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RESUMEN. 

 

La variación antigénica es uno de los principales obstáculos para vacunas contra patógenos 

antigénicamente variables (PAVs). En este trabajo, se presenta el desarrollo de nuevos 

inmunógenos llamada Bibliotecas de Epítopos Variables (BEVs). Esta estrategia utiliza una mezcla 

de miles de variantes de un solo epítopo. Para el desarrollo de los experimentos, fue utilizado un 

epítopo inmuno-dominante de VIH (RGPGRAFVTI), el cual es reconocido por células T CD8+. Se 

construyeron inmunógenos en forma de ADN y fagos recombinantes que expresan variantes de este 

epítopo al reemplazar por aminoácidos al azar de 2 a 5 posiciones dentro de la secuencia original. 

Ensayos de proliferación celular y análisis por citometría de flujo revelaron que los grupos 

inmunizados con las BEVs desarrollaron una mejor respuesta celular reconociendo a más del 50% 

de las variantes en comparación con los grupos inmunizados con epítopo nominal. Esta respuesta 

celular resultó además, ser de larga duración. Después de 12 meses de la primera inmunización, las 

variantes fueron reconocidas y se indujo células T efectoras de memoria. Por otro lado, los ratones 

inmunizados por primera vez con el epítopo nominal y 8 ó 12 meses más tarde inmunizados con 

BEVs, no fueron capaces de reconocer las variantes. Estos datos dan una posible explicación al 

fracaso de los ensayos clínicos de vacunas contra el VIH y destacan el principal obstáculo en el 

desarrollo de vacunas dirigidas hacia otros PAVs y cáncer. Se sugieren que las BEVs pueden ser 

una plataforma confiable de vacunas contra la variabilidad antigénica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY. 

 

While the antigenic variability is the major obstacle for developing vaccines against antigenically 

variable pathogens (AVPs), we developed a novel variable epitope library (VEL)-based vaccine 

strategy, using immunogens carrying a mixture of thousands of variants of a single epitope. We 

used an immunodominant HIV-1-derived CD8+ cytotoxic T-lymphocyte (CTL) epitope as a model 

antigen to construct immunogens in the form of plasmid DNA and recombinant M13 

bacteriophages. We generated combinatorial libraries expressing epitope variants with random 

amino acid substitutions at 2–5 amino acid positions within the epitope. Mice immunized with these 

immunogens developed epitope-specific CD8+ IFN-γ+ T-cell responses that recognized more than 

50% of heavily mutated variants of wild-type epitope, as demonstrated in T-cell proliferation assays 

and FACS analysis. Strikingly, these potent and broad epitope-specific immune responses were 

long lasting: after 12 months of priming, epitope variants were recognized by CD8+ cells and 

effector memory T cells were induced. In addition, the mice primed with wild-type epitope and 8 or 

12 months later immunized with VELs, were not able to recognize variant epitopes efficiently. 

These data may give a mechanistic explanation for the failure of recent HIV vaccine trials as well as 

highlight specific hurdles in current molecular vaccine efforts targeting other important 

antigenically variable pathogens and diseases. These findings suggest that the VEL-based strategy 

for immunogen construction can be used as a reliable technological platform for the generation of 

vaccines against AVPs and contribute to better understanding complex host–pathogen interactions  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABREVIATURAS. 

 

ADN   Ácido desoxirribonucleico. 

ARN  Ácido ribonucleico. 

E. coli  Escherichia coli. 

LTNP   Long term non progresors, no progresores, progresores lentos. 

LTR  Long terminal repeat. 

SIDA  Síndrome de Inmuno Deficiencia Adquirida. 

VIH  Virus de la Inmuno Deficiencia Humana. 

VIS  Virus de la Inmuno Deficiencia de Simio. 

IFN-γ  Interferón gamma. 

LTCs  Linfocitos T citotóxicos. 

RCT  Receptor de Células T. 

RDC  Región determinante de complementariedad. 

CPH  Complejo principal de histocompatibilidad. 

CPA  Célula presentadora de antígeno. 

PAVs  Patógenos antigénicamente variables. 

BEVs  Biblioteca de epítopos variables. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

Se ha estimado que 33.4 millones de personas viven con el Virus de la Inmunodeficiencia 

Humana (VIH), en el curso del año 2008 aproximadamente 2.7 millones de personas resultaron 

infectadas y 2 millones perdieron la vida a causa del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

(SIDA). El área del Sub-Sahara en África, prevalece como la región más afectada por el VIH; 

actualmente representa el 67% de los casos mundiales, en esa región se generan el 68% de las 

nuevas infecciones en adultos, así como, el 91% de casos en niños. También esta región representa 

el 72% de las muertes relacionadas con SIDA en el mundo. Debido a esto, la infección por VIH se 

ha convertido en una epidemia de importancia global (UNAIDS informe sobre la epidemia mundial 

de SIDA, 2009. http://www.unaids.org/).  

 Los intentos hasta hoy descritos para el desarrollo de vacunas no han generado resultados y 

no existe grandes expectativas para el desarrollo de una vacuna importante durante  la próxima 

década. Uno de los principales obstáculos para el desarrollo de una vacuna eficaz ha sido la 

variabilidad antigénica del virus, el VIH presenta una capacidad de mutación muy importante lo que 

le confiere gran resistencia y capacidad de adaptación al huésped. Hasta hoy las vacunas no 

incluyen en su diseño un esquema el fenómeno de la variabilidad antigénica del virus, por lo que 

posiblemente las vacunas actuales esta condenadas al fracaso. 

En el presente trabajo, nosotros proponemos la utilización de bibliotecas de epítopos 

variables (BEVs) en base de un epítopo inmuno-dominante del VIH llamado L (RGPGRAFVTI). 

Esta biblioteca presenta de característica esencial, el tratar de imitar la variabilidad antigénica del 

VIH. Esta biblioteca presenta 5 posiciones degeneradas donde puede existir cualquiera de los 20 

aminoácidos naturales. La administración simultánea de variantes (BEVs) en modelo murino 

permitió la estimulación y reconocimiento de variantes individuales del epítopo nominal L; además, 

de permitir la generación de una respuesta de linfocitos T CD8+ productores de IFN-γ. Esta 

respuesta fue dependiente de la complejidad de aminoácidos mutados en el inmunógeno. Por otro 

lado, la administración de BEVs permitió la generación de memoria de largo plazo en los ratones 

inmunizados, llegando a detectar LTCs específicos contra variantes hasta 8 meses después de una 

sola administración del inmunógeno. Un fenómeno interesante abordado durante el curso del 

presente trabajo fue la generación de interferencia inmunológica por la administración primaria de 

antígenos nominal y posteriormente la administración de BEVs. Este fenómeno, ya descrito 

previamente mas no a nivel de epítopos fue llamado pecado original antigénico. 
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Así pues, esta es la primera vez que se describe la utilización de variantes de un epítopo 

para su administración como inmunógenos para estimular una respuesta inmune celular amplia y 

diversa que permita el reconocimiento de variantes, permitiendo ir un paso adelante de lo que 

pudiera el virus establecer durante un proceso de infección. 
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ANTECEDENTES. 

 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana: Descubrimiento y posible origen.  

  En 1983, Barré-Sinoussi, Cherman, Montagnier y asociados en el Instituto Pasteur en 

Francia, aislaron un virus de un paciente con síndrome de linfo-adenopatía (LAS) persistente que 

contenía la proteína transcriptasa reversa [1] lo que hizo pensar que este virus estaba asociado con 

el SIDA, pero no se logró un resultado concluyente en este estudio. Se planteó la posibilidad de que 

este virus fuera un miembro de los virus de leucemia de células T (HTLV), esta conclusión se 

planteó cuando Gallo R y colaboradores aislaron un virus de HTLV de individuos con SIDA [2]. 

Pero se plantearon dudas debido a que este grupo de virus (HTLV) inmortalizaban las células 

CD4+, lo cual no explicaba como los individuos con SIDA presentaban niveles menores de los 

normales de estas células. Estudios posteriores de Montagnier y colaboradores demostraron que la 

enfermedad del SIDA era posiblemente causada por otro agente viral parecido a HTLV al que 

llamaron LAV (virus linfo-adenopático asociado) ya que ambos infectaban células T CD4+, pero la 

característica diferencial de ambos agentes es que HTLV inmortaliza las células y LAV las destruía 

[3]. En 1984 Gallo y colaboradores aislaron un nuevo tipo de virus y le asignaron el nombre de 

HTLV-III, este presentaba las mismas características de virus aislado por Montagnier [4]; más tarde 

Levy y colaboradores aislaron de grupos de alto riesgo un retrovirus al que llamaron virus asociado 

a SIDA (ARV), este presentaba reacción cruzada con los virus aislados por Montagnier y además 

destruía células CD4+ [5]. En 1986 el Comité Internacional de Taxonomía de Virus reunió la 

información de los tres aislados (LAV, HTLV-III y ARV) para asignarle un nombre y darlo a 

conocer a la sociedad como un nuevo virus al que se llamó Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

(VIH).  

Las hipótesis sobre el origen del VIH son variadas, una de las hipótesis más aceptadas es 

que el virus fue transferido de los primates a humanos, esto debido a una conexión entre el virus de 

inmunodefiencia de simio (VIS) y VIH tipo 2. Las evidencias surgen de la aparición de una cepa de 

VIS con homología a VIH-2 en un individuo en Liberia [6], además de la relación estrecha entre la 

secuencia de ADN de aislados de VIS en África y VIH-2 [7;8].  

 

Organización genómica y estructura.  

