eritematoso sistémico. El origen o la causa 

de estas enfermedades autoinmunes es muy diverso, pues algunas son 

provocadas por I) mutaciones en los principales genes que controlan las 

células inmunitarias; II) liberación de auto-Ag de células apoptóticas en 

contextos pro-inflamatorios; III) moléculas liberadas por microorganismos, 

agentes químicos (tabaco, alcohol) o físicos (rayos ultravioleta) que generan 

un mimetismo con auto-Ag; IV) eventos relacionados con la nutrición, como 

el déficit de vitamina D (18); o por la combinación de alguna de las anteriores 

causas. 

A pesar de esta compleja y extensa lista de causas, la patogenia de las 

enfermedades autoinmunes es similar. Cuando los mecanismos de tolerancia 

central (por ejemplo, los mecanismos de la selección positiva y negativa en el 

timo) y tolerancia periférica (controlados por las células reguladoras, como las 

Treg) ven alterada su funcionalidad, las APC comienzan a presentar auto-Ag 

e inducen una cascada de citoquinas inflamatorias que activan, a su vez, a 

otras células del SI innato y que estimulan a las células T auto-reactivas. Una 

vez son estimuladas, las células T auto-reactivas, que hasta entonces estaban 

inhibidas o manteniendo la homeostasis eliminando auto-Ag liberados por 

células apoptóticas (18), pueden ser polarizadas a fenotipos de Th1 o Th17, 

que a su vez estimulan a las células Tc, cuyo efecto citotóxico puede dañar a 

los propios tejidos. Por otro lado, las células T también pueden ser polarizados 

hacia fenotipos Th2 o Tfh, que facilitan la producción de auto-anticuerpos 

(Ac) por parte de las células B auto-reactivas que también dañarán los tejidos, 

desencadenándose, así, los múltiples tipos de enfermedades autoinmunes 

(Ilustración 2) (18).  
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Ilustración 2. Desarrollo de la patogenia de la mayoría de las enfermedades 

autoinmunes y células que las desencadenan (18). Cuando los mecanismos de 

tolerancia central o periférica fallan, las APC pueden comenzar a presentar auto-Ag, o 

moléculas similares. Esta presentación puede estimular a las células T auto-reactivas 

que, a su vez, estimularán a otras células, como las células B auto-reactivas. En función 

del tipo de respuesta celular que se desarrolle, se pueden desencadenar numerosas y 

muy variadas enfermedades autoinmunes, como el Lupus Eritematoso Sistémico (SLE), 

Síndrome de Sjogren (SS), Cirrosis Biliar Primaria (PBC), Artritis Reumatoide (RA), 

Diabetes tipo 1 (T1D), Enfermedad Intestinal Inflamatoria (IBD, que engloba a la Colitis 

Ulcerosa y la Enfermedad de Crohn), Esclerosis Múltiple (MS), Hepatitis Autoinmune 

(AIH), Enfermedad Celiaca (CeD), Enfermedad de Graves (GD), Miastenia grave, 

Enfermedad Tiroidea Autoinmune (ATD), Psoriasis, Colangitis Esclerosante Primaria 

(PSC), entre otras. Todas las abreviaturas anteriores corresponden a las siglas en inglés 

de las enfermedades.   

 Reacción inmunológica no deseada tras un trasplante  

En el caso de los trasplantes, el SI actúa correctamente, reconociendo como 

extraños los Ag del órgano trasplantado y reaccionando frente a ellos. Sin 

embargo, esta reacción inmunológica va en contra de la supervivencia del 

órgano trasplantado y de la salud del paciente. Como en las enfermedades 

autoinmunes, en el rechazo de los trasplantes se puede desencadenar tanto un 

rechazo celular (mediado por las células Tc y ayudado por las Th), como un 

rechazo humoral (mediado por los Ac producidos por las células B). Para que 

estas células lleven a cabo ese rechazo, deben ser estimuladas por las APC. En 

este contexto, existen tres vías diferentes: I) La vía directa es aquella en la que 
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las APC del órgano trasplantado migran a los ganglios linfáticos del individuo 

receptor en donde presentarán los Ag alogénicos del órgano y estimularán a 

las células T y B del receptor, que viajarán hasta el órgano e inducirán el 

rechazo (19). II) La vía indirecta es aquella en las que las APC del receptor 

captan los Ag alogénicos de las células del órgano trasplantado para, 

posteriormente, estimular el SI del receptor (20). Y III) La vía semidirecta es 

aquella en la que las APC del receptor captan, por contacto directo de las 

membranas con las APC del donante o mediante vesículas extracelulares, 

como los exosomas, las MHC junto con los Ag del donante. Finalmente, estas 

APC del receptor con MHC y Ag del donante desencadenan el rechazo 

inmunológico (19, 21).  

 Tratamientos convencionales y sus limitaciones  

Existe una gran variedad de fármacos inmunosupresores que se utilizan para 

reducir la respuesta inmunitaria frente a los propios tejidos o frente al órgano 

trasplantado. Según la Academia Americana de Alergia, Asma e Inmunología 

(AAAAI, 2020), los fármacos inmunosupresores se pueden clasificar en 

diferentes grupos:  

• Inmunosupresores generales: Suprimen el SI de una forma 

generalizada mediante la neutralización de enzimas o células que sintetizan 

elementos pro-inflamatorios, y, por tanto, afectando a más de una población 

celular o mecanismo inflamatorio. Por ejemplo, los corticoesteroides (22, 23), 

el micofenolato (24) o el metotrexato (25).  

• Bloqueantes de citoquinas: Neutralizan citoquinas e interleuquinas 

esenciales para una correcta comunicación entre las células del SI. Algunos 

ejemplos de estos fármacos son los bloqueantes de IL-1 (Anakinra, 

Canakinumab), del TNF (Infliximab o Adalimumab), de la IL-6 (Tocilizumab) 

o de la IL-17 (Secukinumab) (26-28).  

• Inhibidores de la calcineurina. La calcineurina es una enzima calcio-

dependiente que es responsable de la síntesis de la IL-2 y de otras citoquinas 

pro-inflamatorias. Los fármacos inhibidores de esta proteína, como la 

ciclosporina o el tacrolimus, inhiben la activación y proliferación de los 
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linfocitos T, así como su producción y liberación de citoquinas pro-

inflamatorias (29) 

• Anticuerpos biológicos específicos de marcadores celulares: Dirigidos 

frente a proteínas presentes en las células que se desean eliminar, por ejemplo, 

el anti (α)-CD20 (Rituximab) o el anti-factor de crecimiento de células B 

(Belimumab) (28).  

Aunque estas múltiples terapias inmunosupresoras han permitido mejorar la 

calidad de vida de los pacientes con enfermedades autoinmunes y aumentar 

la longevidad del órgano trasplantado en pacientes que han recibido un 

trasplante, su eficacia no es completa y es necesario administrarlos a lo largo 

de toda la vida. Otro inconveniente de estos fármacos es el daño que pueden 

provocar a nivel cardiovascular, la toxicidad hepato-biliar y la nefrotoxicidad. 

Además, debido a su efecto pleiotrópico, actúan inespecíficamente frente a 

otras células no patogénicas o bloqueando a los intermediarios de la cascada 

inflamatoria. Por lo tanto, estos fármacos pueden tener como efecto 

secundario una excesiva depresión del SI, aumentando la probabilidad de 

infecciones o procesos tumorales (30-32).  

Todo ello hace necesario investigar nuevas estrategias que reduzcan esos 

efectos secundarios adversos en los tratamientos inmunosupresores 

convencionales de las enfermedades autoinmunes y en el rechazo de 

trasplantes, logrando, además, la supervivencia indefinida del órgano para 

mejorar la calidad de vida del paciente. Actualmente, las nuevas 

aproximaciones terapéuticas para superar estas limitaciones están basadas en 

células reguladoras que puedan sustituirlos. Existen muchos tipos celulares 

con una alta capacidad inmuno-moduladora y supresora, como las células 

madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) (33), las DC 

tolerogénicas (34), células supresoras derivadas de progenitores mieloides 

(MDSC, por sus siglas en inglés) (35), los linfocitos B reguladores secretores 

de IL-10 (36, 37) y las Treg.  
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III.3 Papel de los linfocitos T reguladores en la homeostasis 

Como fue mencionado, las células o linfocitos Treg son una subpoblación de 

células T que, a pesar de pertenecer al grupo de las Th CD4, son capaces de 

suprimir la respuesta inflamatoria del resto de componentes del SI. Este hecho 

las convierte en un componente celular indispensable para el mantenimiento 

de la homeostasis inmunológica y de la tolerancia periférica a Ag propios (38). 

Se ha demostrado que una reducción de su número absoluto, su frecuencia o 

su capacidad de acción puede desencadenar enfermedades autoinmunes, 

infecciones y eventos alérgicos (39).  

 Fenotipo y Funcionalidad de las Treg 

Las Treg se caracterizan por su capacidad inmunosupresora e inmuno-

reguladora. Esta supresión puede ser llevada a cabo mediante diferentes 

mecanismos que afectan a una amplia gama de células tanto del SI innato 

(macrófagos, DC, neutrófilos, células NK, osteoclastos, etc.) como del SI 

adaptativo (células Th CD4, Tc CD8 y células B) (40). Estos mecanismos 

pueden ser directos, cuando son las propias Treg las que inhiben a la célula 

diana, o indirectos, cuando las Treg usan una molécula u otra célula 

intermediaria para ejercer su función (41).  

Dentro de los mecanismos de supresión directos, las Treg expresan en su 

superficie moléculas como el PD-L1 y PD-L2 (ligandos 1 y 2, respectivamente, 

del receptor de muerte programada, por sus siglas en inglés), que actúan 

reconociendo y uniéndose al PD-1 (receptor 1 de muerte programada, por sus 

siglas en inglés) e induciendo la muerte de otras células. El CTLA-4 (antígeno 

4 de linfocitos T citotóxicos, por sus siglas en inglés) y LAG-3 (gen 3 de 

activación linfocitaria, por sus siglas en inglés) se unen respectivamente a las 

moléculas co-estimuladoras CD80/CD86 y MHC de clase II de las APC. Esta 

unión impide que estas APC puedan seguir activando a otras Tconv, ya que 

la proteína co-estimuladora CD28 o el TCR de estos linfocitos no se pueden 

unir a sus ligandos correspondientes (42). Otro mecanismo directo es el 

ejercido a través de la proteína co-estimuladora inducible (ICOS, por sus 

siglas en inglés) cuando se une a su ligando, ICOSL, que está presente en la 



46 

 

mayoría de las células APC, inhibiendo la función de estas APC (43) 

(Ilustración 3). 

Entre los mecanismos de supresión indirectos se encuentran la producción 

de citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-10, IL-35, TGF-β activa o TGF-β 

latente anclado a la membrana (LAP, por sus siglas en ingles) que suprimen a 

las células efectoras. Otro mecanismo es la secreción de galectina, que controla 

la activación y la supervivencia de otros linfocitos gracias a la vía de 

señalización Fas/FasL y la acción de caspasas, teniendo un efecto 

inmunosupresor. Además, las Treg inducen la expresión de IDO 

(Indoleamina 2,3-dioxygenasa) en las DC. Este IDO transforma el triptófano 

del medio en quinurenina, con capacidad anti-inflamatoria (Ilustración 3). 

Otros mecanismos de supresión indirectos relevantes son los basados en la 

disrupción metabólica de las células efectoras. Gracias a la alta expresión del 

CD25, las Treg disminuyen la cantidad de IL-2 disponible en el medio, 

reduciendo la activación y supervivencia de los linfocitos efectores que 

dependen de dicha citoquina. De una manera similar, las proteínas CD39 y 

CD73 degradan el ATP disponible en ADP, AMP y adenosina, 

respectivamente, reduciendo la activación y proliferación de las células 

efectoras, efecto también potenciado por las propiedades anti-inflamatorias 

de la adenosina (44). Además, las Treg también suprimen indirectamente la 

proliferación induciendo la lisis de las células efectoras mediante la secreción 

granzimas y perforinas que crean poros y dañan la integridad de la membrana 

celular (Ilustración 3). Finalmente, otro mecanismo de supresión indirecto de 

las Treg es polarizar el fenotipo de los monocitos hacia un perfil de 

macrófago M2, participante activo de la tolerancia y supresión del SI, y 

reducen la polarización hacia macrófagos M1, considerados pro-inflamatorios 

(45). Además, inducen en los neutrófilos y en los linfocitos un perfil más 

tolerogénico y aumentan su producción de citoquinas y quimioquinas anti-

inflamatorias (42, 46, 47) (Ilustración 3).  
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Ilustración 3. Mecanismos de supresión directos e indirectos de los linfocitos Treg 

sobre otras células efectoras. Adaptado de Bio-Techne. Principales mecanismos de 

supresión de las Treg englobados en mecanismos de supresión directos, mediante el uso 

de proteínas que actúan ante el contacto célula-célula, y mecanismos de supresión 

indirectos, como la producción de citoquinas inhibidoras, disrupción metabólica, 

inducción de citólisis o la polarización de células efectoras hacia un perfil tolerogénico.  

Además de la expresión de las anteriores proteínas que participan en la 

funcionalidad de las Treg, estas células también expresan integrinas de 

membrana que facilitan su adhesión al endotelio vascular, como CD49b y 

CD62L; y receptores implicados en la migración a través de los tejidos 



48 

 

periféricos, como el CD103, CCR4, CCR5, CCR6 y CCR7 (48), pudiéndose 

encontrar Treg en numerosos tejidos y mucosas.  

 Tipos de Treg y su plasticidad 

En función de donde se originen, se pueden distinguir diferentes tipos de 

Treg:  

• Treg “naturales” derivadas del timo (tTreg o nTreg): Equivalen al 5-

10% de todas las células Th CD4 en sangre periférica y son las únicas Treg que 

se desarrollan, maduran y diferencian íntegramente en el timo, gracias a los 

procesos de Selección Positiva y Negativa. Como fue mencionado 

anteriormente, en la Selección Negativa, aquellos timocitos DP CD4+CD8+ que 

no reconocen auto-Ag, acaban dando lugar a los linfocitos Tconv. Por el 

contrario, aquellos que reconocen los auto-Ag con una alta afinidad son 

eliminados por apoptosis. Sin embargo, una co-estimulación intermedia del 

TCR/CD28, asociada a una afinidad parcial por los auto-Ag (49, 50), induce, 

por un lado, la expresión del CD25 y, por otro lado, una baja expresión del 

FOXP3, dando lugar a las dos subpoblaciones conocidas de progenitores de 

tTreg, las subpoblaciones CD25+FOXP3neg y CD25negFOXP3bajo (5, 51). Para que 

ambas poblaciones acaben dando lugar a las tTreg en un complejo mecanismo 

de diferenciación y selección, es necesaria la acción de las mTEC, la presencia 

de citoquinas, como la IL-2 (esencial), TGF-β, IL-15 e IL-17 (52); la expresión 

de proteínas co-estimuladoras, como GITR o OX40; y una reducción en la ruta 

de activación de la PI3K-mTOR, entre otras señales (42, 53, 54). Una vez han 

madurado, las tTreg naive salen del timo hacia la periferia. 

Estas tTreg maduras se caracterizan por mostrar el complejo TCRαβ-CD3 

y el CD4, además de una alta y estable expresión del CD25 y del FOXP3. El 

FOXP3 es un factor de transcripción esencial para el desarrollo y el 

mantenimiento del fenotipo y la funcionalidad de las Treg (55). De hecho, se 

demostró que pacientes con mutaciones en el gen FOXP3 desarrollaban el 

síndrome IPEX (proveniente del inglés Immunodysregulation 

polyendocrinopathy enteropathy X-linked), caracterizado por presentar 

autoinmunidades sistémicas. Sin embargo, la caracterización de las Treg en 

humanos no se puede hacer únicamente en base a estos marcadores ya que, 
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tras una estimulación, cualquier célula T aumenta su expresión del CD25 y 

del FOXP3 de forma transitoria (56), pero sin presentar una función supresora 

asociada. Por lo tanto, además de estos marcadores, las tTreg se caracterizan 

por tener un bajo grado de metilación de la región de demetilación específica 

de Treg (TSDR, por sus siglas en inglés). Esta región no codificante es un 

promotor que, cuando está demetilado, se mantiene activo y promueve la 

expresión constitutiva del gen FOXP3 (57). Por el contrario, esta región está 

totalmente metilada y, por tanto, silenciando la expresión del FOXP3 en las 

células Tconv (58). Finalmente, la expresión del factor de transcripción 

HELIOS y la neuropilina-1 en membrana, además del estado de baja 

metilación del TSDR, se consideran marcadores de estabilidad de las tTreg 

que no están expresados en otros tipos de Treg (59, 60) (Ilustración 4). 

• Treg inducidas en la periferia (iTreg): Células Treg generadas fuera del 

timo a partir de linfocitos Th CD4 naive FOXP3neg de circulación periférica, tras 

el reconocimiento de determinados Ag bajo condiciones ambientales 

tolerogénicas inducidas por la acción de las tTreg y otras poblaciones 

inmunosupresoras (61) (Ilustración 3). Estas condiciones se caracterizan por 

una alta concentración de IL-2 y TGF-β; una potente activación del TCR junto 

con señales de co-estimulación (62) y la presencia de otros componentes, como 

el ácido retinoico (63). Estas condiciones dan lugar a un aumento de la 

expresión del FOXP3 y a la adquisición de la capacidad de suprimir una 

respuesta inflamatoria. Dentro de estas iTreg se han conseguido diferenciar 

algunas subpoblaciones con características funcionales propias, como las Tr1, 

con una alta capacidad de producción de IL-10 (64), las Tr35, productoras de 

IL-35 (65) o las Th3, productoras de TGF-β (66), entre otras (43). Sin embargo, 

a pesar de su capacidad supresora, parece que estas iTreg solo pueden 

expresar el FOXP3 de forma transitoria (67), probablemente debido al grado 

de metilación intermedio de su TSDR, a diferencia de las tTreg y de las Tconv 

(57, 58) (Ilustración 4).  
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Ilustración 4. Tipos de Treg in vivo con sus principales marcadores y mecanismos de 

funcionalidad. (66).  Las tTreg (o nTreg) son generadas en el timo y disponen de los 

mecanismos de supresión directos e indirectos para ejercer su función supresora. Las 

iTreg son generadas fuera del timo a partir de las Tconv FOXP3neg de circulación 

periférica. Se pueden distinguir varios tipos de subpoblaciones en función del 

mecanismo de supresión principal que utilicen.  

Al igual que ocurre in vivo, se han conseguido generar iTreg in vitro. Mediante 

la estimulación del TCR y del CD28, y en presencia del TGF-β y/o de la IL-15, 

se ha conseguido inducir la expresión estable del FOXP3 en células Tconv CD4 

de sangre periférica, preferentemente en su estado naive (62, 68-70). Además, 

también se han conseguido inducir iTreg mediante la modificación genética 

de las Tconv CD4 con vectores codificantes del gen FOXP3, induciendo la 

expresión estable de un FOXP3 exógeno independiente del control o del 

estado de metilación del TSDR o de otras regiones promotoras endógenas 

que, de forma natural en estas células, se encontrarían silenciadas (57, 71-75). 

Se ha descrito que algunos tipos de Treg, sobre todo las iTreg inducidas a 

partir de Tconv naive, poseen una gran plasticidad en su fenotipo, pudiendo 

cambiar su expresión proteica y capacidades funcionales según el ambiente 
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en el que se encuentren (76). Se ha demostrado que en un ambiente con 

abundante TGF-β e IL-6, las Treg de sangre periférica pueden cambiar a Th17 

al aumentar la expresión del factor de trascripción RORγτ, a pesar de que el 

TGF-β favorezca la inducción de iTreg. Las iTreg también pueden transicionar 

a un fenotipo similar a las Th1 en presencia de IL-12 e IL-2, ya que, a pesar de 

mantener la expresión del FOXP3, se aumentan la expresión del factor de 

transcripción T-bet y del IFN-γ, característicos de las Th1 (76). Por el contrario, 

las tTreg han demostrado ser son una subpoblación mucho más estable a nivel 

genético, epigenético, fenotípico y funcional (76, 77) (Ilustración 5). 

 

Ilustración 5. Diferenciación y plasticidad de las subpoblaciones de linfocitos T en 

función del ambiente de citoquinas y quimioquinas (76).  

Además de esta clasificación, atendiendo a la expresión del CD45RA y del 

FOXP3, como el resto de linfocitos T, las Treg también se pueden clasificar en 

Treg naive (CD45RA+FOXP3+), Treg activadas (CD45RAnegFOXP3alto) y Treg 

efectoras (CD45RAnegFOXP3+), con la capacidad de suprimir a pesar de 

producir citoquinas pro-inflamatorias (78, 79).  

 Terapia celular con Treg obtenidas de diferentes fuentes y 

sus limitaciones 

Numerosos ensayos preclínicos llevados a cabo en diferentes modelos 

animales han validado la funcionalidad de Treg extraídas de sangre periférica 

(denominadas en la presente tesis como pTreg) de adultos. Algunos estudios 
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sugirieron que, para conseguir un efecto terapéutico, era necesario infundir el 

mismo número de pTreg como de Tconv para proteger de la enfermedad de 

injerto contra huésped (EICH) (80). Sin embargo, debido al bajo número de 

pTreg presentes en la sangre, era necesario expandirlas ex vivo para conseguir 

el suficiente número de células para alcanzar una dosis terapéutica. En este 

contexto, las pTreg policlonales que habían sido expandidas ex vivo eran 

capaces de inhibir a las células T del donante, reduciendo el desarrollo en 

modelos animales de EICH (81). Además, estas pTreg expandidas ex vivo 

también han demostrado ser eficaces prolongando la supervivencia y 

previniendo el rechazo de órganos trasplantados en modelos animales (82-

84), incluso en ausencia total de fármacos inmunosupresores convencionales 

(85). Además, en modelos animales inmunodeficientes humanizados con la 

capacidad de albergar células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

humanas, las pTreg aumentaban la supervivencia de trasplantes de piel 

humana (86) o de los islotes pancreáticos (87), al inhibir la reacción citotóxica 

de las CMSP frente a esos tejidos.  

Gracias al enorme potencial de las pTreg en los modelos animales, se 

comenzaron los primeros ensayos clínicos en humanos. La estrategia que se 

ha llevado a cabo en la mayoría de ensayos con las pTreg ha consistido en:  I) 

Extracción de sangre del paciente adulto; II) Purificación de las pTreg de esa 

sangre; III) Expansión de las pTreg ex vivo, hasta tener un número apropiado 

de células; y IV) Infusión de las mismas en el paciente de forma autóloga (88-

93). Los principales resultados y conclusiones que se han alcanzado en estos 

ensayos clínicos han sido que la terapia con Treg es segura, incluso a altas 

dosis, ya que no se han visto efectos adversos ni mayores riesgos de 

toxicidades, infecciones, recaídas, neoplasias malignas asociadas a la infusión 

o mortalidad precoz, pero sí un aumento de las Treg circulantes en sangre 

periférica (88, 89, 92, 93) (94) (95). Estudiando su funcionalidad, por un lado, 

se ha visto que estas células reducen los síntomas de EICH crónica (95) y la 

incidencia de EICH aguda (94), todo ello previniendo, además, la aparición 

de enfermedades por patógenos oportunistas en ausencia de 

inmunosupresores convencionales (96). Por otro lado, en el caso de los 

ensayos clínicos de trasplantes de órgano sólido, a pesar de que la terapia 
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basada en pTreg autólogas de sangre periférica expandidas ex vivo era segura, 

los resultados de eficacia no fueron del todo alentadores, ya que la tasa de 

rechazo agudo de trasplantes confirmados por biopsia fue muy similar entre 

el grupo con inmunosupresores convencionales (12%) vs la terapia celular con 

pTreg (16%) (89).  

Varias hipótesis podrían explicar ese limitado efecto terapéutico observado en 

humanos. Por ejemplo, podría deberse a la baja calidad de las pTreg 

infundidas. El aislamiento de las pTreg desde periferia se suele realizar 

mediante la selección de las células CD25+. Sin embargo, este marcador 

también lo expresan los linfocitos efectores activados, y, por tanto, la limitada 

eficacia se podría deber de una contaminación con otros tipos celulares, como 

monocitos, Tconv, DC, NK o células B (90). Por otro lado, al partir de células 

provenientes de adultos, las pTreg presentan un fenotipo diferenciado y 

envejecido. Se ha demostrado que las pTreg envejecidas de sangre de adulto 

presentan una menor supervivencia y estabilidad funcional que las pTreg con 

fenotipo naive (97). De hecho, se ha visto que pTreg de adulto con fenotipo de 

célula memoria pueden llegar hasta perder la expresión del FOXP3 cuando se 

estimulan y expanden ex vivo (98, 99). Además, debido a la escasa cantidad de 

pTreg que se pueden obtener de sangre, la expansión ex vivo se antoja 

obligatoria, promoviendo aún más su deterioro y agotamiento. Por el 

contrario, las pTreg con fenotipo naive CD45RA+ fueron capaces de mantener 

la expresión del FOXP3 y su función supresora tras la estimulación y 

expansión in vitro (98).  

Con la intención de solventar la limitación del estado de envejecimiento y 

agotamiento celular, las estrategias terapéuticas más recientes buscan aislar 

células pTreg naive a partir de sangre de adultos o a partir de la sangre de 

niños o del cordón umbilical de neonatos (100). A pesar de que las Treg naive 

en niños suponen más del 50% de todas las células Treg, alcanzando incluso 

el 80% en niños menores de un año, esta población de células pTreg naive 

suponen menos del 5% del total de linfocitos (101-103). Este hecho, junto el 

bajo volumen de sangre periférica que se puede obtener de los niños (9, 104, 

105) o del cordón umbilical (106), obliga a que, en ambos casos, las pTreg naive 
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deban someterse a múltiples rondas de expansión para poder alcanzar el 

suficiente número de células para tratar un paciente (107). Por ejemplo, se 

tuvo que expandir una media de 27.000 veces unas pTreg de sangre de cordón 

umbilical para poder obtener una sola dosis terapéutica (106). Esta exhaustiva 

expansión empeora la calidad celular y reduce la eficiencia de su capacidad 

supresora, además de inducir un agotamiento celular mucho más acelerado 

(68, 106, 108). Por lo tanto, aunque estas pTreg presentaban al comienzo un 

fenotipo naive y un excelente rendimiento celular, se sigue sin superar 

completamente la necesidad de la expansión celular. 

Para superar las limitaciones encontradas al trabajar con las pTreg envejecidas 

de sangre de adulto, o la escasa cantidad y la necesaria sobre-expansión de 

pTreg de sangre de niños o del cordón umbilical, ha sido esencial continuar 

con la búsqueda de fuentes alternativas de Treg con un fenotipo naive. 

Algunos estudios han centrado su búsqueda en la reprogramación de células 

madre pluripotenciales inducidas (iPSC, por sus siglas en inglés). Así, a partir 

de estas células, consiguen generar células Treg con un fenotipo estable y una 

alta funcionalidad que han demostrado en modelos in vivo, pero con las 

desventajas de que esta compleja aproximación requiere de mucho tiempo y 

solo generan Treg específicas de Ag, no policlonales (109, 110). Por otro lado, 

otros estudios se han centrado en la posibilidad de aislamiento de las células 

Treg naive a partir de su fuente primaria, el timo (77, 111).  

 Nueva estrategia para la obtención y expansión de Treg 

proveniente de timo: las thyTreg.  

En nuestro laboratorio, se ha desarrollado un protocolo de obtención de Treg 

a partir de tejido tímico y de expansión ex vivo que da lugar a grandes 

cantidades de células que hemos denominado thyTreg. Estas células poseen 

unas propiedades de altísima pureza, fenotipo más inmaduro, altísima 

capacidad supresora y estabilidad fenotípica tras su expansión in vitro (112) 

(Ilustración 6). Estos resultados han permitido solventar las limitaciones del 

bajo número de células y elevado estado de agotamiento características de los 

abordajes terapéuticos anteriores, y han permitido iniciar un ensayo clínico 

(NCT04924491) en el que se están tratando con thyTreg autólogas a pacientes 
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pediátricos a los que se les ha realizado un trasplante cardiaco, con 

prometedores resultados.  

 

Ilustración 6. Resumen de la calidad y propiedades de las células Treg atendiendo a 

su fenotipo y origen. Las thyTreg muestran un estado más indiferenciado, un estado de 

metilación del FOXP3 y el TSDR menor, y una mayor estabilidad fenotípica, capacidad 

supresora, supervivencia celular, capacidad proliferativa y cantidad de obtención de 

células, comparando con las Treg obtenidas de sangre de niños y adultos.  

III.4 Treg antígeno-específicas  

La terapia con thyTreg policlonales tiene un alto potencial para conseguir 

resultados esperanzadores. Sin embargo, se ha demostrado que las pTreg 

antígeno-específicas son más eficaces que las pTreg policlonales (113-115). 

Para generar Treg específicas de un Ag, el método clásico ha consistido en 

poner en contacto APC que presentaran el Ag deseado a las pTreg de periferia 

(116). Debido a sus características, esta aproximación seguía teniendo la 

limitación de la necesidad de expansión de las Treg y de la limitada cantidad 

de APC que se pueden aislar (117), además de la complejidad técnica asociada 

(118) (Ilustración 7).  

Otra aproximación ha sido la del empleo de la bioingeniería para conferir esa 

especificidad antigénica. Una de las técnicas de bioingeniería empleadas fue 

la introducción de un receptor de antígeno quimérico (CAR, por sus siglas en 
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inglés) en las Treg, con muy buenos resultados en cuando rendimiento 

celular, especificidad y potencial inmunosupresor (Ilustración 7). Hace más 

de una década que se realizaron los primeros estudios preclínicos con Treg-

CAR en modelos animales de colitis o que habían recibido un xenotrasplante 

(119-121). Sin embargo, esta aproximación terapéutica comenzó a ganar 

mucha relevancia cuando se generaron pTreg-CAR específicas del HLA-A2, 

un Ag comúnmente mal emparejado en los trasplantes. Estas pTreg-CAR anti-

HLA-A2 podían inducir una supresión específica hacia las células que 

expresaban ese Ag en un modelo de trasplante hematológico en ratón 

humanizado (122). Concretamente, estas Treg-CAR previnieron específica y 

exitosamente el desarrollo de la EICH causada por las células Tconv efectoras 

que expresaban el HLA-A2. Gracias a este estudio, numerosos grupos de 

investigación han validado posteriormente el potencial de las Treg-CAR 

específicas del HLA-A2 en modelos de rechazo de trasplante de piel (123-125), 

en modelos xenogénicos de hemofilia A desarrollada por auto-Ac frente el 

FVIII (126), o frente a la vimentina citrulinada, específica de la matriz 

extracelular de pacientes con artritis reumatoide (127).  
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Ilustración 7. Diferentes aproximaciones dentro de la terapia celular adoptiva basada 

en Treg, sus características y propiedades (121). A) Treg policlonales. B) Treg antígeno-

específicas gracias a las APC. C) Treg antígeno-específicas gracias a la bioingeniería de 

un CAR o de un TCR recombinante.  

III.5  Receptores de Antígeno Quiméricos 

Las proteínas CAR son constructos sintéticos diseñados para conferir 

especificidad antigénica a los linfocitos T de una forma independiente a la vía 

clásica mediada por las MHC de las APC (128). Tras el reconocimiento de los 

antígenos diana, los CAR estimulan e inducen la funcionalidad de las células 

T que los portan (129). 

 Origen del CAR: necesidad de nuevos tratamientos frente 

al cáncer 

El cáncer es un conjunto de enfermedades en las que un grupo de células del 

cuerpo proliferan descontroladamente y pueden tener la capacidad de migrar 

hacia otras partes del cuerpo. De forma normal, el SI es capaz de reconocer y 

eliminar dichas células tumorales. Sin embargo, la mayoría de los tipos de 

cáncer tienen en común que, para que puedan desarrollarse, deben ser 

capaces de escapar al control del SI (130). Se han descrito una multitud de 

mecanismos que generan un microambiente en el tumor que permite inhibir 

la respuesta inmunitaria frente a las células cancerosas, impidiendo su 

eliminación (131-133).  

Los tratamientos clásicos, como la cirugía, la quimioterapia y la radioterapia, 

han sido las aproximaciones más utilizadas para el tratamiento del cáncer. Sin 

embargo, debido a gran cantidad de efectos secundarios dañinos para el 

paciente, junto con los escasos resultados positivos frente a algunos tipos de 

cánceres, se hizo imprescindible desarrollar nuevas estrategias. Una de estas 

nuevas estrategias se enfocó en estimular la respuesta inmune para superar 

ese microambiente tumoral desfavorable. Dentro de esta aproximación, se 

encuentra la vía terapéutica de la transferencia adoptiva de células T que, a su 

vez, engloba varias estrategias (121), como: I) Potenciar a los linfocitos 

infiltrantes de tumor (TILs) con la capacidad de reconocer los Ag tumorales 

(134) (Ilustración 8A); II) Bioingeniería del TCR fisiológico para crear un TCR 
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recombinante específico de los Ag tumorales (121) (Ilustración 8B) o II) 

Conferir antígeno-especificidad a los linfocitos T mediante las proteínas CAR 

(135).  

 

Ilustración 8. Estrategias de terapia de transferencia adoptiva de células T. (121). A) 

Linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) son aislados a partir de una biopsia y expandidos 

ex vivo con IL-2. Posteriormente, son infundidos de nuevo en el paciente tras un 

tratamiento linfo-deplecionante. B) Bioingeniería del complejo TCRαβ-CD3 fisiológico 

para crear un TCR con cadenas αβ recombinantes específicas de un Ag. 

La modificación genética de linfocitos Tconv con CAR se ha utilizado 

principalmente para hacer frente a algunos tumores hematológicos. Por 

ejemplo, la leucemia linfoblástica aguda (ALL, por sus siglas en inglés), uno 

de los tumores hematológicos más frecuentes, se caracteriza por una 

proliferación excesiva de células hematopoyéticas CD19+ anormales tanto en 

sangre como en médula ósea (136). Numerosos ensayos clínicos con células 

Tconv-CAR dirigidas frente al CD19 han conseguido tasas de remisión 

completa de hasta el 93%, tanto en niños como en adultos con esta enfermedad 

(137, 138). Por lo tanto, estos tratamientos han supuesto una revolución a nivel 

clínico como inicio de las terapias avanzadas personalizadas.  

 Diseño y Estructura del CAR 

El CAR es un constructo sintético formado por la combinación de un dominio 

extracelular derivado de un Ac y el dominio intracelular, con al menos una 

señal de activación del complejo TCR-CD3 (139), dando lugar a la siguiente 

estructura:  

• Dominio Extracelular: Zona de reconocimiento antigénica procedente 

de un Ac monoclonal específico. Los Ac, únicamente producidos por los 
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linfocitos B, son una familia de proteínas glicosiladas con la capacidad de 

reconocer epítopos (regiones concretas) de Ag. Los Ac están formados por 

cuatro cadenas de proteínas: dos ligeras (VL) y dos pesadas (VH). La 

combinación de los extremos N de las cadenas VL y VH constituye la fracción 

variable de unión a los Ag (Fab, por sus siglas en inglés), y contiene en su 

interior el dominio de unión antigénica. Esta región de los Ac reconoce a los 

Ag de una forma muy afín y específica (140) (Ilustración 9).  

 

Ilustración 9: Estructura de un Ac. Los Ac están compuestos por dos cadenas ligeras (VL, 

rosa) y dos cadenas pesadas (VH, azul). Las regiones variables de las VH y VL conforman 

la fracción variable de unión a los Ag (Fab), con la zona de unión del Ag (antigen-binding 

site). 

El dominio extracelular de un CAR es el resultado de la unión de una VL y de 

una VH de un Ac, dando lugar al fragmento variable de cadena única (ScFv, 

por sus siglas en inglés). Las VH y VL del ScFv de un CAR se mantienen unidas 

gracias a una secuencia comunicante de 15-20 aminoácidos (normalmente 

residuos de glicina-serina), que reduce el riesgo de interferencia y aumenta la 

flexibilidad del ScFv para facilitar el reconocimiento antigénico (141) 

(Ilustración 10). Como esta región extracelular proviene de la Fab de un Ac, 

mantiene la afinidad y la especificidad originales a un Ag (142). 
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• Secuencia Espaciadora, Bisagra o Hinge: Región que conecta el domino 

extracelular ScFv con la región transmembrana (Ilustración 10). 

Normalmente, esta secuencia suele estar derivada de la proteína CD28, de la 

cadena α del CD8 o de un Ac. La longitud de la secuencia espaciadora puede 

afectar a la activación de las células portadoras. Algunos autores mencionan 

que, a menor longitud de esa secuencia, menos inmunogénica es la estructura 

CAR y mayor es la activación que induce en las células T. Por el contrario, una 

mayor distancia de esta secuencia proporciona una mayor facilidad de 

reconocimiento de Ag diana menos accesibles (143-145). 

• Dominio Transmembrana: Dominio en forma de hélice alfa embebida 

en la membrana celular que conecta la región espaciadora con los dominios 

intracelulares (Ilustración 10). Su principal función es el correcto anclaje de la 

proteína CAR a la membrana. Suelen ser secuencias derivadas del CD4, del 

CD28, de la cadena ζ del CD3 o de la cadena α del CD8 (146).  

• Dominio Intracelular: Región que proporciona las señales necesarias 

para la activación de la célula T portadora del CAR. En función de los 

componentes de este dominio intracelular, se diferencian las generaciones de 

los CAR (Ilustración 10):  

- CAR de 1ª generación: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular está 

compuesto únicamente por la cadena ζ del CD3 (principalmente) o por 

la cadena γ del receptor de alta afinidad de un Ac (135). Gracias al hecho 

de que la cadena ζ del CD3 contenga en su estructura 3 motivos 

activadores basados en el receptor de tirosina (ITAMs, por sus siglas en 

inglés), es capaz de estimular a la célula T sin la combinación de otros 

componentes fisiológicos del complejo TCR-CD3 u otros co-

estimuladores. Sin embargo, esta activación es aberrante y causa un 

rápido agotamiento de las células y, por tanto, una limitada eficacia 

celular (147).  

