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Las modificaciones postraduccionales de proteínas constituyen un 

mecanismo de especial relevancia en numerosas funciones celulares y en 

situaciones patológicas, incluyendo las reacciones adversas a fármacos, y en 

particular en las alergias medicamentosas. Los fármacos que más 

frecuentemente inducen reacciones alérgicas son los antibióticos 

betalactámicos, especialmente la amoxicilina, recetada principalmente para el 

tratamiento de infecciones del tracto respiratorio. El mecanismo por el cual 

estos compuestos desencadenan la respuesta alérgica no se conoce. Se 

considera que estas moléculas son demasiado pequeñas para producir la 

respuesta inmune, por lo que deberían unirse con proteínas propias del 

paciente para iniciarla. La modificación covalente de proteínas por fármacos se 

denomina haptenización. Las proteínas haptenizadas podrían ser degradadas 

intracelularmente por vía proteasomal o lisosomal, y los péptidos generados, 

expuestos en la superficie de células presentadoras de antígeno para su 

reconocimiento por células efectoras.  Además, las proteínas podrían ser 

secretadas en estructuras microvesiculares, que a su vez fueran reconocidas o 

captadas por las células efectoras. El interés del estudio del proceso de 

haptenización y del procesamiento de las proteínas haptenizadas no se limita a 

los antibióticos betalactámicos puesto que numerosos fármacos o sus 

metabolitos pueden modificar covalentemente proteínas. Los antiinflamatorios 

no esteroideos, como el ibuprofeno, los antivirales, como el abacavir, o los 

antineoplásicos, como el clorambucil, pueden modificar covalentemente 

proteínas. En este trabajo se han identificado y caracterizado nuevas dianas de 

haptenización por antibióticos betalactámicos mediante electroforesis 

bidimensional y espectrometría de masas. Además, se han explorado las vías 

implicadas en el procesamiento de estas proteínas. Los hallazgos de este 

trabajo establecen que los exosomas transportan proteínas haptenizadas a 

otras células y que la α-enolasa es una de las principales dianas de 

haptenización de amoxicilina. Este estudio contribuirá a una mejor comprensión 

del proceso de haptenización por fármacos y su papel en las respuestas 

alérgicas. Las estructuras identificadas podrían resultar de utilidad en el diseño 

de nuevos procedimientos diagnósticos o de abordajes preventivos o 

terapéuticos. 
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GSTP1-1 Glutatión-S-transferasa P1-1 
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HNE 4-Hidroxi-2-nonenal 

HSA Albúmina de suero humano 

HRP Peroxidasa de rábano 

HSP70 Proteína de choque térmico de 70 kilodalton  
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kDa Kilodalton 

LAMP-1 Proteína de membrana asociada a lisosoma 1 

LC Cromatografía líquida 

LFA Antígeno asociado con la función leucocitaria 

LTQ Cuadrupolo con trampa lineal 

LTR “Lysotracker Red” 

m/z Cociente de masa/carga 

MALDI Ionización/desorción mediante láser asistida por matriz 

MHC Complejo principal de histocompatibilidad 

mARN ARN mensajero 

miARN Micro ARN 

MS Espectromería de masas 

NADH Nicotinamida adenina dinucleótido reducida 

NF-κB Factor nuclear κB 

NP-40 Nonidet P-40 

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida 

PBS Tampón fosfato salino 
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PEPT Transportador de péptidos 
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PVDF Difluoruro de polivinilideno 

RE Retículo endoplasmático 

rpm Revoluciones por minuto 

RPMI Medio Roswell Park Memorial Institute 

S100 Fracción de proteína soluble 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

SNA Sulfo-NHS-acetato 

TBS Tampón Tris salino 

TCR Receptor de células T 

TEMED N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina 

TFA Ácido trifluoroacético 

Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano 

TOF Tiempo de vuelo 

T-TBS Tampón Tris salino con Tween-20 

ZLLL N-benziloxicarbonil-L-leucil-L-leucil-L-leucinal 



 

 

 

Índice 



 

 

 

 

  



 

 

 

Abreviaturas ..................................................................................................... 25 

Índice ................................................................................................................ 31 

I. Introducción ................................................................................................... 39 

1. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE PROTEÍNAS ......... 41 

1.1. Tipos de modificaciones ................................................................. 41 

1.1.1. Modificaciones postraduccionales enzimáticas ........................... 41 

1.1.2. Modificaciones postraduccionales no enzimáticas ...................... 42 

1.2. Importancia de las modificaciones postraduccionales en 

fisiopatología ........................................................................................... 44 

1.2.1. Implicación de modificaciones enzimáticas en patología ............. 45 

1.2.2. Implicación de modificaciones no enzimáticas en patología ........ 45 

2. REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS ................................ 47 

2.1. Definición .......................................................................................... 47 

2.2. Tipos de reacciones adversas ........................................................ 48 

2.3. Reacciones alérgicas ....................................................................... 48 

2.3.1. Antibióticos betalactámicos ......................................................... 49 

3. HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS ..................................................... 52 

3.1. Haptenización de proteínas extracelulares por betalactámicos .. 52 

3.2. Haptenización de proteínas extracelulares por otros fármacos .. 55 

3.3. Haptenización de proteínas intracelulares por fármacos ............. 56 

3.4. Procesamiento intracelular de las proteínas haptenizadas ......... 57 

4. COMUNICACIÓN INTERCELULAR ..................................................... 59 

4.1. Sinapsis inmunológica .................................................................... 59 

4.2. Papel de los exosomas en la respuesta inmune ........................... 61 

4.2.1. Biogénesis de los exosomas ....................................................... 61 

4.2.2. Estructura y constituyentes de los exosomas .............................. 63 

4.2.3. Exosomas como mediadores de la respuesta inmunitaria ........... 64 

4.2.4. Implicación de los exosomas en alergia ...................................... 66 

II. Justificación e hipótesis ................................................................................ 69 

III. Objetivos ..................................................................................................... 73 

IV. Material y Métodos ...................................................................................... 77 

1. MATERIAL ............................................................................................ 79 

1.1. Medios y material para cultivos ...................................................... 79 



 

 

 

1.2. Reactivos para electroforesis ......................................................... 79 

1.3. Anticuerpos ...................................................................................... 79 

1.3.1. Anticuerpos para Western blot..................................................... 79 

1.3.2. Anticuerpos y reactivos para inmunofluorescencia ...................... 80 

1.4. Otros reactivos ................................................................................. 80 

2. MÉTODOS ............................................................................................ 81 

2.1. Modificación de α-enolasa recombinante in vitro ......................... 81 

2.1.1. Haptenización de α-enolasa por betalactámicos in vitro .............. 81 

2.1.2. Acetilación de α-enolasa in vitro .................................................. 81 

2.2. Ensayos de la actividad enzimática ................................................ 82 

2.3. Cultivos celulares............................................................................. 83 

2.4. Tratamientos celulares .................................................................... 84 

2.5. Obtención de lisados celulares ...................................................... 84 

2.6. Fraccionamiento del medio condicionado ..................................... 84 

2.7. Electroforesis en SDS-PAGE y Western blot ................................. 85 

2.8. Electroforesis bidimensional .......................................................... 86 

2.9. Espectrometría de masas ................................................................ 88 

2.9.1. Análisis de α-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante 

MALDI-TOF ........................................................................................... 89 

2.9.2. Análisis de α-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante 

ESI-MS .................................................................................................. 89 

2.9.3. Identificación de residuos de α-enolasa modificados in vitro por 

amoxicilina mediante LC-ESI-MS/MS .................................................... 90 

2.10. Modelado molecular ....................................................................... 91 

2.11. Inmunoprecipitación ...................................................................... 92 

2.12. Purificación de proteínas por cromatografía de afinidad basada 

en avidina ................................................................................................. 92 

2.13. Microscopía confocal ..................................................................... 93 

2.13.1. Detección de AX-B en el interior de varios tipos celulares ........ 93 

2.13.2. Internalización de vesículas extracelulares con AX-B en células 

BAEC ..................................................................................................... 94 

2.13.3. Estudio de diferentes vías de tráfico intracelular ....................... 94 

2.14. Microscopía electrónica ................................................................ 95 

2.15. Análisis estadístico ........................................................................ 95 



 

 

 

V. Resultados ................................................................................................ 97 

1. HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS EN CÉLULAS RPMI 8866 ........... 99 

1.1. Selectividad de la unión de betalactámicos a proteínas 

intracelulares ........................................................................................... 99 

1.2. Detección de proteínas haptenizadas en linfocitos B ................. 101 

1.3. Identificación de proteínas haptenizadas por amoxicilina en la 

fracción de proteínas solubles del medio condicionado ................... 102 

1.3.1. Confirmación por inmunodetección de las proteínas identificadas

 ............................................................................................................ 105 

1.3.2. Confirmación por cromatografía de afinidad en avidina de las 

proteínas identificadas ......................................................................... 107 

1.3.3. Confirmación por inmunoprecipitación de las proteínas 

identificadas ......................................................................................... 108 

1.4. Identificación de proteínas haptenizadas por AX-B en la fracción 

de lisado celular .................................................................................... 109 

1.4.1. Confirmación de las proteínas identificadas mediante 

inmunodetección ................................................................................. 111 

1.5. Estudio de la secreción activa de proteínas modificadas por AX-B 

por linfocitos B ...................................................................................... 112 

1.5.1. Análisis y regulación de la secreción de vesículas extracelulares 

por linfocitos B ..................................................................................... 114 

1.5.2. Detección e identificación de proteínas haptenizadas por AX-B en 

exosomas de linfocitos B ..................................................................... 115 

1.5.3. Análisis de las vesículas extracelulares mediante microscopía 

electrónica ........................................................................................... 118 

1.5.4. Análisis de las diferencias de haptenización entre las proteínas de 

exosomas in vitro y en células ............................................................. 119 

1.5.5. Transporte de proteínas haptenizadas en vesículas extracelulares 

a células diana ..................................................................................... 120 

2. ANÁLISIS DE LA HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS POR OTROS 

FÁRMACOS Y EN OTROS TIPOS CELULARES ..................................... 122 

2.1. Haptenización de proteínas de linfocitos B por penicilina ......... 122 

2.2. Haptenización de proteínas de células MCF-7 por amoxicilina . 124 

2.3. Haptenización de proteínas de células RAW 264.7 por amoxicilina

 ................................................................................................................ 126 



 

 

 

3. ANÁLISIS DEL PROCESAMIENTO CELULAR DE PROTEÍNAS 

HAPTENIZADAS POR AMOXICILIINA ..................................................... 129 

3.1. Degradación por vía lisosomal de las proteínas haptenizadas en 

linfocitos B ............................................................................................. 129 

3.2. Degradación por vía proteasomal de las proteínas haptenizadas 

en linfocitos B ....................................................................................... 131 

3.3. Degradación por vía lisosomal y proteasomal de las proteínas 

haptenizadas en macrófagos murinos ................................................ 133 

4. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACIÓN DE α-ENOLASA POR 

AMOXICILINA ............................................................................................ 137 

4.1. Haptenización de α-enolasa por amoxicilina in vitro .................. 137 

4.2. Efecto de cofactores y sustratos de la α-enolasa en la 

modificación por amoxicilina ........................................................... 139 

4.3. Efecto de la AX o AX-B sobre la actividad enzimática de la α-

enolasa ............................................................................................... 141 

4.4. Relación entre la integridad de la proteína y la modificación por 

amoxicilina ............................................................................................. 142 

4.5. Estudio de la incorporación de AX-B a formas de la enolasa con 

distinto punto isoeléctrico ................................................................... 144 

4.6. Efecto de la acetilación en la modificación de α-enolasa por 

amoxicilina ............................................................................................. 145 

4.6.1. Repercusión de la acetilación in vitro en las distintas formas 

modificadas de la proteína ................................................................... 148 

4.6.2. Acetilación de α-enolasa por ácido acetilsalicílico in vitro.......... 149 

4.7. Modificación de α-enolasa por penicilina .................................... 151 

4.8. Análisis de la α-enolasa modificada por AX in vitro mediante 

espectrometría de masas ..................................................................... 152 

4.8.1. Caracterización de la haptenización de α-enolasa mediante 

MALDI-TOF MS y ESI-MS ................................................................... 152 

4.8.2. Identificación de los sitios de modificación de la α-enolasa por AX 

mediante LTQ Orbitrap XL ................................................................... 154 

4.9. Modelado molecular ....................................................................... 156 

VI. Discusión .................................................................................................. 159 

1. ANÁLISIS DE LA HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS 

INTRACELULARES POR FÁRMACOS..................................................... 161 



 

 

 

1.1. Estudio de la haptenización de proteínas por amoxicilina en 

linfocitos B ............................................................................................. 162 

1.1.1. Naturaleza de las proteínas haptenizadas por amoxicilina ........ 164 

1.1.2. Secreción activa de las proteínas haptenizadas por amoxicilina 168 

1.1.3. Transporte de proteínas haptenizadas en exosomas ................ 171 

1.2. Estudio de la haptenización de proteínas por amoxicilina en otros 

tipos celulares ....................................................................................... 172 

1.3. Estudio de la haptenización de proteínas por penicilina en 

linfocitos B ............................................................................................. 174 

2. ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE LAS PROTEÍNAS 

HAPTENIZADAS ........................................................................................ 176 

2.1. Análisis de la vía lisosomal de procesamiento ........................... 176 

2.2. Análisis de la vía proteasomal de procesamiento....................... 178 

3. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACIÓN DE α-ENOLASA POR 

AMOXICILINA ............................................................................................ 179 

VII. Conclusiones ........................................................................................... 187 

VIII. Bibliografía .............................................................................................. 191 

 

 

 

 



 

 

 

 

  



 

 

 

I. Introducción



 

 
 

 

 



 I. Introducción 

 

41 

 

1. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE PROTEÍNAS 

Las modificaciones postraduccionales constituyen un proceso de 

especial importancia para las funciones celulares. Estas modificaciones pueden 

determinar la función de una proteína, activándola o inhibiéndola; su 

localización, como el caso de las modificaciones lipídicas de las GTPasas; la 

presentación de las proteínas modificadas como antígenos extraños y 

desencadenar la respuesta inmunitaria, o incluso, determinar el destino de 

estas proteínas para que sean reconocidas y eliminadas por los sistemas de 

degradación de la célula. 

1.1. Tipos de modificaciones 

Las modificaciones postraduccionales contribuyen a generar la gran 

diversidad estructural y funcional de las especies proteicas, alterando su 

secuencia y sus grupos funcionales. Estas pueden ocurrir de forma enzimática 

o no enzimática. 

1.1.1. Modificaciones postraduccionales enzimáticas 

Existe una gran variedad de enzimas capaces de catalizar reacciones 

que añaden o eliminan grupos químicos en las proteínas modificando su 

función. Ejemplos son la fosforilación, la metilación o la acetilación, aunque 

hasta la fecha se conocen más de 100 tipos de modificaciones 

postraduccionales enzimáticas. 

La fosforilación consiste en la adición de grupos fosfato en residuos de 

serina, treonina o tirosina, y es catalizada por quinasas. Esta reacción ocasiona 

un incremento de la carga negativa de la proteína. Es una modificación que 

está implicada en la regulación de las rutas de señalización celular (Day y col., 

2016). 

La metilación puede ocurrir en grupos amino de lisinas de la proteína, 

de forma que varios de estos grupos pueden incorporarse sobre el mismo 
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aminoácido (Lanouette y col., 2014). Esta modificación, catalizada por metil 

transferasas, es de especial importancia en la regulación de la expresión de 

genes. Además, la metilación del carboxilo terminal de las proteínas puede 

influir en su localización subcelular (Noguera-Salva y col., 2017). 

La acetilación ocurre frecuentemente en la metionina del N-terminal de 

la proteína, aumentando su estabilidad, o en lisinas (Drazic y col., 2016). En el 

caso de las histonas, la acetilación de las lisinas puede interferir en su afinidad 

con el ADN. En esta reacción, el donador es el acetil coenzima A y puede ser 

una reacción enzimática, llevada a cabo por acetiltransferasas, o no enzimática 

(Verdin y Ott, 2015). 

1.1.2. Modificaciones postraduccionales no enzimáticas 

Algunas modificaciones postraduccionales pueden ocurrir sin la 

participación activa de enzimas. Las proteínas se encuentran en constante 

exposición a sustancias reactivas, tanto exógenas como endógenas, que 

pueden participar en su modificación. 

El estrés oxidativo en condiciones fisiopatológicas se debe a la 

formación de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (Tabla 1). Estas 

especies pueden dar lugar a la formación de productos de la peroxidación de 

lípidos como el malondialdehído, el propanal, el hexanal, el hidroxinonenal 

(HNE) y las prostaglandinas ciclopentenonas (Esterbauer y col., 1991; 

Benedetti y col., 1980) que pueden interaccionar con proteínas. En concreto, el 

HNE puede formar aductos de Michael (Sayre y col., 2006) o bases de Schiff 

(Aldini y col., 2015) con aminoácidos nucleofílicos como la lisina. Las 

prostaglandinas ciclopentenonas pueden modificar diversas proteínas, 

interaccionando principalmente con residuos de cisteína de proteínas Ras, de 

la glutatión-S-transferasa P1-1 (GSTP1-1) (Oeste y Pérez-Sala, 2014) o de las 

subunidades del factor de transcripción NF-κB (Pérez-Sala y col., 2003; 

Cernuda-Morollón y col., 2001), entre otras. También pueden interaccionar con 

compuestos con grupos tioles como el glutatión (GSH). En este caso, la 
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interacción entre las prostaglandinas ciclopentenonas y el GSH puede reducir 

la modificación de la GSTP1-1 (Gayarre y col., 2007). 

 

Tabla 1: Resumen de las principales especies reactivas del oxígeno y del 

nitrógeno. 

A su vez, las especies reactivas formadas pueden interaccionar 

directamente con las proteínas (Davies, 2016). Se conocen numerosas 

reacciones de especies reactivas con diferentes aminoácidos de las proteínas. 

Por ejemplo, el peróxido de hidrógeno puede interaccionar con la cisteína 34 de 

la albúmina (Regazzoni y col., 2013). El radical hidroxilo puede formar aductos 

con la glicina y la alanina de pequeños péptidos (L. Hawkins y J. Davies, 1998). 

El oxígeno singlete se puede unir a residuos de histidina, triptófano, metionina y 

cisteína (Wilkinson y col., 1995).     

Además de las modificaciones postraduccionales llevadas a cabo 

directa o indirectamente por las especies reactivas, las proteínas también se 

pueden modificar por sustancias exógenas como tóxicos ambientales o 

fármacos. En concreto, sustancias generadas en el ambiente por la oxidación 

de compuestos orgánicos como la acroleína, pueden formar aductos mediante 

adición de Michael en cisteínas de las proteínas (Cai y col., 2009). También 

compuestos químicos carcinógenos, como los epóxidos derivados de 

hidrocarburos poliaromáticos, forman aductos en grupos carboxílicos de la 

hemoglobina y la albúmina sérica (Tannenbaum y col., 1993). Además, las 

sustancias exógenas pueden inducir modificaciones postraduccionales 

Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno

Radicales libres Especies reactivas no radicales

Superóxido O2
.- Peróxido de 

hidrógeno
H2O2

Hidroxilo OH- Hidroperóxidos ROOH

Alcoxi RO Hipoclorito ClO-

Peroxi ROO Oxígeno singlete 1O2

Carbonato CO3
-

Peroxinitrito ONOO-Óxido nítrico NO·

Dióxido de nitrógeno NO2
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mediante mecanismos indirectos. Por ejemplo, los metales pesados presentes 

en el ambiente debido a la contaminación aumentan en el organismo los 

niveles de las especies reactivas del oxígeno (Shen y Dryhurst, 1998; Fowler y 

col., 2004) y, como consecuencia, se podrían producir las modificaciones 

anteriormente descritas. Los fármacos o sus metabolitos pueden modificar 

también diversos aminoácidos en proteínas. Una de las proteínas diana de 

fármacos mejor estudiada es la albúmina. Por ejemplo, la cisteína 34 de esta 

proteína se modifica por los antivirales abacavir y nevirapina y por sales de oro 

como las empleadas en el tratamiento de la artritis reumatoide (Meng y col., 

2014; Meng y col., 2013; Talib y col., 2006). 

En cuanto a las proteínas diana, las modificaciones no enzimáticas no 

ocurren de forma aleatoria: no todas las proteínas se modifican en la misma 

proporción, ni tampoco todos los residuos de una proteína. En general, las 

modificaciones afectan a residuos en los que se combina una especial 

reactividad (son altamente nucleofílicos), accesibilidad (para permitir la 

proximidad de la molécula que va a formar el aducto) y en muchos casos, un 

entorno determinado que favorece que se produzcan interacciones con los 

grupos químicos de la molécula reactiva y den estabilidad al complejo. De 

hecho, en ciertas proteínas existen residuos especialmente reactivos que 

pueden ser diana de numerosas modificaciones y se considera que 

desempeñan un papel "sensor" ante diversos tipos de estrés. 

1.2. Importancia de las modificaciones postraduccionales en 

fisiopatología 

Las modificaciones postraduccionales regulan numerosos procesos 

celulares y pueden influir en la actividad de muchas proteínas interfiriendo en la 

homeostasis celular. Algunos compuestos o sustancias exógenas al organismo 

pueden reaccionar con proteínas o con el ADN formando aductos y 

produciendo efectos tóxicos, reacciones adversas o mutaciones en el material 

genético que pueden resultar clave para muchas enfermedades. 

 



 I. Introducción 

 

45 

 

 

 

1.2.1. Implicación de modificaciones enzimáticas en patología 

La alteración de la modificación enzimática de proteínas puede dar 

lugar o contribuir a numerosas patologías, como se ilustra en los ejemplos que 

se exponen a continuación. 

En relación con la fosforilación, se ha descrito que las alteraciones o 

mutaciones de quinasas o fosfatasas pueden estar relacionadas con algunos 

tipos de cáncer, o con enfermedades como la diabetes o el linfoma no Hodgkin 

(Cohen, 2001). 

La desregulación de la acetilación de proteínas puede estar relacionada 

con distintos tipos de enfermedades como el Alzheimer (Zhang y col., 2012), el 

Párkinson (Gebremedhin y Rademacher, 2016) o el cáncer. Por ejemplo, un 

aumento en la acetilación de la α-tubulina en el cáncer de mama puede 

aumentar la migración celular y promover la metástasis (Boggs y col., 2015). 

La metilación de argininas de algunas proteínas juega un papel 

importante en el desarrollo del cáncer (Wei y col., 2014). En varios tipos de 

cáncer se ha observado un aumento de expresión de metiltransferasas 

encargadas de modificar argininas, que puede estar involucrado en su 

desarrollo (Yoshimatsu y col., 2011). 

1.2.2. Implicación de modificaciones no enzimáticas en patología 

Las modificaciones postraduccionales no mediadas por procesos 

enzimáticos constituyen también un importante factor en el desarrollo de 

algunas enfermedades. Tanto las especies reactivas del oxígeno o del 

nitrógeno, como compuestos xenobióticos, como tóxicos o fármacos, pueden 

producir la modificación de proteínas, favoreciendo la aparición de 

enfermedades o reacciones adversas. 
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En la enfermedad de Alzheimer, la interacción de radicales libres del 

oxígeno con lípidos puede formar productos mucho más reactivos, como el 

HNE o especies con grupos carbonilo. Dichas especies son capaces de 

generar aductos mediante adición de Michael con lisinas, histidinas o cisteínas 

que alteren la función o la conformación de las proteínas diana (Butterfield y 

col., 2011). De hecho, la formación de estos aductos se encuentra aumentada 

en esta enfermedad (Reed y col., 2009; Perluigi y col., 2009). 

En la esclerosis lateral amiotrófica se han identificado numerosas 

mutaciones en la enzima superóxido dismutasa, lo cual provoca un aumento de 

las especies reactivas del oxígeno en las células (Beckman y col., 1994). 

Posiblemente asociado a este aumento del estrés oxidativo, se ha encontrado 

un incremento de hidroxinonenal en el fluido cerebroespinal de pacientes con 

esta enfermedad (Smith y col., 1998). En estudios de proteómica realizados en 

modelos de ratón de esta enfermedad se han encontrado proteínas 

modificadas por el HNE, como la HSP70 o la α-enolasa (Perluigi y col., 2005). 

En los procesos de respuesta inflamatoria también se generan 

productos de lipoxidación anteriormente descritos (Esterbauer y col., 1991). 

Durante estos procesos, la expresión de enzimas que forman parte de la 

defensa antioxidante, como la superóxido dismutasa, la catalasa, la 

tiorredoxina, las peroxirredoxinas o la GSTP1-1 se encuentra incrementada 

(Birben y col., 2012). Sin embargo, la actividad de la enzima GSTP1-1 puede 

resultar alterada debido a procesos oxidativos que dan lugar a la formación de 

oligómeros (Sánchez-Gómez y col., 2010). Por otra parte, la presencia de 

prostaglandinas ciclopentenonas, como la 15-desoxi-Δ(12,14)-prostaglandina 

J(2), puede inducir la oligomerización de esta enzima ya sea mediante estrés 

oxidativo o directamente por “cross-linking” (Sánchez-Gómez y col., 2010), lo 

que provoca su inactivación. 

La modificación no enzimática de proteínas también puede dar lugar a 

un aumento de su inmunogenicidad. En diversas enfermedades se han 

detectado anticuerpos contra neoantígenos que se han generado de esta 

forma. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, se han encontrado anticuerpos en 
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el suero de pacientes que son capaces de reconocer proteínas citrulinadas, 

como el colágeno, la vimentina o la α-enolasa (Wegner y col., 2010; Klareskog 

y col., 2008).  

La modificación de proteínas por fármacos merece una atención 

especial debido a su implicación en reacciones adversas, que analizaremos 

con detalle en el siguiente capítulo. Una vez ingeridos, los fármacos son 

transportados generalmente en la sangre unidos a proteínas como la albúmina 

sérica (Yamasaki y col., 2013; Zhivkova, 2015) y pueden dar lugar a reacciones 

adversas, que en algunos casos están mediadas por sus metabolitos. Uno de 

los ejemplos mejor estudiados es la toxicidad hepática inducida por dosis 

elevadas de acetaminofeno (Larson y col., 2005), cuyo metabolito, la N-acetil-p-

benzoquinona, puede formar aductos con grupos tioles. Como consecuencia, 

se produce una severa reducción de los niveles de glutatión reducido y una 

alteración de la función de proteínas por reacción con los residuos de cisteína 

de las proteínas (Thompson y col., 2016). En situaciones de enfermedad, es 

necesario tener en cuenta que las modificaciones de proteínas por fármacos 

pueden coexistir con las modificaciones no enzimáticas producidas por 

especies reactivas endógenas, y dar lugar a distintos tipos de interacciones que 

modifiquen la formación de aductos de fármacos. 

2. REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS 

2.1. Definición 

La gran mayoría de fármacos, aparte de realizar la función para la que 

han sido diseñados, son capaces de producir efectos no deseados o 

reacciones adversas en los pacientes. La Organización Mundial de la Salud 

define estas reacciones como “cualquier reacción nociva no intencionada que 

aparece a dosis normalmente usadas en el ser humano para profilaxis, 

diagnóstico, tratamiento o para modificar funciones fisiológicas” (World Health 

Organization., 1972). Las reacciones adversas a fármacos constituyen un 

problema para la salud pública. Se estima que alrededor de entre un 3 y un 
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10% de los pacientes hospitalizados desarrollan algún tipo de estas reacciones 

(Bouvy y col., 2015; Chan y col., 2016; Stausberg, 2014). 

 

2.2. Tipos de reacciones adversas 

Existen diferentes tipos de reacciones adversas a medicamentos. Estas 

reacciones pueden ser predecibles (Tipo A) o impredecibles (Tipo B) (Rawlins y 

Thompson, 1977). Las reacciones de Tipo A se caracterizan por ser resultado 

de los efectos farmacológicos de los medicamentos. Este tipo de reacciones 

son dependientes de la dosis. A pesar de ser el tipo de reacción más frecuente, 

no suele presentar peligro para la vida del paciente. Ejemplos de este tipo de 

reacciones son las hemorragias por el uso de anticoagulantes o la presión 

arterial baja por el uso de antihipertensivos. Las reacciones de Tipo B se 

caracterizan por presentar efectos no relacionados con el efecto pretendido del 

medicamento administrado. Generalmente, son independientes de la dosis 

usada. En ciertas ocasiones, pueden provocar enfermedades graves o incluso 

la muerte. Ejemplos de este tipo de reacciones son la hipertermia maligna por 

el uso de anestésicos o la hipersensibilidad o alergia a ciertos medicamentos. 

2.3. Reacciones alérgicas 

Uno de los principales efectos adversos producidos del uso de 

fármacos es la reacción alérgica. Esta respuesta se produce debido a la 

activación del sistema inmune al haber entrado en contacto con sustancias 

extrañas al organismo, denominadas alérgenos. 

La clasificación de las reacciones alérgicas responde a los síntomas 

típicos y a cómo se desarrollan. De este modo, se distinguen cuatro tipos (Gell 

y Coombs, 1968): Tipo I (mediadas por IgE), Tipo II (mediadas por reacciones 

de citotoxicidad), Tipo III (mediadas por inmunocomplejos) y Tipo IV 

(hipersensibilidad retardada). Las características de cada tipo se resumen en la 

Tabla 2. 
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Tabla 2: Resumen de las características de los diferentes tipos de reacciones 

alérgicas. Adaptado de Baldo y Pham (2013). 

2.3.1. Antibióticos betalactámicos 

Los fármacos que más comúnmente producen reacciones alérgicas son 

los antibióticos betalactámicos (Doña y col., 2012). Estos antibióticos actúan 

impidiendo la formación de la pared bacteriana. Son uno de los grupos de 

fármacos más usados. Se estima que un 10% de los pacientes que toman 

betalactámicos desarrollan reacciones alérgicas (Albin y Agarwal, 2014; Macy, 

2014). Sin embargo, esta prevalencia se encuentra en disminución en paralelo 

con un aumento en las reacciones frente a otro betalactámico ampliamente 

usado, la amoxicilina, ya sea por sí misma o en combinación con el ácido 

clavulánico (Doña y col., 2012). 

Los betalactámicos se clasifican en diferentes grupos dependiendo de 

su estructura química: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, 

monobactamas y clavamas. Exceptuando las monobactamas, la estructura 

Reacciones alérgicas

Tipo I

• Inmediata, se produce a los pocos minutos

• Mediada por IgE específicas

• Intervienen eosinófilos, mastocitos basófilos y neutrófilos

• Síntomas: urticaria, conjuntivitis, rinitis alérgica, asma 

y/o anafilaxis

Tipo II

• Inmediata, se produce a los pocos minutos u horas

• Citotoxicidad dependiente de anticuerpos

• Intervienen células NK, monocitos, neutrófilos y 

eosinófilos

• Síntomas: granulocitopenia, anemia hemolítica y/o 

trombocitopenia

Tipo III

• Inmediata, se produce a las pocas horas

• Intervienen inmunocomplejos, mastocitos y neutrófilos

• Síntomas: angioedema, síntomas gastrointestinales, 

neuropatías, encefalomielitis y/o pericarditis

Tipo IV

• No inmediata, se produce a los 2 o 3 días

• Mediada por células T

• Intervienen macrófagos, monocitos y células T

• Síntomas: erupción maculopapular, eosinofilia, síndrome 

de Stevens-Johnson y/o exantema
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general de estos fármacos incluye un anillo betalactámico unido a un anillo 

tiazolidínico o a un anillo dihidrotiacínico que forman el núcleo de la molécula 

(Esquema 1). 