El genoma de VIH está compuesto por 2 cadenas de ARN positivo de peso aproximado de 

9.8 kilobases (kb) el cual se encuentra empacado dentro del virus. Este genoma codifica 9 marcos 

de lectura, 3 de los cuales codifican para las proteínas Gag, Pol y Env quienes, mediante proteólisis 

y procesamiento, conforman la parte estructural del virus. El genoma del virus además codifica para 
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6 proteínas accesorias que están involucradas en la función reguladora de la generación y 

supervivencia del virus en la célula hospedera [9].  

El transcrito primario, después de la integración del genoma del virus a la célula huésped, 

es un ARN mensajero completo que codifica a un precursor completo de Gag-Pol. Este precursor es 

procesado por la enzima proteasa del virus. El precursor Gag es una poli proteína que se ensambla a 

sí misma en la membrana de la célula formando un virión inmaduro. De la proteína Gag, por 

procesamiento, se obtienen las proteínas de matriz  (MA), cápside (CA), núcleo-cápside (NC) y la 

proteína p6. Por otro lado, del precursor Pol se obtienen las proteínas con actividad enzimática 

como la proteasa (PR), la transcriptasa reversa (RT) y la integrasa (IN) que le permiten al virus 

formar ADNc, integrar su genoma al ADN de la célula huésped y procesar los productos de la 

expresión de estos genes. El gen env expresa un precursor de 160 kDa el cual es procesado por 

proteasas de la célula huésped en 2 proteínas importantes: gp120 y gp41, ambas de importancia en 

el ciclo de vida del virus debido a que interactúan con los receptores en las células y así permiten la 

entrada del virus [9].  

 

Proteínas estructurales.  

Precursor Gag. 

El precursor Gag p55 es procesado por la enzima proteasa codificada por el virus, los 

productos de este procesamiento son la proteína MA y la proteína CA; esta última genera la 

estructura tipo cónica del virus y contiene a las dos cadenas de ARN genómico [9]. El precursor 

Gag p55 contiene 3 dominios funcionales: el dominio de unión a membrana (M), el dominio de 

interacción Gag-Gag y el dominio tardío. En particular, el dominio M está localizado en la región 

N-terminal de MA y consiste, en su mayoría, de aminoácidos básicos; presenta también 

aminoácidos miristilados los cuales sirven de anclaje y estabilización de la membrana lipídica [9].  

 

Precursor Env. 

El VIH es un virus que presenta una membrana plasmática como envoltura, en donde se 

encuentran insertadas proteínas tanto de la célula que infectó como proteínas que son importantes 

para su ciclo de infección: las proteínas gp120 y gp41, moléculas altamente glicosiladas que son 

utilizadas por el virus para entrar en la célula mediante su interacción con la molécula CD4 y otros 

receptores celulares [10].  

Las proteínas de envoltura son inicialmente sintetizadas como un precursor de 160 kDa el 

cual es procesado por la enzima celular furina o enzima parecida a furina [11]. La proteína gp120 o 

de superficie (SU) es una molécula altamente glicosilada, se estima que el 50% del total del peso de 
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la proteína son residuos de carbohidratos, esta proteína no presenta dominios transmembranales y es 

mantenida en la superficie mediante interacciones proteína-proteína con la molécula gp41[12;13].  

La conformación tomada por gp120 le permite la formación de trímeros en la superficie. 

Esta proteína está conformada por 5 regiones constantes (C1-C5) intercaladas con 5 regiones 

variables (V1-V5), la región C-terminal de la porción conservada C4 es la responsable de la 

interacción con la región D1 de la molécula CD4, esta interacción es un paso importante para la 

entrada del virus a la célula [9]. Las regiones variables de gp120 con excepción de V5 están 

formando loops estabilizados por puentes disulfuro [10]. La proteína gp41 es una molécula 

transmembranal localizada en la membrana del virus, su función es mediar la fusión entre la 

membrana viral y la membrana celular después de la unión del gp120 al receptor de la célula [14]. 

Esta proteína está compuesta de un ecto-dominio N-terminal, un dominio transmembranal y un 

segmento intraviral C-terminal que interacciona con la proteína TM derivada de Gag [9]. El 

dominio N-terminal o también llamado péptido de fusión es un segmento que inicia la fusión de las 

membranas y permite la entrada del virus a la célula; este péptido es hidrofóbico además de ser rico 

en glicinas [9].  

Otras proteínas importantes del virus son descritas brevemente en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Proteínas de VIH y su función (Adaptada de Turner et al, 1999). 

Proteína Tamaño (kDa) Función 

Gag p24(p25) Cápside (CA) proteína estructural. Ensamblaje 

de la partícula viral e infectividad. 

 p17 Matriz (MA) proteína miristilada. Estabiliza la 

incorporación de las proteínas Env en los 

viriones maduros. 

 p6 Participa en gemación. 

 p7 Proteína de la nucleocápside (NC); ayuda en la 

transcripción reversa. 

Polimerasa (Pol) p66, p51 Transcriptasa reversa (RT); RNAsa H dentro 

del core. 

Proteasa (PR) p10 Procesamiento post-traduccional de proteínas 

virales. 

Integrasa (IN) p32 Integra el ADNc viral en el ADN celular. 

Envoltura (ENV) gp120 Proteína de superficie (SU). Interacción con 

receptores de la célula al momento de iniciarse 

la entrada del virus.  

 gp41 Proteína transmembranal (TM). Media la 

fusión de la membrana viral con la celular 

después de la interacción con ENV. 

Tat p14 Transactivación. Permite la elongación 

eficiente durante la transcripción. 

Rev p19 Regula la expresión viral del ARNm. 

Nef p27 Puede incrementar o decrecer la replicación 

viral. 

Vif p23 Incrementa la infectividad del virus y la 

transmisión célula: célula; ayuda en la síntesis 

de ADN proviral y/o al ensamblaje. 

Vpr  p15 Ayuda en la replicación viral y en la 

transactivación. 

Vpu p16 Ayuda en la liberación viral; rompe los 

complejos gp120/CD4. 

Vpx p15 Ayuda a la infectividad. 
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Ciclo de replicación viral.  

 

Fase temprana.  

El VIH se une específicamente a través de la  molécula gp120 a la molécula CD4 [10;13]. 

La región de gp120 responsable de la interacción está localizada en los dominios conservados C3 y 

C4, las cuales interactúan con la región D1 de la molécula CD4 [10]. Este evento no es suficiente 

para la entrada del virus a la célula ya que es necesario que la región V3 de gp120 realice una 

interacción adicional con una molécula que funcionará como co-receptor; es en este punto donde se 

clasifican los virus según el co-receptor que utilicen y dependerá de la secuencia del loop V3 de 

gp120: los virus con tropismo a macrófagos utilizan el receptor de quimiocinas CCR5 y no son 

formadores de sincisios, en cambio, los virus que utilizan el receptor de quimiocinas CXCR4 

infectan células T y estos virus son formadores de sincisios celulares [14].  

La unión de la región C4 (gp120) con la región D1 (CD4) provoca un cambio de 

conformación, éste permite que la región V3 interaccione con el co-receptor provocando un nuevo 

cambio en gp120 que expone el ecto-dominio de gp41, esta molécula contiene una región 

hidrofóbica, también llamado “péptido de fusión” el cual es insertado en la membrana celular. Esta 

serie de eventos permite la fusión de la membrana tanto viral como celular y la entrada del virus a la 

célula [11]; una vez que la partícula viral entra al citoplasma de la célula, ocurre la salida del 

material contenido dentro del virus (uncoating). La transcriptasa reversa inicia la síntesis del ADN 

complementario utilizando como templado el ARN viral. El ADN viral recién sintetizado es 

transportado al núcleo por el complejo de pre integración el cual contiene la enzima IN además de 

proteínas accesorias como Vpr. Una vez dentro del núcleo la enzima integrasa comienza la 

integración de ADN viral dentro del genoma de la célula huésped. La enzima integrasa elimina 

algunos nucleótidos del extremo 3’ de ambas cadenas lo que genera extremos cohesivos, esta 

misma enzima realiza cortes en el ADN genómico de la célula y por una reacción de transferencia 

de cadenas se unen los extremos del ADN viral con el ADN cromosómico; las enzimas celulares 

reparan cualquier daño que se presentara en este proceso [11].  

 

 Fase tardía.  

La fase tardía del ciclo de infección inicia con la expresión de ARNs de diferentes tipos 

como: a) ARN sin procesar, los cuales codifican precursores como Gag/Pol además de ser 

utilizados como ARN viral que será empacado en nuevas partículas, b) ARNs parcialmente 

procesados que codifican al precursor Env y las proteínas accesorias Vif, Vpu y Vpr y por último c) 

los ARNs con procesamiento múltiple que codifican proteínas como Rev, Tat y Nef, estas últimas 
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de expresión temprana. Después de la síntesis de las proteínas, estas son transportadas a la 

membrana de la célula donde son reclutadas por una proteína llamada Pr55Gag, esta proteína 

contiene sitios blanco de anclaje a la membrana celular además de permitir la interacción de las 

proteínas Gag, encapsular el ARN viral, asociar las glico-proteínas Env y estimular el 

desprendimiento del virus de la membrana celular [11;14].  

 

VIH y su interacción con el sistema inmunológico. 

El síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es caracterizado por la pérdida 

progresiva de células CD4+ el cual finaliza con la inmunodeficiencia [15]. Previamente, se creía en 

la hipótesis de una pérdida lenta y progresiva de este tipo de células a través del curso de la 

infección (1% diario) en fase crónica y el 20% en fase aguda [16], pero se ha reportado que durante 

la etapa aguda de la infección existe una caída de cerca del 60% al pico de esta fase (día 10) del 

total de células CD4+ presentes en lamina propia del intestino de monos [17;18], por lo que se 

genera una nueva visión sobre el desarrollo de la infección en esta etapa. Los mecanismos 

involucrados con la desaparición de estas células parecen estar mediados por citotoxicidad causada 

por el virus o lisis dependiente de células T, se calcula que el 20% de la depleción celular es 

causada directamente por la infección. Otro mecanismo de depleción celular que se ha considerado 

es la apoptosis mediada por el ligando Fas inducida por la proteína de envoltura Env del virus [19].  

