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A los que vendrán.  
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De lo escrito yo amo sólo aquello que alguien escribe con sangre.  

Escribe tu con sangre: y te darás cuenta de  

que la sangre es espíritu. 

 

 

 

 

 

Quién de vosotros puede a la vez reír y estar elevado? 

Quién asciende a las montañas más altas se ríe de todas las tragedias, 

 fingidas o reales. 

 

 

 

 

 

Cuanto mas quiere elevarse hacia la altura y hacia la luz,  

Tanto mas fuertemente tienden sus raíces hacia la tierra,  

Hacia abajo, hacia lo obscuro, lo profundo,-hacia el mal. 

 

 

 

 

 

Mil metas ha habido hasta ahora,  

Pues mil pueblos ha habido. 

Sólo falta la cadena que ate las mil cervices, 

Falta la única meta. 
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A mi hijo 

A mi esposa 

A Mí 
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Resumen 
 

El número de personas que viven con el VIH en todo el mundo se estima en  
40,3 millones en el 2005.  El conocimiento de la biología y estructura de HIV-1 
es de vital importancia para poder desarrollar una vacuna, ya que el tejido de 
mucosas es el principal sitio de transmisión del HIV y el mayor reservorio para 
la replicación. La obtención de una respuesta inmune en la mucosa detendría 
al virus  antes del ingreso y su diseminación. Actualmente se están utilizando 
péptidos sintéticos lineales como  potenciales  vacunas sintéticas, el diseño de 
estos péptidos inmunogenicos  que produzcan anticuerpos  neutralizadores  
contra el HIV han derivado  de glicoproteinas del HIV y SIV,  particularmente en 
esta investigación se trabajo con un peptido que contiene la región 
hipervariable Asa V3  identificado como el dominio principal de neutralización 
(DPN) localizado en el tetrapéptido GPGRAFY que es altamente conservado, el 
cual es la parte central del DPN. 
 

En el presente trabajo se determino la inmunogenicidad del peptido por 
si solo y coadministrado con la  protoxina Cry 1Ac y la CT como adyuvantes. 
Los resultados de este estudio demostraron que la administración del péptido r 
T1SP10  MN (A) es inmunogénico, y no requiere de adyuvante, ya que indujo 
altas respuestas de anticuerpos específicas IgG, IgG1 e IgG2A en suero y en 
secreciones de vagina e intestino grueso de IgG e IgA tanto por la inmunización 
intranasal como intraperitoneal y dichas respuestas en general fueron similares 
o mayores a las obtenidas al coadministrar el péptido con Cry1Ac o CT. 
Mientras que Cry1Ac y CT no presentaron efecto adyuvante,  Cry1Ac por la 
ruta i.n, en general disminuyó marcadamente las respuestas de anticuerpos en 
suero y en mucosas, mientras que la ruta i.p. en algunos casos generó 
respuestas similares y en otros casos menores a las inducidas con el péptido 
solo.La CT en general indujo respuestas de anticuerpos similares a las 
obtenidas mediante la inmunización con el péptido solo. De hecho en todas las 
muestras analizadas (suero, lavados intestinales y vaginales)  de los animales 
inmunizados con rT1SP10 MN(A)  se detectaron respuestas de anticuerpos anti 
rT1SP10 MN(A), mientras que solo en suero se detectaron respuestas 
significativas de anticuerpos anti ASA V3. f), en suero y en lavados  de intestino 
grueso en ratones inmunizados con rT1SP10 MN(A)  se indujo una mayor 
respuesta de anticuerpos IgG en ambas rutas de inmunización, en los  lavados 
vaginales IgG fue mayor a IgA por la ruta i.p, mientras que por la ruta  
intranasal la inmunización del péptido rT1SP10 MN(A)   sólo o más CT indujo  
respuestas de IgA  mayores a las de IgG, pero al coadministrar rT1SP10 MN(A)  
más Cry1AC se indujeron respuestas similares de ambos isotipos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introducción 
 
El número de personas que viven con el VIH en todo el mundo ha 

alcanzado el nivel más elevado, y ha pasado de unas cifras estimadas de 37,5 
millones en 2003 a 40,3 millones en el 2005. En ese último año, más de tres 
millones de personas fallecieron por causa de enfermedades relacionadas con 
el SIDA, y de ellas, más de 500 000 eran niños. Por tales motivos la 
importancia del conocimiento de la estructura y composición del HIV  es de vital 
importancia  para poder elucidar una posible vacuna. (134) 

 
HIV es un virus que en su superficie esta envuelto de púas llamadas 

trimeros que son esenciales en la entrada viral a las células. Éstos trimeros  
consisten en una compleja proteína de la cual se inicia la fijación de la 
glicoproteina GP120 a la superficie de la célula, y una proteína que abre la 
membrana, gp41; La superficie de la glycoproteina gp120 se encuentra 
glycosylada con carbohidratos que abarcan aproximadamente 40% a 50% del 
peso molecular. Está compuesta de cinco regiones constantes (C1–C5) 
intercalando con cinco regiones inconstantes (V1–V5) La vinculación virus-
célula consiste en la interacción de Gp120 del HIV con los receptores 
moleculares   CD4 y receptores de citocinas de la célula, El dominio CD4 
(CD4bd) en la molécula de gp120 es una región conservada, región estructura-
dependiente, es responsable de la interacción entre el virus y la molécula de 
CD4 en la superficie de células. (80, 131,103) 

 
Se ha designado que esta interacción es eje del proceso de infección del 

HIV-1, se asume que anticuerpos específicos para el CD4bd serían 
particularmente eficaces para bloquear la infección, y, realmente, muchos de 
los anticuerpos monoclonales dirigidos a esta región neutralizan. (54,29) 

 
La importancia de anticuerpos en la prevención de la infección de HIV-1 

es muy importante, la respuesta más consistente de protección inmune contra 
las infecciones virales es la presencia de anticuerpos neutralizadores por lo 
cual se ha puesto énfasis en identificar anticuerpos que neutralicen al HIV-1. 
(23, 116,32), 

 
Respuesta inmune en mucosas 
 

El tejido de mucosas es el principal sitio de transmisión del HIV y el 
mayor reservorio para la replicación del mismo, el objetivo de la respuesta 
inmune en la mucosa es detener antes del ingreso y la diseminación viral,  
recientes estudios de la transmisión de HIV a través de la mucosa ayudan 
diseñar estrategias para aumentar la eficacia de una vacuna contra el HIV. 

 
La mucosa gastrointestinal y vaginal juegan un papel fundamental en la 

enfermedad temprana de HIV sirviendo como sitio de entrada del virus (rectal o 
vaginal) (70,102), al inicio y al terminó de la transmisión el sitio predominante 
de replicación y amplificación del virus es el intestino grueso, y es el sitio inicial 
de la depleción de células T CD4 (intestino grueso) (140). 

 
 



 
Por lo tanto el HIV debe ser considerado como una enfermedad del 

sistema inmune de mucosas. En particular, los estudios de infección de SIV en 
Rhesus macacos sugieren que, sin tener en cuenta la ruta de infección, la 
mucosa gastrointestinal, no el tejido linfoide periférico, inicialmente y 
predominantemente es el sitio de infección de HIV-1/SIV, indicado por la 
acumulación local temprana de linfocitos infectados de SIV y  por una alta 
carga viral en la mucosa intestinal (140). En la inoculación intravaginal 
temprana en los macacos (durante los primeros 2–7 días), el SIV se localiza en 
el tejido mucosal (endocervical) sin diseminarse al sistema circulatorio 
(128,150).Se ha sugerido que una vacuna que induzca una inmunidad local, en 
particular de CTL CD8, puede controlar localmente la replicación viral dentro de 
los tejidos antes que se de una diseminación sistémica.  

 
Se ha  demostrado que la mucosa inducida  localmente por CTL, puede 

protegerse contra el virus, se ha demostrado que  la inmunización en  mucosas 
de macacos con un péptido vacunal de HIV/SIV es más eficaz contra SHIV.  
Estos estudios de protección indujeron CTL CD8 locales, el anticuerpo en la 
superficie de la mucosa también puede contribuir a la protección contra la 
transmisión mucosal de SIV (5, 8, 11,87).  

 
La transmisión natural de HIV termina en la superficie de la mucosa, y la 

prevención de la transmisión a través de la mucosa es fundamental para el 
desarrollo de una vacuna para HIV. Estudios en macacos con SIV sugieren que 
la infección HIV/SIV ocurre también a través del orificio faringuel, cervical- 
vaginal, y en la alta mucosa gastrointestinal (70). En la ausencia de mucosa 
perturbada por algún trauma, las rutas propuestas de entrada del HIV-1 en la 
mucosa sana son la lámina propia incluyendo células M, células dendríticas, y 
células del epitelio (102). 

 
La entrada de HIV/SIV por la lamina propia de la mucosa es mediada por 

células M (células especializadas del epitelio), las células dendríticas, y células 
del epitelio. La infección de SIV a través de la cavidad oral es una infección 
rápida de las amígdalas que son una fuente rica de células M, sugiriendo que 
las células M suben y transportan el SIV. Las células M pueden mediar el 
transporte del antígeno en el intestino, pero están ausentes en la mucosa 
vaginal. Las células dendríticas vinculan HIV-1 gp120 a través de la señal-DC y 
pueden capturar entre las uniones del epitelio HIV/SIV y diseminarlo a los 
órganos linfoides. Este mecanismo puede predominar en el tracto genital, y 
subepitelial que es el mayor lugar de repetición viral después de la infección 
Cervico-vaginal de SIV. Las células HIV-infectadas pueden cruzar la barrera 
epitelial por transcitosis en el intestino grueso, que expresa galactoceramida y 
CCR5 pero no CXCR4 y puede transferir R5 selectivamente, pero no el virus 
X4. (70) 
 

Recientes evidencias indican que células dendríticas se ligan al HIV-1 
gp120 a través de la lectina tipo C (DC-SIGN), sugiriendo que células 
dendríticas ubicadas en el epitelio pueden capturar HIV-1 y entregarlo a las 
células T subyacentes produciéndose la diseminación a los órganos linfoides 
secundarios (20,46).Esta ruta puede ser más importante en el tracto genital, 



donde faltan las células M (59).  El HIV puede cruzar la barrera de epitelio por 
transcitosis durante el contacto entre las células HIV-infectadas y la superficie 
apical del epitelio celular (15). El proceso de transcitosis puede inhibirse por la 
inducción de anticuerpos de la mucosa (IgA o IgM contra el HIV).  

 
Los mecanismos de interacción entre las células infectadas del HIV-1 y 

células del epitelio de la mucosa humana no son bien comprendidos. Los 
contactos del HIV-1 usan a CD4 como un receptor en las células, hay dos 
principales correceptores para el HIV-, CCR5 y CXCR4. Los sitios obligatorios 
de estos dos correceptores comparten características como son la exposición 
aumentada en CD4 que liga y compite con CD4i Abs y anti-asa V3 Abs por ligar 
a gp120. Además, una simple sustitución en el Asa V3 puede convertir a los 
virus que usan CXCR4 en virus que usaran CCR5 (24,57). Es entonces 
probable que ambos correceptores actúen recíprocamente con una región 
similar de gp120, pero ellos no pueden compartir los residuos del contacto.  
  