- CAR de 2ª generación: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular está 

compuesto por la cadena ζ del CD3 y por un dominio co-estimulador. Se 

descubrió que para una activación fisiológica de la célula T, el complejo 

TCR-CD3 debía incorporar una señal de co-estímulo como segunda 

señal de activación, normalmente mediada por las APC. Para simular 
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esta activación fisiológica, los CAR de 2ª generación incorporaron un 

dominio de co-estimulación provenientes de las proteínas CD28, 4-1BB, 

CD27, OX40 o ICOS (148). Estos CAR de 2ª generación han mostrado una 

mayor capacidad de activación e inducción de la proliferación de la 

célula que lo portan, así como una mayor persistencia in vivo, reduciendo 

el agotamiento de las células comparado con sus predecesores de la 1ª 

generación. Sin embargo, el tipo de dominio co-estimulador escogido, 

junto con su posición dentro del constructo CAR, puede afectar a la 

activación y proliferación de las células que lo portan (149).  

- CAR de 3ª generación: Estructura de CAR cuyo dominio intracelular está 

compuesto por la cadena ζ del CD3 y por dos dominios co-

estimuladores. Estos constructos inducen una mayor tasa de 

proliferación y mayor supervivencia a largo plazo in vivo, así como 

menor agotamiento celular que los CAR de 2ª generación (149).  

- CAR de 4ª generación: CAR de tercera generación cuyo dominio 

intracelular, además de tener la cadena ζ del CD3 y dos dominios de co-

estimulación, contiene un elemento adicional que aumenta el potencial 

del CAR en la célula T que lo porta. Estos elementos adicionales pueden 

servir para controlar el “encendido-apagado” del CAR, pueden ser 

genes suicidas, moléculas que aumenten la funcionalidad de la célula T 

o que minimicen su senescencia (150-152).  
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Ilustración 10. Bioingeniería de una célula T con CAR y las diferentes generaciones 

de los CAR. (121). Un constructo CAR está compuesto por una región extracelular ScFv 

(regiones VL y VH, de un Ac unidas por la secuencia comunicante), el dominio bisagra o 

Hinge, la región transmembrana y el dominio de estimulación ζ del CD3. La segunda 

generación de CAR combina CD3-ζ y un dominio de co-estimulación. La tercera 

generación de CAR combina CD3- ζ y dos dominios de co-estimulación. La cuarta 

generación de CAR añade, además de los dominios de co-estimulación, un elemento 

adicional que aumente el rendimiento o supervivencia del CAR o de la célula que lo 

porta, como, por ejemplo, la síntesis y liberación de granzimas y perforinas; o el dominio 

IL-4R αβ, que activa a la célula tras el reconocimiento de la IL-4, muy presente en el 

microambiente tumoral. 

 Limitaciones de los CAR convencionales 

Debido a la alta eficacia de activación de las células Tconv con CAR ante las 

células tumorales, la principal limitación de esta terapia para los pacientes 

oncológicos se debe al riesgo de citotoxicidad celular, como: I) Toxicidad 

debida al efecto directo de las Tconv-CAR sobre el Ag y la célula diana, pero 

con consecuentes eventos adversos para el paciente, como la tormenta de 

liberación de citoquinas (gran activación de las células T mediada por el CAR 

que desencadena una liberación descontrolada de citoquinas pro-

inflamatorias asociada con neurotoxicidad o, incluso, con fallo multiorgánico) 

(153, 154). II) Síndrome de lisis tumoral, en el que una excesiva muerte de las 

células tumorales altera la homeostasis tisular, induciendo una respuesta 

inmune exacerbada y pudiendo llegar a la muerte del paciente (155).  III) 

Toxicidad debida al efecto directo de las Tconv-CAR sobre el Ag, pero no 

sobre la célula adecuada, ya que muchos Ag pueden no estar presentes sólo 

en las células tumorales. Por ejemplo, un CAR α-CD19 reconoce la proteína 

CD19 en linfocitos B tumorales, pero está proteína también es expresada en el 

resto de los linfocitos B no patológicos, pudiendo llegar a originar una 

depleción de todas las células B CD19+ (156). IV) Toxicidad fuera de la diana 

debido a un efecto indirecto de las Tconv-CAR sobre otros Ag y otras células 

no deseadas, atacando a otras células o tejidos (157). V) Inmunogenicidad 

causada porque la mayoría de las regiones ScFv de un CAR derivan de Ac 

desarrollados en ratón, pudiéndose desencadenar una respuesta inmune 

frente a las células Tconv-CAR (158). VI) Genotoxicidad debido al uso de 

vectores virales para una integración estable de la secuencia del constructo 
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CAR en el genoma atañe riesgos. A pesar de utilizar vectores virales 

deficientes en la replicación, debido a que la inserción de la secuencia del CAR 

en el genoma de la célula es aleatoria, esta se puede integrar en regiones 

donde puedan despertar genes potencialmente oncogénicos o alterar genes 

relevantes (153).  

Otra limitación de las Tconv-CAR convencionales ocurre cuando se enfrentan 

a células tumorales con una baja o nula expresión del Ag. En este contexto, 

debido a la falta de reconocimiento, las Tconv-CAR no pueden eliminar a las 

células tumorales y así, por presión selectiva, esos clones tumorales pueden 

seguir creciendo y originar una recaída de la enfermedad (159). Para superar 

estas limitaciones, habría que generar nuevos CAR específicos de otros Ag 

diana del tumor, y procurando desencadenar la menor citotoxicidad posible, 

lo que suele llevar muchos años.  

 Nuevos tipos de CAR 

Para superar algunas de las limitaciones previamente descritas, mantenido la 

alta eficacia de las terapias basadas en células Tconv-CAR, se han diseñado 

numerosas aproximaciones diferentes. Las más conocidas o relevantes se 

reflejan a continuación: 

a) CAR con genes suicidas HSV-tk/GCV. La propia estructura del CAR 

contiene en su interior un gen que, llegado el momento adecuado, induce 

apoptosis en la célula que lo porta para evitar una sobre-activación, y su 

consecuente toxicidad. Un ejemplo es el gen de la quinasa de timidina del 

Virus Herpes Simple (HSV-tk, por sus siglas en inglés). Así, si se administra 

ganciclovir (GCV) a un paciente con Tconv-CAR que contengan la HSV-tk, 

esta proteína genera un compuesto tóxico que polimeriza el ácido 

desoxirribonucleico (ADN) e induce la muerte celular (160) (Ilustración 11A).  

b) CAR con genes suicidas caspasa 9 (Casp9). La estimulación del CAR 

activa, en paralelo, la expresión de la Casp9, induciendo la muerte celular 

(161, 162). Este sistema ha mostrado buenos resultados en ensayos clínicos en 

el contexto del trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas ya que, 

gracias a estos genes suicidas, se puede evitar la EICH, enfermedad muy 

asociada a esos trasplantes (163) (Ilustración 11B).  
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c) Anticuerpos inductores de muerte celular. Como otras muchas 

células, las Tconv-CAR también pueden ser eliminadas por Ac monoclonales. 

Para evitar la eliminación de otras células, estos Ac monoclonales deben estar 

dirigidos frente a las secuencias de cualquier dominio extracelular del CAR, 

causando su depleción, como se ha visto en modelos animales (164) 

(Ilustración 11C).  

d) CAR duales. Usan la estrategia de doble diana, que consiste en 

combinar dos CAR diferentes que solo inducen una señal de activación 

completa y adecuada cuando actúan en combinación. Esta 

compartimentación de las señales de estimulación y co-estimulación ha 

mostrado tener una muy buena eficacia frente a células tumorales in vitro (165) 

(Ilustración 11D).  

e) CAR en Tándem. Están basados en una estructura de CAR completa 

combinada con un segundo dominio ScFv. De esta forma, solo se desarrolla 

una respuesta ante células que expresan los dos Ag de forma simultánea, 

reduciendo la toxicidad en la diana fuera del tumor (166) (Ilustración 11E).  

f) Receptores CAR + Notch sintéticos. Para que la célula pueda ejercer su 

función, un Ag debe unirse a una primera proteína, un receptor Notch 

sintético (SynNotch). Mediante un mecanismo de proteólisis de la región 

intracelular, estos receptores liberan un factor de transcripción que genera 

otro tipo de CAR. Este nuevo CAR llegará a la membrana, donde reconocerá 

a otro Ag de interés (167) (Ilustración 11F). Actualmente, esta aproximación 

se está probando en modelos in vivo. 

g) CAR inhibidores. CAR diseñados con dominios inhibidores de 

receptores celulares, como el PD-1 o el CTLA-4, sobre-expresados en la 

mayoría de los tumores. Así, la célula portadora del CAR no se inhibe ante 

esas proteínas, tal y como se ha demostrado en estudios in vitro (168) 

(Ilustración 11G). 

h) CAR biespecíficos mediados por un intermediario: Estrategia en la 

que el CAR necesita de pequeñas moléculas que actúan como intermediarios 

extracelulares para reconocer el Ag diana deseado, ya que el CAR solo 

reconoce algún elemento de ese intermediario. Un ejemplo son los CAR anti-

isotiocianato de fluoresceína (α-FITC) que, junto con un Ac que porte esa 
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molécula FITC, reclutará y activará a las células T para que ejerzan su 

actividad (169) (Ilustración 11H). 

i) CAR encendido-apagado: Estrategia “On/Off” utilizada para poder 

controlar la activación de las células CAR-T, se caracteriza por la necesidad 

de pequeñas moléculas que intermedien entre los elementos necesarios para 

que se produzca la activación. De esta forma, eliminando, o no aportando esas 

moléculas, el CAR se desactiva, reduciendo la estimulación a la célula que lo 

porta y limitando la posible toxicidad asociada (170) (Ilustración 11I).  

 

Ilustración 11. Nuevas estrategias terapéuticas en el uso, estructura o funcionalidad 

de los CAR para superar las limitaciones de los CAR convencionales. (128).  

 mSA2-Universal CAR 

Como ha sido comentado anteriormente, una de las limitaciones de los CAR 

es que la especificidad frente a un Ag y, por tanto, la escalabilidad de las 

células CAR-T, se limita solo a un Ag en los CAR clásicos, o a dos, en los CAR 

biespecíficos. Debido a su potencial versatilidad, en el presente estudio nos 

hemos enfocado en el uso de los CAR que necesitan de un intermediario para 

reconocer el Ag deseado (Ilustración 11H).  
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Como ya fue comentado, esta aproximación de CAR + intermediario tiene 

como principal ventaja que un solo constructo CAR amplía enormemente el 

rango terapéutico de esta tecnología, ya que, cambiando únicamente el 

intermediario, se reconocería otro Ag diana, lo que disminuiría los costes de 

tratamiento y aumentaría su escalabilidad a los pacientes (171). Debido a estas 

características, también se les han denominado CAR Universales o UniCAR. 

Además, permite superar otras limitaciones relacionadas con la toxicidad 

derivadas de los CAR convencionales, pues al necesitar de un intermediario 

para reconocer su diana, es posible modular la activación y la función celular 

mediada por el CAR, simplemente variando la disponibilidad del 

intermediario. (172). Actualmente, ya se están testando varios tipos diferentes 

de UniCAR en ensayos clínicos en humanos, como el UCART123 (código de 

ensayo clínico: NCT03190278), frente a la leucemia mieloide aguda, o los 

UCART22, UCARTCS1, UCART19, cada uno con diferentes intermediarios, 

pero todos dirigidos frente a neoplasias hematológicas. Incluso, se están 

testando frente a tumores de órgano sólido (NCT04633148). 

Bajo el termino UniCAR, además del uso de un UniCAR α-FITC y Ac con este 

fluorocromo como intermediarios, descritos anteriormente, se han 

desarrollado muchas estrategias diferentes (173-175). Por ejemplo, los 

denominados SUPRA CAR tienen en su dominio extracelular un adaptador 

en cremallera de leucina (zipCAR, por sus siglas en inglés). Este adaptador 

reconoce específicamente otro adaptador homólogo presente en el 

intermediario (zipFv) que reconocerá a los Ag diana (176). Otra estrategia es 

la que usan como intermediarios péptidos cortos de 10 aminoácidos, no 

inmunogénicos, unidos a un módulo reconocedor de Ag derivado de un Ac 

monoclonal humano (172).  

Otra de las aproximaciones más prometedoras es el UniCAR basado en la 

interacción entre la biotina y las proteínas de unión a la biotina (171). Una de 

las principales proteínas de unión a la biotina es la avidina. En la naturaleza, 

la avidina es una glicoproteína tetramérica con pH básico, formada por cuatro 

subunidades idénticas y con una altísima especificidad y afinidad por la 

biotina (177). Debido a que esta proteína tetramérica ha demostrado una cierta 
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inmunogenicidad asociada, se diseñaron UniCAR con avidinas diméricas y 

monoméricas para limitar esta inmunogenicidad. El UniCAR basado en la 

avidina dimérica, utilizando como intermediarios Ac biotinilados, mostró 

muy buenos resultados tanto in vitro como in vivo (178). Sin embargo, la 

glicosilación de la avidina y su pH básico hace que este UniCAR desarrolle un 

alto grado de uniones inespecíficas in vivo (171). Por este motivo, se probaron 

otros análogos de la avidina.  

La estreptavidina, derivada de la bacteria Streptomyces avidinii, es un análogo 

tetramérico de la avidina no glicosilado y con un pH ligeramente ácido. 

Debido a estas diferencias fisicoquímicas, la estreptavidina ha demostrado 

mejores resultados in vivo que la avidina (177). Además, Lohmueller et al., 

desarrollaron un UniCAR cuyo dominio extracelular es una estreptavidina 

monomérica (UniCAR-mSA2) (179). Este UniCAR-mSA2 supera las 

limitaciones encontradas en los UniCAR basados en la avidina y, además, ha 

mostrado tener más afinidad por la biotina que las avidinas monoméricas y 

diméricas (180). 

En la actualidad, existe un gran interés para encontrar una estructura CAR 

que sea válida para varios tipos celulares (células T, NK o Treg) y que, a la 

vez, tenga la habilidad de ser flexible en la selección de los Ag diana. En este 

contexto, las ventajas de los UniCAR suponen no solo ser una estructura 

modulable y con la posibilidad de ser usada frente a prácticamente cualquier 

tipo de diana, sino que también se puede limitar la toxicidad celular que 

generen (añadiendo o dejando de añadir el intermediario) y hacer frente a la 

posible desaparición de la diana principal, cambiando simplemente de 

intermediario.  
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IV.1 Hipótesis 

Las hipótesis que se plantearon para los proyectos de esta Tesis doctoral 

fueron los siguientes:  

- Las células CD25+ precursoras de las Treg suponen cerca del 1% del 

total de células comprendidas en un timo. El gran porcentaje de timocitos 

humanos restantes, pertenecientes a la fracción CD25 negativa (CD25neg), 

podrían ser inducidos in vitro hacia células thyTreg funcionales mediante las 

citoquinas IL-2 y TGF-β1, o mediante la expresión ectópica del factor de 

transcripción FOXP3, estrategias que fueron eficaces para generar iTreg desde 

Tconv de sangre periférica.  

- La bioingeniería de las thyTreg para que expresen el UniCAR-mSA2 

supondría la combinación del gran potencial supresor de las células thyTreg 

con las ventajas de este constructo modulable. Esta nueva aproximación 

innovadora estaría basada en el uso de las células thyTreg-UniCAR como 

elemento que permitiera restaurar específica y eficazmente la tolerancia y 

homeóstasis inmunológica en múltiples enfermedades autoinmunes, evitar el 

rechazo de trasplantes o inhibir la EICH.   
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IV.2 Objetivos 

Los objetivos principales de esta tesis doctoral han sido estudiar si los 

timocitos podrían suponer una posible vía de generación alternativa para 

inducir células con idénticas propiedades a las thyTreg; y modificar 

genéticamente células thyTreg con la tecnología UniCAR-mSA2 para 

incrementar su potencial terapéutico dotándolas de especificidad antigénica. 

Para conseguir estos objetivos principales, se establecieron los siguientes 

objetivos secundarios:  

1) Inducir thyTreg con gran capacidad supresora y una alta estabilidad 

fenotípica a partir de los timocitos CD25neg mediante la activación 

celular, las citoquinas TGF-β1 e IL-2 y la expresión ectópica del FOXP3.  

2) Diseñar varios constructos UniCAR funcionales que contengan la 

secuencia mSA2 y las secuencias de activación y de co-estimulación 

adecuadas para las thyTreg y testar su funcionalidad en células de línea 

y células primarias.  

3) Transducir eficazmente las células thyTreg con los constructos 

desarrollados y analizar posibles alteraciones en el fenotipo de las 

thyTreg-UniCAR comparándolas con thyTreg no modificadas. 

Además, estudiar la especificidad de la activación celular de las 

thyTreg mediada por los constructos UniCAR. 

4) Estudiar cómo afectan los constructos UniCAR a la función supresora 

de las células thyTreg-UniCAR modificadas genéticamente y, así, 

poder elegir el constructo con los dominios de estimulación y co-

estimulación más óptimos para incrementar la funcionalidad de las 

thyTreg. 
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V.1 Plásmidos y vectores lentivirales 

 Plásmido pMSCV-FOXP3 y creación del pMSCV-ΔFOXP3 

El plásmido pMSCV-FOXP3-EF1-GFP-T2A-Puro (denominado como 

pMSCV-FOXP3, SBI System Biosciences, Palo Alto, CA, Estados Unidos-

EEUU) contiene en su estructura toda la secuencia del gen FOXP3 humano. 

Esta región es iniciada por el promotor del virus de células madre murinas 

(MSCV, por sus siglas en inglés). 

El plásmido también codifica la proteína verde fluorescente (GFP, por sus 

siglas en inglés), que sirve como marcador de las células transducidas, y el 

gen de resistencia a la puromicina. Ambas regiones están unidas gracias al 

péptido co-transductor T2A (Figura 1A y B). Este péptido T2A, procedente del 

virus Thosea asigna, permite la auto-escisión de las proteínas resultantes de las 

regiones de ADN colindantes en el plásmido. Gracias a este T2A, las 

secuencias del FOXP3 y de la GFP dan lugar a dos proteínas separadas, a pesar 

de encontrarse en el mismo marco de lectura. Todo ello iniciado por el 

promotor Factor 1 de elongación alfa (EF1α, por sus siglas en inglés). 

El pMSCV-FOXP3 será utilizado para modificar genéticamente a las células 

deseadas mediante un sistema de transducción por vectores lentivirales. Para 

permitir la modificación genética, el constructo plasmídico cuenta con las 

secuencias de “repetición terminal larga” (LTR, por sus siglas en inglés) 5´y 

3´. Estas secuencias, alteradas para evitar la replicación de los retrovirus de 

los que provienen, son las que permiten la integración en el genoma de la 

célula transducida, modificando de forma permanente dicha célula a nivel 

genético, así como todas las células resultantes tras su proliferación, para que 

expresen el FOXP3 y la GFP. 

A partir de este pMSCV-FOXP3 se generó el plásmido que se utilizó como 

control. Para ello, se delecionó la secuencia FOXP3 usando las enzimas de 

restricción EcoRI y NotI siguiendo las indicaciones de uso del fabricante (New 

England Biolabs, NEB, Ipswich, MA, EEUU) sobre la secuencia original. Las 

enzimas de restricción EcoRI y NotI cortaron el plásmido en el principio y el 

fin del gen FOXP3, respectivamente. Tras la digestión enzimática, se volvió a 
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circularizar el plásmido sin la secuencia FOXP3, gracias a la ligasa T4 DNA 

Ligase (NEB) según las indicaciones del fabricante, uniendo los extremos del 

plásmido, dando lugar al nuevo constructo, denominado pMSCV-ΔFOXP3 

(Figura 1C). Se verificó la deleción del gen mediante reacciones en cadena de 

la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y secuenciación Sanger (realizado 

en la Unidad de Genómica del H.G.U. Gregorio Marañón), con cebadores que 

flanqueaban la región delecionada.  
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Figura 1. Esquema del plásmido pMSCV-FOXP3 y la creación del vector pMSCV-

ΔFOXP3 mediante enzimas de restricción. (A) Diseño del constructo de expresión 

lentiviral basado en los promotores MSCV y EF1α; y que codifica las proteínas FOXP3, 

GFP y la enzima que confiere resistencia a la puromicina. (B) Representación del 

plásmido pMSCV-FOXP3. (C) Gracias a las enzimas de restricción utilizadas (EcoR1 y 

Not1), se eliminó el gen FOXP3 (rojo) dentro de la región que se inserta dentro del 

genoma de las células transducidas (azul, verde y amarillo). Se utilizó una ligasa para 

restaurar la estructura circular del plásmido. Figura creada con BioRender. 

 Constructo UniCAR de 3ª generación 

El plásmido pLenti-EF1α-mSA2-CAR-EGFP (denominado pUniCAR; 

diseñado por nuestro grupo y generado por Creative Biolabs, Shirley, Nueva 

York, EEUU) contiene la secuencia de la proteína UniCAR de tercera 

generación, cuya estructura está compuesta por varias regiones (Figura 2A y 

B): I) a nivel extracelular, la mSA2 (179) y una bisagra espaciadora procedente 

de la cadena CD8α; II) una región transmembrana perteneciente a la proteína 

CD28; y III) una estructura intracelular formada por los dominios de co-

estimulación CD28 y 4-1BB citoplasmáticos, junto con el dominio de 

estimulación CD3ζ citoplasmático. A su vez, el plásmido también codifica la 

variante mejorada de la GFP (EGFP, por sus siglas en inglés) que sirve como 

marcador de las células transducidas. Todo ello iniciado por el promotor EF1α 

y unido gracias al péptido co-transductor T2A (Figura 2A y B). Gracias a este 

T2A, las secuencias del UniCAR y de la EGFP dan lugar a dos proteínas 

separadas, a pesar de encontrarse en el mismo marco de lectura.  

El pUniCAR será utilizado para modificar genéticamente a las células 

deseadas mediante un sistema de transducción por vectores lentivirales. Para 

permitir la modificación genética, este constructo plasmídico cuenta con las 

secuencias LTR truncadas 5´y 3´, permitiendo que se integren de forma 

permanente en el genoma de la célula transducida las anteriores secuencias 

descritas, modificando genéticamente dicha célula, y todas las resultantes tras 

su proliferación, para que expresen permanentemente el UniCAR y la EGFP.  

Para que la célula portadora del UniCAR pueda ejercer su función sobre la 

célula diana, el UniCAR necesita un intermediario biotinilado que reconozca 

el Ag diana, por ejemplo, un Ac monoclonal biotinilado (179). De esta forma, 
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se produce una cascada de reconocimiento entre el Ag deseado y el Ac 

biotinilado, y entre la biotina del Ac y la mSA2 del UniCAR (Figura 2C). 

 

Figura 2. Esquemas del diseño del vector, del UniCAR y de su sistema de 

reconocimiento. (A) Diseño del constructo de expresión lentiviral que codifica la 

proteína UniCAR de tercera generación y EGFP. (B) Representación de los elementos 

extracelulares, transmembrana e intracelulares que componen al UniCAR de tercera 

generación. (C) Representación de una célula que expresa la EGFP (puntos verdes) y el 

UniCAR; y que es capaz de reconocer y unirse a un intermediario biotinilado, como un 

Ac monoclonal biotinilado. Al mismo tiempo, el intermediario biotinilado encuentra y 

reconoce el Ag específico deseado para que la célula pueda ejercer su función sobre la 

célula diana. Figura creada con BioRender. 

 Mutagénesis del UniCAR 

Boroughs et al., describieron que la capacidad supresora de las células Treg 

podía verse afectada en constructos CAR cuyo dominio co-estimulador fuera 

el 4-1BB (181). Debido a que nuestro UniCAR de 3ª generación también 

contenía este dominio en su estructura, y que nuestro objetivo final era 

modificar genéticamente thyTreg, cuya funcionalidad podía verse afectada 

por el 4-1BB, se decidió crear dos nuevos UniCAR de segunda generación. 

Para ello, a partir del UniCAR de 3ª generación, el dominio 4-1BB y el dominio 

CD28 citoplasmático fueron delecionados, dando lugar a los constructos 

UniCARCD28 y UniCAR41BB, respectivamente.  
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Para la formación de cada nuevo plásmido pUniCAR de segunda generación 

(pUniCARCD28 y pUniCAR41BB), se usaron dos cebadores (Eurogentec S.A.  

Seraing, Bélgica) que flanqueaban estrictamente la región que se deseaba 

delecionar del plásmido pUniCAR original con el UniCAR de tercera 

generación (Figura 3A y B). Utilizando los cebadores, se realizaron sendas 

PCR a las que se le aumentó el tiempo de elongación para que el amplicón 

abarcara toda la región plasmídica que se deseaba mantener, es decir, todo el 

plásmido excepto la región del dominio de co-estimulación a delecionar. Para 

estas PCR especiales se utilizó el kit de mutagénesis dirigida al sitio Q5 (NEB), 

basado en la enzima polimerasa de alta fidelidad Q5. Siguiendo el protocolo 

y las recomendaciones del fabricante, para delecionar la secuencia CD28 

citoplasmática se realizó una PCR con la pareja de cebadores correspondientes 

con un tiempo y una temperatura de alineamiento de 30 segundos a 62,5 oC, 

respectivamente; y un tiempo y una temperatura de elongación de 4 minutos 

y 30 segundos a 72 oC, respectivamente, durante 25 ciclos. Para delecionar la 

secuencia 4-1BB, se realizó una PCR con la pareja de cebadores 

correspondientes con un tiempo y una temperatura de alineamiento de 30 

segundos a 68 oC, respectivamente; y un tiempo y una temperatura de 

elongación de 4 minutos a 72 oC, respectivamente, durante 25 ciclos. Por 

último, se usó una quinasa y una ligasa para unir ambos extremos de los 

amplicones resultantes (kit de enzimas KLD, NEB) y disponer de los dos 

plásmidos de segunda generación sin los correspondientes dominios de co-

estimulación (Figura 3 C y D). 
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Figura 3. Esquemas del diseño de los vectores y de las diferentes proteínas UniCAR. 

(A) Tabla con la secuencia de los cebadores utilizados y su sitio de unión. (B) Diseño de 

los constructos plasmídicos que contienen el gen de la proteína UniCAR de 3ª 

generación, el UniCARCD28 (1) y el UniCAR41BB (2), con sus correspondientes 

proteínas EGFP y promotores EF1α. Visualización de las regiones de reconocimiento de 

los cebadores utilizados y la dirección de amplificación de cada uno de ellos. 

Representación de las proteínas C) UniCARCD28 y (D) UniCAR41BB, ambos UniCAR 

de 2ª generación, con los elementos extracelulares, transmembrana e intracelulares que 

los componen. Figura creada con BioRender. 
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 Otros plásmidos y constructos utilizados 

- Plásmido expresión codificante para la proteína CD19 (VectorBuilder, 

Chicago, EEUU) para crear las células de línea K562-CD19 a partir de las K562 

(Ver apartados V.2.1, V.2.2, V.6.2 y V.6.3). 

- Plásmido de expresión codificante para la proteína CAR α-CD19 (plásmido 

denominado como pCAR19) desarrollado y cedido por el Hospital Clínic de 

Barcelona (CAR-T ARI-0001), como control positivo de activación y 

funcionalidad celular en los experimentos de co-cultivo de las Tconv-UniCAR 

y thyTreg-UniCAR con las células K562 (PHE, European Collection of 

Authenticated Cell Cultures, Salisbury, Reino Unido) y K562-CD19 (Ver 

apartados V.4.3, V.4.4, V.6.2 y V.6.3).  

- Plásmidos de expresión codificantes para las proteínas estructurales de 

vectores lentivirales: psAX2 y pMD2.G y pRSV-REV (plásmidos que fueron 

cedidos por el Prof. Dr. Trono, Addgene, Watertown, MA, EEUU). La 

combinación de estos tres plásmidos proporciona las estructuras de 

empaquetamiento y de envoltura esenciales para generar a los lentivectores 

correspondientes. El psAX2 codifica los genes necesarios para generar la 

cápside y la matriz lentiviral derivadas del virus de la inmunodeficiencia 

humana tipo 1 (VIH-1). El pMD2.G codifica el sistema de envoltura de la 

proteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G, por sus siglas en 

inglés), así, los lentivectores disponen de una mayor facilidad para transducir 

una mayor gama de células. El pRSV-REV codifica para la proteína Rev del 

VIH-1 que se une al RRE (Elemento de respuesta Rev, por sus siglas en inglés) 

en el núcleo celular, aumentando la eficiencia en la salida del ácido 

ribonucleico (ARN) desde el núcleo hacia el citoplasma. 

La secuencia de todos los plásmidos anteriores fue verificada de múltiples 

formas (mediante enzimas de restricción, PCR y secuenciación Sanger, 

realizado en la Unidad de Genómica del H.G.U. Gregorio Marañón). Todos 

los plásmidos anteriores contenían, además, el gen de resistencia a la 

ampicilina, permitiendo la supervivencia de las bacterias correctamente 

transformadas (Ver apartado V.1.5) en presencia del antibiótico ampicilina. 
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 Transformación de bacterias con los plásmidos 

Una vez se dispuso de cada uno de los anteriores plásmidos, se transformaron 

bacterias Escherichia coli competentes (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

USA), modificadas genéticamente para evitar insertar mutaciones en los 

plásmidos introducidos tras la transformación, mediante la técnica del choque 

térmico (NEB). Esta técnica comienza añadiendo 25 ng de plásmido a 50 µl de 

bacterias competentes e incubando en hielo durante 30 minutos. Finalizado 

este periodo, se realiza el choque térmico incubando a las bacterias a 420C 

durante 30 segundos. Posteriormente, se incuban de nuevo las bacterias en 

hielo durante otros 5 minutos. Tras esta incubación, se añaden 950 µl de SOC 

(medio súper óptimo con represión catabólica, por sus siglas en inglés, NEB) 

a las bacterias y se incuban durante 1 hora a 370C con una agitación de 250 

rpm. Después, se esparcen 50-100 µl de las bacterias en placas de Petri que 

contienen el antibiótico de selección y se incuban a 370C durante toda la noche.  

El día siguiente, se seleccionan las colonias de interés y se hacen crecer en 3 

ml de medio de cultivo LB (Luria-Bertani, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EEUU) con el antibiótico de selección durante 24 horas. Tras la incubación, se 

congela 1 ml del cultivo bacteriano en una mezcla con 50% de glicerol y 50% 

agua destilada para criopreservarlas a -80oC. Si se requieren grandes 

cantidades de plásmido, se vuelve a incubar las bacterias congeladas 

adecuadas en medio LB (Sigma-Aldrich) y se extraen sus plásmidos usando 

el kit de extracción de plásmidos (MaxiPrep, Qiagen, Hilden, Alemania).  

 Transfección de células de línea para la producción de 

vectores lentivirales 

Tras obtener una abundante cantidad de cada plásmido, se produjeron los 

vectores lentivirales. Para ello, se co-transfectaron las células HEK-293T 

(ATCC, LGC Standards S.L.U., Barcelona, España) con los plásmidos de 

interés (descritos en los apartados V.1.1, V.1.2, V.1.3 y V.1.4), cada uno de ellos 

en combinación con los plásmidos de empaquetamiento y de envoltura 

(psAX2 y pMD2.G y pRSV-REV, descritos en el apartado V.1.4) utilizando el 

kit de transfección por fosfato de calcio siguiendo las instrucciones del 

fabricante (Sigma-Aldrich) (182). Durante este protocolo, las células HEK-
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293T (ATCC) fueron cultivadas en DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium, 

Gibco, ThermoFisher) suplementadas con 4,5 g/l de glucosa, suero fetal 

bovino (FBS, por sus siglas en inglés; Biowest, Nuaillé, France) al 10% y una 

mezcla de antibióticos al 1% (125 g/ml de ampicilina, 125 g/ml de cloxacilina 

y 40 g/ml de gentamicina, combinación que será denominada en adelante 

como ATB, Sigma-Aldrich). Tras 18 horas desde el inicio de la co-transfección, 

estas células se lavan y, posteriormente, se cultivan durante 24 horas mientras 

liberan al sobrenadante los lentivectores formados.  

Tras la recolección y la filtración del sobrenadante de las células a través de 

filtros de 0,45 µm (Corning, NY, EE. UU.), se alicuotaron los lentivectores en 

crioviales y se conservaron a -80oC. La concentración de los lentivectores fue 

titulada tras la cuantificación de la proteína HIV-1-p24gag mediante un kit de 

ensayo enzimático de inmuno-absorbancia (ELISA, Abcam, Cambridge, 

Reino Unido). La P24gag es uno de los componentes de la cápside vírica del 

lentivector que permite proteger el genoma contenido en su interior. Según 

los experimentos y las células a transducir, se utilizaron entre 200 y 600 ng de 

P24gag por millón de células.  

V.2 Cultivo y transducción de células de línea.  

 Cultivos de células de línea  

Las células de línea Jurkat, Jurkat transducidas para expresar el UniCAR 

(Jurkat-UniCAR), THP1, THP1 que expresaban la proteína DC-SIGN (THP1-

DC-SIGN) (todas ellas del Reagent Program, NIH, EEUU), K562 (PHE) y K562 

transducidas para permitir la expresión de la proteína CD19 (K562-CD19) 

fueron cultivadas y mantenidas en el medio RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) 1640 (Biochrome, Harvard Bioscience, Holliston, MA, EEUU) 

suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 oC y 

5% de CO2.  

Para determinados experimentos, las Jurkat-UniCAR fueron también 

temporalmente cultivadas en X-vivo15 (Lonza, Walkersville, MD, EEUU) 

complementado con suero humano AB al 5% (SAB, Sigma-Aldrich); en RPMI 

1640 (Biochrome) suplementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich), 1% ATB 
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(Sigma-Aldrich) o en X-vivo15 (Lonza) complementado con 10% FBS 

(Biowest). 

Las células HEK-293T (ATCC) fueron cultivadas en DMEM (Gibco) 

suplementadas con 1 g/l de glucosa, 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-

Aldrich). 

 Protocolo de transducción de células de línea  

Para la transducción de las células de línea Jurkat y K562, estas fueron 

cultivadas durante 24h en presencia de los vectores correspondientes para 

expresar las proteínas UniCAR de 3ª generación y el CD19, respectivamente. 

Posteriormente, fueron lavadas y se volvieron a cultivar en medio fresco 

RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest), 1% ATB 

(Sigma-Aldrich). Tras, al menos, 48 horas de cultivo, se utilizó el separador 

celular MACSQuant® Tyto® (siguiendo las instrucciones del fabricante, 

Miltenyi Biotec) para aislar y purificar las poblaciones correctamente 

transducidas de Jurkat-UniCAR EGFP+ y las K562-CD19+, usando, 

respectivamente, los marcadores EGFP y CD19 (utilizando un Ac α-CD19-

ECD, Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU). Tras el aislamiento, las fracciones 

resultantes Jurkat-UniCAR y K562-CD19 estaban enriquecidas en más de un 

98% de población positiva para EGFP y CD19, respectivamente, y 

conservando una alta viabilidad. Finalmente, se volvieron a cultivar en medio 

fresco.  

V.3 Aislamiento y obtención de las células primarias 

 Aislamiento y obtención de células a partir de tejido tímico.  

Los tejidos tímicos se obtuvieron a partir de pacientes pediátricos que fueron 

intervenidos de una cirugía cardiaca debido a diferentes patologías en la 

Unidad de Cirugía Cardíaca Infantil del Hospital General Universitario 

Gregorio Marañón. Los pacientes pediátricos cuyos timos hemos utilizado 

para la presente tesis no tenían anomalías inmunológicas o genéticas 

conocidas que pudieran afectar al desempeño de los linfocitos T reguladores. 

Para poder disponer de estos timos, se obtuvo el consentimiento para la 

participación en el estudio de los padres o tutores. Este protocolo fue aceptado 
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por el comité de ética clínica del Hospital Gregorio Marañón según los 

principios descritos en la Declaración de Helsinki (2013). Una vez el tejido 

tímico fue extraído de los pacientes, los timos se recogieron en recipientes 

estériles que contenían TexMACS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Alemania) suplementado con 1% de ATB (Sigma-Aldrich) y se conservaron a 

4°C hasta que se realizó el protocolo de disgregación mecánica. 

Desarrollado anteriormente por el Laboratorio de Inmuno-Regulación (112), 

los timocitos se obtuvieron siguiendo un protocolo de disgregación que 

comienza con un proceso de limpieza y fragmentación del tejido tímico. 

Posteriormente, se introdujeron los fragmentos en unos tubos especiales 

(gentleMACS, Miltenyi Biotec) para proceder a la disgregación mecánica, 

utilizando el disgregador gentleMACS Dissociator (Miltenyi Biotec). Tras la 

recolección de los timocitos después de la disgregación mecánica, la fracción 

positiva para el CD25 (CD25+) y la fracción negativa para CD25 (CD25neg) 

fueron purificadas a partir de los timocitos totales utilizando microesferas de 

selección positiva del CD25 (Miltenyi Biotec). En el tejido tímico, los linfocitos 

T reguladores se caracterizan por ser las únicas en expresar el marcador CD25 

(77, 112). Por ello, esta fracción CD25+ será denominada en la presente tesis 

como CD25+ y/o thyTreg, tras el protocolo de expansión ex vivo que se 

detallará más adelante (Ver apartados V.4.1, V.4.2 y V.4.4). 

Para algunos experimentos, tras la obtención de las fracciones anteriores, se 

aislaron también las fracciones el CD25negCD8+ y CD25negCD8neg procedentes 

de la fracción CD25neg, utilizando microesferas α-CD8 mediante el kit de 

selección positiva CD8 Microbeads (Miltenyi Biotec) (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema del protocolo de disgregación del timo y obtención de las 

diferentes fracciones células. Figura creada con BioRender. 

 Aislamiento y obtención de células a partir de sangre 

periférica.  