Un elemento importante de la respuesta inmune contra la infección son las célula T; que 

involucra la activación de células CD4+ cooperadoras (T helper cells) y Linfocitos T citotóxicos 

(LTCs) CD8+. La activación de células CD4+ es resultado de la interacción del receptor de células 

T (RCT) con un antígeno procesado en endosomas y presentado en contexto del complejo principal 

de histocompatibilidad clase II (CPH II), por una célula presentadora de antígeno (CPA) [11]. Una 

vez activada una célula CD4+, secreta citocinas que a su vez activan otras poblaciones celulares 

como las células CD8+ (IL-2 y IFN-γ) y células B secretoras de anticuerpos (IL-4, IL-5, IL-6, IL-

10). Por otro lado, la activación de LTCs proviene de la interacción del RCT con un antígeno 

procesado en citosol y presentado en contexto del complejo principal de histocompatibilidad  clase I 

(CPH I) por una CPA [11]. La célula activada tiene un efecto citotóxico sobre aquellas células que 

presentan el antígeno que las activó, identificándolas y secretando enzimas como perforinas y 

granzimas, las cuales destruyen la célula blanco. Otra propiedad de una célula T citotóxica activada 

es la secreción de algunas moléculas las cuales tienen efectos antivirales como interferón gamma 

(IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) [11].  
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Importancia de la respuesta inmune celular en la contención de la carga viral.  

La importancia de la respuesta inmune celular radica en que es un medio de reducción 

importante de la carga viral en el organismo y contención de la aparición de SIDA [20]. Las 

evidencias existentes sobre el papel de LTCs en la contención del virus son: la disminución de la 

carga viral en la fase aguda de la infección correlaciona con la aparición de LTCs específicos para 

epítopos de VIH; segundo, LTCs tomadas de pacientes infectados con VIH inhiben la replicación 

viral en cultivos de células CD4+ infectadas in vitro [21].  

Jin y colaboradores demostraron la importancia de los LTCs en la contención de la carga 

viral utilizando como modelo macacos infectados con VIS. Mediante depleción celular utilizando 

un anticuerpo anti-CD8 se logró la reducción de las células CD8+ en un 99%; al mismo tiempo se 

midió la carga viral en plasma demostrando un incremento de esta de 1 a 3 órdenes de magnitud en 

los 5 monos estudiados [20]. En humanos se ha demostrado que las células CD8+ específicas contra 

epítopos derivados de proteínas de VIH son importantes en la contención de la carga viral. Borrow 

P y colaboradores demostraron la aparición de LTCs específicos contra proteínas derivadas de VIH 

como Env, Gag, Pol, Nef y Tat en pacientes en fase aguda de infección. Los pacientes que 

mostraron mayor actividad LTC contra estas proteínas alcanzaron una reducción de la carga viral en 

comparación con un paciente que no generó una respuesta activa importante sugiriendo la 

importancia de la aparición de LTCs específicos en la contención de la carga viral [22].  

La infección crónica por VIH está asociada a una respuesta mono-funcional caracterizada 

por una baja frecuencia y/o diversidad de células T CD4+ y CD8+ que secretan IFN-γ, en contraste 

con infecciones ocasionadas por EBV (Epstein-Barr Virus), CMV (Citomegalovirus) y pacientes 

progresores lentos infectados por VIH que son caracterizados por una respuesta poli-funcional y de 

alta frecuencia de células T CD8+ y CD4+ [23]. El estudio de una cohorte de 10 individuos 

infectados por más de una década y que presentaban cargas normales de células CD4+ (progresores 

lentos), mostró que los 10 individuos infectados presentaban una fuerte actividad  mediada por 

LTCs en comparación con una respuesta débil de anticuerpos neutralizantes [24], lo que indicaría 

que la actividad de los LTCs específicos para VIH es en parte responsable en la progresión lenta de 

la infección en los individuos estudiados [25]. La limitación de la carga viral in vivo no solo es 

resultado de la lisis de células infectadas por LTCs específicos [26], también se ha reportado que las 

células T CD8+ y CD4+ activadas tienen la capacidad de secretar quimiocinas como MIP-1α, MIP-

1ß y RANTES, las cuales inhiben la entrada del virus mediante competencia por el co-receptor de 

quimiocinas CCR5 y CXCR4 de células T CD4+ y macrófagos, respectivamente [11].  
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Vectores de expresión.  

La importancia de la protección mediada por células T durante el curso de la infección por 

VIH ha sido demostrada por diferentes experimentos como se describió anteriormente. Bajo este 

criterio se han desarrollado diferentes inmunógenos que permiten la generación de una respuesta 

inmune celular específica contra proteínas virales de VIH [27]. Actualmente se encuentran en curso 

ensayos clínicos en diferentes fases, la mayoría de estas pruebas se encuentran en fase I y II. Dentro 

de los prototipos de vacunas que se han desarrollado y se están probando se encuentran las vacunas 

de ADN plasmídico, vaccinia virus ankara modificado, canarypox virus, fowlpox y vectores adeno-

virales, más recientemente se ha incluido adeno-asociados virales, virus de encefalitis equina y lipo-

péptidos derivados de la proteína gp120 [28].   

 

Vacunas de ADN.  

La importancia de esta estrategia radica en que imitan a las vacunas vivas atenuadas pero 

sin el riesgo patogénico que esto implica [29]. Genes procedentes del virus pueden ser introducidos 

en estos vectores y a su vez eliminar aquellas proteínas virales que representan un riesgo para el 

individuo [29;30]. Una consideración importante en el uso de estas vacunas es que tienen la 

capacidad de inducir una respuesta celular CD4+/CD8+ específica contra las proteínas que expresa 

el vector. Así pues, se pueden insertar genes de proteínas completas como en el caso del gen 

gag/pol y env de VIH o solamente utilizar epítopos LTCs definidos derivados de estas proteínas 

[31-33]. Este tipo de vacunas han sido ampliamente examinadas en macacos como modelo de SIDA 

y se ha encontrado que su administración tanto sola como en combinación con proteínas virales 

recombinantes puede proveer una protección parcial contra el reto con virus homólogos [34]. La 

importancia de estos ensayos es que estas vacunas pueden aminorar la depleción de células CD4+ y 

en consecuencia la aparición de SIDA, la desventaja más importante en que no son tan potentes en 

humanos además, de que se requieren grandes cantidades para realizar una inmunización [29].   

 

Despliegue en Fagos. 

La tecnología de despliegue en fagos es una técnica de expresión de moléculas en 

bacteriófagos, en la cual un péptido o proteína es fusionada genéticamente a una de las proteínas de 

superficie de un bacteriófago o fago filamentoso, desplegando el péptidos/proteína de interés en la 

superficie del fago [35].
 

 

El fago M13 es comúnmente utilizado en esta metodología, éste mide 6.5 nm de diámetro y 

930 nm de longitud, su masa total está constituida por un 87% de proteína, posee un genoma de 
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ADN de cadena sencilla (ADNss) empaquetado en un cilindro de proteínas en las cuales se 

incluyen: pIII, pV, pVI, pVII, pVIII y pIX [35]. 

 

Las ventajas del uso de esta metodología son las siguientes: 

1. La manipulación in vitro de los fagos es sencilla, rápida y de bajo costo, por lo que permite 

la generación de una gran cantidad de la proteína de interés. 

2. A diferencia de los fagos líticos, el fago M13 no lisan a sus hospederos dando gran ventaja 

al proceso de obtención y purificación de las partículas virales. 

3. La fusión genética de las proteínas de interés al genoma del fago, da la ventaja de poder 

extraer la cadena sencilla de ADN de éste y conocer la secuencia de la proteína fusionada. 

4. Se ha comprobado que el fago por sí mismo es un potente inmunógeno por lo que no es 

necesario el uso de adyuvantes al inmunizar [36].
 

5. Nuestro grupo de trabajo conoce y domina la técnica, la cual ha sido utilizada en múltiples 

trabajos publicados [37-39]. 

 

Esta tecnología ha sido empleada en el estudio del VIH/SIDA para el mapeo de anticuerpos 

monoclonales anti-VIH, evaluaciones inmunogénicas de gp120, así como en la búsqueda de 

epítopos/mimótopos reconocidos por sueros policlonales de pacientes infectados [35;40;41]; en el 

presente trabajo, se reporta por primera vez la utilización de este tipo de bacteriófagos y su 

utilización como antígenos en ensayos de estimulación celular 
 

 

Mecanismos de escape de VIH del sistema inmune.  

Uno de los principales problemas que se han encontrado durante los ensayos de vacunas 

terapéuticas y/o preventivas es la variabilidad antigénica de los epítopos de VIH/VIS que resulta en 

escape a la respuesta de LTCs [42;43]. Se ha reportado que la tasa de mutación del virus es de 10
-5

 

por base por generación, si se toma en cuenta que el genoma del virus es de aproximadamente 10
4
 

pares de bases y que se ha encontrado que se generan 10
9
-10

10
 partículas virales cada día, 

obtendríamos 10
8
 mutantes diarias; aunado a esto se ha descrito que la posibilidad de 

recombinación por dos o más virus se puede llevar a cabo dentro de la célula huésped lo que puede 

ser una causa inmediata de generación de un mosaico de virus [44]. Por lo tanto el sistema inmune 

es retado cada día con esta cantidad de partículas virales; cabe destacar que la mayoría de estas 

partículas virales generadas no son viables para infectar nuevas células [28].  
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Escape por recombinación viral.  