Registros oficiales de casos sugieren que la afinidad de gp120 para 
CXCR4 y para CCR5 puede ser diferente. las uniones de HIV-1 ha sido 
divididas en dos categorías basadas en su uso del correceptor: “R5” las 
uniones usando el receptor del citocinas CCR5 como un correceptor e 
infectando macrófagos y las células dendríticas principalmente, y “X4” usando 
CXCR4 como un correceptor que infecta a células  T CD4 que expresan 
principalmente este receptor de citocinas. En la transmisión del HIV-1 a través 
de la mucosa, la infección inicial normalmente es un R5, no X4, incluso cuando 
el donador tiene ambos virus (144,91). Meng et al. Sugieren que las células del 
epitelio del intestino grueso expresan galactosylceramida qué puede servir 
como un receptor alternativo a CD4 en células donde faltan CD4 y CCR5, pero 
no CXCR4, y puede transferir R5 selectivamente, pero no X4. (91). Se propone 
esta selectividad como un mecanismo potencial para la transmisión selectiva 
de virus R5. De acuerdo con la, producción o entrega de citocinas (CCR5) o 
anticuerpos que bloquean la interacción viral a través de CCR5 pueden ser 
especialmente eficaces como un mecanismo inmunológico de protección (79).  

 
En contraste, en células T-CD4 de sangre predomina CXCR-4 y son los 

objetivos para los virus X4, después de la transmisión de HIV por la mucosa, 
los primeros sitios perceptibles de repetición viral son DC intraepitelial y 
subepitelial, células T-CD4, y macrófagos. Sin embargo, el inicio de replicación 
del HIV depende del sitio anatómico de infección (70). Ejemplo, el objetivo del 
HIV en el tracto gastrointestinal superior son los linfocitos de la lámina propia 
que expresan CCR5 y CXCR4, reportados como CCR5 negativos en el tracto 
superior del IG, en contraste con macrófagos de otro sitio (91). Después de la 
infección Cervico-vaginal con SIV en los macacos, el subepithelio de DC es el 
primer y mayor sitio de una temprana repetición viral. DC también puede 
emigrar a áreas de células T en el tejido de la mucosa regional e infecta 
linfocitos T. El periodo local (el mucosal) de replicación y de interacción viral 
local con las células de la mucosa sin la diseminación sistémica son cruciales 
para la generación potencial de respuestas inmunes locales preventivas 
(anticuerpos y CTL CD8) que puede eliminar mucha de la carga viral después 
de la transmisión a través de la mucosa y puede reducir la enfermedad.(150) 
   



La replicación de SIV se estudio por hibridación in situ en la mucosa (del 
tejido endocervical) y tejidos linfoides sistémicos después de la inoculación 
intravaginal en macacos. El primer descubrimiento de niveles bajos de ARN 
viral se observó en el tejido endocervical. La cantidad de ARN viral en la región 
endocervical aumenta entre 3 y 7 días. Sin embargo, se encontró ARN de SIV 
en nudos linfáticos distantes y médula 12 días después de la inoculación en la 
mucosa (150). En otro estudio, después de la inoculación intravaginal de SIV, 
se descubrieron las células infectadas en los nudos linfáticos iliacos interiores a 
los 2 días y en la sangre a los 5 días (128). En cualquier caso, los mecanismos 
de diseminación inmunológicos pueden tener unos días para erradicar 
localmente el virus antes de que disemine ampliamente. Los sucesos iniciales 
de interacción entre HIV y  la mucosa ayudarán en el desarrollo de nuevas  
vacunas a través de la mucosa y  la prevención de la transmisión del HIV a 
través de la mucosal. (79) 
 
Estrategias Vacunales del HIV. 
 
 El conocimiento de la estructura y biología del HIV y sus interacciones 
con el sistema inmune han promovido estrategias de vacunación como son 
virus atenuados, virus inactivados y proteínas recombinantes que pueden 
proteger contra una variedad de patógenos virales en los humanos, pero no 
han sido de utilidad contra la infección del HIV. Muchos virus pueden mutar a 
través del pase de cultivos de tejidos permaneciendo infecciosos, pero pierden 
su potencial de patogenicidad. Estos virus patógenos atenuados han 
proporcionado protección segura y eficaz contra la viruela, sarampión, y polio. 
Datos en monos indican que esta estrategia protege contra la infección de SIV 
(30).  

 
Las deleciones en genes no estructurales del SIV no producen 

reacciones patógenas en la infección en monos adultos. Monos infectados con 
virus gen-anulados estuvieron protegidos de una subsecuente infección del SIV 
patógeno. Sin embargo, monos adultos infectados con virus patógenos 
atenuados desarrollan tardíamente la enfermedad y en monos recién nacidos 
se desarrolla la enfermedad poco después la infección (3).  

 
En humanos que recibieron sangre infectada con una delecion genética 

del HIV, se reporto que estuvieron libres de la enfermedad en un principio. Pero 
tiempo después se desarrollo el HIV. (78).  A partir de estos resultados se ha 
dudado acerca de la seguridad  de esta modalidad de vacuna para el HIV .La 
inactivacion física o química  de virus inmmunogenicos  como es el caso 
influenza y polio proporcionan  una eficaz inmunidad .En el caso de  vacunas 
de virus inactivados de SIV proporcionan una inmunidad efectiva en monos 
(100) Sin embargo esta inmunidad esta muy restringida  por la diversidad  de 
aislados virales. La duración de esta protección otorgada por la vacuna con 
virus inmmunogenicos inactivados decae rápidamente. Por que no se genera 
una respuesta inmune neutralizante. 

 
 Proteínas virales purificadas,  expresadas en mamíferos  o células  

bacterianas usando tecnología recombinante de DNA  pueden usarse como  
una vacuna antigenica, utilizado con éxito  en la vacuna de la hepatitis B (103)  



mientras que para el caso del HIV  con este tipo de vacunas  no se presentan 
evidencias de protección  contra la infección.(27). 

 
Las limitaciones observadas  de las estrategias  vacunales tradicionales  

por prevenir las infecciones  de HIV, ha  creado la exploración de  nuevas 
alternativas, como son  el uso de plasmidos de ADN  y de vectores 
recombinantes, ya se ha mostrado  la inoculación intramuscular  de un 
plásmido que codifica bajo el control de un potente promotor (33) Este  tipo de 
vacuna  es seguro y eficaz  en la respuesta de CTL en primates no humanos . 
Se ha mostrado la diferencia de respuesta a plásmidos de DNAs en humanos y 
animales de laboratorio la cual es más alta en los animales de laboratorio, a 
partir de esto se han hecho cambios alterando nucleótidos en los genes virales 
y elementos reguladores en los plásmidos para aumentar su inmunogenicidad. 
(34)   
   

Se esta  trabajando  para aumentar la inmunogenicidad de estas 
vacunas  utilizando plásmidos con citocinas, formulaciones con polímeros y con 
microorganismos  recombinantes vivos  como potenciales vacunas para el HIV 
, a los cuales  se les pude insertar genes del HIV y SIV  pudiendo ser seguras y 
eficaces  como vacunas vivas atenuadas , como son  la vacuna  del virus de la 
viruela  o la vacuna de la tuberculosisis BCG  (124,147).  

 
Estos virus y bacterias diseñados se reproducen en el individuo 

inoculado desarrollando inmunidad, hacia el vector y el gen del HIV. Estos 
organismos, se reproducen generando una respuesta humoral y celular en los 
portadores de la vacuna, los vectores mejor estudiados son los poxvirus. 
Pudiendo ser el virus de vaccinia un vector eficaz para los genes de HIV, la 
desventaja que presenta el virus de Vaccinia es que puede diseminarse y 
causar una encefalitis fatal en un individuo immuno suprimido infectado de HIV-
1 evitando su uso (114,56,122)  
  

Un ensayo en Tailandia está evaluando la eficacia de una vacuna 
recombinante de canarypox con una proteína recombinante HIV, aunque su 
immunogenicidad ha defraudado en ensayos con humanos (37).  

 
Los estudios con vectores adenovíricos recombinantes han dado 

resultado particularmente el Adenovírus serotipo 5, hecho por replicación 
incompetente con delecion en los genes E1 y/o E3, se ha demostrado 
favorablemente este inmunogen como un vector para HIV en pequeños 
animales de laboratorio y primates no humanos (125,126). De hecho, las 
construcciones vacunales de HIV están entrando en una fase avanzada en 
ensayos clínicos humanos. Varios estudios han demostrado que un 
recombinante adenovírico puede obtener respuestas inmunes específicas de 
células T al HIV en humanos. El problema que existe con esta vacuna, es que 
la inmunidad pre-existente al vector disminuye la inmunogenicidad de estas 
estructuras significativamente (7).  

 
Otros vectores recombinantes vivos están explorándose como 

potenciales vacunas para el HIV. Éstos incluyen los virus alfa de una sola 
cuerda de ARN (virus Semliki arbolan y el virus de la encefalitis caballar 



venezolano) y el parvo virus adeno-asociado. Patógenos atenuados de 
mycobacterium Bacille Calmette-Guerin también está evaluándose como un 
vector de HIV en preclínica y fase temprana en el humano; Aunque plásmidos 
de ADN y estrategias de vectores recombinantes vivos inducen respuestas 
inmunes celulares, el inmunogen de la proteína necesita obtener un anticuerpo 
capaz de neutralizar el virus. Varias estrategias para crear un immunogen que 
genere una respuesta del anticuerpo ampliamente neutralizadora se están 
desarrollando. No obstante se puede diseñar un inmunogen de la proteína para 
obtener anticuerpos que neutralicen un único aislado del HIV, es improbable 
que el anticuerpo neutralice un número significativo de otros aislados de HIV 
debido a su extrema diversidad genética. Porque las regiones conservadas 
genéticamente son resguardadas del acceso de los anticuerpos por las 
estructuras muy inconstantes de las Asas (V1-V5) y azúcares, las Asas 
inconstantes y sitios de glicolisacion delecionados en las proteínas están 
evaluándose como inmunogens (148,22) 

 
Se esta evaluando  los inmunogenos del  trimero que se encuentra  

sobre la estructura del virus para obtener anticuerpos neutralizantes, 
generando anticuerpos monoclonales que puede neutralizar un amplio espectro 
de aislados de HIV, pudiendo asumir que será posible configurar un 
immunogeno que pueda obtener una respuesta de anticuerpos ampliamente 
neutralizadora (28,31,12).  
 
Adyuvantes mucosales  
 

Recientes estudios han mostrado que la inmunización nasal es el 
procedimiento más eficaz para la inducción mucosal y de respuestas inmunes 
sistémicas (90). La inmunizacion nasal con vacunas proteína-péptido 
coadministrado con un adyuvante mucosal induce eficazmente la inmunidad de 
mucosas en el tracto reproductor de hembra aun más que la inmunización oral 
(42).  