A partir de concentrados leucocitarios derivados de donaciones de sangre 

periférica (Buffy Coats) de adultos sanos, cedidos por el Centro de 

Transfusiones de Madrid, y mediante la técnica de gradientes de densidad 

Ficoll-Paque (Palex, Barcelona, España), se obtuvieron las células 

mononucleares de sangre periférica totales (CMSP). Estas CMSP fueron 

usadas en fresco, o tras un ciclo de congelación-descongelación en nitrógeno 

líquido, para diferentes fines:  

• A partir de las CMSP en fresco, se aislaron las células Th CD4 naive 

(CD45RA+) mediante el kit de aislamiento homónimo a dichas células 

(Miltenyi Biotec) siguiendo las recomendaciones del fabricante. A partir de las 

anteriores Th CD4 naive, se aislaron la fracción de células CD25+ CD127bajo 

(consideradas pTreg naive de sangre periférica) (183) y las CD25neg naive de 

periferia, mediante el separador celular (MACSQuant® Tyto®, Miltenyi 

Biotec) (Figura 5). Ambos tipos de células se usaron como controles de 

algunos experimentos (Ver apartado V.4.1)   

 

Figura 5. Esquema del protocolo de recolección de CMSP y obtención de las diferentes 

fracciones células. Figura creada con BioRender. 
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• CMSP totales, tras un ciclo de congelación-descongelación, como 

células efectoras de los experimentos de transducción con UniCAR, para dar 

lugar a los diferentes tipos de Tconv-UniCAR o CAR19 (Ver apartado V.4.3).  

• CMSP en fresco y tras un proceso de congelación-descongelación 

fueron utilizadas como células diana de los ensayos de función supresora en 

los co-cultivos con los timocitos o con los diferentes tipos de thyTreg-NT y 

thyTreg-UniCAR (Ver apartados V.7.1 y V.7.2).  

• A partir de las CMSP en fresco, se hizo una selección de células Tc CD8, 

quedando la fracción restante como no-CD8, utilizando el kit de selección 

negativa CD8 Microbeads (Miltenyi Biotec). Estas células se usaron como 

células diana en los ensayos de función supresora con diferentes tipos de 

thyTreg-NT y thyTreg-UniCAR (Ver apartado V.7.3). 

Estas aplicaciones de las CMSP serán detalladas en profundidad más 

adelante.  

V.4 Protocolos de cultivo, transducción y expansión de 

células primarias de timo y de sangre periférica.   

 Cultivo de células CD25+, CD25neg y CD25neg TGF-β 

procedentes de timo y de periferia. 

A día 0, tras la obtención de las células CD25+ y las células CD25neg, ambas 

procedentes tanto de los timocitos disgregados como de las Th CD4 naive de 

periferia, se cultivaron la totalidad de las CD25+ y la mitad de las CD25neg a 

una concentración de 1x106 células/ml; 2x106 células por cada pocillo; en placa 

de cultivo P24; con medio X-vivo15 (Lonza) complementado con 5% SAB 

(Sigma-Aldrich) y con 600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools, Friesoythe, 

Alemania), a 37 oC y 5% de CO2. Las células fueron estimuladas con partículas 

magnéticas αCD3/αCD28 (Dynabeads Human T-Activator, Invitrogen, 

Waltham, MA, EEUU) durante 72 horas con un ratio de activación 1:4 

(Dynabead : Células). En paralelo, bajo las mismas condiciones de cultivo y 

estimulación, la otra mitad de las células CD25neg, tanto procedentes del timo 

como de las Th CD4 naive de periferia, fueron también cultivadas en presencia 

del TGF-β1 (10 ng/ml, ImmunoTools).  
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Transcurridas 72h, se quitaron las Dynabeads y las células se cultivaron 

durante otros 4 días, hasta día 7 de cultivo. El medio de cultivo y las citoquinas 

se reemplazaron cada dos días. Las células CD25+ procedentes de los timocitos 

y de las Th CD4 naive de periferia, correspondientes a las thyTreg y pTreg, 

respectivamente, fueron usadas como controles positivos del fenotipo, 

estabilidad y funcionalidad inmunosupresora. 

 Cultivo de las células tímicas CD25+, CD25negCD8neg + TGF-

β y transducción con los vectores MSCV-FOXP3 y MSCV-

ΔFOXP3 

A día 0, tras la purificación de las células CD25+ y de las células CD25negCD8neg 

a partir de los timocitos, se cultivaron estas células a una concentración de 

1x106 células/ml, 2x106 células por cada pocillo de la placa de cultivo P24 y en 

medio X-vivo15 (Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y con 

600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 oC y 5% de CO2. Las células fueron 

estimuladas con Dynabeads (Invitrogen), a ratio de activación 1:4 (Dynabead : 

Células). Las células CD25negCD8neg fueron tratadas, además, con TGF-β1 (10 

ng/ml, ImmunoTools).  

Transcurridas 24h, a todas las condiciones se les retiraron la mayor parte de 

los sobrenadantes (~1,5 ml) procurando no tocar las células que estaban en el 

fondo de la placa. A las células CD25+ y a una parte de las CD25negCD8neg se 

les añadió de nuevo medio fresco con las correspondientes citoquinas. Por 

otro lado, para transducir al resto de las células CD25negCD8neg, se añadió a los 

pocillos los sobrenadantes con los lentivectores MSCV-FOXP3 y MSCV-

ΔFOXP3, además de las citoquinas correspondientes. 

A día 3, se retiraron las Dynabeads de todas las condiciones, se analizó su 

viabilidad y se volvieron a cultivar en medio fresco al que también se le 

renovaron las citoquinas IL-2 y TGF-β1, según correspondiera. 

Adicionalmente, a las condiciones de las CD25negCD8neg transducidas con los 

dos tipos de vectores se les añadió puromicina (2.5 µg/ml, Sigma-Aldrich), 

para seleccionar únicamente a las células que fueron correctamente 
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transducidas, gracias al gen de resistencia a la puromicina incluido en el 

genoma transducido.  

El cultivo de las diferentes fracciones celulares se continuó hasta día 14, 

estudiando a días 7, 10 y 14 el fenotipo, la estabilidad y la funcionalidad de 

las células (Figura 6). El medio de cultivo y las citoquinas se renovaron cada 

dos días. Se usaron las células CD25+ o thyTreg, como control positivo para el 

fenotipo Treg y en los ensayos funcionales y de estabilidad. 

 

Figura 6. Esquema del protocolo de cultivo de las diferentes fracciones celulares 

derivadas del timo o de sangre periférica. Figura creada con BioRender. 

 Activación, transducción y selección de las Tconv con los 

diferentes UniCAR y CAR19 

18 h antes del inicio de cada experimento, se descongelaron las células CMSP 

que fueron previamente obtenidas a partir de buffy coats y congeladas en 

nitrógeno líquido. A día 0, se cultivaron 1,5 x106 células/pocillo en 2 ml de 

medio de cultivo y fueron estimuladas con Dynabeads (Invitrogen) durante 72 

horas, hasta el día 3. Ratio de activación 1:1 (Dynabead : Célula). Estos cultivos 

celulares fueron suplementados con 300 U/ml de IL-2 (ImmunoTools).  
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Transcurridas 24 horas de estimulación, se llevó a cabo la transducción. Para 

ello, se descongelaron los viales correspondientes de los vectores lentivirales 

UniCAR, UniCARCD28, UniCAR41BB y CAR19. Una vez descongelados, los 

lentivectores se incubaron durante 1 hora a 4 oC con Dynabeads, en un ratio 1:2 

(Dynabead : Célula) con respecto a las células del día 0. Tras la incubación de 

los vectores con las Dynabeads, se retiraron 1,5 ml de los sobrenadantes de las 

condiciones que iban a ser transducidos para añadir el mix de vectores + 

Dynabead a las células, añadiendo a cada pocillo la cantidad correspondiente 

de IL-2. En paralelo, se cambió el renovó el medio de cultivo e IL-2 de la 

condición control de células no transducidas (NT). 

A día 2, se retiraron de nuevo 1,5 ml para añadir medio fresco e IL-2. A día 3 

del experimento, tras 72 horas de estimulación y 48 h después del inicio de la 

transducción, se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células con PBS para 

cultivarlas de nuevo en medio fresco suplementado con la cantidad 

correspondiente de IL-2. Se cultivaron en este momento a 0,8 x106 

células/pocillo. Se dejaron reposar y proliferar otros 3 días, en los que se 

renovaba el medio de cultivo con la IL-2 cada dos días. A día 6 se llevó a cabo 

la selección de la población EGFPalto mediante el separador celular 

MACSQuant® Tyto® (Miltenyi Biotec) (Figura 7).  

Desde el inicio del experimento hasta el día 6, día correspondiente al 

aislamiento de las EGFPalto, las células fueron cultivadas en medio X-vivo15 

(Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y la cantidad de IL-2 

correspondiente. Tras la selección de las células EGFPalto, las células 

resultantes fueron cultivadas en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 

10% FBS (Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2 hasta el día 

7.  

De igual modo, hasta día 6, las células NT y las transducidas con el CAR19, 

que no pasaron por el seleccionador celular, fueron cultivadas en X-vivo15 

complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2, a 37 oC y 5% 

de CO2. Para someter a estas células al mismo estrés que las células 

transducidas, se renovó el medio de cultivo los mismos días en los que las 

células transducidas con los UniCAR fueron sometidas a cualquier tipo de 
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manipulación. El día 6, estas células fueron recuperadas, lavadas con PBS y 

cambiadas al medio RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS 

(Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) e IL-2 de igual forma que se hizo con las 

transducidas. Estas células NT y CAR19 se utilizaron como controles para el 

fenotipo, funcionalidad y estabilidad de las Treg y de los UniCAR, 

respectivamente.  

 

Figura 7. Esquema del protocolo de activación, transducción y selección de las Tconv 

modificadas genéticamente con los diferentes UniCAR y CAR19. Figura creada con 

BioRender. 

 Activación, transducción y selección de las thyTreg con los 

diferentes UniCAR y CAR19 

A día 0, tras el aislamiento de las células CD25+ del timo, se cultivaron 1,5 x106 

células/pocillo en 2 ml de medio de cultivo y fueron estimuladas con 

Dynabeads (Invitrogen) durante 72 horas, hasta el día 3. Ratio de activación 1:1 

(Dynabead : Célula). Estos cultivos celulares fueron suplementados con 600 

U/ml de IL-2 (ImmunoTools).  

Transcurridas 48 h de estimulación, se llevó a cabo la transducción. Para ello, 

se descongelaron los vectores lentivirales UniCAR, UniCARCD28, 

UniCAR41BB y CAR19. Una vez descongelados, los vectores se incubaron 

durante 1 hora a 4 oC con Dynabeads, en un ratio 1:2 (Dynabead : Célula) con 
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respecto a las células del día 0. Tras la incubación de los vectores con las 

Dynabeads, se retiraron 1,5 ml de los sobrenadantes de las condiciones que 

iban a ser transducidos para añadir el mix de vectores + Dynabead a las células, 

añadiendo a cada pocillo la cantidad correspondiente de IL-2. En paralelo, se 

mantuvo la condición control de células no transducidas (NT). 

A día 3 del experimento, se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células con 

PBS para, posteriormente, cultivarlas de nuevo en medio fresco suplementado 

con la cantidad correspondiente de IL-2. Se cultivaron en este momento a 0,8 

x106 células/pocillo. Tras dejar reposar y proliferar 3 días, a día 6, se llevó a 

cabo la selección de la población EGFPalto mediante el separador celular 

MACSQuant® Tyto®.  

Desde el inicio del experimento hasta el día 6, día correspondiente al 

aislamiento de las EGFPalto, las thyTreg fueron cultivadas en medio X-vivo15 

(Lonza) complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich). Tras la selección de los 

diferentes tipos de thyTreg-UniCAR EGFPalto, las células resultantes fueron 

cultivadas en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest), 

1% ATB (Sigma-Aldrich) y 600 U/ml de IL-2 hasta el día 7 (Figura 8).  

De igual modo, hasta día 6, las thyTreg no transducidas (thyTreg-NT) y las 

transducidas con el CAR19 (thyTreg-CAR19), que no pasaron por el 

seleccionador celular, fueron cultivadas en X-vivo15 complementado con 5% 

SAB (Sigma-Aldrich) y 300 U/ml de IL-2. Para someter a estas células al mismo 

estrés, se retiró el medio y se renovó por medio fresco los mismos días en los 

que las células transducidas fueron sometidas a cualquier tipo de 

manipulación. En el día 6, estas células fueron recuperadas, lavadas y 

cambiadas al medio RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS 

(Biowest), 1% ATB (Sigma-Aldrich) e IL-2, a 37 oC y 5% de CO2 de igual forma 

que se hizo con las transducidas. Estas thyTreg-NT y thyTreg-CAR19 se 

utilizaron como controles para el fenotipo, funcionalidad y estabilidad de las 

Treg y de los UniCAR, respectivamente.  
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Figura 8. Esquema del protocolo de activación, transducción y selección de las thyTreg 

modificadas genéticamente con los diferentes UniCAR y CAR19. Figura creada con 

BioRender. 

V.5 Análisis del fenotipo celular por citometría de flujo 

Todas las muestras fueron adquiridas con un analizador de células Gallios 

Flow Cytometer (Beckman Coulter) y un MACSQuant Analyzer 16 - Flow 

Cytometer (Miltenyi Biotec) y el análisis de los datos se llevó a cabo utilizando 

el software de análisis Kaluza (Versión 2.1, Beckman Coulter). Para establecer 

el límite entre la población de células positiva y negativa para cada marcador, 

se usaron los controles correspondientes (tanto isotípicos como Fluorescence 

Minus One- FMO, por sus siglas en inglés) cuando fueron necesarios.  

 Marcaje de proteínas superficiales  

Para llevar a cabo el marcaje de las proteínas superficiales, cuando 

correspondía, y tras un lavado en un tampón fosfato salino (PBS, por sus 

siglas en inglés; Lonza), las células fueron marcadas con Ac específicos 

conjugados con fluorocromos concretos (Tabla 1) durante 30 minutos, a 4°C y 

en oscuridad, en un medio de PBS + 2% FBS. Tras un nuevo lavado y 

centrifugación con PBS para retirar el exceso de Ac, se continuó con el marcaje 

para determinar la viabilidad celular (Ver apartado V.5.2).  
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Por otro lado, para marcar concretamente las proteínas UniCAR, se utilizó el 

fluorocromo Atto655 unido a una Biotina (Sigma-Aldrich). También se utilizó 

el Ac primario IgG-Biotina de rata (Miltenyi Biotec). Para este marcaje del 

UniCAR con el Atto655-Biotina y el Ac primario, se incubaron las células 

durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad, en un medio de PBS + 2% 

FBS. Posteriormente, únicamente para poder visualizar por citometría el Ac 

primario, se utilizó un Ac secundario αIgG-APC frente rata procedente de 

asno (Jackson ImmunoResearch, Ely, Reino Unido). Este marcaje fue 30 

minutos a 4°C y en oscuridad, en un medio de PBS + 2% FBS. Finalmente, en 

ambos casos también se llevó a cabo el marcaje de la viabilidad (Ver apartado 

V.5.2). 

 Marcaje viabilidad 

Tras la tinción de las proteínas de superficie, se usaron diferentes compuestos 

para determinar la viabilidad celular. Para aquellos marcajes que finalizaban 

en este paso y que iban a ser adquiridas directamente por los citómetros, se 

usó 7-Aminoactinomicina D (7-AAD, Invitrogen), con una incubación de, al 

menos, 10 minutos, a 4°C y en oscuridad. 

Por otro lado, para aquellos marcajes que se continuarían con el marcaje de 

las proteínas intracelulares (Ver apartado V.5.3), se usaron los Fixable Viability 

Dye eFluor 450 y eFlúor 780 (ThermoFisher), en un mililitro de medio de PBS 

+ 2% FBS, con una incubación de 30 minutos a 4°C y en oscuridad. 

Posteriormente, se aplicó un lavado y centrifugación.  

 Marcajes de proteínas intracelulares 

Tras los marcajes previos de proteínas superficiales y de viabilidad, las 

proteínas intracelulares fueron marcadas utilizando el empleo del kit 

comercial “Factor de transcripción FOXP3” (ThermoFisher). Este kit consiste 

en la fijación y la permeabilización de las células, durante 20 minutos, a 4°C y 

en oscuridad. Después de la incubación, las células se lavaron 2 veces 

siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, se realiza el 

marcaje de las proteínas intracelulares con Ac específicos conjugados con 

fluorocromos (Tabla 1), durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Finalmente, 

y tras otros dos lavados, las células fueron adquiridas por el citómetro. 



95 

 

Tinción fenotípica superficial  CCR7 BV510 
Beckton 

Dickinson 

Diana Fluorocromo Proveedor A CCR4 BV605 Biolegend 

CD39 FITC Miltenyi Biotec  CD62L BV650 Biolegend 

CD3 PO Miltenyi Biotec  CXCR3 PE-Vio615 Miltenyi 

CD45RA ECD 
Beckman 

Coulter 
 CD27 PC5.5 Beckman Coulter 

HLA-DR PC5.5 
Beckman 

Coulter 
 CD103 APC Miltenyi 

HLA-DR APC Immuno-Step   

CD8 APC/Cy5 
Beckman 

Coulter 
 Tinción Viabilidad 

CD8 BV570 Biolegend  7-AAD  Invitrogen 

CD25 PC7 
Becton 

Dickinson 
 Viability dye eFlúor450 eBioscence 

CD25 PC7 eBioscience  Viability dye eFlúor780 eBioscience 

CD4 APC/Cy7 Biolegend     

CD4 ECD Miltenyi  Tinción fenotípica intracelular 

CD4 VioGreen Miltenyi  Diana Fluorocromo Proveedor 

CD73 BV605 Biolegend  FOXP3 PE eBioscience 

ICOS BV650 Biolegend  CTLA-4 APC 
Becton 

Dickinson 

PD-1 PE Miltenyi  Helios PC5 eBioscience 

CD69 APC5 Biolegend  Perforina VioBlue Miltenyi 

CD71 APC7 Miltenyi  IL-2 PerCP Biolegend 

LAG3 BV650 Biolegend  IL-10 eFluor660 eBioscience 

GITR PE-Vio615 Miltenyi  Granzima B APC5  Biolegend 

LAP APC eBioscience     

Tabla 1: Ac para citometría de flujo utilizados. Ac primarios con sus fluorocromos y 

casas comerciales utilizados como marcaje de proteínas superficiales, intracelulares o 

como marcadores de viabilidad, para citometría de flujo.  
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V.6 Activación mediada por los UniCAR 

 Activación de Jurkat mediada por UniCAR 

Para evaluar si el constructo UniCAR podía ejercer sus funciones de 

reconocimiento de la biotina y de activación celular, se estudió la expresión 

del marcador de activación celular CD69 en la superficie celular de las células 

de línea Jurkat. Para ello, se cultivaron solas 5x104 de Jurkat o de Jurkat-

UniCAR; o se co-cultivaron ambos tipos celulares con 5x104 de células de otra 

línea celular, las THP1 o las THP1-DC-SIGN. Para poder diferenciarlas, las 

células THP1 y THP1-DC-SIGN fueron marcadas con 1µM de CellTrace Violet 

(CTVio, Invitrogen) previamente al co-cultivo. A los cultivos y a los co-

cultivos se les añadió el Ac intermediario αDC-SIGN-Biotina (Invitrogen). 

Para el control negativo de este experimento no se añadió ningún Ac y, para 

el control positivo de activación, se añadió 2 µg/ml de un activador celular 

inespecífico, la Fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés, Invitrogen). 

Los cultivos y co-cultivos fueron realizados en RPMI 1640 (Biochrome) 

suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 oC y 

5% de CO2 durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se siguió el protocolo 

de marcaje superficial utilizando el Ac αCD69 (Tabla 1) el 7-AAD como 

marcador de viabilidad celular y, finalmente, se adquirieron por el citómetro 

correspondiente.  

 Activación de células primarias Tconv-UniCAR y Tconv-

CAR19 

Para evaluar si el constructo UniCAR podía ejercer sus funciones de 

reconocimiento de la biotina y de la consecuente activación en células 

primarias, se estudió la expresión del marcador de activación celular CD25 en 

la superficie celular de las células primarias Tconv-NT o modificadas 

genéticamente tras el protocolo anteriormente descrito (Ver apartado V.4.3).  

A día 7 del experimento, las células fueron lavadas en PBS y, tras el contaje, 

se cultivaron solas 5x104 Tconv-NT, Tconv-UniCAR, Tconv-UniCARCD28, 

Tconv-UniCAR41BB y Tconv-CAR19. A estos cultivos en solitario de los 

diferentes tipos de Tconv se les añadieron los Ac intermediarios αCD19-
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Biotina, y sus controles αCD19 sin biotina e IgG-Biotina (todos ellos de 

Miltenyi Biotec), todos ellos a una concentración final en cada pocillo de 1,5 

µg/ml. Como control negativo de activación, no se añadió ningún elemento a 

los cultivos celulares. Como control positivo de activación, se les añadió 2 

µg/ml de PHA (Invitrogen).  

En paralelo a esos cultivos en solitario, también se co-cultivaron 2x104 células 

de cada uno de los cinco tipos celulares de Tconv, con 2x104 células de línea 

K562-CD19. Las células K562-CD19 fueron marcadas con 1µM CTVio 

(Invitrogen) previamente al co-cultivo, para poder distinguir unas células de 

otras. A los co-cultivos se les añadió el Ac intermediario αCD19-Biotina, y sus 

controles experimentales, el Ac αCD19 sin biotina y Ac el IgG-Biotina. Como 

control negativo de estimulación celular, a los co-cultivos no se les añadió 

ningún Ac (Figura 9). Las células fueron cultivadas o co-cultivadas en RPMI 

1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-

Aldrich), a 37 oC y 5% de CO2 durante 24 y 72 horas. Todos los experimentos 

se hicieron en duplicado.  

Para analizar la viabilidad de las células del cultivo o del co-cultivo de la 

forma más fidedigna posible, transcurridos las 24 y 72 horas de cultivo o co-

cultivo, se añadió 1 µl de 7-AAD a cada pocillo de uno de los duplicados y se 

adquirió por el citómetro de flujo tras 10 min de incubación, sin lavar las 

células. Con los otros pocillos de los duplicados, se siguió el protocolo de 

marcaje superficial y viabilidad utilizando el Ac αCD25 (Tabla 1) y el 7-AAD, 

respectivamente, y se adquirieron por el citómetro correspondiente. 
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Figura 9. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la activación de Tconv 

mediada por los UniCAR y CAR19. Figura creada con BioRender. 

 Activación de thyTreg mediada por los UniCAR y CAR19 

Para evaluar si el constructo UniCAR podía ejercer sus funciones de 

reconocimiento de la biotina y de activación celular de las thyTreg que los 

portaban, se estudió la expresión del marcador de activación celular CD25, 

CD69 y PD-1 en la superficie celular de las células primarias thyTreg-NT o 

modificadas genéticamente.  

A día 7, tras el protocolo descrito en el apartado V.4.4, las células se lavaron 

en PBS, se realizó el contaje y se co-cultivaron 2x104 de cada tipo celular 

thyTreg-NT, thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28, thyTreg-

UniCAR41BB y thyTreg-CAR19 con 2x104 células de dos tipos de células de 

línea, las K562 o las K562-CD19. Las células K562 y K562-CD19 fueron 

marcadas con 1µM CTVio (Invitrogen) previamente al co-cultivo, para poder 

distinguir unas células de otras. A los co-cultivos se les añadió el Ac 

intermediario αCD19-Biotina, o sus controles experimentales, el Ac αCD19 

sin biotina y el Ac IgG-Biotina (todos ellos de Miltenyi Biotec), todos ellos a 

una concentración final en cada pocillo de 1,5 µg/ml. Como control negativo 

de estimulación celular, a los co-cultivos no se les añadió ningún Ac. Las 

células fueron co-cultivadas en duplicado en RPMI 1640 (Biochrome) 
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suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich), a 37 oC y 

5% de CO2 durante 24 y 72 horas (Figura 10).  

Para analizar la viabilidad de las células del cultivo o del co-cultivo de la 

forma más fidedigna posible, transcurridas las 24 y 72 horas de cultivo o co-

cultivo, se añadió 1 µl de 7-AAD a cada pocillo de uno de los duplicados y se 

adquirió por el citómetro de flujo tras 10 min de incubación, sin lavar las 

células. Con los otros pocillos de los duplicados, se siguió el protocolo de 

marcaje superficial y viabilidad utilizando los Ac αCD25, αCD69, αPD-1, 

αCD71, αICOS y αHLA-DR (Tabla 1), y el 7-AAD, respectivamente, y se 

adquirieron por el citómetro correspondiente. 

 

Figura 10. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la activación de thyTreg 

mediada por los UniCAR y CAR19. Figura creada con BioRender. 

V.7 Análisis de función supresora  

 Inhibición de la proliferación: Co-cultivo de CMSP con las 

diferentes fracciones celulares procedentes del timo o de 

periferia.  

Para evaluar la función supresora de las diferentes células obtenidas a partir 

de los timocitos, se estudió su capacidad de inhibir la proliferación de CMSP 

en un co-cultivo. Este experimento, ampliamente utilizado para evaluar la 
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capacidad supresora de las Treg (184, 185), es similar a la reacción mixta de 

linfocitos, tradicionalmente utilizada en el área de la inmunología celular que 

permitió entender el reconocimiento del complejo MHC-Ag por el TCR de las 

células T (186). En el contexto del estudio de la supresión de la proliferación, 

el co-cultivo se inició el día 7 de los cultivos de las condiciones celulares 

CD25+, CD25neg y CD25neg TGF-β, procedentes tanto del timo como de 

periferia; y las CD25negCD8neg del timo + TGF-β, con y sin transducción con 

MSCV-FOXP3 y MSCV-ΔFOXP3. Estás células se consideran las células 

efectoras que van a ejercer su presunta función inhibidora sobre la 

proliferación de unas células diana. Por otro lado, las CMSP, que son 

consideradas como las células diana cuya proliferación presuntamente será 

suprimida, se obtuvieron previamente a partir de buffy coats (Ver apartado 

V.3.2).  

A día 7, y 24 horas después de la descongelación de las CMSP, estas CMSP se 

marcaron con 1µM de CTVio (Invitrogen). Tras este marcaje, se co-cultivaron 

1x105 de las células efectoras derivadas de los timocitos con 5x104 CMSP-

CTVio+ (ratio 2:1, células efectoras : CMSP-CTVio+), en medio X-vivo15 

(Lonza) suplementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich) y 600 U/ml de IL-2 

(ImmunoTools), a 37 oC y 5% de CO2, en placas de cultivo de 96 pocillos (p96) 

con fondo en U. A su vez, se le añadió al co-cultivo 5x104 Dynabeads 

(Invitrogen). Tras 72 horas de co-cultivo, las células se marcaron 

superficialmente con αCD4 y αCD8 (ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD 

(Figura 11). En algunas ocasiones, tras las 72 horas de co-cultivo, las células 

fueron marcadas con αCD3, αCD4, αCD8, αCD25, αFOXP3, αCD39 y αCTLA-

4 para analizar el fenotipo celular después del co-cultivo, además de la 

proliferación y viabilidad de las CMSP. 
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Figura 11. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las 

diferentes fracciones celulares del timo o de periferia de inhibir la proliferación de las 

CMSP-CTVio+. Figura creada con BioRender.  

Como control negativo de proliferación, se cultivaron 1x105 CMSP solas sin 

estimular y, como control positivo de proliferación, se cultivaron 5x104 CMSP 

solas con las correspondientes Dynabeads. 

El porcentaje de supresión ejercido por células efectoras derivadas del timo, 

por las thyTreg-NT o thyTreg modificadas genéticamente sobre la 

proliferación de las CMSP totales  y de las fracciones T CD8+ CTvio+ y no-CD8 

CTVio+, se calculó comparando el porcentaje de proliferación de las células 

diana co-cultivadas con las células efectoras con el porcentaje de proliferación 

del control positivo, considerando cada uno de los picos de proliferación 

proporcionados por el CTVio y utilizando el “Método del índice de División” 

(185).   

 Co-cultivo entre thyTreg-NT o los diferentes tipos de 

thyTreg-UniCAR con CMSP totales 

Para evaluar la función supresora de las thyTreg modificadas genéticamente 

con los diferentes tipos de UniCAR o de las propias células sin transducir, se 
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estudió su capacidad de inhibir la proliferación de CMSP totales en un co-

cultivo, de una forma similar a lo descrito en el apartado V.7.1, con la salvedad 

de que, en este experimento, las células fueron pre-estimuladas antes del co-

cultivo. Las células thyTreg-NT, thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y 

thyTreg-UniCAR41BB se consideran las células efectoras que van a ejercer 

presuntamente su función inhibidora sobre la proliferación de las células 

CMSP totales.  

A día 7, las CMSP fueron obtenidas a partir de buffy coats (Ver apartado V.3.2) 

y fueron marcadas con 2µM de CTVio (Invitrogen). Acabado este marcaje, se 

cultivaron 1x106 células/pocillo de cada tipo celular de thyTreg en placas de 

cultivo de 24 pocillos (p24) y 1x106 células/ml de células CMSP-CTVio+ en 

placas de cultivo de 6 pocillos (p6). A todas las condiciones se les añadió 

Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2 (Dynabead : Células) por pocillo. Estos 

cultivos se realizaron en RPMI 1640 (Biochrome) suplementado con 10% FBS 

(Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich) suplementado con 600 U/ml de IL-2 

(ImmunoTools) para las condiciones de las thyTreg-NT o los diferentes tipos 

de thyTreg-UniCAR, y 300 U/ml en el caso de las CMSP-CTVio+.  

Tras 24 horas de estimulación, se retiraron las partículas de activación, se 

lavaron las células y se co-cultivaron 5x104 de células pre-estimuladas de cada 

tipo de thyTreg con diluciones seriadas de las células pre-estimuladas CMSP-

CTVio correspondiendo a los ratios 2:1, 1:1 o 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio+), en 

placas de cultivo de 96 pocillos (p96) con fondo en U. Como control negativo 

de proliferación, se cultivaron solas 1x105 CMSP-CTVio+ sin estimular y, como 

control positivo de proliferación, se cultivaron solas 2,5x104 CMSP- CTVio+ 

pre-estimuladas. A los co-cultivos y a los cultivos en solitario de las CMSP-

CTVio+ pre-estimuladas se les añadió el Ac intermediario αCD8-Biotina, o sus 

controles experimentales, el Ac αCD8 sin biotina y el Ac IgG-Biotina (todos 

ellos a una concentración final en cada pocillo de 1,5 µg/ml, Miltenyi Biotec.), 

junto con la condición control con ausencia de Ac. Todos los cultivos en 

solitario o co-cultivos de células fueron en RPMI 1640 (Biochrome) 

suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 180 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 oC y 5% de CO2. Tras 
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72 horas de co-cultivo, se retiró el sobrenadante de las condiciones 

experimentales y las células se marcaron superficialmente con αCD3, αCD4, 

αCD8, αCD25, αCD69, αPD-1, αCD71, αICOS y αHLA-DR (Tabla 1) (ver 

Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD (ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD 

(Figura 12).  

 

Figura 12. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las thyTreg-

NT o de las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferación o estado de 

activación de las CMSP-CTVio+. Figura creada con BioRender. 

El porcentaje de supresión se calculó comparando el porcentaje de 

proliferación de las células diana co-cultivadas con las células efectoras frente 

al porcentaje de proliferación del control positivo de proliferación, tal y como 

ha sido descrito anteriormente. 

Los sobrenadantes recogidos de estos experimentos fueron congelados a -80 

oC para el análisis de las citoquinas (Ver apartado V.9) 

 Co-cultivo thyTreg-NT y los diferentes tipos de thyTreg-

UniCAR con las fracciones celulares procedentes de CMSP  

Con el mismo fin que los experimentos anteriores, este experimento tiene un 

diseño similar al descrito en el apartado V.7.2. Sin embargo, para estudiar en 

profundidad el efecto directo e indirecto observado en la capacidad de las 

thyTreg-NT o las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferación de las 
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CMSP, se aislaron las fracciones celulares T CD8+ y no-CD8 a partir de las 

CMSP (Ver apartado V.3.2).  

A día 7 de los experimentos, las CMSP se obtuvieron a partir de buffy coats. 

Una vez obtenidas las CMSP, se utilizó el kit de selección negativa (CD8+ T cell 

isolation kit, human, Miltenyi). Las fracciones T CD8+ y no-CD8 resultantes 

fueron marcadas con 2µM de CTVio (Invitrogen). Al igual que con las CMSP 

totales del apartado anterior (apartado V.7.2), acabado este marcaje, se 

cultivaron 1x106 células/pocillo de cada tipo celular de thyTreg en placas de 

cultivo de 24 pocillos (p24) y 1x106 células/ml de las fracciones T CD8+-CTVio+ 

y no-CD8 CTVio+ en placas de cultivo de 6 pocillos (p6). Todas las condiciones 

fueron pre-estimuladas añadiendo Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2 

(Dynabead : Células) por pocillo. Como control negativo de proliferación, se 

cultivaron solas y sin estimular 1x106 de ambas fracciones T CD8+-CTVio+ y 

no-CD8-CTVio+. Estos cultivos se realizaron en RPMI 1640 (Biochrome) 

suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 600 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 oC y 5% de CO2 para 

las condiciones de las thyTreg-NT o los diferentes tipos de thyTreg-UniCAR, 

y 300 U/ml en el caso de las fracciones T CD8+-CTVio+ y no-CD8-CTVio+.  

Tras 24 horas de estimulación, se retiraron las partículas de activación, se 

lavaron las células y se co-cultivaron 5x104 células de cada tipo de thyTreg con 

diluciones seriadas de las células pre-estimuladas de ambas fracciones T 

CD8+-CTVio+ y no-CD8-CTVio+, correspondiendo a los ratios 2:1, 1:1 o 1:2 

(thyTreg : CTVio+), en placas de cultivo de 96 pocillos (p96) con fondo en U. 

Como control negativo de proliferación, se cultivaron solas 1x105 las ambas 

fracciones T CD8+-CTvio+ y no-CD8-CTVio+ sin estimular y, como control 

positivo de proliferación, se cultivaron solas 2,5x104 de ambas fracciones T 

CD8+-CTvio+ y no-CD8-CTVio+ pre-estimuladas. A los co-cultivos y a los 

cultivos en solitario de las células CTVio+ pre-estimuladas se les añadió el Ac 

intermediario αCD8-Biotina, o sus controles experimentales, el Ac αCD8 sin 

biotina y el Ac IgG-Biotina (todos ellos a una concentración final en cada 

pocillo de 1,5 µg/ml, Miltenyi Biotec), junto con la condición control con 

ausencia de Ac. Todas las condiciones fueron cultivadas en RPMI 1640 
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(Biochrome) suplementado con 10% FBS (Biowest) y 1% ATB (Sigma-Aldrich) 

suplementado con 180 U/ml de IL-2 (ImmunoTools), a 37 oC y 5% de CO2. Tras 

72 horas de co-cultivo, las células se marcaron superficialmente con αCD3, 

αCD4, αCD8, αCD25, αCD69, αPD-1, αCD71, αICOS y αHLA-DR (Tabla 1) 

(ver Tabla 1) y la viabilidad con 7-AAD (Figura 13). 

 

Figura 13. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la capacidad de las thyTreg-

NT o de las diferentes thyTreg-UniCAR de inhibir la proliferación o estado de 

activación de las fracciones celulares T CD8+-CTVio+ y No-CD8-CTVio+, derivadas de 

las CMSP. Figura creada con BioRender. 

El porcentaje de supresión se calculó comparando el porcentaje de 

proliferación de las células diana co-cultivadas con las células efectoras frente 

al porcentaje de proliferación del control positivo de proliferación, tal y como 

ha sido descrito anteriormente. 

V.8 Estabilidad fenotípica  

 Estabilidad fenotípica bajo ambientes pro-inflamatorios de 

tipo Th1 o Th17 

Para este ensayo se cultivaron 1x105 células thyTreg CD25+ y las diferentes 

condiciones las CD25neg derivadas del timo en medio X-vivo15 (Lonza) 
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complementado con 5% SAB (Sigma-Aldrich), a 37 oC y 5% de CO2, y se re-

estimularon con Dynabeads (Invitrogen) a ratio 1:2 (Dynabead : Células) por 

pocillo. Estas células fueron cultivadas con las siguientes citoquinas: 600 U/ml 

de IL-2 como condición control (NT); 600 U/ml de IL-2 y 10 ng/ml de IL-12 

como condición polarizante hacia un fenotipo Th1; y 600 U/ml de IL-2, 10 

ng/ml de IL-1β, 10 ng/ml de IL-6, 10 ng/ml de IL-23 y 20 ng/ml de TNF-α como 

condición polarizante hacia un fenotipo Th17 [todas las citoquinas utilizadas 

en este apartado fueron de ImmunoTools (112)]. Tras 72h de cultivo, se 

recuperaron los sobrenadantes, que se conservaron a -80 oC (Ver apartado V.9) 

y se retiraron las partículas de re-estimulación (Figura 14).  

En este momento, las células fueron cultivadas de nuevo en presencia de las 

mismas citoquinas polarizantes durante 72h más. Transcurrido este tiempo, 

las células fueron recuperadas y estimuladas con Forbol 12-miristato 13-

acetato (PMA, por sus siglas en inglés; 50 ng/ml; Sigma-Aldrich) e Ionomicina 

(1 µg/ml; Sigma-Aldrich) durante 5,5h y con Brefeldina (10 µg/ml; Sigma-

Aldrich) durante las dos últimas horas de incubación. Después, las células 

fueron lavadas, teñidas superficial e intracelularmente, junto con un 

marcador de viabilidad, tal y como está descrito anteriormente (Tabla 1).  
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Figura 14. Esquema del protocolo de cultivo para estudiar la estabilidad en ambientes 

pro-inflamatorios polarizantes hacia los fenotipos Th1 y Th17 de las fracciones 

celulares derivadas del timo. Figura creada con BioRender. 

 Perfil de producción de citoquinas de los timocitos CD25neg 

transducidas con MSCV-FOXP3 

Para determinar la producción de citoquinas de todas las fracciones de células 

CD25neg o CD25negCD8neg (Ver apartado V.4.1 y V.4.2), a los días 7 y día 14, 

estas células fueron estimuladas con PMA (50 ng/ml; Sigma-Aldrich) e 

Ionomicina (1 µg/ml; Sigma-Aldrich) durante 5,5h y con Brefeldina (10 µg/ml; 

Sigma-Aldrich) durante las dos últimas horas más de incubación. 