 

Esquema 1: Estructura química de los betalactámicos del grupo de las penicilinas. 

Los diferentes grupos de betalactámicos se distinguen en función de las 

diferentes cadenas laterales que pueden estar unidas a estos anillos (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Estructura de los diferentes grupos de antibióticos betalactámicos 

Anillo 

Beta-

lactámico

Anillo 

tiazolidínico

Cadena lateral 

R

Grupo Estructura química

Penicilinas

Cefalosporinas

Carbapenémicos

Clavamas

Monobactamas
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Se requieren numerosos factores para la inducción de una reacción 

alérgica por estos medicamentos. Entre ellos, podemos destacar tanto los de 

naturaleza inmunológica, como la presentación del antígeno por células 

especializadas o el reconocimiento de este por células T, como los de 

naturaleza bioquímica, relacionados con la modificación postraduccional de 

proteínas por parte del fármaco o de sus metabolitos. 

Existen varias hipótesis que tratan de explicar el desarrollo de las 

reacciones alérgicas inducidas por fármacos: la hipótesis de la señal de peligro, 

la de las interacciones farmacológicas o concepto “p-i” y la hipótesis del 

hapteno. 

La hipótesis de la señal de peligro (Matzinger, 1994) propone que las 

moléculas que se generan debido al daño celular producido por el fármaco y 

por la presencia de patógenos, entre las que se encuentran proteínas virales, 

lipopolisacáridos o citoquinas, pueden influir sobre el sistema inmune. De este 

modo, se iniciaría y/o potenciaría una respuesta inflamatoria que podría 

desembocar en la reacción alérgica. 

La hipótesis de las interacciones farmacológicas (Pichler, 2008) 

propone que la unión mediante enlace no covalente del fármaco con receptores 

característicos de células que participan en la respuesta inmunitaria podría 

iniciar el proceso alérgico. Se han descrito interacciones de carácter no 

covalente entre fármacos, como la carbamazepina o el sulfametoxazol y 

receptores del sistema inmune, como el complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC), que se encarga de la presentación antigénica, o el 

receptor de células T (TCR) (Gerber y Pichler, 2006). 

La hipótesis del hapteno (Landsteiner y Jacobs, 1935) establece que el 

inicio de la reacción alérgica se lleva a cabo gracias al reconocimiento por parte 

del sistema inmune de complejos moleculares formados por la unión covalente 

entre el fármaco y proteínas. Las proteínas haptenizadas pueden ser tanto 

extracelulares como intracelulares. El complejo proteína-fármaco formado sería 

procesado en el interior celular mediante vías de degradación reguladas por la 
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propia célula, generando el posible o los posibles antígenos y presentándolos 

en la superficie celular para dar inicio a la respuesta alérgica. 

 

3. HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS 

Se define como hapteno toda molécula de bajo peso molecular (<1.000 

Da) que es incapaz de inducir una respuesta inmunitaria por sí misma, pero 

que, debido a su alta reactividad química, tras unirse con moléculas de mayor 

tamaño y capacidad antigénica, como proteínas, desencadenaría la respuesta 

inmunitaria. 

Las primeras evidencias sobre la reactividad de algunos compuestos de 

bajo peso molecular para haptenizar proteínas e inducir la activación del 

sistema inmunitario se obtuvieron a partir de la haptenización de proteínas por 

dinitrofluorobenzeno (Landsteiner y Jacobs, 1935). Posteriormente, la 

haptenización se comprobó con otros compuestos como el óxido de etileno 

(Bommer y col., 1985), el formaldehído (Patterson y col., 1986) o el diisocianato 

de tolueno (Karol y col., 1978). El funcionamiento de todas estas moléculas de 

pequeño tamaño como haptenos podría estar implicado en el desarrollo de 

reacciones adversas a las mismas. 

A su vez, la información sobre haptenización de proteínas por fármacos, 

concretamente por betalactámicos, fue desarrollada en numerosos estudios 

llevados a cabo con penicilina (Ahlstedt y col., 1980; De Weck y Eisen, 1960; 

Levine y Ovary, 1961; Batchelor y col., 1965). En estos estudios se detalla la 

reactividad de la propia molécula frente a proteínas y la producción de 

anticuerpos específicos frente al aducto del fármaco con aminoácidos de la 

proteína. A partir de entonces, han sido muchos los estudios que han 

caracterizado la unión de antibióticos betalactámicos a proteínas tanto 

extracelulares como intracelulares. 

3.1. Haptenización de proteínas extracelulares por betalactámicos 
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La haptenización de proteínas por fármacos betalactámicos ocurre 

mediante un ataque nucleofílico de un grupo amino de la proteína al anillo 

betalactámico produciendo la apertura de este (Esquema 2). 

 

Esquema 2: Proceso de haptenización de proteínas por betalactámicos. Residuos 

nucleofílicos de la proteína, como los grupos amino de las lisinas, reaccionarían 

mediante ataque nucleofílico con el anillo betalactámico, produciendo la apertura de 

este. 

En la literatura existen diversos estudios sobre haptenización mediada 

por fármacos betalactámicos, en concreto por la flucloxacilina, piperacilina y la 

amoxicilina. 

La flucloxacilina es un antibiótico betalactámico semisintético usado 

principalmente contra infecciones producidas por Staphilococcus. Este fármaco 

puede ser metabolizado por el citocromo P450 3A4 a 5-hidroximetil 

flucloxacilina. Tanto el betalactámico original como su metabolito, han sido 

detectados unidos a la albúmina humana en pacientes y en condiciones in vitro 

(Jenkins y col., 2009). Se ha descrito que ambos compuestos modifican las 

lisinas 190 y 212 de esta proteína en ambas condiciones. 

La piperacilina es un antibiótico betalactámico semisintético que se 

administra para el tratamiento de la neumonía bacteriana. En estudios in vitro 

se ha observado que este fármaco también se une a la albúmina. Mediante 

abordajes de espectrometría de masas, se determinó que la lisina 541 se 

haptenizaba con bajas concentraciones del fármaco, mientras que las lisinas 

NH2
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190, 195, 432 y 541 se haptenizaban en presencia de concentraciones más 

elevadas. Además, la haptenización de estos aminoácidos se detectó en 

plasma de pacientes (Whitaker y col., 2011). En este mismo estudio, se 

confirmó la antigenicidad de la albúmina haptenizada por este fármaco 

mediante estimulación de células T. 

La amoxicilina es una penicilina semisintética perteneciente al grupo de 

las aminopenicilinas. Se usa para el tratamiento de enfermedades infecciosas, 

principalmente del tracto respiratorio. El hecho de ser uno de los 

betalactámicos más recetados podría estar asociado con la generación de más 

respuestas alérgicas. El estudio del proceso de haptenización de este fármaco 

es de especial importancia para comprender el desarrollo de las reacciones 

adversas y mejorar la seguridad de este medicamento. 

La haptenización de proteínas séricas por amoxicilina ha sido objeto de 

estudios previos del grupo. En ensayos realizados in vitro, combinando 

detección inmunológica y técnicas de proteómica, se determinó que tanto la 

albúmina, la apolipoproteína A1, las cadenas ligeras y pesadas de las 

inmunoglubulinas, la haptoglobina 2 y la transferrina resultaban haptenizadas 

por este fármaco (Ariza y col., 2012). Análisis más detallados de la modificación 

de la albúmina mediante MS, revelaron que el anillo betalactámico de la 

amoxicilina es capaz de reaccionar con la lisina 190, in vitro y en pacientes, y 

con la 432, en estudios in vitro (Ariza y col., 2012). 

El uso de betalactámicos derivatizados con distintos grupos funcionales 

ha sido importante para la identificación de proteínas diana de haptenización. 

El empleo de ciertas especies moleculares acopladas a estos fármacos, que 

permiten una detección de mayor sensibilidad con métodos bioquímicos 

sencillos, ha facilitado la identificación de las proteínas haptenizadas. De esta 

forma, utilizando un análogo biotinilado de la amoxicilina (Esquema 3), se ha 

podido confirmar la haptenización de proteínas séricas antes identificadas por 

amoxicilina, pero en esta ocasión con concentraciones mucho menores y más 

próximas a las que se alcanzan farmacológicamente (Ariza y col., 2014). 
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Esquema 3: Estructura molecular de la amoxicilina biotinilada. La amoxicilina 

representada en el esquema es un derivado con trietanolamina (Et3). 

3.2. Haptenización de proteínas extracelulares por otros fármacos 

En la bibliografía se han descrito numerosos fármacos, además de los 

betalactámicos, que son capaces de haptenizar proteínas, como es el caso de 

los antiinflamatorios no esteroideos o los antivirales. 

El ibuprofeno es uno de los antiinflamatorios más usados. Este fármaco 

es una de las primeras opciones para paliar síntomas como la fiebre y el dolor. 

El mecanismo de acción del ibuprofeno consiste en la inhibición de las 

ciclooxigenasas COX1 y COX2 evitando la formación de prostaglandinas. El 

ibuprofeno se puede degradar por medio del citocromo P450, formando acil 

glucurónidos, hidroxi-ibuprofeno y carboxi-ibuprofeno (Geisslinger y col., 1989). 

En estudios realizados in vitro, en los cuales se realizaron incubaciones de acil 

glucurónido del ibuprofeno junto con proteínas del suero, como la albúmina, se 

observó que este metabolito se unía a las proteínas plasmáticas (Castillo y col., 

1995). Además, en el mismo estudio, se detectó la presencia de proteínas 

modificadas por el metabolito en plasma y orina de pacientes tratados con 

ibuprofeno.  

El diclofenaco es un antiinflamatorio usado frecuentemente para el 

tratamiento de procesos articulares y en concreto en la artritis reumatoide. Tras 

su administración, este fármaco es metabolizado por el citocromo P450 a acil 
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glucurónidos. Se ha comprobado que estos metabolitos son capaces de 

reaccionar con la albúmina en ensayos in vitro (Hammond y col., 2014). 

Uno de los antivirales más usados para el tratamiento del SIDA es el 

abacavir. Este fármaco ha estado asociado en varias ocasiones con reacciones 

de hipersensibilidad (Almeida y col., 2008; Mallal y col., 2002; Peyriere y col., 

2003; Cutrell y col., 2004). En estudios in vitro se ha observado que este 

fármaco también es capaz de unirse a la albúmina, como revela el análisis 

mediante espectrometría de masas (Meng y col., 2014). Sin embargo, se 

desconoce si la formación de aductos entre este fármaco y la albúmina es 

responsable del desarrollo de reacciones adversas. 

El estudio de la formación de aductos de estos fármacos o de sus 

metabolitos con proteínas podría facilitar el conocimiento de los procesos que 

favorecen el desarrollo de toxicidad o reacciones adversas. 

3.3. Haptenización de proteínas intracelulares por fármacos 

El estudio de la haptenización de proteínas se ha centrado sobre todo 

en la modificación de proteínas presentes en el suero. Sin embargo, se conoce 

muy poco acerca de la interacción de fármacos con proteínas intracelulares. A 

lo largo de sus vías de administración y de distribución, los fármacos pueden 

interactuar con numerosos tipos celulares. Esta interacción podría favorecer su 

internalización y finalmente la haptenización de proteínas intracelulares. El 

análisis de la haptenización de proteínas intracelulares por fármacos podría 

permitir una mejor comprensión de los procesos celulares que ocurren y que 

favorecen la presentación antigénica del complejo fármaco-proteína. Además, 

pueden identificar nuevas estructuras implicadas en la respuesta inmune. 

En la bibliografía, se ha reportado la haptenización de proteínas 

intracelulares por agentes antibacterianos como las sulfonamidas. Ejemplos de 

sulfonamidas son el sulfametoxazol y la dapsona. La haptenización de 

proteínas intracelulares por sulfonamidas o por sus metabolitos se ha 

demostrado tanto en fibroblastos dérmicos humanos como en células 
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dendríticas, mediante ELISA y microscopía de fluorescencia (Bhaiya y col., 

2006; Roychowdhury y col., 2007).  

La entrada de fármacos al interior celular está condicionada en muchos 

casos por su carga y otras propiedades químicas de la molécula. En ocasiones, 

se recurre a estrategias alternativas para poder introducir el fármaco en el 

interior celular para que este llegue a su diana, como por ejemplo el uso de 

péptidos o proteínas (Xu, 2015), liposomas (Lajunen y col., 2015) o mediante 

su unión directa a lípidos (Abed y col., 2015). 

En el caso de la amoxicilina se ha descrito que puede entrar en células 

de riñón e hígado mediante los contransportadores de protones y péptidos 

(PEPT1 y PEPT2) (Sala-Rabanal y col., 2006; Sala-Rabanal y col., 2008; 

Tamai y col., 1985). Además, mediante ensayos de inmunocitoquímica se ha 

detectado este fármaco en el interior de células de intestino, riñón e hígado de 

rata y de células inmunes (Fujiwara y col., 2011; Ariza y col., 2014). 

3.4. Procesamiento intracelular de las proteínas haptenizadas 

Se ha propuesto que las vías de procesamiento de proteínas 

haptenizadas por fármacos dependen de la procedencia, intracelular o 

extracelular, de dichas proteínas. Ello influirá en el tipo de degradación y a su 

vez determinará la respuesta inmunitaria que se va a producir. 

En el caso de la formación de antígenos a partir de proteínas 

haptenizadas extracelularmente, estas son internalizadas por endocitosis. Las 

proteínas, se degradarán en compartimentos endosomales y/o lisosomales por 

acción de diferentes proteasas dando lugar a la formación de péptidos 

antigénicos (Shi y col., 1999; Villadangos y col., 1999; Rudensky y Beers, 

2006). Las moléculas principales de histocompatibilidad de tipo II, o MHC de 

tipo II, sintetizadas en el retículo endoplasmático son transportadas en 

vesículas hasta los compartimentos que contienen los antígenos ya 

procesados. El complejo antígeno-MHC de tipo II es expuesto en la superficie 

celular de células presentadoras de antígenos donde será reconocido por 

linfocitos T CD4+ o cooperadores (Roche y Furuta, 2015) (Esquema 4). 
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Las proteínas haptenizadas en el interior celular, en cambio, podrían ser 

procesadas por el proteasoma. Los péptidos antigénicos producidos por el 

proteasoma son transportados al interior del retículo endoplasmático para 

formar el complejo antígeno-MHC de tipo I. Este complejo es transportado 

hasta la superficie celular, donde será reconocido por linfocitos T CD8+ o 

citotóxicos (Blum y col., 2013; Cresswell y col., 2005) (Esquema 4). Además de 

su exposición en la superficie celular, las proteínas o péptidos haptenizados 

podrían interaccionar con otras células tras su liberación al medio extracelular, 

bien debido a lisis celular o a procesos de secreción que por el momento han 

sido poco explorados. 

 

Esquema 4: Vías de procesamiento de antígenos en el contexto de MHC de tipo I y 

de tipo II. En la vía de degradación lisosomal (parte superior), las proteínas son 

internalizadas por endocitosis y son degradadas en pequeños péptidos. Estos péptidos 

se unen a los MHC de tipo II para ser expuestos en la superficie celular. En la vía de 

degradación proteasomal (parte inferior), las proteínas intracelulares son degradadas por 

el proteasoma. Los antígenos generados son transportados hasta el retículo 

endoplasmático (RE) donde forman complejos con las moléculas MHC de tipo I que 

serán expuestas en la superficie celular. Adaptado de Kobayashi y van den Elsen (2012).  

Todos estos datos apoyan la idea de que la modificación de proteínas 

propias del paciente por numerosos fármacos es un proceso clave en el 

desarrollo de las respuestas alérgicas. Por ello, el estudio de las principales 

dianas proteicas susceptibles de ser modificadas por fármacos de uso muy 

común es importante para obtener información y conocimientos sobre cómo se 

llegan a desencadenar las reacciones alérgicas mediadas por fármacos. Un 
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mejor análisis en este campo podría mejorar el uso de medicamentos en los 

pacientes alérgicos. Para ello, se podrían desarrollar estrategias que impidan 

que estos fármacos modifiquen proteínas que estén relacionadas con el 

proceso alérgico o que activen el sistema inmune y así paliar los efectos 

adversos de muchos medicamentos. 

4. COMUNICACIÓN INTERCELULAR 

La comunicación intercelular es el proceso por el que una célula 

interacciona con otra, mediante la secreción de moléculas o por interacción 

directa, con la finalidad de llevar a cabo una respuesta o acción conjunta en 

procesos fisiológicamente importantes. 

El progreso de numerosas enfermedades o patologías se basa en la 

transferencia de información de unas células a otras. Cualquier alteración de 

esta comunicación puede perjudicar gravemente la salud. Existen diferentes 

formas de transferencia de información de una célula a otra en función de la 

distancia entre célula emisora y receptora o del tipo de información. De este 

modo, la comunicación puede ser endocrina, paracrina, yuxtacrina o autocrina. 

En procesos de inflamación o de respuesta alérgica predominan la 

comunicación paracrina y yuxtacrina. 

Un gran número de moléculas y de tipos celulares pueden participar en 

la comunicación celular que se lleva a cabo en procesos inflamatorios y en la 

alergia. El papel de la comunicación entre células va a orquestar una respuesta 

eficaz frente a un patógeno, agente nocivo o célula dañada. De este modo, 

tanto la sinapsis neuronal como la comunicación endotelio y túnica media con 

las células del sistema inmune van a permitir el correcto desarrollo de la 

inflamación o de la reacción alérgica. Un ejemplo de comunicación intercelular 

de especial relevancia en los procesos alérgicos es la sinapsis inmunológica. 

4.1. Sinapsis inmunológica 
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La sinapsis inmunológica se define como la interacción o comunicación 

entre una célula presentadora de antígenos y una célula efectora, 

normalmente, un linfocito T (Paul y Seder, 1994; Norcross, 1984). La formación 

de la sinapsis inmunológica comienza con la exposición del antígeno sobre los 

complejos MHC. Sin embargo, el linfocito T necesita previamente encontrar a la 

célula dendrítica y pasar por un proceso de polarización que permita el correcto 

reconocimiento del complejo MHC-antígeno por el receptor TCR. Este proceso 

de polarización ocurre mediante la actuación de quimioquinas. Los receptores 

del linfocito T reconocen el gradiente de quimioquinas y sitúan a la célula 

mediante un proceso de formación de uropodios y lamelipodios (Sánchez-

Madrid y del Pozo, 1999). 

Una vez el linfocito T y la célula presentadora de antígenos se 

encuentran en posición, ocurre la adhesión entre ambas células mediante 

contactos moleculares y químicos (Grakoui y col., 1999). Independientemente 

de estos contactos que puedan ocurrir entre estas dos células, es importante 

destacar la presencia de otros mediadores en la sinapsis como las 

microvesículas. En experimentos llevados a cabo con linfocitos T y células 

presentadoras de antígenos, se ha comprobado la existencia de una 

transferencia unidireccional de exosomas cargados con miARNs de las células 

T hacia las células presentadoras de antígenos, que pueden influir en su 

expresión génica (Mittelbrunn y col., 2011; Mittelbrunn y Sanchez-Madrid, 

2012). La formación de la sinapsis inmunológica es un proceso clave que 

aumenta la transferencia de exosomas entre ambas células. 

Finalmente, el reconocimiento del complejo MHC-antígeno por parte del 

TCR del linfocito conduce a la activación de este (Sloan-Lancaster y col., 1998; 

Huppa y Davis, 2003). La activación final del linfocito T supone una serie de 

efectos que dependerán del tipo de molécula de histocompatibiidad reconocida, 

de forma que los MHC de tipo II activarán linfocitos T cooperadores CD4+ y los 

MHC de tipo I a linfocitos T citotóxicos CD8+. Los linfocitos T cooperadores, 

tras haber reconocido el antígeno sobre la superficie de una célula dendrítica, 

son capaces de reconocer el complejo MHC-antígeno sobre la superficie de 

linfocitos B. El proceso de sinapsis sobre estas dos células va a tener como 
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consecuencia la activación de la célula B y la producción de anticuerpos 

específicos contra ese antígeno (Parker, 1993). Los linfocitos T citotóxicos se 

activan mediante células infectadas normalmente por virus o por proteínas 

haptenizadas procesadas por el proteasoma. La activación de la célula T 

induce la destrucción de la célula con el antígeno mediante la producción de 

granzimas y perforinas. 

4.2. Papel de los exosomas en la respuesta inmune 

Como se ha comentado en el apartado anterior, los exosomas pueden 

estar directamente implicados en la respuesta inmunitaria y en la comunicación 

intercelular, e incluso pueden mediar con otras células que se encuentren a 

distancias mayores que la de la sinapsis inmunológica. 

Entre las primeras evidencias de la existencia de estas estructuras se 

encuentra la descripción de Trams y col. (1981). Los exosomas son pequeñas 

vesículas de membrana lipídica de entre 40 y 100 nm de diámetro. Presentan 

forma esférica en estado fisiológico y pueden tener forma de copa al 

desecarlos y observarlos mediante microscopía electrónica (Raposo y col., 

1996; Conde-Vancells y col., 2008). Estas vesículas pueden participar en 

diferentes procesos como el desarrollo y homeostasis de tejidos sanos (Gross y 

col., 2012), o en procesos relacionados con el cáncer, incluyendo cáncer de 

ovario (Taylor y Gercel-Taylor, 2005), colorrectal (Dai y col., 2005), de mama 

(Wolfers y col., 2001) o de próstata (Mitchell y col., 2009) y la metástasis, en la 

que contribuyen a preparar el microambiente de la nueva zona (Peinado y col., 

2012). 

4.2.1. Biogénesis de los exosomas 

Los exosomas son secretados al espacio extracelular, en mayor o 

menor medida, por todos los tipos celulares, como células hematopoyéticas, 

reticulocitos, linfocitos B y T, células dendríticas, mastocitos, algunas células 

epiteliales, astrocitos y células tumorales (Zitvogel y col., 2000; Johnstone y 



I. Introducción 

 
 

62 
 

col., 1989; Raposo y col., 1996; Skokos y col., 2002; van Niel y col., 2001; 

Faure y col., 2006). 

La formación de los exosomas ocurre en los cuerpos multivesiculares. 

Estos compartimentos celulares provienen de la vía endocítica. La maduración 

de los endosomas tempranos hacia endosomas tardíos conlleva la producción 

de invaginaciones de membrana que forma las vesículas intraluminales cuya 

liberación al espacio extracelular dará lugar a los exosomas. 

La formación de las vesículas intraluminales en los cuerpos 

multivesiculares se puede llevar a cabo mediante mecanismos dependientes o 

independientes de los complejos ESCRT (“Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport”) (Colombo y col., 2014). Las proteínas ESCRT se 

pueden ensamblar formando cuatro complejos (ESCRT-0, -I, -II y -III) junto con 

proteínas accesorias (ALIX, VTA1 y VPS4). Cada complejo va a desempeñar 

funciones diferentes en la formación de las vesículas. En primer lugar, ESCRT-

0 se encarga de reclutar proteínas ubiquitinadas a la membrana endosomal. A 

continuación, el complejo formado por ESCRT-0 recluta a ESCRT-I que junto 

con ESCRT-II favorece la deformación de la membrana del endosoma para 

comenzar la formación de la vesícula. Finalmente, el complejo ESCRT-III 

formará el cuello de la vesícula individualizándola en el interior del cuerpo 

multivesicular (Hanson y Cashikar, 2012; Colombo y col., 2014). 

En referencia a los procesos independientes del complejo ESCRT, cabe 

destacar la regulación de la formación de vesículas por lípidos. La presencia de 

microdominios de esfingolípidos en la membrana de los cuerpos 

multivesiculares favorecen la formación de ceramidas. El aumento de la 

concentración de ceramidas en pequeños dominios puede inducir la curvatura 

de la membrana y, en definitiva, la formación de vesículas intraluminares. 

Además, en experimentos realizados en células oligodendrogliales de ratón, se 

ha comprobado una disminución considerable en la producción de exosomas 

cuando se trataban estas células con inhibidores específicos de la 

esfingomielinasa neutra (Trajkovic y col., 2008), enzima que cataliza la 

formación de ceramidas. 
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Finalmente, el destino de los cuerpos multivesiculares puede estar 

condicionado por varios factores. En muchos casos, los cuerpos 

multivesiculares se fusionan con lisosomas para degradar las proteínas que 

haya en el interior. Sin embargo, en otras ocasiones, los cuerpos 

multivesiculares pueden unirse a la membrana plasmática de la célula 

exponiendo las proteínas en la membrana o liberándolas en el interior de 

exosomas (Piper y Katzmann, 2007). 

4.2.2. Estructura y constituyentes de los exosomas 

El contenido proteico, lipídico o nucleico de los exosomas va a 

determinar su destino y su función. Este contenido depende en gran medida del 

tipo celular que los libere. Sin embargo, muchas proteínas son comunes a la 

gran mayoría de exosomas. 

En la superficie de las vesículas puede haber complejos proteicos 

transmembrana como los MHC de tipo I y de tipo II (Blanchard y col., 2002; 

Raposo y col., 1996), integrinas, tetraspaninas como CD63 o CD81 (Chaput y 

Thery, 2011) y moléculas de adhesión intercelular (ICAM) (Segura y col., 2005). 

En la cara interna de la membrana podemos encontrar anexinas y flotilinas. En 

cuanto al contenido lipídico de la membrana, predominan microdominios de 

esfingomielina, ceramida, colesterol y fosfatidilserina (Llorente y col., 2013) 

(Esquema 5). En el lumen de las vesículas puede haber una gran variedad de 

proteínas, desde proteínas del citoesqueleto, como actina, cofilina, miosina o 

tubulina, transductores de señales como proteínas G heterotriméricas, enzimas 

como la α-enolasa, la aldolasa, la 3-fosfato deshidrogenasa, o la piruvato 

quinasa; factores de elongación y chaperonas como HSP70 (Colombo y col., 

2014; Chaput y Thery, 2011) (Esquema 5). Además, pueden contener ácidos 

nucleicos como mARN o miARN, que pueden afectar al patrón de expresión de 

la célula receptora de estas estructuras (Ismail y col., 2013). 
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Esquema 5: Representación y composición de un exosoma. Los exosomas están 

compuestos por una bicapa lípidica sobre la que pueden ir acopladas proteínas con 

diversas funciones: presentación de antígenos, adhesión y comunicación celular o 

transportadores. La composición de lípidos puede variar, pero comúnmente podemos 

encontrar esfingomielina, fosfadilserina o ceramida y colesterol. En el interior podemos 

encontrar gran variedad de proteínas como enzimas, transductores de señales, proteínas 

estructurales, proteínas involucradas en la formación de vesículas como ESCRT o 

ácidos nucleicos. Adaptado y modificado de Colombo y col. (2014).  

4.2.3. Exosomas como mediadores de la respuesta inmunitaria 

El papel de los exosomas en la respuesta inmunitaria se ha abordado 

en los últimos años con gran interés (Greening y col., 2015; Hwang, 2013; 

Shenoda y Ajit, 2016). Estas microvesículas juegan un papel importante en la 

presentación antigénica, ya que pueden contener complejos MHC tanto de tipo 

I como de tipo II cargados con el antígeno, que pueden ser reconocidos por 

linfocitos T CD8+ o CD4+, respectivamente. El reconocimiento del antígeno 

induciría la activación de los linfocitos desencadenando la respuesta 

inmunitaria. La presentación antigénica mediada por exosomas puede ser 

Moléculas de 

adhesión

Integrinas, 

tetraspaninas, ICAM
Proteínas de 

membrana

Anexinas, flotilinas

Proteínas de 

citoesqueleto

Actina, tubulina

Presentación de 

antígenos

MHC tipo I

MHC tipo II

Transductores de 

señales

Proteínas G 

heterotriméricasEnzimas

enolasa, aldolasa,  

piruvato quinasa

Lumen

Bicapa lipídica

CeramidaEsfingomielina

Fosfatidilserina

Espacio extracelular

Colesterol

ESCRT

Ácidos nucleicos

mARN, miARN



 I. Introducción 

 

65 

 

directa o indirecta en función de dónde tenga lugar el reconocimiento del 

antígeno por el linfocito T (Esquema 6) (Chaput y Thery, 2011). 

 

Esquema 6: Representación de las diferentes vías de presentación antigénica 

mediada por exosomas. Los exosomas cargados con el complejo MHC-antígeno 

procedentes de células presentadoras de antígenos pueden ser reconocidos 

directamente por células efectoras (parte izquierda) o pueden ser captados por otras 

células presentadoras de antígenos, que expondrán el antígeno en su superficie, donde 

será reconocido por las células efectoras (parte derecha). Adaptado de Chaput y Thery 

(2011). 

En referencia a la vía indirecta de presentación, las células 

presentadoras de antígenos pueden producir exosomas con complejos MHC-

antígeno. Los exosomas liberados al espacio extracelular pueden ser captados 

por otras células presentadoras de antígenos, como células dendríticas. Estas 

células recibirían los exosomas y, a continuación, presentarían sobre su 

superficie celular el antígeno para ser reconocido por linfocitos T o por linfocitos 

B para la producción de anticuerpos específicos. Por otro lado, la vía directa de 

presentación mediada por exosomas se basa en la secreción de exosomas 

cargados con el complejo MHC-antígeno por células presentadoras de 

antígenos. Los linfocitos T interaccionarían con los exosomas circulantes, 

reconociendo dicho complejo sobre el propio exosoma. 

Los exosomas pueden tener otras funciones relacionadas con la 

respuesta inmunológica en función del tipo celular que los secrete. Se ha 

descrito que los exosomas provenientes de linfocitos B son capaces de inducir 

respuestas inmunitarias adaptativas. Las microvesículas secretadas por estas 
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células pueden contener el complejo MHC-antígeno, capaz de estimular 

linfocitos T CD4+ (Muntasell y col., 2007). Los exosomas provenientes de 

macrófagos, en cambio, parecen estar involucrados en procesos de 

arterioesclerosis (Truman y col., 2012). Además, en estudios realizados in vitro 

e in vivo (Bhatnagar y Schorey, 2007; Bhatnagar y col., 2007), se ha 

demostrado que los exosomas provenientes de macrófagos cultivados con 

bacterias o infectados con patógenos intracelulares son capaces de estimular 

macrófagos y neutrófilos para producir mediadores proinflamatorios. La 

inhibición de la respuesta inmune suele estar producida por exosomas 

procedentes de células tumorales. Por ejemplo, en estudios in vitro (Huber y 

col., 2005; Clayton y col., 2007) se ha constatado una disminución de 

proliferación de linfocitos T cuando se cultivaban en presencia de exosomas 

procedentes de células tumorales. 