La recombinación es una de las mayores fuentes de heterogeneidad genética de las 

poblaciones del virus de la inmunodeficiencia humana [45]. Se ha reportado que una célula 

infectada puede tener de 1 a 8 pro-virus diferentes contribuyendo con una copia cada uno[46;47]. 

Esto implica que las mutaciones puntuales y la recombinación son mecanismos importantes en la 

evolución del virus en el huésped [48]. Este proceso contribuye en la resistencia a drogas antivirales 

[49], la variación antigénica del virus y la generación de nuevos subtipos de virus que aparecen en 

la población, entre otros [45].   

 

Escape por mutaciones puntuales.  

Las mutaciones puntuales generadas por el virus también son una fuente importante de 

variabilidad en las poblaciones del virus en el individuo infectado. Como ya se ha comentando 

previamente la tasa de mutación de los retrovirus se ha calculado en un rango de 10
-3

 a 10
-5

 

sustituciones por nucleótido copiado. La tasa de mutación de VIH se ha calculado en 8.5 x 10
-5

 

mutaciones por base por ciclo de replicación. Las causas de esta tasa de mutación son: la baja 

fidelidad de la transcriptasa reversa de ARN comparadas con las ADN polimerasas virales. 

Segundo, la carencia de un sistema de corrección de lectura 3’-5’ [50] lo que provoca mutaciones 

dentro de los epítopos reconocidos por moléculas del sistema inmune y también en las regiones 

alrededor del epítopo que a su vez afecta el procesamiento correcto del epítopo.  

  

Otros mecanismos de escape de VIH a la respuesta inmunológica.  

Otro mecanismo que se ha relacionado con el escape del virus es la eliminacion de células 

antígeno especificas CD4+ y CD8+; reportes indican que el continuo reto del virus por la 

generación de nuevas variantes generan una desaparición exhaustiva de LTCs que previamente 

proliferaron para contener la fase aguda de la infección [51]. Los mecanismos implicados en esta 

depleción celular son: formación de sincisios celulares, acumulación de ADN/ARN no integrado, 

cambios en la membrana por la salida de partículas virales, degradación del ARNm de la célula, 

destrucción de la célula por la respuesta celular generada, entre otros [19].   

 

Efectos de la variación antigénica viral sobre el sistema inmune.  

Las células CD4 una vez infectadas por VIH inician la presentación de epítopos derivados 

de las proteínas virales en sus respectivos CPHs, esta presentación del epítopo genera una 

activación de células T específicas CD4+ y CD8+. Los LTCs específicos eliminan aquellas células 

que presenten este epítopo en su superficie mediante su reconocimiento por el RCT, pero en caso de 
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que el epítopo presente una mutación puntual puede dar lugar al no reconocimiento y en 

consecuencia la no eliminación de la célula infectada por los LTCs activados previamente con el 

epítopo silvestre [52]. Las primeras evidencias de escape relacionado con epítopos de células T 

fueron encontradas en ratón transgénico de RCT específico para un epítopo derivado del virus de 

coriomeningitis linfocítica (LCMV); este experimento demostró que el escape del virus al 

reconocimiento por LTCs es causado por la mutación del epítopo, lo que generaba un incremento en 

la carga viral [16]. Phillips RE y colaboradores en 1991 demostraron el mismo proceso en pacientes 

infectados por VIH, de pacientes se aislaron LTCs específicos de la proteína Gag y las utilizaron 

para realizar ensayos de lisis específica utilizando péptidos derivados de la misma proteína; 

paralelamente realizaron secuenciaciones longitudinales para observar la variación de Gag dentro 

de la población viral con respecto al tiempo. Ellos concluyeron que la acumulación de mutaciones 

en epítopos del virus específico de células T pudiera proveer un mecanismo de escape y la no 

contención de la carga viral [53]. Price DA y colaboradores (1997) reportaron la selección positiva 

de una mutación de escape de LTC derivado del epítopo Nef en un paciente que presentaba sero-

conversión reciente; esta mutación se confinó al epítopo además de presentarse justo cuando se 

estaba ejerciendo una fuerte actividad citotóxica mediada por LTCs. Péptidos diseñados en base a la 

secuencia mutante de este virus no presentaban reconocimiento por LTCs del mismo individuo lo 

que indicaba que las LTCs especificas del virus pudieran estar ejerciendo una presión de selección 

de la población de virus mutantes en el individuo infectado [54].  

Goulder PJ y colaboradores (2001) reportaron la transmisión de una mutación en un epítopo 

inmuno-dominante restringido a HLA-B27. En este trabajo analizaron la transmisión de una madre 

infectada a su hijo de un epítopo derivado de la proteína Gag restringido a HLA-B27, y el análisis 

del epítopo derivado de VIH de la madre demostró que presentaba un cambio de aminoácido en la 

posición 2 (Arg→Thr) relacionado con el aminoácido de anclaje a HLA-B27. Además de demostrar 

que el epítopo que presentaba la mutación no inducía activación de LTCs como lo hacia el epítopo 

original no mutado (nominal), el análisis del epítopo en el hijo demostró la presencia de la misma 

mutación en la misma posición y, en consecuencia, que este no respondía al mismo. Este epítopo 

con el paso del tiempo no revirtió al tipo silvestre por lo que esta mutación se fijó en la población 

viral del infante [55]. Una conclusión importante es que las mutaciones de escape asociadas con la 

supresión de la carga viral tienden a acumularse dentro de la población viral, además, pueden ser 

transmisibles en individuos y no se revierte esta mutación mientras exista una presión de selección 

constante; tal y como lo demostró Barouch DH y colaboradores (2005) donde la presión de 

selección ejercida por LTCs sobre un epítopo denominado p11 (181CTPYDINQM189), derivado 

del Virus de Inmunodeficiencia de Simio, restringido al alelo de CPH I Mamu-A*01 de macacos, 
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este alelo seleccionó mutaciones en la posición 2 (Thr/Ile/Ser/Ala) del epítopo; al infectar macacos 

Mamu-A*01 negativos con el virus mutante el epítopo revirtió la mutación al epítopo original [56]. 

Esto indica que mientras exista presión de selección sobre determinado epítopo este mantendrá las 

mutaciones puntuales que se reflejaran en el mantenimiento de la población viral. A nivel evolutivo, 

las poblaciones virales conservan estas mutaciones cuando encuentran presión de selección, la 

transmisión de estas mutaciones son conservadas hasta que exista una nueva presión de selección 

que lo revierta o se genere una nueva variante como se ha demostrado a nivel poblacional de 

individuos infectados [57].  

 

Los efectos más importantes de la variación antigénica viral sobre el sistema inmune son:  

 

1. Linfocitos T citotóxicos (LTCs) activados con un epítopo determinado no eliminan células 

infectadas que presentan en contexto de CPH I epítopos variantes en la mayoría de los casos y 

una eventual vacuna basada en secuencias conservadas no funcionaria debido a este mecanismo 

de evasión inmunológica conocido como pecado original antigénico [34;58].  

2. Existen procesos de anergia y generación de tolerancia en linfocitos T citotóxicos debido a la 

incorrecta estimulación durante el contacto con una célula presentadora de antígeno [59;60].  

3. Las células T CD8+ presentan disfunciones en la actividad citolítica en especial en la secreción 

de granzimas y perforina debido a una activación deficiente [60].  
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JUSTIFICACIÓN. 

La variabilidad antigénica del virus evita el correcto procesamiento, presentación y 

reconocimiento de epítopos reconocidos por LTCs; la utilización de inmunógenos no variables (o 

nominales) no permitiría la inducción de una respuesta amplia de células T contra variantes y como 

consecuencia fracasaría en contener la carga viral y/o un proceso de infección; además, 

imposibilitaría su uso en población abierta debido a la diversidad genética de los CPHs. En trabajos 

previos reportado por Meyer y Torres, la inmunización de ratones con un epítopo de célula T en 

forma de péptidos sintéticos derivados de la región V3, con base en secuencias reportadas en bases 

de datos, generaron una respuesta de células T CD4+ ayudadoras y LTCs especificas, además de 

demostrar la habilidad de inducir respuesta en ratones con diferentes CPH [61;62], estos péptidos 

representaban la variabilidad in vivo de aislados virales. La inmunización con inmunógenos 

variantes permite evitar el antagonismo que induce la inmunización con un epítopo y el no 

reconocimiento del mismo inmunógeno cuando presenta mutaciones, lo que se ha llamado como 

“pecado original antigénico”. Este proceso se ha demostrado durante la infección por VIH [63] y 

más detallado en condiciones experimentales con el virus de linfocoriomeningitis linfocítica 

(LCMV) [64]. Trabajos recientes indican que la utilización de ambos inmunógenos (tanto el 

nominal como el mutado) pueden inducir una respuesta de tipo celular simultanea [65], ya que 

como se ha reportado en trabajos de Singh RAK y colaboradores (2002), la co-inmunización, con 

un epítopo derivado de OVA tanto nominal como mutante, en ratones transgénicos con RCT 

específico para OVA, induce un reconocimiento simultaneo para ambos epítopos; contrario a lo que 

sucede cuando se inmuniza con uno (ya sea el nominal o el mutante) y seguido de la inmunización 

del otro epítopo donde no existe un reconocimiento dando a lugar a lo descrito sobre el pecado 

antigénico [66].  