Transcurrido este periodo, las células fueron lavadas, teñidas superficial e 

intracelularmente, junto con un marcador de viabilidad, tal y como está 

descrito anteriormente (Tabla 1). 

V.9 Análisis de citoquinas en sobrenadante de cultivo.  

Tras los cultivos de los diferentes tipos celulares derivados del timo en los 

cultivos de estabilidad (Ver apartado V.8.1) se llevó a cabo la cuantificación 

de citoquinas en los sobrenadantes. Tras la descongelación de los 

sobrenadantes, se centrifugaron para eliminar posibles restos celulares. 

Después, se procesaron siguiendo las indicaciones de los fabricantes y se 

analizaron. Las citoquinas analizadas en los sobrenadantes de los cultivos de 

estabilidad en condición polarizante hacia Th17 y la IL-17 fueron medidas por 

triplicado mediante ELISA (Abcam).  

En el caso de las citoquinas presentes en los sobrenadantes de los co-cultivos 

entre las thyTreg-NT o thyTreg-UniCAR con las CMSP totales (Ver apartado 

V.7.2), se utilizó el sistema de inmunoensayos automatizados ELLA Protein-

Simple (Biotechne, Minneapolis, Minnesota, EEUU) para medir las citoquinas 

IL-10, IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-6. Esta tecnología es equivalente a la realización 

de ELISA, pero completamente automatizado y con la capacidad de medir 

varias citoquinas simultáneamente. Además, es un método reproducible y 

parte de una cantidad mínima de sobrenadante gracias a un sistema de 
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microfluídica. Los cartuchos utilizados por esta tecnología analizan por 

triplicado cada una de las citoquinas presentes en los sobrenadantes.  

V.10 Análisis estadístico  

El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el software GraphPad 

Prism 8 (para Windows 11) con el apoyo de la Unidad de Bioestadística (Dr. 

José Mª Bellón) del IiSGM. Las medidas, sus desviaciones de error y los tipos 

de métodos estadísticos utilizados serán concretados en sus respectivos pies 

de figura. Resultados estadísticos con una p < 0.05 fueron considerados como 

estadísticamente significativo.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Resultados 



  



111 

 

Como ha sido descrito previamente, existe un gran interés en aprovechar el 

potencial inmunosupresor de las células Treg frente a enfermedades 

relacionadas con un descontrol en los mecanismos de tolerancia del SI. Una 

de las principales conclusiones de los ensayos preclínicos y clínicos con el uso 

de dichas células, ya sean provenientes de sangre periférica, de cordón 

umbilical o derivadas de células madre, es que las Treg son más eficaces y con 

un fenotipo más estable cuanto más naive son. Basándonos en estos 

conocimientos, y gracias al desarrollo previo un novedoso protocolo de 

obtención y expansión de las thyTreg llevado a cabo en nuestro laboratorio, 

en el presente trabajo hemos intentado explotar esta nueva fuente de 

obtención de thyTreg y de expandir aún más sus posibilidades terapéuticas. 

VI.1 La expresión ectópica de FOXP3, en combinación con 

la estimulación de TGF-β1 e IL-2, genera una limitada 

capacidad supresora en timocitos primarios humanos 

estimulados ex vivo.  

Los timocitos son, en su mayor parte, células inmaduras que están en 

diferentes fases de desarrollo para dar lugar a linfocitos T (5).  Dentro de estos 

timocitos, además, se encuentran células ya maduras, como las células Treg 

naturales originadas en el timo (tTreg). Resultados previos de nuestro 

laboratorio mostraron que se pueden aislar células Treg de timo que, tras 

expandirlas ex vivo, dan lugar a una cantidad masiva de thyTreg con unas 

excelentes cualidades terapéuticas (112). En el mismo proceso de disgregación 

del tejido tímico se obtiene también una inmensa cantidad de timocitos y 

células DP CD4+CD8+ inmaduras, así como células Tconv naive CD4+ o CD8+. 

Se ha demostrado que se pueden inducir Treg (dando lugar a las iTreg) a 

partir de células T CD4+ naive de sangre periférica (62, 72). Sin embargo, hasta 

ahora se desconoce si las mismas condiciones de tratamiento que se han 

utilizado en Tconv para inducir iTreg serían capaces de inducir thyTreg a 

partir de los timocitos CD25neg. De ser posible, los timocitos supondrían una 

fuente aún mayor de thyTreg naive.  
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 TGF-β1 induce una expresión estable del CD25 y del FOXP3 

en las células T procedentes de la sangre periférica  

Se ha descrito que el tratamiento con TGF-β1 y altas dosis de IL-2 aumenta la 

expresión del FOXP3 en las Tconv naive de periferia (CD4+CD25neg), 

generando iTreg funcionales, pero disminuyendo la proliferación celular (62). 

Para verificar que éramos capaces de replicar estos resultados, aislamos 

células Tconv CD25neg naive a partir de CMSP de periferia (pCD25neg) y las 

estimulamos con Dynabeads durante 3 días. Además, las células fueron 

cultivadas en presencia de IL-2 y, si correspondía, TGF-β1 durante 7 días (Ver 

apartados V.3.2 y V.4.1).  

Como era de esperar, el tratamiento con TGF-β1 indujo una alta expresión del 

CD25 y del FOXP3 en Tconv pCD25neg a día 7 (Figura 15A y B) en comparación 

con las Tconv sin TGF-β1, aunque sin alcanzar el mismo nivel que en las pTreg 

CD25+ (pCD25+). Además, las células tratadas con TGF-β1 presentaron una 

proliferación ligeramente menor que sus respectivos controles no tratados, 

mostrando que el tratamiento con TGF-β1 modificó las células Tconv 

periféricas, tal y como había sido previamente descrito (Figura 15C).  
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Figura 15: Generación de iTreg a partir de Tconv de periferia. (A) La viabilidad de las 

células, y los marcadores FOXP3 y CD25 fueron estudiados mediante citometría de flujo 

en las fracciones nTreg CD25+ (pCD25+), CD25neg (pCD25neg) y CD25neg +TGF-β1 

(pCD25neg +TGF-β1) derivadas de las CMSP. Los diagramas de puntos son un ejemplo 

representativo de tres donantes independientes para las pCD25+, y de 5 para ambas 

fracciones pCD25neg. (B) Histogramas que representan el porcentaje de la subpoblación 

CD25+FOXP3+ dentro de las células vivas, estudiadas a día 7 desde el inicio del 

experimento, en las diferentes condiciones. Media ± SEM de tres experimentos 

independientes para las pCD25+ y de 5 para ambas fracciones pCD25neg. (C) Ratio de 

expansión de las células entre el día 3 y el día 7 del experimento. Cada símbolo 

corresponde con un donante y las líneas conectan las diferentes condiciones procedentes 

del mismo donante. Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05. 

Estadística proporcionada por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187). 

 TGF-β1 mantiene una alta expresión del CD25 y del FOXP3 

en las CD25neg derivadas de timocitos  

Una vez validada la capacidad del tratamiento con IL-2 y TGF-β1 para generar 

iTreg a partir de Tconv naive de periferia, se estudió la posibilidad de inducir 

thyTreg humanas a partir de timocitos. Para ello, extrajimos los timocitos del 

timo y luego aislamos las fracciones thyTreg o CD25+ y CD25neg (Ver apartado 

V.3.1). El día 0, día del aislamiento celular, la mayor parte de la fracción 

CD25neg era DP CD4+CD8+, y mostraba una baja expresión del CD25 y el 

FOXP3. A pesar de que el fenotipo de la fracción CD25+ fue también 

principalmente DP, estas células mostraron una muy alta expresión del CD25 

y del FOXP3. Además, ambas fracciones mostraron una minoría de células 

CD8+ SP (Figura 16A).  

Siguiendo el mismo protocolo que con las células extraídas de sangre 

periférica (Ver apartado V.4.1), las células CD25+ y CD25neg fueron 

estimuladas con Dynabeads durante tres días, en presencia de IL-2 y, cuando 

correspondiera en las CD25neg, del TGF-β1. Una vez retiradas las Dynabeads, 

examinamos la viabilidad y el fenotipo de los cultivos celulares en los días 3, 

7 y 10 después del inicio del cultivo. Según los resultados, no se observan 

diferencias significativas en la viabilidad (Figura 16B) ni en la proliferación 

celular (Figura 16C) entre cualquiera de las condiciones. De hecho, la 

población CD25+ proliferó un promedio de cuatro ciclos de expansión (4.06 ± 

1.57, media ± SEM) y la fracción CD25neg, tratada o no con TGF-β1, mostraron 
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una media de 2,90 ± 0,54 y 3,00 ± 0,98 ciclos de expansión, respectivamente 

(media ± SEM). Enfocándonos en el fenotipo celular, se analizó la frecuencia 

de la subpoblación CD25+FOXP3+. A día 3, se pudo apreciar un aumento 

significativo del porcentaje de la subpoblación CD25+FOXP3+ en todas las 

fracciones CD25neg, alcanzando niveles equivalentes a las CD25+. Sin embargo, 

este aumento en la fracción de células CD25neg no tratadas con TGF-β1 resultó 

ser transitorio, pues se redujo paulatinamente en los días siguientes. Por el 

contrario, a pesar de que la expresión del CD25 y del FOXP3 en la fracción de 

células CD25neg tratadas con TGF-β1 también alcanza su máximo a día 3, esta 

se mantuvo más elevada durante los 10 días que duró el cultivo con respecto 

a las CD25neg sin TGF-β1. Sin embargo, en ambos casos fue inferior a la 

expresión mostrada por la condición de thyTreg CD25+ los días 7 y 10 de 

cultivo (70,69 ± 5,88% en la fracción de CD25neg tratadas con TGF-β1 y 89,62 ± 

3,35% en las células thyTreg CD25+, el día 10 de cultivo. Media ± SEM. Figura 

16D). 

Se analizó también si estas células expresaban otros marcadores asociados a 

la función reguladora de las Treg, como el CD39 o CTLA-4, dos marcadores 

asociados a la función reguladora en Treg (44, 188). El día del aislamiento 

celular, la expresión de CD39 en la subpoblación CD25+FOXP3+ fue 

significativamente diferente entre la fracción CD25+ (37.64 ± 5.31%, media ± 

SEM) y la fracción CD25neg (11.54 ± 2.24%, media ± SEM) (Figura 16E). A 

medida que avanzaron los días de cultivo, esta expresión del CD39 en la 

condición de CD25neg aumentó con el paso de los días de cultivo, 

independientemente de si las células fueron tratadas, o no, con TGF-β1, 

mientras que la expresión disminuyó progresivamente en la fracción CD25+ 

(Figura 16E). En el caso del CTLA-4, este fue altamente expresado en todas las 

condiciones el día del aislamiento, con un pico de expresión en el día 3 en la 

fracción CD25+ (82.95 ± 3.43%) y en la condición de células CD25neg tratadas 

con TGF-β1 (74,81 ± 4,83%, media ± SEM). Sin embargo, su expresión fue 

decreciendo a lo largo de los días de cultivo en todas las condiciones (thyTreg 

CD25+: 34,10 ± 15,98 %; y CD25neg tratado con TGF-β1: 43,75 ± 13,53 %, a día 

10 después del inicio del cultivo, media ± SEM, Figura 16F). 
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Figura 16. Viabilidad y fenotipo después del aislamiento y durante el cultivo celular 

de las células extraídas del timo. Las thyTreg CD25+ y las fracciones CD25neg son, 

respectivamente, las fracciones positiva y negativa de la selección del CD25 de los 

timocitos. (A) Los diagramas de puntos representan el porcentaje de viabilidad, las 

subpoblaciones de CD4/CD8 y la expresión de CD25/FOXP3 tras el marcaje de cada 

fracción el día del aislamiento celular medidos por citometría de flujo. Estos diagramas 

de puntos pertenecen a un experimento representativo de 14. Células CD4+ simples 

positivas (CD4SP); Células CD8+ simples positivas (CD8SP); y células CD4+/CD8+ dobles 

positivas (DP). (B) Evolución de los porcentajes medios de células viables a lo largo de 

10 días de cultivo. (C) Factor multiplicador de la expansión de las células entre los días 

3 y 7 de cultivo; cada símbolo corresponde a un individuo. (D) Evolución del fenotipo 

regulador estudiando la media de los porcentajes de expresión de los marcadores 

CD25+FOXP3+ en las células vivas a lo largo de 10 días de cultivo. (E) Evolución de la 

media de los porcentajes de expresión del marcador CD39 en la subpoblación 

CD25+FOXP3+ vivas a lo largo de 10 días de cultivo. (F) Evolución de la media de los 

porcentajes de expresión del marcador CTLA-4 en la subpoblación CD25+FOXP3+ vivas 

a lo largo de 10 días de cultivo. Se muestra la media ± SEM de 14 experimentos 

independientes en cada condición. Diferencia estadísticamente significativa cuando p < 

0.05. Un * sobre los puntos en la gráfica representa una diferencia significativa de todas 

las condiciones con respecto al CD25+. Un * lateral con líneas de conexión representa 

diferencias significativas entre las condiciones indicadas. Estadística proporcionada por 

el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. Figura publicada en Gallego 

et al,. 2021 (187). 

En resumen, las células primarias derivadas de timocitos humanos, cuando se 

estimulan adecuadamente, pueden ser mantenidas en cultivo ex vivo durante, 

al menos, 10 días, presentando una alta viabilidad y capacidad proliferativa. 

Además, el tratamiento con TGF-β1 mantuvo una alta expresión de CD25, 

FOXP3 y CTLA-4, así como la adquisición del marcador CD39 en la condición 

CD25neg del timo. 

 El tratamiento con TGF-β1 no induce una capacidad 

supresora robusta en las células CD25neg derivadas de 

timocitos 

Dado que la fracción de CD25neg +TGF-β1 adquirieron un fenotipo de tipo 

regulador constituido por la expresión de CD25, FOXP3, CTLA-4 y CD39, 

estudiamos si estas células pudieron desarrollar una función supresora 

similar a la de las thyTreg CD25+. Para ello, analizamos la capacidad supresora 

de las células el día 7 midiendo su capacidad para inhibir la proliferación de 

CMSP alogénicas marcadas con CTVio (Ver apartado V.7.1).  
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Las células thyTreg CD25+ limitaron la proliferación de células CTVio+ CD4+ 

de forma eficiente y dosis-dependiente. Además, esta supresión fue similar a 

la ejercida por las pCD25+ (Figura 17A). Las células pCD25neg naive +TGF-β1 

redujeron la proliferación de las CTVio+ CD4+ alogénicas de una forma similar 

a la mostrada por las pCD25+. Sin embargo, las células CD25neg derivadas del 

timo con TGF-β1 sólo pudieron limitar parcialmente la proliferación y de una 

forma muy heterogénea (Figura 17B). Finalmente, se observó una correlación 

positiva entre la frecuencia de expresión del CTLA-4 y del CD39 en ambas 

fracciones CD25neg (CD25neg y CD25neg + TGF-β1) derivadas del timo con la 

función supresora ejercida por esas mismas células (p = 0,0257 y p = 0.0349, 

respectivamente. Figura 17C y D).  

Por lo tanto, aunque el TGF-β1 mantuvo una alta expresión del FOXP3 en las 

células CD25neg derivadas del timo, estas no desarrollaron una función 

supresora similar a la observada en las thyTreg CD25 ni en las Tconv naive 

CD25neg de periferia tratadas con el TGF-β1. Además, esta heterogénea 

capacidad de supresión fue correlacionada con la expresión de CTLA-4 y 

CD39, lo que podría indicar que una adquisición estable de estos marcadores 

es imprescindible para la función supresora. 
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Figura 17. Supresión de la proliferación de células T CD4+ alogénicas por las células 

supresoras derivadas del timo y de la periferia. (A) Porcentaje de supresión de la 

proliferación de células CTVio+CD4+ después de 3 días de co-cultivo con CD25+ 

derivadas de timo (thyTreg) y de periferia (nTreg), a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (células CD25+ : 

células CTVio+). El porcentaje de supresión se calculó siguiendo el método del índice de 

división (185). Cada símbolo corresponde a un individuo. (B) Porcentaje de supresión de 

la proliferación de células CTVio+CD4+ después de 3 días de co-cultivo con células CD25+ 

y CD25neg tratadas con TGF-β1 derivadas del timo o de sangre periférica. Los valores 

negativos corresponden a un aumento de la proliferación de las células CTVio+CD4+. 

Cada símbolo corresponde a un individuo. (C) Correlación y regresión lineal (línea 

negra) entre el porcentaje de supresión de células CTVio+CD4+ y el porcentaje de 

expresión del CTLA-4 (en CD25neg y CD25neg +TGF-β1, valorado en células CTVioneg 

vivas). (D) Correlación y regresión lineal (línea negra) entre el porcentaje de supresión 

de células CTVio+CD4+ y el porcentaje de expresión del CD39+ (en CD25neg y CD25neg 

+TGF-β1, valorado en células CTVioneg vivas). Cada símbolo corresponde a un individuo. 

Diferencias significativas * cuando p<0,05; ns=no significativo. Estadística 

proporcionada por test T de Student. Las correlaciones se determinaron mediante la 

correlación de rangos de Spearman, y r es el coeficiente de correlación de Spearman. * p 

< 0,05 se consideró estadísticamente significativo. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 

(187). 

 Las CD25neg +TGF-β1 mantienen el fenotipo tras el ensayo 

de supresión  

Esta capacidad supresora heterogénea mostrada por las células de timo 

CD25neg +TGF-β1 podría estar relacionado con la inestabilidad fenotípica. Por 

lo tanto, comprobamos los marcadores celulares asociados a Treg antes y 

después del ensayo de supresión (Figura 18A). Aunque la expresión del 

CD25+FOXP3+ en las thyTreg CD25+ disminuye ligeramente al finalizar el 

ensayo de supresión, su expresión seguía siendo superior a la de la condición 

CD25neg +TGF-β1, que también se vio ligeramente reducida. Por otra parte, la 

expresión de los marcadores CD39 y CTLA-4 no cambiaron en ambas 

subpoblaciones (Figura 18B). Por lo tanto, la falta de una función supresora 

homogénea por parte de las células CD25neg +TGF-β1, comparándola con las 

células thyTreg CD25+, no pudo ser explicada debido a una pérdida de la 

expresión de las proteínas asociadas con la supresión durante los tres días de 

duración del co-cultivo en el ensayo de supresión. 
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Figura 18. Fenotipo celular antes y después del ensayo de supresión. Después de 7 días 

de cultivo, las CD25+ y CD25neg + TGF-β1 (células efectoras) se co-cultivaron durante 3 

días con CMSP alogénicas marcadas con CTVio, a ratio 2:1 (células efectoras : célula 

CTVio+). (A) En el panel superior se muestran diagramas de puntos con el porcentaje de 

los marcadores CD25/FOXP3 de cada fracción en el día 7 de experimento, antes del inicio 

del ensayo de supresión. En el panel inferior se muestran diagramas de puntos con la 

estrategia de análisis utilizada después del ensayo de supresión. Para analizar los 

marcadores celulares de las fracciones derivadas del timo, se analizaron las células 

negativas para CTVio. Los diagramas de puntos pertenecen a un experimento 

representativo de 3 o 4 experimentos. (B) Histogramas que representan la frecuencia de 

CD25+FOXP3+ (izquierda), CTLA-4+ (centro) y CD39+ (derecha) de las células vivas 

CTVio negativas antes y después del ensayo de supresión. Cada símbolo corresponde a 

un individuo. ns= no significativo. Estadística proporcionada por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de 2 factores. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 

(187). 

 La depleción de las células CD8+ y la expresión ectópica del 

FOXP3 en las células CD25neg +TGF-β1 derivadas del timo 

no incrementa su capacidad supresora 

Para intentar explicar las anteriores diferencias observadas entre las thyTreg 

y las CD25neg + TGF-β1, estudiamos más en profundidad las subpoblaciones 

de partida que componen a esas fracciones. Como se puede observar, la 

subpoblación CD4SP representó la mayoría de las células en todas las 

condiciones del cultivo, y su proporción aumentaba a medida que 

transcurrían el tiempo de cultivo, especialmente en ambas fracciones CD25neg 

(Figura 19A). Por otro lado, se muestran diferencias significativas en la 

frecuencia de la subpoblación CD8SP en ambas condiciones CD25neg, sin y con 

TGF-β1, en todos los días desde el inicio del cultivo. En el caso de la 

subpoblación DP, a pesar de que no se observen diferencias significativas, la 

fracción CD25+ presenta porcentajes más elevados a los del resto de fracciones 

CD25neg (Figura 19B y C). En este contexto, aunque se han descrito células con 

funcionalidad supresora y con un fenotipo CD8+ FOXP3+, nos preguntamos si 

esta alta presencia de la subpoblación CD8SP en la fracción CD25neg + TGF-β1 

podría explicar la inestabilidad observada en su expresión del FOXP3 y, 

también, su heterogénea capacidad para desarrollar una correcta función 

supresora.  
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Figura 19. Frecuencias de las subpoblaciones CD4, CD8 y DP en las células derivadas 

del timo a lo largo de los días de cultivo. Diagrama de cajas y bigotes que representa la 

mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al máximo de la 

frecuencia de las subpoblaciones (A) CD4SP, (B) CD8SP y (C) CD4+CD8+ DP, a lo largo 

de los 10 días de cultivo. Medianas de n=10 experimentos independientes a día 0, de n=6 

a día 3 y 10, y de n=9 a día 7, en cada condición. Diferencias estadísticamente 

significativas * cuando p<0,05. Diferencias significativas cuando se comparan con la 

fracción de células CD25+. Estadística proporcionada por el test de comparaciones 

múltiples ANOVA de dos factores. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187). 
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Por lo tanto, con la intención de asegurar que las fracciones CD8SP y DP no 

estuvieran influyendo en la estabilidad y la funcionalidad de las CD25neg, 

purificamos la fracción CD25negCD8neg, reduciendo la presencia de la 

población CD8SP con respecto a los timocitos de partida (Tabla 2). 

Tabla 2. Frecuencias de viabilidad y marcadores celulares el día del aislamiento 

celular. (A) Medias ± SEM de las frecuencias de células vivas, CD8SP, CD4SP, 

CD25+FOXP3+ (en el total de células vivas), CTLA-4 (dentro de la subpoblación 

CD25+FOXP3+), CD39 (dentro de la subpoblación CD25+FOXP3+) y el fenotipo clásico 

Treg (CD25+FOXP3+ dentro de las CD4SP) en las tres fracciones diferentes obtenidas el 

día del aislamiento celular (timocitos totales, thyTreg CD25+ y CD25negCD8neg), obtenidas 

mediante análisis de citometría de flujo. (B) Comparación estadística entre las medias ± 

SEM de todas las subpoblaciones entre las fracciones CD25+ y timocitos y entre CD25+ y 

CD25negCD8neg, donde p < 0,05, * y destacado en negrita, se considera significativo. 

Comparaciones estadísticas proporcionadas por el test de comparaciones múltiples 

ANOVA de un factor. Tabla publicada en Gallego et al,. 2021 (187). 

Anteriormente, los resultados han mostrado que la expresión del CD25 y del 

FOXP3 en las CD25neg tratadas con TGF-β1, a pesar de mantenerse elevada, 

era inferior a la de las CD25+ y se veía reducida tras un co-cultivo celular, 

desencadenando una heterogénea e inestable capacidad supresora. Con el fin 

de estabilizarla, además de eliminar las subpoblaciones que expresaban el 

CD8, se intentó sobre-expresar un FOXP3 ectópico que no estuviera sujeto a 

las regulaciones genéticas o epigenéticas de las células. Para ello, las 

 A)  Cellular Subsets Analysed B)  Statistic Comparison 

 

Total 

Thymocytes 

(%) 

thyTreg 

CD25+ 

subset (%) 

CD25negCD8neg 

subset (%) 

P CD25+ vs 

Thymocytes 

P CD25+ vs 

CD25neg 

CD8neg 

Living cells 69,81 ± 4,99 83,22 ± 2,29 81,86 ± 3,40 0.1494 >0.999 

CD8SP  12,76 ± 2,47 2,67 ± 0,65 4,63 ± 1,39 0.0643 0.6858 

CD4SP  37,51 ± 4,44 69.62 ± 2,47 59,97 ± 6,41 0.0010 >0.999 

CD25+FOXP3+  5,38 ± 0,30 77,44 ± 3,74 2,65 ± 0,46 0.0004 0.0004 

CTLA-4 in 

CD25+FOXP3+ 
64,96 ± 5,86 77,87 ± 3,47 56,83 ± 9,03 0.1863 0.2215 

CD39 in 

CD25+FOXP3+ 
23,39 ± 3,88 36,70 ± 7.96 11,13 ± 2,19 0.5334 0.2803 

Treg (CD25+ 

FOXP3+ in 

CD4SP) 

11,59 ± 0,91 82,38 ± 2,69 4,18 ± 0,96 0.0002 0.0001 
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CD25negCD8neg fueron transducidas con vectores lentivirales MSCV-FOXP3 o 

MSCV-ΔFOXP3 (vector control), en combinación con estimulación 

proporcionada por las Dynabeads, con la IL-2 y con el tratamiento con TGF-β1 

(Ver apartados V.3.1 y V.4.2) (Figura 20A).  

Los resultados muestran que todas las fracciones celulares presentaban más 

del 60% de viabilidad (Figura 20B). Además, gracias a la proteína EGFP, 

codificada por los vectores aquí empleados, fuimos capaces de determinar el 

porcentaje de las células correctamente transducidas. A día 7, tras el 

tratamiento con puromicina para seleccionar las células correctamente 

transducidas, casi todas las células expresaban eficientemente la proteína 

EGFP (97.60 ± 1.16% para la condición CD25negCD8negFOXP3 y 98,61 ± 0,41% 

para la condición CD25negCD8negΔFOXP3, media ± SEM. Figura 20C). Por un 

lado, tal y como era de esperar, tanto a día 7 como a día 14 la fracción CD25+ 

presentó unos elevados niveles de FOXP3. Por otro lado, a día 7 las células 

CD25negCD8neg transducidas con el vector MSCV-FOXP3 y tratadas con TGF-

β1 fueron las únicas que mostraron unos niveles de FOXP3 parecidos a las 

CD25+ (92.39 ± 0.89% y 91.88 ± 0.70%, respectivamente, media ± SEM). Sin 

embargo, aunque a día 14 esta fracción aún expresaba unos niveles de FOXP3 

altos (77.83 ± 9.99%, media ± SEM), esta expresión no era ni igual de alta ni de 

homogénea a lo observado en la fracción CD25+ (95,21 ± 1,71%, media ± SEM) 

(Figura 20D). De hecho, esta reducción en la expresión de FOXP3 a día 14 se 

produjo a pesar de que el 96,24 ± 1,16% (media ± SEM) de las células 

CD25negCD8neg transducidas con MSCV-FOXP3 y tratadas con TGF-β1 

expresaban la proteína EGFP (Figura 20C). En resumen, aunque las células 

procedentes de timocitos pueden ser eficientemente transducidas por 

lentivectores sin que su viabilidad se vea comprometida, la expresión de un 

FOXP3 ectópico también se vio reducida a medida que transcurrieron los días 

de cultivo.   

También probamos si la sobre-expresión de un FOXP3 ectópico en la 

condición de células CD25negCD8neg tratados con TGF-β1 podría inducir una 

eficiente capacidad supresora. A día 14, las condiciones CD25negCD8neg 

estimuladas y tratadas con TGF-β1, independientemente de si fueron 
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transducidas o no, ejercían una cierta supresión de la proliferación de células 

T CD4+, pero esta capacidad supresora siguió siendo menor que la mostrada 

por la fracción CD25+. Curiosamente, no se observaron diferencias 

significativas entre la supresión ejercida por las CD25negCD8neg transducidas 

con MSCV-FOXP3 + TGF-β1, por MSCV-ΔFOXP3 + TGF-β1 y las únicamente 

tratadas con TGF-β1 (Figura 20E). Este resultado demuestra que la sobre-

expresión de FOXP3 exógeno no indujo una mejor capacidad supresora en las 

CD25negCD8neg, a diferencia de los resultados obtenidos en las Tconv de 

periferia. 

Finalmente, estudiamos la expresión de CTLA-4 a lo largo del cultivo. Se 

puede observar una alta expresión de CTLA-4 en la subpoblación 

CD4+CD25+FOXP3+ de todas las fracciones celulares a día 7. Sin embargo, a 

día 14 esta expresión se vio significativamente reducida en todas las 

condiciones CD25negCD8neg, en comparación con la fracción CD25+ (Figura 

20F). Además, se observa una correlación positiva entre el porcentaje de 

supresión de la proliferación de células CTVio+CD4+ con el porcentaje de 

expresión de FOXP3 en el total de células viables (Figura 20G); y con la 

frecuencia del CTLA-4+ en la subpoblación CD4+CD25+FOXP3+ (Figura 20H), 

al analizar todas las condiciones (CD25+ y CD25negCD8neg + TGF-β1, 

transducidas o no transducidas).  
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Figura 20. Viabilidad y funcionalidad de los timocitos CD25negCD8neg modificados 

genéticamente y/o tratados con TGF-β1. (A) Esquema representación del protocolo 

experimental, desde la disgregación del timo hasta el día 14. Las flechas indican el día y 

procedimiento realizado en cada paso. (B) Diagrama de puntos que muestra el 

porcentaje de células viables para cada condición, a día 7 y 14 (media ± SEM). N=4 a día 

7 y N=3 a día 14 en todas las condiciones. (C) Diagrama de puntos que muestra el 

porcentaje de células transducidas, observado por la frecuencia de la expresión de la 

proteína fluorescente verde (EGFP) (media ± SEM). N=4 a día 7 y N=3 a día 14 en todas 

las condiciones. La flecha representa el inicio del tratamiento con puromicina. D) 

Diagrama de puntos que muestra el porcentaje de células que expresan FOXP3 en las 

células vivas (media ± SEM). Cada símbolo corresponde a un individuo, a día 7 y 14. N=4 

a día 7 y N=3 a día 14 en todas las condiciones. (E) Histograma con el porcentaje de 

supresión de proliferación de células diana CTVio+CD4+, calculada utilizando el método 

del índice de división (media ± SEM) a día 14. N=3 en cada condición. (F) Histograma 

con la frecuencia de expresión de CTLA-4 en la subpoblación CD4+CD25+FOXP3+ dentro 

de las células vivas, a día 7 y 14 (media ± SEM). N=4 a día 7 y N=3 a día 14 en todas las 

condiciones. (G) Correlación y regresión lineal (línea negra) entre la frecuencia de 

supresión de la proliferación de células CTVio+CD4+ y el porcentaje de células vivas 

expresando el FOXP3+. Cada símbolo corresponde a un individuo. (H) Correlación y 

regresión lineal (línea negra) entre la frecuencia de supresión de la proliferación de 

células CTVio+CD4+ y el porcentaje de células vivas expresando el CTLA-4+ en la 

subpoblación CD4+CD25+FOXP3+ de las CTVioneg. Cada símbolo corresponde a un 

individuo. Estadísticamente significativo * cuando p < 0,05 al comparar las condiciones 

indicadas determinado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Las correlaciones se determinaron mediante la correlación de rango de Spearman y se 

consideraron estadísticamente significativos * cuando p<0,05. Figura publicada en 

Gallego et al,. 2021 (187). 

Por lo tanto, la inducción de la expresión ectópica del FOXP3 en células 

tímicas primarias CD25negCD8neg tratadas con TGF-β1 es factible, 

manteniendo una alta viabilidad. Sin embargo, no se materializó en una 

expresión estable del FOXP3 dentro de las células que fueron transducidas. 

Tampoco fue capaz de mantener la estabilidad en la expresión del CTLA-4, ni 

una función supresora robusta u homogénea en las células modificadas 

genéticamente.  

 Las CD25neg +TGF-β1 son menos estables en ambientes pro-

inflamatorios que la población thyTreg CD25+ 

Una de las características más valiosas de las Treg que se haya demostrado 

para su uso seguro como inmunoterapia es su estabilidad fenotípica bajo 

condiciones inflamatorias, ya que algunos tipos de Treg presentan una 
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plasticidad celular muy alta hacia determinados tipos de Tconv, como las Th1 

y Th17 (91, 189). 

Debido a la inestabilidad en la expresión del FOXP3 y del CTLA-4 en las 

células CD25neg derivadas del timo, examinamos su estabilidad fenotípica re-

estimulando a las células CD25neg tratadas con TGF-β1, bajo ambientes pro-

inflamatorios polarizantes hacia los fenotipos Th1 o Th17 (Ver apartado 

V.8.1). Este estudio fue realizado a día 7, cuando las células CD25neg + TGF-β1 

aún presentaban una alta expresión del FOXP3. Las células de la fracción 

CD25+, cuando se re-estimularon bajo condiciones de cultivo polarizantes 

hacia fenotipos Th1 o Th17, casi no mostraron células productoras de IFN-γ, 

de IL-10 ni secreción de IL-17, en comparación con la condición control sin 

tratamiento polarizante (NT) (Figura 21A, B y C). Por lo tanto, tal y como 

había sido descrito anteriormente (77, 112), las CD25+ procedentes de timo no 

fueron susceptibles de cambiar su fenotipo bajo condiciones pro-

inflamatorias. Por el contrario, la fracción CD25neg tratada con TGF-β1 mostró 

un aumento significativo en las frecuencias de células productoras de IFN-γ 

en la condición de polarización Th1, en comparación con la fracción CD25+ 

(Figura 21A). Además, las condiciones de polarización Th1, Th17 e, incluso, 

una simple re-estimulación, indujeron un aumento en la producción de IL-17 

y en el porcentaje de las células productoras de IL-10 (Figura 21B y C). 

Finalmente, mientras que el porcentaje de células CD25+FOXP3+ en la fracción 

CD25+ no se vio afectado en ninguna de las condiciones polarizantes NT, Th1 

o Th17, las células de la fracción CD25neg +TGF-β1 mostraron una significativa 

disminución en la frecuencia de la subpoblación CD25+FOXP3+ cuando se 

cultivó bajo la condición de polarización hacia Th1 (Figura 21D). Por lo tanto, 

a pesar el tratamiento con el TGF-β1, las células CD25neg presentaron una gran 

capacidad de producción de citoquinas pro-inflamatorias cuando fueron 

cultivadas en un ambiente polarizante hacia un fenotipo Th1, mostrando que 

no se habían inducido correctamente las cualidades de las thyTreg.  

También cuantificamos la producción intracelular de IL-2, IL-10 e IFN-γ en 

las fracciones de células CD25negCD8neg transducidas, o no, y tratadas con 

TGF-β1 tras una re-estimulación, pero sin un entorno pro-inflamatorio. 
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Primeramente, tal y como se puede observar, la expresión de estas citoquinas 

intracelulares fue menor en la subpoblación FOXP3+ con respecto a la 

FOXP3neg de la fracción CD25negCD8neg sin tratamiento con el TGF-β1. Esto 

demuestra que la expresión del FOXP3 está relacionada con una menor 

producción de citoquinas tras una re-estimulación celular (Figura 21E). 

Después, se observó un mayor porcentaje de células productoras IL-2 e IFN-

γ, y frecuencias más bajas de células productoras de IL-10, en todas las 

condiciones CD25negCD8neg tratadas con TGF-β1, independientemente de si 

fueron transducidas o no, en comparación con la fracción CD25+, aunque las 

diferencias no fueron significativas en todas las comparativas (Figura 21F). 

Finalmente, se observaron asociaciones negativas entre la frecuencia de la 

población CD25+FOXP3+ y los porcentajes de células productoras de IFN-γ o 

de IL-10, al analizar todas las condiciones no CD25+ (Spearman r = -0.8246, p 

< 0.0001, y r = -0.5348, p = 0.0222, respectivamente. Figura 21G). A menor 

frecuencia de CD25+FOXP3+, se observa una mayor inestabilidad para 

producir citoquinas pro- y anti-inflamatorias en las fracciones celulares 

derivadas de los timocitos CD25neg.  
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Figura 21. Expresión de citoquinas por las células derivadas del timo después de una 

re-estimulación o bajo condiciones de polarización hacia otros fenotipos de células T. 

En el día 7, las CD25neg tratadas con TGF-β1 y las fracciones CD25+ fueron re-estimuladas 

mediante Dynabeads (NT) como condición de control o se re-estimularon bajo 

condiciones de polarización hacia fenotipos Th1 o Th17. Histogramas con: (A) 

Frecuencias de células productoras de IFN-γ (medido por citometría de flujo; media ± 

SEM). N=3. (B) Niveles de IL-17 (pg/mL) del sobrenadante fueron medidos por ELISA 

(media ± SEM). N=3. (C) Frecuencias de células productoras de IL-10 (medido por 

citometría de flujo; media ± SEM). (D) Los porcentajes de células CD25+FOXP3+ dentro 

de las células vivas (medido por citometría de flujo) (media ± SEM). N=3. (E) Diagramas 

de puntos con la producción de citoquinas en células re-estimuladas sin un entorno 

polarizante. Ejemplo de la estrategia de análisis para seleccionar células productoras de 

citoquinas en la fracción CD25negCD8neg, según la expresión de FOXP3. Las células 

productoras de IL-2, IL-10 e IFN-γ en las subpoblaciones FOXP3+ y FOXP3neg se 

evaluaron mediante citometría de flujo. (F) Histogramas con el porcentaje de expresión 

de las citoquinas IL-2, IL-10 e IFN-γ detectadas en el total de células vivas (media ± SEM). 

N=3. (G) Correlaciones entre la frecuencia de las células CD25+FOXP3+ dentro de las 

células vivas, frente al porcentaje de células productoras de IFN-γ (izquierda) y de IL-10 

(derecha). Estadísticamente significativo * cuando p < 0,05. Estadística proporcionada 

por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. Las correlaciones se 

determinaron mediante la correlación de rango de Spearman, correspondiendo cada 

símbolo a un individuo. Se consideraron estadísticamente significativas todas las 

comparaciones cuando p < 0,05. Figura publicada en Gallego et al,. 2021 (187). 