 
Se ha mostrado que la inmunización nasal de rhesus macacos con 

p55gag de SIV junto con la toxina de cólera nativa como adyuvante mucosal (el 
nCT) induce respuestas   especificas  para p55gag de IgA e IgG en  
secreciones vaginales (63).  

 
Vacunas de virus muertos son menos arriesgadas pero se consideran 

menos eficaces, requieren más dosis y proporcionan un tiempo de protección 
más corto. Se necesitan adjuvantes inmunes que refuercen la potencia de 
vacunas inactivas. Los adjuvantes clásicos fueron empleados en vacunas 
inyectables como el adyuvante Freund e hidróxido de aluminio o fosfato 
(alumbre) también se han usando como propulsores o cebadores mucosales de 
la vacuna del SIDA.(76,99,149) 

 
Como resultado  varios subcomponentes de bacterias, como los lípidos 

bacterianos, han sido particularmente populares desde que se han usado con 
éxito con otras vacunas experimentales. Los lipopolisacaridos de immuno 
toxinas bacterianos (LPS) de bacterias gram-negativas inducen respuesta 
predominantemente de APC y células  B. Varios laboratorios han probado  



adjuvantes lípidicos de un purificado bacteriano fraccionado nt de LPS, es 
decir, lípido de monophosphoryl UN (MPL),Mycoplasma-derived synthetic 
macrophage-activating lipopeptide-2 (MALP-2), toxina de cólera subunidad B 
asociado lípidos de GM1, glycerol lysophosphatidyl (GPL), y nuevos 
fosfolipidos como el cochleates (16,48,81,86,105,121). Normalmente se han 
usado otros adjuvantes de toxinas de origen bacteriano, incluso la toxina de 
cólera (CT), exotoxina de Pseudomonas (ntPE), y variantes de Escherichia coli 
(heat-labile toxin LT) o enterotoxina LT, por ejemplo, R192G, LTK63, y LTR72 
con o sin la actividad ADP-ribosyltransferasa (9, 10, 99,101).  

 
En pruebas preclínicas CT era el adyuvante más popular, pero no es 

práctica para el uso en los humanos debido a su toxicidad. La aplicación nasal 
de CT B unidad subordinada (el CT-B) o la nCT produce acumulación en las 
bombillas olfativas del CNS a través de GM1 en las neuronas olfativas (137). 
Además, la nCT se conoce por inducir niveles altos Ag-específicos totales y de 
Ab IgE, respuestas IL-4-dependiente que son debido a la naturaleza de la 
adjuvanticidad (6, 29, 54,75). Para superar estos problemas patológicos 
potentes de nCT, se ha desarrollado y caracterizado dos mutantes no tóxicos 
de toxina de cólera (el mCT; E112K y S61F) eso retiene las propiedades 
adyuvantes a pesar de faltar el ADP-ribosyltransferase asociada la actividad 
toxica de la enzima (95,96). Se ha mostrado que la mutante CT E112K es uno 
de los adyuvantes más eficaces, seguro, y estable entre los mutantes basados 
en toxina que se han probado (6, 54,29).  

 
Otro adyuvante  del cual se han se han informado ventajas es la 

protoxina de Cry1Ac del Bacilo  Thuringiensis que es favorablemente 
immunogenica (92,136) y tiene efectos adyuvantes sistémicos y mucosales,  
aumenta  respuestas del anticuerpo específicas a las proteínas como la 
albúmina de suero bovino  y de hepatitis B (135),  a los polisacáridos  del tipo 6  
polisacárido capsular del neumococo y de una  vacuna polivalente de 
polisacárido de neumococo( 97).  

 
Cry1Ac tiene  ventajas adicionales contra otros adyuvantes del mucosas 

(58,61): no es tóxico a los vertebrados, y su costo de la producción es bajo 
(120,45). Cry1Ac puede ser un candidato atractivo para mejorar la eficacia de 
vacunas contra las infecciones de mucosas;.  
 
Péptidos vacunales para el HIV  

 
Se han usado los peptidos sintéticos lineales para estudiar las 

propiedades inmunológicas de proteínas y para el reemplazo como reactivos 
en el diagnóstico de enfermedades virales y auto-inmunes  como  potenciales  
vacunas sintéticas, el diseño de péptidos inmunogenicos  para producir 
anticuerpos  neutralizadores  contra el HIV son de gran interés,  estos péptidos 
han derivado  de glicoproteinas del HIV y SIV, se están creando péptidos para 
elucidar  las estructuras  de regiones de interés. La solución más obvia es usar 
una vacuna artificial  conteniendo mixotopes péptido/proteína diseñados para 
crear una respuesta inmune. Sin embargo, el número teórico de péptidos para 
representar todas las variantes de un immunogeno de HIV es enorme. Según 
los informes publicados, la vacuna candidata contra la región hypervariable Asa 



V3 debe incluir varios cientos de péptidos, algunos péptidos vacunales han 
producido reacciones  immunogénicas de amplio-espectro, pero de un costo 
sumamente alto e impráctico. (84, 85,93) 
 
 
 
Péptido T1SP10 MN(A) y r T1SP10 

 
En 1987 se identificó al dominio principal de neutralización (DPN) del 

VIH-1, el cual se localiza hacia el extremo carboxilo-terminal de gp120, en la 
región variable  (V3). Esta región aunque presenta una alta variabilidad en su 
secuencia de nucleótidos y aminoácidos, tiene una estructura terciaria 
conservada, en forma de asa, mantenida por puentes disulfuro y su tamaño es 
entre 34 y 36 aminoácidos de largo. En el centro de esta se localiza el 
tetrapéptido GPGR altamente conservado entre diferentes aislados, el cual es 
la parte central denominado DPN. Numerosos trabajos señalan que esta región 
tiene una participación importante durante el ciclo infeccioso, de tal manera que 
los anticuerpos dirigidos en su contra presentan actividad neutralizante. De 
estos estudios se concluyó que la V3 puede ser un epítopo de importancia para 
el desarrollo de vacunas que induzcan una buena respuesta de anticuerpos 
neutralizantes. 

 
El diseño del péptido TlSPlO MN(A) contiene, el principal dominio 

neutralizador (PND) del (HIV-1) que es una sucesión de 24 aminoácidos 
localizada en la región hipervariable del Asa V3 de la proteína viral.  Por lo cual 
se han desarrollado péptidos con esta secuencia de aminoácidos, como lo es el 
péptido T1SP10: KQIINMWQEVGKAMYACTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTK. 
Los aminoácidos del péptido TlSPlO MN(A) 428-443 (aa) (TI, 
KQIINMWQEVGKAMYA), contiene, en el amino terminal, sucesiones de gp120 
del HIV, expuestos para inducir las respuestas celulares de Th+CD4 en ratones 
y humanos (13,1). Esta sucesión de T1 se enlazo a una sucesión del carboxilo 
Terminal derivada de la variable (V3) dominio de gp120 (aa 320-324) del HIV-1. 
Contiene a ambos, principalmente uno que neutraliza determinante (SP10, aa 
302-3 19) y un sitio designado como (A) (aa 320-324; FYTTK) que es 
reconocido por CTL+CD8 en ratones BALBc (108,19,49,51,50). El péptido 
TlSPlO MN(A) se sintetizó en Applied Biosystems (Foster City, CA). 

 
Se ha demostrado que la conservación de las estructuras en el Asa V3 

es crucial a su función. Para reducir los altos costos de la síntesis  del péptido 
T1SP10 basándose en la secuencia anterior se diseño un primer (3 pares de 
oligonucléotidos) para crear un gen sintético por hibridación, se clono y se 
secuenció, anexándole un vector de expresión quedando de la siguiente 
manera y llevando el nombre de r T1SP10. 
 
rT1SP10    
                  
MDLEKQIINMWQEVGKAMYASTRPNYNKRKRIHIGPGRAFYTTKTKTESKPNS
A AGTIWEFEAYVEOKLISEEDLNSAVDHHHHHHH 

 



En el presente trabajo se determinó si este nuevo péptido es  
inmunogénico. Por otra parte se estudio si la  protoxina Cry 1Ac  tenia efecto 
adyuvante  en la respuesta de anticuerpos, ya que en trabajos previos  del 
laboratorio  solo se había evaluado hacia proteínas y polisacáridos con 
excelentes resultados como fue contra Naegleria fowleri (123), sin embargo no 
se había probado hacia péptidos vacunales, por lo tanto se coadministró  para 
ver su respuesta inmune como adyuvante. También se utilizó la 
coadministración  de  C.T  ya reportada como excelente adyuvante  como 
control positivo. 
 
 



Objetivo 
 

• Determinar si el péptido r T1SP10, es inmunogénico a nivel mucoso y 
sistémico cuando es administrado por las rutas intraperitoneal e 
intranasal  

 
Objetivos particulares  
 

• Analizar las respuestas de anticuerpos anti rT1SP10 en suero Vagina e 
intestino grueso en ratones inmunizados con r T1SP10. 

 
• Determinar si Cry 1Ac   tiene un efecto adyuvante en la respuesta de 

anticuerpos al ser coadministrada con r T1SP10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Metodologia

Intranasal Intraperitoneal

rT1SP10 100 mg
Solo

rT1SP10 100 mg +
 Cry-1AC 10 mg

rT1SP100 mg  +
TC 1mg

Control Negativo
Buffer de carbonatos

Evaluacion por medio
de la técnica de ELISA

Obtencion de suero y lavados
 Vaginales e Intestinales

Inmunizacion

Purificacion de  rT1SP10,Cry-1Ac
y determinacion de dosis

Obtencion de rT1SP10,
Cry-1Ac y Toxina de colera

Estrategia Experimental 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Metodología 

Obtención de r T1SP10 
 

Expresión en E. coli  
 

Se trabajó con la cepa recombinante de E. coli JM103 (pOS9300) 
donada por el Dr. Donald Dean de la Ohio State University (Columbus, USA.) 
Las bacterias se cultivaron en medio Luria Bertani (LB) contiene 100 µg/ml 
ampicillina y 25 µg/ml de kanamicina. La inducción de la proteína rT1SP10 se 
realizó agregando al medio de cultivo isopropyl-β-D-thiogalactopiranosido al 
1mM (IPTG). Purificándose del cultivo de E.coli a las 48 h se cosecharon las 
bacterias  centrifugación a 10,000×g por 10 min,  
 

Purificación de rT1SP10 
 
 Se deshiela el pellet celular 15 min en hielo y se resuspende las células 
en el buffer de lysis, 2–5 ml por gramo.  La capacidad de las resinas de Ni-NTA 
depende de la proteína normalmente esta entre 5–10 mg/ml. Ni-NTA Agarose 
tiene una capacidad de 0.3 µmol/ml (8.0 mg/ml) para DHFR 6xHis-etiquetado 
(~26 kDa).  