4.2.4. Implicación de los exosomas en alergia 

La comunicación intercelular mediada por exosomas es particularmente 

relevante en la respuesta alérgica. Se ha comprobado que estas estructuras 

pueden potenciar la activación de células del sistema inmune: exosomas con 

antígenos procedentes del epitelio del timo pueden promover la maduración de 

células T reguladoras (Skogberg y col., 2015), exosomas procedentes de 

células dendríticas pueden estimular a los linfocitos T CD4+  (Thery y col., 

2002a) o, exosomas procedentes de mastocitos favorecen la maduración de 

células dendríticas (Skokos y col., 2003). 

Los exosomas pueden participar actuando como estructuras 

presentadoras de antígenos, uniéndose a los TCR específicos del complejo 

MHC-antígeno para promover la activación del linfocito T. Uno de los primeros 

estudios en este campo, en relación con la presentación de alérgenos, fue 

realizado por (Admyre y col., 2007a). En este trabajo analizaron la presentación 

de péptidos alergénicos Bet v1 (alérgeno del abedul común) por medio de 

exosomas derivados de linfocitos B. Estos exosomas promovían la proliferación 

de los linfocitos T aumentando la producción de citoquinas e interleuquinas. En 
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otro estudio llevado a cabo a partir de exosomas procedentes de células 

dendríticas se ha observado que los exosomas pueden presentar alérgenos 

presentes en el aire, como Fel d1 (principal alérgeno de gato), a linfocitos T y 

aumentar la producción de citoquinas (Vallhov y col., 2015). Además, en 

estudios con exosomas procedentes de la mucosa de pacientes con rinitis 

alérgica atípica se ha comprobado la presencia de alérgenos como el del polvo 

(Der p1) o la enterotoxina B del Staphylococcus en su interior (Qiu y col., 2011). 

Estos exosomas, además, son capaces de inducir la diferenciación de linfocitos 

T CD3+ hacia CD8+. En el caso de las alergias alimentarias, los exosomas 

liberados por el epitelio intestinal pueden contener pequeños péptidos que 

actuarían como antígenos. Estos exosomas se podrían dirigir hacia las células 

inmunes localizadas en el intestino para desarrollar la respuesta alérgica 

(Mallegol y col., 2007). 

 Los exosomas pueden también inhibir la respuesta alérgica. En 

estudios realizados en ratones sensibilizados al alérgeno del olivo (Ole e1) a 

los que se les administró exosomas provenientes de ratones tolerantes al 

alérgeno, se ha observado un efecto inhibitorio de la respuesta mediada por 

IgE, de la producción de citoquinas y de la inflamación de las vías respiratorias 

(Prado y col., 2008). El efecto inhibitorio de la respuesta alérgica podría ser 

importante para la elaboración de vacunas que eviten las reacciones adversas 

a medicamentos. 
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El uso extensivo de algunos fármacos está provocando un aumento en 

la frecuencia de reacciones adversas que desencadenan. En el caso de las 

reacciones alérgicas, se considera que los fármacos de bajo peso molecular 

requerirían de su unión con moléculas más grandes para inducir la reacción 

alérgica.  

En el organismo, tras la administración de un fármaco, las células más 

expuestas a este agente externo pueden incorporarlo en su forma libre o 

acomplejado con las proteínas circulantes. Una vez incorporado, ese fármaco 

podría modificar proteínas intracelulares mediante uniones selectivas de 

diferente naturaleza. La modificación postraduccional llevada a cabo por 

fármacos tendría lugar en diferentes compartimentos celulares. La posible 

modificación de proteínas en los diferentes compartimentos podría dirigir estas 

proteínas a un destino diferente y determinar interacciones entre células 

adyacentes y/o distales. 

Nuestra hipótesis plantea que la identificación de proteínas 

haptenizadas y el estudio de su destino podrán proporcionar información sobre 

nuevas estructuras implicadas en la respuesta alérgica a fármacos y nuevos 

mecanismos en los que se podría actuar para el desarrollo de procedimientos 

diagnósticos y nuevas moléculas o terapias que prevengan estas reacciones 

adversas. 

Este conocimiento, en el sentido amplio de la palabra, contribuirá a 

dilucidar algunos de los aspectos del proceso de haptenización, como la 

naturaleza del fármaco o los metabolitos implicados, el sitio de unión a las 

proteínas, el procesamiento del complejo formado y, por último, su función en 

las células efectoras de la respuesta final. 
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La familia de fármacos que más frecuentemente produce reacciones 

alérgicas es la de los antibióticos betalactámicos. Actualmente, se desconoce 

el proceso por el que estas moléculas son capaces de iniciar el proceso 

alérgico. En general, se considera que las moléculas de los fármacos no 

alcanzan el tamaño suficiente para desencadenar la respuesta inmune. Por 

ello, deberían unirse a proteínas, haptenizándolas. En uno de los escenarios 

posibles, las proteínas haptenizadas podrían ser procesadas en el interior 

celular, y los péptidos modificados por el fármaco o por sus metabolitos 

reactivos presentados en moléculas principales de histocompatibilidad. Con 

estos antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos: 

I. Identificación de dianas celulares de haptenización por antibióticos 

betalactámicos.  

II. Estudio de las vías celulares de procesamiento de las proteínas 

haptenizadas. 

III. Estudio de haptenización proteica por otros fármacos relevantes en el 

desarrollo de reacciones adversas y alérgicas. 

IV. Caracterización de la formación de aductos entre fármacos y proteínas 

con un estudio detallado de las dianas de mayor interés. 
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1. MATERIAL 

1.1. Medios y material para cultivos 

Los medios de cultivo celular DMEM, RPMI1640, el medio Optimem 

usado para las transfecciones de plásmidos, la penicilina/estreptomicina, la 

tripsina-EDTA y el suero fetal de ternera fueron suministrados por Gibco (Life 

Technologies). El suero fetal bovino (FBS) fue adquirido a Sigma y a PAA 

Laboratories. El material de plástico utilizado para los cultivos celulares fue 

obtenido de Falcon (Corning). Las placas p35 con base de vidrio utilizadas para 

experimentos de microscopía confocal fueron obtenidas de MatTek Corp. 

1.2. Reactivos para electroforesis 

El Tris procedió de Merck. La acrilamida, la N, N’-metilen-bis-acrilamida, 

el persulfato amónico (APS), la N, N, N’, N’-tetrametilendiamida (TEMED), la 

glicina y el dodecilsulfato sódico (SDS) utilizados para la realización de 

electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y el Sypro-Ruby utilizado para 

la tinción de proteínas en los geles fueron suministrados por Bio-Rad. 

1.3. Anticuerpos 

1.3.1. Anticuerpos para Western blot 

Los anticuerpos primarios utilizados frente a ICAM-1 (sc-7891), α-

enolasa (sc-100812), EF-2 (sc-25634), laminas A/C (sc-7292), ubiquitina (sc-

9133) y frente a RhoGDI (sc-360) fueron suministrados por Santa Cruz 

Biotechnology. El anticuerpo frente a penicilina fue adquirido a AbDSerotec. 

Los anticuerpos frente a β-actina (A2066), a β-tubulina (T8328) y frente a 

HSP70 (H5147) procedieron de Sigma. El anticuerpo frente a acetil-lisina 

(9441) fue obtenido de Cell Signaling Technology. El anticuerpo frente a 

amoxicilina (AO3.2) fue desarrollado por la Dra. Cristobalina Mayorga (Mayorga 

y col., 1995). 
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Los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la 

peroxidasa de rábano (anticuerpo frente a inmunoglobulinas de conejo (P0448) 

y anticuerpo frente a immunoglobulinas de ratón (P0260)) fueron de Dako. La 

estreptavidina conjugada con peroxidasa de rábano (Estrep-HRP) usada para 

reconocer biotina y el reactivo usado para producir quimioluminiscencia (ECL) 

procedieron de GE Healthcare. 

1.3.2. Anticuerpos y reactivos para inmunofluorescencia 

Para la detección de proteínas por inmunofluorescencia en células se 

utilizaron anticuerpos frente a LAMP-1 (sc-20011), RhoGDI (sc-360), ubiquitina 

(sc-9133) y frente a CD-63 (sc-271900) de Santa Cruz. El 4’,6-diamino-2-

fenilindol (DAPI) fue de Sigma. Los anticuerpos secundarios frente a 

inmunoglobulinas de ratón acoplados a Alexa Flúor 568, Alexa Flúor 488 o 

Alexa Flúor 647 fueron suministrados por Invitrogen. El isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), la estreptavidina acoplada a Alexa Flúor 488 (Estrep-A488) 

y la estreptavidina acoplada a Texas Red (Estrep-TXR) procedieron de 

Molecular Probes. El “Lysotracker Red” (LTR) fue obtenido de Life 

Technologies. 

1.4. Otros reactivos 

El agua utilizada para la preparación de tampones, soluciones o 

reactivos fue de calidad Milli-Q, purificada en un sistema de Millipore. El 

detergente CHAPS fue suministrado por Fluka. El N-benziloxicarbonil-L-leucil-

L-leucil-L-leucinal (ZLLL), el inhibidor no competitivo de la esfingomielinasa 

neutra (GW4869), C6-ceramida, dihidro-C6-ceramida, la penicilina G, el 

dimetilsulfóxido (DMSO) y el ácido acetilsalicílico procedieron de Sigma. Para 

la cuantificación de proteínas de lisado celular se usó el reactivo BCA (Pierce) y 

para la cuantificación de proteínas en las fracciones de microvesículas o de la 

fracción de proteínas solubles del medio condicionado se usó el reactivo 

Bradford (Bio-Rad). La albúmina sérica bovina biotinilada (BSA-B) fue 

suministrada por Pierce. La resina conjugada con moléculas de Neutravidina 
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utilizada para la purificación de proteínas con biotina y el reactivo sulfo-NHS-

acetato (SNA) procedieron de Thermo Fisher. La α-enolasa recombinante 

(P06733) fue de Acris (AR09287PU-N). La amoxicilina (AX), Clamoxyl®, se 

obtuvo de GlaxoSmithkline. La amoxicilina biotinilada (AX-B) fue sintetizada en 

el grupo del Dr. Ezequiel Pérez Inestrosa del Departamento de Química 

Orgánica de la Universidad de Málaga (Ariza y col., 2014). 

2. MÉTODOS 

2.1. Modificación de α-enolasa recombinante in vitro 

2.1.1. Haptenización de α-enolasa por betalactámicos in vitro 

La proteína α-enolasa recombinante, a una concentración de 2,12 μM, 

se incubó con diferentes concentraciones de fármacos en PBS durante 1 hora 

a 37ºC. En los experimentos de competición, la proteína se incubó previamente 

con diferentes sustratos, cofactores o fármacos a las concentraciones y 

tiempos indicados en cada caso. Para estimar el grado de modificación de esta 

proteína por AX-B se elaboró una curva patrón utilizando cantidades crecientes 

de BSA-B, expresadas en picomoles de biotina. La proteína recombinante, una 

vez incubada en las condiciones descritas, y las muestras de la curva patrón se 

cargaron en geles de poliacrilamida y se realizó SDS-PAGE, como se describe 

a continuación. Mediante cuantificación de la señal obtenida por incubación de 

la membrana con Estrep-HRP tanto de la curva patrón como de la proteína 

recombinante, se estimó la cantidad de picomoles de biotina asociados a la α-

enolasa en función de la cantidad de esta proteína en la reacción. 

2.1.2. Acetilación de α-enolasa in vitro 

La α-enolasa se incubó a una concentración de 2,12 μM en PBS 

durante 1 hora a temperatura ambiente con diferentes concentraciones de 

sulfo-NHS-acetato (SNA). Para detener la reacción se añadió Tris a la reacción 

en cantidades equivalentes a las de SNA. La acetilación por ácido 
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acetilsalicílico se llevó a cabo incubando la proteína (2,12 μM) a 37ºC durante 1 

hora en PBS. Tras las incubaciones, la modificación en la proteína se estudió 

mediante electroforesis monodimensional o electroforesis bidimensional 

seguida de incubación con anticuerpo frente a acetil-lisina y detección por ECL. 

2.2. Ensayos de la actividad enzimática 

La α-enolasa es una enzima glucolítica que cataliza la reacción del 2-

fosfoglicerato con formación de fosfoenolpiruvato (Esquema 7), que presenta 

un espectro característico de absorción con un máximo a 220 nm.  

 

Esquema 7: Reacción enzimática llevada a cabo por la α-enolasa durante la 

glucolisis. El 2-fosfoglicerato pierde una molécula de agua por la acción enzimática de 

la α-enolasa, transformándose en fosfoenolpiruvato. 

Para medir la actividad enzimática de la proteína control o modificada 

con AX o AX-B se puso a punto un método basado en la monitorización de la 

generación del fosfoenolpiruvato (PEP) en 1 ml de tampón de reacción (Tris 50 

mM pH 7, KCl 12,5 mM, MgCl2 10 mM, 2-PGA 2,5 mM y α-enolasa 21,2 nM) 

como el incremento de la absorción a una longitud de onda de 220 nm en un 

espectrofotómetro Ultrospec 4300 pro (Amersham Biosciences) (Baranowski y 

Wolna, 1975). Se estimó la actividad enzimática como moles de PEP/mg de 

proteína/unidad de tiempo durante los primeros 90 segundos de la reacción. 

Como control positivo de la inhibición de la actividad enzimática se utilizó un 

inhibidor específico de esta enzima: el compuesto AP-III-a4, ENOBlock 

(Selleckchem) (Esquema 8). 
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Esquema 8: Estructura química del AP-III-a4. 

2.3. Cultivos celulares 

La línea de linfocitos B de sangre periférica de linfoma B humano 

RPMI8866 procedió de Sigma. Las células endoteliales de aorta bovina (BAEC) 

fueron suministradas por Lonza. Las células endoteliales de cáncer de mama 

(MCF-7) y los macrófagos murinos procedentes de tumor inducido por el virus 

de la leucemia murina de Abelson, RAW 264.7, se obtuvieron de la “American 

Tissue Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA). 

Las células BAEC, MCF-7 y RAW 264.7 se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con un 10% de FBS (Sigma), 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml 

de estreptomicina a 37ºC, en atmósfera humidificada y con 5% de CO2. Los 

pases de estas células se realizaron mediante un procedimiento de 

tripsinización, posterior lavado mediante centrifugación y resuspensión en 

medio fresco. 

Las células RPMI 8866 se cultivaron mediante dilución, manteniéndolas 

en un rango de 800000 – 1000000 células/ml, en medio RPMI 1640 

suplementado con un 10% de FBS (PAA), 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml 

de estreptomicina a 37ºC y en atmósfera humidificada con 5% de CO2. Los 

cambios de medio se realizaron mediante centrifugación y resuspensión. 
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2.4. Tratamientos celulares 

Durante una semana antes de comenzar los tratamientos, las células se 

cultivaron en medio sin antibiótico para evitar la posible interferencia de la 

penicilina. Inmediatamente antes de los tratamientos con fármacos, para evitar 

la unión de los fármacos a proteínas mayoritarias presentes en el suero, el FBS 

del medio se eliminó mediante varios lavados de las células con medio de 

cultivo. Las células, sembradas en medio sin suero y sin antibióticos a una 

concentración de 2,66 millones de células por mililitro, fueron tratadas con AX a 

2,5 mg/ml, o con varias concentraciones de AX-B o de penicilina G durante 16 

horas. Para los tratamientos con diferentes reactivos se usaron las 

concentraciones y los tiempos que se indican en cada caso. 

2.5. Obtención de lisados celulares 

En primer lugar, las células se aislaron mediante centrifugación a 1000 

x g durante 5 minutos. A continuación, se lavaron 3 veces con tampón fosfato 

salino (PBS) y se resuspendieron en tampón de homogeneización compuesto 

por Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS 0,5% (p/v); 2-β-

mercaptoetanol 0,1 mM, inhibidores de proteasas (leupeptina, Pefabloc, 

aprotinina), fluoruro sódico (NaF) 50 mM y ortovanadato sódico 0,1 mM. Las 

células, resuspendidas en este tampón, se homogeneizaron mediante pases 

sucesivos a través de jeringuillas de 1 ml con aguja 26G x ½ ml de la casa 

comercial Becton Dickinson para forzar la lisis mecánica. Los lisados se 

centrifugaron a 15000 x g durante 15 minutos a 4º C, obteniendo en el 

sobrenadante el lisado celular final y descartando en el “pellet” restos celulares 

y orgánulos. 

2.6. Fraccionamiento del medio condicionado 

El medio de cultivo condicionado se sometió a fraccionamiento por 

centrifugación diferencial. Los restos celulares se obtuvieron mediante 

centrifugación a 15000 x g durante 20 minutos a 4ºC, a esta fracción se la 
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denominó “fracción de membrana”. El sobrenadante resultante se sometió a 

ultracentrifugación en un rotor de ángulo fijo TLA 100.2 (Beckman), en una 

centrífuga Beckman Coulter Optima™ max, o en un rotor 70.1 Ti (Beckman), en 

una centrífuga Beckman Coulter Optima™ L-100 XP a 200000 x g durante 40 

minutos a 4ºC. El sobrenadante se consideró como proteína soluble en el 

medio extracelular (S100). El “pellet”, correspondiente a la denominada 

“fracción de vesículas extracelulares” (EV), se lavó una vez con PBS con el fin 

de reducir la contribución de proteína soluble en esta fracción.  

2.7. Electroforesis en SDS-PAGE y Western blot 

Para llevar a cabo la detección de proteínas modificadas por fármacos, 

las distintas fracciones obtenidas de los tipos celulares descritos se 

homogenizaron, se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95ºC en buffer de 

Laemmli (Tris 80 mM pH 6,8; SDS al 2%, glicerol al 10%, β-mercaptoetanol al 

5% y azul de bromofenol) y se separaron en geles de poliacrilamida del 10%. 

Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas se transfirieron del gel a 

membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) en un sistema semiseco de 

transferencia (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del fabricante. A 

continuación, las membranas se bloquearon durante 1 hora con solución de 

bloqueo (leche en polvo desnatada al 2% disuelta en TBS y Tween-20 al 0,05% 

(v/v) (T-TBS)). Para detectar la señal de biotina, la membrana se incubó con 

Estrep-HRP a una dilución 1:1000 durante 30 minutos. En otros casos, las 

membranas se incubaron también con diferentes anticuerpos que reconocían 

proteínas o características específicas de dichas proteínas. Los anticuerpos 

primarios se prepararon en diluciones entre 1:100 y 1:5000 y los secundarios a 

1:2000, en una solución de 1% de albúmina sérica bovina (Sigma) en T-TBS. 

Para localizar las proteínas reconocidas por los anticuerpos o los complejos 

biotina-avidina, las membranas se incubaron con los reactivos ECL. La 

detección de la señal se llevó a cabo mediante la exposición de películas 

fotosensibles (AGFA) a las membranas. Éstas, fueron escaneadas con un 

escáner Agfa. Los niveles de señal de las bandas de interés se estimaron 
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mediante análisis de imagen con el programa informático “Scion Image” de 

Scion Corporation. 

2.8. Electroforesis bidimensional 

Las distintas fracciones o proteínas recombinantes se sometieron a 

electroforesis bidimensional basada en isoelectroenfoque, separando las 

proteínas en primer lugar por su punto isoeléctrico y, a continuación, por peso 

molecular. 

Antes de la electroforesis bidimensional, las proteínas se precipitaron 

por diversos métodos con el objetivo de eliminar sales u otras sustancias que 

pudiesen interferir en el isoelectroenfoque. 

Para precipitar la proteína perteneciente a las fracciones de lisado 

celular o de proteína soluble del medio condicionado, se usó un protocolo 

basado en acetona (Jiang y col., 2004). Se precipitaron 200 μg de proteína del 

lisado o 1,8 ml de la fracción de proteína soluble con 3 volúmenes de acetona 

fría durante 16 horas a 4º C y en rotación. A continuación, las muestras se 

centrifugaron a 15000 x g durante 30 minutos. Finalmente, se retiró toda la 

acetona posible y el sedimento resultante se dejó secar completamente. 

En el caso de la proteína de la fracción de vesículas extracelulares o de 

la proteína recombinante se usó el método de metanol-cloroformo (Fic y col., 

2010). Se precipitaron 4 µg de proteína recombinante o 60 μl de la fracción de 

vesículas extracelulares añadiendo dos volúmenes de cloroformo y cuatro 

volúmenes de metanol. La mezcla se agitó en “vortex” durante un minuto y se 

centrifugó a 9000 x g durante un minuto. Se descartó la fase acuosa y se 

añadieron 3 volúmenes de metanol. Nuevamente, la mezcla se agitó durante 

un minuto en “vortex” y se centrifugó a 9000 x g durante otro minuto. 

Finalmente, se retiró todo el sobrenadante posible y se dejó secar el sedimento 

completamente. 

Las proteínas precipitadas provenientes de las fracciones celulares se 

resuspendieron en 278,4 μl de tampón de isoelectroenfoque (tiourea 2 M, urea 
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7 M, CHAPS 4%, DTT 100 mM, 0,75 μl (0,5% v/v) de anfolitos (Biolyte, Bio-

Rad), con un rango de punto isoeléctrico (pI) de 3 a 10, y 1 μl (0,7% v/v) de 

azul de bromofenol) y se separaron en tiras de 7 cm y gradiente lineal de pH de 

3 a 10 (Bio-Rad) para procesarlas por duplicado (Esquema 9). En el caso de la 

proteína recombinante precipitada se resuspendió en 139,2 µl de tampón de 

isoelectroenfoque.  

 

Esquema 9: Esquema de la técnica de electroforesis bidimensional basada en 

isoelectroenfoque. Una vez precipitada la muestra, las proteínas se separan en la 

primera dimension según su punto isoeléctrico en tiras de gradiente continuo de pH de 3 

a 10. Finalizado el isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron en primer lugar con DTT y 

a continuación iodoacetamida para reducir y bloquear los puentes disulfuro, 

respectivamente. A continuación, las tiras se colocaron encima de los geles como se 

muestra en el esquema, donde se separaron según su tamaño en geles por duplicado, 

uno de ellos para Western blot usando Estrep-HRP y el otro para observar la proteína 

total del gel tiñendo con Sypro-Ruby. Las manchas con abundante señal de proteína que 

presentaban señal de biotina se digirieron con tripsina y se identificaron por 

espectrometría de masas. 

Las tiras se colocaron en el equipo “Protean IEF Cell” (Bio-Rad), en el 

que se llevó a cabo el proceso de rehidratación a 50 V y a 50 μA por tira a 20ºC 

durante 12 horas. Posteriormente se sometieron a isoelectroenfoque según el 

siguiente programa: 1) 250 V durante 1 hora, 2) 500 V durante 1 hora, 3) 1000 

V durante 1 hora, 4) 2000 V durante 1 hora, 5) 8000 V durante 1 hora y 6) 8000 

V durante otra hora. Después, las tiras se incubaron durante 15 minutos a 

3 10
Primera Dimensión

Segunda Dimensión

Western blot (Estrep-HRP) Tinción con Sypro-Ruby

Proteína
precipitada

Espectrometría 
de masas
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temperatura ambiente en agitación con tampón de equilibrado (urea 6 M, SDS 

2%, Tris-HCl 0,375 M pH 8,8; y glicerol al 20%) en primer lugar con DTT 130 

mM y, a continuación, en el mismo buffer con iodoacetamida 135 mM durante 

15 minutos a temperatura ambiente y con agitación. 

Una vez equilibradas, las dos tiras correspondientes a cada muestra se 

colocaron sobre geles de poliacrilamida del 10% para la separación de las 

proteínas en función de su tamaño. Uno de los geles se transfirió a una 

membrana Immobilon-P que se incubó en solución de bloqueo, y la presencia 

de aductos de AX-B o AX se detectó mediante incubación con Estrep-HRP 

(1:1000) o AO3.2 (1:100) respectivamente. Las incubaciones posteriores se 

realizaron con anticuerpos que reconocían las proteínas de interés. 

El gel duplicado se fijó con una solución de metanol al 40% y ácido 

acético al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente. Las proteínas del gel se 

tiñeron mediante incubación con Sypro-Ruby (Bio-Rad) durante toda la noche 

en agitación y en oscuridad. A continuación, el gel se lavó con una solución de 

metanol al 10% y ácido acético al 4% durante 1 hora. El gel se escaneó con luz 

ultravioleta en un transiluminador Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad) para 

obtener la señal de las proteínas presentes en el gel. 

2.9. Espectrometría de masas 

Para identificar las proteínas, las manchas de interés se escindieron de 

los geles bidimensionales teñidos con Sypro-Ruby mediante EXQuest Cutter 

(Bio-Rad) para proceder a su digestión. En primer lugar, se lavaron con 

bicarbonato amónico 50 mM pH 8 y seguidamente con acetonitrilo (ACN). Las 

proteínas se tripsinizaron durante 8 horas a 37ºC con tripsina a 12,5 ng/μl en 

una solución de bicarbonato amónico 50 mM. Para la extracción de los 

péptidos resultantes se usó una solución de ACN al 100% y ácido 

trifluoroacético (TFA) al 0,5%. La solución resultante se evaporó mediante 

“speed-vacuum”, y los péptidos se resuspendieron en 6 μl de ACN al 30% y 

TFA al 0,5%. Las muestras se analizaron en el espectrómetro de masas 

Autoflex III MALDI-TOF/TOF (Bruker-Daltonics). El análisis de los datos de la 
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relación masa/carga (m/z) se realizó usando FlexAnalysis (Bruker-Daltonics) y 

los resultados se enfrentaron a la base de datos de proteínas SwissProt 

2014_03. La identificación de las proteínas se consideró significativa (p<0,05) 

cuando su puntuación fue superior a 59. 

2.9.1. Análisis de α-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante 

MALDI-TOF 

La determinación de la masa por espectrometría de masas basada en 

MALDI TOF se llevó a cabo en el Servicio de Proteómica y Genómica del 

Centro de Investigaciones Biológicas del CSIC, miembro del Instituto Nacional 

de Proteómica, ProteoRed-ISCIII, usando un Autoflex III MALDI-TOF-TOF 

(Bruker-Daltonics). El espectro fue adquirido usando la potencia de un láser 

justo por encima del umbral de ionización. Las muestras se analizaron en el 

modo lineal de detección de iones positivos y de extracción retardada. Se 

realizó una calibración externa usando albúmina bovina (Sigma), cubriendo un 

rango de 15000 a 100000 Da. La solución matriz de 2,5-dihidroxi-acetofenona 

(2,5-DHAP) se preparó disolviendo 7,6 mg (50 µmoles) en 375 µl de etanol, a la 

que se le añadieron 125 µl de citrato de hidrógeno diamónico 80 mM en 

solución acuosa. Para la preparación de la muestra, se diluyeron 2 µl de 

muestra con 2 µl de ácido trifluoroacético al 2% en solución acuosa, y 2 µl de 

solución matriz. Se colocó un volumen de 1 µl de esta mezcla en el AnchorChip 

de 800 µm (Bruker-Daltonics) y se dejó secar a temperatura ambiente. Los 

resultados obtenidos se enfrentaron a la base de datos de proteínas SwissProt 

2014_03. 

2.9.2. Análisis de α-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante 

ESI-MS 

Los experimentos descritos en este apartado y el siguiente fueron 

realizados en el laboratorio del profesor Giancarlo Aldini del Departamento de 

Ciencias Farmacéuticas “Pietro Pratesi” de la “Università degli Studi di Milano” 

(Italia), donde se llevó a cabo el análisis de las muestras en un espectrómetro 



IV. Material y Métodos                                

 
 

90 

 

de masas con trampa iónica lineal LTQ Orbitrap™ XL (ThermoFisher Scientific) 

equipado con una fuente de ionización por electrospray (Finnigan Ion Max). 

La proteína α-enolasa recombinante se incubó a una concentración final 

de 2,12 µM con amoxicilina a 21,2 µM durante 3 horas a 37ºC. Se tomaron 3 

alícuotas de las diferentes muestras de α-enolasa incubada con amoxicilina a 

tiempo cero y después de 3 horas, y se filtraron y desalaron por separado en 

unidades de filtración YM-30 con un tamaño de poro de 30 kDa (Microcon 

Centrifugal Filter Devices, Millipore) como se describe a continuación. En 

primer lugar, se equilibraron los filtros con H2O Milli-Q centrifugando durante 6 

minutos a 12500 rpm. Se cargaron las muestras y se centrifugaron a 12500 

rpm durante 6 minutos. A continuación, las alícuotas se lavaron sucesivamente 

para eliminar las posibles interacciones no covalentes entre la proteína y el 

fármaco: la primera alícuota se lavó 4 veces con 0,3 ml de H2O Milli-Q, la 

segunda alícuota se lavó dos veces con 0,3 ml de H2O Milli-Q y dos veces con 

0,3 ml de etanol en solución acuosa en una proporción H2O:EtOH 1:1 (v:v), y la 

tercera alícuota se lavó cuatro veces con 0,3 ml de etanol en solución acuosa 

en una proporción H2O:EtOH 1:1 (v/v). Los lavados se realizaron centrifugando 

las muestras a 12500 rpm hasta tener finalmente un volumen de muestra de 50 

µl. Las columnas de filtración se invirtieron sobre un nuevo tubo y se 

centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos para recuperar las muestras 

concentradas. Las muestras (96 µg de proteína) se diluyeron en 200 µl de H2O 

y 200 µl de ACN/H2O/Ácido fórmico (60:40:0,4 v/v/v) y se inyectaron en el 

espectrómetro de masas con una velocidad de flujo de 5 µl/min. Como 

calibración interna, se usó una lista de 20 contaminantes plásticos comunes 

que se detectan como señal de fondo en el análisis por ESI-MS. Los resultados 

obtenidos se enfretaron a la base de datos de SEQUEST. 

2.9.3. Identificación de residuos de α-enolasa modificados in vitro por 

amoxicilina mediante LC-ESI-MS/MS 

La α-enolasa se incubó a una concentración final de 2,12 µM con 

amoxicilina a 2,12 mM durante toda la noche a 37ºC. Tras la incubación la 
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proteína se sometió a electroforesis en SDS-PAGE. Se extrajo la proteína del 

gel y se obtuvieron los péptidos resultantes de la digestión con 

tripsina/quimotripsina. Antes de cargar las muestras en el sistema de 

cromatografía líquida se añadió ácido fórmico a la mezcla de péptidos hasta 

una concentración final del 10%. Un µl de muestra se inyectó en el sistema de 

nanocromatografía (UltiMate 3000 RSLCnano System, Dionex) y la mezcla 

peptídica se cargó en una columna de fase reversa (PicoFritTM Column, Halo, 

C18, 2,7 microm 100 Å, 75 microm i.d. x 10 cm, New Objective). Los péptidos 

se eluyeron a una velocidad de flujo constante de 300 nl/min. 

El sistema de cromatografía líquida estaba conectado a un 

espectrómetro de masas LTQ Orbitrap™. La detección de los péptidos 

modificados por el fármaco y la detección de los sitios de modificación se 

realizó mediante un proceso compuesto de dos pasos: el primer paso consistió 

en el análisis del espectro de MS/MS registrado en el modo de fragmentación 

de iones mediante disociación por colisión de alta energía (HCD) con el fin de 

encontrar los iones diagnósticos de este ensayo; y el siguiente paso consistió 

en comparar los iones precursores con una lista teórica de iones modificados 

generados a partir de la digestión virtual de la α-enolasa con 

tripsina/quimotripsina. Los resultados obtenidos se enfretaron a la base de 

datos de SEQUEST. 