En resumen, tal y como se esperaba, las thyTreg CD25+ mostraron una gran 

funcionalidad supresora y una evidente estabilidad fenotípica tanto en la 

expresión del CD25 y del FOXP3 a lo largo de los días de cultivo, como en la 

escasa producción de citoquinas pro-inflamatorias tras una re-estimulación, 

incluso a pesar de estar bajo entornos polarizantes Th1 y Th17. Sin embargo, 

al contrario a lo observado en los linfocitos T CD4 naive de periferia, ni el 

tratamiento con altas dosis de IL-2 y TGF-β1, ni la selección de la población 

CD4+CD25negCD8neg más pura, ni la transducción con vectores lentivirales 

para forzar la expresión de un FOXP3 ectópico, avalan que se puedan usar los 

timocitos CD25neg como una fuente alternativa de thyTreg. Se puede asumir 

que la expresión del FOXP3 está estrechamente relacionada con la expresión 

del CTLA-4, con la función supresora y con la estabilidad celular a la hora de 

producir citoquinas pro-inflamatorias. Por lo tanto, parece muy improbable 

utilizar de manera segura estos timocitos como una fuente alternativa de 

thyTreg para terapias celulares supresoras y se requieren futuros estudios 

para alcanzar ese fin.  



133 

 

VI.2 Generación de células de línea antígeno-específicas: 

Detección del UniCAR y su capacidad de activación 

celular 

Como fue demostrado anteriormente por nuestro grupo y que también ha 

sido confirmado en el apartado VI.1 del presente estudio, las células thyTreg 

CD25+ procedentes de timo y expandidas ex vivo son muy estables y presentan 

una alta capacidad supresora (112). Por ello, en esta segunda sección de 

resultados, nos centramos en estudiar la posibilidad de incrementar las 

habilidades supresoras de las células thyTreg CD25+ convirtiéndolas en 

células específicas de Ag. Para ello, uno de los principales métodos para 

llevarlo a cabo es la modificación genética con CAR. 

En nuestro laboratorio, nos hemos basado en la estructura del UniCAR cuyo 

dominio extracelular es una estreptavidina monomérica (mSA2). A diferencia 

de los CAR convencionales, que reconocen específicamente un Ag, este 

mSA2-CAR ha sido especialmente diseñado para reconocer la biotina de una 

forma mucho más específica, con menos uniones aberrantes y con menos 

potencial inmunogénico que otros análogos, como la avidina (179). Debido a 

la capacidad de reconocimiento de múltiples dianas con una sola estructura 

CAR, simplemente cambiando de intermediario biotinilado, este mSA2-CAR 

también ha sido denominado como CAR Universal o simplemente UniCAR.  

 El constructo UniCAR de 3ª generación se expresa en la 

superficie de células de línea y activa las células que lo 

expresan.  

Gracias a los vectores lentivirales codificantes del UniCAR generados, fuimos 

capaces de transducir eficazmente células de línea Jurkat, en las que 

observamos una alta expresión de la proteína EGFP tras la transducción. Aun 

así, aislamos las células EGFP+ mediante el separador celular para obtener una 

población celular homogénea. Para confirmar que el constructo UniCAR 

estaba expresándose correctamente, junto con la EGFP, marcamos las células 

con dos compuestos biotinilados. Por un lado, usamos el fluorocromo Atto655 
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unido a una biotina (Figura 22, izquierda). Por otro lado, utilizamos un 

sistema de Ac primario biotinilado (IgG-Biotina de rata) más un Ac 

secundario fluorescente (αIgG-APC frente a rata) (Figura 22, derecha). 

Mediante citometría de flujo, se puede observar que la proteína EGFP y la 

señal emitida en la longitud de onda de los fluorocromos co-expresan en las 

células Jurkat modificadas para expresar el UniCAR. 

 

Figura 22. Expresión superficial del UniCAR en células de línea Jurkat. Células de 

línea Jurkat transducidas con lentivectores que codificaban la proteína UniCAR y EGFP. 

EGFP y UniCAR visualizado por citometría de flujo. Para marcar el UniCAR se usó: 

(izquierda) el fluorocromo Atto-655-Biotina; y (derecha) la combinación de un Ac 

isotípico primario IgG de rata biotinilado con un Ac secundario αIgG-APC frente a rata 

procedente de asno. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de 

n=10.  

 Los medios de cultivo y su suplementación afectan al 

UniCAR. 

El constructo UniCAR se ha generado con el objetivo de llegar a ser parte del 

arsenal inmunoterapéutico frente enfermedades humanas. El suero humano 

puede contener biotina o biomoléculas derivadas de la biotina, como la 

biocitina (190), pudiendo bloquear el contacto entre el UniCAR y el Ac 

biotinilado de interés y, así, impedir el efecto terapéutico deseado. Para 

analizar si el suero humano tiene moléculas bloqueantes del UniCAR, durante 

tres días, se cultivaron Jurkat-UniCAR en dos medios clásicos de cultivo, el 
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RPMI suplementado con 10% de FBS (RPMI-FBS) o el Xvivo-15 suplementado 

con 5% SAB (Xvivo-SAB).  

Cuando las células están cultivadas en RPMI-FBS, la captación del Atto665-

Biotina por parte del UniCAR se mantiene constante y sin interferencias. Por 

el contrario, si las células están cultivadas en Xvivo-SAB, la captación del 

Atto665-Biotina es bloqueada y esa neutralización se mantiene en todo 

momento durante el cultivo en este medio (Figura 23A). A continuación, se 

realizó un experimento en el que las Jurkat-UniCAR que estaban cultivadas 

en un medio se cambiaron al otro, y viceversa. Se puede observar que la 

neutralización del UniCAR ocurre en menos de 24 horas, ya que las células 

que estaban en RPMI-FBS al inicio del experimento y que se cambiaron al 

Xvivo-SAB pierden completamente la capacidad de captar el Atto655-Biotina. 

Por el contrario, cuando las células que estaban cultivadas Xvivo-SAB se 

cultivan en RPMI-FBS, esa captación de Atto665-Biotina por el UniCAR se 

restaura totalmente en 24 horas (Figura 23B). Finalmente, se estudió si el 

origen de esa neutralización residía en el medio de cultivo o en los sueros de 

suplementación. Según los resultados, este bloqueo es debido a las proteínas 

disueltas en el medio de cultivo y no es dependiente de la suplementación que 

reciben, ya que se observa la misma capacidad de detección del Atto665-

Biotina en RPMI-FBS y RPMI-SAB, y en Xvivo-FBS y Xvivo-SAB (Figura 23C)  
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Figura 23. Los medios de cultivo pueden neutralizar la capacidad de unión del 

UniCAR a la biotina. (A) Histograma que representa la detección del UniCAR en células 

Jurkat-UniCAR cultivadas durante 3 días en RPMI + 10% FBS (RPMI-FBS) o en Xvivo + 

5% SAB (Xvivo-SAB). Cada día, se analizan mediante citometría de flujo la señal del 

UniCAR tras marcar con Atto655-Biotina. Cada barra representa media ± SEM de N=3 

en cada condición. (B) Histograma que representa la detección del UniCAR en células 

Jurkat-UniCAR cultivadas hasta el día 0 en RPMI-FBS o en Xvivo-SAB. A día 0, se 

intercambian los tipos de medios en los que estaban y se cultivan en el nuevo medio 

durante 3 días. Cada día, se analizan mediante citometría de flujo la señal del UniCAR 

tras marcar con Atto655-Biotina. Cada barra representa media ± SEM de N=3 en cada 

condición. * Diferencia significativa cuando p<0.05, proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. (C) Histograma que representa la 

detección del UniCAR tras marcar con Atto655-Biotina en células Jurkat-UniCAR 

cultivadas en RPMI + 10% de FBS, RPMI + 5% de Suero AB humano, Xvivo + 10% de FBS 

y Xvivo + 5% de suero AB humano, mediante citometría de flujo. Cada barra representa 

media ± SEM de N=5 en cada condición. * Diferencia significativa cuando p<0.05, 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se pudo observar que la presencia de 

suero AB humano no impide el reconocimiento del UniCAR y así, se pudo 

optimizar y mejorar los protocolos de cultivo y transducción de las 

condiciones experimentales en los siguientes experimentos.  
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 El constructo UniCAR de 3ª generación activa a las células 

de línea que lo expresan.  

A continuación, evaluamos la capacidad del UniCAR de estimular, mediante 

sus dominios de activación y co-estimuladores, a la célula que lo porta cuando 

se produzca la cascada de reconocimiento entre esta célula, el Ac 

intermediario biotinilado y el Ag diana. Para ello, medimos el porcentaje de 

expresión de una proteína asociada con la activación temprana, el CD69 (191), 

tras 24 horas de cultivo bajo diferentes condiciones. Por un lado, cultivamos 

ambos tipos de células de línea en solitario y estudiamos si la sola presencia 

de un Ac biotinilado (αDC-SIGN-Biotina) sería suficiente para desencadenar 

la cascada de activación celular. Por otro lado, co-cultivamos las Jurkat-

UniCAR con otras células de línea, las THP1 que expresaban la proteína DC-

SIGN y con el intermediario αDC-SIGN-Biotina necesario para el 

reconocimiento de la diana. Se emplearon diversos controles negativos, como 

los cultivos o co-cultivos de células sin ningún tipo de Ac biotinilado o las 

células Jurkat no transducidas, así como el control positivo de activación 

celular (+ PHA) (Ver apartado V.6.1).  

Estudiando los niveles de activación según la intensidad media de 

fluorescencia del CD69 (MFI, por sus siglas en inglés), los resultados indican 

que las Jurkat-UniCAR incrementan su expresión del CD69 cuando reconocen 

la biotina del Ac intermediario, independientemente de si hay, o no, una 

célula expresando la proteína diana de interés. Estos niveles son muy 

superiores a los mostrados en las Jurkat sin transducir, aunque estos no 

alcanzan los niveles de activación de los controles positivos. Por otro lado, sin 

el Ac intermediario, las Jurkat-UniCAR no se estimulan y tienen unos niveles 

de expresión del CD69 similares a los de las Jurkat sin transducir (Figura 24).  
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Figura 24. Activación mediada por UniCAR en células de línea Jurkat. Tras 24 horas 

de cultivo, se estudió la MFI (Intensidad media de fluorescencia) de la expresión del 

CD69 en Jurkat sin transducir y Jurkat-UniCAR que fueron cultivadas solas, o con 

células de línea THP1-DC-SIGN. Estas condiciones fueron a su vez cultivadas sin Ac 

intermediario (control negativo), estimuladas con PHA (control positivo) o cultivadas 

con Ac intermediario αDC-SIGN biotinilado. Estos histogramas suponen un ejemplo 

representativo de n=3 experimentos.  

Por lo tanto, la estructura del UniCAR fue capaz de estimular eficazmente a 

la célula de línea que lo porta. Sin embargo, la sola presencia del Ac 

biotinilado fue suficiente para inducir esta activación en las Jurkat-UniCAR, 

sin que fuera necesario la presencia de la célula diana. Este fenómeno podría 

suponer un problema ya que las células que portan el UniCAR deberían ser 

capaces de activarse sólo bajo la combinación de la diana y del intermediario 

biotinilado adecuado.  

VI.3 Generación de células primarias humanas específicas 

de antígeno: Expresión del UniCAR 

Gracias a los conocimientos generados tras trabajar con las células de línea, se 

optimizaron las condiciones de cultivo celular y el protocolo de transducción 

con los diferentes constructos en las diferentes células primarias que se usaron 

para los siguientes experimentos (linfocitos Tconv y thyTreg). 
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 Transducción de células primarias con los UniCAR y 

selección de las correctamente modificas   

Tras la obtención de las células primarias, ya fueran células mononucleares 

de sangre periférica (CMSP) o thyTreg extraídas del timo (Ver apartados V.3.1 

y V.3.2), estas fueron activadas mediante Dynabeads y transducidas con los 

vectores lentivirales correspondientes. En ambos casos, 3 días después del 

inicio de la activación se retiraron las Dynabeads y se lavaron las células (Ver 

apartados V.4.3 y V.4.4). En este mismo día, se valoró el porcentaje de 

viabilidad y, como resultado, no se observaron diferencias entre los 

constructos utilizados, siendo en la mayoría de los casos entorno al 70% 

(Figura 25A).  

El mismo día 3, se estudiaron los niveles de expresión del EGFP y de UniCAR. 

Se pueden apreciar tres subpoblaciones según la expresión del EGFP, una 

negativa, una positiva intermedia y otra altamente positiva. Es remarcable el 

hecho de que, en todos los casos, la población EGFP positiva intermedia es 

negativa para el Atto665-Biotina y, por tanto, negativa también para el 

UniCAR. Esta población EGFP+UniCARneg supone en torno al 10-15% del total 

de células vivas, mientras que la población con la expresión más alta de EGFP, 

que a su vez concordaba con la expresión más elevada de Atto665-Biotina y, 

por tanto, del UniCAR, suponía entre el 30 y el 40%. (Figura 25B).  

 



140 

 

Figura 25. Viabilidad y expresión superficial del UniCAR y EGFP en células 

primarias. (A) Diagramas de puntos que muestran la viabilidad de células primarias que 

fueron transducidas con lentivectores que codificaban la proteína UniCAR y EGFP, 

visualizados por citometría de flujo a día 3 desde el inicio del experimento. Para marcar 

la Viabilidad se usó 7AAD. (B) Diagramas de puntos que muestran las proteínas 

UniCAR y EGFP de células primarias, visualizados por citometría de flujo a día 3 desde 

el inicio del experimento. Para marcar el UniCAR se usó el fluorocromo Atto655-Biotina. 

Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de lo observado con 

todas las células primarias de esta tesis, tanto las Tconv como las thyTreg modificadas 

genéticamente.  

Para enriquecer la fracción celular que expresaba óptimamente el UniCAR, se 

aisló, mediante un separador celular (MACSQuant® Tyto®), la población 

EGFPalto, pues esta población era la que mostraba mayor expresión de 

UniCAR. Tal y como se puede observar, la población de células obtenidas tras 

el proceso de selección por EGFP, mostraron una viabilidad y una pureza 

superiores al 90% en la población EGFPalto y, por tanto, en UniCAR (Atto655-

Biotina positivo) (Figura 26).  

 

Figura 26. Expresión superficial del UniCAR y EGFP en células primarias tras 

selección celular de la población EGFPalto. Izquierda: Diagrama de puntos que muestra 

la viabilidad de Tconv tras el proceso de selección celular, visualizado por citometría de 

flujo.  Derecha: Diagramas de puntos que muestran las proteínas UniCAR y EGFP en las 

Tconv que fueron transducidas con lentivectores tras el proceso de selección de la 

población EGFPalto, visualizados por citometría de flujo. Para marcar el UniCAR se usó 

el fluorocromo Atto655-Biotina. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo 

representativo de lo observado con todas las células primarias transducidas y aisladas, 

tanto las Tconv como las thyTreg modificadas genéticamente.  

Paralelamente, y siguiendo los mismos protocolos descritos anteriormente, se 

transdujeron las células primarias con el vector que codificaba el CAR19 

(CAR-T ARI-0001), cedido por el Hospital Clínic de Barcelona y ya utilizado 

en pacientes (192-194). Como este constructo no contenía en su estructura 
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secuencia codificante de la proteína EGFP, o cualquier otro marcador, no se 

pudieron purificar mediante el seleccionador celular.   

 Viabilidad y porcentaje de transducción a día 7 de las 

células primarias  

El día 7 desde el inicio del experimento, se estudió la viabilidad de todas las 

células primarias modificadas genéticamente y su control no transducido 

(NT). Se puede apreciar que no existen diferencias significativas en la 

viabilidad entre las condiciones de células primarias modificadas para 

expresar alguna variedad del UniCAR o el CAR19, con respecto de la 

condición control NT (Figura 27A). También se estudió a día 7, transcurridas 

24h desde el aislamiento, el porcentaje de la población de células vivas que 

seguían expresando la proteína EGFP, y se observó que la pureza de las 

células EGFP+ era superior al 95% (Figura 27B).  

Por otro lado, para poder cuantificar el porcentaje de las células correctamente 

transducidas con el CAR19, se usó una molécula de CD19 unida a un 

fluorocromo FITC (Figura 27C). El porcentaje de población que era CAR19 

positiva a día 7 desde el inicio del experimento fue, de media, 70%, 

(alcanzando en algunos experimentos hasta el 90%) (Figura 27D), sin haber 

utilizado el aislador celular.  
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Figura 27. Evaluación de la viabilidad y porcentaje de transducción de las células 

primarias (Tconv y thyTreg) a día 7. (A) Diagrama de cajas y bigotes que representa la 

media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al 

máximo del porcentaje de viabilidad de las células primarias no transducidas, tanto 

Tconv como thyTreg (NT) (N=9) y de las mismas células con expresión de alguna 

variedad del UniCAR (N=9 de cada condición) o el CAR19 (N=7) a día 7. (B) Diagrama 

de cajas y bigotes que representa la media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las 

barras de error del valor mínimo al máximo del porcentaje de expresión del EGFP en las 

condiciones de células primarias no transducidas (NT) y transducidas con alguna 

variedad del UniCAR a día 7. N=9. Diferencia estadísticamente significativa * cuando 

p<0,05, proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor 

comparando las condiciones transducidas con la NT. (C) Diagramas de puntos que 

muestran células primarias que fueron transducidas con lentivectores que codificaban la 

proteína CAR19. Se usó una molécula de CD19-FITC para visualizar directamente el 

CAR19 por citometría de flujo. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo 

representativo de 7 experimentos. (D) Diagrama de cajas y bigotes que representa la 

media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al 

máximo del porcentaje de expresión de la CD19-FITC en las condiciones de células 

primarias no transducidas (NT) y transducidas con el CAR19, a día 7. N=7. Diferencia 

estadísticamente significativa * cuando p<0,05, proporcionado por test de Mann-

Whitney. 

Por tanto, en este apartado se concluye que los diferentes tipos de UniCAR 

son capaces de ser introducidos y expresados correctamente en células 
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primarias. A su vez, gracias al separador celular, conseguimos enriquecer las 

poblaciones con mayor expresión de los UniCAR.  

VI.4 Fenotipo y funcionalidad de las Tconv-UniCAR 

Hasta ahora, la mayoría de estrategias terapéuticas en preclínica o en ensayos 

clínicos basadas en construcciones CAR han utilizado linfocitos Tconv CD4+ 

y/o CD8+ (158). Del mismo modo, los constructos UniCAR principalmente se 

han usado como novedosas estrategias de inmunoterapia antitumoral en las 

células Tconv. Por ello, el siguiente paso de este estudio fue analizar si las 

Tconv modificadas genéticamente con nuestros constructos UniCAR o con el 

constructo CAR19, desarrollaban las mismas propiedades a lo observado en 

otros estudios. 

 Fenotipo a día 7 de las Tconv transducidas 

Tras comprobar que las células primarias tenían una gran viabilidad y 

porcentaje de transducción a día 7 (Ver apartado VI.3), se estudió la expresión 

de otros marcadores para determinar si la modificación genética podría 

generar cambios fenotípicos en las CMSP. Debido a que la mayor parte de la 

población de todas condiciones era CD3 positiva a día 7 (Ver apartado V.4.3), 

estas células se denominaron cómo Tconv (Figura 28).  
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Figura 28. Expresión superficial del CD3 en CMSP tras el protocolo de activación, 

transducción y selección celular de la población EGFPalto. (A) Diagrama de puntos que 

muestra la expresión de CD3 en las CMSP que fueron transducidas, visualizado por 

citometría de flujo a día 7. (B) Histograma que representa la media ± SEM del porcentaje 

de expresión del CD3 en las condiciones de Tconv no transducidas (NT) y transducidas 

con alguna variedad del UniCAR o CAR19 a día 7. N=3. Diferencias no significativas, 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Dentro de estas CD3 positivas, se estudió la expresión de los marcadores CD4 

y CD8. Los resultados muestran que las frecuencias de las subpoblaciones 

CD4+ y CD8+ fueron muy parecidas en todas las condiciones (Figura 29A). 

Tampoco se observó diferencias significativas en la expresión de estos 

marcadores entre ninguna de las condiciones de células modificadas 

genéticamente con respecto a las Tconv-NT (Figura 29B).  

 

Figura 29. Expresión superficial del CD4 y CD8 en Tconv tras la transducción y 

selección celular de la población EGFPalto. (A) Diagramas de puntos que muestran la 

expresión de CD4 y CD8 en Tconv que fueron transducidas, o no, con lentivectores, 

visualizados por citometría de flujo a día 7. (B) Histogramas que representan la media ± 

SEM del porcentaje de expresión del CD4 (izquierda) y CD8 (derecha) en las condiciones 

de Tconv no transducidas (NT) y transducidas con los diferentes constructos UniCAR o 

CAR19 a día 7. N=3. Diferencias no significativas, proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Por lo tanto, tras aplicar el protocolo de activación, transducción y selección 

en las CMSP, la mayor parte de las células resultantes son linfocitos Tconv 
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CD3+ y la modificación genética no modificó el ratio CD4+ o CD8+ en estas 

células.  

 Activación de células Tconv mediada por el UniCAR de 

tercera generación. 

Una vez definido el fenotipo de las células Tconv modificadas genéticamente, 

se estudió in vitro si la proteína UniCAR de 3ª generación actuaría en las Tconv 

con la misma especificad parcial a la mostrada en las células Jurkat-UniCAR 

(Ver apartado VI.2.3).  

Para ello, a día 7 se cultivaron las Tconv-NT y las Tconv-UniCAR en solitario 

con el Ac αCD19-Biotina, con los Ac intermediarios controles, como el Ac 

Isotípico inespecífico biotinilado (IgG-Biotina) y el αCD19 sin biotina, o en 

ausencia de Ac intermediario. Como control positivo de activación, las células 

en el cultivo fueron estimuladas con PHA (Ver apartado V.6.2).  

Por otro lado, las Tconv-NT y las Tconv-UniCAR fueron también co-

cultivadas con células de línea K562-CD19-CTVio+ junto con los Ac αCD19-

Biotina, IgG-Biotina y el αCD19 sin biotina; o en ausencia de Ac intermediario. 

Tras 24 y 72 horas de co-cultivo, se analizó la activación celular en las células 

Tconv y la viabilidad de las células diana K562-CD19-CTVio+, mediante 

citometría de flujo (Ver apartado V.6.2). 

Estudiando el marcador de activación CD25 en las Tconv cultivadas solas, 

podemos observar que no hay diferencias significativas en cuanto a la 

expresión del CD25 entre las distintas condiciones de las células Tconv-NT, 

exceptuando el control positivo (células + PHA), tal y como era de esperar. 

Remarcablemente, al contrario a lo observado en las Jurkat-UniCAR, las 

Tconv-UniCAR cultivadas solas con diferentes Ac intermediarios, incluso 

biotinilados, no muestran una expresión del CD25 significativamente 

superior a la mostrada por las Tconv-UniCAR cultivadas solas y sin Ac. Y, 

aunque en la mayoría de las condiciones de Tconv-UniCAR la expresión del 

CD25 es ligeramente superior a la de las Tconv-NT, incluso en la condición de 

ausencia de Ac intermediarios, tampoco se observan diferencias significativas 

entre ellas (Figura 30A).  



146 

 

Por otro lado, cuando se realiza el co-cultivo de las Tconv-UniCAR con las 

K562-CD19-CTVio+ y se le añade el αCD19-Biotina, se puede observar que la 

expresión del CD25 en las Tconv-UniCAR es significativamente mayor al 

mostrado por las condiciones con Ac intermediarios control (αCD19 sin 

biotina e IgG-Biotina) o la condición sin Ac e, incluso, ligeramente superior a 

la observada en el control positivo de activación con PHA a las 72 horas 

(Figura 30Ay B). Además, la expresión del CD25 en todas las condiciones de 

co-cultivo con las Tconv-UniCAR es también muy superior a la mostrada por 

todas las condiciones las células Tconv-NT co-cultivadas (Figura 30B). Esta 

aumentada expresión basal del CD25 en todas las condiciones Tconv-UniCAR 

con respecto a las Tconv-NT podría deberse al efecto de los dominios de co-

estimulación del UniCAR sobre el estado de activación tónica celular. 
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Figura 30. Evaluación de la expresión del marcador de activación CD25 en Tconv. (A) 

Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del porcentaje de expresión del 

CD25 en las células vivas tanto de las Tconv no transducidas (NT) (izquierda), como de 

Tconv-UniCAR (derecha) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente. Células que fueron cultivadas solas sin Ac intermediario, o en 

presencia de los Ac αCD19-Biotina, αCD19 sin biotina e IgG-Biotina. Como control 

positivo de activación, las células fueron estimuladas con PHA (N=3). (B) Diagramas de 

líneas que representan la media ± SEM del porcentaje de expresión del CD25 en las 

células vivas de las Tconv no transducidas (NT) (izquierda) y de Tconv-UniCAR 

(derecha) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células co-

cultivadas con K562-CD19-CTVio+ en ausencia de Ac, o en presencia de los Ac αCD19-

Biotina, αCD19 sin biotina e IgG-Biotina. Ratio de co-cultivo 1:1 (K562-CD19-CTVio+ : 

Tconv) (N=3). Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a 

las condiciones en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadísticamente 

significativas # cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones en el mismo día de 

análisis, excepto en el caso de Tconv-UniCAR + K562-CD19-CTVio+ + αCD19-Biotina, 

diferencias significativas con todas las condiciones excepto a Tconv-UniCAR + K562-

CD19-CTVio+ + IgG-Biotina, proporcionado por el test de comparaciones múltiples 

ANOVA de dos factores. 

En resumen, el constructo UniCAR es capaz de estimular eficazmente a las 

células Tconv que lo portan cuando el Ac biotinilado adecuado es combinado 

junto con las células diana. Sin embargo, el UniCAR también induce una cierta 

activación basal en las Tconv tanto en co-cultivos sólo con células diana, como 

en presencia sólo de algún Ac biotinilado sin células diana.  

 Activación de las células Tconv mediada por los UniCAR 

de segunda generación 

Una vez comprobamos que el UniCAR de 3ª generación actuaba de una 

manera más eficaz y específica en las Tconv que en las células de línea Jurkat-

UniCAR, estudiamos si la alteración de los dominios de co-estimulación, 

dando lugar a los UniCARCD28 y UniCAR41BB, podía afectar a su capacidad 

de inducir activación en las Tconv y la función citolítica de estas. También 

estudiamos en paralelo el comportamiento de las Tconv transducidas con el 

CAR19 

En las condiciones de Tconv-UniCAR cultivadas solas, el marcador CD25 se 

ve enormemente incrementado en las Tconv-UniCARCD28 cultivadas 

únicamente con el αCD19-Biotina, alcanzando, incluso superando a las 72 

horas, los valores del control positivo de activación con PHA. Este nivel de 
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activación celular es también muy superior al observado en la condición 

Tconv-UniCAR cultivadas con el αCD19-Biotina (Figura 31A y B). En el caso 

de las Tconv-UniCAR41BB, la expresión del CD25 en la condición de células 

solas sin Ac es ligeramente superior a la mostrada por las Tconv-UniCAR. Al 

contrario que las Tconv-UniCARCD28, en la condición de Tconv-

UniCAR41BB cultivadas con el αCD19-Biotina, a pesar de que la expresión 

del CD25 se ve incrementada, esta no alcanza a la mostrada por el control 

positivo de activación (Figura 31C). Por último, la condición de células Tconv-

CAR19 cultivadas solas, puesto que no necesitan Ac intermediarios, tienen la 

misma expresión basal del CD25 que las Tconv-UniCAR41BB sin Ac 

intermediario (Figura 31D). 
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Figura 31. Evaluación de la expresión del marcador de activación CD25 en las Tconv 

modificadas genéticamente cultivadas en solitario. Diagramas de líneas que 

representan la media ± SEM del porcentaje de expresión del CD25 en las células vivas de 

las condiciones experimentales (A) Tconv-UniCAR, (B) Tconv-UniCARCD28, (C) Tconv-

UniCAR41BB y (D) Tconv-CAR19 antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente. Células que fueron cultivadas solas o en presencia de Ac αCD19-

Biotina. Como control positivo de activación, las células fueron estimulados con PHA 

(N=3). Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a las 

condiciones en ausencia de Ac intermediarios, proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Por otra parte, se co-cultivaron las Tconv modificadas genéticamente con las 

células diana K562-CD19-CTVio+. En la condición de co-cultivo sin Ac 

intermediario, las células Tconv-UniCAR muestran una expresión del CD25 

reducida y estable a lo largo de los días de co-cultivo (Figura 32A). En el caso 

de las Tconv-UniCARCD28, tras 24 y 72h de co-cultivo en ausencia de Ac 

intermediarios, el porcentaje de CD25 aumenta progresivamente (Figura 32B), 

alcanzando la expresión del CD25 observada en la misma condición de co-

cultivo con las Tconv-UniCAR41BB (Figura 32C), siendo esta expresión de 

ambos grupos de células superior a la de las Tconv-UniCAR. Sin embargo, las 

tres variedades de Tconv-UniCAR mostraron un patrón de activación muy 

similar cuando se co-cultivaron con las K562-CD19-CTVio+ en presencia del 

αCD19-Biotina, alcanzando todas ellas el máximo de expresión del CD25 

(Figura 32A, B y C). Finalmente, las Tconv-CAR19 co-cultivadas con las K562-

CD19-CTVio+ en ausencia de Ac intermediarios, ya que estas células no los 

necesitan, presentan un alto porcentaje de activación, aunque este es 

ligeramente inferior al observado en las tres variedades de Tconv-UniCAR 

(Figura 32D).  
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Figura 32. Evaluación de la expresión del marcador de activación CD25 en las Tconv 

modificadas genéticamente co-cultivadas con K562-CD19-CTVio+. Diagramas de 

líneas que representan la media ± SEM del porcentaje de expresión del CD25 en las 

células vivas de las condiciones experimentales (A) Tconv-UniCAR, (B) Tconv-

UniCARCD28, (C) Tconv-UniCAR41BB y (D) Tconv-CAR19 antes del co-cultivo, tras 24 

y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con células de 

línea K562-CD19-CTVio+ en ausencia o en presencia de Ac αCD19-Biotina. (N=3). 

Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a las 

condiciones en ausencia de Ac intermediarios, proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de dos factores.  

Por lo tanto, el UniCAR de tercera generación activan correctamente a las 

Tconv que lo portan en presencia de células dianas y del Ac intermediario 

biotinilado adecuado, siendo superior esta activación a la inducida por el 

CAR19. Las células portadoras de ambos UniCAR de segunda generación 

también inducen una alta activación en presencia de células dianas y del Ac 
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intermediario biotinilado adecuado. Sin embargo, también se estimulan en 

gran medida en presencia únicamente del Ac biotinilado o de las células 

diana, por separado. Esta especificidad podría suponer un impedimento para 

su uso terapéutico.  

 Diferencias en la lisis celular inducida según los UniCAR 

que porten las Tconv 

Tras estudiar la activación mediada por las diferentes proteínas UniCAR en 

las células Tconv, analizamos si estos constructos tuvieron un impacto en la 

actividad citolítica de las Tconv sobre las K562-CD19-CTVio+. Para ello, 

estudiamos la viabilidad de estas células diana K562-CD19-CTVio+ tras ser co-

cultivadas con las diferentes variedades de Tconv. Tal y como se esperaba, las 

células Tconv-CAR19 reducen mucho más la viabilidad de las células diana 

que las Tconv-NT y las diferentes Tconv-UniCAR en ausencia de Ac 

intermediarios, después de 24 y 72 horas de co-cultivo (viabilidad células 

diana en co-cultivo con Tconv-NT: 80,3% ± 17,09%; Tconv-UniCAR: 66,87% ± 

30,2%; Tconv-UniCARCD28: 65,7% ± 29,15%; Tconv-UniCAR41BB: 65,55% ± 

29,7%; Tconv-CAR19: 52,47% ± 23,48%, tras 72 horas de co-cultivo). De igual 

modo a lo mostrado anteriormente, las tres variedades de Tconv-UniCAR 

tienen un efecto citolítico sobre la viabilidad de las células diana superior al 

de las Tconv-NT, probablemente debido al superior estado de activación basal 

inducido por los UniCAR (Figura 33A). 

Por otro lado, paradójicamente la presencia del Ac αCD19-Biotina afecta a la 

viabilidad de las K562-CD19-CTVio+, incluso, en los co-cultivos con las Tconv-

NT. Teniendo en cuenta este fenómeno, se puede observar que todas las 

condiciones de Tconv-UniCAR presentan una mayor capacidad citolítica de 

las células diana que las Tconv-NT e, incluso, que las Tconv-CAR19, cuando 

se añade αCD19-Biotina al co-cultivo (viabilidad células diana en co-cultivo 

con Tconv-NT: 50,62% ± 13,31%; Tconv-UniCAR: 38,2% ± 15,39%; Tconv-

UniCARCD28: 40,03% ± 17,93%; Tconv-UniCAR41BB: 34,88% ± 15,49%, tras 

72 horas de co-cultivo) (Figura 33B). 
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Figura 33. Evaluación de la viabilidad de la población de células diana en los co-

cultivos. (A) Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del porcentaje de 

viabilidad de las células de línea diana K562-CD19-CTVio+, cuando son co-cultivadas en 

ausencia de Ac intermediarios con las células Tconv no transducidas (NT), Tconv-

UniCAR, Tconv-UniCARCD28, Tconv-UniCAR41BB y Tconv-CAR19 antes del co-

cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. N=3. (B) Diagramas de líneas que 

representan la media ± SEM del porcentaje de viabilidad de las células de línea diana 

K562-CD19-CTVio+, cuando son co-cultivadas en presencia del Ac intermediario αCD19-

Biotina con las células Tconv no transducidas (NT), Tconv-UniCAR, Tconv-

UniCARCD28 y Tconv-UniCAR41BB antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente. N=3. Para marcar la Viabilidad se usó 7AAD. Ratio de todas las 

condiciones 1:1 (Tconv : Cel. Diana). Diferencias no significativas proporcionado por el 

test de comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Gracias a estos resultados, concluimos en este apartado que: I) El UniCAR de 

3ª generación activa de una forma más específica a las células primarias Tconv 

que lo portan que a las células de línea Jurkat. II) Las células Tconv-

UniCARCD28 tienen una activación específica de biotina, pero inespecífica de 

la presencia de la célula diana. Esto también se observa en las Tconv-

UniCAR41BB, pero en menor media, y no lo presentan las Tconv-UniCAR. 

Esta activación inespecífica podría suponer una limitación en la aplicación 

terapéutica de las Tconv con ambos UniCAR de segunda generación. III) Estas 

diferencias en la activación mediada por los diferentes UniCAR en las Tconv 

no afectan a su capacidad citolítica, que es incluso mayor a la observada por 

las Tconv-CAR19. 
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VI.5 thyTreg-UniCAR 

Hemos observado que los diferentes tipos de UniCAR inducen distintos 

perfiles de estimulación en las Tconv, siendo el UniCAR de tercera generación 

el que mostró mayor especificidad. Con el objetivo de elegir el mejor 

constructo para las thyTreg, y teniendo en cuenta que los dominios co-

estimuladores actúan de una forma diferente en Tconv y en Treg (195, 196), 

decidimos continuar con el estudio de los tres tipos de UniCAR. De igual 

modo, se usaron thyTreg transducidas con el CAR19, constructo que ya está 

siendo usado en la clínica.  

 Fenotipo de las células thyTreg modificadas genéticamente 

En primer lugar, se verificó si la modificación genética con los diferentes tipos 

de UniCAR podría afectar al fenotipo de las thyTreg. Para ello, tras el 

protocolo de activación, transducción y expansión (Ver apartado V.4.4), se 

estudiaron los marcadores celulares clásicos de las thyTreg, el CD25 y FOXP3.  

Se puede observar que la población CD25+FOXP3+ dentro de las células vivas 

es superior al 90%, de media, y no varía entre las distintas condiciones de 

células modificadas genéticamente y tras el aislamiento de la población 

EGFPalto, con respecto a la condición NT. Además, las thyTreg también se han 

descrito clásicamente como CD4+ (197, 198) o DP CD4+CD8+ (112). La 

modificación genética de las thyTreg con los UniCAR tampoco altera la 

expresión del CD4, CD8 o el porcentaje de la población DP CD4+CD8+ con 

respecto a las thyTreg-NT (Figura 34A y B). 
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Figura 34. Expresión de marcadores de las thyTreg a día 7 de cultivo. (A) Diagramas 

de puntos que muestran la expresión de CD25, FOXP3, CD4 y CD8 en las células 

thyTreg, visualizados por citometría de flujo a día 7, tras el protocolo de activación, 

transducción y selección de la población EGFPalto. Estos diagramas de puntos suponen 

un ejemplo representativo de lo observado en las thyTreg. (B) Diagramas de cajas y 

bigotes que representan la media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras de 

error del valor mínimo al máximo del porcentaje de expresión de la población 

CD25+FOXP3+ (arriba-izquierda), CD4+ (arriba-derecha), CD8+ (abajo-izquierda) y DP 

CD4+CD8+ (abajo-derecha) en la población de células vivas de las condiciones thyTreg 

no transducidas (NT) (N=22), thyTreg-UniCAR (N=22), thyTreg-UniCARCD28 (N=22); 

thyTreg-UniCAR41BB (N=22) y thyTreg-CAR19 (N=16). Diferencias no significativas 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 
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Igualmente, se analizó otros marcadores clásicos asociados activamente con 

la estabilidad fenotípica, como HELIOS (199, 200) y en la funcionalidad 

supresora de las Treg, como el CTLA-4 o ICOS, entre otros (42, 201). Se puede 

observar que la expresión de estos marcadores es elevadísima en todas las 

condiciones y no se observan diferencias significativas entre ninguna de ellas 

con respecto a las thyTreg-NT. En el caso de otras proteínas que intervienen 

en la función supresora, como el LAP y LAG3, la expresión media es cercana 

al 50% y al 30%, respectivamente, en todas las condiciones y no se observan 

diferencias significativas entre ninguna de ellas con respecto a las thyTreg-

NT. Las proteínas GITR (de media 20%) y CD73 (de media 10%) apenas son 

expresadas por las thyTreg y tampoco se observan diferencias significativas 

entre las condiciones con respecto a las thyTreg-NT. Finalmente, a pesar de 

que las diferencias en la expresión de la GranzB y la Perforina no son 

significativas, se puede observar una diferencia en los porcentajes de 

expresión entre los diferentes tipos de las thyTreg. De hecho, la expresión de 

la GranzB en las thyTreg-UniCAR (14,15% ± 4,4%; media ± SEM) es el doble a 

la mostrada por las thyTreg-NT (7,5% ± 2,9%; media ± SEM). En el caso de la 

Perforina, la expresión de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y 

thyTreg-UniCAR41BB (13,98% ± 7,2%; 15,15% ± 6,3% y 18,95% ± 9,7%, 

respectivamente, media ± SEM) triplica a la mostrada por las thyTreg-NT 

(5,76% ± 2,67%, media ± SEM). En el caso de las thyTreg-CAR19, no muestran 

estos incrementos en la expresión de estas dos proteínas y su porcentaje es 

muy similar al observado en las thyTreg-NT (Figura 35).  
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Figura 35. Expresión de marcadores asociados a la estabilidad fenotípica o a la 

funcionalidad de las thyTreg, a día 7. Diagramas de cajas y bigotes que representan la 

media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al 

máximo del porcentaje de expresión de la población HELIOS+ (arriba-izquierda: N=5 en 

thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-

UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CTLA-4+ (arriba-medio: N=7 en thyTreg-NT; 

N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28 y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4 

en thyTreg-CAR19), ICOS+ (arriba-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-

UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-

CAR19), LAP+ (medio-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 

en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), LAG3+ 

(medio-medio: N=7 en thyTreg-NT; N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28 

y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4 en thyTreg-CAR19), GITR+ (medio-derecha: N=5 en 

thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-

UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CD73+ (abajo-izquierda: N=7 en thyTreg-NT; 

N=6 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCARCD28 y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=4 

en thyTreg-CAR19), Granzima B+ (GranzB) (abajo-medio: N=5 en thyTreg-NT y en 

thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en 

thyTreg-CAR19) y Perforina+ (abajo-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-

UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en thyTreg-

CAR19) en la población de células vivas de las todas las condiciones, a día 7. Diferencias 

no significativas proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un 

factor.  