 
El Buffer de Lisis contiene 20 mM imidazol para desenredar la ligación, y 

aumentando la pureza de las proteínas. Si la proteína no liga bajo estas 
condiciones, la cantidad de imidazole se reduce a 1–5 mM. 2. Se agrego 
lisozima a 1 mg/ml incubándose en el hielo 30 min, posterior a esto se sonico 
en hielo. Durante 5 minutos de 200–300 W dejando en congelamiento entre 
cada sonicada, el lisado se centrífuga 10,000 rpm x para 10-15 min a 4°C, se 
guarda el sobre nadante. Una cierta proporción de la proteína celular, incluso la 
proteína rT1SP10, puede permanecer insoluble y se localizará en el pellet. 
Para una mayor recuperación de la proteína, se resuspende en imidazol   20 
mM a 5 ml / gr. La capacidad de las resinas de Ni-NTA depende de la proteína 
normalmente es entre 5 y 10 mg/ml. Se agrego 1 ml al 50% de Ni-NTA a 4 ml 
del lisado y se mezclo agitando suavemente (200 rpm en un shaker rotatorio) a 
4°C para 60 min. El imidazol al 20 mM en el lisado suprime la vinculación 
nontagged que contamina proteínas y da una mayor pureza. Se introdujo la 
mezcla del lisado–Ni-NTA en una columna con el tapón de toma de corriente 
hacia abajo Se quito la gorra del tapón y se colecciono el flujo a través de la 
columna. Se lavo dos a veces con 4 ml de, los lavados se colectaron los 
lavados para su análisis por SDS-PAGE. Se eluyo la proteína 4 veces con 5 ml 
buffer de elucion y se colecto en tubos tubos para su análisis por el SDS-
PÁGINA.  Posterior a esto para bajar la concentraciones de Urea se dializo en 
una solución de sacarosa al 7% por 24 horas posterior a esto se guardo para 
su utilización en las inmunizaciones.(133) 
 

Cuantificación del péptido r T1SP10 
  
Se determinó la concentración   de r T1SP10  por el metodo de Microbardford, 
utilizando  una curva de albúmina sérica  bovina  a partir de una solucion madre  
de 1mg/ml en solución amortiguadora de fosfatos (PBS) como blanco. La 



lectura  se realizó  en lector  de elisa  a una absorbancia  de 492 nm . La 
concentración del péptido  se calculo  obteniendo  la ecuación  estándar  por 
regresión lineal con mínimos cuadrados. 
 
Obtención de Cry1Ac 
 
 Se trabajó con la cepa recombinante de E. coli JM103 (pOS9300) 
donada por el Dr. Donald Dean de la Ohio State University (Columbus, USA.) 
Las bacterias se cultivaron en medio Luria Bertani (LB) conteniendo 50mg/ml 
de ampicilina. La inducción de la proteína Cry1Ac se realizó agregando al 
medio de cultivo isopropyl-β-D-thiogalactopiranosido al 1mM (IPTG) (Ge et al, 
1990). Purificándose de cultivos de E.coli a las 48 h de cultivo las bacterias se 
cosecharon por centrifugación a 10,000×g por 10 min, después a las pastillas 
celulares se resuspendieron en buffer TE (Tris-HCl 50 mM sodio etil-diamino 
tetraacetato (EDTA) .50 mM, pH 8) y se sonicaron (Ultrasonic Peosessor) tres 
veces por 5 min en hielo. Posteriormente los cuerpos de inclusión fueron 
colectados por centrifugación (10,000×g por 10 min). El paquete celular se lavó 
dos veces con TE; dos veces con NaCl 0.5 MALT, conteniendo 1% de Triton X-
100 y una vez con agua bidestilada fría. La protoxina Cry1Ac se solubilizó en 
buffer CBP (Na2CO3 0.1 M pH 9.6, 2-mercaptoetanol al 1%) 30 min a 37°C. El 
material particulado se descartó por centrifugación a 10,000× g por 10 min. Por 
último, la concentración de la proteína se cuantificó por la técnica de Bradford y 
la pureza de la proteína se determinó por electroforesis SDS-PAGE.La Toxina 
de cólera se compro en  Sigma Chemical Co., St Louis, MO (extracto total) 
 
Esquema de inmunización  
 
  En todos los experimentos se usaron ratones Balb/c de 8-10 semanas. 
Los antígenos fueron administrados por la ruta intranasal e intraperitoneal. En 
la inmunización intranasal. los ratones fueron ligeramente anestesiados con 
éter etílico. Cada grupo constó de 5 ratones a los cuales se les aplicaron cuatro 
dosis de antígeno a los 7, 14, 21 y 28 días, Los antígenos aplicados  a cada 
grupo fueron: a) rT1SP10 Solo ; b) rT1sp10/Toxina de cólera (Sigma Chemical 
Co., St Louis, MO extracto total; c) rT1SP10/ Cry-1Ac   extracto total  e)Control 
Negativo  (Buffer de carbonatos)Los  grupos fueron sacrificados siete días 
después de la última inmunización, para obtener muestras de suero, lavados 
Vaginales e Intestinales  
 
 Obtención de muestras 

 
Se obtuvieron muestras de suero, lavados Vaginales e Intestinales de 

ratones inmunizados por las rutas intranasal e Intraperitoneal, de los grupos a) 
rT1SP10 Solo; b) rT1sp10 /Toxina de cólera c) rT1SP10/Cry-1Ac e)Control 
Negativo  (Buffer de carbonatos)los cuales fueron sacrificados siete días 
después de la última inmunización 
 
 
 
 
 



 
 
  Suero 
 

Se obtuvo a partir de la sangre colectada por punción cardiaca o por 
punción de la arteria aorta abdominal. El suero se recuperó por centrifugación y 
se almaceno a –20ºC hasta su uso. 
 

Intestino Grueso  
 

El contenido del IG se obtuvo con 3 ml de RPMI 1X frío introduciendo 
una cánula (de 10 cm. de largo por 2 mm de grosor). Para evitar la hidrólisis 
por proteasas, se añadió p-hidroximercurobenzoato (pHMB) a una 
concentración final de 5 mM. En ambos casos los restos sólidos fueron 
macerados para solubilizar los anticuerpos que pudieran estar incorporados. 
Todas las muestras fueron centrifugadas a 10,000 × g a 4°C por 20 min para 
separar la fracción soluble de los paquetes celulares o restos alimenticios, 
según fuera el caso (80). Los sobrenadantes fueron almacenados a –20°C 
hasta que fueron analizados. 
 

Secreciones vaginales:  
 
Se hicieron 5 lavados con una micropipeta con 50 µl de medio  PBS 

,hasta recuperar un volumen de 150 µl todas las muestras fueron centrifugadas 
a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4°C; para eliminar los componentes 
particulados. Los sobrenadantes fueron almacenados a -70°C hasta ser 
analizados. 
 
Análisis de la respuesta de Anticuerpos IgA, IgG e Isotipos  
 

Los niveles de anticuerpos en las muestras de suero y de mucosas 
(Lavados de Vagina e Intestino grueso) se evaluaron por medio de la técnica 
de ELISA. Placas de 96 pozos se recubrieron con 100 µl de rT1SP10 diluido 50 
mM hasta una concentración de final que oscila entre .01-0.007  µg/ml en buffer 
de carbonatos (0.1 M Na2CO3, pH 9.6)  incubándose toda la noche a 4°C, 
después se lavaron con PBS-T, se bloquearon con leche descremada al 6% en 
PBS-T y se incubaron 1-2 h a 37°C; a finalizar este tiempo  las placas se 
lavaron con PBS-T y se colocaron   las muestras de suero y mucosas (Lavados 
de Vagina e Intestino grueso ) a diferentes diluciones incubándose toda la 
noche a 4°C Posteriormente, las placas se lavaron con PBS-T y se agregaron 
anticuerpos peroxidados de cabra anti-IgG-HRP 2004-03-16 Dilución 1:10,000, 
anti-IgA-HRP 2004-03-16 Dilución 1:1000 (Zymed Laboratories, San Francisco, 
CA) de ratón o biotinilados anti-IgG1 e IgG2a (Zymed Laboratories, San 
Francisco, CA) de ratón , los anticuerpos se incubaron 1 hora a 37°C. Para el 
uso de anticuerpos biotinilados se agregó estreptoavidina peroxidada y se 
incubó toda la noche a 4°C. Después las placas se lavaron con PBS-T y se 
adicionó a solución reveladora (o-fenilendiamina 10 mg/ml, H202 30% en buffer 
de fosfato-citrato 50 mM pH 5.2), después la reacción se detuvo con ácido 
sulfúrico 25 µl de H2SO4 2N. Por último, la absorbancia se midió a 492 nm en 
un lector de microplacas (Thermo Labsystems). 



 
 
 

Análisis Estadístico 
 
El análisis de significancia estadística entre los niveles de anticuerpos  en los 
grupos experimentales se determinó con un Análisis de Varianza  (p<0.001), 
seguido de una comparación  múltiple de medias  (Prueba de Tukey)  (P<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

RESULTADOS 
 Electroforesis  SDS-PAGED y WESTERN BLOT de r T1SP10: 

Se obtuvo un rendimiento de 3mg /ml del péptido r T1SP10  purificado 
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Fig.1.  Respuestas  de anticuerpos  anti-ASAV3 y anti r T1SP10 de clases  IgG en suero, 
grupos de 5 ratones hembra  Balb/c fueron inmunizados por la ruta intranasal e 
intraperitoneal en tratamientos de 100µg de rT1sp10, 100µg de rT1sp10 + 10µg Cry1Ac  
y 100µg de rT1sp10 + 1µg de C.T,  los controles se inmunizaron solo con PBS . Los 
niveles de anticuerpos fueron determinados  por ELISA y sus valores se dan como 
lecturas de Absorbancia  a 492 nm (A 492) los cuales se titularon representándose en  
escala logarítmica, las barras  representan la media ±  E.S de cada grupo experimental 
(N=5); Los resultados fueron  comparados con ANOVA de 3 variables, seguido de la 
prueba de Tukey M. El signo (∗) indica diferencia significativa con respecto al grupo 
control P< 0.001, la (+) indica  diferencia significativa entre rutas de inmunización i.n e i.p 
P< 0.001 y el (•) indica diferencia significativa ± entre el péptido solo y coadministrado 
con Cry1Ac y C.T P< 0.001.  



 

 

Respuesta  en suero de Abs IgG anti-ASA V3 y anti-r TlSP10 MN(A) 
por inmunización i.n e i.p  con rTlSP10 MN(A), rTlSPlO MN(A) + Cry 
1Ac y rTlSPlO MN(A) + C.T  

 
Se determino la presencia de anticuerpos  anti-ASA V3, y anti-rTlSP10 

MN(A), en las muestras  de suero, de  ratones hembra  Balb/c, que fueron 
inmunizados por la rutas intranasal o intraperitoneal con el péptido rTlSP10 
solo o con Cry1A o CT.  

 
La determinación de dosis de  rTlSPlO MN(A)  se definió a través de 

investigaciones anteriores (1), los ratones fueron inmunizados con 100 µg de 
rTlSPlO MN(A) los días 0,7, 14, y 28 solo o coadministrado con 10 ug de 
Cry1Ac o 1 ug de CT. 