Allen TM y colaboradores reportaron un estudio donde, estudiando pacientes infectados 

con VIH por más de 6 años, uno de ellos desarrolló respuesta epítopo específica contra un epítopo 

derivado de la proteína Gag (349ACQGVGGPGHK359); esta respuesta fue medida por ELISPOT 

longitudinalmente. Aproximadamente al día 730 mediante secuenciación de clonas virales del 

individuo se observó la aparición de un reemplazo de Gly por Ser en la posición 357 del epítopo, al 

día 1460 se observó que esta mutación se había fijado en la población viral del individuo; células 

aisladas en este tiempo no demostraron algún tipo de estimulación contra el péptido variante. 

Siguiendo el análisis longitudinal se encontró al día 1825 la aparición de un nuevo tipo de respuesta 

celular contra el epítopo variante que no presentaba reactividad cruzada con el silvestre; mientras 

que el análisis con anticuerpos para tipificar la cadena Vβ de RCT, mostró la aparición de un nuevo 

repertorio de células T. Posteriormente, al día 2190, se encontró que el epítopo variante no estimuló 
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células aisladas del paciente, por lo que se analizó por secuencia partículas virales del individuo y 

se encontró un nuevo reemplazo; el aminoácido Gly por Trp en la posición 354 [67]; así pues la 

generación de nuevas células T capaces de reconocer variantes de un epítopo es posible.  

Se ha descrito que individuos altamente expuestos al virus permanecen seronegativos y no 

presentan evidencias de infección, a estos individuos se les han denominado HEPS (highly exposed 

persistently seronegative). Estos individuos, que se han denominado resistentes a la infección, 

presentan actividad LTC específica contra las proteínas virales de VIH. Las evidencias más 

contundentes provienen de una cohorte de trabajadoras sexuales de Nairobi; estudios presentados 

por Rowland-Jones SL y colaboradores demostraron que la respuesta CD8+ específica contra HIV 

es menor en la cohorte de HEPS en comparación con los donadores que presentaban evidencias de 

infección, la detección de respuesta específica para VIH correlacionaba con el momento de re-

exposición debido a relaciones sexuales no protegidas (para este trabajo se seleccionaron 91 

trabajadoras sexuales que fueron clasificadas como HEPS y se determinó que tuvieron al menos 60 

exposiciones al virus de VIH al año); se encontró que los epítopos reconocidos por LTCs son 

diferentes entre los donadores infectados y los HEPS, habiéndose encontrado fenómenos de  

inmuno-dominancia contra algunos epítopos en los pacientes infectados [68;69]. Estos reportes 

pudieran demostrar que el sistema inmune puede ser preparado la represión de una infección viral y 

dominar múltiples retos con variantes antigénicas. 

Un caso interesante es el reportado por Jacobson JM y colaboradores en pruebas clínicas 

con pacientes infectados y con terapia anti-retroviral. Ellos investigaron el efecto que tenía la 

inmunización con una vacuna (ALVAC-HIV vCP1452) en estos pacientes después de la suspensión 

de la terapia. Noventa y siete individuos que recibieron terapia anti-retroviral, manteniendo así la 

carga viral en 50 copias de ARN por ml y cuentas de células CD4+ mayores de 400/mm
3
, después 

de suspender la terapia a un grupo, se realizó la inmunización con la vacuna dando 3 dosis por 

semana durante 3 semanas y a otro grupo se le administró un esquema de terapia de intervalos 

interrumpidos. Los resultados arrojaron que los individuos que no recibieron la vacuna contuvieron 

por mayor tiempo la viremia en comparación con los individuos inmunizados [70]. Este ejemplo 

puede representar el peligro que pudieran representar las vacunas que tiene la capacidad de enfocar 

la respuesta inmune hacia solo algunos o un epítopo determinado. 

Hasta hoy solamente el Virus de Inmunodeficiencia de Simio (SIV) atenuado es capaz de 

reducir tres logaritmos la carga viral de monos infectados con VIS, a diferencia de las vacunas hasta 

hoy probadas en mono, que solo permiten la reducción un logaritmo [71]. Este virus que se utilizó 

como inmunógeno en este modelo (VISmac239Δnef) fue atenuado mediante la eliminación del gen 

nef y es una derivación de la cepa VISmac239. Este gen es un regulador de la replicación in vivo lo 
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que permite una replicación lenta de las partículas virales, manteniendo su tasa de mutación 

intrínseca y la expresión de proteínas virales en el organismo infectado. En estudios secuenciales de 

inmunización de monos con este tipo de virus se encontró que la protección varía dependiendo del 

tiempo en el que se realice el reto. Se ha reportado que la protección puede ser parcial a partir de las 

8 semanas de inmunización hasta la protección total a las 79 semanas de inmunización, lo que 

indica que a mayor tiempo después de la inmunización mejor es la protección del mono [71-73]. 

Debido a esto se ha realizado un énfasis en tratar de elucidar cual es el mecanismo de protección. Se 

ha demostrado que este tipo de virus atenuado inducen una fuerte actividad tipo LTC específica 

contra proteínas del virus además de secreción de citocinas indispensables para la contención de la 

replicación viral [71].  

  

Resumiendo los antecedentes descritos podemos llegar a varias conclusiones que justifican 

el presente trabajo:  

 

1. La administración de inmunógenos variantes de manera simultánea permite evitar la acción 

antagonista de variantes administrados de manera secuencial evitando así el “pecado original 

antigénico”.  

2. La administración simultánea de variantes de inmunógenos incrementaría la posibilidad de que 

los epítopos sean presentados en diferentes haplotipos del CPH.  

3. Debido a que un individuo constantemente genera nuevas células T con diferentes re-arreglos 

de RCT, se puede inducir el reconocimiento de múltiples variantes de epítopos, lo que 

permitiría activar un repertorio amplio y diverso de células T que reconocerían cualquier futura 

modificación en el epítopo utilizado para inmunización, evitando así el escape viral.  

4. La inmunización preventiva permitiría estimular al sistema inmune contra el desafío antigénico 

viral como se puede observar con la inmunización de monos con VIS atenuando.  

5. El presente trabajo puede servir como base para el desarrollo de vacunas tanto preventivas 

como terapéuticas contra la infección por VIH/SIDA, hepatitis C, influenza, además de 

enfermedades que presentan inestabilidad genómica como cáncer.  

 

Por lo tanto, como hemos observado, hasta hoy no existen inmunógenos que tomen en cuenta la 

variabilidad antigénica intrínseca de los patógenos antigénicamente variables (PAVs); además, 

ninguno de los inmunógenos generados hasta hoy permiten el reconocimiento de variantes 

individuales de un epítopo, por lo que en el presente trabajo describimos por primera vez 
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inmunógenos que imitan a los PAVs, además de estimular el reconocimiento de variantes de un 

epítopo por el sistema inmunológico de ratones. 
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HIPÓTESIS. 

La inmunización simultánea de variantes de un epítopo/péptido, podría inducir activación de 

poblaciones de LTCs de mayor diversidad en comparación con la inmunización de epítopos 

nominales o no mutados de VIH-1.  

 

OBJETIVO GENERAL.  

Evaluar la capacidad de la administración simultánea de variantes de un epítopo/péptido para 

inducir una respuesta celular especifica que permita el reconocimiento de variantes individuales in 

vitro. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

1. Construcción de inmunógenos que contienen un epítopos derivado de la proteína gp120 de VIH 

y bancos de variantes de este.  

2. Inmunización de ratones Balb/c con las construcciones generadas en forma de ADN y fagos 

filamentosos.  

3. Evaluación de la respuesta inmune celular en ratones mediante ensayos de proliferación celular, 

análisis por citometría de flujo.  
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MATERIALES Y METODOS.  

 

Diseño de oligonucleótidos.  

Para la construcción de las bibliotecas y de los antígenos se diseñaron oligonucleótidos con 

base en la secuencia de un epítopo reportado previamente [74]. Se seleccionó el epítopos L 

(318RGPGRAFVTI327) derivado del loop V3 de la proteína gp120 de VIH. Para la construcción de 

estos inmunógenos tanto en forma de ADN plasmídico como expresada en proteína pVIII de fago 

M13, se diseñaron los oligonucleótidos como se aprecia en la Tabla 2, 3 y 4.  

 

Construcción de los Inmunógenos.  

Se realizó el ensamblaje de la región variable de una cadena pesada de una 

inmunoglobulina humana (Ig-VH) utilizando los oligonucleótidos B1 a B8 reemplazando el 

oligonucleótido B7 (CDR3) por el codificante para el epítopo/péptido nominal de VIH (VHPL en 

ADN y ELN en pVIII de M13. Ver Figura 1 y los bancos de variantes (VHB-L en ADN y BFL en 

pVIII de M13). Como control de ADN se construyó solamente el Ig-VH con el oligonucleótido B7 

reemplazado anteriormente (VVH). Para la construcción de la Ig-VH se mezcló en un tubo los 

oligonucleótidos B1 a B8 a concentración de 21 pmol/µl cada uno mas la adición del 

oligonucleótido codificante para el epítopo/péptido dependiendo de la construcción. A esta mezcla 

se le adicionó buffer de PCR a concentración 1X, 0.75 µl de MgCl2 50 mM, 0.5 µl de DNTP´s 10 

mM y 13 µl de agua. Se realizó la reacción en las siguientes condiciones: 94ºC, 30s; 84ºC, 1 min; 

74ºC, 1 min; 64ºC, 1 min; 54ºC, 1 min; temperatura ambiente 5 minutos y se incubó al final en 

hielo. Se le añadió 1 U de Taq polimerasa y se realizaron los siguientes ciclos: 94ºC, 7 min de 

desnaturalización; 7 ciclos de amplificación a 94ºC 1.5 min; 57ºC, 2 min; 72ºC, 2 min y, 2 minutos 

de extensión a 72ºC (Termociclador Corbett Research).  