Igualmente, hemos estudiado qué interleuquinas pro-inflamatorias o anti-

inflamatorias expresan basalmente estas células y si la modificación genética 

ha alterado ese perfil de alguna manera. Como interleuquinas anti-

inflamatoria, estudiamos la frecuencia de las células productoras de la IL-10. 

Aunque las diferencias no son estadísticamente diferentes, la modificación 

genética con cualquier tipo de constructo eleva el porcentaje de células 

productoras de esta interleuquina, comparando con las thyTreg-NT. En el 

caso de las IFN-γ o la IL-2, todos los tipos de thyTreg-NT muestran una baja 

producción de ellas, a pesar de ver un claro aumento de las células 

productoras IFN-γ en la condición thyTreg-CAR19. Sin embargo, estas 

diferencias en la frecuencia de células productoras de citoquinas pro- y anti-

inflamatorias en ningún caso son significativas comparando con las thyTreg 

no transducidas (Figura 36).  
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Figura 36. Frecuencia de las células productoras de interleuquinas pro- y anti-

inflamatorias por parte de los diferentes tipos de thyTreg, a día 7. Diagramas de cajas 

y bigotes que representan la media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras 

de error del valor mínimo al máximo del porcentaje de células que producen IL-10 

(izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, 

en thyTreg-UniCAR41BB y en thyTreg-CAR19), IFN-γ (medio: N=5 en thyTreg-NT y en 

thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR, en thyTreg-UniCAR41BB y en 

thyTreg-CAR19) e IL-2 (derecha: N=4 en thyTreg-NT, en thyTreg-UniCARCD28 y en 

thyTreg-UniCAR41BB; N=3 en thyTreg-UniCAR y thyTreg-CAR19) en la población de 

células vivas de todas las condiciones, a día 7. Diferencias no significativas 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Por último, estudiamos la expresión de varios receptores de quimioquinas, 

integrinas y selectinas que son responsables de la capacidad de las thyTreg de 

reconocer y migrar a los tejidos (112). Observamos una altísima expresión de 

los marcadores CD27 y CD62L en todas las condiciones y sin diferencias 

significativas entre ellas. Tampoco se aprecian diferencias significativas en la 

expresión más baja, y variable, de los marcadores CCR4, CD103 o CXCR3. Por 

último, la expresión del CCR7 es muy parecida para la mayoría de 

condiciones, excepto la condición thyTreg-UniCAR41BB, que muestra un 

porcentaje casi significativamente superior comparándola con las thyTreg-NT 

(Figura 37)    
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Figura 37. Marcadores de migración y adhesión en las thyTreg, a día 7. Diagramas de 

cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las 

barras de error del valor mínimo al máximo del porcentaje de expresión de la población 

CD27+ (arriba-izquierda: N=4 en thyTreg-NT; N=3 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-

UniCAR41BB; y N=2 en thyTreg-CAR19), CD62L+ (arriba-medio: N=5 en thyTreg-NT y 

en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 

en thyTreg-CAR19), CCR4+ (arriba-derecha: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-

UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-

CAR19), CD103+ (abajo-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 

en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19), CXCR3+ 

(abajo-izquierda: N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-

UniCAR y en thyTreg-UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19) y CCR7+ (abajo-derecha: 

N=5 en thyTreg-NT y en thyTreg-UniCARCD28; N=4 en thyTreg-UniCAR y en thyTreg-

UniCAR41BB; y N=3 en thyTreg-CAR19) en la población de células vivas de todas las 

condiciones a día 7. Diferencias no significativas proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de un factor. 

Por tanto, se ha verificado que la modificación genética para expresar las 

diferentes proteínas UniCAR, en general, no altera el fenotipo clásico, excepto 

por el aumento en la frecuencia de células que expresan la Granzima-B, la 

Perforina, la IL-10 o el CCR7, aunque estos aumentos no son significativos.  
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 Estimulación de las thyTreg mediada por los UniCAR. 

A continuación, se estudió si los diferentes constructos UniCAR eran capaces 

de desarrollar correctamente su función de activación de las thyTreg. Dada su 

importancia, decidimos estudiar en profundidad el fenotipo de activación de 

las thyTreg analizando un amplio abanico de marcadores de activación. 

También incluimos la condición de thyTreg que expresaban el CAR19. Para 

ello, tras el protocolo de activación, transducción y selección, co-cultivamos a 

día 7 los diferentes tipos de thyTreg con células de línea K562-CTVio+ o con 

K562-CD19-CTVio+ y estudiamos múltiples marcadores de activación celular 

de las thyTreg a las 24 y 72 horas de co-cultivo (Ver apartado V.6.3).  

Enfocándonos en el CD25, observamos una disminución progresiva de la 

expresión de este marcador en todas las condiciones de las células thyTreg-

NT, aun partiendo de una elevadísima expresión al inicio del co-cultivo 

(Figura 38, arriba-izquierda). La alta expresión de este marcador al inicio del 

co-cultivo corresponde al propio fenotipo de las thyTreg CD25+. En el caso de 

las thyTreg-UniCAR, todas las condiciones, excepto una, también sufren esa 

pérdida progresiva de la expresión del CD25. Esta condición que no solo 

mantiene, sino que, incluso, incrementa el porcentaje de expresión del CD25, 

es la condición de co-cultivo entre las células thyTreg-UniCAR y K562-CD19-

CTVio+ a las que se añadió el Ac intermediario αCD19-Biotina. Al contrario 

que las células Jurkat y que las Tconv, las thyTreg modificadas genéticamente 

con el UniCAR de tercera generación no muestran ni un ligero incremento de 

activación en las condiciones control en contacto con el IgG-Biotina o solas 

con las células dianas sin intermediario (Figura 38, arriba-derecha). Del 

mismo modo, observamos que esta condición de co-cultivo entre las K562-

CD19-CTVio+ + αCD19-Biotina con las células thyTreg-UniCAR41BB o 

thyTreg-UniCARCD28 también se mantienen unos altísimos niveles de 

expresión de CD25 en estas células. Sin embargo, en las thyTreg-

UniCARCD28, el CDD25 también se ve incrementado en las condiciones de 

co-cultivo con K562-CTVio+ sin el CD19, pero en presencia del Ac αCD19-

Biotina, o en el co-cultivo con K562-CD19-CTVio+, pero en presencia del IgG-

Biotina, resultados no observados en el caso de las thyTreg-UniCAR41BB 



161 

 

(Figura 38, medio-izquierda y medio-derecha). Por último, como era de 

esperar, la expresión del CD25 en las thyTreg-CAR19 co-cultivadas con las 

K562-CD19-CTVio+ se mantiene alta a lo largo de los días, comparándola con 

la pérdida progresiva de este marcador en las thyTreg-CAR19 co-cultivadas 

con K562-CTVio+ sin expresión del CD19 (Figura 38, abajo-izquierda). 
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Figura 38. Evaluación de la expresión del marcador de activación CD25 en las thyTreg 

modificadas genéticamente. Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del 

porcentaje de expresión del CD25 en células vivas de cada una de las condiciones 

experimentales de las thyTreg-NT (arriba-izquierda), thyTreg-UniCAR (arriba-derecha), 

thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-UniCAR41BB (medio-derecha) y 

thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con células de línea K562-CTVio+ o 

K562-CD19-CTVio+. A su vez, fueron co-cultivadas en presencia, o ausencia, de los Ac 

αCD19-Biotina, αCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1. Diferencias estadísticamente 

significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condición de co-cultivo + K562-CD19-

CTVio+ en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadísticamente significativas # 

cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones control de cada tipo celular en el 

mismo día co-cultivo, proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA 

de dos factores. 

Junto con el CD25, cuyas principales diferencias son observables tras 72h de 

co-cultivo, decidimos estudiar el perfil de expresión de un marcador de 

activación temprana. Para ello, elegimos el CD69. Este marcador es 

rápidamente expresado por la mayoría de leucocitos que sufren una 

activación, entre ellos las Treg (191). Los resultados muestran que no hay 

diferencias significativas en la baja expresión de este marcador entre las 

diferentes condiciones en las que las thyTreg-NT están involucradas (Figura 

39, arriba-izquierda). Por el contrario, tras las primeras 24 horas de co-cultivo, 

la expresión del CD69 sufre un aumento únicamente en las células thyTreg-

UniCAR co-cultivadas con las K562-CD19-CTVio+ y en presencia del Ac 

αCD19-Biotina. Además, como era de esperar en un marcador de activación 

temprana, tras el pico de expresión máxima en las primeras 24 horas de co-

cultivo, su expresión celular disminuye cuando se mide a las 72h de co-cultivo 

(Figura 39, arriba-derecha). En las condiciones de co-cultivo entre las thyTreg-

UniCARCD28 y las thyTreg-UniCAR41BB con las K562-CD19-CTVio+ + 

αCD19-Biotina, la expresión del CD69 tras 24h de co-cultivo es incluso más 

elevada a la observada en las thyTreg-UniCAR (Figura 39, medio-izquierda y 

medio-derecha). Sin embargo, como ocurría con el CD25, las thyTreg-

UniCARCD28 que están en contacto con cualquier Ac biotinilado, 

independientemente del Ac y de las células diana presentes en el co-cultivo, 

la expresión de CD69 también se ve muy incrementada tras las primeras 24h 

de co-cultivo, resultados no observados en las thyTreg-UniCAR41BB. Por 
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último, en el caso de las thyTreg-CAR19 co-cultivadas con las K562-CD19-

CTVio+, la expresión del CD69 se incrementa significativamente en las 

primeras 24 horas de co-cultivo, comparado con el co-cultivo de estas células 

con K562-CTVio+ sin expresión del CD19, y se mantiene elevado hasta el final 

del co-cultivo (Figura 39, abajo-izquierda).  
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Figura 39. Evaluación de la expresión del marcador de activación CD69 en las thyTreg 

modificadas genéticamente. Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del 

porcentaje de expresión del CD69 en células vivas de cada una de las condiciones 

experimentales de las thyTreg-NT (arriba-izquierda), thyTreg-UniCAR (arriba-derecha), 

thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-UniCAR41BB (medio-derecha) y 

thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente.  Células que fueron co-cultivadas con células de línea K562-CTVio+ o 

K562-CD19-CTVio+. A su vez, fueron co-cultivadas en presencia, o ausencia, de los Ac 

αCD19-Biotina, αCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1. Diferencias estadísticamente 

significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condición de co-cultivo + K562-CD19-

CTVio+ en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias estadísticamente significativas # 

cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones control de cada tipo celular en el 

mismo día co-cultivo, proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA 

de dos factores. 

Además de los marcadores de activación anteriores, hemos estudiado la MFI 

del marcador de activación PD-1 (Figura 40), y el porcentaje de expresion de 

otros marcadores de activacion, como el CD71, HLA-DR y de la combinación 

de ICOS y PD-1 (resultados no mostrados).  
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Figura 40. Evaluación de la MFI del marcador de activación PD-1 en los diferentes 

tipos de thyTreg modificadas genéticamente. Diagramas de líneas que representan la 

media ± SEM de la Media de la Intensidad de Fluorescencia (MFI, por sus siglas en 

inglés) de la expresión del PD-1 en las células vivas de las thyTreg-NT (arriba-izquierda), 

thyTreg-UniCAR (arriba-derecha), thyTreg-UniCARCD28 (medio-izquierda), thyTreg-

UniCAR41BB (medio-derecha) y thyTreg-CAR19 (abajo-izquierda) antes del co-cultivo, 

tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. Células que fueron co-cultivadas con 

células de línea K562-CTVio+ o K562-CD19-CTVio+. A su vez, fueron co-cultivadas en 

presencia, o ausencia, de los Ac αCD19-Biotina, αCD19 e IgG-Biotina (N=3). Ratio 1:1. 

Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 con respecto a la condición 

de co-cultivo + K562-CD19-CTVio+ en ausencia de Ac intermediarios. Diferencias 

estadísticamente significativas # cuando p<0,05 con respecto al resto de condiciones 

control de cada tipo celular en el mismo día co-cultivo, proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

La conclusión de este apartado es que la presencia de Ac, sin biotinilar o 

biotinilados, no inducen una activacion basal en las thyTreg sin modificar 

geneticamente. Además, los constructos UniCAR y UniCAR41BB 

proporcionan una estimulación altamente específica a las thyTreg que los 

portan únicamente en presencia de la célula diana adecuada y con el Ac 

biotinilado correcto. Los niveles de activación mostrados por las células 

modificadas con estos dos constructos son muy similares a los mostrados por 

las thyTreg modificadas con el CAR19, constructo control en este estudio y ya 

usado en la clínica. Por el contrario, la estimulación de las células thyTreg-

UniCARCD28 es elevadísima y específica de biotina, pero inespecífica de 

célula diana. Estos resultados difieren a lo observado cuando se modificaron 

las células de línea Jurkat o Tconv con los diferentes constructos. Eso 

demuestra que la activación celular resultante a la acción de los diferentes 

dominios de co-estimulación de cada tipo de UniCAR afectan de diferente 

forma según las células utilizadas. 

 Viabilidad de las K562-CD19 en los co-cultivos con 

thyTreg-UniCAR. 

Por último, estudiamos la viabilidad de las células diana K562-CD19-CTVio+ 

co-cultivadas con las diferentes variedades de thyTreg. En la condición de las 

thyTreg co-cultivadas con las K562-CD19-CTVio+ en ausencia de Ac 

intermediarios, la viabilidad de las K562-CD19-CTVio+ no se ve afectada por 

ninguna variedad de thyTreg, excepto en el caso de las thyTreg-CAR19, cuya 
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viabilidad tras 72h de co-cultivo se vio muy reducida (63,05% ± 15,53%, media 

± SEM) (Figura 41A). Por otro lado, tal y como ocurría con las Tconv, la 

viabilidad de las K562-CD19-CTVio+ se ve reducida cuando se añade el Ac 

αCD19-Biotina, incluso por las thyTreg-NT. Suponemos que la presencia del 

Ac αCD19 aumenta la susceptibilidad de las K562-CD19-CTVio+, induciendo 

en ellas la muerte celular. Sin embargo, teniendo en cuenta este fenómeno, y 

a pesar de que las diferencias entre las thyTreg-NT y las condiciones de células 

UniCAR no son significativas, se pueden observar diferencias en la viabilidad 

de las células diana K562-CD19-CTVio+ co-cultivadas en presencia del αCD19-

Biotina con cualquier tipo de UniCAR con respecto de las thyTreg-NT 

(viabilidad de las células diana co-cultivadas con: thyTreg-NT: 72,82% ± 9,6%; 

thyTreg-UniCAR: 62,7% ± 14,94%; thyTreg-UniCARCD28: 48,55% ± 19,45%; 

thyTreg-UniCAR41BB: 69,75% ± 15,28%) tras 72 horas de co-cultivo (Figura 

41B). 
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Figura 41.  Evaluación de la viabilidad de la población de células diana en los co-

cultivos. (A) Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del porcentaje de 

viabilidad de las células de línea diana K562-CD19-CTVio+, cuando son co-cultivadas en 

ausencia de Ac intermediarios con las células thyTreg no transducidas (NT), thyTreg-

UniCAR, thyTreg-UniCARCD28, thyTreg-UniCAR41BB y thyTreg-CAR19 antes del co-

cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, respectivamente. N=3. (B) Diagramas de líneas que 

representan la media ± SEM del porcentaje de viabilidad de las células de línea diana 

K562-CD19-CTVio+, cuando son co-cultivadas en presencia del Ac intermediario αCD19-

Biotina con las células thyTreg no transducidas (NT), thyTreg-UniCAR, thyTreg-

UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB antes del co-cultivo, tras 24 y 72 h de co-cultivo, 

respectivamente. N=3. Para marcar la Viabilidad se usó 7AAD. Ratio de todas las 

condiciones 1:1 (thyTreg : K562-CD19-CTVio+). Diferencias no significativas 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Aunque las células K562-CD19 son muy sensibles a la presencia de un Ac α-

CD19, se observa una cierta capacidad citolítica por parte de las thyTreg 

modificadas genéticamente. Sin embargo, esta capacidad es menor que la 

inducida por las correspondientes Tconv en sus condiciones de acción 

óptimas cuando se analiza el porcentaje de viabilidad de las K562-CD19-

CTVio+ tras 72h de co-cultivo (Figuras 33 y 41). 

Estos resultados muestran que a pesar de que los UniCAR aumenta la 

capacidad citolítica de las thyTreg sobre células de línea, superando incluso a 

la ejercida por las thyTreg-CAR19, en ningún caso esta alcanza a la mostrada 

por las mismas condiciones en Tconv. 

 Las thyTreg modificadas genéticamente reducen la 

frecuencia y la concentración de las células diana en los co-

cultivos con CMSP. 

Una vez demostrado que las thyTreg-UniCAR y thyTreg-UniCAR41BB se 

activan de una manera específica, estudiamos el comportamiento de las 

diferentes thyTreg-UniCAR en modelos in vitro más fisiológicos. Las Treg 

tienen como función principal la de limitar la activación y proliferación de 

células inflamatorias activadas. Por ello, con el objetivo de verificar si la 

modificación genética afectaba a la capacidad de supresión de las thyTreg se 

llevó a cabo un ensayo derivado de la reacción de linfocitos mixtos (MLR, por 

sus siglas en inglés). Este consistió en una re-estimulación durante 24 horas 

de todos los tipos de thyTreg con Dynabeads. Paralelamente, también se 
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estimularon con Dynabeads durante esas 24h CMSP, marcadas previamente 

con CTVio. Tras estas 24 horas en ambos casos, se retiraron las partículas de 

activación y se co-cultivaron durante 72 h. Para este co-cultivo, se eligió un Ac 

biotinilado αCD8 como intermediario funcional para desencadenar la acción 

del UniCAR. De esta forma, se pudo estudiar un posible efecto directo ejercido 

por las thyTreg-UniCAR sobre las células CD8 dentro de las CMSP-CTVio+, y 

un posible efecto indirecto sobre otras células no diana, como las CD4. 

Además, como controles se utilizaron su correspondiente Ac isotípico IgG-

Biotina y el mismo αCD8, pero sin biotina (Ver apartado V.7.2).  

Primeramente, las thyTreg-NT alteran un poco la frecuencia de las 

subpoblaciones celulares CD4 y CD8 de las células CMSP-CTVio+ al 

compararlas con lo observado en la condición control de CMSP-CTVio+ solas. 

Sin embargo, es remarcable destacar que todos los tipos de thyTreg-UniCAR 

reducen en gran medida la frecuencia de la subpoblación de células CD8 

dentro de las CMSP-CTVio+ en las condiciones de co-cultivo en las que se 

añadió el αCD8-Biotina, si se comparan con los mismos co-cultivos sin 

presencia del Ac o con las subpoblaciones de las CMSP-CTVio+ cultivadas 

solas o co-cultivadas con thyTreg-NT. Por el contrario, las frecuencias de la 

subpoblación CD4 dentro de las CMSP-CTVio+ apenas se ven alteradas entre 

unas condiciones y otras (Figura 42).  
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Figura 42. Frecuencias de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) en las 

CMSP. Diagramas de puntos que muestran el porcentaje de las subpoblaciones CD4 y 

CD8 en las células CMSP-CTVio+, visualizados por citometría de flujo tras 72h de cultivo 

en solitario o de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, en ausencia o en presencia 

de Ac αCD8-Biotina. Estos diagramas de puntos suponen un ejemplo representativo de 

lo observado en todos los experimentos de cultivo en solitario o de co-cultivo CMSP + 

thyTreg a Ratio 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+), N=4. 

Analizando la concentración (células/µl) de las subpoblaciones dentro de las 

células CMSP-CTVio+, podemos ver que, si no se añade ningún Ac 

intermediario, no hay diferencias en las concentraciones de las células CD4 ni 

CD8 dentro de las CMSP-CTVio+ entre ninguna de las condiciones con 

respecto a las CMSP-CTVio+ cultivadas solas (Figura 43). Por el contrario, a 

pesar de no ser significativas las diferencias, se puede apreciar que, cuando se 

añade el Ac αCD8-Biotina, la concentración de la subpoblación de células CD8 

dentro de las CMSP-CTVio+ diana se ve muy reducida en los co-cultivos con 

todos los tipos de las thyTreg-UniCAR, mientras que en los cultivos de las 

CMSP-CTVio+ en solitario o en los co-cultivos con las thyTreg-NT no se 

observan diferencias (CD8 dentro de CMSP-CTVio+ cultivadas solas con el Ac 

αCD8-Biotina: 63 ± 50 cel/µl; CD8 dentro de CMSP-CTVio+ co-cultivadas con 

el Ac αCD8-Biotina y con thyTreg-NT: 23 ± 10 cel/µl; con thyTreg-UniCAR: 11 

± 8 cel/µl; con thyTreg-UniCARCD28: 7 ± 4 cel/µl y con thyTreg-UniCAR41BB: 

5 ± 3 cel/µl). En el caso de la subpoblación CD4 dentro de las CMSP-CTVio+ 

diana, esta subpoblación no se ve afectada en ninguna condición tras añadir 

el αCD8-Biotina. En las condiciones control en las que está presente el Ac IgG-

Biotina o el Ac αCD8 sin biotina, tampoco se observan diferencias en la 

concentración en ninguna de las subpoblaciones celulares de las CMSP-

CTVio+ (Figura 43). 
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Figura 43. Concentración Células/µl de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no 

diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), 

la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al máximo de 

la concentración de las subpoblaciones CD4 y CD8 en las células CMSP-CTVio+, 

visualizados por citometría de flujo tras 72h en cultivo solas o en co-cultivo con los 

diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac 

αCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o αCD8 sin biotina (abajo-

derecha). Ratio 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en el co-cultivo en todas las condiciones. 

N=4. Diferencias no significativas proporcionado por el test de comparaciones múltiples 

ANOVA de dos factores. 

De igual forma, calculando el ratio entre los porcentajes de las subpoblaciones 

CD8 y las CD4 procedentes de las CMSP-CTVio+, no se ve que haya 

diferencias significativas en las condiciones en ausencia de Ac, con el IgG-

Biotina o con el αCD8 sin biotina, con respecto a la condición de CMSP-CTVio+ 

cultivadas solas. Por el contrario, cuando las diferentes condiciones celulares 
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fueron co-cultivadas en presencia del Ac αCD8-Biotina, la reducción del ratio 

CD8/CD4 en las CMSP-CTVio+ por parte de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-

UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB es estadísticamente significativo 

cuando se comparan con el ratio en las CMSP-CTVio+ cultivadas solas bajo la 

misma condiciones (Figura 44).  

 

Figura 44. Ratio entre los porcentajes de las subpoblaciones CD8/CD4 dentro de las 

CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (línea 

negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al máximo del ratio CD8/CD4 

en las células CMSP-CTVio+, visualizados por citometría de flujo tras 72h de cultivo en 

solitario o en co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-

izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-

izquierda) o αCD8 sin biotina (abajo-derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-

CTVio+) en todas las condiciones. N=4. Diferencias estadísticamente significativas * 

cuando p<0,05, proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos 

factores. 



173 

 

Es destacable el hecho de que las thyTreg modificadas genéticamente inducen 

una disminución de las células CD8 diana dentro de las CMSP-CTVio+ de 

manera específica (únicamente con el Ac de interés biotinilado). Esta 

circunstancia no se observa en la población CD4 no diana dentro de las CMSP-

CTVio+, en los co-cultivos con las thyTreg-NT ni en los cultivos de las CMSP-

CTVio+ en solitario. Esta disminución de la población de células CD8 dentro 

de las CMSP-CTVio+ podría estar relacionada (I) con un aumento de la muerte 

celular de estas células CD8 o (II) con una supresión de la proliferación de 

dichas células, mientras que, en ambos casos, las CD4 dentro de las CMSP-

CTVio+ no se verían tan afectadas. 

 Las thyTreg-UniCAR reducen específicamente la 

viabilidad de las células diana CD8 dentro de las CMSP, 

mientras que las CD4 no se ven afectadas. 

Tras estos sorprendentes resultados en los que la subpoblación de células CD8 

de las CMSP-CTVio+ fue específica y altamente disminuida por todos los tipos 

de thyTreg-UniCAR, se estudió la posible causa. La primera hipótesis fue que 

las thyTreg modificadas genéticamente estaban ejerciendo una capacidad 

citolítica sobre las células CD8 diana dentro de las CMSP-CTVio+, pero no así 

sobre las CD4 (no diana). Para resolver esta hipótesis, estudiamos la 

viabilidad de ambas fracciones CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio+. Los 

resultados muestran que no hay diferencias significativas entre la viabilidad 

de las células CD4 y CD8 dentro las CMSP-CTVio+ cuando fueron co-

cultivadas con cualquier tipo de thyTreg-UniCAR, comparándolas con las 

subpoblaciones de las CMSP-CTVio+ cultivadas solas o co-cultivadas con las 

thyTreg-NT, ya sea en ausencia de Ac intermediarios o en presencia del IgG-

Biotina o del αCD8 sin biotina (Figura 45). Sin embargo, cuando se co-

cultivaron en presencia del αCD8-Biotina, únicamente la viabilidad de las 

células diana CD8 de las CMSP-CTVio+ disminuye significativamente en 

todos los co-cultivos con cualquier tipo de thyTreg-UniCAR, siendo la 

disminución más notable la observada en las thyTreg-UniCAR41BB. Por el 

contrario, la viabilidad de la subpoblación de células no diana, las CD4 de las 
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CMSP-CTVio+, no se vio alterada, a pesar de que la de las CD8 fue 

ampliamente reducida.  

 

Figura 45. Viabilidad de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) dentro de 

las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), la mediana (línea 

negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al máximo de la viabilidad de 

las subpoblaciones CD4 y CD8 en las células CMSP-CTVio+, visualizados por citometría 

de flujo con 7AAD, tras 72h de cultivo en solitario o de co-cultivo con los diferentes tipos 

de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina 

(arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o αCD8 sin biotina (abajo-derecha). Ratio 

en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las condiciones. N=4. Diferencias 

estadísticamente significativas * cuando p<0,05 entre las condiciones indicadas. 

Diferencias estadísticamente significativas # si p<0,05 cuando se comparan las 

condiciones de co-cultivo indicadas con respecto a la condición en presencia del αCD8-

Biotina. Estadística proporcionada por el test de comparaciones múltiples ANOVA de 

dos factores. 
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De igual modo, no se observa ningún tipo de diferencia significativa en la 

viabilidad de las células CD4 de las CMSP-CTVio+ cuando se co-cultivaron 

con las thyTreg-NT o con cualquier variedad de las thyTreg-UniCAR a 

diferentes ratios (2:1 - 1:1 - 1:2; thyTreg : CMSP-CTVio+), ya fuera en ausencia 

o en presencia del Ac αCD8-Biotina (Figura 46A). Tampoco se observan 

diferencias significativas en la viabilidad de las células CD8 de las CMSP-

CTVio+ cuando se co-cultivaron a diferentes ratios con cualquier variedad de 

thyTreg en ausencia de Ac intermediarios. Por el contrario, cuando se añade 

el αCD8-Biotina, se puede apreciar una disminución progresiva de la 

viabilidad de las células CD8 diana de las CMSP-CTVio+ a medida que el ratio 

de co-cultivo (thyTreg : CMSP-CTVio+) aumenta en los co-cultivos con las 

thyTreg-UniCARCD28 y con las thyTreg-UniCAR41BB. Estas diferencias en 

la viabilidad de las células CD8 entre los diferentes ratios de co-cultivo no se 

observan con las thyTreg-NT (Figura 46B). 
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Figura 46. Viabilidad de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no diana) dentro de 

las CMSP con diferentes ratios de co-cultivo. (A) Diagramas de líneas que representan 

la media ± SEM del porcentaje de viabilidad de la subpoblación CD4 en las células 

CMSP-CTVio+, visualizados por citometría de flujo con 7AAD tras 72h de co-cultivo con 

los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac 

αCD8-Biotina (derecha). Ratios en el co-cultivo 2:1. 1:1 y 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en 

todas las condiciones. N=4. (B) Diagramas de líneas que representan la media ± SEM del 

porcentaje de viabilidad de la subpoblación CD8 en las células CMSP-CTVio+, 

visualizados por citometría de flujo con 7AAD tras 72h de co-cultivo con los diferentes 

tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina 

(derecha). Ratios en el co-cultivo 2:1. 1:1 y 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las 

condiciones. N=4. Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 entre las 

condiciones indicadas con respecto a la condición de co-cultivo con las thyTreg-NT. 

Estadística proporcionada por el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos 

factores. 
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 Los dominios de co-estimulación influyen en la capacidad 

supresora de las thyTreg-UniCAR sobre las células diana. 

Una vez comprobado que las thyTreg modificadas genéticamente 

disminuyen específicamente la viabilidad de las células CD8 diana dentro de 

las CMSP-CTVio+, pero no la de las CD4, se continuó el estudio y se comprobó 

la segunda hipótesis. Esta hipótesis relaciona la disminución del número de 

CD8 y del ratio de las células CD8/CD4 de las CMSP-CTVio+ con la capacidad 

de las thyTreg-UniCAR de suprimir la proliferación de estas células diana. 

Así, al suprimir su proliferación también se reduciría su frecuencia y su 

concentración durante el co-cultivo con respecto a las CD4 de las CMSP-

CTVio+, que continuarían proliferando. Por lo tanto, para comprobar esta 

hipótesis, se estudió la capacidad de supresión de la proliferación de los 

diferentes tipos de thyTreg tras 72 horas de co-cultivo con las CMSP-CTVio+. 

Los resultados indican que el UniCARCD28 y el UniCAR de 3ª generación 

afectan negativamente a la capacidad basal de supresión de la proliferación 

ejercida por las thyTreg en comparación con las thyTreg-NT en ausencia de 

Ac intermediarios (Figura 47). Estas diferencias, a pesar de no ser 

significativas, sobre todo se ven más acusadas en las thyTreg-UniCARCD28. 

Por el contrario, el UniCAR41BB no solo no disminuye, si no que mantiene la 

función supresora basal sobre la población de células CD4 de las CMSP-

CTVio+ e, incluso, la incrementa ligeramente sobre la población CD8 de las 

CMSP-CTVio+ en el co-cultivo en ausencia de Ac, aunque estos resultados no 

sean significativos.  

Cuando se co-cultivaron las células en presencia del Ac αCD8-Biotina, todas 

las fracciones de las thyTreg mostraron un ligero aumento de la capacidad de 

supresión de la proliferación tanto de las CD4 como de las CD8 de las CMSP-

CTVio+ (Figura 47). Sin embargo, las thyTreg-UniCAR41BB no solo mostraron 

una capacidad supresora de la proliferación de las células CD8 (diana) 

significativamente mayor a la observada en ausencia de Ac o en presencia del 

αCD8 sin biotina, sino que, además, esta también era significativamente 

superior a la desarrollada por el resto de variedades de thyTreg en presencia 

de αCD8-Biotina. Además, esta condición también es la que mostró más 
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capacidad de supresión de las células CD4 (no diana) de las CMSP-CTVio+. 

En el caso de todos los co-cultivos en presencia del IgG-Biotina, se observa 

unas capacidades de supresión que, a pesar de ser superiores a las observadas 

en las condiciones en ausencia de Ac o con el αCD8 sin biotina, esta no alcanza 

a la desarrollada por las thyTreg-UniCAR41BB en presencia del αCD8-Biotina 

sobre la proliferación de las CD4 ni de las CD8 de las CMSP-CTVio+ (Figura 

47).  
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Figura 47. Supresión de la proliferación de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no 

diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la media (+), 

la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al máximo de 

la supresión de la proliferación de las subpoblaciones CD8 y CD4 en las células CMSP-

CTVio+ diana, visualizados por citometría de flujo, mediante la pérdida gradual del 

marcador CTVio con el que fueron teñidas las CMSP-CTVio+, tras 72h de co-cultivo con 

los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de 

Ac αCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o αCD8 sin biotina 

(abajo-derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las 

condiciones. N=4. Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 entre las 

condiciones indicadas. Diferencias estadísticamente significativas # si p<0,05 cuando se 

comparan las condiciones de co-cultivo indicadas con respecto a la condición en 

presencia del αCD8-Biotina. Estadística proporcionada por el test de comparaciones 

múltiples ANOVA de dos factores. 

Así mismo, a medida que se aumenta el ratio de co-cultivo de las thyTreg con 

respecto a las CMSP (2:1-1:1-1:2; thyTreg : CMSP-CTVio+), se puede observar 

un incremento equivalente de la capacidad supresora de todas las thyTreg. 

Este efecto ratio dependiente es remarcable en las células thyTreg-

UniCAR41BB cuando están en presencia del Ac αCD8-Biotina, pues es la 

condición que muestra la mayor capacidad supresora de la proliferación de 

las células CD8 (diana) de las CMSP-CTVio+ y de las células CD4 (no diana) 

de las CMSP-CTVio+ (Figura 48A y B, respectivamente).  



180 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



181 

 

Figura 48. Supresión de la proliferación de las subpoblaciones CD8 (diana) y CD4 (no 

diana) dentro de las CMSP a diferentes ratios de co-cultivo. (A) Diagramas de líneas 

que representan la media ± SEM del porcentaje de supresión de la proliferación de la 

subpoblación CD4 en las células CMSP-CTVio+, visualizados mediante la pérdida 

gradual del marcador CTVio, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, 

y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina (derecha). Ratio en 

los co-cultivos de 2:1, 1:1 o 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las condiciones. N=4 

en ratio 2:1 y N=3 en ratio 1:1 y 1:2. (B) Diagramas de líneas que representan la media ± 

SEM del porcentaje de supresión de la proliferación de la subpoblación CD8 en las 

células CMSP-CTVio+, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en 

ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina (derecha). Ratio en los co-

cultivos de 2:1, 1:1 o 1:2 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las condiciones. N=4 en ratio 

2:1 y N=3 en ratio 1:1 y 1:2. Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 

entre la condición de co-cultivo con las thyTreg-UniCAR41BB con respecto al resto de 

condiciones en presencia del Ac αCD8-Biotina. Diferencias estadísticamente 

significativas # si p<0,05 cuando se comparan la condición de co-cultivo con las thyTreg-

UniCAR41BB en ausencia de Ac con respecto a la misma condición en presencia del 

αCD8-Biotina. Estadística proporcionada por el test de comparaciones múltiples 

ANOVA de dos factores. 

Para verificar el efecto supresor ejercido por las thyTreg-UniCAR41BB sobre 

las subpoblaciones CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio+, no solo estudiamos la 

inhibición de la capacidad proliferativa de estas, sino también su expresión de 

marcadores de activación celulares. Concretamente, estudiamos el marcador 

de activación ICOS, esencial para la correcta activación y función de las células 

T (202).  

Como se puede observar, no hay diferencias significativas en la expresión de 

este marcador en las células CD4 ni CD8 entre las condiciones de CMSP-

CTVio+ cultivadas solas. Cuando se co-cultivan con las thyTreg-NT, se puede 

ver una ligera diminución no significativa del porcentaje de expresión de 

ICOS en las CD4 y CD8 de las CMSP-CTVio+ tanto en ausencia como en 

presencia de cualquier tipo de Ac, con respecto a las CMSP-CTVio+ cultivadas 

solas (Figura 49). Este fenómeno se puede deber al efecto supresor natural de 

las células thyTreg. Esta disminución también se observa en ambas 

subpoblaciones de las CMSP-CTVio+ co-cultivadas con las thyTreg-UniCAR y 

thyTreg-UniCARCD28 solo cuando están en presencia de algún Ac. Sin 

embargo, las thyTreg-UniCAR41BB, en presencia del Ac αCD8-Biotina, 

reducen significativamente la expresión de este marcador tanto en las CD4 

como en las CD8 de las CMSP-CTVio+ con respecto a las CMSP-CTVio+ 
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cultivadas solas, y alcanzando unos niveles muy inferiores a los de las otras 

thyTreg. Por el contrario, este incremento del efecto supresor sobre la 

expresión de ICOS ejercido por las thyTreg-UniCAR41BB no se aprecia en 

ausencia de Ac o en presencia de los Ac control IgG-Biotina ni αCD8 sin 

biotina (Figura 49).  
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Figura 49. Supresión de la expresión de ICOS de las subpoblaciones CD8 (diana) y 

CD4 (no diana) dentro de las CMSP. Diagramas de cajas y bigotes que representan la 

media (+), la mediana (línea negra horizontal) y las barras de error del valor mínimo al 

máximo de la supresión de la expresión del marcador de activación ICOS de la 

subpoblación CD4 en las células CMSP-CTVio+, visualizados mediante la citometría de 

flujo, tras 72h de cultivo en solitario de las CMSP-CTVio+ o en co-cultivo con los 

diferentes tipos de thyTreg; en ausencia de Ac (arriba-izquierda) o en presencia de Ac 

αCD8-Biotina (arriba-derecha), IgG-Biotina (abajo-izquierda) o αCD8 sin biotina (abajo-

derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en todas las condiciones. 