2.10. Modelado molecular 

La estructura de la α-enolasa fue obtenida a partir del código 2PSN del 

Protein Data Bank (PDB) (Hyo y col., 2008). La estructura del cristal de la 

proteína se completó añadiendo hidrógenos polares mediante el programa 

informático AutoDock Tools 1.5.6 (Sanner, 1999). La estructura de la 

amoxicilina con su correspondiente geometría fue obtenida a partir de la base 

de datos de PubChem con código de acceso 33613. La interacción entre la 

amoxicilina y la α-enolasa se modeló mediante el programa informático 

AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010) considerando un espacio de 24 Å de 

diámetro alrededor de la lisina 239. El cálculo con Vina generó 9 modelos de 
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interacción de la amoxicilina con la α-enolasa alrededor de la lisina 239. Se 

consideraron aquellos con los niveles de energía de unión más negativos y la 

distancia más pequeña entre el grupo amino de la lisina y el grupo carbonilo del 

anillo betalactámico del fármaco. La representación final de la interacción se 

llevó a cabo mediante el programa informático PyMOL (The PyMOL Molecular 

Graphics System, Version 1.74 Schrödinger, LLC) (Schrodinger, 2015). 

 

2.11. Inmunoprecipitación 

En primer lugar, el anticuerpo específico contra las proteínas de interés 

(2 μg) se incubó con 50 μl de resina conjugada con proteína G en tampón de 

homogeneizado 1 (Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS al 

0,1% y NP-40 al 0,2%) durante 1 hora a 4ºC en agitación. Tras la incubación, el 

anticuerpo no unido se eliminó mediante lavados de 5 minutos a 3000 x g y 

resuspensión en el mismo tampón. A continuación, la fracción S100 de medio 

condicionado se incubó con el conjugado de resina con proteína G y anticuerpo 

durante 1 hora a 4ºC en agitación. La fracción de proteínas no retenidas 

(fracción no unida) se separó de la fracción unida mediante centrifugación. 

Finalmente, tras varios lavados con tampón de homogeneizado 2 (Tris 10 mM 

pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS al 0,5% y NP-40 al 1%) la fracción 

de proteína unida se eluyó con tampón Laemmli 2X a 95ºC durante 5 minutos. 

Las proteínas purificadas se analizaron mediante Western blot. 

2.12. Purificación de proteínas por cromatografía de afinidad basada 

en avidina 

Las muestras de S100 del medio condicionado fueron sometidas a 10 

centrifugaciones consecutivas a 2000 x g durante 9 minutos a 4ºC en unidades 

de ultrafiltración Amicon de 10K (Millipore) diluyendo cada vez el concentrado 

en 4 ml de tampón de homogeneización 1 para eliminar el exceso de AX-B libre 

aún presente. Estas nuevas fracciones se denominaron S100-10K. Para el 
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enriquecimiento en avidina se usaron esferas de agarosa combinadas con 

Neutravidina (Thermo Fisher) que se habían equilibrado previamente en 

tampón de homogeneización 1. Las fracciones de interés se incubaron con la 

Neutravidina durante 3 horas a 4ºC en rotación. Se recogió la fracción no unida 

de la purificación por centrifugación a 3000 x g durante 2 minutos. Las esferas 

de agarosa unidas a proteínas modificadas por AX-B fueron lavadas tres veces 

con tampón de homogeneización 2 mediante centrifugación. El sobrenadante 

del último lavado se recogió como control. A continuación, las proteínas se 

eluyeron con tampón Laemmli 2X hirviendo las muestras a 95ºC durante 5 

minutos. Las proteínas de interés fueron analizadas posteriormente mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot. 

2.13. Microscopía confocal 

2.13.1. Detección de AX-B en el interior de varios tipos celulares 

Los diferentes tipos celulares se sembraron independientemente en 

placas p35 con fondo de cristal o en p12 con cubreobjetos de vidrio 

previamente depositados en el fondo de cada pocillo. Las células fueron 

tratadas con 0,5 mg/ml de AX-B durante 16 horas a 37ºC en el medio 

correspondiente sin suero y sin antibióticos. Seguidamente, las células se 

fijaron con paraformaldehído al 4% (p/v) durante 30 minutos, se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 10 minutos y se 

bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 20 minutos. Las células se 

incubaron con 1 μg/ml de Estrep-A488 durante 30 minutos y con DAPI a 3 

μg/ml durante 20 minutos para marcar los núcleos. Las preparaciones se 

observaron en un microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS-SP2-AOBS 

del servicio de microscopía laser confocal y multidimensional in vivo del Centro 

de Investigaciones Biológicas, con un objetivo de 100 aumentos. Las secciones 

se obtuvieron cada 0,5 μm. En las figuras aparecen imágenes representativas 

de experimentos repetidos al menos tres veces. Las imágenes corresponden a 

un solo canal y a una sola sección del eje z, salvo que se indique lo contrario. 
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2.13.2. Internalización de vesículas extracelulares con AX-B en células 

BAEC 

Las vesículas extracelulares utilizadas en este ensayo se obtuvieron a 

partir de células RPMI 8866 tratadas con AX-B (0,5 mg/ml) durante 16 horas. 

Tras este tiempo, se aislaron, se resuspendieron en PBS y se tiñeron con FITC 

100 μM durante 1 hora a temperatura ambiente para conseguir un marcaje 

general de las vesículas, y con Estrep-TXR 1:200 durante 30 minutos a 

temperatura ambiente para marcar específicamente las proteínas biotiniladas 

presentes en las vesículas. Las EVs, una vez marcadas, fueron añadidas al 

medio de cultivo de las células BAEC sembradas en placas p35 con fondo de 

cristal. Tras 3 horas de incubación, las células se fijaron con paraformaldehído 

al 4%, se permeabilizaron con Tritón X-100 0,1% en PBS durante 10 minutos y 

se bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 20 minutos. Para delimitar el 

área de la célula, la proteína RhoGDI se detectó mediante inmunofluorescencia 

con un anticuerpo específico (1:1000) preparado en una solución de 1% BSA 

en PBS. La incorporación de las vesículas a las células fue analizada en el 

microscopio confocal como se detalla en el apartado anterior. 

2.13.3. Estudio de diferentes vías de tráfico intracelular 

Las células RAW 264.7 y las células RPMI 8866 se trataron durante 16 

h a 37ºC con AX-B (0,5 mg/ml) en el medio correspondiente sin suero y sin 

antibióticos junto con ZLLL 100 nM, cloroquina 10 μM, C6-ceramida 10 μM, 

dihidro-C6-ceramida 10 μM o GW4869 2 μM. Tras el tratamiento, las células se 

incubaron durante 10 minutos a 37ºC con LTR 0,5 μM para teñir 

compartimentos ácidos (endosomas tardíos o cuerpos multivesiculares y 

lisosomas, a los que en conjunto nos referiremos como lisosomas para 

simplificar). Las células se fijaron como se describe anteriormente, y fueron 

incubadas con Estrep-A488, anticuerpo frente a ubiquitina o anticuerpo frente a 

CD63. La observación de las células se realizó mediante microscopía confocal 

como se ha descrito en el apartado 2.13.1. 
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2.14. Microscopía electrónica 

Las EVs, obtenidas  del tratamiento de células RPMI 8866 con AX-B 

(0,5 mg/ml) como se describe en el apartado 2.6, fueron analizadas mediante 

microscopía electrónica (Thery y col., 2006). Las vesículas se incubaron con 

partículas de oro conjugadas con estreptavidina para detectar la AX-B asociada 

y se fijaron con paraformaldehído al 2% durante 30 minutos a 37ºC. Una 

alícuota de 5 μl de esta preparación se depositó sobre gradillas de Formvar-

carbono para microscopía electrónica y se dejó secar durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación, las rejillas se lavaron con una gota de 

100 μl de PBS y se transfirieron a una gota de 50 μl de glutaraldehído al 1% 

durante 5 minutos. Las rejillas se lavaron mediante contacto con gotas de 100 

μl de agua destilada durante 2 minutos y este paso se repitió ocho veces. Para 

contrastar, las rejillas se incubaron durante 5 minutos en una gota de 50 μl de 

una solución de oxalato de uranilo a pH 7. Las rejillas se transfirieron a una 

gota de 50 μl de metil celulosa durante 10 minutos en hielo. Finalmente, se 

dejaron secar entre 5 y 10 minutos a temperatura ambiente.  

Las vesículas con partículas de oro fueron observadas en un 

microscopio electrónico JEOL 1230 a 100 kV, del servicio de microscopía 

electrónica del Centro de Investigaciones Biológicas. Las imágenes fueron 

obtenidas con un aumento de 40000x. 

2.15. Análisis estadístico 

Cada experimento fue realizado al menos tres veces. Los resultados se 

muestran como la media ± error estándar estadístico. Los estudios 

comparativos entre variables cuantitativas que seguían una distribución normal 

se valoraron mediante el test t de Student para muestras pareadas o no 

pareadas según el experimento. Las diferencias se consideraron 

estadísticamente significativas cuando los valores p ≤ 0,05. El análisis 

estadístico se realizó usando el programa informático GraphPad Prism 6.
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1. HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS EN CÉLULAS RPMI 8866 

La haptenización de proteínas por fármacos se ha considerado como 

una de las principales hipótesis que explican el desarrollo de efectos adversos 

de medicamentos (Zhou y col., 2005; Yang y col., 2006; Hinson y col., 1995). 

Según esta hipótesis, el fármaco o sus metabolitos deberían unirse a proteínas 

covalentemente (Castillo y col., 1995; Jenkins y col., 2009), formando el aducto 

proteína-fármaco que sería capaz de activar el sistema inmune. Comúnmente, 

la respuesta alérgica es uno de los principales efectos adversos a fármacos. 

Uno de los compuestos que más reacciones alérgicas produce, perteneciente 

al grupo de fármacos betaláctamicos, es la amoxicilina (Doña y col., 2012). 

En nuestro grupo de laboratorio se ha llevado a cabo previamente la 

identificación de proteínas de suero humano que resultaban haptenizadas por 

amoxicilina in vitro (Ariza y col., 2012). La principal diana identificada fue la 

albúmina. Aunque la información sobre la modificación de proteínas séricas por 

amoxicilina es relativamente abundante (Ariza y col., 2012; Ariza y col., 2014; 

Garzon y col., 2014; Meng y col., 2016; Ariza y col., 2015), al comenzar estos 

estudios, no se conocía qué proteínas intracelulares se haptenizan por 

amoxicilina. Los fármacos o sus metabolitos pueden interactuar con numerosos 

tipos celulares a lo largo de sus vías de administración o distribución en el 

organismo. Por ello, la modificación de proteínas intracelulares por fármacos 

podría desempeñar un papel importante en los mecanismos de toxicidad de 

fármacos en general y, en particular en las reacciones alérgicas.  El inicio de 

estas reacciones se produciría mediante la exposición del antígeno (proteína o 

péptido haptenizado). Por ello, nos planteamos la identificación y confirmación 

de dianas celulares de amoxicilina. 

1.1. Selectividad de la unión de betalactámicos a proteínas 

intracelulares 

Con el objetivo de identificar proteínas intracelulares modificadas por 

betalactámicos incubamos linfocitos B, tipo celular relacionado con el proceso 

de respuesta inmune y respuesta alérgica, con diferentes antibióticos. La 
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incubación de estas células con penicilina G (10 mg/ml), amoxicilina (AX, a 2,5 

mg/ml) o con el análogo biotinilado de ésta (AX-B, a 0,5 mg/ml), produjo 

patrones variados de proteínas haptenizadas, según se aprecia en la 

electroforesis monodimensional (Figura 1A). Las bandas que aparecen en el 

control de los experimentos con AX o con AX-B corresponden a señal no 

específica del anticuerpo o a proteínas biotiniladas endógenas (Praul y col., 

1998), respectivamente. Además, el uso de la AX-B, permitió una mejor 

detección de los aductos de amoxicilina gracias a la mayor sensibilidad de esta 

herramienta. De hecho, la concentración de AX-B necesaria para detectar los 

aductos de amoxicilina se puede reducir al menos hasta 0,1 mg/ml, que ya es 

próxima a la que se alcanza en regímenes terapéuticos (Akimoto y col., 1982; 

Witkowski y col., 1982), sin que se aprecie una alteración del patrón de 

proteínas modificadas (Figura 1B). 

 

Figura 1: Modificación de proteínas por antibióticos betalactámicos en linfocitos B. 

Los linfocitos B RPMI 8866 se trataron durante 16 horas con penicilina G 10 mg/ml, con 

amoxicilina 2,5 mg/ml, o con AX-B 0,5 mg/ml (A) o a las concentraciones indicadas (B) 

en medio RPMI 1640 sin suero. Diez μg de proteína de lisado celular se cargaron en 

geles de poliacrilamida y la haptenizacion de proteínas se analizó mediante Western blot 

detectando la señal de los antibióticos con los anticuerpos correspondientes o la señal 

de biotina con Estrep-HRP. 
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Estos resultados indican que la amoxicilina se une a proteínas 

celulares. Para confirmar la capacidad de la amoxicilina para entrar en el 

interior celular se llevaron a cabo experimentos de microscopía confocal 

(Figura 2). La incubación de linfocitos B con AX-B mostró un aspecto de 

localización particulada de la señal de biotina, posiblemente compatible con 

compartimentos vesiculares y/o con el procesamiento de las proteínas 

haptenizadas por este fármaco. También podría ser compatible con agregados 

de proteínas. 

 

Figura 2: Presencia de AX-B en el interior de linfocitos B. Las células se incubaron 

con 0,5 mg/ml de AX-B en medio RPMI 1640 sin suero durante 16 horas. A continuación, 

las células se fijaron y se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina acoplada a 

Alexa Flúor 488 (Estrep-A488). La señal correspondiente al ADN del núcleo se obtuvo 

mediante incubación con DAPI durante 15 minutos. Barra de escala: 10 μm. En el control 

se observa señal verde correspondiente a las proteínas biotiniladas endógenas. 

Ambas evidencias indican que los antibióticos no se unen de forma 

inespecífica a todas las proteínas celulares. 

1.2. Detección de proteínas haptenizadas en linfocitos B 

Con el fin de obtener una perspectiva más amplia de la modificación de 

proteínas intracelulares, analizamos diversas fracciones del cultivo de linfocitos 

B tratados con AX-B (0,5 mg/ml), incluyendo el medio condicionado, en el que 

se encuentran la fracción de restos celulares o “de membrana”, la fracción de 

vesículas extracelulares y la fracción de proteína soluble (Figura 3A). 

Detectamos un gran número de polipéptidos haptenizados por AX-B en todas 
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las fracciones. Muchos de ellos, marcados con flechas, se encontraban 

presentes en varias de las fracciones, mientras que otros, marcados con 

asteriscos, aparecían con mayor intensidad solo en algunas de ellas.  

A su vez, realizamos el fraccionamiento de las células tratadas con AX 

(2,5 mg/ml) para confirmar el patrón obtenido con el análogo biotinilado (Figura 

3B). En el análisis de electroforesis monodimensional observamos amplias 

similitudes con los patrones obtenidos en el tratamiento con AX-B. Además, 

como en el caso anterior, algunos polipéptidos están presentes en varias de las 

fracciones. 

 

Figura 3: Detección de proteínas haptenizadas por amoxicilina en lisado celular y 

en el medio condicionado. Las células se trataron con AX-B a 0,5 mg/ml (A) o AX a 2,5 

mg/ml (B) durante 16 horas en medio RPMI 1640 sin suero. A continuación, se 

separaron las células del medio condicionado, que se sometió a centrifugaciones 

diferenciales para obtener la fracción de membranas, la fracción de vesículas 

extracelulares (EVs) y la fracción de proteínas solubles. El análisis de las proteínas 

modificadas se realizó mediante Western blot de todas las fracciones incubando las 

membranas con Estrep-HRP, con AO3.2 para detectar la señal de amoxicilina o con 

anticuerpos frente a las proteínas indicadas como marcadores típicos de cada fracción. 

Algunas de las bandas presentes en todas las fracciones aparecen marcadas con puntas 

de flecha, mientras que bandas que muestran mayor intensidad en alguna fracción 

aparecen marcadas con asteriscos. 

1.3. Identificación de proteínas haptenizadas por amoxicilina en la 

fracción de proteínas solubles del medio condicionado 

La presencia de proteínas haptenizadas por amoxicilina en la fracción 

de proteínas solubles del medio condicionado resultaría de especial 
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importancia en procesos de comunicación intercelular. Las proteínas presentes 

en esta fracción, potencialmente secretadas por las células, serían reconocidas 

como antígenos por el sistema inmune y podrían provocar procesos 

inflamatorios o desencadenar la respuesta alérgica. Por este motivo, 

comenzamos a analizar la fracción de proteínas solubles del medio 

extracelular. 

Para proceder a la identificación de las proteínas haptenizadas por 

amoxicilina, analizamos mediante electroforesis bidimensional la fracción de 

proteínas solubles del medio extracelular de células control y células tratadas 

con amoxicilina biotinilada (Figura 4).  

 

Figura 4: Detección de proteínas haptenizadas por amoxicilina biotinilada mediante 

electroforesis bidimensional de la fracción de proteínas solubles del medio 

condicionado. La fracción de proteínas solubles del medio condicionado de células 

tratadas con 0,5 mg/ml AX-B se analizó por electroforesis bidimensional en geles 

procesados en paralelo. Uno de ellos se usó para Western blot con Estrep-HRP (paneles 

de la izquierda) y el gel duplicado se usó para tinción de proteína total con Sypro-Ruby 

(paneles de la derecha). Las manchas seleccionadas para la identificación por huella 

peptídica mediante MALDI-TOF MS se encuentran marcadas con un círculo rojo. 
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Obtuvimos un patrón complejo de proteínas con señal de biotina con 

manchas intensas, algunas de las cuales coincidían con la señal de proteína 

total obtenida mediante tinción con Sypro-Ruby. Las proteínas biotiniladas que 

aparecen en el control corresponden a las proteínas biotiniladas endógenas de 

las propias células (Praul y col., 1998). Además, se obtiene un patrón de 

proteína total reproducible, como se puede apreciar al comparar las dos 

tinciones con Sypro-Ruby. 

Del gel teñido con Sypro-Ruby escindimos 6 manchas que presentaban 

señal de biotina más intensa, marcadas con un círculo rojo en la Figura 4, para 

identificarlas mediante huella peptídica por MALDI-TOF MS (Tabla 4). Se 

identificaron proteínas estructurales como la β-actina y la β-tubulina, factores 

implicados en la síntesis de proteínas como el factor de elongación 2, enzimas 

metabólicas como la α-enolasa, o chaperonas como HSP70. 

 

Tabla 4: Identificación de proteínas modificadas por AX-B de la fracción de 

proteínas solubles del medio condicionado de linfocitos B tratados con 0,5 mg/ml 

AX-B. En la tabla se incluye el número de la mancha correspondiente en el gel, el código 

de acceso de la proteína en UniProt, el nombre de la proteína junto con el nombre del 

gen, la puntuación obtenida en la identificación, la puntuación límite, es decir, a partir de 

la cual la identificación se considera significativa; el peso molecular expresado en daltons 

y el punto isoeléctrico. 

La amoxicilina biotinilada es una herramienta de gran utilidad para la 

identificación de proteínas modificadas por este fármaco, sin embargo, este 

Nº
Código de 

acceso
Proteína Puntuación

Puntuación 

Límite

Peso 

molecular 

Punto 

isoeléctrico

1 P60709 β-actina (ACTB) 351 59 40.536 5,55

2 P07437 β-tubulina (TUBB) 246 59 50.096 4,75

3 Q71U36
α-1A Tubulina

(TBA1A)
317 59 46.797 4,96

4 Q53GZ6 HSP70 (HSP70) 157 59 71.083 5,28

5 P13639 EF-2 (EEF2) 100 59 96.246 6,41

6 P06733 α-enolasa (ENOA) 162 59 47.453 7,01

7 P49720

Subunidad β del 

proteasoma

(PSMB3)

136 59 23.219 6,13
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compuesto no se usa en clínica. Para corroborar los resultados obtenidos con 

este compuesto, llevamos a cabo el mismo procedimiento utilizando amoxicilina 

y detectando las proteínas modificadas con el anticuerpo específico frente a 

este fármaco. En la Figura 5 se puede apreciar un patrón de proteínas 

modificadas que muestra claras similitudes con el obtenido con AX-B. 

 

Figura 5: Detección de proteínas mediante electroforesis bidimensional de la 

fracción de proteínas solubles del medio condicionado de células tratadas con AX 

a 2,5 mg/ml y de células control. Las fracciones se analizaron por electroforesis 

bidimensional en geles procesados en paralelo. Uno de ellos se utilizó para 

inmunodetección con el anticuerpo que reconoce la AX, AO3.2 (paneles de la izquierda), 

y el gel duplicado se usó para tinción de proteína total con Sypro-Ruby (paneles de la 

derecha). Las manchas cuya posición coincide con las observadas tras el tratamiento 

con AX-B se encuentran marcadas con un círculo naranja y numeradas en el mismo 

orden. 

1.3.1. Confirmación por inmunodetección de las proteínas identificadas 

Un primer abordaje para validar la identificación realizada por 

espectrometría de masas consistió en la inmunodetección de las proteínas de 

interés en las membranas de las electroforesis bidimensionales. 
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Mediante esta técnica, conseguimos confirmar cinco de las siete 

proteínas identificadas (Figura 6). Las distintas manchas observadas tanto para 

EF-2 como para la α-enolasa pueden ser debidas a la presencia de 

modificaciones postraduccionales como la fosforilación, la metilación o la 

acetilación que pueden alterar el punto isoeléctrico de estas proteínas (Zhou y 

col., 2010). Además, observamos que estas formas resultan haptenizadas en 

distinta proporción, posiblemente debido a la presencia de dichas 

modificaciones postraduccionales. 

 

Figura 6: Inmunodetección de las proteínas previamente identificadas mediante 

espectrometría de masas a partir de la fracción de proteína soluble del medio 

condicionado de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml. La fracción de proteína 

soluble del medio condicionado se analizó por electroforesis bidimensional. Las 

proteínas modificadas se detectaron en primer lugar mediante Western blot con Estrep-

HRP (paneles de la izquierda) y, a continuación, por inmunodetección con los 

anticuerpos indicados (paneles de la derecha). Mediante este experimento se pudieron 

confirmar, por coincidencia de señal, β-actina, β-tubulina, HSP70, EF-2 y α-enolasa. Las 

flechas marcan las señales cuya posición es coincidente en los dos tipos de detección. 

  Aunque la electroforesis bidimensional proporciona una elevada 

resolución, la información que arroja este experimento no constituye una 
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confirmación definitiva de la modificación por AX-B, ya que en una misma 

mancha podrían coincidir varias proteínas. Por este motivo, nos propusimos 

emplear abordajes adicionales para confirmar las proteínas identificadas por 

espectrometría de masas, como pueden ser la purificación por cromatografía 

de afinidad basada en avidina o la inmunoprecipitación. 

1.3.2. Confirmación por cromatografía de afinidad en avidina de las 

proteínas identificadas 

Mediante esta confirmación, se persigue purificar las proteínas que 

tienen unida AX-B separándolas de este modo de las que no la tienen. La 

cromatografía se realizó, por un lado, a partir de la fracción de proteína soluble 

S100-10K de linfocitos tratados con AX-B (0,5 mg/ml). Por otro lado, en 

paralelo, se realizó el mismo procedimiento con la fracción de proteína soluble 

del medio condicionado de células control, para obtener información sobre la 

posible retención inespecífica de proteínas en la resina. 

Como se muestra en la Figura 7, la fracción eluida de la purificación 

mostró un enriquecimiento de la señal de biotina con respecto a la fracción 

S100-10K. Esto indica una purificación efectiva de la fracción de proteínas 

modificadas. 

A continuación, se incubó la membrana con anticuerpos frente a las 

proteínas identificadas por espectrometría de masas. Este abordaje confirmó 

que el factor de elongación 2, HSP70, α-enolasa y β-actina se habían 

purificado en la fracción eluida. 
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Figura 7: Purificación por cromatografía de afinidad basada en avidina de la 

fracción de proteína soluble del medio condicionado desalada (S100-10K) de 

células tratadas con 0,5 mg/ml de AX-B y células control. La purificación se realiza 

mediante esferas de agarosa recubiertas con Neutravidina. La fracción S100-10K se 

incubó con estas esferas durante 3 horas a 4ºC y se separó la fracción “no unida” de la 

fracción enriquecida con las proteínas haptenizadas por AX-B (eluido). El análisis de la 

purificación se realizó mediante Western blot, incubando la membrana con Estrep-HRP 

y, a continuación, por inmunodetección de varias de las proteínas previamente 

identificadas por espectrometría de masas.  

1.3.3. Confirmación por inmunoprecipitación de las proteínas 

identificadas 

Por último, validamos las dianas identificadas por espectrometría de 

masas mediante inmunoprecipitación, observando posteriormente si 

presentaban señal de biotina.  

Como observamos en la Figura 8, las proteínas inmunoprecipitadas, en 

concreto, EF-2, HSP70 y α-enolasa, mostraron señal de biotina en las muestras 

procedentes de células tratadas con AX-B, pero no en el caso de las células 
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control. Con esta técnica, por tanto, se consiguió una confirmación adicional de 

la haptenización de dichas proteínas por AX-B. 

En resumen, el conjunto de abordajes presentados en las Figuras 6, 7 y 

8 confirma la modificación por AX-B de las proteínas previamente identificadas 

mediante espectrometría de masas. 

 

Figura 8: Inmunoprecipitación de las proteínas de interés mediante los anticuerpos 

indicados. La inmunoprecipitación (IP) se realizó mediante esferas recubiertas con los 

anticuerpos especificados en cada caso. La fracción S100 se incubó con estas esferas 

durante 4 horas y se separó la fracción no unida de la fracción unida a los respectivos 

anticuerpos. El análisis de la inmunoprecipitación se realizó por Western blot incubando 

la membrana en primer lugar con Estrep-HRP y a continuación con el anticuerpo 

correspondiente a cada proteína de interés. Ac CT, anticuerpo conjugado con proteína G 

como control de señal inespecífica del propio anticuerpo o de la proteína G. 

1.4. Identificación de proteínas haptenizadas por AX-B en la fracción 

de lisado celular 

Según la hipótesis del hapteno, la AX-B podría haptenizar proteínas del 

exterior celular que luego serían internalizadas en la célula o, por el contrario, 

el fármaco podría ser internalizado y modificar proteínas intracelulares. Por 

esto, dado el especial interés del estudio detallado de la haptenización en la 

fracción de lisado celular, llevamos a cabo la detección de proteínas 

modificadas por AX-B en esta fracción mediante electroforesis bidimensional.  
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Obtuvimos un patrón de proteínas modificadas por AX-B que 

presentaba algunas similitudes con el detectado en la fracción S100 del medio 

condicionado (Figura 9). En concreto, aparecen señales positivas de proteínas 

cuyo peso molecular y pI coinciden con los de manchas previamente 

identificadas por espectrometría de masas como β-actina, α y β-tubulina, 

HSP70 y α-enolasa. 

 

Figura 9: Análisis de lisados de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml mediante 

electroforesis bidimensional y detección de proteínas con señal positiva de 

biotina. Las células RPMI 8866 se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B. 

Tras el tratamiento se lisaron como se describe en la sección de Material y Métodos. La 

fracción de lisado se analizó por electroforesis bidimensional en geles procesados en 

paralelo. Uno de ellos se utilizó para Western blot con Estrep-HRP (paneles de la 

izquierda) y el gel duplicado para tinción de proteína total con Sypro-Ruby (paneles de la 

derecha). Las manchas señaladas con un círculo rojo se identificaron por huella 

peptídica mediante espectrometría de masas. Las manchas señaladas con un círculo 

azul son algunas de las que coinciden con las que ya se identificaron anteriormente: 

actina (a), tubulina (b y c) y HSP70 (d). 

De este gel se extrajeron 3 nuevas proteínas con una señal de biotina 

intensa y con una cantidad de proteína suficiente para proceder a su 

identificación mediante huella peptídica (Tabla 5). En esta fracción se 

identificaron proteínas que están directamente relacionadas con el sistema 

inmune como es el caso de la cadena V Kappa de la inmunoglobulina, y 

enzimas glucolíticas como la piruvato quinasa y la α-enolasa. Esta última ya 
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había sido identificada y confirmada previamente en la fracción S100 del medio 

condicionado, lo que podría indicar que es una diana importante de amoxicilina. 

 

Tabla 5: Identificación de proteínas modificadas por AX-B en la fracción de lisados 

de linfocitos B tratados con AX-B a 0,5 mg/ml. En la tabla se incluye el número de la 

mancha correspondiente en el gel, el código de acceso de la proteína, el nombre de la 

proteína junto con el nombre del gen, la puntuación obtenida en la identificación, la 

puntuación límite, el peso molecular expresado en daltons y el punto isoeléctrico. 

1.4.1. Confirmación de las proteínas identificadas mediante 

inmunodetección 

Las proteínas identificadas mediante espectrometría de masas se 

detectaron mediante anticuerpos específicos frente a las mismas. De nuevo 

observamos una coincidencia en la posición de la señal de biotina y la señal la 

α-enolasa (Figura 10). Las otras dos proteínas no se pudieron detectar con los 

anticuerpos disponibles. 

 

Figura 10: Inmunodetección de α-enolasa en el lisado de células tratadas con AX-B 

a 0,5 mg/ml. La fracción de lisado se analizó por electroforesis bidimensional. En primer 

lugar, se observó la señal de biotina por Western blot con Estrep-HRP (panel de la 

izquierda) y, a continuación, la correspondiente a la α-enolasa por inmunodetección con 

el anticuerpo específico (panel de la derecha). Las cabezas de flecha marcan la posición 

de las señales coincidentes. 

Nº
Código de 

acceso
Proteína Puntuación

Puntuación 

Límite

Peso 

molecular 

Punto 

isoeléctrico

1 P04206

Cadena V Kappa, 

región III de Ig

(IGKV3-20)

288 59 11.937 9,34

2 P06733 α-enolasa (ENOA) 237 59 47.481 7,01

3 P14618
Piruvato quinasa 

(PKM)
368 59 58.470 7,96
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1.5. Estudio de la secreción activa de proteínas modificadas por AX-B 

por linfocitos B 

Las proteínas modificadas por amoxicilina presentes en la fracción 

extracelular de linfocitos B estarían potencialmente implicadas en la respuesta 

alérgica. Estas proteínas serían transportadas ya sea en forma soluble, o 

encapsuladas en vesículas, como los exosomas, y participarían en la activación 

de otras células. Dado su interés, nos planteamos explorar su origen con más 

detalle. En concreto, estas proteínas podrían proceder de la lisis celular durante 

el tratamiento o de un proceso de secreción activa. 