Estas construcciones se amplificaron con los oligonucleótidos 5’ y 3’Namp que introduce 

los sitios de restricción para las enzimas Pst I/Bst EII necesarios para clonarlos en el vector de 

expresión en células eucariotas VHExpress. Alternativamente se amplificó el ADN de estas mismas 

construcciones por PCR con los oligonucleótidos 5’ y 3’Damp que introducen los sitios de 

restricción para las enzimas Nco I/Bam HI necesarios para clonar epítopos en el vector de expresión 

en fago fusionados a proteína VIII de M13 pG8SAET. Estos oligonucleótidos hibridan solo en la 

regiones de FR3 y FR4 por lo que solo se construyeron las bibliotecas expresando el 

epítopo/péptido sin contexto de Ig-VH como en el caso de la clonación en VHExpress.  

La amplificación del Ig-VH con epítopo/péptido en CDR3 se llevó a cabo como sigue: se 

mezclaron 0.5 µl de la reacción por separado con 3 µl de oligonucleótidos Namp [5 pmol/µl], 5 µl 
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de buffer de PCR 10x, 1 µl MgCl2 50 mM, 1 µl de DNTP´s 10 mM, 1 U de Taq polimerasa y 39 µl 

de agua. Se manejó el siguiente programa de amplificación: desnaturalización 94ºC, 3 min; 30 

ciclos de amplificación a 94ºC, 1 min; 57ºC, 1 min; 72ºC, 1 min y, 3 min de extensión a 72ºC. La 

amplificación del epítopo/péptido para la clonación en el vector pG8SAET se llevó a cabo como 

sigue: se mezclaron por separado 1 µl de la reacción, 3µl de los oligonucleótidos Damp [5pmol/µl], 

5µl de buffer de PCR 10x, 1µl de MgCl2 50mM, 1µl de DNTP´s 10 mM, 1U de Taq polimerasa y 

38µl de agua. Se amplificó con el siguiente programa: desnaturalización 94ºC, 2 min; 30 ciclos de 

amplificación a 94ºC, 30s; 56ºC, 40s y 72ºC, 30s; la extensión final se realizó a 72ºC por 2 minutos.  

Los productos de la amplificación por PCR fueron separados en geles de agarosa al 2% y 

extraídos por el kit “Wizard SV Gel and PCR Clean Up System” (Promega) para posteriormente 

realizar la digestión. Para la clonación en el vector VHExpress se digirieron de 2 a 3 µg del vector e 

inserto con 20 U de la enzima de restricción Pst I por 3 horas a 37ºC, posteriormente se le adicionó 

20 U de la enzima Bst EII y se incubo por 3 horas a 60ºC. Para el caso de la construcción de los 

inmunógenos expresados en la proteína pVIII de fago utilizamos el fagémido pG8SAET. Se realizó 

doble digestión de 1 a 2 µg de vector e inserto con 20U de las enzimas Nco I/Bam HI por 6 horas a 

37ºC. Los productos de las digestiones fueron separados en un gel de agarosa y purificados con el 

kit Rapid Gel Extraction System (Marlingen). Los productos de PCR fueron clonados en sus 

respectivos vectores utilizando una relación 1:2 molar de vector sobre inserto con 10 U de la enzima 

T4 ligasa en 15µl de volumen de reacción final.  

Se realizó la electroporación de las ligaciones en la cepa TG1 de E. coli en un 

electroporador Gen Pulser II (Biorad). Se sembró 100 µl después de 45 minutos de recuperación y 

se calculó la complejidad de las bibliotecas.  
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Tabla 2.  Diseño de oligonucleótidos para la construcción de la región pesada de una inmunoglobulina humana (Ig-VH). 

 

Abreviaturas. Ig-VH: región pesada de una inmunoglobulina humana; FR: framework; HRDC: región determinante de complementariedad.  
1
El oligonucleótido B7 wt que codifica para la región determinante de complementariedad 3(RDC3) fue usado para la construcción del inmunógenos 

control (VVH) 

 

 

 

 

 

Regiones Ig-VH
 

Oligonucleótidos Observaciones 

FR1 

 

B1. 

5’GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGG

GGGTCCCTGAGACTCTC 3’ 

 

El dominio Ig-VH wt es codificado por los 

oligonucleótidos B1-B8 

 

 

 

 

Vector de expresión en células eucariotas 

VHExpress. El dominio Ig-VH wt fue 

clonado y expresado como construcción en 

ADN y usado como vector control, el cual 

fue denominado VVH. 

HRDC 1 

B2. 

5’CCCTGGAGCCTGGCGGACCCAGCTCATGGCATAGCTGCTAAAGGT

GAATCCAGAGGCTGCACAGGAGAGTCTCAGGGACCCCCCAGG 3’ 

FR 2 
B3. 

5’TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCA 3’ 

HRDC 2 

B4. 

5’GAACCGGCCCTTCACGGAGTCTGCGTAGTATGTGCTACCACCACTA

CCACTAATAGCTGAGACCCACTCCAGCCCCTT 3’ 

FR 3 

B5. 

5’GACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAG

AACACGCTG TATCTGCAAATGAACAGCCTGAGA 3’ 

FR 3/HRDC 3 

B6. 

5’CGCACAGTAATATACGGCCGTGTCCTCGGCTCTCAGGCTGTTCATT

TGCAGATAC 3’ 

HRDC 3 

1
B7. 

5’GCCGTATATTACTGTGCGAAAGGTAGTTACTTTGACTACTGGGGCC

AGGGAACCCT GGTC 3’ 

FR 4 
B8. 

5’TGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCCCCA 3’ 
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Tabla 3. Diseño de oligonucleótidos que codifican el epítopo/péptido L nominal y sus variantes. 

1
NNK: donde N representa cualquiera de los 4 nucleótidos (G, A, T, C), K→G ó T 

 

 

 

 

Inmunógenos 

Composición de Biblioteca de 

Epítopos Variables con 2-5 

aminoácidos al azar 

Oligonucleótidos
1
 Vectores de clonación 

BFL y VHBL 

 

VYYCA RGPGXAXXXX WGQGT 

 

 

 

VYYCA XGXGXAXVXI WGQGT 

L2.5’GTATATTACTGTGCGCGTGGT

CCTGGTNNKGCTNNKNNKNNKNN

KTGGGGCCAGGGAACC3’ 

 

L1.5’GTATATTACTGTGCGNNKGGT

NNKGGTNNKGCTNNKGTTNNKATT

TGGGGCCAGGGAACC 3’ 

VHExpress. Los BEVs son expresados en 

contexto de un Ig VH modificado (VHBL) 

 

pG8SAET. Los BEVs son expresados sin 

el contexto VH fusionados a la proteína 

cpVIII en la superficie de fagos M13 

(BFL) 

BFL4 
 

VYYCA RGPGRAXXXX WGQGT 

L4.5’GTATATTACTGTGCGCGTGGT

CCTGGTCGTGCTNNKNNKNNKNN

KTGGGGCCAGGGAACC 3’ 

pG8SAET. Los BEVs son expresados sin 

el contexto VH fusionados a la proteína 

cpVIII en la superficie de fagos M13 

(BFL4) 

BFL3 

 
VYYCA RGPGRAFXXX WGQGT 

L3.5’GTATATTACTGTGCGCGTGGT

CCTGGTCGTGCTTTTNNKNNKNNK

TGGGGCCAGGGAACC 3’ 

pG8SAET. Los BEVs son expresados sin 

el contexto VH fusionados a la proteína 

cpVIII en la superficie de fagos M13 

(BFL3) 

BFL2 

 
VYYCA RGPXRXFVTI WGQGT 

L22.5’GTATATTACTGTGCGCGTGG

TCCTNNKCGTNNKTTTGTTACTATT

TGGGGCCAGGGAACC 3’ 

pG8SAET. Los BEVs son expresados sin 

el contexto VH fusionados a la proteína 

cpVIII en la superficie de fagos M13 

(BFL2) 

Epítopo Env LWT de VIH 

ELN y VHPL(nominales) 

 

VYYCA RGPGRAFVTI WGQGT 

LN.5’GTATATTACTGTGCGCGTGGT

CCTGGTCGTGCTTTTGTTACTATTT

GGGGCCAGGGAACCCTG 3’ 

VHExpress. 

Epítopo LWT es expresado en el contexto 

de HRDC3 de un VH (VHPL) 

 

pG8SAET.  

El epítopo LWT es expresado sin el 

contexto VH fusionado a la proteína 

cpVIII en la superficie de fagos M13 

(ELN) 
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Tabla 4. Diseño de oligonucleótidos para la amplificacion de las construcciones e introducción de sitios de restricción para su posterior 

clonación en los vectores de expresión VHExpress y pG8SAET. 

Oligonucleótidos para amplificación por PCR Oligonucleótidos Vectores de clonación 

5Namp 
5´ATTCTAGCCATGGTGAATTCCTGCAGGAGGTGCAGC

TGTTGGAGTCT3´ Oligonucleótidos para amplificación por 

PCR de los insertos en contexto de VH 

para su clonación en VHExpress 3Namp 
5´CATGTACGTATGGATCCATTGAGGAGACGGTGACCA

GGGT 3´ 

5Damp 

5´TGATATTCGTACTCGAGCCATGGTGTATATTACTGTG

CG 3´ 

 

Oligonucleótidos para amplificación por 

PCR de los insertos sin contexto de VH 

para su clonación en el fagémido 

pG8SAET 3Damp 
5´ATGATTGACAAAGCTTGGATCCCTAGGTTCCCTGGC

CCCA 3´ 
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Selección de antígenos, extracción de cadena sencilla y secuenciación de ADN.  