N=4. Diferencias estadísticamente significativas * cuando p<0,05 entre las condiciones 

indicadas. Estadística proporcionada por el test de comparaciones múltiples ANOVA de 

dos factores. 

Por último, medimos las principales citoquinas pro y anti-inflamatorias 

presentes en los sobrenadantes de los co-cultivos anteriores. Como citoquinas 

anti-inflamatorias medimos la IL-10. Como pro-inflamatorias analizamos el 

IFN-γ, TNF-α e IL-6. También evaluamos la citoquina IL-2 presente en los 

sobrenadantes.  

En el caso de la IL-10, los resultados muestran una mayor, pero no 

significativamente, presencia de la IL-10 en el sobrenadante de los co-cultivos 

en presencia del αCD8-Biotina entre las CMSP-CTVio+ y las thyTreg-NT, 

comparándolas con el cultivo de las CMSP-CTVio+ solas (Figura 50). A su vez, 

en los co-cultivos con thyTreg-UniCAR y thyTreg-UniCAR41BB, se aprecia 

una mayor concentración de la IL-10. Sin embargo, es la condición thyTreg-

UniCARCD28 la que muestra una mayor concentración de esta citoquina en 

el sobrenadante del co-cultivo.  

Por otro lado, estudiando la IL-2, a pesar de que se observa una 

heterogeneidad muy grande entre los experimentos, no hay diferencias entre 

el cultivo de las CMSP-CTVio+ en solitario con respecto al co-cultivo de las 

CMSP-CTVio+ con las thyTreg-NT y las thyTreg-UniCAR. Sin embargo, la IL-

2 presente en el sobrenadante de las condiciones con las thyTreg-

UniCARCD28 y thyTreg-UniCAR41BB es muy inferior con respecto a la 

observada en la condición de CMSP-CTVio+ cultivadas solas y a la de CMSP-

CTVio+ + thyTreg-NT (Figura 50). En el caso de las citoquinas pro-

inflamatorias IFN-γ, TNF-α e IL-6 presentes en los sobrenadantes de los co-

cultivos, se aprecia un comportamiento muy similar entre las diferentes 
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condiciones en las tres citoquinas. En primer lugar, en el sobrenadante de las 

thyTreg-NT hay menos cantidad de estas citoquinas pro-inflamatorias que en 

el del cultivo de las CMSP-CTVio+ en solitario, seguramente debido a su 

capacidad supresora natural. En los sobrenadantes de los co-cultivos de las 

CMSP-CTVio+ con las thyTreg-UniCAR y con las thyTreg-UniCAR41BB hay 

una concentración de estas citoquinas muy parecida, siendo esta superior a la 

medida en las condiciones de co-cultivo con las thyTreg-NT, pero a la vez 

inferior a la de las thyTreg-UniCARCD28. Estas últimas son las células que 

muestran una mayor concentración de todas estas citoquinas pro-

inflamatorias (Figura 50).  

 

Figura 50. Concentración de citoquinas anti y pro-inflamatorias en el sobrenadante de 

los cultivos y co-cultivos de las CMSP con los diferentes tipos de las thyTreg. 

Histogramas que representa la media ± SEM de la concentración (pg/ml) en el 

sobrenadante de los cultivos y co-cultivos entre las CMSP-CTVio+ y los diferentes tipos 

de las thyTreg en presencia del Ac αCD8-Biotina. Las citoquinas analizadas han sido la 

IL-10, IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-6. Ratio en el co-cultivo 2:1 (thyTreg : CMSP-CTVio+) en 

todas las condiciones. N=2. 
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En resumen, se ha observado cómo, en los co-cultivos con las CMSP, las 

thyTreg modificadas genéticamente tienen un efecto directo sobre la fracción 

de las células diana CD8, reduciendo su cantidad y su viabilidad. Sin 

embargo, son las thyTreg-UniCAR41BB las únicas que, además de alterar la 

cantidad y viabilidad de las células diana CD8, también inhiben su capacidad 

proliferativa y estado de activación. Además, este efecto supresor es 

específico, ya que sólo se da cuando el Ac intermediario correcto está presente. 

De manera muy interesante, las thyTreg-UniCAR41BB también afectan a la 

subpoblación de células CD4+ dentro de la fracción de células no diana de las 

CMSP. Este fenómeno, a diferencia que el efecto directo observado sobre las 

CD8, solo se caracteriza por reducir la capacidad proliferativa y el estado de 

activación de esas células CD4. 

 Co-cultivos de las thyTreg-UniCAR con las subpoblaciones 

de las CMSP por separado: Estudio del efecto directo e 

indirecto  

Para estudiar el efecto directo e indirecto desarrollado por las thyTreg-

UniCAR sobre las células diana y no diana de las CMPS, observados en los 

apartados VI.5.4, VI.5.5 y VI.5.6 anteriores, decidimos aislar la población CD8 

de las CMSP, para, por un lado, establecer co-cultivos con la fracción CD8 

enriquecida (células dianas) y, por otro lado, con la fracción conjunta no-CD8 

sobrante tras el enriquecimiento (células no diana). Al igual que en el 

apartado anterior, se estimularon todos los tipos celulares durante 24h por 

separado (la fracción aislada de células CD8+, la fracción de células no-CD8, 

las thyTreg-NT y las células modificadas genéticamente). Transcurridas estas 

24h, y tras quitar la activación, se co-cultivaron los diferentes tipos de thyTreg 

con las fracciones CD8+ o no-CD8 durante 72 horas (Ver apartado V.7.3).  

Se estudió la concentración (células/µl) de las células CD4 de la fracción no-

CD8 en el cultivo en solitario y en los co-cultivos con los diferentes tipos de 

thyTreg. Los resultados muestran que no hay diferencias significativas entre 

las células cultivadas solas o co-cultivadas con las thyTreg en ausencia de Ac 

intermediarios. De igual modo, tampoco se observan diferencias en la 
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concentración de las células CD4 de la fracción celular no-CD8 en presencia 

del Ac αCD8-Biotina (Figura 51).  

 

Figura 51. Concentración células/µl de la subpoblación de células CD4 (no diana) 

dentro de la fracción de no-CD8. Histogramas que representa la media ± SEM de la 

concentración de la subpoblación T CD4+ en la fracción de células no-CD8, visualizados 

por citometría de flujo tras 72h de cultivo en solitario o de co-cultivo con los diferentes 

tipos de thyTreg, y en ausencia de Ac (izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina 

(derecha). Ratio 2:1 (thyTreg : no-CD8) en el co-cultivo en todas las condiciones. N=3. 

Diferencias no significativas proporcionado por el test de comparaciones múltiples 

ANOVA de dos factores. 

En el caso de la fracción aislada CD8+, podemos observar que en los co-

cultivos de estas células con cualquier thyTreg en ausencia de Ac, no hay 

diferencias significativas en la concentración de las células diana entre las 

diferentes condiciones con respecto a las células CD8+ cultivadas en solitario 

(Figura 52A). Tampoco se observan diferencias entre las condiciones cuando 

se co-cultivan las thyTreg-UniCAR a diferentes ratios con las células CD8+ 

(Figura 52A).  

Sin embargo, cuando a estos cultivos o co-cultivos celulares se les añade el Ac 

αCD8-Biotina, se aprecia una drástica disminución de la concentración de 

células CD8+ en los co-cultivos con todos los tipos de thyTreg-UniCAR, 

alcanzando la mínima concentración observada en los co-cultivos con las 

thyTreg-UniCAR41BB (Figura 52B). Por el contrario, la concentración de 
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células CD8+ cultivadas en solitario, o en las co-cultivadas con las thyTreg-NT, 

no se ve afectada por la presencia de este Ac intermediario. Además, a medida 

que se aumentan los ratios de los co-cultivos (thyTreg-UniCAR : CD8+), se 

hace más remarcable el hecho de que las thyTreg-UniCAR41BB son las más 

eficaces reduciendo la concentración de las células CD8 a cualquier ratio 

estudiado, comparándola con thyTreg-UniCARCD28 o thyTreg-UniCAR 

(Figura 52B). En esta sección, demostramos que el efecto sobre las células T 

CD8+ es específico del CAR. 
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Figura 52. Concentración células/µl de la subpoblación de células CD8 (diana) dentro 

de la fracción de CD8+. (A) Histogramas y diagramas de líneas que representan la media 

± SEM de la concentración de la subpoblación CD8 en la fracción de enriquecimiento de 

células CD8+-CTVio+, visualizados por citometría de flujo tras 72h de co-cultivo con los 

diferentes tipos de thyTreg, en ausencia de Ac. Histogramas a ratio 2:1 y diagramas de 

líneas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg : CD8+-CTVio+) en los co-cultivos de todas las 

condiciones. N=3. (B) Histogramas y diagramas de líneas que representan la media ± 

SEM de la concentración de la subpoblación CD8 en la fracción de enriquecimiento de 

células CD8+-CTVio+, visualizados por citometría de flujo tras 72h de co-cultivo con los 

diferentes tipos de thyTreg, en presencia del Ac αCD8-Biotina. Histogramas a ratio 2:1 y 

diagramas de líneas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg : CD8+-CTVio+) en los co-cultivos de 

todas las condiciones. N=3. Diferencias no significativas proporcionado por el test de 

comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Junto a la diminución de la concentración de las células CD8+, se analizó la 

capacidad supresora de los diferentes tipos de thyTreg sobre la proliferación 

de las células CD4 de la fracción no-CD8 por un lado y, por otro, la ejercida 

sobre la proliferación de las CD8+.  

En el caso de las células CD4 de la fracción no-CD8-CTVio+, no se ven 

diferencias significativas en la capacidad supresora ejercida por las diferentes 

thyTreg sobre la proliferación de estas células cuando están co-cultivadas en 

ausencia de Ac intermediarios o en presencia del Ac αCD8-Biotina (Figura 

53). 
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Figura 53. Supresión de la proliferación de la subpoblación CD4 (no diana) dentro de 

la fracción no-CD8. Histogramas que representan la media ± SEM de la supresión de la 

proliferación de la subpoblación CD4 en la fracción de células no-CD8-CTVio+, 

visualizados mediante la pérdida gradual del marcador CTVio con el que fueron teñidas 

las no-CD8, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia de 

Ac (izquierda) o en presencia de Ac αCD8-Biotina (derecha). Ratio en el co-cultivo 2:1 

(thyTreg : no-CD8-CTVio+) en todas las condiciones. N=3. Diferencias no significativas 

proporcionado por el test de comparaciones múltiples ANOVA de dos factores. 

Cuando se co-cultivaron la fracción enriquecida CD8+-CTVio+ con los 

diferentes tipos de thyTreg en ausencia de Ac intermediarios, no se ve una 

diferencia clara en la capacidad de supresión de la proliferación de las células 

CD8+-CTVio+ entre las condiciones con thyTreg-NT o con thyTreg 

modificadas genéticamente. Además, en ausencia de Ac intermediario, 

tampoco hay diferencias en la capacidad supresora entre los diferentes ratios 

de co-cultivo (thyTreg : CD8+-CTVio+) (Figura 54A). Contrariamente, cuando 

estas mismas condiciones se cultivaron en presencia del αCD8-Biotina, la 

capacidad de supresión de la proliferación de las CD8+-CTVio+ ejercida por 

las thyTreg-UniCAR (53,78 ± 10,97; Media ± SEM) y por las thyTreg-

UniCARCD28 (47,09 ± 11,01; Media ± SEM) aumentan a casi el doble con 

respecto a la ejercida por las thyTreg-NT (27,55 ± 6,63; Media ± SEM) y con 

respecto a sus mismas condiciones en ausencia de Ac. Sin embargo, este 

aumento es más remarcado en el caso de las thyTreg-UniCAR41BB, 

alcanzando el valor más alto de supresión (71,60 ± 9,7; Media ± SEM). Además, 

esta supresión es ratio-dependiente, pues a media que se ven disminuidos los 

ratios thyTreg : CD8+-CTVio+ en los co-cultivos y, por lo tanto, la presencia de 

las diferentes células thyTreg, la capacidad de supresión disminuye 

escalonadamente (Figura 54B). 
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Figura 54. Supresión de la proliferación de la subpoblación CD8 (diana) dentro de la 

fracción CD8+. (A) Histogramas y diagramas de líneas que representan la media ± SEM 

de la supresión de la proliferación de la subpoblación CD8 en la fracción CD8+-CTVio+, 

visualizados mediante la pérdida gradual del marcador CTVio con el que fueron teñidas 

las células CD8+, tras 72h de co-cultivo con los diferentes tipos de thyTreg, y en ausencia 

de Ac. Histogramas a ratio 2:1 (izquierda) y diagramas de líneas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 

(thyTreg : CD8-CTVio+) (derecha) en los co-cultivos de todas las condiciones. N=2. (B) 

Histogramas y diagramas de líneas que representan la media ± SEM de la supresión de 

la proliferación de la subpoblación CD8 en la fracción CD8+-CTVio+, tras 72h de co-

cultivo con los diferentes tipos de thyTreg en presencia del Ac αCD8-Biotina. 

Histogramas a ratio 2:1 (izquierda) y diagramas de líneas a ratios 2:1, 1:1 y 1:2 (thyTreg 

: CD8-CTVio+) (derecha) en los co-cultivos de todas las condiciones. N=2. 
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Por lo tanto, al igual que en los co-cultivos con las CMSP sin aislar, todos los 

tipos del thyTreg-UniCAR, siendo especialmente remarcable las células 

thyTreg-UniCAR41BB, presentan una gran capacidad de supresión de 

proliferación de las células CD8 aisladas, comparándolas con las thyTreg-NT. 

Por lo tanto, se confirma que las thyTreg-UniCAR, y en especial las thyTreg-

UniCAR41BB, tienen un múltiple efecto directo sobre las células diana, 

también observado en los co-cultivos con las CMSP sin aislar.  

Por el contrario, a diferencia de lo observado en las células no diana de las 

CMSP sin aislar, ningún tipo de thyTreg-UniCAR disminuye la concentración 

celular o la capacidad de proliferación de las células CD4 de la fracción no-

CD8 durante los co-cultivos. El efecto indirecto observado sobre las células no 

diana de las CMSP sin aislar (Ver apartados VI.5.4, VI.5.5 y VI.5.6), solo ocurre 

cuando las células diana están presentes en el medio. Por lo tanto, las thyTreg, 

tras una cascada de reconocimiento específico y activación celular mediada 

por los UniCAR, reducen la cantidad, la viabilidad, la proliferación y el estado 

de activación de las células diana; y la proliferación y el estado de activación 

de las células no diana, destacando especialmente las thyTreg-UniCAR41BB.  
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VII.1 Exploración del uso de timocitos como fuente 

alternativa de obtención de thyTreg 

En este estudio hemos demostrado que la combinación de la estimulación del 

TCR/CD28, altas concentraciones de IL-2 y el tratamiento con TGF-β1, así 

como la inducción de la expresión de un FOXP3 ectópico, han sido capaces de 

inducir una sobre-expresión del FOXP3 en los timocitos. Sin embargo, estas 

estrategias, mediante las cuales ya se logró inducir iTreg con capacidad 

supresora desde células T de periferia (203, 204), fueron insuficientes para 

conferir un fenotipo estable y una funcionalidad similar a las thyTreg en las 

células CD25neg de origen tímico.  

Papel del microambiente, de la regulación genética y epigenética en la 

generación de Treg funcionales 

Algunos autores han remarcado el papel microambiente de citoquinas, como 

el eje de la IL-2/IL-2R (receptor de la IL-2) y otras citoquinas esenciales para el 

mantenimiento de la integridad, funcionalidad y estabilidad de las células 

Treg, como el TGF-β o la IL-15 (205-207). Se ha descrito que los progenitores 

tímicos de las thyTreg, las subpoblaciones CD25negFOXP3bajo y 

CD25+FOXP3neg, se pueden diferenciar en tTreg CD25+FOXP3+ en presencia de 

altas concentraciones de IL-2 (51) y que las Tconv de periferia, bajo las mismas 

circunstancias, pueden dar lugar a células iTreg funcionales (68, 69, 71). Sin 

embargo, simulando esas condiciones, a pesar de que en los timocitos CD25neg 

se indujo una elevada expresión del FOXP3, ésta no fue estable ni, 

consecuentemente, su capacidad supresora in vitro.  

Nuestros resultados muestran no solo una pérdida progresiva del FOXP3, 

sino que también una reducción inexorable del CTLA-4 en las CD25neg en 

cualquiera de las condiciones probadas. Esta reducción de ambas proteínas 

también estuvo correlacionada con una menor capacidad supresora y con un 

aumento de la expresión de citoquinas pro-inflamatorias, concordando con 

los estudios previos en los que la inestabilidad en la expresión de los 

principales marcadores de Treg pueden estar relacionados con la 

inestabilidad funcional. Similar a estos resultados, varios estudios han 
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demostrado que la expresión aislada del FOXP3 no es suficiente para inducir 

Treg funcionales. Para que se consiga una expresión estable del FOXP3 y se 

desencadene una capacidad supresora, se han descrito otros marcadores 

relacionados con las Treg que también juegan un papel muy importante en 

este contexto, como el TSDR o el CTLA-4. Algunos estudios indican que la 

altísima calidad de las tTreg o de las thyTreg, se debe a la hipometilación (muy 

bajo nivel de metilación) del promotor TSDR del FOXP3 (77, 112, 208). 

Además, algunos autores han sugerido que el FOXP3 puede actuar 

directamente sobre la remodelación de la cromatina de los genes del CTLA-4, 

IL-2 o IFN-γ, promoviendo o silenciando la expresión de los mismos (209, 210). 

Ohkura et al., demostraron que era necesario disponer de un elevado estado 

de demetilación no solo en las regiones promotoras del FOXP3, entre ellas el 

TSDR, sino que también en los promotores y en los genes que dan lugar a 

otros marcadores, como el CTLA-4, para adquirir la estabilidad y la plena 

capacidad supresora propia del linaje celular Treg (207, 211-213). Además del 

estado de metilación de los genes, también se ha descrito que una 

deacteliación de las histonas circundantes al promotor y al gen FOXP3 podría 

ser el causante de su silenciamiento (212, 214). A pesar de que en el presente 

estudio aún no tenemos resultados de los niveles de regulación epigenética 

de las diferentes regiones promotoras y genes implicados en la capacidad 

reguladora de las Treg, ese estudio será realizado en el futuro para verificar si 

la falta de estabilidad y funcionalidad observada se debe al estado de 

metilación de estas regiones en los timocitos. 

Paralelamente, transdujimos timocitos CD25neg con el gen FOXP3 junto con el 

tratamiento con TGF-β1/IL-2. La presencia de este FOXP3 ectópico debería 

haber permitido superar las limitaciones supuestamente derivadas de la 

regulación epigenética, ya que este FOXP3 ectópico no estaría controlado por 

el estado de metilación de sus promotores reguladores habituales. Sin 

embargo, a pesar de estar regulado por un promotor de expresión 

constitutiva, la expresión del FOXP3 se redujo considerablemente tras varios 

días de cultivo in vitro. Por lo tanto, además del estado de metilación de los 

genes y/o de las regiones reguladoras, en estas células modificadas 

genéticamente para forzar una sobre-expresión del FOXP3 deben estar 
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ocurriendo otros mecanismos que, finalmente, acaban desestabilizando la 

expresión de este factor de transcripción.  

Regulación postranscripcional de los marcadores clásicos de las Treg 

Una hipótesis que puede explicar la inestabilidad de la expresión del FOXP3 

y de la capacidad supresora de los timocitos es que, aunque se ha forzado una 

expresión de FOXP3 endógeno o ectópico en los timocitos CD25neg, estas 

células pueden tener patrones de expresión diferentes a las thyTreg de otros 

factores reguladores postranscripcionales esenciales para el mantenimiento o 

la inhibición del fenotipo y funcionalidad de las Treg. Por ejemplo, el motivo 

α estéril y el dominio histidina-aspartato contenidos en la proteína 1 

(SAMHD1, por sus siglas en inglés) favorece la degradación del FOXP3 y, por 

tanto, su expresión desestabiliza la función supresora de las células que los 

expresan (215). Otro factor importante es el FOXP1, cuya tarea es la de crear 

un heterodímero con el FOXP3 que estabiliza su unión al ADN y desencadena 

el fenotipo y funcionalidad Treg (216). Se ha demostrado que el FOXP1, 

conjuntamente con el FOXP3, regula de manera positiva las rutas de 

señalización del CD25, CTLA-4, CD39 y CD73, marcadores clásicos de las 

Treg (217).  

También se ha descrito el fenómeno de la translocación del FOXP3 hacia el 

citoplasma (218, 219). Se ha visto que las células Tconv CD4 activadas pueden 

mostrar un aumento de la expresión del CD25 y del FOXP3. De hecho, en las 

Tconv, en lugar de mantenerse en el núcleo para que pueda llevar a cabo su 

función, este factor de transcripción es exportado hacia el citoplasma y, 

debido a esa localización citoplasmática, el FOXP3 no puede ejercer su 

función. Este fenómeno podría explicar por qué las células Tconv estimuladas 

muestran un aumento transitorio de la expresión del FOXP3, pero no así una 

posterior adquisición de un fenotipo o capacidad supresora, fenómeno que 

nosotros también observamos en los timocitos tras tres días de estimulación. 

Sin embargo, en nuestro estudio hemos demostrado que la expresión del 

FOXP3 en los timocitos CD25neg tratados con TGF-β1 e IL-2 estaba localizada 

en el núcleo, donde debería de haber llevado a cabo su función [resultados no 

presentados en esta memoria, pero publicados en (187)].  
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Existen otros mecanismos que también podrían modular que una proteína 

adquiera funcionalidad, como la fosforilación, o que la pierda, como los 

mecanismos de degradación proteica. Uno de estos mecanismos de 

degradación de proteínas está basado en la ubiquitinación de las mismas. Se 

ha demostrado que la enzima deubiquinasa USP7 está ampliamente 

expresada en las células Treg, pues mantiene y estabiliza al FOXP3. De hecho, 

la ausencia de esta enzima está asociada con una disminución del FOXP3 y el 

consecuente decrecimiento de la capacidad supresora de las Treg in vitro (220). 

Adicionalmente, el dominio en caja U tipo E3 de la ubiquitin ligasa STUB1 ha 

demostrado que es capaz de degradar el FOXP3, provocando una reducción 

de otros marcadores asociados a las Treg y de su capacidad supresora, y de 

inducir la expresión de la IL-2 y el IFN-γ (221). Por lo tanto, a pesar de la 

presencia del FOXP3 en el núcleo de las células, su degradación por parte de 

estas enzimas podría explicar la reducción de él mismo, del CTLA-4, el 

incremento de la IL-2 y el IFN-γ; y la inestabilidad en la capacidad supresora 

que hemos observado en los timocitos CD25neg utilizados en este trabajo.  

Finalmente, no se puede excluir que estos resultados se puedan deber al 

estado muy inmaduro de los timocitos. Por lo tanto, se debe profundizar en 

el conocimiento de ambientes genéticos favorables, de los mecanismos de 

regulación epigenética y de los mecanismos de degradación del FOXP3 para 

poder llegar al mantenimiento de una expresión estable del FOXP3 y de su 

capacidad inmunosupresora. Además, también es necesario aumentar el 

entendimiento de la generación de las Treg en el timo, para poder reproducir 

las condiciones necesarias in vitro y aprovechar la enorme cantidad de 

timocitos como fuente alternativa de thyTreg.  

VII.2 UniCAR en las Tconv 

Desarrollados para combatir tumores hematológicos, los CAR han 

demostrado una amplia funcionalidad in vitro e in vivo en modelos animales 

y en humanos, hasta el punto en el que la FDA (administración de alimentos 

y drogas americana, por sus siglas en inglés) y la EMA (agencia europea del 

medicamento, por sus siglas en inglés) han aprobado tratar a pacientes con 
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leucemias y linfomas con esta estrategia terapéutica (222). Debido a su 

potencial, se han desarrollado numerosas estrategias que intentan superar las 

limitaciones observadas en los CAR convencionales, pero manteniendo, o 

incluso mejorando, el rendimiento anti-tumoral de estos. Una de estas 

aproximaciones es el uso de los denominados UniCAR, aquellos CAR que 

necesitan un intermediario para el reconocimiento del Ag diana y para la 

activación de las células que portan a los UniCAR en su superficie. Utilizando 

tres UniCAR con diferentes combinaciones de dominios de co-estimulación, 

hemos estudiado en Tconv si nuestros UniCAR podrían reproducir el efecto 

anti-tumoral descrito en los CAR convencionales. 

Diferencias entre los dominios de co-estimulación en la activación y 

funcionalidad de las Tconv con UniCAR de segunda generación 

Los UniCAR utilizados en este estudio corresponden a un UniCAR-mSA2 de 

tercera generación con los dominios CD28 y 4-1BB en su estructura, y dos 

UniCAR de segunda generación, cada uno con un solo dominio de co-

estimulación unidos al CD3-ζ. Un factor muy importante a tener en cuenta es 

que, para que las aproximaciones terapéuticas con cualquier CAR utilizado 

sean eficaces, se debe elegir el dominio de co-estimulación del CAR, o la 

combinación de ellos, más adecuado para cada estrategia.  

En este estudio, se ha observado que la sola presencia de un anticuerpo 

biotinilado, incluso sin la célula diana, induce en las Tconv-UniCARCD28 

unos porcentajes de activación superiores a las Tconv-UniCAR41BB y a las 

Tconv-CAR19, cuyo constructo CAR-T ARI-0001 también está basado en el 4-

1BB (223). Por otro lado, en los ensayos de citotoxicidad sobre células diana 

tumorales K562-CD19, los resultados indican que no hay diferencias en la 

capacidad citotóxica de las Tconv-UniCARCD28 y de las Tconv-

UniCAR41BB, siendo, en ambos casos, ligeramente superior a la de las Tconv 

con el CAR19 convencional. Estos resultados son contrarios a los mostrados 

por Lohmueller et al,. en cuya investigación también se co-cultivaron Tconv-

UniCAR-mSA2 con las células diana K562-CD19. Observaron que el UniCAR-

mSA2 con el CD28, en presencia de un anticuerpo intermediario biotinilado, 

presentaba una ligera mayor citotoxicidad hacia células diana que el UniCAR-
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mSA2 con el 4-1BB, aunque en ambos casos era inferior a la mostrada por un 

CAR convencional que no necesitaba del anticuerpo intermediario (179).  

Estas diferencias se podrían deber a las variaciones en los dominios de co-

estimulación de los constructos CAR. En las Tconv, los CAR convencionales 

basados en el CD28 están caracterizados por una intensa activación celular 

que, consecuentemente, genera una rápida capacidad citotóxica y la 

eliminación del tumor, ambas muy superiores a las ejercidas por los CAR41BB 

(224, 225). Sin embargo, se ha descrito que esta intensa activación celular 

mediada por el CD28 también está asociada a un elevado agotamiento celular, 

que hace que las células desarrollen más rápidamente un fenotipo senescente 

y anérgico (226-229). Por el contrario, los CAR basados en el 4-1BB median 

una menor, pero más sostenida, activación celular, aumentando la 

proliferación y mitigando el agotamiento de las células efectoras. Esto 

favorece una mayor persistencia en el paciente y una eliminación de las 

células tumorales (148, 225-227, 230). Sun et al,. describieron que el origen de 

las diferencias entre estas dos señales de co-estímulo podría deberse a la 

quinasa LCK, reclutada por la acción conjunta del CAR y los co-receptores 

CD4 o CD8. Este grupo describió que los sitios de fosforilación que esta 

quinasa LCK tiene en la cadena CD3-ζ se encuentran basalmente fosforilados 

en los constructos CAR con la secuencia CD28, lo que desencadena una señal 

de activación tónica muy elevada y permanente. Esta gran activación que 

induce el CARCD28 aumenta la ruta metabólica de la glucólisis y de la ruta 

de activación de la quinasa fosfatidilinositol 4-5 bifosfato 3 (PI3K, por sus 

siglas en inglés). Desafortunadamente, también aumenta la expresión de 

genes y factores de transcripción relacionados con el agotamiento celular, 

como NFATCL, NR4A2, and PDCD1 (gen que da lugar a la proteína PD-1) 

(231, 232). Por el contrario, observaron que los constructos CAR con la 

secuencia 4-1BB reclutaban a un complejo proteico que impedía la acción 

quinasa LCK, manteniendo una fosforilación basal menor y, por tanto, una 

señal de activación tónica reducida (231). Así, el dominio de co-estimulación 

4-1BB desencadena un metabolismo más oxidativo y la acción de la cascada 

de activación del factor nuclear kappa beta (NF-κβ, por sus siglas en inglés), 

de TRAF1 y TRAF3 (231, 233), favoreciendo la supervivencia de la célula. Por 
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lo tanto, este superior estado de activación tónico podría explicar por qué se 

induce la intensa cascada de activación celular tras el contacto sólo del 

anticuerpo biotinilado en las Tconv-UniCARCD28, mientras que las Tconv-

UniCAR41BB muestran una menor activación inespecífica. Finalmente, para 

poder demostrar esta hipótesis, se necesitarán los resultados de los futuros 

experimentos que realicemos acerca del estado de agotamiento celular de 

ambos tipos de poblaciones.  

UniCAR de tercera generación en las Tconv 

Por otro lado, con la intención de combinar la potente citotoxicidad de los 

CARCD28 con el escaso agotamiento y la persistencia a largo plazo de los 

CAR41BB, se crearon los CAR de tercera generación en cuya estructura están 

incluidos el CD28, el 4-1BB y el CD3-ζ. Los CAR convencionales de tercera 

generación han demostrado una elevada tasa de éxito en estudios pre-clínicos 

(234-236) y en ensayos clínicos de tumores hematológicos, donde 

demostraron tener más expansión y persistencia que un CARCD28 (237). En 

nuestros resultados, hemos observado que las Tconv portadoras del UniCAR 

de tercera generación se activaban en gran medida únicamente ante la 

combinación del anticuerpo intermediario biotinilado correcto y las células 

diana adecuadas, mientras que en presencia solamente del anticuerpo 

intermediario no mostró ninguna activación inespecífica, al contrario que las 

Tconv-UniCARCD28 y las Tconv-UniCAR41BB. Sin embargo, a pesar de que 

esta estructura de UniCAR ejerce una activación mucho más específica que 

los otras dos UniCAR de segunda generación, la capacidad citotóxica de estas 

células Tconv-UniCAR no mejora a la ejercida por ambos de segunda 

generación, tal y como han reportado algunos autores en los resultados de sus 

estudios en modelos animales (238-241) o incluso en ensayos clínicos (242). En 

estos estudios se sugirió que la acumulación de varias señales de co-estímulo 

adicionales podrían no solo no inducir una mayor capacidad citotóxica, sino 

que incluso podrían generar un detrimento en la funcionalidad de las células.  

En resumen, las estructuras UniCAR-mSA2 de segunda y tercera generación 

utilizadas en el presente trabajo no han demostrado unas mejores cualidades 

de versatilidad o especificidad para utilizarlas en las Tconv como terapia anti-
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tumoral, comparándolas con el CAR19 convencional. Por lo tanto, se 

continuarán explorando nuevas estrategias y aproximaciones para intentar 

aprovechar el potencial de los UniCAR en las Tconv.  

VII.3 Diferente patrón de estimulación de las thyTreg 

mediado por los UniCAR 

Numerosos estudios pre-clínicos han demostrado que las Treg antígeno-

específicas son más eficaces que las Treg policlonales para desarrollar una 

gran capacidad supresora (113-115, 127). En este contexto, uno de los primeros 

estudios de CAR en pTreg para tratar la colitis en ratones (119) demostró 

resultados muy alentadores. Posteriormente, se investigó con estas pTreg-

CAR en contextos de enfermedades autoinmunes en numerosos modelos 

animales (243-249); para proteger frente la EICH tras un trasplante de células 

hematopoyéticas (195, 250, 251) e incluso para prevenir el asma (252).  

Los UniCAR no alteran el fenotipo de las thyTreg  

A pesar de toda la investigación previa sobre el efecto de los dominios de co-

estimulación en las Tconv-CAR en el ámbito oncológico, poco se sabe de cómo 

actúan los dominios de co-estimulación en las Treg modificadas con CAR, ya 

que los mismos dominios de co-estimulación afectan de formas muy 

diferentes a las Tconv y a las Treg, dando como resultados respuestas 

celulares distintas (222). Tampoco se ha investigado todavía el efecto sinérgico 

de dos dominios de co-estimulación (como el 4-1BB y el CD28) utilizados 

conjuntamente en un CAR de tercera generación en las Treg. Además, se 

desconocen los efectos de los diferentes dominios de co-estimulación en las 

thyTreg de timo, pues la mayoría de las investigaciones actuales se han 

basado en pTreg-CAR de sangre periférica. 

Para aportar conocimiento a este respecto, en el presente trabajo se han 

evaluado thyTreg modificadas genéticamente con tres UniCAR con diferente 

combinación de dominios co-estimuladores. Los resultados de este trabajo 

demuestran que ninguna variedad de nuestras thyTreg-UniCAR vio alterada 

su expresión de los principales marcadores de Treg, como el CD25 y el FOXP3, 

o marcadores de estabilidad, como el HELIOS, con respecto a las thyTreg sin 
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transducir. Tampoco observamos que la transducción con los diferentes 

UniCAR alteren la expresión de proteínas implicadas en el trasvase o 

migración de estas células por la sangre y los tejidos; ni de marcadores de 

funcionalidad asociados con las Treg, como el CTLA-4, ICOS, LAG3 o CD73, 

con respecto a las thyTreg sin transducir. Estos resultados se ven avalados por 

otros estudios basados en pTreg modificadas genéticamente con otros 

UniCAR, cuyos resultados han sido similares (253). Además, la expresión de 

todos estos marcadores concuerda con lo observado anteriormente en estas 

células thyTreg (112) o en tTreg (77, 254). Sin embargo, a pesar de no ser 

significativo, las thyTreg modificadas genéticamente mostraban un aumento 

de los niveles basales de expresión de IL-10, de Granzima B y de Perforina, 

comparándolas con las thyTreg-NT. Por lo tanto, la modificación genética con 

los constructos UniCAR no altera en gran medida el extraordinario fenotipo 

celular thyTreg. 

Otros autores que han comparado el CD28 frente al 4-1BB en pTreg con CAR 

convencionales dirigidas también frente al HLA-A2, tampoco observaron 

diferencias en la frecuencia de la población CD25+FOXP3+, ni en la metilación 

en los genes del TSDR o del CTLA-4. Sin embargo, el CARCD28 indujo una 

mayor expresión del CTLA-4 y del LAP (181). Otro estudio más amplio sobre 

el efecto de los dominios intracelulares de CAR convencionales en el fenotipo 

y la estimulación de las células pTreg fue el realizado por Dawson et al,.. Ellos 

testaron un CAR frente el HLA-A2 de segunda generación con 10 tipos de 

combinaciones diferentes de dominios co-estimuladores, todos ellos 

asociados a los mecanismos naturales de activación las Treg (195, 196). Así, 

compararon el uso de varios dominios de co-estimulación de la superfamilia 

del CD28, entre los que destacan el mismo CD28, ICOS, CTLA-4 o PD-1, con 

la superfamilia de los receptores del TNF (TNFR), entre los que se encuentran 

el 4-1BB, OX40 o GITR. Al igual que nuestros resultados, no observaron que 

ninguna estructura CAR con los diferentes dominios alterara la expresión del 

FOXP3 o el HELIOS en las pTreg, y tampoco su estado de demetilación del 

TSDR. Sin embargo, al contrario que nuestros resultados, también observaron 

que las pTreg-CARCD28 tenían una expresión más elevada proteínas 
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asociadas con la capacidad supresora, como el CTLA-4 y el LAP (195), 

probablemente debido a la combinación de los dominios de co-estimulación.  

Diferencias en la activación celular de las thyTreg según los dominios de co-

estimulación 

Estudiando la activación celular ejercida por nuestros UniCAR sobre las 

thyTreg, nuestros resultados muestran diferencias en el perfil y características 

de la estimulación de las thyTreg entre los diferentes UniCAR.  

Similar a lo que hemos observado en las Tconv-CAR, las thyTreg-

UniCARCD28 mostraron unos niveles de activación celular muy superiores a 

los del resto de células. Sin embargo, a pesar de que el UniCARCD28 es el 

constructo que indujo la mayor activación celular en las thyTreg, este fue 

también más inespecífico que el del resto de constructos, pues ante 

intermediarios biotinilados no específicos en presencia e, incluso, en ausencia 

de las células diana, este constructo estimuló enormemente a las thyTreg. 

Estos resultados sugieren que el UniCARCD28 induce un estado de activación 

tónico superior al del UniCAR o UniCAR41BB en las thyTreg, al igual que en 

las Tconv. Este estado de activación superior haría posible que el detonante 

que necesitaran estas células para que se estimulen sea menor y que esa 

activación se desencadene, tan solo, con el reconocimiento de la biotina del 

intermediario por el UniCARCD28, fenómeno también descrito en otros 

estudios (253). Además, también explicaría que cuando se dan las señales de 

reconocimiento conjunto de la biotina del intermediario correcto y la célula 

diana adecuada, la activación que se desencadene sea muy superior a la del 

resto de thyTreg-UniCAR. En sintonía con nuestros resultados, estudios 

previos observaron que la mayor expresión de los marcadores de activación 

CD69 y CD71 se daba en las pTreg con el CAR convencional basado en el 

CD28 con respecto al resto, incluidas las pTreg-CAR41BB (181, 195).  