Para estudiar la secreción de proteínas haptenizadas por AX-B, se llevó 

a cabo un experimento de pulso-caza en el que, tras el tratamiento de las 

células con AX-B durante 16 horas, la AX-B se eliminó del medio extracelular y 

las células se mantuvieron durante otras 16 horas en medio fresco. Se 

obtuvieron muestras del medio de cultivo a tiempo cero y 16 horas después de 

la eliminación de la AX-B del medio extracelular (Figura 11A). A continuación, 

analizamos las distintas fracciones del medio condicionado obtenido en el 

experimento de pulso-caza. En la Figura 11B observamos proteínas 

haptenizadas tanto en la fracción de vesículas extracelulares (EVs) como en la 

fracción de proteínas solubles. La presencia de proteínas procedentes de lisis 

celular en estas fracciones parece poco probable dado que la proteína 

citosólica RhoGDI, que se liberaría con la lisis, solo se detecta en los lisados 

celulares y está ausente en el resto de fracciones del medio condicionado. Al 

analizar la toxicidad de los tratamientos, el llevado a cabo con AX-B no indujo 

un aumento de la citotoxicidad en las condiciones empleadas (Figura 11C), lo 

que indica que no hay una pérdida significativa de la integridad celular. 

Curiosamente, observamos un enriquecimiento de la proteína α-enolasa en la 

fracción de proteína soluble del medio condicionado (Figura 11B), lo que 

sugiere un posible proceso de secreción activa de esta proteína.   

Estos resultados apoyan la idea de que las proteínas podrían resultar 

haptenizadas en el interior celular y a continuación secretadas al exterior, ya 

sea en forma soluble o en vesículas extracelulares. 
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Figura 11: Aparición de proteínas modificadas por AX-B en el medio extracelular 

de linfocitos B. (A) Las células se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B. 

Tras el tratamiento, se lavaron exhaustivamente con medio RPMI 1640 mediante 

centrifugaciones sucesivas. A continuación, las células se incubaron durante otras 16 

horas en medio sin suero y sin antibióticos. El análisis de la aparición de proteínas 

modificadas en el medio condicionado (Med. Cond.) se realizó por Western blot del 

medio recogido al comienzo y al final de la incubación con el medio fresco. (B) Las 

células tratadas con AX-B se lavaron exhaustivamente con medio RPMI 1640 mediante 

sucesivas centrifugaciones y se cultivaron durante 24 horas con medio nuevo sin suero y 

sin antibióticos. Por un lado, se lisaron las células para obtener el lisado celular, por otro, 

se fraccionó el medio, tal y como se describe en la sección de Material y Métodos. El 

análisis de las distintas fracciones se realizó mediante Western blot por incubación con 

Estrep-HRP y a continuación con diferentes anticuerpos frente a proteínas 

representativas de cada fracción. En la incubación con Estrep-HRP se muestra una 

exposición de 30 segundos de la membrana para panel izquierdo y una de 2 minutos 

para el panel derecho. EVs, fracción de vesículas extracelulares del medio condicionado. 

(C) La muerte celular se estimó contando las células positivas para azul de tripán tras el 

tratamiento con AX-B y la incubación en medio sin suero durante 16 horas. No se 

observaron diferencias significativas entre las células control y las tratadas con AX-B. 
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1.5.1. Análisis y regulación de la secreción de vesículas extracelulares 

por linfocitos B 

Para analizar la naturaleza de las vesículas extracelulares, observamos 

la fracción correspondiente mediante microscopía electrónica de transmisión 

(Figura 12A). Comprobamos que tanto el tamaño como la morfología de las  

vesículas se correspondían con los que presentan típicamente los exosomas 

(Raposo y Stoorvogel, 2013). 

La secreción de exosomas es un proceso regulado. Por ello, 

comprobamos a continuación si la presencia de proteínas haptenizadas en la 

fracción de vesículas extracelulares podía ser modulada por agentes que 

estimulan la liberación de exosomas, en concreto por la C6-ceramida (Raposo 

y Stoorvogel, 2013). Observamos que la C6-ceramida (Figura 12B) inducía un 

aumento de los niveles de proteínas haptenizadas por AX-B en la fracción de 

vesículas extracelulares, así como también un aumento en los niveles de 

proteínas que se consideran marcadores de exosomas como ICAM-1, en el 

caso de células inmunes, y HSP70, que es un marcador general de exosomas. 

Este efecto no se observó usando la dihidro-C6-ceramida, que es un análogo 

de la C6-ceramida pero carece de actividad, como control negativo. 

Por otro lado, la liberación de estas vesículas se puede bloquear con el 

inhibidor de la esfingomielinasa neutra, GW4869 (Li y col., 2013; Kulshreshtha 

y col.). Como se aprecia en la Figura 12B este tratamiento redujo los niveles de 

proteínas haptenizadas y del marcador ICAM-1 en esta fracción. 
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Figura 12: Caracterización y regulación de la secreción de vesículas extracelulares 

por linfocitos B. (A) Las vesículas extracelulares del medio condicionado se observaron 

mediante microscopía electrónica como se describe en la sección de Material y Métodos. 

Se muestran imágenes representativas de la forma y tamaño de estas vesículas 

procedentes de varios experimentos. Barra de escala, 200 nm. (B) Los linfocitos B fueron 

tratados durante 16 horas con AX-B a 0,5 mg/ml. Tras el tratamiento, las células se 

lavaron con RPMI 1640 para eliminar la AX-B que no hubiera reaccionado. A 

continuación, las células se trataron durante 24 horas con C6-ceramida 10 μM, dihidro-

C6-ceramida 10 μM, o GW4869 5 μM. Las vesículas extracelulares se analizaron por 

Western blot incubando la membrana con Estrep-HRP para detectar la presencia de 

proteínas haptenizadas y con anticuerpos frente a los marcadores de exosomas ICAM-1 

y HSP70. 

El conjunto de estos resultados indica que las proteínas haptenizadas 

son secretadas en exosomas, puesto que la regulación de la secreción de 

estos altera los niveles de proteínas modificadas presentes en la fracción de 

EVs. También muestra que esta secreción de proteínas haptenizadas puede 

ser regulada químicamente a través de la modulación de la producción de 

exosomas. 

1.5.2. Detección e identificación de proteínas haptenizadas por AX-B en 

exosomas de linfocitos B 

La presencia de proteínas haptenizadas en exosomas y la regulación la 

liberación de exosomas al medio condicionado mediante el uso de diversos 
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compuestos nos llevó a estudiar con mayor detalle las proteínas presentes en 

la fracción de vesículas extracelulares.  

En primer lugar, realizamos electroforesis bidimensional de dicha 

fracción para detectar e identificar las proteínas haptenizadas. Como se 

observa en la Figura 13, obtuvimos un patrón reproducible con varias manchas 

intensas, algunas de ellas con señal de biotina. Este patrón, sin embargo, es 

diferente del de la fracción de proteínas solubles del medio condicionado y del 

obtenido del lisado celular, aunque algunas de las principales manchas son 

coincidentes. 

 

Figura 13: Análisis de la fracción de vesículas extracelulares de linfocitos tratados 

con AX-B a 0,5 mg/ml mediante electroforesis bidimensional y detección de 

proteínas con señal positiva de biotina. Las células RPMI 8866 se trataron durante 16 

horas con 0,5 mg/ml de AX-B. Tras el tratamiento se aisló la fracción de vesículas 

extracelulares como se describe en la sección de Material y Métodos. Dicha fracción se 

analizó por electroforesis bidimensional en geles procesados en paralelo. Uno de ellos 

se utilizó para Western blot con Estrep-HRP (paneles de la izquierda) y el gel duplicado 

para tinción de proteína total con Sypro-Ruby (paneles de la derecha). Las manchas 

señaladas con un círculo rojo se identificaron por huella peptídica mediante 

espectrometría de masas. 
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Seguidamente, procedimos a identificar por espectrometría de masas 

algunas de las proteínas que presentaron señal de biotina. La identificación 

mediante esta técnica (Tabla 6) confirmó que la α-enolasa, HSP70 y EF-2, 

entre otras, eran secretadas en exosomas hacia el exterior celular como 

proteínas haptenizadas por AX-B. 

 

Tabla 6: Identificación de proteínas haptenizadas por AX-B presentes en la fracción 

de vesículas extracelulares del medio condicionado de linfocitos B tratados con 

AX-B a 0,5 mg/ml. En la tabla se incluye el número de la mancha correspondiente en el 

gel, el código de acceso de la proteína, el nombre de la proteína junto con el nombre del 

gen, la puntuación obtenida en la identificación, la puntuación límite, el peso molecular 

expresado en daltons y el punto isoeléctrico. 

Como en experimentos anteriores, para confirmar la modificación de las 

proteínas identificadas llevamos a cabo inmunodetección con anticuerpos 

frente a las proteínas de interés (Figura 14).  Así, pudimos confirmar la 

coincidencia de las señales de α-enolasa y HSP70 con las señales de biotina. 

En este caso, dada la escasa cantidad de proteína en la fracción de vesículas 

extracelulares, las purificaciones por inmunoprecipitación o por cromatografía 

de afinidad basada en avidina no se pudieron llevar a cabo. 

Nº
Código de 

acceso
Proteína Puntuación

Puntuación 

Límite

Peso 

molecular 

Punto 

isoeléctrico

1 P08133-2

Isoforma 2 de la 

Anexina A6 

(ANXA6)
73 59 72.720 5,42

2 P06733 α-enolasa (ENOA) 83 59 47.453 7,01

3 P14618 EF2 (EEF2) 195 59 96.246 6,41

4 Q53GZ6 HSP70 (HSP70) 69 59 71.083 5,28

5 P50990
Subunidad θ del 

complejo T (CCT8)
139 59 60.153 5,42
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Figura 14: Inmunodetección de las proteínas previamente identificadas mediante 

espectrometría de masas a partir de la fracción de vesículas extracelulares del 

medio condicionado de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml. La fracción de 

vesículas extracelulares del medio condicionado se analizó por electroforesis 

bidimensional. En primer lugar, se detectó la señal de biotina con Estrep-HRP (paneles 

de la izquierda) y, a continuación, se realizó inmunodetección con los anticuerpos 

indicados (paneles de la derecha). Las flechas marcan la posición de las señales 

coincidentes. 

1.5.3. Análisis de las vesículas extracelulares mediante microscopía 

electrónica 

A continuación, nos propusimos observar directamente la presencia de 

proteínas haptenizadas en exosomas mediante microscopía electrónica. Para 

ello, los exosomas secretados al medio extracelular provenientes de células 

control o tratadas con AX-B se incubaron con estreptavidina conjugada con 

partículas de oro. Mediante esta técnica, pudimos detectar la presencia de 

biotina sobre estas estructuras (Figura 15). Para apoyar la hipótesis de que la 

señal detectada se debe a la AX-B, cuantificamos el número de partículas de 

oro asociadas a los exosomas de células control y de células incubadas con 

AX-B. El análisis estadístico mediante t de Student muestra que las diferencias 

entre el control y el tratamiento con AX-B, en cuanto al número de partículas de 

oro en las vesículas, son significativas. Este resultado sugiere que el marcaje 

por estreptavidina oro es selectivo y no el resultado de que estas partículas 

puedan haber quedado depositadas sobre vesículas que no contengan biotina 

por azar durante la preparación. 
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Figura 15: Las vesículas extracelulares secretadas contienen proteínas o estructuras 

modificadas por AX-B. Las vesículas extracelulares secretadas al medio condicionado de 

linfocitos B tratados o sin tratar con AX-B a 0,5 mg/ml se incubaron con partículas de oro de 10 

nm conjugadas con moléculas de estreptavidina. A continuación, las vesículas fueron 

observadas por microscopía electrónica como se describe en la sección de Material y Métodos. 

Las flechas señalan algunas de las partículas unidas a las vesículas. Se muestran imágenes 

representativas de varios experimentos. Barra de escala, 200 nm. El gráfico muestra la media ± 

error estándar del número de partículas de oro por vesícula. * P < 0,05 frente al control. Se 

contaron un total de 29 vesículas en el control y 37 en el tratamiento con AX-B. 

1.5.4. Análisis de las diferencias de haptenización entre las proteínas de 

exosomas in vitro y en células 

Dado que el plasma sanguíneo contiene exosomas secretados por 

diversos tipos de células tanto en condiciones normales como en ciertas 

enfermedades (Tang y Wong, 2015), las proteínas o estructuras presentes en 

los exosomas circulantes pueden ser también dianas de haptenización por 

fármacos. Por este motivo, estudiamos la modificación de proteínas de 

exosomas previamente aislados de linfocitos B incubados con AX-B in vitro y la 

comparamos con los aductos presentes en los exosomas secretados por las 

células tratadas con este compuesto. Como observamos en la Figura 16, la AX-

B también se une a proteínas de exosomas aislados. El patrón de polipéptidos 

con señal de biotina muestra claras diferencias con respecto al de los 

exosomas secretados por células tratadas con AX-B. Estos resultados sugieren 

que algunas proteínas haptenizadas intracelularmente pueden ser dirigidas a 
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exosomas mientras que en los exosomas aislados es posible que se 

modifiquen las proteínas más accesibles. 

 

Figura 16: Análisis de las diferencias en los patrones de proteínas haptenizadas por AX-

B en exosomas incubados in vitro o procedentes de células tratadas con el antibiótico. 

Los linfocitos B se trataron con o sin AX-B a 0,5 mg/ml y se aislaron las vesículas 

extracelulares según se describe en la sección de Material y Métodos. Exosomas procedentes 

de células sin tratar fueron incubados in vitro durante 16 horas a 37ºC con AX-B a 0,5 mg/ml. 

Las diferencias entre los exosomas provenientes de células y los incubados in vitro se 

analizaron mediante Western blot y detección con Estrep-HRP. Se usó ICAM-1 como marcador 

de exosomas. La señal de biotina se densitometró y se representó para comparar los patrones 

obtenidos mediante ambos abordajes. La línea de puntos corresponde a la unión de AX-B en 

exosomas en incubaciones in vitro, y la línea continua a exosomas obtenidos de células 

tratadas con AX-B. Los resultados son representativos de tres experimentos diferentes. 

1.5.5. Transporte de proteínas haptenizadas en vesículas extracelulares 

a células diana 

La comunicación intercelular es un proceso crítico en la fisiología celular 

en el que moléculas como hormonas o ARN mensajero son transportados entre 

células en forma soluble o en el interior de vesículas (Novikov y col., 2015; 

Ismail y col., 2013). Se ha descrito que los exosomas pueden jugar un papel 

primordial en estos procesos. Partiendo de estos precedentes y teniendo en 

cuenta las evidencias obtenidas sobre la presencia de proteínas haptenizadas 

por amoxicilina en exosomas, nos propusimos evaluar la internalización de 

exosomas secretados por linfocitos B en otro tipo celular. Para ello, aislamos 

vesículas extracelulares de linfocitos B control y tratados con AX-B. Estas 

vesículas fueron teñidas con FITC, como trazador, e incubadas con Estrep-

TXR, para poder observar específicamente la biotina presente. Las vesículas 
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se añadieron al medio de cultivo de células BAEC. Como células endoteliales, 

estas células pueden actuar como células presentadoras de antígenos no 

profesionales (Bagai y col., 2005). Mediante microscopía confocal, observamos 

vesículas en el interior de estas células en diferentes etapas de internalización, 

bien cerca de la membrana celular o en zonas cercanas al núcleo de la célula 

(Figura 17). Además, como se aprecia en la figura, en la condición control las 

vesículas únicamente presentan la señal verde correspondiente a FITC, 

mientras que las vesículas procedentes de linfocitos B tratados con AX-B 

muestran tanto la señal correspondiente a FITC como la señal roja de Estrep-

TXR, indicando que estas vesículas contienen proteínas haptenizadas por AX-

B. 

 

Figura 17: Internalización de exosomas de linfocitos B cargados con moléculas de 

AX-B en células BAEC. Las vesículas extracelulares secretadas por linfocitos B 

tratados o sin tratar con 0,5 mg/ml de AX-B se aislaron y se incubaron con FITC y con 

Estrep-TXR. Las células BAEC se incubaron después con la preparación de vesículas 

durante 3 horas. La proteína RhoGDI, detectada mediante inmunofluorescencia, se 

utilizó para delimitar los límites de la célula. Las células endoteliales se observaron 

mediante microscopía confocal de fluorescencia para estudiar la presencia de vesículas 

extracelulares en su interior. Se muestran imágenes representativas de tres 

experimentos diferentes. Barra de escala, 20 µm. 

El conjunto de estos resultados demuestra que las vesículas cargadas 

con proteínas modificadas por AX-B y secretadas al medio extracelular por 

linfocitos B pueden ser captadas e internalizadas por otros tipos celulares. 

Estas observaciones sugieren que los exosomas pueden jugar un papel 

importante en el transporte o presentación de proteínas modificadas por 
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fármacos y como consecuencia en la respuesta alérgica frente a dichos 

fármacos. 

2. ANÁLISIS DE LA HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS POR OTROS 

FÁRMACOS Y EN OTROS TIPOS CELULARES 

La formación de aductos de proteínas con fármacos puede ser un 

proceso independiente del tipo celular o del tipo de fármaco o presentar 

características selectivas tanto de los fármacos como de las células diana. En 

esta sección analizaremos, de manera general, la haptenización de proteínas 

en diferentes tipos celulares potencialmente implicados en la alergia como los 

macrófagos o las células endoteliales. Además, analizaremos la haptenización 

de los linfocitos B por penicilina G, que es otro antibiótico betalactámico de uso 

clínico. 

2.1. Haptenización de proteínas de linfocitos B por penicilina 

Con el fin de detectar y obtener el patrón de proteínas haptenizadas por 

penicilina, en primer lugar, realizamos un experimento con varias 

concentraciones de este antibiótico en linfocitos B y, mediante detección 

inmunológica, observamos haptenización de proteínas, aunque con 

concentraciones del antibiótico sensiblemente superiores a las que se alcanzan 

farmacológicamente (Frentz y col., 1984). 

Detectamos numerosos polipéptidos modificados por penicilina, con un 

patrón similar, en presencia de las distintas concentraciones empleadas, 

aunque observamos algunas diferencias en cuanto a señal relativa de algunas 

de las bandas (marcadas con asteriscos) (Figura 18). 

La concentración que se utilizó para los experimentos posteriores en 

células fue de 10 mg/ml. Aunque es una concentración elevada de fármaco, es 

la óptima para obtener señal fácilmente detectable mediante técnicas de 

inmunodetección. 
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Figura 18: Haptenización de proteínas de linfocitos B por distintas 

concentraciones de penicilina G. Se trataron RPMI 8866 con diferentes 

concentraciones de Penicilina G en medio sin suero y sin antibióticos durante 16 horas a 

37º C. Tras el tratamiento, se lisaron las células y se cargaron 10 µg de lisado de cada 

condición en geles de poliacrilamida. Los polipéptidos haptenizados por penicilina se 

observaron mediante inmunoblot por incubación con un anticuerpo frente a penicilina G. 

Los asteriscos señalan polipéptidos cuya señal relativa difiere con las distintas 

concentraciones. 

Para obtener una visión más detallada de la haptenización de proteínas 

por penicilina, realizamos fraccionamiento del medio condicionado de linfocitos 

B tratados con 10 mg/ml de este fármaco. 

El fraccionamiento muestra patrones característicos de cada una de las 

fracciones (Figura 19), al igual que con el tratamiento con amoxicilina, aunque 

los patrones de modificación por ambos antibióticos son diferentes. En este 

caso, se detecta menor proporción de enolasa en el medio extracelular que tras 

el tratamiento con amoxicilina. Además, comprobamos la correcta obtención de 

cada una de las fracciones mediante marcadores característicos de exosomas 

como ICAM-1, que aparece en las fracciones de vesículas extracelulares, 

fracción de membrana o restos celulares y lisado celular, y marcador 

característico del interior celular como la actina, presente en el lisado celular y 

en la fracción de membrana. 
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Figura 19: Detección de proteínas haptenizadas por penicilina en lisado celular y 

en el medio condicionado. Las células se trataron con penicilina G a 10 mg/ml durante 

16 horas en medio RPMI 1640 sin suero. A continuación, se separaron las células del 

medio condicionado, que se sometió a centrifugaciones diferenciales para obtener la 

fracción de membranas, las vesículas extracelulares (EVs) y la fracción de proteínas 

solubles. El análisis de las proteínas modificadas se realizó mediante Western blot de 

todas las fracciones incubando las membranas con un anticuerpo frente a penicilina o 

con anticuerpos frente a las proteínas indicadas para confirmar la separación adecuada 

de cada fracción. En la incubación con el anticuerpo frente a penicilina se muestran dos 

tiempos de exposición diferentes, 30 segundos para las calles de la iquierda y 2 minutos 

para las la derecha. 

Este resultado apuntaría a que tanto la modificación global de las 

proteínas como los patrones de fraccionamiento, muestran un comportamiento 

diferente según el fármaco empleado incluso con fármacos de la misma familia. 

2.2. Haptenización de proteínas de células MCF-7 por amoxicilina 

Las células epiteliales tumorales de glándula mamaria MCF-7 son 

también un buen modelo para estudiar la posible secreción de proteínas 

haptenizadas tanto por vesículas extracelulares como en forma soluble, dada 
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su naturaleza secretora (Gomes y col., 2017; Wang y col., 2017a). En base a 

esto, estudiamos la localización de proteínas haptenizadas por amoxicilina en 

MCF-7 mediante microscopía confocal de fluorescencia y la detección de estas 

proteínas por Western blot. 

Observamos un patrón de polipéptidos variado característico de cada 

una de las fracciones por Western blot (Figura 20A y 20B). En el control se 

observa la señal correspondiente a las proteínas biotiniladas endógenas. Los 

patrones obtenidos son completamente diferentes a los que se obtuvieron en el 

apartado 1.2 de resultados en linfocitos B. 

 

Figura 20: Haptenización de proteínas de MCF-7 en lisado celular y en vesículas 

extracelulares. Las células MCF-7 se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B. 

Tras el tratamiento, las células se lisaron. La fracción de vesículas extracelulares se 

obtuvo como se describe en la sección de Material y Métodos. Se analizó la modificación 

de las fracciones de lisado (A) y de EVs (B) mediante SDS-PAGE y posterior incubación 

con Estrep-HRP. 

Al analizar la localización de proteínas o estructuras modificadas por 

AX-B en el interior celular mediante microscopía confocal, observamos una 

señal difusa y homogénea con pequeños acúmulos en el citoplasma de la 

célula (Figura 21). Este resultado muestra algunas diferencias con el obtenido 

en linfocitos B en el apartado de resultados 1.1, donde la señal no es tan difusa 

y homogénea. 

250-

100-

75-

50-

37-

25-

150-

250-

100-
75-

50-

37-

25-

150-

Ct Ct AX-BAX-B

A B

Estrep-HRP Estrep-HRP



V. Resultados                                
 

126 

 

Estos resultados apuntarían a que la amoxicilina también es capaz de 

haptenizar las proteínas tanto a nivel celular como a nivel subcelular en 

vesículas que potencialmente serían secretadas al medio extracelular.  

 

Figura 21: Presencia de AX-B en el interior de células MCF-7. Las células se 

incubaron con 0,5 mg/ml de AX-B en medio DMEM sin suero durante 16 horas. A 

continuación, tras fijarlas, se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina acoplada 

a Alexa Flúor 488. Se observa el contorno de la célula en campo claro. Barra de escala: 

10 μm. 

2.3. Haptenización de proteínas de células RAW 264.7 por amoxicilina 

Los macrófagos participan directamente en la respuesta inmunitaria y 

pueden estar implicados en la respuesta alérgica (Jiang y Zhu, 2016; Robbe y 

col., 2015). En procesos de inflamación, la presencia de patógenos puede 

producir la liberación de interleuquina 12 o quimioquinas (CCL15) por los 

macrófagos. La expresión de estos mediadores puede inducir la activación de 

linfocitos T o atraer a linfocitos, monocitos y eosinófilos, potenciando así la 

respuesta inmunitaria (Trinchieri, 2003; Martínez y col., 2006; Mosser y 

Edwards, 2008). Además, en condiciones de asma atópica se ha comprobado 
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que los macrófagos pueden actuar como células presentadoras de antígenos 

en el contexto del MHC de tipo II (Caulfield y col., 1999; Janssen y col., 2002). 

Dada la importancia de este tipo celular en la respuesta inmune, estudiamos la 

haptenización de proteínas por amoxicilina en el lisado celular y en las distintas 

fracciones del medio condicionado. Como se observa en el fraccionamiento en 

la Figura 22, se obtiene un patrón de proteínas haptenizadas diferente en cada 

una de las fracciones. Por otro lado, en este tipo celular, no detectamos α-

enolasa en el medio condicionado. 

 

Figura 22: Detección de proteínas haptenizadas por amoxicilina biotinilada en 

lisado celular y en el medio condicionado de células RAW 264.7. Las células se 

trataron con AX-B a 0,5 mg/ml durante 16 horas. A continuación, se separaron las 

células del medio condicionado, que se sometió a centrifugaciones diferenciales para 

obtener la fracción de membranas, la fracción de vesículas extracelulares (EVs) y la 

fracción de proteínas solubles. El análisis de las proteínas modificadas se realizó 

mediante Western blot de todas las fracciones incubando las membranas con Estrep-

HRP para detectar la señal de biotina de AX-B. El control de carga se realizó mediante 

incubación con el anticuerpo frente a actina, α-enolasa y HSP70. En la incubación con 

Estrep-HRP se muestran tres tiempos de exposición diferentes, 1 minuto para las calles 

de la izquierda, 2 minutos para las centrales y 30 segundos para las de la derecha. 

A continuación, estudiamos la distribución de las proteínas 

haptenizadas en el interior celular mediante microscopía confocal. Observamos 
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que el patrón de estas proteínas presentaba un aspecto particulado junto con 

una señal difusa en el citoplasma (Figura 23). Este patrón es similar al que se 

ha obtenido en las células MCF-7 en el apartado anterior, sin embargo, es 

distinto al obtenido en linfocitos B, en los que la señal difusa no es tan evidente. 

 

Figura 23: Presencia de AX-B en el interior de macrófagos murinos RAW 264.7. Las 

células se incubaron con 0,5 mg/ml de AX-B en medio DMEM sin suero durante 16 

horas. A continuación, tras fijarlas, se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina 

acoplada a Alexa Flúor 488 y, posteriormente, con DAPI durante 15 minutos. Barra de 

escala: 10 μm. 

Estos experimentos establecen que la haptenización de proteínas por 

antibióticos betalactámicos presenta particularidades que dependen del tipo 

celular. Además, no es un proceso único de las aminopenicilinas, ya que la 

penicilina G también es capaz de unirse a proteínas celulares. 
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3. ANÁLISIS DEL PROCESAMIENTO CELULAR DE PROTEÍNAS 

HAPTENIZADAS POR AMOXICILIINA 

Según la hipótesis del hapteno, los lisosomas degradarían las proteínas 

que se han modificado por fármacos fuera de la célula, mientras que la vía 

proteasomal procesaría las proteínas que se han modificado en el interior 

celular. Sin embargo, se dan excepciones a esta regla ya que, en las células 

dendríticas, el proteasoma puede también procesar proteínas procedentes de 

la vía endosomal. Los péptidos resultantes pueden unirse al MHC de tipo I en 

el retículo endoplasmático o en compartimentos ácidos, en lo que se conoce 

como vía de presentación cruzada (Segura y Villadangos, 2011; Rodríguez y 

col., 1999; Mantegazza y col., 2013). El procesamiento de las proteínas 

determinaría la formación del péptido unido al fármaco que sería expuesto 

como antígeno. En esta sección analizamos el papel que juegan estas vías en 

el procesamiento de las proteínas haptenizadas en diversos tipos celulares. 

3.1. Degradación por vía lisosomal de las proteínas haptenizadas en 

linfocitos B 

Para analizar la posible degradación de estas proteínas por esta vía, 

incubamos las células con AX-B y con un inhibidor de la acidificación lisosomal, 

la cloroquina (Dunmore y col., 2013; Long y col., 2013; Solomon y Lee, 2009). 

La cloroquina se protona en ambientes ácidos y se internaliza en los lisosomas 

provocando un aumento del pH lisosomal y, de este modo, inhibiendo la 

actividad de las enzimas (Slater, 1993; Homewood y col., 1972). Como 

consecuencia, las células tratadas con este compuesto no podrán llevar a cabo 

la degradación mediante lisosoma y presentarán un aumento de tamaño de 

estos orgánulos debido a la acumulación de material no degradado. 

Al inhibir la degradación lisosomal, observamos mediante Western blot 

que no se habían producido grandes cambios ni en el patrón ni en los niveles 

de proteínas haptenizadas (Figura 24). Esto sugiere que si la vía lisosomal está 

participando en el procesamiento de las proteínas haptenizadas por AX-B, los 

efectos de su inhibición no son apreciables en este modelo celular. 
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Figura 24: Efecto de la inhibición de la vía lisosomal en los niveles de proteínas 

haptenizadas. Las células RPMI 8866 se incubaron con cloroquina (CLQ) 10 μM y con 

AX-B a 0,5 mg/ml durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se lisaron y los 

niveles de proteínas haptenizadas por AX-B se analizaron mediante Western blot y 

detección con Estrep-HRP. El nivel de carga de proteína se estimó por incubación de la 

misma membrana con anticuerpo frente a actina. La línea de puntos indica donde se han 

acercado dos calles del mismo gel. 

A continuación, estudiamos la posible colocalización de los lisosomas 

con las proteínas haptenizadas por AX-B. Para ello, los lisosomas se 

observaron mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo frente a la 

proteína LAMP1 (Figura 25), que es una proteína de la membrana interna de 

lisosomas y otros compartimentos ácidos de la célula (Pryor, 2012). 

Al tratar las células con AX-B se observa un aumento en la señal de 

biotina, mientras que en las células sin tratar se observa señal de biotina 

probablemente asociada con las proteínas biotiniladas endógenas. Por otro 

lado, la señal de LAMP1 aumenta con todos los tratamientos. Sin embargo, en 

ningún caso se observa que la señal correspondiente a LAMP1 y la señal de 

biotina correspondiente a la AX-B colocalicen claramente. 

Estos resultados parecerían indicar que el procesamiento por vía 

lisosomal de las proteínas haptenizadas por AX-B en este tipo celular no tiene 

una función relevante en el procesamiento de dichas proteínas. 
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Figura 25: Localización intracelular de las proteínas haptenizadas por AX-B y de 

lisosomas. Las células RPMI 8866 fueron tratadas con cloroquina 10 μM y con AX-B a 

0,5 mg/ml durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se fijaron con 

paraformaldehído y se incubaron con Estrep-A488 para detectar la señal de biotina. Se 

incubaron además con anticuerpo frente a LAMP1 para observar la localización de los 

lisosomas y con DAPI para observar los núcleos. Se muestra una sola sección del eje z 

en un plano medio de la célula. Barra, 10 μm. 

3.2. Degradación por vía proteasomal de las proteínas haptenizadas en 

linfocitos B 

Según la hipótesis del hapteno, el proteasoma degradaría proteínas 

modificadas intracelularmente. Para explorar esta vía de procesamiento 

incubamos linfocitos B con un inhibidor del proteasoma, ZLLL (MG132) 

(Tsubuki y col., 1996), y analizamos las señales de biotina y de ubiquitina por 

SDS-PAGE y posterior inmunodetección con Estrep-HRP y anticuerpo frente a 

ubiquitina, respectivamente. 