Del contenido sembrado para calcular la complejidad de las bibliotecas, se aislaron e inocularon 

colonias en medio nutritivo YT 2X con carbenicilina (CB) 50 µg/ml. Se dejó crecer hasta una densidad 

óptica (D.O.) aproximada de 0.6 (250 rpm, 37ºC) y llevaron 500 µl de este cultivo a un tubo eppendorf de 

2 ml. Se añadió 5 µl de fago helper M13KO7 (Invitrogen) y se incubó 30 min sin agitación a 37ºC 

seguidos de otros 30 min de incubación a la misma temperatura pero con agitación de 250 rpm. El resto 

del inoculó se centrifugó 1 min a 9 000 rpm y las células fueron resuspendidas en medio 2X YT Glicerol 

30% para conservarlas a -70ºC. Transcurrido el tiempo de incubación se añadió 2X YT CB 50µg/ml y 

Kanamicina (Kn) 50 µg/ml  hasta un volumen de 5 ml en un tubo Falcon de 50 ml y se dejó incubando a 

30ºC toda la noche a 250 rpm. Al día siguiente se centrifugó 20 minutos a 5 000 rpm 4ºC y se transfirió el 

sobrenadante a tubos eppendorf de 2 ml. Se centrifugó nuevamente por 10 min a 14 000 rpm 4ºC para 

eliminar completamente las células. Se transfirió 1.7 ml del sobrenadante a tubos nuevos y se agregó 300 

µl de PEG/NaCl e incubando 1 hora en hielo. Después se centrifugó 10 min a 14 000 rpm 4ºC y el 

precipitado de ambos tubos se resuspendió en 600µl de TBS (Tris-HCl 50Mm, NaCl 150mM pH 7.5). Se 

centrifugó 10 minutos a 14 000 rpm 4ºC y el sobrenadante se llevó a tubos eppendorf nuevos de 1.5 ml. Se 

añadió 120 µl de PEG/NaCl y se dejó incubando 1 hora en hielo. Después de la incubación se centrifugó 

10 minutos a 14 000 rpm 4ºC, se retiró completamente el sobrenadante aspirando con vacío. El precipitado 

se resuspendió en 100 µl de NaI (NaI 4M, Tris-Base 10mM pH8.0, EDTA 1mM) y 250 µl de EtOH. Se 

incubó 10 minutos a temperatura ambiente. Inmediatamente después se centrifugó 10 minutos a velocidad 

máxima a temperatura ambiente. Se aspiró el sobrenadante con vacío y el precipitado se lavó con 250 µl 

de EtOH 70% frio. El ADN se resuspendió en 25 µl de H2O estéril. Se realizó secuenciación manual 

utilizando el kit “Sequenase version 2.0 Quick-Denature plasmid sequencing kit” (Amersham Life 

Science, OH) y 
35

S-dATP de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En breve: se alicuotaron 12 µl de 

ADNss con 1 µl de oligonucleótido F8 y 2 µl de buffer de reacción, la mezcla se incubó 37°C por 10 

minutos. Se preparó una mezcla conteniendo 0.3 µl de α-
35

SdATP, 1 µl DTT (0.1M) y 2 µl de labeling 

Mix (dilución 1:7) por reacción de secuencia. Pasados los 10 minutos de incubación, se mezclaron los 15 

µl de ADNss previos con 3.3 de la mezcla con la marca. Se agregó 2 µl de sequenasa y se incubó a 37°C 

por 5 minutos. Pasado el tiempo de incubación, de esta mezcla se tomaron alícuotas de 5 µl para 

mezclarse con 2.5 µl de terminadores (G, A, T, C), esto se incubó por 5 minutos a 37°C y se detuvo la 

reacción con 4 µl de stop solution. Las muestras se separaron en un gel desnaturalizante al 13% de 

Bis/acrilamida por 2 horas a 1 800 V/40 mA. El gel fue secado y expuesto a placas Kodak por 24 horas. 
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Rescate de bibliotecas en fago y obtención de antígenos.  

Las clonas positivas en secuencia y las bibliotecas construidas en el vector pG8SAET fueron 

rescatadas de la siguiente manera: una alícuota en glicerol de las bibliotecas o las clonas aisladas se 

inocularon en medio 2X YT con CB [50µg/ml] en incubación hasta una D.O de 0.6. Se tomaron 500 µl 

del cultivo y se colocaron en un tubo frescos para infección con 5 µl de fago ayudador M13KO7 y se 

incubaron 30 min a 37ºC sin agitar y otros 30 min con agitación. Pasado este tiempo se transfirieron los 

500 µl a un matraz con 50 ml de YT 2X con CB [50µg/ml] y Kn [50µg/ml]; este matraz se dejó toda la 

noche en agitación a 30ºC. Al día siguiente se centrifugó el cultivo y el sobrenadante se colocó en tubos 

Falcon de 50 ml,  se agregó 1/5 parte de PEG/NaCl 5X y se incubó por 2 horas a 4ºC. Posteriormente se 

centrifugó y el precipitado se resuspendió en 1 ml de TBS; esta suspensión fue colocada en un tubo de 2 

ml, se agregó 1/5 parte de PEG/NaCl 5X y se incubó 1 hora a 4ºC. Pasado el tiempo se centrifugó y se 

resuspendió el precipitado en 400 µl de TBS y se centrifugó a máxima velocidad para eliminar bacterias 

remanentes, el sobrenadante se colocó en un tubo nuevo y se guardó a 4ºC para realizar la titulación.  

Los péptidos sintéticos fueron preparados disolviendo 2 mg en 20 µl de DMSO (Sigma, USA) en 

agitación, posteriormente se llevo a un volumen de 1 ml con Dulbecco´s PBS 1X (Invitrogen, USA) para 

una concentración final de 2 mg/ml, los stocks fueron congelados a -20°C. 

  

Extracción de ADN plasmídico para inmunización.  

A partir de alícuotas en glicerol se realizó un pre-inóculo de 20 ml en medio 2XYT/CB/Kn hasta 

una OD de 0.6 posteriormente este pre-inoculo se sembró en 200 ml de medio 2XYT/CB/Kn y se dejó en 

incubación por 18 hrs a 37ºC a 250 rpm. Al día siguiente el cultivo se centrifugó y se realizó lisis alcalina 

del paquete células como sigue: el precipitado se resuspendió en 10 ml de solución I (Glucosa 50mM, 

Tris-HCl 25 mM pH8.0, EDTA 10 mM pH 8.0). Después se añadió 10 ml de la solución II (NaOH 0.2 N, 

SDS 10%) y se mezcló suavemente por inversión. Se incubó por 5 minutos a T ambiente. Inmediatamente 

después se añadió 10 ml de la solución III (Acetato de Potasio 5M pH 4.8) y se mezcló suavemente por 

inversión. Se incubó en hielo por 15 minutos y se centrifugó 30 minutos a 14 000 rpm 4ºC. Al 

sobrenadante se le añadió 1.5 volúmenes de isopropanol y se centrifugó 30 minutos a 14 000 rpm 4ºC. El 

precipitado se resuspendió en 600 µl de H2O estéril. Se añadió 1 volumen de fenol/cloroformo y se agitó 

en vortex por 1 minuto. Se centrifugó 10 minutos a 14 000 rpm 4ºC y se separó la fase acuosa. Se añadió 

dos volúmenes de etanol 100% y se centrifugó por 10 minutos a 14 000 rpm 4ºC. El precipitado se lavó 

dos veces con 1.5 ml de etanol 70%. El ADN se resuspendió en 400 ml de H2O/RNAsa (20µg/ml). Se 

realizó la cuantificación visual del ADN por medio de electroforesis en gel de agarosa 0.8% con un 

marcador estándar de peso molecular.  
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Inmunización de ratones. 

Grupos de 3-5 ratones hembra BALB/c AnN de 4 a 6 semanas fueron inmunizados con los 

diferentes inmunógenos construidos, para el caso de las construcciones en fago se administraron 1x 10
11

 

UFC vía sub-cutánea (s.c.) e intra-peritoneal (i.p.); para el caso de los inmunógenos en forma de ADN 

plasmídico se administraron 75 µg de modo intra-dérmico (i.d).  

  

Ensayos de Proliferación Celular e Incorporación de 
3
H-Timidína.  

Los ratones inmunizados con los diferentes inmunógenos fueron anestesiados por inhalación de 

sevoflurano (sevorane) y sacrificados por dislocación cervical; sus bazos fueron extraídos para la 

obtención de los linfocitos como se describe a continuación: los bazos fueron extraídos del ratón mediante 

cirugía, se perfundieron las células con 5 ml de RPMI y colocados en tubos de 15 ml, las células fueron 

centrifugadas a 1500 rpm por 10 min. Al paquete celular se le agregó 1.5 ml de solución de lisis de 

eritrocitos y se incubó por 5 minutos agitando suavemente, pasando los 5 minutos se agregó 10 ml de 

RPMI y se centrifugó nuevamente. El paquete se resuspendió en 5 ml de RPMI suplementado con 10% de 

suero fetal bovino, 1% de aminoácidos no esenciales, 1% de piruvato de sodio, 1% de ß-mercaptoetanol y 

1% de penicilina-estreptomicina, posteriormente se realizó el conteo de células viables en un 

hemocitometro. Los cultivos se realizaron colocando 5 x 10
5
 células por pozo y 1 x 10

10
 ufc de los 

antígenos (fagos recombinantes) aislados y secuenciados previamente en un volumen final de 200 µl de 

medio o 10 µM de péptidos sintéticos. Los cultivos se incubaron por 72 hrs cuando se utilizó fago o 5 días 

cuando se utilizó péptido como antígeno en una incubadora humidificada a 37ºC y 5% de CO
2
. Dieciséis 

horas antes de la cosecha se agregó 0.5µCi de 
3
H-timidina por pozo. Posteriormente se realizó la cosecha 

de las placas en membranas de fibra de vidrio y selladas con 10 ml de liquido de centelleo. Se realizó la 

lectura de la incorporación de timidína en un lector betaplate (Wallac) en un formato de cuentas por 

minuto (cpm). Los índices de estimulación se determinaron utilizando la siguiente fórmula: cpm de células 

estimuladas con antígeno/ cpm de células sin estimular.   