 
Por ambas rutas se indujeron  repuestas significativas de IgG anti-

rTlSP10 MN(A)  y anti-gp120 (ASA V3), en los sueros de los ratones 
inmunizados con los 3 tratamientos (péptido rTlSP10 MN(A) solo o 
coadministrado con Cry1Ac o CT). En general las respuestas inducidas por la 
ruta i.p.  fueron mayores a las obtenidas por la ruta intranasal.  Aunque por la 
inmunización intranasal con rTlSPlO MN(A) se estimuló en suero una alta 
respuesta de anticuerpos  IgG anti-ASA V3 (Fig 1),  que no fue 
sigificativamente diferente  entre las rutas de inmunización. 

 
No se encontró efecto adyuvante ni de Cry1Ac ni de CT en la respuesta 

de anticuerpos anti ASA V3 ni anti T1SP10, ya que al coadministrar rTlSPlO 
MN(A)  con Cry1Ac por la ruta i.p. se indujeron respuestas similares a las 
obtenidas con el péptido solo. Mientras que la administración intranasal del 
péptido rTlSPlO MN(A)  más Cry1Ac o más CT produjo respuestas de IgG anti-
ASA V3, y anti-rTlSP10 MN(A) significativamente menores a las inducidas con 
el rTlSP10 MN(A) solo. Estos resultados indican que el péptido recombinante 
rTlSPlO MN(A)   es inmunogénico y no requiere adyuvante. 
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Fig. 2.  Respuestas  de anticuerpos  anti-ASAV3 y anti r T1SP10 de clases  IgG 1 e IgG 2A en 
suero .Grupos de 5 ratones hembra  Balb/c fueron inmunizados por la ruta intranasal e 
intraperitoneal en tratamientos de 100µg de rT1sp10, 100µg de rT1sp10 + 10  Cry1Ac  y 100µg de 
rT1sp10 + 1µg de C.T,  los controles se inmunizaron solo con PBS . Los niveles de anticuerpos 
fueron determinados  por ELISA y sus valores se dan como lecturas de Absorbancia  a 492 nm (A 
492 ) .Las barras  representan la media ±  E.S de cada grupo experimental (N=5). Los resultados 
fueron  comparados con ANOVA de 3 variables, seguido de la prueba de Tukey. El signo (∗) indica 
diferencia significativa con respecto al grupo control P< 0.001, el signo (+) indica  diferencia 
significativa entre rutas de inmunización i.n e i.p P< 0.001 y el (•) indica diferencia significativa ± 
entre el péptido solo y coadministrado con Cry1Ac y C.T P< 0.001 



Respuesta  en suero de subclases IgG1 e IgG2A anti-ASA V3 y anti-r 
TlSP10 MN(A) por inmunización i.n e i.p  con rTlSP10 MN(A), rTlSPlO 
MN(A) + Cry 1Ac y rTlSPlO MN(A) + C.T  

Como una forma de caracterizar la respuesta inmune inducida como Th1 
o Th2, se cuantificaron por ELISA las subclases de anticuerpos IgG1 e IgG 2ª  
anti ASA V3  y Anti r T1SP10 en  los sueros de los ratones inmunizados por la 
ruta i.p e intranasal con  rTlSP10 MN(A) solo o + Cry 1Ac o + C.T. (Fig.2). 
 

En los animales inmunizados con el péptido rTlSP10 MN(A) solo se 
indujeron respuestas  de anticuerpos IgG1 e IgG 2a significativas anti ASA V3 y 
anti rTlSP10 MN(A), por ambas rutas de inmunización, aunque la magnitud de 
la respuesta de las diferentes subclases de IgG  anti ASA V3 y anti rTlSP10 
MN(A)  fue diferente y varió dependiendo de la ruta inmunización.  Por ambas 
rutas se observaron mayores respuestas de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti 
rT1SP10 que anti ASA V3. En general por la ruta intraperitoneal se indujeron 
altas respuestas de IgG1 e IgG2a  anti rTlSP10 MN(A)  y anti ASA V3, 
significativamente mayores a las inducidas por la ruta intranasal.  Además 
observamos que por ambas rutas  la respuesta de anticuerpos IgG1 anti 
rTlSP10 MN(A) fue mayor a la respuesta IgG2a. En contraste se detectaron 
respuestas similares de anticuerpos  IgG1 e IgG2a anti ASA V3  por la ruta  
intraperitoneal mientras que por la ruta intranasal la respuesta de anticuerpos 
IgG1 anti ASA  V3 inducida tendió a ser mayor  a la respuesta de anticuerpos 
IgG2a, la cual fue muy baja. 

 
No se detectó efecto adyuvante alguno en la respuesta de 

anticuerpos IgG1 e IgG2a  anti ASA V3 o anti rTlSP10 MN(A)  al 
coadministrar el péptido rTlSP10 MN(A) con Cry1Ac o CT.  Al coadministrar 
Cry1ac por la ruta i.p. se indujeron altas respuestas de anticuerpos IgG1 e 
IgG2a anti rTlSP10 MN(A), aunque significativamente menores a las inducidas 
con el péptido solo. Las respuestas de la subclase IgG1 anti rTlSP10 MN(A)   al 
coadministrar Cry1Ac vía i.p. fueron mayores a las de la subclase  IgG2a; 
mientras que las respuestas de IgG1 anti ASA V3 fueron bajas y tendieron a 
ser menores aunque no significativamente que las respuestas de IgG2a, las 
cuales fueron similares a las obtenidas al inmunizar por la ruta i.p. con el 
péptido rTlSP10 MN(A)   solo.  

   
En contraste al coadministrar Cry1Ac con el péptido rTlSP10 MN(A)  por 

la ruta intranasal se detectaron muy bajas respuestas de anticuerpos anti 
rTlSP10 MN(A) y anti ASA V3 que fueron significatvamente menores que las 
inducidas con el péptido solo por la ruta intranasal. Al coadministrar Cry1Ac por 
la ruta intranasal, la respuesta de IgG1 anti rTlSP10 MN(A)   fue baja aunque 
mayor a la respuesta de IgG2a, mientras que al analizar la respuesta anti ASA 
V3 solo se detecto una muy baja respuesta de anticuerpos IgG1 y no se 
indujeron respuestas significativas de la suclase IgG2a.  

 
Al coadministrar por la vía intranasal CT con el péptido rTlSP10 MN(A) 

encontramos respuestas moderadas similares en magnitud de anticuerpos 
IgG1 e IgG2a anti rTlSP10 MN(A), las respuestas de IgG1 fueron menores a 
las inducidas con el péptido solo mientras que las respuestas de IgG2a fueron 



similares. Al analizar la respuesta anti el ASA V3 observamos que al 
coadministrar CT solo se detectaron bajas respuestas significativas de IgG2a 
similares a las obtenidas con el péptido solo, mientras que no se indujeron 
respuestas significativas de IgG1 anti ASA V3 al coadministrar CT.    
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Fig. 3.  Respuestas  de anticuerpos anti rT1SP10 y anti-Cry1Ac (Para corroborar la 
respuesta especifica) de clases  IgG e IgA en intestino grueso .Grupos de 5 ratones 
hembra  Balb/c fueron inmunizados por la ruta intranasal e intraperitoneal en tratamientos 
de 100µg de rT1sp10, 100µg de rT1sp10 + 10  Cry1Ac  y 100µg de rT1sp10 + 1µg de 
C.T,  los controles se inmunizaron solo con PBS. Los niveles de anticuerpos fueron 
determinados  por ELISA y sus valores se dan como lecturas de Absorbancia  a 492 nm 
(A 492 ) .Las barras  representan la media ± E.S. de cada grupo experimental (N=5). Los 
resultados fueron  comparados con ANOVA de 3 variables, seguido de la prueba de 
Tukey. El signo (∗) indica diferencia significativa con respecto al grupo control P< 0.001, 
la (+) indica  diferencia significativa entre rutas de inmunización i.n e i.p P< 0.001 y el (•) 
indica diferencia significativa ± entre el péptido solo y coadministrado con Cry1Ac y C.T 
P< 0.001. 

 
 



Respuesta  Mucosal en Intestino Grueso de abs IgG E IgA anti-r 
TlSP10 MN(A) y anti-Cry1Ac por inmunización i.n e i.p  con rTlSP10 
MN(A), rTlSPlO MN(A) + Cry 1Ac y rTlSPlO MN(A) + C.T  
 

Se detectaron respuestas  significativas de anticuerpos anti rTlSPlO 
MN(A)  en los fluídos de intestino grueso de los ratones inmunizados con el 
péptido rTlSPlO MN(A)  solo y coadministrado con Cry1Ac o CT, por ambas 
vías de inmunización. Mediante todos los tratamientos se indujeron altas 
respuestas de IgG que fueron significativamente mayores a las respuestas de 
IgA. Las respuestas de IgG generadas por la ruta intraperitoneal fueron 
significativamente mayores a las obtenidas por la ruta intranasal.  

 
No se observó efecto adyuvante ni de Cry1Ac ni de toxina de cólera en 

la respuesta de anticuerpos IgA ni IgG anti rTlSPlO MN(A)  inducida en 
intestino grueso, ya que observamos que la magnitud de las respuestas 
inducidas al coadministrar rTlSPlO MN(A) con Cry1Ac o CT fueron similares a 
las obtenidas con el péptido rTlSPlO MN(A)   solo. 
 

En las muestras de lavados intestinales de intestino grueso de los 
animales inmunizados con el péptido rTlSPlO MN(A)   más Cry1Ac también 
analizamos la respuesta de anticuerpos anti Cry1Ac. Encontramos que, de 
manera similar a lo observado con la respuesta anti rTlSPlO MN(A),  se 
indujeron altas respuestas de anticuerpos IgG anti Cry que fueron 
significativamente mayores a las respuestas de IgA, asimismo encontramos 
que por la ruta i.p. se indujeron mayores respuestas de IgG que por la ruta 
intranasal.  
. 
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Fig. 4 .  Respuestas  de anticuerpos anti rT1SP10 y anti-Cry1Ac (Para corroborar la 
respuesta especifica) de clases  IgG e IgA en vagina .Grupos de 5 ratones hembra  
Balb/c fueron inmunizados por la ruta intranasal e intraperitoneal en tratamientos de 
100µg de rT1sp10, 100µg de rT1sp10 + 10  Cry1Ac  y 100µg de rT1sp10 + 1µg de C.T,  
los controles se inmunizaron solo con PBS . Los niveles de anticuerpos fueron 
determinados  por ELISA y sus valores se dan como lecturas de Absorbancia  a 492 nm 
(A 492 ) .Las barras  representan la media ±  E.S de cada grupo experimental (N=5). Los 
resultados fueron  comparados con ANOVA de 3 variables, seguido de la prueba de 
Tukey. . El signo (∗) indica diferencia significativa con respecto al grupo control P< 0.001, 
la (+) indica  diferencia significativa entre rutas de inmunización i.n e i.p P< 0.001 y el (•) 
indica diferencia significativa ± entre el peptido solo y coadministrado con Cry1Ac y C.T 
P< 0.001. 
 