Observamos que el inhibidor del proteasoma indujo un ligero aumento 

de la señal de biotina en comparación con las células tratadas solo con AX-B 

(Figura 26), mientras que el patrón de bandas, de las cuales las más 

características están señaladas con asteriscos, se mantuvo. El tratamiento con 
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AX-B indujo un ligero aumento de la señal de ubiquitina, Por último, la adición 

de ZLLL a las células tratadas con AX-B indujo un potente aumento de la señal 

de ubiquitina. Este resultado parecería sustentar la idea de que en este tipo 

celular las proteínas haptenizadas por AX-B pueden estar siendo procesadas 

por el proteasoma. 

 

Figura 26: Efecto de la inhibición de la vía proteasomal en los niveles de proteínas 

haptenizadas. Las células RPMI 8866 se incubaron con AX-B a 0,5 mg/ml en presencia 

o ausencia de ZLLL 50 nM durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se lisaron y 

los niveles de proteínas haptenizadas y ubiquitinadas se analizaron mediante Western 

blot con incubación con Estrep-HRP. El control de carga de proteína se estimó por 

incubación de la misma membrana con anticuerpo frente a actina y se estimó la señal 

relativa de biotina de cada tratamiento, reflejado en la parte inferior, como la media 

normalizada ± error estándar de tres experimentos similares. 

A su vez, estudiamos la posible colocalización de la ubiquitina con la 

señal de biotina procedente de la AX-B mediante microscopía confocal de 

fluorescencia. De nuevo, observamos un aumento considerable de la señal de 

biotina con los tratamientos con AX-B (Figura 27). Además, la intensidad de la 

señal procedente de las proteínas ubiquitinadas aumentaba al tratar las células 

con ZLLL en comparación con las células control. Sin embargo, tampoco se 

observó colocalización entre la señal de biotina y la de ubiquitina. 
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Figura 27: Localización intracelular de las proteínas modificadas por AX-B y de 

proteínas ubiquitinadas. Las células RPMI 8866 fueron tratadas con 0,5 mg/ml de AX-

B y/o con ZLLL 50 nM durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se fijaron con 

paraformaldehído y se incubaron con Estrep-A488 para detectar la señal de biotina. Se 

incubaron además con anticuerpo frente a ubiquitina para visualizar las proteínas 

ubiquitinadas y con DAPI para observar los núcleos. Se muestra una sola sección del eje 

z en el plano medio de la célula. Barra, 10 μm. 

En este modelo celular los resultados obtenidos no son lo 

suficientemente claros como para proponer de forma inequívoca la implicación 

de una de las dos vías de degradación en el procesamiento de las proteínas 

haptenizadas por amoxicilina. Por este motivo, decidimos estudiar estos 

procesos en otro tipo celular, en el que podrían operar mecanismos distintos. 

3.3. Degradación por vía lisosomal y proteasomal de las proteínas 

haptenizadas en macrófagos murinos 

Como se ha comprobado en apartados anteriores, las células RAW 

264.7 presentan también un patrón variado de proteínas haptenizadas por 

amoxicilina. Los macrófagos son células especializadas en fagocitar cuerpos 
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extraños como patógenos o restos celulares formando fagosomas. Los 

fagosomas formados se pueden fusionar con lisosomas para proceder a la 

degradación (Fairn y Grinstein, 2012; Gao y col., 2017). Por este motivo, estas 

células constituyen un excelente modelo para el estudio de vías de 

degradación o procesamiento. 

En primer lugar, analizamos la disposición en la célula de los 

compartimentos ácidos, proteínas haptenizadas y proteínas ubiquitinadas 

mediante microscopía confocal de fluorescencia. Como se observa en la Figura 

28, hay un aumento en la señal de biotina al tratar las células con amoxicilina 

biotinilada. Además, al inhibir las rutas de degradación lisosomal o proteasomal 

se observan acúmulos de lisosomas y de proteínas ubiquitinadas. Es 

importante destacar que, en este caso, podemos observar una clara 

colocalización entre la señal procedente de proteínas haptenizadas por AX-B y 

de la señal de lisosomas, lo que indicaría que, en estas células, las proteínas 

modificadas por este fármaco se están degradando por vía lisosomal. Sin 

embargo, la colocalización entre proteínas ubiquitinadas y haptenizadas no 

parece estar tan clara, observándose mayoritariamente en zonas donde la 

señal de biotina es menos intensa en la célula. Para obtener una 

representación objetiva de la distribución de estas proteínas, representamos los 

perfiles de intensidad de fluorescencia de las señales correspondientes (Figura 

28, paneles inferiores), en los que se pueden observar los puntos de 

coincidencias entre ellas. 
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Figura 28: Localización en células RAW 264.7 de proteínas modificadas por AX-B, 

de proteínas ubiquitinadas y de lisosomas. Los macrófagos se trataron durante 16 

horas con AX-B a 0,5 mg/ml, en presencia o ausencia de ZLLL 50 nM o CLQ 10 µM. 

Tras el tratamiento, los lisosomas de las células se tiñeron durante 15 minutos a 37ºC 

con LTR 25 nM. A continuación, las células se fijaron con paraformaldehído y se 

incubaron con Estrep-A488 para detectar la señal de biotina. Además, se incubaron con 

anticuerpo frente a ubiquitina para observar las proteínas ubiquitinadas. Se muestra una 

sola sección del eje z en el plano medio de la célula. Barra, 10 μm. En los paneles 

inferiores se muestra la intensidad de las señales de los canales a lo largo de la línea 

dibujada en las imágenes. 
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A continuación, analizamos lisados celulares de macrófagos tratados en 

las mismas condiciones experimentales con el fin de comprobar si se producía 

una acumulación de proteínas haptenizadas por amoxicilina al inhibir las rutas 

de degradación. 

 

Figura 29: Efecto de la inhibición de la vía proteasomal y de la vía lisosomal en los 

niveles de proteínas haptenizadas. Las células RAW 264.7 se incubaron con AX-B a 

0,5 mg/ml, con ZLLL 50 nM o con cloroquina 10 µM durante 16 horas. Tras el 

tratamiento, las células se lisaron y los niveles de proteínas haptenizadas por AX-B se 

analizaron mediante Western blot con incubación con Estrep-HRP. El grado de 

ubiquitinación se analizó por detección con anticuerpo frente a ubiquitina sobre la misma 

membrana. El nivel de carga de proteína se estimó por incubación de la misma 

membrana con anticuerpo frente a actina. Se muestran imágenes representativas de un 

total de 3 experimentos. * P < 0,05 con respecto al tratamiento con AX-B. 

Como se observa en la Figura 29, hay un claro aumento en los niveles 

de proteínas haptenizadas por AX-B al inhibir las rutas de degradación 

lisosomal o proteasomal con sus respectivos inhibidores. Además, este 

incremento se mantiene cuando se inhiben ambas rutas de degradación. 

Este resultado, junto con el obtenido a partir de microscopía confocal, 

parecería indicar que en este tipo celular las proteínas haptenizadas por 

amoxicilina se podrían procesar por ambas vías, aunque la vía de degradación 
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lisosomal parece tener una implicación más clara dado el aumento de proteínas 

haptenizadas al inhibir la degradación lisosomal y la clara colocalización de 

estas proteínas con los lisosomas. 

4. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACIÓN DE α-ENOLASA POR AMOXICILINA 

La α-enolasa es una de las principales proteínas modificadas por 

amoxicilina, como se ha descrito en la sección 1 de Resultados. Esta proteína 

dimérica es una metaloenzima encargada de la transformación del 2-

fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la glucolisis. En este apartado 

analizaremos la haptenización de esta proteína por fármacos más 

detalladamente. 

4.1. Haptenización de α-enolasa por amoxicilina in vitro 

En primer lugar, confirmamos la modificación de la α-enolasa por el 

análogo biotinilado de la amoxicilina in vitro. Como se observa en la Figura 

30A, la incubación con AX-B da lugar a un incremento en la señal de biotina 

asociada a la proteína, dependiente de la concentración de AX-B en la 

reacción. Esto indica una incorporación de AX-B a la molécula de α-enolasa 

estable en las condiciones de electroforesis monodimensional. 

A continuación, exploramos la capacidad de AX de impedir la 

incorporación de AX-B para lo que incubamos en primer lugar la proteína con 

AX en exceso molar, con respecto a AX-B, y a continuación con AX-B. En este 

ensayo (Figura 30B), observamos una disminución de la señal de biotina, 

indicativa de una menor incorporación de AX-B en la proteína. Este resultado 

sugiere que ambos compuestos podrían estar compitiendo por la unión a los 

mismos sitios o residuos de la α-enolasa. 
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Figura 30: Haptenización de α-enolasa por amoxicilina in vitro. (A) Se incubó 1 µg 

de α-enolasa a una concentración final de 2,12 µM con los excesos molares indicados de 

AX-B durante 2 horas a 37º C en PBS. (B) Para el ensayo de competición se incubó 1 µg 

de α-enolasa a una concentración final de 2,12 µM con un exceso molar de 10 veces de 

AX durante 2 horas a 37º C. A continuación, la proteína se incubó con AX-B a 2,12 µM, 

en las mismas condiciones de tiempo y temperatura. La gráfica muestra la cuantificación 

de la señal de biotina, detectada con Estrep-HRP y expresada como el cociente con la 

señal de α-enolasa presente en la incubación detectada con anticuerpo frente a α-

enolasa. * P < 0,05 con respecto al control. 

Para estimar la incorporación de AX-B a la α-enolasa comparamos la 

señal de biotina con la proporcionada por una curva patrón de albúmina sérica 

bovina biotinilada (BSA-B). En la Figura 31, estimamos que la incorporación es 

alrededor de 0,7 picomoles de AX-B en 21,2 picomoles de α-enolasa (1:30,3 

AX-B:α-enolasa). Este método semicuantitativo proporciona una estimación de 

la incorporación que persiste en condiciones de electroforesis 

monodimensional.  
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Figura 31: Estimación de la haptenización de α-enolasa por AX-B. (A) La α-enolasa 

(1 µg) se incubó con AX-B 21,2 µM en PBS durante 1 hora a 37º C. La α-enolasa con 

AX-B incorporada y alícuotas de albúmina sérica bovina biotinilada equivalentes a los 

picomoles de biotina indicados, se separaron en geles de poliacrilamida. La señal de 

biotina se detectó con Estrep-HRP. La intensidad de la señal de biotina se cuantificó con 

el programa informático Scion Image. (B) La incorporación de AX-B en la α-enolasa se 

estimó por comparación con la curva patrón de BSA-B. Se muestra una imagen 

representativa de tres experimentos similares. 

4.2. Efecto de cofactores y sustratos de la α-enolasa en la modificación 

por amoxicilina 

La α-enolasa cataliza la transformación del 2-fosfoglicerato (2-PGA) en 

fosfoenolpiruvato, usando Mg2+ como cofactor en una reacción de hidratación. 

En este apartado estudiamos la modificación de la α-enolasa por amoxicilina en 

las condiciones de reacción. 

En primer lugar, analizamos el efecto de la presencia del sustrato 2-

PGA sobre la modificación de la α-enolasa (Figura 32A). Al incubar la proteína 

con concentraciones milimolares del sustrato que son las típicamente 

empleadas en los ensayos enzimáticos (Fukano y Kimura, 2014), apreciamos 

un leve incremento en la incorporación de AX-B en la proteína. Además, 

estudiamos el efecto de la presencia del cofactor de esta enzima. El Mg2+ es 

necesario para la coordinación del sustrato con los aminoácidos del sitio 

catalítico. En la Figura 32B, se observa una tendencia a la disminución de la 

incorporación de AX-B a medida que aumenta la concentración de Mg2+. 
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Figura 32: Efecto del 2-PGA y del Mg
2+

 en la modificación por amoxicilina. (A) Se 

incubó 1 μg de α-enolasa (2,12 μM) en PBS con o sin 2-PGA 2,12 mM durante 1 hora a 

37ºC. A continuación, la proteína se incubó con AX-B 21,2 μM en las mismas 

condiciones de tiempo y temperatura. (B) Se incubó 1 μg de α-enolasa (2,12 μM) en PBS 

con diferentes concentraciones de Mg
2+

 durante 1 hora a 37º C. Seguidamente, la 

proteína fue incubada con AX-B 21,2 μM durante el mismo tiempo y a la misma 

temperatura. El análisis de la modificación se realizó en ambos casos por SDS-PAGE y 

posterior Western blot. La gráfica muestra la cuantificación de la señal de biotina, 

detectada con Estrep-HRP y expresada como el cociente con la señal de α-enolasa 

detectada con el anticuerpo específico. * P < 0,05 con respecto a la incubación con AX-

B. 

A continuación, estudiamos la repercusión conjunta del cofactor y el 

sustrato sobre la haptenización. Como se aprecia en la Figura 33, el efecto 

conjunto del sustrato y el cofactor bloquea el incremento de la incorporación de 

AX-B en la proteína por el sustrato. 
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Figura 33: Efecto conjunto del Mg
2+

 y el 2-PGA sobre la haptenización de la α-

enolasa por amoxicilina. Se incubó 1 μg de α-enolasa (2,12 μM) en PBS en presencia 

o ausencia de 2-PGA 2,12 mM y/o Mg
2+

 10 mM durante 1 hora a 37º C. A continuación, 

la proteína se incubó con AX-B 21,2 μM en las mismas condiciones de tiempo y 

temperatura. El análisis de la modificación se realizó por SDS-PAGE y posterior Western 

blot y detección de la señal de biotina con Estrep-HRP e inmunodetección de la a α-

enolasa. La gráfica muestra la cuantificación de la señal de biotina expresada como el 

cociente con la señal de α-enolasa. * P < 0,05 con respecto a la incubación con AX-B. 

4.3. Efecto de la AX o AX-B sobre la actividad enzimática de la α-

enolasa 

La modificación de una proteína por diferentes compuestos o motivos 

estructurales puede alterar su función. Modificaciones como la fosforilación, 

acetilación o metilación pueden activar o inactivar distintas enzimas. En este 

apartado nos centraremos en la repercusión que tiene la presencia de 

amoxicilina en la función de la α-enolasa. 

La incubación de la α-enolasa en presencia de AX o AX-B se tradujo en 

una reducción de la actividad enzimática como se muestra en la Figura 34A. El 

control positivo del bloqueo de la actividad de la enzima se realizó mediante 

incubación con el inhibidor no análogo al sustrato ENOBlock (Figura 34B), con 

el que se obtuvo una inhibición enzimática casi total. 
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Figura 34: Análisis de la actividad enzimática de la α-enolasa. (A) La α-enolasa (1 

μg) se incubó en presencia o ausencia de AX 21,2 μM o AX-B 21,2 μM durante 1 hora a 

37º C. A continuación, la actividad de la proteína se midió en 1 ml de tampón de reacción 

en presencia de Mg
2+

 y el sustrato 2-PGA. La cantidad de producto fosfoenolpiruvato 

(PEP) formado se analizó midiendo la absorbancia a 220 nm. Se representa la media de 

cinco experimentos. (B) El control positivo del bloqueo de la actividad enzimática se 

realizó en 1 ml de tampón de reacción en presencia de 1 μg de α-enolasa y ENOBlock 

100 μM. *P < 0,05 en todos los casos con respecto al control. 

La presencia de AX o de AX-B redujo la actividad total de la proteína, 

de forma leve pero significativa, en torno a un 10% o un 15% respectivamente. 

Esta disminución podría estar provocada por cambios conformacionales en la 

proteína o por un bloqueo parcial del sitio catalítico. 

4.4. Relación entre la integridad de la proteína y la modificación por 

amoxicilina 

La desnaturalización de proteínas implica la pérdida de la estructura 

terciaria, provocando la exposición de residuos o sitios que puede que sean 
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susceptibles de ser modificados por fármacos. Para explorar si la modificación 

por amoxicilina dependía de la conservación de la estructura de la proteína, la 

α-enolasa se desnaturalizó mediante incubación con urea a 7 M o incubación a 

95ºC durante 10 minutos. 

No se apreciaron diferencias significativas en el nivel de modificación de 

esta proteína con ninguno de los tratamientos de desnaturalización (Figura 35). 

Este resultado podría indicar que la desnaturalización no conlleva la exposición 

de más sitios susceptibles de modificación. También sugeriría que la 

modificación no requiere un sitio conformacional especial. 

 

Figura 35: Efecto de la desnaturalización de la α-enolasa sobre la modificación por 

AX-B. La α-enolasa (1 µg) se desnaturalizó con urea 7 M o con calor a 95º C durante 10 

minutos. A continuación, la proteína se incubó a una concentración de 2,12 μM con AX-B 

21,2 μM durante 1 hora a 37º C. El grado de modificación se analizó por SDS-PAGE y 

posterior detección con Estrep-HRP. La proteína presente en la incubación se detectó 

con un anticuerpo frente a α-enolasa. Se muestra una imagen representativa de tres 

experimentos. No se encontraron diferencias significativas. 
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4.5. Estudio de la incorporación de AX-B a formas de la enolasa con 

distinto punto isoeléctrico  

Como observamos en el apartado de Resultados 1.3, la α-enolasa que 

se obtiene de linfocitos se separa por electroforesis bidimensional en varias 

formas que difieren en su punto isoeléctrico. Estas distintas formas podrían 

deberse a la presencia de modificaciones postraduccionales. Además, no todas 

las formas se modifican por AX-B en la misma proporción. 

En este apartado analizamos más detalladamente la modificación de 

dichas formas in vitro. Para ello, realizamos electroforesis bidimensional de la 

proteína recombinante modificada con AX-B (Figura 36). 

 

Figura 36: Cuantificación de la modificación de las formas de la α-enolasa por AX-

B. Se incubaron 4 μg de α-enolasa con AX-B 21,2 μM durante 1 hora a 37º C. A 

continuación, la proteína se precipitó con el protocolo metanol/cloroforomo y se analizó 

mediante electroforesis bidimensional basada en isoelectroenfoque en un rango de pH 

de 3 a 10. La modificación de las formas de la α-enolasa, numeradas del 1 al 5, se 

detectó con Estrep-HRP. La α-enolasa se detectó mediante Western blot. La gráfica 

muestra la intensidad de la señal de biotina como valores medios +/- el error estándar de 

la media de 3 experimentos. 
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La inmunodetección de la α-enolasa muestra un patrón de 5 manchas 

que es similar en el control y en la muestra tratada. Con respecto a la 

modificación por AX-B, hay una mayor haptenización de las formas que tienen 

un punto isoeléctrico más ácido, posiblemente debido a modificaciones 

postraduccionales como fosforilación o acetilación, entre otras. Estas 

modificaciones podrían favorecer la unión de la AX-B a la proteína. 

4.6. Efecto de la acetilación en la modificación de α-enolasa por 

amoxicilina 

La α-enolasa puede sufrir diversas modificaciones postraduccionales, 

como fosforilación, metilación o acetilación, que pueden alterar su punto 

isoeléctrico. Además, se han detectado patrones específicos de estas 

modificaciones en diversas situaciones fisiopatológicas (Capello y col., 2011). 

En particular, la acetilación ocurre más frecuentemente en lisinas, que son los 

aminoácidos más susceptibles de modificación por amoxicilina (Ariza y col., 

2012). Por ello, en este apartado, exploramos la repercusión de la acetilación 

inducida in vitro sobre la haptenización de la α-enolasa por AX-B. 

En primer lugar, incubamos la proteína con concentraciones crecientes 

del reactivo de acetilación sulfo-NHS-acetato (SNA), que reacciona con aminas 

primarias de la proteína (Esquema 10). La proteína, una vez acetilada, fue 

analizada por SDS-PAGE y Western blot (Figura 37). Esto demostró un 

incremento en el grado de acetilación de la proteína dependiente de la 

concentración del compuesto sulfo-NHS-acetato. Sin embargo, bajo estas 

condiciones, no observamos señal de acetilación en el control. 

 

 



V. Resultados                                
 

146 

 

 

Esquema 10: Reacción de acetilación producida por el compuesto sulfo-NHS-

acetato en grupos amino de las proteínas. El nitrógeno del grupo amino de la proteína 

reacciona con el carbono del grupo acetilo del reactivo, resultando en un enlace 

covalente entre el grupo amino y el acetil y, por tanto, acetilando la proteína. 

 

Figura 37: Acetilación de α-enolasa por SNA in vitro. La α-enolasa (1 µg) se incubó a 

una concentración de 2,12 µM con diferentes concentraciones de Sulfo-NHS-Acetato en 

excesos molares de 18X, 36X, 90X y 180X durante 1 hora a temperatura ambiente. Para 

detener la reacción, se añadió Tris a una concentración equivalente a la de SNA. El 

grado de acetilación se estimó por SDS-PAGE y posterior Western blot con un 

anticuerpo frente a acetil-lisina y la cantidad de proteína por incubación de la membrana 

con anticuerpo frente a α-enolasa. En la parte inferior se muestra la cuantificación de la 

señal de acetil-lisina con respecto de la señal de α-enolasa de un experimento 

representativo. 

A continuación, exploramos el efecto de concentraciones crecientes de 

SNA sobre la modificación de la α-enolasa por amoxicilina biotinilada. Tras la 

incubación con SNA, la α-enolasa fue incubada con AX-B 21.2 µM y las 

mezclas fueron analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot. En la Figura 
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38 podemos observar, un aumento progresivo de la acetilación al aumentar la 

cantidad del reactivo SNA. A su vez, se aprecia una disminución progresiva de 

la señal de biotina a medida que aumenta la acetilación de la proteína. La 

reducción de la haptenización resulta significativa a partir de una concentración 

de SNA de 0,02 mg/ml. Este resultado sugiere una correlación entre el bloqueo 

de lisinas o de otros aminoácidos por acetilación y la disminución de la 

incorporación de AX-B en esta proteína. 

 

Figura 38: Bloqueo de la haptenización de α-enolasa por AX-B por acetilación. La 

α-enolasa (1 µg) se acetiló con diferentes concentraciones de SNA en excesos molares 

de 18X, 36X, 90X y 180X durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la acetilación, se 

añadió Tris en cantidad equivalente a la de SNA. El Tris añadido a la reacción no afectó 

a la modificación por amoxicilina. A continuación, la proteína se incubó con AX-B 21,2 

μM durante 1 hora a 37º C. El grado de modificación se analizó por SDS-PAGE y 

posterior Western blot con Estrep-HRP. La señal correspondiente a la acetilación se 

obtuvo por inmunodetección con el anticuerpo frente a acetil-lisina 1:5000 y el control de 

carga por incubación de la membrana con anticuerpo frente a α-enolasa. Se muestra una 

imagen representativa de tres experimentos similares. *P < 0.05 con respecto a la 

incubación con AX-B sin SNA. 
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4.6.1. Repercusión de la acetilación in vitro en las distintas formas 

modificadas de la proteína 

La posible importancia de la acetilación en la haptenización de la α-

enolasa por AX-B nos llevó a estudiar con más detalle la acetilación in vitro de 

las distintas formas de la proteína que se separan mediante electroforesis 

bidimensional. 

Tras la acetilación in vitro, observamos un cambio en el patrón de la 

proteína, con un incremento en la abundancia de formas de punto isoeléctrico 

más bajo que, además, presentan señal positiva con el anticuerpo frente a 

acetil-lisina (Figura 39). Este efecto concuerda con el hecho de que la 

acetilación conlleva potencialmente una disminución de las cargas positivas de 

la proteína. 

 

Figura 39: Electroforesis bidimensional de α-enolasa recombinante acetilada in 

vitro. Se acetilaron 4 µg de proteína con 0,4 µg de SNA (en un exceso molar de 180X) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. La proteína se precipitó con metanol-cloroformo 

y se analizó mediante electroforesis bidimensional. El grado de modificación por 

acetilación se analizó mediante Western blot con anti acetil-lisina. El control de carga se 

realizó por incubación con anticuerpo frente a α-enolasa. Se muestra una imagen 

representativa de un total de tres experimentos similares. 

A continuación, realizamos electroforesis bidimensional de la proteína 

acetilada in vitro e incubada con AX-B. En este caso observamos de nuevo un 

desplazamiento de las manchas de proteína hacia pI más bajos inducido por la 

acetilación (Figura 40). Además, curiosamente, se observan algunas 

diferencias en cuanto al patrón de modificación. Para apreciar mejor estas 

diferencias se ha representado una cuadrícula que marca las posiciones 
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equivalentes en los geles. En la representación gráfica de la intensidad de la 

señal de biotina con respecto al punto isoeléctrico de las manchas apreciamos 

una mayor haptenización por AX-B de las formas de la proteína situadas en 

puntos isoeléctricos más bajos cuando se acetila previamente, es decir, la 

señal de biotina se desplaza hacia la izquierda. 

 

Figura 40: Electroforesis bidimensional de α-enolasa recombinante acetilada in 

vitro y haptenizada por AX-B. Se acetilaron 4 µg (2,12 µM) de proteína con 4 µg (0,38 

mM) de sulfo-NHS-acetato durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la acetilación, 

se añadió Tris en cantidad equivalente a la de SNA.  A continuación, la proteína se 

modificó con AX-B 21,2 µM durante 1 hora a 37º C. La proteína se precipitó con el 

protocolo metanol/cloroformo y se realizó electroforesis con el objetivo de separar las 

distintas formas modificadas de la proteína en función de su punto isoeléctrico. La 

modificación por AX-B o por acetilación se analizó mediante Western blot e incubación 

con Estrep-HRP o con anticuerpo frente a acetil-lisina, respectivamente. El control de 

carga se realizó por incubación con anticuerpo frente a α-enolasa. Se muestra una 

imagen representativa de un total de tres experimentos similares. En la parte inferior se 

representa la intensidad de señal de biotina o de acetil-lisina correspondiente a cada 

cuadrícula de este experimento corregida por la señal de α-enolasa. 

4.6.2. Acetilación de α-enolasa por ácido acetilsalicílico in vitro 

La acetilación de proteínas puede ocurrir de forma enzimática mediante 

la acción de enzimas N-alfa-acetiltransferasas (Van Damme y col., 2011), o no 

enzimática por exposición a ciertos fármacos. En concreto, se ha descrito que 
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el ácido acetilsalicílico es capaz de acetilar proteínas (Ai y col., 2016; Liyasova 

y col., 2010). 

Por ello exploramos la acetilación de la α-enolasa por acción de la 

aspirina. Estos ensayos tienen la doble utilidad de servir como un control 

adicional y además de plantear la posibilidad de interacción entre la 

haptenización de proteínas y otros tipos de modificación inducidos por 

fármacos. La reacción de acetilación de la aspirina se produce como se 

representa en el Esquema 11. Esta reacción resulta ser idéntica teóricamente a 

la producida por el SNA. 

 

Esquema 11: Reacción de acetilación producida por el ácido acetilsalicílico en 

grupos amino de las proteínas. 

Para estimar el grado de acetilación producido por el ácido 

acetilsalicílico en la α-enolasa, incubamos la proteína con diferentes 

concentraciones de este fármaco y llevamos a cabo detección por Western blot 

(Figura 41). Observamos señal correspondiente a la acetilación de lisinas con 

una concentración de aspirina de 20 mM, es decir, fue necesario emplear 

concentraciones muy altas del fármaco para poder observar la acetilación en 

condiciones in vitro. 
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Figura 41: Acetilación in vitro de α-enolasa por ácido acetilsalicílico. La α-enolasa 

(1 μg) se incubó en PBS a una concentración de 2,12 μM con distintas concentraciones 

de aspirina durante 1 hora a 37º C. La señal correspondiente a la acetilación se analizó 

mediante SDS-PAGE y Western blot con el anticuerpo frente a acetil-lisina. El control de 

carga se analizó por incubación con anticuerpo frente a α-enolasa. 

Este resultado sugiere que la acetilación por ácido acetilsalicílico no es 

tan efectiva como la producida por el SNA, sin embargo, ambos compuestos 

son capaces de acetilar la α-enolasa. 

4.7. Modificación de α-enolasa por penicilina 

La haptenización de la α-enolasa por amoxicilina parece ser una 

reacción específica que afecta a su función y depende de otras modificaciones, 

sin embargo, no se conoce si esta proteína se hapteniza solo por este 

betaláctamico, o también por otros fármacos de la misma familia. Para 

comprobarlo, incubamos la proteína con excesos molares crecientes de 

penicilina G. Observamos un incremento en la incorporación de penicilina 

detectada mediante Western blot con un anticuerpo selectivo frente a este 

antibiótico (Figura 42). Sin embargo, dada la distinta sensibilidad de los 

métodos de detección empleados, este tipo de ensayo no nos permite 

establecer si la haptenización de la α-enolasa por la penicilina es más o menos 

eficiente que la haptenización por amoxicilina. Se requerirían estudios de 

espectrometría de masas para poder corroborar cuál de los dos fármacos se 

une más eficientemente a la α-enolasa. 
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Figura 42: Haptenización de α-enolasa recombinante por penicilina G in vitro. La α-

enolasa (1 μg) se incubó en PBS a una concentración de 2,12 μM con distintas 

concentraciones de penicilina G durante 1 hora a 37º C. La señal correspondiente a la 

modificación por penicilina G se analizó mediante SDS-PAGE y Western blot con el 

anticuerpo frente a este fármaco. El control de carga se analizó por incubación con 

anticuerpo frente a α-enolasa. 

4.8. Análisis de la α-enolasa modificada por AX in vitro mediante 

espectrometría de masas 

Nuestros resultados indican que la α-enolasa es una de las principales 

dianas celulares de amoxicilina. Por este motivo, realizamos un análisis más 

detallado de su haptenización mediante espectrometría de masas. En primer 

lugar, se realizó MALDI-TOF MS y ESI-MS para comprobar el aumento de 

masa en la proteína debido a la incorporación del fármaco. En segundo lugar, 

se procedió a la identificación de los residuos que resultaban modificados por 

amoxicilina mediante análisis con un espectrómetro de masas de alta 

resolución LTQ Orbitrap XL.  

4.8.1. Caracterización de la haptenización de α-enolasa mediante 

MALDI-TOF MS y ESI-MS 

El abordaje llevado a cabo por MALDI-TOF MS (Figura 43) mostró un 

pico en torno a 47 kDa correspondiente al peso molecular de la proteína; sin 

embargo, no se apreciaron otros picos que pudiesen corresponder con el 

aumento de masa producido por la incorporación de la amoxicilina. 
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Figura 43: Análisis de la α-enolasa por MALDI-TOF MS. La proteína α-enolasa (1 µg) 

se incubó a una concentración de 2,12 µM con amoxicilina a 2,12 µM (1X) o con 21,2 µM 

(10X) durante 1 hora a 37º C, y la mezcla se analizó mediante MALDI-TOF MS. 

Por otro lado, en el análisis mediante ESI-MS, el espectro 

deconvolucionado de la muestra no modificada presentó un pico de 47037 Da 

correspondiente a la α-enolasa (Figura 44A). Sin embargo, en el espectro 

deconvolucionado de la proteína tras 3 horas de incubación con amoxicilina no 

mostró diferencias aparentes (Figura 44B). Los resultados obtenidos tanto por 

MALDI-TOF MS como por ESI-MS pueden ser debidos a una baja proporción 

de la modificación en las condiciones de incubación, a que esta técnica no sea 

la más adecuada en este caso o que la proteína modificada se ionice peor. 