Por el contrario, la estimulación celular mediada por el UniCAR de 3ª 

generación y por el UniCAR41BB en las thyTreg es menor que la de las 

thyTreg- UniCARCD28, pero mucho más específica, pues únicamente se 

desencadena la activación celular en presencia del anticuerpo biotinilado 

correcto y la célula diana adecuada. Además, vemos que no hay diferencias 
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en el perfil de activación de las thyTreg en el caso del UniCAR41BB y el 

CAR19, CAR convencional también basado en el 4-1BB.  

VII.4 Potenciales mecanismos de la elevada capacidad 

supresora de las thyTreg-UniCAR 

En el presente estudio, se ha demostrado que las thyTreg modificadas 

genéticamente con diferentes UniCAR son capaces de suprimir muy 

eficientemente a las células diana T CD8+, elegidas mediante el uso de un 

anticuerpo αCD8 biotinilado, disminuyendo su concentración, viabilidad, 

proliferación y estado de activación. En paralelo, y únicamente cuando las 

células diana estaban presentes, también suprimieron de una forma indirecta 

la proliferación y el estado de activación de las células no diana, como las T 

CD4+, sin que su viabilidad se viera afectada. En estudios previos, también se 

ha reportado que las células pTreg-CAR específicas de un Ag no solo 

pudieron suprimir la proliferación de las células T efectoras específicas de 

dicho Ag, sino que también de otras células T efectoras con una especificidad 

por un antígeno distinto, ejerciendo una supresión directa e indirecta (123, 

124, 126, 127). Esta supresión directa sobre las células diana, e indirecta sobre 

las células no diana, alcanzó en nuestro estudio su máximo exponente en las 

thyTreg-UniCAR41BB, comparado con las otras variedades de thyTreg-

UniCAR. Esa supresión fue, además, ratio-dependiente, resultados 

comparables a los de otros estudios tanto de pTreg-CAR (122, 123), como de 

thyTreg policlonales (112).  

Para determinar los principales mecanismos con un papel relevante en la 

supresión ejercida por las thyTreg-UniCAR41BB, se han evaluado las vías de 

supresión comúnmente empleadas por las Treg para poder llevar a cabo su 

función supresora (42):  

Degradación del ATP 

Una de ellas es la capacidad de disrupción del metabolismo de las células 

efectoras, mediante varias vías diferentes de acción (201). Para ello, las Treg 

pueden llevar a cabo la vía de la degradación del ATP por las proteínas CD73 

y CD39 (254) como mecanismo de disrupción metabólica. Sin embargo, la baja 



206 

 

expresión del CD73 en todos los tipos de thyTreg del presente estudio nos 

hacen pensar que no es el principal mecanismo de la acción supresora ejercida 

por las thyTreg modificadas genéticamente, aunque tampoco podemos 

descartar que esté participando.  

Consumo de la IL-2 

Otro mecanismo de supresión mediante la disrupción metabólica es la vía de 

la captación de la IL-2 disponible en el medio gracias la elevada expresión del 

CD25 propio de las Treg, reduciendo su disponibilidad para las células 

inflamatorias o activadas (255). En este contexto, observamos que todos los 

tipos de thyTreg de nuestro estudio tienen una altísima expresión del CD25. 

Además, en las condiciones con mayor capacidad de supresión de la 

proliferación de CMSP activadas, la ejercida por las thyTreg-UniCAR41BB, la 

cantidad de IL-2 disponible en el medio es mínima y muy inferior a la 

observada en la condición de control positivo de proliferación. Esta 

disminución de la IL-2 en el medio concordaría con el mecanismo inmuno-

supresor de la deprivación por consumo de la IL-2 por parte de las thyTreg. 

Sin embargo, a pesar de que también podemos observar que la condición de 

co-cultivo con thyTreg-UniCARCD28 presenta una reducida cantidad de IL-

2 disponible en el medio, esta condición muestra una capacidad de supresión 

equivalente a las thyTreg-UniCAR, e inferior en ambos casos a las thyTreg-

UniCAR41BB.  

Estos resultados contravienen a los observados en pTreg modificadas con 

CAR, en los que otros autores han observado que la función supresora 

ejercida por Treg con un CARCD28 es dependiente del mecanismo de 

deprivación de la IL-2, mientras que el CAR41BB no muestra este mecanismo 

aumentado (181). Una hipótesis que podría explicar esta discordancia sería 

que la cantidad de IL-2 se ve reducida en el medio de cultivo, pero no se asocia 

a una función supresora, probablemente debido al superior estado de 

activación tónico de las células thyTreg-UniCARCD28. Debido a este elevado 

estado de activación basal, las thyTreg-UniCARCD28 consumirían la IL-2 

como un mecanismo de supervivencia celular, pero sin aumentar su 

capacidad supresora. De hecho, algunos estudios sugieren que el consumo de 
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la IL-2 por parte de las Treg no desencadena necesariamente un aumento de 

su capacidad supresora (256, 257), y, por lo tanto, podría estar asociando a un 

fuerte estado de activación y de demanda de nutrientes, como ocurre en las 

Tconv (258). 

Supresión por contacto célula-célula 

Otro mecanismo de supresión es el causado por el contacto directo entre las 

proteínas que median la supresión de las Treg y sus dianas (201). Dentro de 

este mecanismo, están implicadas numerosos tipos de proteínas, como el 

CLTA-4, ICOS, LAG3, LAP, etc (42). Estos principales marcadores funcionales 

de las Treg han sido evaluados en otros estudios en los que también se han 

modificado genéticamente pTreg con CAR (123, 152, 181, 195, 259). En estos 

estudios, las células portadoras de diferentes tipos de CAR convencionales 

mostraron un elevado porcentaje de expresión de estos marcadores asociados 

con las Treg, como el CTLA-4 o el LAP. Sin embargo, mientras que estos 

estudios describieron que las células pTreg con CAR41BB tenían una 

expresión menor del CTLA-4 que las pTreg con CARCD28 (181, 195), nuestros 

resultados muestran que todos los tipos de thyTreg, modificadas, o no, 

genéticamente, expresaban de una forma elevada, homogénea y similar las 

proteínas CTLA-4 e ICOS. Además, con unos niveles inferiores, tampoco hay 

diferencia en la expresión de LAP, LAG3 o GITR entre nuestras thyTreg sin 

modificar y las que expresan los diferentes UniCAR. Debido a los niveles de 

expresión de estos marcadores, cabría suponer que en la supresión ejercida 

por las thyTreg están participando los mecanismos de supresión directa por 

contacto directo célula/célula. En cambio, la homogénea expresión de estas 

proteínas entre los tipos de thyTreg-UniCAR no explicaría las diferencias en 

la función supresora observadas entre las condiciones en el presente estudio.  

Expresión y liberación de citoquinas anti- y pro-inflamatorias 

Como mecanismos indirectos supresores encontramos la producción de 

citoquinas anti-inflamatorias, como la IL-10, el TGF-β o la IL-35 (201). Entre 

estas citoquinas, hemos estudiado a la IL-10, la citoquina anti-inflamatoria por 

excelencia (260) y los resultados que hemos observado han sido 

sorprendentes. Primeramente, las condiciones de células thyTreg con los 
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UniCARCD28 y UniCAR41BB mostraron una expresión de la IL-10 en estado 

basal superior a la observada en las thyTreg no transducidas. Además, tras 

tres días de co-cultivo con CMSP, la IL-10 presente en el medio de cultivo es 

muy elevada en las condiciones en las que las thyTreg-UniCAR41BB ejercen 

una elevada supresión. Sin embargo, la IL-10 en el medio es mucho mayor en 

la condición de thyTreg-UniCARCD28 que, paradójicamente, es la que menos 

capacidad supresora mostró. Estos resultados de la IL-10 son similares a los 

observados en otros estudios, en los que las pTreg con CARCD28 tienen una 

producción mucho más elevada de la IL-10 que las pTreg con un CAR41BB 

(181). Además, demostraron que la IL-10 no era la causa principal de 

supresión, ya que el bloqueo de la IL-10 (181), o una sobre-expresión de esta 

interleuquina mediante un constructo que codificaba un CAR e IL-10 ectópica 

(152), no afectaba apenas a la supresión ejercida por las pTreg-CAR, por lo 

que este mecanismo no debe ser el principal responsable de la función 

supresora de las pTreg. Por lo tanto, la elevada cantidad de IL-10 que 

observamos en los medios de cultivo con thyTreg-UniCARCD28 también se 

debería al elevado estado de activación celular desencadenado por el CD28. 

No obstante, no podemos confirmar o descartar el papel de la IL-10 u otras 

citoquinas anti-inflamatorias como mediadores de supresión de este estudio. 

Para ello, se realizarán futuros experimentos bloqueando estas citoquinas en 

los ensayos de co-cultivo para poder dilucidar su participación.  

De igual modo, hemos analizado la producción de citoquinas pro-

inflamatorias en estado basal y su presencia en el medio tras el co-cultivo con 

las CMSP. Las thyTreg sin modificar genéticamente han sido ampliamente 

descritas por su estabilidad y escasa producción de citoquinas inflamatorias, 

incluso bajo ambientes pro-inflamatorios (112, 187). En estado basal, ningún 

tipo de célula thyTreg mostró una producción reseñable de IFN-γ. Sin 

embargo, tras tres días de contacto con sus células diana en el co-cultivo con 

las CMSP, las condiciones de thyTreg-UniCARCD28, además de la IL-10, 

mostraron los niveles más altos de IFN-γ, TNF-α e IL-6 en el medio del co-

cultivo. Otros grupos han descrito que las pTreg modificadas genéticamente 

con CAR convencionales basados en el CD28 son capaces de producir altas 

cantidades de citoquinas inflamatorias, como el IFN-γ o el TNF-α después del 
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contacto con su diana, incluso a pesar de co-expresar una alta cantidad de IL-

10 (152, 181). También describieron que esta producción de citoquinas, tanto 

pro-inflamatorias como anti-inflamatorias, es menor en las pTreg con un 

CAR-41BB a la mostrada por las pTreg-CARCD28 (179, 181, 253), resultados 

similares a los nuestros. Sin embargo, contrariamente a nuestros resultados, 

estos estudios también reportaron que, in vitro, las pTreg-CAR41BB tienen 

una función supresora o similar (253) o menor (181) a las pTreg-CARCD28, 

una diferencia que fue aún más acusada in vivo (195).  

A pesar de que algunos autores han descrito pTreg con cierta capacidad para 

producir citoquinas inflamatorias (78, 79, 261), el fenotipo y estado de 

maduración de esas células no coinciden con el de las thyTreg. Otros autores 

han sugerido que las Treg necesitarían adoptar determinadas características 

de las células efectoras, como por ejemplo la producción de citoquinas pro-

inflamatorias, para poder ejercer su función supresora sobre ellas (262-265). 

Aunque esta hipótesis podría explicar por qué las thyTreg-UniCAR41BB 

presentan una elevada capacidad supresora junto con una alta presencia de 

citoquinas pro-inflamatorias, no explicaría el fenómeno de la elevadísima 

presencia de citoquinas pro-inflamatorias en las condiciones con thyTreg-

UniCARCD28 y su escasa funcionalidad supresora. 

Capacidad citolítica de las thyTreg-UniCAR sobre las células diana 

La muerte celular inducida de las células efectoras es también un mecanismo 

de supresión de las Treg (201). Para ello, a pesar de que algunos autores han 

reportado que la inducción de la muerte celular ejercida por las Treg puede 

ser causada por la deprivación de la IL-2 (266), otros autores son contrarios a 

esta hipótesis (267) y sugieren que el mecanismo por el que las Treg son 

capaces de inducir la apoptosis en las células diana es mediante la liberación 

de gránulos que contienen granzimas y perforinas (268-270). 

Nuestros resultados muestran que las thyTreg-UniCAR tienen una expresión 

basal de la Granzima B ligeramente superior al resto de las thyTreg, y que las 

thyTreg-UniCAR41BB es el tipo celular que presenta basalmente la mayor 

expresión de Perforina. Tras el co-cultivo con las CMSP, las thyTreg-UniCAR, 

thyTreg-UniCARCD28 y, sobre todo, las thyTreg-UniCAR41BB, redujeron in 
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vitro el porcentaje, el número absoluto y la viabilidad de las células diana, sin 

tener ningún efecto en cualquiera de estos tres parámetros en las células no 

diana de las CMSP, tanto estudiando las poblaciones en conjunto como por 

separado, resultados no observados en las thyTreg-NT. Sin embargo, a pesar 

de que todas nuestras thyTreg-UniCAR mostraron la capacidad de eliminar a 

las células diana, únicamente las thyTreg-UniCAR41BB mostraron, además, 

una alta capacidad de supresión de la proliferación y del estado de activación, 

tanto de las células diana como no-diana.  

Estos resultados son similares a los de otros estudios in vitro que reportaron 

que las pTreg podían desarrollar la capacidad de lisar células diana mediante 

la acción de CAR convencionales (181) o, incluso, por UniCAR (253) en un 

proceso que es, al menos, dependiente de la Granzima B (181). Sin embargo, 

en estos estudios, las pTreg con CAR basados en el CD28 mostraron una 

mayor capacidad citolítica y supresora que los CAR basados en el 4-1BB (181). 

Contrariamente, otros autores han descrito que las pTreg con CARCD28 

frente al HLA-A2 no poseen ningún tipo de efecto citotóxico sobre las células 

diana (122, 125). Intentando dilucidar esa ambigua capacidad citolítica de las 

pTreg-CAR, Boroughs et al,. hipotetizaron que las diferencias en la nula 

citotoxicidad observada en las pTreg-CAR dirigidas frente HLA-A2 (122, 125, 

195), comparando con la gran capacidad citolítica observada en sus pTreg-

CAR frente al CD19, se podía deber a la gran afinidad de su CAR por el CD19. 

Para estudiar esto, usaron un nuevo CAR con mucha menos afinidad frente a 

la variante III del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFRvIII, por 

sus siglas en inglés) y comprobaron que sus pTreg-CAR seguían induciendo 

una muerte celular similar a sus pTreg-CAR frente al CD19, descartando la 

hipótesis de la afinidad como principal causa para inducir la capacidad 

citotóxica (181).  

En modelos de tumor in vivo, las pTreg-CARCD28 han demostrado tener una 

alta capacidad de reconocimiento y acumulación sobre las células con el Ag 

diana, pero con unos bajos niveles de citotoxicidad sobre las células tumorales 

(181). Boroughs et al,. sugirieron que para estudiar in vivo el efecto citotóxico 

de las pTreg-CARCD28, se deben escoger otros modelos que no sean modelos 
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tumorales, ya que la rápida tasa de proliferación celular de las líneas 

tumorales podía estar enmascarando los resultados (181). En sintonía con 

estos estudios, hemos observado que nuestras thyTreg con los diferentes tipos 

de UniCAR tienen una mayor capacidad de inducir muerte celular sobre las 

células primarias CMSP que sobre las células de línea tumorales K562-CD19.  

Así, en modelos no tumorales, como el de xenotrasplante de piel, a pesar de 

que los investigadores observaron que pTreg-CARCD28 eran capaces de 

infiltrar en el trasplante y de inducir una leve lisis de las células diana del 

tejido trasplantado cuando se infundían ellas solas, esta lisis celular era 

mucho menor a la inducida por Tconv-CARCD28 frente a los mismos Ag. 

Posteriormente, demostraron que si se infundían pTreg-CARCD28 y Tconv-

CARCD28 a la vez en el animal, ambas dirigidas frente al mismo Ag, las 

pTreg-CARCD28 prevenían el daño tisular ejercido por las Tconv-CARCD28, 

ya que el tejido mostró incluso menos lisis celular que con las pTreg-

CARCD28 solas. Estos resultados parecen indicar que, a pesar de que las 

pTreg-CAR puedan desarrollar cierta capacidad citolítica sobre las células 

diana, su capacidad inmunosupresora y de protección tisular (271) prevalece 

si se encuentran en contextos de inflamación y daño tisular. En paralelo, 

también certificaron que las pTreg-CAR41BB no ejercían una óptima función 

supresora en ese modelo de xenotrasplante in vivo (181).  

Por lo tanto, a la vista de los resultados de las thyTreg-UniCAR, podemos 

hipotetizar que las células thyTreg modificadas genéticamente podrían ejercer 

su función supresora utilizando varios mecanismos: la deprivación de la IL-2, 

la producción de citoquinas anti-inflamatorias, el contacto directo célula-

célula mediante las proteínas de membrana y la inducción de la muerte 

celular de las células diana. Sin embargo, estos estudios se limitan a 

experimentos in vitro y, desafortunadamente, aún no se han podido 

determinar si estas mismas células podrían tener una capacidad de protección 

frente a daños tisulares. Por lo tanto, cada uno de estos mecanismos deberán 

ser estudiados con más profundidad en futuros experimentos in vitro e in vivo 

para determinar el papel de cada uno de ellos 
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UniCAR41BB no solo no desestabiliza la capacidad supresora de las thyTreg, 

sino que la potencia  

El papel del dominio intracelular 4-1BB en las Treg sigue siendo aún muy 

controvertido. A pesar de que algunos autores han relacionado la acción del 

4-1BB con una desestabilización de la funcionalidad de las Treg, tal y como se 

ha comentado anteriormente (181, 195), se ha descrito que el bloqueo del 4-

1BB está relacionado con una inhibición de la funcionalidad de las Treg (272) 

y que la estimulación del 4-1BB mediante agonistas promociona la expansión 

de las Treg, sin afectar a la expresión del FOXP3 ni a su capacidad supresora 

(273, 274). 

En el presente estudio, las thyTreg-UniCAR41BB han demostrado ser el tipo 

celular que más eficaz y específicamente ha suprimido a las células diana y no 

diana con respecto a las células sin transducir y a las portadoras del UniCAR 

de 3ª generación y del UniCARCD28. Avalando nuestros resultados, Koristka 

et al,. demostraron que en las condiciones en las que co-cultivaron in vitro las 

pTreg-UniCAR con CMSP, no se observaban diferencias en la capacidad de 

supresión de estas pTreg-UniCARCD28 o pTreg-UniCAR41BB, siendo 

incluso ligeramente superior la ejercida por estas últimas. Estos resultados 

son muy relevantes, pues demuestran que el 4-1BB no impide desarrollar una 

elevada función supresora en las pTreg-UniCAR (253). Por el contrario, en 

otros numerosos estudios con pTreg-CAR convencionales, las pTreg-

CARCD28, además de un mayor nivel de estimulación, mostraron una 

supresión muy superior a la desarrollada por las pTreg-CAR con otros 

dominios co-estimuladores en sus constructos. En esos estudios, a pesar de 

que las pTreg-CAR41BB fueron las que mostraron la segunda mejor función 

supresora in vitro, la diferencia con las pTreg-CARCD28 era notable. Además, 

estas pTreg-CAR41BB no mostraron tan buenos resultados in vivo inhibiendo 

la enfermedad de EICH, con respecto a las pTreg-CARCD28 (181, 195).  

Estas diferencias en la actividad de las células que expresan CAR o UniCAR 

basados en el 4-1BB o el CD28 observadas en nuestro estudio y las de otros 

laboratorios, pueden deberse a múltiples causas: (I) La gran mayoría de los 

estudios previos han utilizado Treg extraídas de sangre periférica de adultos, 
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mientras que las thyTreg proceden del timo y presentan un fenotipo más 

indiferenciado. Estas thyTreg podrían expresar algún elemento distinto que 

repercuta de una forma diferencial ante la acción de los dominios 4-1BB o 

CD28 asociados a los CAR. (II) Las Treg con CAR basados en el CD28, además 

de un superior estado de activación, podrían estar desarrollando un mayor 

estado de agotamiento celular que aquellas células con CAR-41BB, lo que 

explicaría la alta producción de citoquinas inflamatorias, la variable 

capacidad supresora y, como también observamos en las thyTreg-

UniCARCD28, la prominente expresión de marcadores celulares asociados al 

agotamiento celular, como el PD-1 o el ICOS. (III) El constructo que utilizamos 

en la presente tesis es un UniCAR que necesita de intermediarios biotinilados. 

La conformación proteica resultante del UniCAR tras el reconocimiento del 

intermediario y del Ag diana podría ser diferente a la ocurrida en los CAR 

que reconocen directamente el Ag diana. (IV) Pequeñas diferencias en la 

secuencia de los constructos podrían desencadenar reacciones celulares muy 

diferentes. 

Relevancia de los dominios Hinge y Transmembrana mediando la activación 

y funcionalidad de celular   

Además de la importancia de las señales de co-estimulación de los CAR, 

algunos autores también destacan el papel diferencial que poseen otros 

elementos de los CAR, como el dominio Hinge y el dominio Transmembrana. 

En Tconv-CAR, por ejemplo, se puede observar una gran diferencia en la 

capacidad citolítica y de producción de citoquinas inflamatorias entre dos 

CAR con la misma estructura extracelular e intracelular, pero que diferían en 

los dominios Hinge y Transmembrana. Así, el CAR cuyos dominios Hinge y 

Transmembrana estaban basados en la cadena CD8α, presentaron menos 

capacidad de inducir apoptosis en células diana que las mismas células 

portadoras de CAR cuyos dominios pertenecían al CD28 (275). Al igual que 

la longitud del Hinge puede afectar a la funcionalidad del CAR, como fue 

comentado anteriormente, Fujiwara et al,. sugirieron que la estructura del 

Hinge también puede modular la acción del CAR, aumentando o reduciendo 

el umbral de reconocimiento necesario para que el CAR active a la célula (275). 

Además, sugirieron que la estructura del dominio Transmembrana también 
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es capaz de modular al CAR, aumentando o disminuyendo la estabilidad de 

esta proteína en la membrana celular (275). Marjzner et al,. corroboraron que, 

CAR con los dominios Hinge y Transmembrana del CD28 disminuían el 

umbral desencadenante de la activación celular tras el reconocimiento 

antigénico, induciendo, por tanto, una mayor activación celular, comparado 

con los mismos CAR con las secuencias Hinge y Transmembrana del CD8α 

(276).   

En nuestro estudio, se ha observado grandes diferencias en la funcionalidad 

de las thyTreg-UniCAR41BB, con respecto a otras pTreg con CAR41BB 

convencionales. Como ya ha sido mencionado anteriormente, Dawson et al,. 

reportaron una falta de funcionalidad de sus pTreg-CAR41BB. Comparando 

la estructura de ambos tipos de CAR, su constructo CAR41BB posee los 

dominios Transmembrana y co-estimulador basados íntegramente en el 4-1BB 

(195), mientras que nuestro UniCAR41BB posee un dominio Transmembrana 

procedente del CD28 combinado con el dominio co-estimulador 4-1BB. En 

otros estudios que también reportaron una inestabilidad en la función 

reguladora de las pTreg en CAR que contenían el 4-1BB, sus dominios Hinge 

y Transmembrana procedían del CD8α (181), igualmente diferentes a los de 

nuestro UniCAR41BB.  

Sin embargo, Koristka et al,., como ha sido mencionado anteriormente, 

reportaron que sus UniCAR41BB no impedían la capacidad supresora de las 

Treg y que este constructo también aumentaba su capacidad citolítica. Estos 

resultados, muy parecidos a los que hemos obtenido en la presente tesis, 

probablemente se deban a que el dominio Transmembrana de su 

UniCAR41BB también procede del CD28 (253), al igual que nuestro 

UniCAR41BB. A este respecto, otros autores sugieren que el dominio 

Transmembrana de un CAR que procede del CD28 puede interaccionar con 

las proteínas endógenas completas CD28 y con la LCK, formando cúmulos 

que favorecen el aumento de la capacidad de activación celular, incluso en 

CAR cuyo dominio de co-estimulación es el 4-1BB (277, 278).  

En resumen, la estructura UniCAR41BB utilizado en este trabajo aunaría las 

ventajas de mantener una excelente estabilidad fenotípica y un menor 



215 

 

agotamiento celular, debido a su dominio intracelular 4-1BB, junto con la 

moderada capacidad de activación celular y excelente ejecución de la 

funcionalidad supresora de las thyTreg, debido a su dominio Transmembrana 

CD28. Además, este constructo evitaría la desestabilización de la función 

supresora asociada a la estructura integra basada en el 4-1BB, reportada por 

otros grupos, y la sobre-activación celular, inespecificidad y agotamiento 

característico de los CAR basados íntegramente en el CD28, como también 

observamos en la menos expresión del PD-1 en las thyTreg-UniCAR41BB. Así, 

en base a este amplio y minucioso estudio, las thyTreg-UniCAR41BB, cuyo 

dominio Hinge y de transmembrana proviene del CD28 y su dominio co-

estimulador es el 4-1BB, son el único tipo de thyTreg modificadas 

genéticamente que han desarrollado una elevada capacidad supresora 

manteniendo una alta especificidad y estabilidad fenotípica en ensayos in 

vitro. Como mecanismos de supresión, thyTreg-UniCAR41BB serían capaces 

de inducir citólisis en las células diana, probablemente mediada por 

granzimas y perforinas. Además, la inhibición la proliferación y del estado de 

activación de las células diana restantes y de otras células no diana, podría 

estar mediado por una moderada producción de IL-10, por un alto consumo 

de IL-2 y por las proteínas presentes en su superficie celular, como el CTLA-

4. 

Por otro lado, las thyTreg-UniCARCD28 presentaron un estado de súper 

activación, una gran capacidad de lisis de las células diana, la mayor 

producción de IL-10 y consumo de la IL-2. Sin embargo, paradójicamente 

estos datos no han concluido en una función supresora superior a las thyTreg-

NT. La altísima expresión del PD-1, del ICOS y la poca funcionalidad celular 

podrían indicar que estas células han entrado en una fase de agotamiento o 

senescencia celular debido a una sobre-activación celular mediada por la 

combinación de los dominios Hinge, transmembrana y co-estimulador del 

UniCARCD28, al igual que ocurre en las Tconv (232). 

Finalmente, la combinación de señales co-estimuladoras CD28 y 4-1BB en un 

UniCAR de 3ª generación, a pesar de mantener una alta estabilidad fenotípica 

en las thyTreg, de reconocer muy específicamente los antígenos diana y de 
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incrementar ligeramente la expresión de proteínas implicadas en la inducción 

de la lisis celular, similar a las thyTreg-UniCAR41BB, las thyTreg-UniCAR 

con ambas señales de co-estímulo tampoco mejoran la función supresora de 

las thyTreg-NT, probablemente debido a un compendio de factores como que 

no tienen una capacidad citolítica tan fuerte como el resto de UniCAR o un 

consumo de IL-2 en el medio tan acusado. 

VII.5 Perspectivas a futuro 

En primer lugar, se debe seguir profundizando en el estudio de cómo afectan 

las secuencias de los diferentes elementos estructurales de un CAR o un 

UniCAR (dominios Hinge, Transmembrana y de co-estimulación) a la 

capacidad supresora y/o citolítica desarrollada por las pTreg y por las 

thyTreg. Así, se podría modular la activación mediada por los CAR o los 

UniCAR sin la necesidad de crear constructos tan complejos como los CAR de 

3ª o 4ª generación. De hecho, se podrían generar CAR o UniCAR de segunda 

generación adecuados que superen las limitaciones que han sido 

mencionadas en la presente tesis, desde la alta citotoxicidad desarrollada por 

las Tconv-CAR hasta enorme variabilidad en la capacidad supresora de las 

thyTreg-CAR, reflejadas en esta tesis doctoral.  

Por otro lado, nuestros resultados subrayan la necesidad de aumentar el 

conocimiento en el uso de las thyTreg-UniCAR en modelos in vitro e in vivo 

que estudien la relación de la función supresora de thyTreg portadores de 

UniCAR con la capacidad citolítica y de supresión sobre las células diana y no 

diana. A este respecto, se propone el desarrollo de estudios in vivo con las 

células thyTreg modificadas genéticamente con el constructo UniCAR41BB, 

pues es el constructo que induce las mejores características en estas células. 

Limitaciones y posibles soluciones de los UniCAR-mSA2 

Como hemos observado, aunque los resultados son prometedores, existen 

todavía ciertas limitaciones o desafíos que se deberán superar para avanzar 

en los próximos pasos del desarrollo de estas células. Centrándonos en los 

UniCAR, hemos visto que los medios de cultivo pueden afectar a su detección 

y disponibilidad para reconocer la biotina. En un primer momento, se 
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hipotetizó que la biotina disponible como vitamina en la sangre de los seres 

humanos podría afectar al UniCAR de la misma forma que observamos con 

los medios de cultivo. Sin embargo, dado que este fenómeno depende del 

medio de cultivo, pero es independiente del suero de suplementación, no 

esperamos que pueda haber dificultades en futuros modelos animales o, 

incluso, en la escalabilidad al humano.  

Otra potencial limitación sería debido al uso de una estreptavidina 

monomérica como dominio extracelular del UniCAR, ya que, al tratarse de 

una proteína de origen bacteriano, algunos humanos pueden desarrollar 

anticuerpos que la neutralicen (279, 280). Aunque el UniCAR-mSA2 fue 

diseñado para disminuir al máximo su potencial inmunogénico, se podría 

llegar a sustituir esa estreptavidina monomérica por alguna proteína 

homologa que reconozca la biotina y que tenga aún menos inmunogenicidad, 

como la Neutravidina (avidina totalmente deglicosilada), la Bradavidina II, 

Tamavidina 2, Shwanavidina, Zebavidina, o derivados de la estreptavidina, 

como la Estrep-Tactina.  

Además, otra limitación es que las thyTreg-UniCAR han demostrado una 

gran capacidad citolítica de las células diana. Este punto es de suma 

importancia y se debe seguir investigando en contextos de enfermedades 

autoinmunes o rechazo de trasplantes en modelos in vivo. Debido a que el 

objetivo principal de esta terapia sería evitar que las células efectoras dañaran 

los tejidos de los pacientes, estaríamos haciendo un flaco favor al paciente si, 

en lugar de las células efectoras, fueran nuestras thyTreg-UniCAR las que 

ejercieran ese daño induciendo la muerte a las células o tejidos que se desean 

proteger. En este contexto, a pesar de que algunos autores han reportado que 

las pTreg-CAR con capacidad citolítica priorizan su función supresora, su 

habilidad para proteger a los tejidos y su capacidad de restablecer la 

homeostasis en contextos de inflamación (181), deberemos estudiar en 

profundidad en futuros modelos in vivo si nuestras thyTreg-UniCAR se 

comportan igual. Esta estrategia terapéutica cuenta con la ventaja de que, al 

poseer un UniCAR que necesita de un intermediario biotinilado, podremos 
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modular la activación y la funcionalidad de las thyTreg-UniCAR añadiendo 

o quitando los intermediarios. 

Estrategias terapéuticas alternativas de las thyTreg-UniCAR 

A pesar de la la alta capacidad citotóxica que las thyTreg-UniCAR41BB han 

demostrado tener específicamente por las células diana, ésta se podría 

aprovechar dirigiendo a estas células para que reconozcan y eliminen a las 

células auto-reactivas desencadenantes de la autoinmunidad o aquellas que 

estén ejerciendo el rechazo. Esta estrategia es una de las últimas 

aproximaciones de las Tconv con CAR clásicos que intentan solventar otras 

enfermedades más allá de los tumores (281), como la eliminación de células B 

productoras de auto-Ac en el lupus eritematoso (282). Sin embargo, mientras 

que las Tconv-CAR eliminarían a las células efectoras de esas patologías 

contribuyendo al estado pro-inflamatorio, las thyTreg-UniCAR eliminarían a 

las células pro-inflamatorias diana y, a la vez, favorecerían un ambiente anti-

inflamatorio suprimiendo indirectamente al resto de poblaciones celulares.  

Una de las posibles dianas terapéuticas en enfermedades autoinmunes sería 

el eje CD30/CD30 ligando. Se ha reportado que estas proteínas participan en 

la activación celular y su expresión se ve aumentada en las células efectoras 

en las enfermedades autoinmunes (283-286) y en el rechazo de trasplantes 

(287). De hecho, utilizando estas proteínas como diana terapéutica de 

anticuerpos solubles anti-CD30, se ha reducido la patogenia de artritis 

reumatoide (288) y encefalitis autoinmune experimental (285). Por lo tanto, 

utilizando las thyTreg-UniCAR con intermediarios anti-CD30, se podría 

dirigir la citotoxicidad de las thyTreg hacia las células auto-reactivas y, de 

manera indirecta, suprimir la activación y proliferación de las demás células 

en el microambiente inflamatorio. 
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A la vista de los resultados, se puede concluir de este estudio que:  

I. Las thyTreg no se pueden inducir a partir de la fracción CD25neg de los 

timocitos utilizando las señales proporcionadas por la activación del 

TCR/CD28, el TFG-β1 y la IL-2. Tampoco se consiguió mediante la 

inducción de la expresión de un FOXP3 ectópico. Estas aproximaciones 

han dado como resultado células inestables en su fenotipo y su 

funcionalidad como Treg.   

II. Se puede transducir eficazmente las células T convencionales y thyTreg 

humanas con cuatro tipos diferentes de constructos CAR mediante el 

uso de vectores lentivirales: UniCAR de tercera generación, 

UniCARCD28 y UniCAR41BB, diseñados para la presente tesis, y el 

CAR19, actualmente utilizado en clínica. Las células transducidas con 

estos lentivectores mantienen una alta viabilidad con respecto a las 

condiciones no transducidas a lo largo de los días de cultivo.  

III. Ningún tipo de UniCAR o el CAR19 altera la expresión de los 

principales marcadores asociados con las Tconv o con las thyTreg. En 

el caso de las thyTreg-UniCAR, thyTreg-UniCARCD28 y thyTreg-

UniCAR41BB, los UniCAR inducen un aumento no significativo de 

Granzima B, Perforina e IL-10, en comparación con las células thyTreg 

non transducidas. 

IV. La activación celular mediada por el UniCAR de 3ª generación sólo 

precisa de la presencia de anticuerpos biotinilados intermediarios para 

estimular a células de línea, independientemente del antígeno diana. 

En células primarias Tconv, esta activación inespecífica se reduce, pero 

no llega a desaparecer por completo. Por el contrario, en células 

primarias thyTreg, el UniCAR únicamente desencadenó una moderada 

activación celular en presencia del anticuerpo intermediario específico 

y de la célula diana adecuada. Tras la estimulación celular, el UniCAR 

aumentó la capacidad citolítica de las Tconv y de las thyTreg. Sin 

embargo, no indujo un aumento en la capacidad supresora de las 

ThyTreg.  

V. El constructo UniCARCD28 induce una elevadísima, pero inespecífica, 

activación en células primarias. Esta activación inespecífica de las 
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células primarias Tconv y thyTreg mediada por el UniCARCD28 

ocurre cuando este constructo reconoce la biotina de cualquier 

anticuerpo biotinilado, independientemente de la célula diana presente 

y del anticuerpo intermediario. En las Tconv, este constructo aumentó 

su capacidad citolítica con respecto a las no transducidas y al CAR19. 

Además, también aumentó la capacidad citolítica de las thyTreg, pero 

no así su capacidad supresora.  

VI. En las células primarias Tconv, la estimulación mediada por el 

UniCAR41BB también fue inespecífica, aunque el nivel de activación 

celular que indujo fue inferior al UniCARCD28. Por el contrario, las 

thyTreg-UniCAR41BB se estimularon de una forma moderada y muy 

específica, pues esta activación únicamente se desencadenó en 

presencia de la célula diana correcta y con el anticuerpo intermediario 

biotinilado correcto. 

VII. El UniCAR41BB aumentó la capacidad citolítica de las Tconv sobre 

células de línea con respecto a las no transducidas y al CAR19. En las 

thyTreg, el UniCAR41BB no mejoró su capacidad citolítica sobre 

células de línea con respecto a las thyTreg sin transducir.  

VIII. Las thyTreg-UniCAR41BB, únicamente en presencia del anticuerpo 

intermediario biotinilado correcto y de las células diana, demostraron 

un efecto directo sobre la subpoblación diana de células primarias. Las 

thyTreg-UniCAR41BB desarrollaron una gran capacidad citolítica y la 

mayor capacidad supresora de la proliferación y del estado de 

activación de las células primarias diana, reduciendo su presencia en el 

cultivo celular. 

IX. Además del efecto directo sobre las células primarias diana, las 

thyTreg-UniCAR41BB, en presencia del anticuerpo intermediario 

biotinilado correcto y de las células diana, mostraron también un efecto 

indirecto sobre la proliferación de las células no diana, pero únicamente 

cuando las células diana estaban presentes.  
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X.1 Anexo 1 

Los resultados de esta tesis han sido presentados parcialmente en los 

siguientes congresos:  

- ISCT 2022 San Francisco Annual Meeting by International Society for 
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America. “mSA2-Universal CAR regulatory T cells from thymus: a 

versatile approach for future immunotherapy”. Gallego-Valle; Pérez-

Fernández; Martínez-Bonet; López-Esteban; Bernaldo-de-Quirós; Pita; 

Gil-Manso; Pérez-Caballero; Pardo; Gil-Jaurena; Correa-Rocha; Pion 

(Póster)  
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Federation of Immunological Societies. 01-09 September 2021, Turkey. 

“mSA2-Universal CAR regulatory T cells from thymus: a versatile 

approach for future immunotherapy”. Gallego-Valle; Pérez-
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(Comunicación oral) 

- ISCT 2021 New Orleans Annual Meeting by International Society for 

Cell & Gene Therapy. 26-29 May 2021, New Orleans, United States of 
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- ISCT 2021 New Orleans Annual Meeting by International Society for 

Cell & Gene Therapy. 26-29 May 2021, New Orleans, United States of 
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SOCIEDAD ESPAÑOLA DE INMUNOLOGIA. 24-26 March 2021, 

Madrid, España. “Caracterización y funcionalidad de timocitos 
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Bonet; López-Esteban; Bernaldo-de-Quirós; Pita; Pérez-Caballero; 
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- 42 Congreso de la Sociedad Española de Inmunología - SEI 2021 por la 

SOCIEDAD ESPAÑOLA DE INMUNOLOGIA. 24-26 March 2021, 

Madrid, España. “Las citoquinas TGF-β e IL-2 no son suficientemente 

eficaces para inducir in vitro linfocitos T reguladores con capacidad 

supresora a partir de timocitos activados.”. Gallego-Valle; Gil-Manso; 

Pérez-Fernández; Martínez-Bonet; López-Esteban; Bernaldo-de-

Quirós; Pita; Pérez-Caballero; Pardo; Gil-Jaurena; Correa-Rocha; Pion 

(Comunicación Oral)  
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