 
 
 
 



Respuesta  Mucosal de IgG e IgGA anti-r TlSP10 MN(A) y anti-
Cry1Ac en vagina por inmunización i.n e i.p  con rTlSP10 MN(A), 
rTlSPlO MN(A) + Cry 1Ac y rTlSPlO MN(A) + C.T. 

 
Para determinar la presencia de abs IgG e IgA anti-rTlSP10 MN(A), las 

muestras de lavados vaginales se diluyeron  1:8 ya que las primeras lecturas  
rebasaban el limite  de lectura confiable (Datos no mostrados). 

 
Los tres tratamientos de inmunización, rTlSP10 MN(A ) solo o más 

Cry1Ac o más CT, por ambas rutas indujeron respuestas significativas de 
anticuerpos IgG e IgA en vagina, aunque la magnitud de dichas respuestas 
varió dependiendo de la ruta de inmunización y del tratamiento. 

 
Mediante la inmunización con el péptido solo y coadministrado con CT, 

por la ruta intranasal se indujeron altas respuestas de anticuerpos IgA, las 
cuales fueron mayores a las respuestas de IgG obtenidas con ambos 
tratamientos. Sin embargo la coadministración intranasal con el péptido más 
Cry1Ac indujo respuestas moderadas similares de anticuerpos  IgA e IgG anti 
rTlSP10 MN(A). 

 
En contraste por la ruta intraperitoneal se indujeron mayores respuestas 

de anticuerpos IgG anti rTlSP10 MN(A que de IgA en lavados vaginales de 
ratonas inmunizadas con el péptido solo o más Cry1Ac. 

 
No se detectó efecto adyuvante ni de Cry1Ac ni de CT en la respuesta 

de anticuerpos en vagina anti rTlSP10 MN(A). Por la ruta intraperitoneal  se 
indujeron mayores respuestas de IgG e IgA en vagina mediante la 
administración del péptido solo que las inducidas al administrar el péptido más 
Cry1Ac.  Mientras que por la ruta intranasal se indujeron respuestas similares 
de IgG en vagina por los 3 tratamientos (péptido solo o más Cry1Ac o más CT.  
La respuesta de IgA inducida en vagina por la ruta intranasal con el péptido 
solo fue similar a la inducida al coadministrar el péptido más CT, en contraste al 
coaministrarlo con Cry1Ac  la respuesta  de IgA fue significativamente menor. 

 
Al analizar la respuesta de anticuerpos anti Cry1Ac en los lavados 

vaginales de los animales inmunizados con el péptido más Cry1Ac 
encontramos que por ambas rutas se indujeron respuestas similares de IgG, 
las cuales fueron mayores a las respuestas de IgA. Por la ruta intranasal se 
registraron mayores respuestas de IgA anti Cry1Ac que por la ruta i.p.       



 
Discusión 

  
Los resultados del presente trabajo demuestran que: (a) la 

administración del péptido recombinante r T1SP10  es inmunogénico, y no 
requiere de adyuvante, ya que se indujeron altas respuestas de anticuerpo 
específicas en suero y en secreciones de vagina e intestino grueso tanto por la 
inmunización intranasal como intraperitoneal con el péptido solo; y dichas 
respuestas en general fueron similares o mayores a las obtenidas al 
coadministrar el péptido con Cry1Ac o CT. (b) la respuesta inmune varía 
dependiendo de la ruta de inmunización utilizada. En general mediante todos 
los tratamientos por la ruta intraperitoneal  se obtuvieron mayores respuestas, 
aunque por la ruta intranasal las respuestas inducidas en general fueron 
significativas y altas. (c)  Cry1Ac no presentó efecto adyuvante alguno en la 
respuesta de anticuerpos anti rT1SP10, por la ruta intranasal,  en general 
disminuyó marcadamente las respuestas de anticuerpos en suero y en 
mucosas, mientras que por la ruta i.p. en algunos casos generó respuestas 
similares y en otros casos menores a las inducidas con el péptido solo.d) CT 
tampoco presentó efecto adyuvante en la respuesta de anticuerpos anti r 
T1SP10 aunque en general las respuestas de anticuerpos inducidas al 
coadministrar el péptido más CT por la ruta i.n fueron similares a las obtenidas 
mediante la inmunización con el péptido solo. e) En todas las muestras 
analizadas (suero, lavados intestinales y vaginales)  de los animales 
inmunizados con rT1SP10MN(A)  se detectaron respuestas de anticuerpos anti 
rT1SP10MN(A), mientras que solo en suero se detectaron respuestas 
significativas de anticuerpos anti ASA V3. f) En suero y en lavados intestinales 
de intestino grueso de los animales inmunizados  con rT1SP10MN(A)  se 
indujeron mayoritariamente respuestas de anticuerpos IgG por ambas rutas de 
inmunización. g) en lavados vaginales las respuestas de IgG inducidas por la 
ruta i.p. también fueron mayores a las de IgA, mientras que por la ruta  
intranasal la inmunización del péptido rT1SP10MN(A)   sólo o más CT indujo  
respuestas de IgA  mayores a las de IgG, pero al coadministrar rT1SP10MN(A)  
más Cry1AC se indujeron respuestas similares de ambos isotipos. 

 
El objetivo central de este trabajo consistió en caracterizar la 

inmunogenicidad del péptido  r T1SP10 y  determinar si Cry1Ac y CT podrían 
funcionar como adyuvantes aumentando la respuesta inmune hacia el péptido. 
En estos resultados cabe destacar que el péptido r T1SP10 promueve una 
mayor respuesta de anticuerpos IgG  específicos, en suero, mucosa intestinal y 
vaginal, por si solo que administrado vía intranasal (i.n.) o intraperitoneal (i.p.) 
con los adyuvantes. 

 
  El uso de péptidos  que presentan epitopes  de la región conservada 

GPGRAF, como lo es el péptido rT1SP10 es muy importante ya que estudios 
en humanos  y ratón han revelado que la región  de gp120  donde se encuentra 
el Asa V3, entre los residuos de cysteina  301 Y 336  (GPGRAFY )   evoca  una  
importante respuesta de anticuerpos neutralizadores  contra el HIV   
estimulando la respuesta de  linfocitos T- cooperadores  (Th) y Linfocitos T-
Citotóxicos (CTL) . La secuencia de aminoácidos  del ASA V3  es el principal 
determinante neutralizador PND, revisando  la región del asa V3, se 



identificaron residuos conservados (GPGRAFY)  que son reconocidos por 
anticuerpos neutralizadores evocados por diferentes secuencias de aislados de 
HIV GPGRAFY. (47, 108, 118,66) 

 
  La secuencia del ASA V3 en GP120  del HIV-1  es una región 

inmunodominante  que consiste de epítopos  para células B, por lo cual para 
incrementar  la inmunogenicidad de ésa región  se han usado  y desarrollado 
numerosos sistemas de presentación antigenos. Como son péptidos multi 
epítopos    donde se conjugan la región conservada GPGRAFY  con epítopos 
como son P24EC, ELDKA  y RILAVERYLKD  los cuales se  localizan en 
dominios N y C  de GP41 para inducir  respuestas de anticuerpos específicos, 
el péptido TlSP10 MN(A) , contiene, en el amino terminal, sucesiones de gp120 
del HIV, expuestos para inducir las respuestas celulares de CD4+ Th en 
ratones y humanos, (1,13)mas la variable (V3) dominio del HIV-1, gp120 
(PND)y un sitio que es reconocido por CD8+ CTL en ratones BALBc, en la 
presente investigación  el péptido recombinante rT1SP10MN(A)  por si solo  
indujo una respuesta inmune alta  por ambas vías de inmunización,  intranasal 
e intraperitoneal.  La respuesta en suero  de IgG anti-ASA V3  fue bastante  
alta  obteniendo títulos  entre 1:40,00 y 1:50,000  la respuesta de IgG  puede 
ser de  gran importancia ya que  los mecanismos de acción de IgG  pueden 
darse en el plasma neutralizando  y dejando  células libres de virus, por 
Citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) de células infectadas y  lisis 
viral por la activación del complemento Fc-mediado.  

  
En investigaciones anteriores el péptido original T1SP10 MN(A), fue  

administrado por la ruta intranasal donde solo produjo una respuesta inmune 
detectable  de anticuerpos IgG en suero, y de IgA e Intestino Grueso, solo 
cuando se coadministro con un adyuvante como lo es la C.T, solo la respuesta 
de fluidos vaginales  si genero repuesta inmune  sin adyuvante en cambio  
nosotros encontramos  respuesta significativa anti r T1SP10 de IgA e IgG  en 
suero, intestino grueso y vagina , sin  la coadministracion de un adyuvante(52). 

 
Es importante observar, que en otras investigaciones  la gran cantidad 

de IgG en suero también esta presente en la mucosa genital  de los ratones  
así como en los primates  (27,36) , las altas concentraciones de IgG en  suero, 
intestino grueso y vagina podrían desempeñar un papel importante que 
bloquee la entrada de la infección por patógenos  transmitidos por las mucosas 
vaginal e intestinal como lo ha sido contra herpes simple virus tipo 2 (HSV-2) y 
con con Chlamydia trachomatis  (26, 53,71,73,113,110) .Es cuestionable si IgG 
que se difunde en secreciones intestinales podría jugar un gran papel como IgA 
en la prevención de la entrada viral. En contraste con IgA, IgG  es altamente 
susceptible a la degradación  en el lumen intestinal  y a las proteasas 
bacterianas, por lo cual las concentraciones de IgG detectadas son 
generalmente más bajos que las de IgA (65, 72,145). En contraste en el 
presente trabajo encontramos que la respuesta  de IgG  inducida en intestino 
grueso   fue  mucho mayor que la respuesta de IgA (Graf.3). Varios trabajos 
demostrado que la IgA es importante para inmunoprotección de las mucosas. 
Sin embargo algunas evidencias apoyan que la IgG también podría participar 
en la inmunoprotección de las mucosas., Por ejemplo, en experimentos 
realizados en ratones deficientes de IgA o con niveles normales de este isotipo, 