 

Figura 44: Análisis de la α-enolasa mediante ESI-MS. Espectro de MS 

deconvolucionado obtenido a partir de la infusión directa de α-enolasa incubada 

previamente con AX durante 3 horas a 37ºC en PBS a una proporción molar α-

enolasa:AX de 1:10. Los picos que se muestran corresponden a la proteína al comienzo 

de la incubación (A) y transcurridas las 3 horas de incubación (B). 
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4.8.2. Identificación de los sitios de modificación de la α-enolasa por AX 

mediante LTQ Orbitrap XL 

Dado que los abordajes utilizando la proteína completa (“top-down”) no 

nos permitieron observar la modificación por AX, llevamos a cabo abordajes 

utilizando la proteína digerida (“bottom-up”) para intentar detectar péptidos 

modificados. Para llevar a cabo la identificación de los posibles péptidos 

modificados, la proteína recombinante se incubó a una proporción α-

enolasa:AX de 1:1000 durante 16 horas a 37ºC. A continuación, se procedió a 

la digestión de la proteína en gel de electroforesis mediante tripsina y 

quimotripsina. Esta última enzima se utilizó debido a la pérdida de efectividad 

de la tripsina sobre las lisinas modificadas y para evitar de este modo que se 

obtuviesen péptidos demasiado largos.  

La identificación de los péptidos modificados por amoxicilina se basó en 

la incorporación de la molécula a aminoácidos nucleofílicos como la histidina, 

serina, cisteína y, principalmente, la lisina. Esta incorporación debería producir 

un aumento de masa de 365 Da, correspondiente al peso molecular de la 

amoxicilina. La digestión de la proteína proporcionó una cobertura del 89,40% 

de la secuencia total, incluyendo de este modo la mayoría de lisinas 

susceptibles de ser haptenizadas (Figura 45). De los péptidos que se 

obtuvieron a partir de la digestión, uno de ellos, 237TDKVVIGMDVAASEF251, 

presentó un aumento de masa compatible con la incorporación de amoxicilina. 

 

Figura 45: Cobertura de la secuencia de la α-enolasa. Resaltadas en verde se 

muestran las zonas de la secuencia identificada. En la parte superior de la secuencia se 

detallan las modificaciones detectadas: carbamidometilaciones (C), oxidaciones (O), 

haptenización por amoxicilina (A). 
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Figura 46: Espectro de MS/MS del péptido modificado 
237

TDK#VVIGMDVAASEF
251

 

(K239-AX) con m/z 973,95; z=2. El espectro fue recogido en el modo de disociación 

inducida por colisión (CID) en un rango de 150 a 950 m/z en la parte superior y de 950 a 

1650 m/z en la parte inferior. El espectro se caracteriza por la presencia de las series “b” 

e “y” de iones, cuyo análisis es compatible con la modificación de la lisina 239 por 

amoxicilina. 

Al analizar en detalle el espectro de masas de este péptido (Figura 46), 

observamos que todos los iones de la serie “b” detectados presentaban un 
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aumento de masa de 365 Da al compararlos con los obtenidos en la 

fragmentación teórica del péptido sin la modificación. Todos estos iones 

incluyen la Lys 239, incluso el péptido más pequeño detectado (b5). En cambio, 

ninguno de los iones de la serie “y”, de los cuales se detectó hasta el ion y11, 

presentaron incremento de masa. Estos resultados indican que la incorporación 

de amoxicilina se produce en uno de los cuatro primeros aminoácidos, 

probablemente en la lisina 239. 

4.9. Modelado molecular 

La caracterización de la interacción entre la amoxicilina y su residuo 

diana ayudaría no solo a identificar nuevos residuos de esta u otras proteínas 

susceptibles de ser modificados por amoxicilina, sino también al diseño de 

moléculas que puedan interferir en la unión del fármaco a la proteína con el 

objetivo de evitar las reacciones adversas a fármacos. De este modo, 

decidimos explorar las posibles interacciones entre la Lys239 y la amoxicilina 

mediante modelado molecular usando el programa de ajuste molecular 

(“docking”) Autodock Vina (Trott y Olson, 2010).  

En la Figura 47A se representa la localización del único sitio de unión 

de la amoxicilina a la α-enolasa que hemos identificado hasta el momento, y 

que se encuentra situado en una zona superficial correspondiente a la región 

central de la secuencia de la proteína. Mediante el programa de modelado se 

obtuvieron en total nueve modos de unión de la amoxicilina con energías 

favorables, en dos de los cuales (Figura 47B y 47C) el carbonilo del anillo 

betalactámico se encontraba en la proximidad del grupo amino de la lisina. 

Además, ambas estructuras presentaron energías de afinidad muy similares. 

La cercanía entre estos dos grupos podría favorecer que se produjera el ataque 

nucleofílico que daría lugar a la formación del aducto. Además, la interacción 

de la amoxicilina en esta región de la proteína resultaría estabilizada mediante 

interacciones de sus grupos químicos con otros aminoácidos de la proteína. En 

concreto, habría interacciones entre el grupo carboxilo con la arginina 183 y 

entre el hidroxilo del grupo fenol con el aspártico 238 y con la treonina 237.
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Figura 47: Modelado molecular de la interacción de la amoxicilina con la Lys239 en 

la estructura de la α-enolasa (PDB: 2PSN, cadena A) (Hyo y col., 2008). (A) Visión 

general de la interacción del fármaco con la proteína. El gradiente de color muestra el 

sentido de la secuencia de aminoácidos (azul hacia el N terminal y rojo hacia el C 

terminal). Se muestran dos estructuras con energías de afinidad de -3,7 kcal/mol (B) y -

3,6 kcal/mol (C) en las que el anillo betalactámico se sitúa próximo a la lisina 239. La 

línea verde discontinua muestra la distancia en angstroms entre el grupo carbonilo del 

anillo betalactámico de la amoxicilina y el grupo amino de la lisina, mientras que las 

líneas amarillas muestran la distancia de posibles interacciones de algunos grupos del 

fármaco con aminoácidos de la proteína. 

El conjunto de estos resultados ilustra la interacción entre la amoxicilina 

y la α-enolasa. Sin embargo, serán necesarios más estudios para obtener una 

caracterización detallada de la interacción y de su repercusión fisiopatológica. 

 

  

3,8

3,3 3,1

5,1
R183

D238

T237

G235

R183

D238

T237

G235

3,6
3,9

3,8 3,3

BA

C

K239

K239



 

 

 

 

 

 



 

 

VI. Discusión 

  



 

 

 

 
 



VI. Discusión                               

 

161 
 

1. ANÁLISIS DE LA HAPTENIZACIÓN DE PROTEÍNAS INTRACELULARES 

POR FÁRMACOS 

Los mecanismos por los que los fármacos pueden desencadenar 

reacciones adversas en el organismo son diversos y en algunos casos están 

bien caracterizados; sin embargo, en otros, no se conocen bien. El análisis de 

estos resultados ayudará a comprender mejor qué procesos pueden estar 

involucrados en el desarrollo de hipersensibilidad a medicamentos. De este 

modo, se podrán diseñar estrategias terapéuticas para poder prevenir las 

reacciones adversas a medicamentos. En este trabajo, nos hemos centrado en 

el estudio de la modificación de proteínas intracelulares por antibióticos 

betalactámicos. 

Se postulan diversas hipótesis que tratan de explicar los mecanismos 

de las reacciones de hipersensibilidad. Una de ellas, la más aceptada por la 

comunidad científica, es la hipótesis del hapteno (Landsteiner y Jacobs, 1935). 

Esta hipótesis parte de la idea de que los fármacos son estructuras demasiado 

pequeñas como para ser reconocidos por el sistema inmunitario. Por tanto, 

deberían unirse de manera covalente a proteínas para poder iniciar la reacción 

alérgica. Se conocen numerosos ejemplos en la literatura científica en los que 

se ha demostrado que los fármacos se pueden unir de forma covalente a 

proteínas (Geisslinger y col., 1989; Castillo y col., 1995; Hammond y col., 2014; 

Almeida y col., 2008). Sin embargo, en las últimas décadas también se han 

formulado otras hipótesis como el concepto de las “interacciones 

farmacológicas” (Pichler, 2008) o el de la “señal de peligro” (Matzinger, 1994). 

El fármaco antiviral abacabir proporciona un ejemplo interesante de 

interacciones no covalentes. Este medicamento se une al antígeno leucocitario 

humano HLA-B*57:01, alterando la cantidad o la calidad de los péptidos que 

reconoce este antígeno lo que resulta en nuevos determinantes antigénicos y la 

inducción de autoinmunidad (Norcross y col., 2012). Además, este fármaco 

interacciona directamente con receptores característicos del sistema inmune, 

como los MHC de las células presentadoras de antígenos, activando así a los 

linfocitos T (Bell y col., 2013). En el caso de la hipótesis de la señal de peligro 

se ha comprobado que las células que sufren necrosis por el efecto citotóxico 
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de los fármacos, pueden liberar proteínas de choque térmico como las 

proteínas HSP70 o HSP90, que actúan como señales de peligro y activando a 

las células dendríticas (Basu y col., 2000). 

En relación con la hipótesis del hapteno, el uso de análogos 

derivatizados de algunos fármacos ha permitido mejorar la detección y la 

identificación de proteínas modificadas. El análogo biotinilado de la amoxicilina 

ha permitido identificar dianas séricas como la albúmina (Ariza y col., 2014).  

En este trabajo, hemos utilizado este análogo biotinilado para identificar otras 

proteínas haptenizadas por este fármaco, con el objetivo de contribuir a 

comprender mejor las bases moleculares de la haptenización. Además, hemos 

realizado un estudio de la localización celular de estas proteínas y de su 

posible destino, con el fin de poder estudiar potenciales vías para regular la 

respuesta ante su haptenización. 

1.1. Estudio de la haptenización de proteínas por amoxicilina en 

linfocitos B 

Como ya se mencionó en la revisión de literatura científica reflejada en 

la introducción, la mayoría de los trabajos sobre haptenización de proteínas se 

han centrado en el estudio de las proteínas séricas (Ariza y col., 2012; Jenkins 

y col., 2009; Whitaker y col., 2011; Castillo y col., 1995; Hammond y col., 2014; 

Meng y col., 2014). Sin embargo, la información sobre haptenización de 

proteínas intracelulares por fármacos, en general, es muy escasa (Bhaiya y 

col., 2006; Roychowdhury y col., 2007). La presencia de fármacos en el 

torrente sanguíneo puede favorecer su incorporación en el interior de la 

mayoría de tipos celulares del organismo, haptenizando de este modo las 

proteínas intracelulares. La modificación de estas proteínas puede conllevar su 

procesamiento para dar lugar a una serie de determinantes antigénicos que 

inducirían la respuesta alérgica frente al medicamento. 

El primer abordaje en relación con la modificación de proteínas 

intracelulares por amoxicilina establece la presencia de este fármaco en el 

interior celular formando mayoritariamente agregados (Figura 2). Estos 

resultados son similares a los obtenidos anteriormente en macrófagos murinos, 
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en los que se observa el mismo tipo de patrón con una señal casi despreciable 

en la membrana celular (Ariza y col., 2014). De este modo, se confirmaría la 

entrada de este fármaco en el interior de los linfocitos B, aunque no se puede 

determinar si la entrada depende de si, previamente, el fármaco se ha unido 

covalentemente a proteínas o a otras estructuras macromoleculares que la 

puedan facilitar mediante endocitosis. Por otro lado, el fármaco podría entrar en 

la célula mediante transportadores de péptidos (Sala-Rabanal y col., 2006; 

Sala-Rabanal y col., 2008; Tamai y col., 1985) y unirse intracelularmente a 

proteínas. 

A continuación, nos centramos en la propia haptenización de proteínas 

por este fármaco con el objetivo de identificar qué proteínas intracelulares se 

modifican por amoxicilina. Los estudios de Western blot reflejaron la presencia 

de proteínas haptenizadas no solo en el interior celular, la fracción de lisado, 

sino también en las diferentes fracciones extracelulares (Figura 3). Por un lado, 

la señal de proteínas haptenizadas en el interior de la célula podría conllevar un 

procesamiento de las mismas para formar el antígeno. Por otro lado, la 

detección de proteínas modificadas en el exterior celular, tanto en la fracción de 

microvesículas como en la de proteína soluble, podría indicar que las proteínas 

se estuviesen modificando directamente en el entorno extracelular o incluso 

que estuviesen siendo secretadas activamente por las células en 

microvesículas o en forma soluble. La modificación de las proteínas presentes 

en forma soluble en el medio condicionado de la célula conllevaría una 

respuesta similar a la que se produciría a partir de las proteínas haptenizadas 

de suero. En cuanto a las modificadas en el interior celular, la célula puede 

llevar a cabo un proceso selectivo de las que van a ser procesadas para la 

formación y secreción de los determinantes antigénicos. Finalmente, una vez 

formados estos determinantes, serán reconocidos por las células efectoras de 

la respuesta inmune. 

Mediante estudios basados en electroforesis bidimensional pudimos 

analizar con más detalle el patrón de proteínas haptenizadas por amoxicilina 

biotinilada en la fracción de proteína soluble de linfocitos B. Este patrón resultó 

tener una buena reproducibilidad en todas las fracciones donde se analizó. Es 

interesante destacar que el patrón de haptenización por amoxicilina es 
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específico, es decir, no todas las proteínas presentes resultan ser modificadas 

por este fármaco. La especificidad de unión a proteínas de este fármaco ya se 

observó con anterioridad al analizar la haptenización en suero de pacientes, 

tanto por el fármaco original como por el análogo biotinilado (Ariza y col., 2012; 

Ariza y col., 2014). Además, al comparar el patrón obtenido con AX-B con el 

que se obtiene con AX, se observa la presencia de más de 20 manchas de las 

cuales, al menos 7, son dianas comunes a ambos compuestos, lo que hace 

que los patrones sean muy parecidos. Esto indica que ambos compuestos 

tienen un comportamiento similar en cuanto a la haptenización de proteínas y 

que la molécula de biotina del análogo no impide que se una a las dianas más 

características de la amoxicilina. 

Por otro lado, analizamos el patrón de proteínas haptenizadas en la 

fracción de lisado celular (Figura 9). Las diferencias entre este patrón y el 

obtenido de la fracción de proteína soluble podrían ser debidas a la cantidad 

relativa de cada proteína en una fracción y otra y a la regulación de cada una 

de las formas de la proteína durante su secreción.  

1.1.1. Naturaleza de las proteínas haptenizadas por amoxicilina 

Las proteínas identificadas mediante espectrometría de masas, entre 

las que se incluyen la α-enolasa, HSP70 y el factor de elongación 2 (Tabla 4 y 

Tabla 5) constituyen nuevas dianas para este fármaco nunca antes descritas, 

que pueden resultar importantes en el desarrollo de la respuesta alérgica, para 

el diagnóstico o incluso para explorar nuevas posibilidades de tratamiento de 

las reacciones adversas producidas por este medicamento. 

De las proteínas identificadas es interesante destacar, por un lado, la 

presencia de α-enolasa en las fracciones de lisado celular, vesículas 

extracelulares y en la fracción de proteína soluble del medio condicionado. Esto 

podría ser un indicio de su predisposición para ser modificada por amoxicilina y 

es posible que también de su potencial papel en el desarrollo de la respuesta 

alérgica. La α-enolasa es una proteína dimérica abundante en el citoplasma, 

pero también puede estar presente en la superficie celular (Díaz-Ramos y col., 

2012; Pancholi, 2001). Es una metaloenzima que cataliza la conversión del 2-



VI. Discusión                               

 

165 
 

fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la vía glucolítica (Esquema 7). Esta 

proteína ha sido descrita como un potencial alérgeno en otras reacciones 

alérgicas. En la literatura científica se ha reportado que esta proteína, cuando 

procede de otras especies, puede estar implicada en procesos alérgicos. 

Mediante técnicas de inmunoproteómica, se ha identificado que esta proteína 

puede estar involucrada en la alergia frente a diversos tipos de polen (Mani y 

col., 2015; Smiljanic y col., 2017; Bordas-Le Floch y col., 2015; Saha y col., 

2015; Mousavi y col., 2017) o en la alergia a distintos tipos de pescado (Tomm 

y col., 2013). Algunos estudios han demostrado un alto grado de conservación 

en la secuencia de aminoácidos entre distintas especies (Van der Straeten y 

col., 1991; Stamm y Young, 1997; Hannaert y col., 2000). Esto podría provocar 

que pequeños cambios en la secuencia, estructurales o modificaciones 

postraduccionales en el determinante antigénico de la enolasa humana, como 

la haptenización, produjera un aumento de la inmunogenicidad. Además, se ha 

descrito la presencia de autoanticuerpos frente a esta proteína en 

enfermedades autoinmunes o enfermedades inflamatorias (Gitlits y col., 2001; 

Gitlits y col., 1997). Incluso se han encontrado autoanticuerpos que reconocen 

específicamente determinantes antigénicos de la proteína cuando se encuentra 

citrulinada, principalmente en los aminoácidos 9 y 15 de la secuencia (Kinloch y 

col., 2005; Lundberg y col., 2008; Wegner y col., 2010). De este modo, las 

proteínas modificadas o que incluso estén haptenizadas pueden ser más 

inmunogénicas. Los procesos de inflamación pueden ser factores facilitadores 

de la respuesta alérgica. El estrés oxidativo producido en algunas 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer favorece 

la peroxidación de lípidos. En este sentido, algunos estudios han identificado a 

la α-enolasa como diana del HNE, provocando una reducción de la actividad de 

la proteína y, eventualmente, muerte neuronal (Reed y col., 2008; Perluigi y 

col., 2009), aunque no se conoce si la proteína modificada por HNE está 

implicada en el desarrollo de autoanticuerpos. También se ha descrito que esta 

proteína se puede nitrosilar en situaciones de inflamación (Gao y col., 2005). 

Es interesante destacar que la enolasa ha sido identificada en trabajos previos 

como una diana de modificación por prostaglandinas ciclopentenonas, como la 

15-desoxi-Δ(12,14)-prostaglandina J(2) (Aldini y col., 2007; Yamamoto y col., 

2011). Todas estas evidencias indican que esta enzima es altamente 
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susceptible de modificación en situaciones de inflamación (Esquema 12). En 

futuros estudios sería interesante explorar si estas modificaciones pueden 

afectar a su antigenicidad y/o cooperar en procesos alérgicos. 

 

Esquema 12: Modificaciones de la α-enolasa en situaciones de inflamación. En el 

esquema se representa la proteína (PDB: 2PSN, cadena A) junto con algunas 

modificaciones que se pueden encontrar en situaciones de inflamación o durante 

tratamientos con fármacos. 

La proteína HSP70 se encuentra localizada en el citoplasma de todas 

las células, aunque también puede estar localizada en el núcleo en situaciones 

de estrés (Ernst y col., 2016). Además, puede estar presente en los lisosomas, 

inhibiendo la permeabilización de la membrana lisosomal (Kirkegaard y col., 

2010) o en exosomas, pudiendo tener efectos proinflamatorios (Anand y col., 

2010). La función de esta proteína consiste en facilitar el plegamiento de otras 

proteínas recién sintetizadas, reensamblar las proteínas que hayan perdido su 

estructura o se hayan agregado o controlar la actividad de proteínas 

reguladoras (Bukau y col., 2000; Hartl y Hayer-Hartl, 2002; Pratt y Toft, 2003). 

Además, puede regular la respuesta inmune, liberándose al exterior celular 

conjugada con péptidos antigénicos. El complejo proteína-péptido es captado 

por células presentadoras de antígenos, donde el péptido puede ser 

presentado en el contexto de MHC tipo I (Arnold-Schild y col., 1999). HSP70 

también puede estar relacionada con procesos alérgicos (Radauer y col., 

2008). De hecho, HSP70 es un mediador del sistema inmune en la 
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hipersensibilidad por contacto. En este tipo de alergia, cuando se aplica el 

hapteno 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno sobre la piel, la inhibición de HSP27 y 

HSP70 produce una reducción de la respuesta inmunitaria, produciendo 

tolerancia hacia este hapteno (Yusuf y col., 2009). Sin embargo, no se ha 

estudiado si estas proteínas se modifican por estos compuestos. En cambio, se 

han encontrado modificaciones en la Cys306 por guaianólidos que facilitan la 

capacidad de hidrólisis del ATP de esta proteína, produciendo un bloqueo de 

las vías de señalización relacionadas con la neuroinflamación (Wang y col., 

2017b). En situaciones de estrés oxidativo producido en la enfermedad 

hepática alcohólica, se ha descrito que HSP70 es una diana del HNE. Esta 

modificación provoca una disminución significativa de la actividad de la proteína 

(Smathers y col., 2011). También se ha comprobado que es diana de 

numerosas modificaciones oxidativas y lipoxidativas (Gharbi y col., 2007) y sus 

niveles se elevan en situaciones de estrés (Calabrese y col., 2001; 

Westerheide y Morimoto, 2005). De este modo, la haptenización de esta 

proteína podría repercutir directamente en su función. 

El factor de elongación 2 se encuentra presente en el citoplasma de las 

células, participando en la elongación de la cadena polipeptídica de las 

proteínas en el proceso de traducción (Kaul y col., 2011). La modificación de 

esta proteína podría interferir directamente con la síntesis de proteínas y la 

integridad de la célula. Se conocen modificaciones postraduccionales de esta 

proteína, como la formación de diptamida, una modificación específica que 

ocurre en un residuo de histidina (Van Ness y col., 1978). Esta modificación es 

reconocida por diferentes toxinas, como la de la difteria, la exotoxina A de 

Pseudomonas o la toxina colérica, alterando la síntesis de proteínas y 

provocando muerte celular (Su y col., 2013; Oppenheimer y Bodley, 1981). 

Además, la actividad del EF2 se regula mediante fosforilación y desfosforilación 

por quinasas específicas (Kaul y col., 2011), lo que evidencia que las 

modificaciones postraduccionales sobre esta proteína pueden tener una gran 

repercusión en el destino de la célula. Por ello, la modificación por amoxicilina 

podría repercutir en su función o en la interacción con otras proteínas o 

sustancias exógenas. En situaciones de estrés oxidativo, se ha estudiado la 

formación de aductos entre aldehídos de bajo peso molecular como el 
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malondialdehído y el HNE con esta proteína, que provoca su inactivación 

(Arguelles y col., 2009). La formación de estos aductos se reduce en presencia 

de agentes protectores del estrés oxidativo como la melatonina (Arguelles y 

col., 2012). En relación con la inmunogenicidad del factor de elongación 2, se 

conocen pocos casos en los cuales el sistema inmune lo reconozca como un 

antígeno. Por ejemplo, en la enfermedad del Lupus se producen anticuerpos 

que reconocen el ADN de doble cadena y además pueden reconocer el EF-2 e 

inhibir la traducción in vitro, sugiriendo una posible reactividad cruzada con esta 

proteína (Alberdi y col., 2001).  

A modo de confirmación de la haptenización de estas proteínas, 

realizamos técnicas de purificación complementarias (Figura 7 y Figura 8) ya 

que el estudio mediante electroforesis bidimensional y espectrometría de 

masas puede presentar algunas limitaciones, como por ejemplo que se 

encuentren varias proteínas en una misma mancha y se identifique alguna que 

no esté modificada. En estos ensayos complementarios observamos la 

presencia de señal de biotina asociada a las proteínas inmunoprecipitadas y la 

retención de éstas en una columna de avidina. Por lo tanto, el conjunto de 

estos experimentos demuestra la modificación de estas proteínas por 

amoxicilina biotinilada.  

El hecho de que estas proteínas sean potencialmente activadoras del 

sistema inmunológico, tanto cuando proceden del paciente como cuando 

proceden de otras especies, y de que aparezcan haptenizadas por amoxicilina 

refuerza la hipótesis de su posible implicación en la alergia a este fármaco. 

1.1.2. Secreción activa de las proteínas haptenizadas por amoxicilina 

Una observación importante de nuestros estudios es la secreción de 

proteínas haptenizadas al medio condicionado en forma de proteínas solubles y 

en microvesículas (Figura 11). La secreción de proteínas, por una u otra vía, 

puede ser un proceso clave en la presentación antigénica y en las reacciones 

alérgicas mediadas por fármacos. Podemos afirmar que las microvesículas 

provienen del interior de la célula gracias a los experimentos de pulso-caza y la 
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observación de la liberación regulada de exosomas, que implican una 

secreción activa de estos orgánulos. 

Las microvesículas se analizaron mediante microscopia electrónica. 

Tanto la forma como el tamaño concordaron con los descritos en la bibliografía 

(Raposo y Stoorvogel, 2013; Chernyshev y col., 2015; Caby y col., 2005). 

Además, los experimentos de microscopía electrónica apoyan la presencia de 

amoxicilina biotinilada en estas vesículas (Figura 15). Mediante esta técnica no 

se pudo determinar si la amoxicilina biotinilada se encuentra sobre la superficie 

de las vesículas o en el interior. Esta disposición podría ser importante durante 

la captación del exosoma o incluso en el procesamiento de las proteínas por 

parte de la célula presentadora de antígenos. Este análisis será objeto de 

futuros estudios. Es importante señalar que la presencia de proteínas 

haptenizadas en la fracción de vesículas extracelulares del medio condicionado 

puede ser regulada a través de la formación de exosomas mediante fármacos 

como el GW4869, inhibidor no competitivo de la esfingomielinasa neutra, y la 

C6-ceramida, un análogo de la ceramida que estimula la secreción de 

exosomas (Figura 12). En el futuro, se podría explorar si la respuesta alérgica 

se puede modular controlando la liberación de exosomas. La modulación de la 

liberación de estas partículas como diana terapéutica es objeto de algunos 

estudios. En la calcificación vascular, algunos factores que pueden incrementar 

la liberación de exosomas promueven este proceso (Kapustin y col., 2015). 

La importancia de estos hallazgos radica en que es la primera vez que 

se observan aductos de fármaco y proteína en exosomas. Estas microvesículas 

desempeñarían un papel importante en la regulación del sistema inmune, ya 

que activan a linfocitos T (Chaput y Thery, 2011). Los exosomas provenientes 

de células dendríticas contienen complejos MHC-antígeno que pueden activar 

a linfocitos T CD4+ o CD8+. Sin embargo, los exosomas pueden modular la 

respuesta inmune sin presentar o transportar antígenos. Cuando estas 

estructuras proceden de células tumorales provocan la apoptosis de los 

linfocitos T inhibiendo la respuesta inmune (Andreola y col., 2002). Bajo otras 

circunstancias, macrófagos infectados por ciertos patógenos liberan exosomas 

que favorecen la inflamación, induciendo la activación de linfocitos T y B (Quah 

y O'Neill, 2007). Este hecho podría tener implicaciones en el estudio de los 
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efectos adversos a fármacos y, concretamente, en el desarrollo de respuestas 

alérgicas a betalactámicos. Los exosomas participan directamente en la 

respuesta alérgica. En concreto, la composición proteica y nucleica de estas 

estructuras desempeña un papel importante como biomarcador para el 

diagnóstico de algunas enfermedades como el asma. Además, estos 

componentes pueden tener un papel modulador de la respuesta alérgica 

(Nazimek y col., 2016; Sastre y col., 2017). 

La incubación de amoxicilina con exosomas aislados también da lugar a 

la haptenización de las proteínas. Esta observación suscita la posibilidad de 

que, durante su transporte en la sangre, la amoxicilina modifique proteínas de 

exosomas presentes en el torrente circulatorio. Los exosomas presentes en 

sangre pueden tener una procedencia y una naturaleza muy variada  (Li y col., 

2014; Baranyai y col., 2015). Este hecho podría incluso ampliar el abanico de 

potenciales proteínas haptenizadas circulantes en sangre de pacientes. Los 

estudios de identificación de dianas de fármacos se han centrado en las 

proteínas del suero. Sin embargo, nuestros hallazgos establecen que los 

exosomas procedentes de células muestran un patrón de haptenización 

diferente a los modificados in vitro (Figura 16). Por tanto, el mecanismo de 

modificación intracelular y secreción parece esencial para que se genere esa 

combinación concreta de proteínas haptenizadas vehiculizadas por exosomas. 

Nuestros estudios abren nuevas perspectivas basadas en el análisis de los 

exosomas circulantes, lo que podría ampliar el abanico de dianas de este 

fármaco y ayudar a comprender mejor el proceso de las reacciones alérgicas a 

fármacos. Además, confirmamos que HSP70, EF2 y la α-enolasa (Tabla 6) 

resultan modificadas por este fármaco. Estas tres proteínas ya han sido 

descritas en el interior de exosomas en numerosos trabajos (Faught y col., 

2017; Anand y col., 2010; Thery y col., 2002b; Duijvesz y col., 2013; Koles y 

Budnik, 2012; Bard y col., 2004). Sin embargo, es la primera vez que se 

identifican modificadas por amoxicilina en exosomas. Dichas proteínas podrían 

estar siendo transportadas a células diana o células efectoras de la respuesta 

inmunológica. 

El conjunto de estos resultados establece que los componentes de los 

exosomas pueden ser dianas de haptenización por amoxicilina. Los hallazgos 
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obtenidos de este trabajo podrían ayudar a comprender mejor el proceso de 

haptenización por fármacos no solo a nivel celular sino también en estructuras 

circulantes en la sangre y, consecuentemente, a proponer nuevas estrategias 

terapéuticas frente a las reacciones adversas a fármacos. 

 

 

 

1.1.3. Transporte de proteínas haptenizadas en exosomas 

Los exosomas pueden ser secretados por diferentes células para 

posteriormente ser internalizados por otras células presentadoras de antígenos. 

Una vez incorporados, serían procesados con el objetivo de exponer los 

determinantes antigénicos en la superficie celular (Chaput y Thery, 2011). Sin 

embargo, los estudios de presentación directa de antígenos a linfocitos T por 

estas microvesículas en el contexto de la alergia son escasos (Vallhov y col., 

2015; Admyre y col., 2007a). 

En este trabajo, hemos podido confirmar que los exosomas 

procedentes de linfocitos B cargados con proteínas haptenizadas por 

amoxicilina son captados e internalizados por células endoteliales (Esquema 

13). Como ya se ha mencionado anteriormente, las células endoteliales pueden 

comportarse como células presentadoras de antígenos no profesionales (Bagai 

y col., 2005; Epperson y Pober, 1994; Limmer y col., 2000; Rothermel y col., 

2004). La internalización de estas microvesículas ya sea por endocitosis (Tian y 

col., 2010), endocitosis mediada por clatrina (Tian y col., 2014), fagocitosis, 

(Feng y col., 2010) o por fusión de membrana (Parolini y col., 2009) podría dar 

lugar, por un lado, a la exposición de los complejos MHC-antígeno 

transportados por el exosoma lo que activaría de este modo a los linfocitos T. 

Por otro lado, las proteínas haptenizadas que se encuentren en el interior del 

exosoma se podrían degradar por la vía lisosomal, formando de este modo los 

antígenos que serán expuestos en la superficie celular. En el caso de los 

exosomas que se fusionen directamente con la membrana plasmática, las 
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proteínas haptenizadas serían degradadas por la vía proteasomal formando así 

los antígenos. 