se ha encontrado que la IgG puede prevenir infecciones virales intestinales de 
ratones infectados con rotavirus  (106,107).  
 La evidencia de un papel primario de los anticuerpos secretados de IgG 
en la protección contra infecciones vaginales es contraria al paradigma 
extensamente aceptado que IgA es el anticuerpo protector principal en las 
superficies de la  mucosa . Mientras que la evidencia disponible indica que IgG 
es principalmente responsable de inmunidad secretora en la zona genital 
femenina, (138) . Nuestros datos apoyan los datos que indican que la  
concentración  de IgG en vagina es alta, ya que se idujeron altas respuestas de 
IgG en vagina al administrar el péptido recombinante rT1SP10MN por ambas 
rutas de inmunización,  sin embargo por la ruta intranasal nosotros 
encontramos que la respuesta de IgA inducida  fue mayor a la de IgG ( graf: 3). 
Apoyando el papel de la IgG en la protección de la mucosa vaginal, en un 
trabajo reciente se encontró que al administrar intravenosamente anticuerpos 
monoclonales de IgG  contra-VIH que demostraban una amplia actividad 
neutralizadora in vitro, éstos son altamente eficaces para prevenir la 
transmisión oral o vaginal en  macacos con SHIV CXCR4 (X4) y CCR5 (R5).  
También se ha logrado prevenir la infección del SHIV en macacos 
administrando una combinación de diferentes epítopos como son:Gp120 (CD4-
binding site), Gp120 (CD4-binding site), Gp120 (V3 loop) Gp120 (probably 
glycan structure),Gp41 (ELDKWA) y Gp41 (NWFDIT)Gp41 (40). La 
administración de una triple combinación de anticuerpos ( anticuerpo 2F5 anti-
gp41 ELDKWA, anticuerpo de 2G12 anti-gp120 C3-V4, y  anticuerpo F105 anti-
gp120 CD4 (CD4bs) del sitio de vinculación obligatorio), previno la transmisión 
oral de SHIV en  macacos recién nacidos (4). En otras investigaciones 
previnieron la transmisión vaginal de SHIV patógeno en macacos usando una 
combinación de  2F5,2G12, e inmunoglobulinas de HIV o el anticuerpo 
monoclonal humano b12  anti-CD4bs humano [87,111]. Los anticuerpos 
bloquearon entrada viral en las superficies mucosales o el  virus se eliminó en 
un paso posterior a la entrada. Los anticuerpos monoclonales de IgG fueron 
detectados en secreciones vaginales de estos animales, pero las 
concentraciones fueron extremadamente bajas comparadas con suero. En 
estos estudios  los anticuerpos  IgG que eliminaron el virus en la mucosa a 
través de la neutralización o  por reacciones de citotoxicidad dependiente 
anticuerpo (ADCC) derivaron del suero, ya que fueron administrados 
intravenosamente, no obstante, la eficacia de estos anticuerpos en la 
prevención de la infección después del desafío, sugiere que la inducción de IgA 
mucosal e  IgG  es importante para el desarrolló de una vacuna. 

 
Las respuestas de anticuerpos IgG  inducidas en intestino y vagina   al 

administrar rT1SP10MN(A)  fueron altas, aunque más bajas respecto a las 
detectadas en suero. Aunque en este trabajo no estudiamos si la IgG detectada 
en mucosas era producida localmente, varios trabajos apoyan la existencia de 
células plasmáticas productoras de IgG en la lámina propia de las mucosas. 
Varios estudios realizados en ratones inmunizados  continúan proporcionando 
evidencia de que la inmunización mucosal con candidatos  vacunales  de VIH 
es capaz de inducir respuestas de anticuerpos IgA en secreciones,y  de 
anticuerpos IgG específicos en suero y CTL mucosal (69,82,130,17,101,142). 
Inmunizando ratones con subunidades antigénicas de HIV/SIV,  antigenos 
conteniendo partículas, vectores vivos y  vacunas de DNA administradas por  



varias rutas mucosales  varios autores han obtenido respuestas de anticuerpos 
neutralizadores  IgA en secreciones e  IgG en suero  (139, 68,18).  
 

Así mismo, nuestros resultados sugieren que a nivel sistémico la 
actividad inmune esta dirigida hacia la parte específica  del asa V3, induciendo 
una respuesta de IgG extremadamente alta. 

 
En base a esto se podría explicar que la inmunogenicidad del péptido r 

T1SP10, es principalmente  dirigida por una respuesta de IgG.  No obstante, 
sería de gran importancia entender el tipo de interacción del péptido r T1SP10  
con la respuesta inmune ya que en  lavados intestinales  y vaginales no se 
encontró respuesta inmune  de IgG e IgA  anti ASA V3.    

 
La respuesta  de los subisotipos de IgG  que son  IgG1 e IgG2a  

obtenidas  por la administración del péptido recombinante T1SP10MN(A) 
fueron   significativamente altas indicando que se indujo un patrón mezclado 
Th1 y Th2. Las respuestas anti    rT1SP10MN(A)  inducidas por ambas rutas 
con el péptido solo o más Cry1Ac, fueron predominantemente IgG1, sin 
embargo en los ratones inmunizados con el péptido más CT se indujeron 
respuestas similares de ambas subclases de IgG. Mientras que el patrón de 
respuesta de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti ASA V3 inducido,  con los 
diferentes tratamientos fue variable: con el péptido solo se indujeron respuestas 
similares de IgG1 e IgG2a  por la ruta i.p. y mayores respuestas de IgG1 por la 
ruta intranasal, mientras que al administrar el péptido por la ruta intranasal más 
CT solo se indujo IgG2a,  al coadministrar el péptido con Cry 1Ac vía i.p se 
obtuvieron niveles similares de ambas subclases y por la ruta in solo se indujo 
una baja respuesta de IgG1. 

 
 Se encontró que por la ruta  i.n. se indujo en suero  una respuesta 

inmune de  IgG anti ASAV3 y r T1SP10, casi tan alta a la obtenida por ruta 
intraperitoneal. Estos resultados son importantes porque sugiere que se 
pueden inducir respuestas  contra los virus que preservan la conformación 
dependiente de epítopos antigénicos, siendo con frecuencia los blancos 
primarios de estos anticuerpos neutralizantes, que inducen selectivamente 
anticuerpos IgG de la subclase de IgG2a en ratones y de las subclases IgG1 e 
IgG3 en los seres humanos (127). Estas subclases de anticuerpos IgG pueden 
ser particularmente eficaces en la neutralización. Porque se ha reportado que 
los anticuerpos monoclonales  IgG2a pueden complementar la neutralización 
de virus-específicos HSV-2, y la administración pasiva en ratones de los 
anticuerpos monoclonales IgG2a es mucho más protectora contra el reto con 
HSV-2, que cantidades iguales de los anticuerpos monoclonales IgG1 (64). 
Las subclases IgG2a de ratón  y las subclases humanas IgG1 e IgG3 se unen 
con una alta afinidad al FcR  tipo1 en neutrofilos y macrófagos (127), haciendo 
estas subclases a los anticuerpos más eficaces para la fagocitosis.  

 
La región  del Asa V3  es determinante  para el uso de los coreceptores  

CCR5 y CCR4, por lo cual  anticuerpos dirigidos  directamente hacia el asa v3 
que bloquean la vinculación del receptor  se controlaría la replicación del HIV. 
El péptido  r T1SP10   el cual contiene la región  constante  de GPGRAFY se 
administró de dos formas,  solo  y con un adyuvante  que es Cry 1Ac , la   



inmunización  coadministrada con un adyuvante  se da  para intensificar la 
respuesta inmune, ya que las limitaciones que presentan los péptidos como 
son  baja o nula inmunogeniciada  por ser muy pequeños  y por  problemas de 
degradación proteolítica  (21). 

 
La importancia de este estudio es que el péptido r T1SP10 es capaz de 

inducir una importante respuesta de IgG anti-AsA v3 y anti – r T1SP10 
obteniendo una respuesta inmune bastante alta, el análisis de las muestra, 
registro que en suero,  la respuesta del anticuerpo IgG  es muy alta  oscilando 
entre los valores de  titulación, la respuesta inmune anti-AsA V3  es bastante 
alta en los ratones inmunizados con concentraciones de 100µg (Graf:1). 

 
 En investigaciones  donde el modelo  experimental cambio  y se 

inmunizaron conejos  por ruta intranasal con el péptido T1SP10 en cantidades 
de  100µg, la respuesta del anticuerpo anti –T1S1P10 en suero  en titulación 
tuvieron valores d de 1:200 a 1:6400 , los valores obtenidos   en esta 
investigación marcan una gran variabilidad en los resultados (141);Destacando 
que en  trabajos previos en los que se inmunizaron ratones o conejos con el 
péptido T1SP10 sintético,  fue necesario utilizar adyuvantes para inducir las 
respuestas inmunes, mientras que el péptido recombinante utilizado por 
nosotros es inmunogénico y no requiere de adyuvante alguno.  

 
En otros  estudios  con péptidos del VIH  no se encontraron respuestas 

anti-GP120 de   IgG hacia el péptido  en suero, cuando los  macacos fueron 
inmunizados por vía intranasa(112). 

 
Las respuestas de IgA anti-r T1SP10 inducidas en intestino grueso en 

los ratones inmunizados con el péptido solo o más Cry1Ac  o CT fueron 
significativamente más bajas que las de IgG. Por la ruta intraperitoneal se 
obtuvieron respuestas de IgG más  altas que por la ruta intranasal. Esto se 
debe posiblemente a que la administración i.p. de antígenos, al ser una ruta 
parenteral de inmunización, asegura que cantidades exactas y adecuadas de la 
vacuna, puedan alcanzar la circulación sistémica, resultando una efectiva 
respuesta inmune en suero contra los patógenos invasores (104). 
Interesantemente las respuestas de IgA inducidas en vagina fueron altas, a 
diferencia de lo observado en intestino grueso.  

 
La respuesta  de IgA que se obtuvo en vagina  fue bastante alta  para el 

tratamiento del péptido solo  por la vía i.n., donde se  observa que la 
inmunización intranasal  induce niveles  muy altos de IgA (Graf.4). Aunque los 
detalles de su función todavía se están aclarando,  la IgA desempeña papeles 
múltiples en la defensa mucosal (77,119). En virtud de que proporciona una 
primera línea de defensa "mecanismo de exclusión inmune ":esto refiere la 
habilidad  de cruzarse en la conexión de microorganismos , realza la 
participación en el moco facilitando la disociación, y de tal modo previene el 
contacto directo del patógeno con la superficie mucosa. La exclusión inmune se 
puede lograr por cualquier anticuerpo de IgA que reconozca un epitope 
externo-expuesto en el patógeno. Los estudios de anticuerpos monoclonales 
de IgA han demostrado que los "anticuerpos no neutralizantes de IgA contra los 
antígenos superficiales microbianos pueden prevenir la adherencia epitelial y la 



infección mucosal (2, 19, 94,143). Si el patógeno tiene éxito y entra en contacto 
con la superficie mucosal la especificidad de IgA  puede bloquear o 
obstaculizar las moléculas superficiales microbianas que participan el la 
adhesión epitelial (132). 

 
Además, el receptor polimérico basolateral--apical de la inmunoglobulina 

(pIgR)-media el transporte de  IgA polimérico en vesículas a través de las 
células epiteliales o glandulares, IgA puede interceptar patógenos entrantes 
dentro de los compartimientos vesiculares de la célula epitelial (19,89). La IgA 
puede prevenir infecciones mucosales  de la célula a través de mecanismos 
adicionales: como la neutralización del virus y la prevención de la infección de 
la célula, mediando  el transporte  del virus a través de la barrera epitelial vía  
pIgR  (117),o por  medio de  citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos 
(ADCC Antibody-dependent cellular cytotoxicity) que conducen a la destrucción 
de las células infectadas locales (14,137). 