 

 

Esquema 13: Representación de la secreción de proteínas haptenizadas en forma 

soluble y en exosomas. Los exosomas cargados con proteínas haptenizadas pueden 

ser captados por células diana, internalizando las proteínas modificadas por el fármaco. 

La transferencia de exosomas a través de células apoyaría la teoría de 

que estas vesículas extracelulares actúan como mensajeros en diversas 

respuestas fisiopatológicas. De este modo, las proteínas haptenizadas se 

transportarían por estas vesículas e inducirían la respuesta alérgica en células 

que se encuentran a mayor distancia. Los exosomas podrían constituir una 

nueva ruta en el destino de las proteínas haptenizadas por amoxicilina que 

contribuiría al desarrollo de la respuesta alérgica. 

1.2. Estudio de la haptenización de proteínas por amoxicilina en otros 

tipos celulares 

Los linfocitos B participan en el reconocimiento de antígenos y pueden 

secretar anticuerpos específicos contra dicho antígeno. Sin embargo, en las 

respuestas inflamatorias o inmunológicas participan un amplio abanico de tipos 

celulares como los macrófagos, células epiteliales, células endoteliales u otros 

linfocitos. Además, los fármacos administrados podrían estar en contacto 

directo con todos ellos. Debido al transcurso del fármaco por el organismo y 

sus posibles implicaciones en el desarrollo de la respuesta alérgica, en este 

trabajo nos propusimos estudiar la posibilidad de que otros tipos celulares 
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pudieran incorporar el fármaco. Por tanto, analizamos también la haptenización 

en otros tipos celulares como las células epiteliales o los macrófagos. 

Las células epiteliales pueden liberar exosomas. Además, las células 

epiteliales de glándula mamaria son capaces de secretar fármacos a la leche 

materna (Moretti, 2009; Ito y col., 2015; Admyre y col., 2007b; Lasser y col., 

2011). Durante la respuesta alérgica, generan citoquinas y quimioquinas 

necesarias para el reclutamiento de otras células como las dendríticas, los 

basófilos y los linfocitos T (Hammad y Lambrecht, 2015; Sekiya y col., 2000; 

Xue y col., 2014). En primer lugar, analizamos, de manera general, la 

haptenización de proteínas en células MCF-7. Las MCF-7 son células 

tumorales de glándula mamaria especializadas en la excreción o secreción de 

sustancias. 

Mediante microscopía confocal se estableció que las células MCF-7 

también eran capaces de internalizar el fármaco. En estas células, la señal de 

amoxicilina biotinilada aparece en forma de pequeños acúmulos cerca del 

núcleo y en forma difusa en todo el citoplasma (Figura 21). El análisis del 

patrón de polipéptidos haptenizados por amoxicilina confirmó la presencia de 

proteínas modificadas en la fracción de vesículas extracelulares (Figura 20). 

Sin embargo, no hay información en la literatura sobre la presencia de 

proteínas haptenizadas en la leche materna. En futuros estudios se podría 

investigar si la presencia de proteínas haptenizadas en la leche materna puede 

tener algún efecto sobre el neonato. Estos resultados constituyen la primera 

evidencia de que las proteínas de células epiteliales resultan también 

haptenizadas por amoxicilina. 

Los macrófagos son células especializadas en fagocitar cuerpos 

extraños y, junto con las células dendríticas y los linfocitos B, las encargadas 

de presentar antígenos (Unanue, 1984; Hume, 2008). En relación con la 

respuesta alérgica, pueden modular la activación de los linfocitos T mediante la 

secreción de mediadores inflamatorios como especies reactivas del oxígeno y 

el nitrógeno, leucotrienos, prostaglandinas y citoquinas (Gordon y Taylor, 

2005). 
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En macrófagos, observamos que la señal de amoxicilina biotinilada se 

distribuía preferentemente en compartimentos particulados del citoplasma, lo 

que confirma evidencias anteriores (Ariza y col., 2014). El análisis más 

detallado de la haptenización mediante electroforesis y Western blot en este 

tipo celular mostró también un patrón complejo de polipéptidos haptenizados 

por este fármaco (Figura 22). En el futuro será interesante identificar las 

proteínas haptenizadas en diversos tipos celulares para explorar la presencia 

de dianas comunes o específicas del tipo celular. Sin embargo, constatamos 

que la producción de exosomas por este tipo celular era muy escasa. 

El conjunto de estos resultados indica que la haptenización de proteínas 

por amoxicilina tiene lugar en diferentes tipos celulares, aunque presenta 

particularidades según el tipo celular. De este modo, la amoxicilina podría 

haptenizar una gran variedad de proteínas e incluso en diferentes proporciones 

según el tipo celular que internalice este fármaco. En este sentido, muchos 

tipos celulares del organismo estarán expuestos directamente al fármaco 

durante los tratamientos. La formación de haptenos y su procesamiento podría 

tener lugar en distintos lugares del organismo y, por tanto, podría dar lugar a 

las diferentes manifestaciones clínicas de la alergia a medicamentos. 

1.3. Estudio de la haptenización de proteínas por penicilina en 

linfocitos B 

La formación de aductos por fármacos es un proceso general que 

involucra a diversas familias de medicamentos o sus metabolitos (Meng y col., 

2014; Hammond y col., 2014; Jenkins y col., 2013; Golizeh y col., 2015). 

Muchos de estos compuestos provocan reacciones alérgicas que serían 

desencadenadas por la modificación de proteínas. En este sentido, nos 

preguntamos si otros fármacos podrían formar aductos en linfocitos B y si, en el 

caso de que estos se produjeran, las dianas serían las mismas que las que se 

han identificado para amoxicilina. En este estudio nos centramos en detallar la 

haptenización de proteínas por betalactámicos, analizando este proceso con 

otro fármaco de esta misma familia de uso muy generalizado, la penicilina. 
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Los estudios sobre modificación de proteínas por este fármaco han 

determinado que es capaz de unirse selectivamente a lisinas de la albúmina 

humana en bajas concentraciones (Meng y col., 2011). Sin embargo, no se han 

estudiado otras dianas séricas de este compuesto, como ya se conocen para la 

amoxicilina. Además, hasta ahora, se desconocía si este antibiótico también 

era capaz de unirse a proteínas celulares.  

Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado que la 

penicilina G es capaz de modificar proteínas celulares en tratamientos de 

linfocitos B. El patrón de polipéptidos haptenizados presenta pequeñas 

variaciones según las concentraciones empleadas (Figura 18). Debido a la 

escasa sensibilidad de la detección inmunológica en este caso, las 

concentraciones necesarias para observar los aductos fueron siempre mayores 

que las que se alcanzan farmacológicamente (Giachetto y col., 2004). 

Adicionalmente, se observó una haptenización diferente en cada una de las 

fracciones (Figura 19). 

Aunque ambas moléculas, amoxicilina y penicilina, son fármacos 

pertenecientes a la misma familia, y ambas son capaces de haptenizar 

proteínas celulares, podrían tener distinta reactividad debido a las diferencias 

en su cadena lateral. Este hecho interferiría en la unión a los sitios en la 

proteína que dependan de factores conformacionales. En estudios de 

espectrometría de masas de albúmina modificada con flucloxacilina (Jenkins y 

col., 2009), piperacilina (Whitaker y col., 2011; El-Ghaiesh y col., 2012), 

amoxicilina (Garzon y col., 2014; Martin y col., 2010) y benzilpenicilina (Meng y 

col., 2011) se determinó que ciertos residuos, como la lisina 190 y la 199, se 

modificaban por todos estos fármacos. Sin embargo, también se observó la 

modificación selectiva de otros residuos como la lisina 159, haptenizada solo 

por penicilina, o la lisina 162, que se encuentra haptenizada por flucloxacilina y 

piperacilina. En el caso de la amoxicilina y la penicilina pueden modificar 

residuos comunes en la albúmina, como las lisinas 199, la 351 o la 432. Esto 

indicaría que, al menos, algunas proteínas se modifican de forma similar por 

estos dos fármacos. 
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Tanto la amoxicilina como la penicilina modifican proteínas 

intracelulares, aunque los patrones no parecen idénticos. En futuros estudios 

sería interesante abordar la posible selectividad de la modificación de las 

dianas identificadas y las posibles relaciones estructura-función. De forma 

similar, la haptenización en diferentes tipos celulares puede dar lugar a dianas 

específicas de cada tipo celular o comunes a todos ellos. 

 

2. ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE LAS PROTEÍNAS 

HAPTENIZADAS 

El proceso de haptenización implica que la unión covalente de los 

fármacos a las proteínas contribuye a la antigenicidad que inicia la respuesta 

alérgica. Sin embargo, el complejo proteína-fármaco formado requiere un 

procesamiento celular. Finalmente, el antígeno expuesto podrá estar 

compuesto por la proteína completa o por un péptido pequeño unido al 

fármaco.  

El estudio de las vías de procesamiento ayudaría comprender mejor la 

presentación de aductos de fármacos como antígenos y, en consecuencia, las 

bases celulares de la respuesta alérgica a medicamentos. 

2.1. Análisis de la vía lisosomal de procesamiento 

Los linfocitos B son células que pueden iniciar la respuesta alérgica 

presentando antígenos sobre su superficie (Martin y Chan, 2006; von Bergwelt-

Baildon y col., 2002) o en exosomas (Raposo y col., 1996) a los linfocitos T. 

Como hemos observado en el apartado 1 de Resultados, la amoxicilina 

modifica proteínas de estas células que, además, pueden ser secretadas en 

vesículas al exterior y ser captadas por otras células. 

En primer lugar, analizamos el posible procesamiento lisosomal de las 

proteínas modificadas por amoxicilina. Los experimentos realizados mediante 

Western blot no mostraron diferencias en cuanto a niveles de proteínas 
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haptenizadas al inhibir la ruta de procesamiento lisosomal (Figura 24). Además, 

se observó una escasa colocalización entre compartimentos ácidos, 

correspondientes a lisosomas, y proteínas haptenizadas (Figura 25). En base a 

estos resultados, no se puede concluir que la vía lisosomal este jugando un 

papel importante en el procesamiento de proteínas haptenizadas por 

amoxicilina. 

Por otro lado, realizamos el mismo estudio en macrófagos. Este tipo 

celular constituye un buen modelo, no solo por ser células especializadas en 

fagocitar y degradar componentes extraños, sino también por su posible 

implicación en la degradación de proteínas haptenizadas. En macrófagos 

tratados con albúmina haptenizada químicamente con manosamina conjugada 

con biotina se observó colocalización de la proteína haptenizada con 

compartimentos correspondientes a lisosomas (Gefen y col., 2015). Sin 

embargo, posiblemente no todos los haptenos o proteínas haptenizadas se 

comporten de la misma forma. 

En nuestro trabajo, el análisis de la inhibición de la vía de 

procesamiento lisosomal con cloroquina en estas células mostró un aumento 

significativo en cuanto a la cantidad de proteínas haptenizadas por AX-B 

(Figura 29). En la valoración de estos resultados es necesario tener en cuenta 

que la cloroquina puede tener un efecto dual sobre las vías de tráfico 

intracelular, por un lado, inhibiendo la degradación lisosomal y por otro 

promoviendo la formación de exosomas (Savina y col., 2003; Yuyama y col., 

2008). Por tanto, la acumulación de proteínas haptenizadas que se observe 

será el resultado de la contribución relativa de estos fenómenos en cada tipo 

celular.  

Por otra parte, mediante microscopía confocal (Figura 28), observamos 

una clara colocalización de las estructuras con señal de biotina, probablemente 

proteínas haptenizadas por amoxicilina biotinilada, con compartimentos ácidos, 

lo que sugiere que estas células estén procesando las proteínas mediante 

dicha vía. Esto podría implicar que muchas de las proteínas haptenizadas en el 

exterior celular estarían siendo endocitadas y, a continuación, se degradarían 

por la vía lisosomal. Sin embargo, no se puede descartar que se estén 
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modificando en el interior celular. A este respecto, se observa cierta 

colocalización de la señal de biotina con ubiquitina, que puede constituir una 

señal para la degradación de proteínas por la vía endolisosomal (Urbe, 2005; Li 

y col., 2015). Las proteínas de membrana presentes en los endolisosomas 

podrían ser ubiquitinadas y empaquetadas en pequeñas vesículas para ser 

internalizadas y degradadas en los lisosomas. 

Los resultados obtenidos en macrófagos en este trabajo coinciden, por 

tanto, con evidencias anteriores en las que se describe colocalización entre la 

proteína y lisosomas (Gefen y col., 2015).  

Cabe la posibilidad de que las diferencias observadas entre linfocitos y 

macrófagos sean debidas posiblemente a que la contribución de las vías 

endolisosomal o del proteasoma a la degradación de proteínas haptenizadas 

en cada tipo celular sea distinta. Incluso el destino de estas proteínas puede 

diferir de un tipo celular a otro, de forma que se degraden por completo o sean 

procesadas para formar el antígeno. 

2.2. Análisis de la vía proteasomal de procesamiento 

El procesamiento de proteínas a través del proteasoma también puede 

generar antígenos a partir de proteínas haptenizadas por fármacos. En los 

estudios realizados en linfocitos B no se observó una coincidencia entre las 

señales de ubiquitina y biotina en microscopía confocal (Figura 27), sin 

embargo, si se apreció un ligero aumento en la señal total de ubiquitina tanto 

con al tratar con amoxicilina biotinilada como al inhibir el proteasoma. Además, 

con este último tratamiento se observó un ligero aumento en la cantidad de 

proteínas modificadas por amoxicilina biotinilada (Figura 26). Estos resultados 

indican que el proteasoma podría contribuir a la degradación de proteínas 

haptenizadas en este tipo celular.  

Por otro lado, el análisis llevado a cabo en los macrófagos murinos 

demostró un aumento más considerable de las proteínas haptenizadas al 

inhibir esta vía (Figura 29). Además, se pudo observar cierta colocalización en 

algunas zonas de la célula entre la señal de ubiquitina y la de biotina de las 

proteínas modificadas (Figura 28). Sin embargo, esta colocalización se 
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encuentra en zonas donde la señal de biotina es poco intensa. Por otro lado, se 

requerirían experimentos de inmunoprecipitación para poder establecer si una 

proteína haptenizada por amoxicilina se encuentra también ubiquitinada. 

La escasa colocalización entre la señal de ubiquitina y la de las 

proteínas haptenizadas no excluye que se procesen por esta vía. La ubiquitina 

es una proteína de pequeño tamaño que se puede asociar a otras proteínas 

marcándolas para ser degradadas por el proteasoma. Sin embargo, en 

ocasiones la degradación de proteínas por el proteasoma es independiente de 

ubiquitina (Pickering y Davies, 2012; Erales y Coffino, 2014). La subunidad 20S 

del proteasoma puede degradar proteínas que se encuentren parcial o 

completamente desplegadas debido a oxidaciones o mutaciones (Aiken y col., 

2011). Es posible que la haptenización provoque un cambio de la estructura 

proteica fruto de alteraciones del plegamiento. Estos cambios pueden deberse 

a la perdida de interacción entre algunos aminoácidos o un aumento en la 

susceptibilidad a la oxidación.  

En base a estos resultados, la vía proteasomal de degradación podría 

estar implicada de una forma directa o indirecta en el procesamiento de 

proteínas haptenizadas por AX. La determinación de la degradación por el 

proteasoma como una vía principal o complementaria al procesamiento a 

través de los lisosomas sería objeto de estudios más profundos. 

3. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACIÓN DE α-ENOLASA POR AMOXICILINA 

La α-enolasa es una de las principales proteínas intracelulares que 

resultan haptenizadas por amoxicilina. Además, hemos comprobado que la α-

enolasa es secretada al exterior celular tanto en forma soluble como en 

microvesículas. El potencial antigénico de esta proteína y la observación de 

que es una diana de haptenización en diversos compartimentos de la célula, 

nos ha llevado a estudiar en más detalle la modificación de la α-enolasa por 

amoxicilina. 

Para poder llevar a cabo nuestros objetivos, confirmamos la 

modificación de esta proteína en condiciones in vitro (Figura 30A), observando 

que se modifica por el análogo biotinilado de la amoxicilina. En ensayos de 
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competición entre el fármaco original y el análogo, se obtuvo una disminución 

de la señal correspondiente a la AX-B en presencia de un exceso de AX 

(Figura 30B). Esto sugiere que ambos compuestos podrían interaccionar con 

los mismos sitios o residuos de la proteína. Además, apoya la utilización de la 

AX-B como una buena herramienta para el estudio de los procesos de 

haptenización de la amoxicilina.  

La principal ventaja de los análogos biotinilados es que permiten utilizar 

el sistema biotina-avidina para conseguir una mayor sensibilidad en la 

detección de los aductos y emplear procedimientos de purificación mediante 

cromatografía de afinidad (Garzón y col., 2010; Cernuda-Morollón y col., 2001; 

Stamatakis y Perez-Sala, 2006). A pesar de ello, es conveniente validar los 

resultados con el fármaco no modificado. Gracias al uso de estos análogos 

hemos podido estimar que el grado de modificación de esta proteína en 

ensayos in vitro es de aproximadamente un 3% (Figura 31). Sin embargo, la 

incorporación real del fármaco a la proteína podría variar en los experimentos 

en células o en los tratamientos de pacientes ya que la estimación está 

realizada a partir de ensayos in vitro con la proteína recombinante y el análogo 

biotinilado seguidos de SDS-PAGE. En estos experimentos, las uniones más 

débiles entre el fármaco y la proteína se pueden perder tanto en el procesado 

de la muestra como en la propia electroforesis. 

Además, analizamos la haptenización de esta proteína por otro 

betalactámico ampliamente usado, la penicilina (Figura 42). Los resultados 

obtenidos indican que la modificación se detecta peor que la de la albúmina 

(Ariza y col., 2012), pues se requieren concentraciones de penicilina muy 

elevadas para poder apreciar la modificación en Western blot. 

En trabajos previos del laboratorio se estableció que la técnica más 

adecuada para la caracterización de la haptenización de proteínas por 

amoxicilina es la espectrometría de masas de alta resolución  (Ariza y col., 

2012). En este trabajo quisimos llevar a cabo un abordaje similar identificando 

un residuo de la proteína α-enolasa modificado por amoxicilina en ensayos in 

vitro. 
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Los experimentos “top-down” de MALDI-TOF MS y ESI-MS llevados a 

cabo con la proteína completa, mostraron resultados negativos. Esto podría ser 

debido a que la proteína se modificara en una proporción muy baja. El hecho 

de que existieran pocos sitios de unión del fármaco podría ayudar a desarrollar 

estrategias para bloquear completamente la unión del fármaco a la α-enolasa. 

Por otro lado, mediante experimentos “bottom-up” de espectrometría de masas 

de alta sensibilidad pudimos determinar que la lisina 239 se encuentra 

modificada por amoxicilina (Figura 46). Este aminoácido se encuentra en el 

centro de la secuencia y está situado en la superficie de la proteína (Esquema 

14). Esta localización facilitaría en gran medida la unión de la amoxicilina, ya 

que la lisina se encuentra completamente expuesta. Además, los posibles 

puentes de hidrógeno que se puedan formar entre el hidroxilo del grupo fenol 

de la cadena lateral de amoxicilina y los aminoácidos adyacentes, junto con las 

interacciones electrostáticas que se formarían entre el carboxilo de la 

amoxicilina y la arginina 183 favorecerían la reacción (Esquema 15). Esta 

localización es similar en los resultados obtenidos con la albúmina, en la que se 

puede apreciar que el carboxilo se sitúa también cerca de una arginina (Ariza y 

col., 2012). Sin embargo, en el caso de la α-enolasa, el ambiente en el que se 

encuentra la lisina no parece ser determinante, ya que no se observan cambios 

significativos aparentes en los niveles de modificación al desnaturalizar la 

proteína (Figura 35). El estudio comparativo del ambiente que rodea al sitio de 

modificación en distintas proteínas para identificar motivos comunes, ya sea de 

secuencia o conformacionales, ayudaría a identificar nuevos sitios de unión de 

la amoxicilina en estas u otras proteínas. Además, partiendo de esta 

información, se podrían desarrollar moléculas no alergénicas que previniesen o 

bloqueasen el proceso de haptenización de esta u otras proteínas. 
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Esquema 14: Representación de la interacción de la amoxicilina con la α-enolasa 

(PDB: 2PSN, cadena A). (A) Se muestra la superficie de la proteína completa. El 

gradiente de color refleja la orientación de la secuencia de aminoácidos (azul hacia el N 

terminal y rojo hacia el C terminal). En color morado se representa la lisina 239. (B) 

Detalle de la zona de la lisina 239. De color azul se muestra el grupo amino de la lisina. 

 

Esquema 15: Estructura de la α-enolasa (PDB: 2PSN, cadena A) en la que se 

muestran la lisina 239 junto con residuos cercanos. En gradiente de color se muestra 

la orientación de la secuencia de aminoácidos (azul y verde hacia el N terminal y amarillo 

y rojo hacia el C terminal).  

La lisina 239 es un aminoácido que está presente en diferentes 

especies tanto evolutivamente cercanas como lejanas del ser humano (Tabla 

7). Sin embargo, en especies como el ratón o la rata, en la posición 239 hay 

una glutamina, que es un aminoácido no nucleofílico y, en teoría, con menor 

capacidad de formar aductos. Por otra parte, la secuencia que rodea a la lisina 

está bastante conservada en las especies analizadas, lo que indicaría que esta 

A B

Lys239

Tyr236

Glu179

Gly173

Asp238

Thr237

Gly235

Ile184

Ala175

Ala176

Val240
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zona podría tener un papel importante en las funciones que pueda llevar a cabo 

la proteína. 

 

Tabla 7: Secuencia de la proteína α-enolasa desde el aminoácido 235 al 244. En rojo 

se encuentra marcada la posición 239. 

En un futuro, se podrían realizar análisis más detallados del papel de la 

lisina 239 en la haptenización de la α-enolasa por amoxicilina utilizando 

mutantes o usando la proteína procedente de ratón o de rata para comprobar el 

grado de haptenización de dichas proteínas. De este modo, se pueden realizar 

ensayos in vitro comparativos con la proteína mutante y la proteína silvestre, o 

realizar transfecciones en células de la proteína mutada, para así comparar el 

nivel de haptenización en un modelo celular. Además, se deberán realizar 

análisis de la modificación de la α-enolasa en condiciones in vivo y comprobar 

si esta lisina es también el sitio de modificación en sistemas biológicos. 

En las electroforesis bidimensionales tanto de la proteína purificada 

como la que está presente en células, la α-enolasa se separa en varías 

manchas. La presencia de estas distintas especies puede ser debida a 

diferentes modificaciones postraduccionales. Al analizar el grado de 

haptenización de cada una de las manchas obtenidas, observamos que no 

todas se modifican de igual manera, predominando la forma número 2 (Figura 

36) que es la que presenta un punto isoeléctrico intermedio. De este modo, las 

modificaciones postraduccionales llevadas a cabo en la célula podrían influir en 

la formación de aductos por fármacos (González-Morena y col., 2016) y por 

mediadores inflamatorios como prostaglandinas ciclopentenonas, el ácido 

etacrínico, el clorambucil, o por agentes oxidantes (Sánchez-Gómez y col., 

Especie Secuencia

Homo sapiens 235GYTDKVVIGM244

Mus musculus 235GYTDQVVIGM244

Rattus norvegicus 235GYTDQVVIGM244

Pongo abelii 235GYTDKVVIGM244

Bos taurus 235GYSDKVVIGM244

Gallus gallus 235GYSDKVVIGM244

Xenopus laevis 235GYPDKIVIGM244
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2007; van Iersel y col., 1997; Sánchez-Gómez y col., 2013). De hecho, algunas 

de estas modificaciones compiten en condiciones in vitro entre ellas por el 

mismo sitio de unión (Sánchez-Gómez y col., 2013). Por ello, la haptenización 

de proteínas por fármacos dependería del contexto celular o fisiológico y 

resultaría interesante estudiar cómo influyen otros tipos de modificaciones, ya 

que podrían disminuir, si se bloquean los sitios de haptenización, o potenciar, si 

se exponen nuevos sitios, la respuesta alérgica. 

Las modificaciones postraduccionales de proteínas alteran su función, 

localización, estabilidad, e incluso la relación con otras modificaciones 

postraduccionales como en este caso por amoxicilina. Por este motivo, el 

estudio detallado de la haptenización de proteínas por fármacos ayudaría a 

comprender mejor qué tipo de repercusiones tiene esta modificación.  

Se conocen numerosas modificaciones postraduccionales de la α-

enolasa (Zhou y col., 2010), ya sean acetilaciones, metilaciones o 

fosforilaciones. Se han descrito, además, modificaciones para esta proteína 

que pueden aumentar su antigenicidad. En concreto, en la artritis reumatoide 

se han encontrado anticuerpos que reconocen la α-enolasa cuando se 

encuentra citrulinada (Kinloch y col., 2005; Lundberg y col., 2008; Wegner y 

col., 2010). En nuestro trabajo decidimos explorar la posible interacción entre la 

acetilación y la haptenización por amoxicilina, ya que ambas modificaciones 

ocurren principalmente en lisinas. De hecho, se ha comprobado que la lisina 

239 se encuentra acetilada en situaciones fisiopatológicas como en el 

adenocarcinoma ductal de páncreas (Zhou y col., 2010). Sin embargo, la 

consecuencia concreta de la acetilación de esta lisina no se conoce. Nuestros 

resultados muestran una disminución de la modificación por amoxicilina a 

medida que se aumenta la acetilación de la proteína (Figura 38). Esto sugeriría 

que la acetilación y la haptenización estarían compitiendo por la unión en la 

misma región de la proteína o, incluso en el mismo aminoácido, aunque la 

competición observada también podría ser debida a efectos conformacionales. 

Sin embargo, hay que tener presente que la reacción puede tener lugar en 

otros aminoácidos nucleofílicos, como la cisteína. Se han descrito 

modificaciones en cisteínas por metabolitos del diclofenaco y por la nevirapina 

en la glutatión-S-transferasa P1 (Boerma y col., 2012; Meng y col., 2013) o en 
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histidinas por la carbamazepina y la nevirapina en la albúmina y en la GSTP 

(Yip y col., 2014; Meng y col., 2013).  

Por otro lado, al analizar las distintas formas de la α-enolasa mediante 

electroforesis bidimensional (Figura 40), observamos que las formas 

haptenizadas por amoxicilina muestran un punto isoélectrico más ácido. En 

este contexto, hay que tener en cuenta que en el punto isoeléctrico de las 

proteínas haptenizadas pueden influir no solo la acetilación sino otro tipo de 

modificaciones postraduccionales como la fosforilación o la metilación. 

Mediante esta técnica no apreciamos una disminución del grado de 

haptenización. Sin embargo, hay que considerar que la información que se 

obtiene mediante los abordajes de electroforesis monodimensional y 

bidimensional no son directamente comparables. La caracterización detallada 

de las modificaciones y su posible repercusión serán objeto de estudio en 

investigaciones futuras.  

Todos estos resultados contribuirán de manera esencial al conocimiento 

del proceso de haptenización de proteínas intracelulares, a la mejora de 

herramientas diagnósticas y potencialmente al desarrollo de moléculas que 

permitan prevenir el proceso de haptenización y, por consiguiente, a la mejora 

de la bioseguridad de numerosos fármacos. 

En referencia a la función de esta proteína, la α-enolasa es una enzima 

de la familia de las liasas que participa en la ruta de la glucolisis, utilizando 

Mg2+ para llevar a cabo la transformación del 2-fosfogliceraldehído a 

fosfoenolpiruvato (Esquema 10). Basándonos en la propia reacción, 

observamos cambios en los niveles de haptenización de esta proteína al 

incubar la con amoxicilina biotinilada en presencia del sustrato y/o con el 

cofactor (Figura 32 y 33). Las diferencias de modificación podrían ser debidas a 

pequeños cambios conformacionales de la proteína, de modo que quedarían 

más o menos expuestos residuos susceptibles de ser modificados por este 

fármaco, o a potenciales bloqueos del cofactor o el sustrato de los sitios de 

unión de la amoxicilina. 

La posible interacción entre el sitio catalítico de la enzima y los sitios de 

modificación resulta más evidente al analizar la actividad de la proteína en 
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presencia de amoxicilina (Figura 34). La disminución del 10% de la actividad 

total, es leve pero reproducible y parecería indicar que la amoxicilina podría 

estar interfiriendo ya sea de manera directa o indirecta, mediante cambios 

estructurales, con el sitio catalítico de la enzima. De hecho, la lisina 239 se 

encuentra muy próxima a uno de los aspárticos que estabilizan los Mg2+ del 

centro catalítico (Schreier y Hocker, 2010; Larsen y col., 1996). Sin embargo, 

desconocemos la repercusión funcional a nivel celular de la modificación en 

células. Además, no tenemos constancia de cuál sería el grado de inhibición in 

vivo, que podría ser distinto del obtenido en los experimentos in vitro. 

En este trabajo se analiza la haptenización por amoxicilina de la α-

enolasa mediante técnicas de alta sensibilidad. En estudios futuros se 

analizarán los aductos formados en otras proteínas celulares por este u otros 

fármacos para comprender mejor la haptenización de proteínas in vivo. De este 

modo, se ampliará la información sobre la modificación de proteínas por 

fármacos para poder desarrollar herramientas diagnósticas y mejorar la 

bioseguridad de muchos medicamentos. 
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Como resultado de este trabajo, en el que se ha analizado la 

haptenización de proteínas celulares por betalactámicos y su procesamiento se 

ha llegado a las siguientes conclusiones: 

1. La haptenización de proteínas celulares por betalactámicos es un 

proceso selectivo. No todas las proteínas se modifican por estos 

fármacos. 

2. En la línea de linfocitos B humanos RPMI 8866 se identifican la α-

enolasa, el factor de elongación 2 y HSP70 como proteínas celulares 

haptenizadas por amoxicilina que podrían estar implicadas en el 

desarrollo de las reacciones alérgicas a amoxicilina. 

3. En este tipo celular, el análogo biotinilado de la amoxicilina produce 

un patrón de polipéptidos modificados similar al del fármaco original. 

4. Las proteínas haptenizadas son secretadas al exterior celular en 

forma de proteínas solubles asociadas a exosomas.  

5. Los exosomas cargados con proteínas haptenizadas por amoxicilina 

pueden ser internalizados por otros tipos celulares. Esto suscita la 

posibilidad de que sean procesados para la formación y la 

presentación del antígeno. 

6. La haptenización de proteínas por betalactámicos tiene lugar en 

distintos tipos celulares y presenta particularidades según el tipo de 

célula. 

7. Las vías celulares de degradación por el proteasoma y el lisosoma 

pueden participar en el procesamiento de las proteínas haptenizadas 

por amoxicilina, aunque de forma diferente en distintas estirpes 

celulares. 

8. La proteína α-enolasa se modifica in vitro por AX y AX-B. Existe una 

competición entre ambos compuestos por la unión a la proteína. 

9. La haptenización de la α-enolasa inhibe levemente su actividad 

catalítica en ensayos in vitro. 
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10. La acetilación in vitro de la α-enolasa reduce su modificación por 

amoxicilina. 

11. La lisina 239 de la α-enolasa, localizada en la superficie de la 

proteína, ha sido identificada como diana de modificación por 

amoxicilina.
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