 
A través de estos resultados  se  observa la importancia de la ruta 

intranasal , para generar respuesta inmune  en mucosas distantes como lo es 
en vagina , generando principalmente  respuesta inmune de anticuerpos IgA , 
mas no así en la provocada por la inmunización intraperitoneal la cual  indujo 
menores niveles de IgA , pero mayores de IgG (Graf:4) asi se define que NALT 
es un sitio inductivo importante para la iniciación de las respuestas mucosales 
antigeno-específicas de IgG de IgA , así como inmunorespuestas CTL, en sitios 
mucosales y sistémicos, NALT funciona para maximizar la barrera 
inmunológica. El desarrollo de una vacuna  basada en la inducción en el NALT, 
que es uno de los componentes dominantes del tejido fino linfoide organizado, 
y contiene todas las células immunocompetentes que se requieren para la 
inducción de inmunorespuestas antigeno-especificas. Teniendo por lo tanto  un 
papel central en el desarrollo de una vacuna nasal. La vacunación nasal ha 
demostrado ser un régimen eficaz para el estímulo  del sistema inmune 
respiratorio, esta ruta de la inmunización mucosal puede generar 
inmunorespuestas antigeno-específicas humorales y  celulares, al aplicar dosis 
más pequeña del antígeno que en la vacunación oral, porque los antígenos no 
son expuestos a la degradación por las enzimas digestivas. 
(92,150,145,55,62,74). 

 
En este trabajo se examinó la utilidad de Cry-1Ac  como adyuvante para 

aumentar la respuesta inmune al peptido  r T1SP10   ya que en investigaciones 
anteriores indicaban que la protoxina Cry1Ac podría ser atractiva para su uso 
en vacunas sistémicas y de mucosas debido a las características que ha 
presentadó como inmunogeno y adyuvante de proteínas y polisacáridos 
(135,97). Además se había observado que la pCry1Ac in vitro era capaz de 
activar a linfocitos B y TCD4+ e incrementar la expresión de IL-2 e IFN-� en 
linfocitos provenientes del bazo y placas de Peyer.  Sin embargo los resultados 
obtenidos en el presente trabajo indican que ni Cry1Ac ni la CT que es 
considerada el mejor inmunógeno y adyuvante de mucosas, ejercieron efecto 
adyuvante alguno en las respuestas de anticuerpos hacia el péptido 
recombinante T1SP10MN(A).  

 



En este trabajo se coadministró el péptido con la toxina de cólera como 
adyuvante porque en varios trabajos se mostrado que es un potente adyuvante, 
aunque también hay algunos reportes en que al igual que lo encontrado por 
nosotros ha carecido de utilidad como adyuvante. (115). Aunque nosotros no 
observamos efecto adyuvante de CT , las formas descritas en que la toxina de 
cólera mejora la respuesta inmune son las siguientes: (a) incremento de la 
permeabilidad del epitelio intestinal que conduce una alta absorción del 
antígeno co-administrado;(b) aumento de la presentación del antígeno por una 
variedad de células; (c) promoción de la diferenciación del isótipo en células B 
que incrementan la formación de IgA; y (d) estimulación del complejo así como 
efectos inhibitorios sobre la proliferación de células T y la producción de 
citocinas. CT aumenta la presentación del antígeno por  células dendríticas 
(DC), macrófagos  y células B, CT ha mostrado regular la expresión de 
moléculas MHC/HLA-DR, CD80/B7.1 y CD86/B7.2 co-estimulando moléculas 
así como receptores de quimiocinas como CCR7 y CXCR4. Además, CT 
también induce la secreción de IL-1 desde DC; CT induce principalmente  
respuestas inmunes Th2  caracterizadas por células T+CD4 células que 
producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 y por la producción de IgA, IgG1 y anticuerpos 
IgE. (35,43, 60,83).  

 
El uso de adyuvantes es útil cuando se requiere incrementar la 

respuesta inmune hacia antígenos que no son inmunogénicos por si mismos, 
sin embargo cuando los antígenos son altamente inmunogénicos como es el 
caso de T1SP10MN(A), el uso de adyuvantes como CT o Cry1Ac no es útil, 
posiblemente porque parte de la respuesta inmune se dirige hacia adyuvante y 
otra parte hacia el inmunógeno.   

 
Por otra parte los resultados en los que se encontró una notable 

disminución de la respuesta inmune hacia el péptido al coadministrarlo con 
Cry1Ac, también podrían sugerir que Cry1Ac  pudiera estar creando tolerancia 
hacia el péptido. 

 
La tolerancia mucosal es un mecanismo por el cual el sistema 

inmunológico se abstiene de responder de una manera deletérea a antígenos 
inofensivos que entran en contacto a través de las superficies mucosales. La 
base inmunológica de este fenómeno no se entiende totalmente, pero por lo 
menos se han descrito tres mecanismos diferentes: (A) la ignorancia del 
antígeno por el sistema inmunológico; (b) delecion de células T que responden 
al antígeno ingerido; (c) la generación de células del T reguladoras que 
controlan y modulan abajo la respuesta inflamatoria (39), la inducción natural 
de tolerancia oral podría ser potencialmente útil como profiláctico o para  
tratamientos terapéuticos para las enfermedades inflamatorias. Sin embargo, 
se requieren adyuvantes para la inducción eficaz de inmunidad mucosal, que 
refuercen la tolerancia  mucosal para la aplicación de una inmunoterapia eficaz. 

 
   La inducción de tolerancia mucosal es antígeno-específica pero puede expresarse de 
una manera no específica (' 'by stander suppression') a través de citocinas supresoras 
producidas por células T reguladoras en el órgano inflamado, este acercamiento se ha utilizado 
para suprimir las respuestas inmunes contra los mismo-antígenos; sin embargo. Ha sido 
posible prevenir o retardar el ataque autoinmune en enfermedades experimentales en varios 
sistemas animales seleccionando autoantigenos o derivados de péptidos(56) ,en modelos de 



ratones de artritis autoinmune, 1 diabetes tipo 1, encefalitis autoinmune experimental, miastenia 
gravis, condritis autoinmune, uveitis autoinmune y tyroiditis  autoinmune. Todas las rutas de 
administración mucosal (intranasal, bucal, rectal, genital) son eficaces para inducir tolerancia, 
aunque  los grados varían. La dosificación, la ruta y frecuencia de administración del 
autoantigeno han demostrado ser cruciales. Considerando que las dosis bajas de antígenos 
administrados nasalmente favorecen la proliferación de células T reguladoras que producen IL-
10,  dosis bajas del antígeno administrados por la ruta oral promueven la activación de células 
CD8+ y CD4+  reguladas por  células  T  produciendo TGF-. Dosis grandes de antígenos 
parecen inducir  efectos alérgicos de células T+CD4, considerando que dosis altas pueden 
inducir su apoptosis; La absorción de péptidos  por la mucosa puede producir el 
desarrollo de inmunidad o tolerancia, o incluso ambos, la decisión se toma en 
el epitelio o en el tejido linfoide  subyacente y principalmente se determina por 
la naturaleza  físico-química del antígeno. La tolerancia puede transferirse por 
suero y células de los animales tolerados, posiblemente los anticuerpos 
humorales IgA, antígenos circulantes o fragmentos tolerogenicos y citocinas 
pueden actuar para conferir una la respuesta TH1 O TH2 de celulas T, se ha 
observado que la inducción de tolerancia sistémica a través de la mucosa 
depende de la barrera epitelial sugiriendo una función central. El papel de las 
células absorbentes del epitelio, como los enterocitos intestinales, en la 
inducción de tolerancia se ha subrayado por varios estudios (88,67). 

 
Los enterocitos del epitelio expresan moléculas co-estimulatorias como 

MHC clase1, las moléculas involucran en la presentación del antígeno a sub 
poblaciones de células T y formas anormales de moléculas MHC  clase II, 
activando selectivamente células T+CD8 supresoras y la presentación abortiva 
a células T+ CD4, se han mostrado que los enterocitos del epitelio producen 
citocinas, como IL-10 y TGF-p, eficaces para  suprimir la fase inductiva de 
respuestas mediadas por células T+CD4. Todos los tipos de APCs incluyendo 
DCs, macrófagos y células B, se presentan en los tejidos mucosales pero, 
debido a su heterogeneidad y de la dificultad de aislados puros subpoblaciones 
de APGs de los tejidos mucosales, su papel induciendo tolerancia no se ha 
elucidado todavía. Aunque las células B activadas y macrófagos del tejido son 
APCs poderosos para la memoria de las células Tb, la evidencia sugiere  que 
la no estimulación de células B por la presentación del antígeno resulta en la 
tolerancia de células T (38,41). 
 

La inducción de tolerancia sistémica se ha utilizado para suprimir las 
respuestas inmunes contra los mismos antígenos .Ha sido así posible retardar 
el ataque y disminuir la intensidad de las enfermedades autoinmunes 
experimentales en una variedad de sistemas animales por la inmunización 
mucosal de auto-antígenos en el intestinal,  o la mucosa respiratoria (por 
inmunización intranasal de antígenos), por ejemplo, la administración oral de 
colágeno tipo II   retarda el ataque de artritis autoinmune. (39) 

 
Para ser eficaces, los candidatos a vacunas de HIV deben ser capaces 

de generar respuestas inmunes celulares además de humorales. En este 
trabajo se analizaron únicamente las respuestas de anticuerpos hacia el 
péptido rT1SP10MN(A), para estudios futuros  se requiere caracterizar la 
respuesta inmune celular inducida ya que el péptido utilizado además del 
epítope para linfocitos B, incluye un epitope de linfocitos CD8+ y otro de 
linfocitos +CD4.  

 



La magnitud de las respuestas de los isotipos IgG e IgA dependió de la 
ruta usada y del sitio mucosal analizado. Nuestros datos indican que la ruta de 
inmunización intranasal  es eficiente para inducir respuestas inmunes 
sistémicas y en las mucosas. Varios estudios sugieren que la inmunización 
intranasal de antígenos es más potente que la inmunización vaginal, oral o 
rectal para inducir inmunorespuestas en la zona genital , y que la inmunización 
de i.p. induce respuestas vaginales más altas de IgG que por la inmunización 
vaginal directa (44,129). Esto se reafirma con los resultados encontrados  en 
los cuales la respuesta de IgG fue mayor en la inmunización i.p. (Graf.4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



CONCLUSIONES 

• El péptido recombinante  r T1SP10 es altamente inmunogénico a nivel sistémico y 

de mucosas  del intestino grueso y vagina. 

• Cry1Ac y CT no tuvieron efecto adyuvante en las respuestas de anticuerpos anti r 

T1SP10, ya que el péptido por si solo indujo iguales o mayores respuestas 

sistémicas y en mucosas.  

• La respuesta inmune inducida por r T1SP10 varía según la vía de administración 

utilizada y el sitio mucoso analizado, aportando evidencias sobre la regionalización 

del sistema inmune de mucosas. 

• Las inmunizaciónes intraperitoneal e intranasal de r T1SP10, resultaron eficaces 

para inducir altas respuestas de anticuerpos IgG anti-RT1SP10  en mucosas del 

tracto genital femenino. 

• Se encontró que la vía i.p fue en general más efectiva que la intranasal ya que 

promovió niveles más altos de anticuerpos específicos en suero y mucosa 

intestinal, excepto en la mucosa vaginal donde se obtuvieron  respuestas inmunes 

de IgA más altas por la vía intranasal.    
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