 

Análisis por Citometría de flujo (FACS).  

Para realizar los análisis por citometría se utilizaron las células de los bazos de los mismos ratones 

que se utilizaron para incorporación de timidína, para esto se colocaron 1 x 10
7
 células por pozo en una 

placa de 24 pozos. Las células aisladas de los ratones inmunizados fueron estimuladas con 1 x 10
11

 ufc por 

72 horas en una incubadora humidificada a 37ºC y 5% de CO2; a cada pozo se agregó 2 µM de monensina 

y se incubó por 4 horas más. Las células fueron fijadas y marcadas utilizando el kit “Inside Stain Kit” 

(Miltenyi Biotec) siguiendo el protocolo del fabricante como se describe brevemente a continuación: 
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aproximadamente 10
6 

células fueron fijadas con 100 µl de “inside fix” por 30 minutos, posteriormente 

fueron lavadas con 1 ml de buffer de citometría (25 mM EDTA, 1% suero fetal bovino en PBS 1X). Las 

células fueron centrifugadas por 5 min a 1 000 rpm y se agregó 100 µl de la mezcla de anticuerpos para 

moléculas de superficie deseadas (Anti CD3-PECy5, CD4-APC, CD8-PE, CD44-APC y CD62L FITC) e 

incubadas por 30 minutos en hielo y oscuridad. Posteriormente las células fueron lavadas, se agregó 100 

µl de “inside perm” con el anticuerpo IFN-γ-FITC y se incubó por 10 min en oscuridad. Se agregó 1 ml de 

buffer de citometría y se centrifugó por 2 minutos. Las muestras fueron analizadas en un citómetro de 

flujo FACS Calibur (BD Biosciences, USA) y al menos 10,000 eventos fueron analizados por muestra.  

 

Modelación in silico y obtención de afinidades teóricas (Kds).  

La molécula del Complejo Principal de Histocompatibilidad H-2D
d
 en complejo con el péptido L 

nominal (RGPGRAFVTI) derivado del loop V3 de la proteína gp120 de VIH, fue obtenida de la base de 

datos Protein Data Bank (PDB) con número de acceso 1DDH. Se generaron los complejos CPH-péptido 

introduciendo las mutaciones apropiadas con base en las secuencias de los péptidos obtenidas de los 

antígenos aislados previamente. Las proteínas estabilizadoras fueron eliminadas en todos los modelos. Se 

realizaron minimizaciones de energía usando el modulo SwissPdb Viewer para un potencial de campo de 

fuerza AMBER 95. Los criterios de las estructuras minimizadas fueron de 0.05 KJ/mol. Los cálculos 

electrostáticos fueron desarrollados utilizando la ecuación no linear de Poisson-Boltzmann usando el 

programa APBS.  

 

Análisis Estadístico. 

 

Los valores son mostrados como la media ± desviación estándar. Las pruebas de Mann-Whitney y 

Kruskal-Wallis fueron desarrolladas usando el software GraphPad Prism en su versión 4.0 para Windows. 

Los valores de P menores a 0.05 fueron considerados significativos. 
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RESULTADOS.  

  

Construcción de los Inmunógenos.  

Para la construcción de los inmunógenos se diseñaron una serie de oligonucleótidos los cuales 

codifican la región Ig-VH, la región determinante de complementariedad 3 (HRDC3) fue reemplazada por 

oligonucleótidos que codifican el epítopo L derivado de gp120 de VIH. Las secuencias de los 

oligonucleótidos se muestran en la Tabla 2, 3 y 4 de materiales y métodos. Un esquema representativo de 

la construcción se detalla en la Figura 1.  

 

Figura 1. Diagrama de ensamblaje, amplificación y clonación de los inmunógenos.  

 

El epítopo LWT (nominal) así como los bancos de variantes (BEVs) fueron utilizados para 

ensamblarse en la región variable de la cadena pesada (VH) de una inmunoglobulina humana, para esto se 

utilizaron los oligonucleótidos B1 a B8 en la construcción del VH y, se reemplazó el oligonucleótido B7 

por los oligonucleótidos que codifican para el epítopo nominal o sus variantes. Para el caso del 

inmunógeno en forma de ADN, el nominal (VHPL), control (VVH) y 2 bibliotecas (VHBL) se clonaron 

en contexto de VH en el vector VHExpress; para el caso de fago M13, los inmunógenos nominal (ELN), 

control (GK1) y biblioteca (BFL) se clonaron en el fagémido pG8SAET sin contexto VH (Figura 1).  
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Se utilizaron oligonucleótidos degenerados con el propósito de introducir mutaciones en la 

secuencia original del epítopo. Las complejidades de las bibliotecas estuvieron en alrededor de las 10,000 

clonas, de estas se aislaron 20 clonas, las cuales se utilizaron para confirmar por secuenciación la correcta 

construcción, las secuencias se muestran en la Tabla 5.  

Las clonas secuenciadas mostraron una alta diversidad de aminoácidos en las posiciones de 

modificación, estas 20 clonas seleccionadas al azar fueron utilizadas como antígenos en ensayos de 

estimulación celular, por otro lado, 10 de estas secuencias fueron seleccionadas para su síntesis como 

péptidos sintéticos y, de igual manera, estos péptidos fueron utilizados en ensayos de estimulación celular.  

 

Las Bibliotecas de Epítopos Variables (BEVs) tienen la capacidad de inducir respuesta celular 

específica contra variantes.  

Para evaluar la capacidad de los inmunógenos para generar una respuesta inmune amplia, se 

inmunizaron grupos de ratones BALB/c una vez con BEVs en forma de fago (BFL) y GK1 control de 

inmunógeno, 15 días después los ratones fueron sacrificados. Se utilizaron 20 antígenos previamente 

secuenciados en forma de fago para realizar la estimulación in vitro de las células aisladas de los ratones y 

se realizó el ensayo de incorporación de timidina. Se encontraron índices de estimulación de 50 a 175 en 

las células de ratones inmunizados con BFL en comparación con los índices de 10 a 30 presentados por 

los ratones inmunizados con GK1. De los 20 antígenos utilizados, 14 de ellos presentaron índices de 

estimulación mayor al control de antígeno B1 (Figura 2A).  

Por otro lado, grupos de ratones inmunizados con BEVs en forma de ADN fueron sacrificados y 

las células del bazo estimuladas con las variantes antes descritas, se encontraron índices de estimulación 

más bajos en comparación con los ratones inmunizados con BEVs en forma de fago. Los índices de 

estimulación fueron de 30 a 90 aproximadamente en los grupos inmunizados con BEVs (VHBL), mientras 

que en los ratones control inmunizados con VVH los índices de estimulación fueron de 10 a 40. De las 20 

variantes utilizadas, 12 de ellas presentaron índices de estimulación mayor en comparación al control de 

antígeno B1 (Figura 2B).  

En una serie de experimentos independientes, se realizó la estimulación de células de ratones 

inmunizados con BFL, ELN (nominal) y GK1 como control. Las células fueron estimuladas con 10 

antígenos en forma de péptidos sintéticos seleccionados al azar con base en las secuencias previamente 

obtenidas de los fagos utilizados como antígeno. De igual manera, las células de los ratones inmunizados 

con BFL son estimuladas de manera específica cuando se utilizan variantes en péptidos sintéticos como 

antígenos. Así pues, se confirman los resultados obtenidos previamente con la utilización de fago como 

antígeno (Figura 2C).  
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Tabla 5. Secuencias de aminoácidos de las clonas aisladas en fago de la biblioteca BFL. 

a
Posiciones de anclaje a CPH. El aminoácido glicina en la posición P2 fue dejado intacto en ambas versiones; el aminoácido prolinade la posición de 

anclaje 3 fue modificado al azar.  
b
X representa cualquiera de los 20 aminoácidos naturales.  

c
Secuencias de epítopos resaltadas en negro fueron preparadas como péptidos sintéticos. 

Epítopo L  R G
a
 P

a
 G R A F V T I 

Diseño de 

secuencia 
 X

b
 G X G X A X V X I 

 Variantes           

 L1 F - D - I - G - F - 

 L2
c
 D - I - S - G - G - 

 L3 F - D - T - A - F - 

 L4 T - T - T - C - S - 

 L5 I - G - V - M - M - 

 L6 S - G - G - G - G - 

 L7 D - R - C - A - R - 

 L8 S - E - S - G - L - 

 L9 - - G - G - P - G - 

 L10 T - I - A - P - C - 

 L11 Y - N - W - A - V - 

 L12 A - K - G - L - Q - 

 L13 G - F - G - V - I - 

 L14 F - D - T - G - F - 

 L15 L - - - S - W - L - 

 L16 - - C - S - G - R - 

 L18 E - I - C - G - R - 

 L19 - - L - V - V - V - 

Diseño de 

secuencia 
 R G P G X A X X X X 

 L17 - - - - - - R L S V 

 L20 - - - - G - S - L E 

Frecuencia de 

aminoácidos 
 11/18  12/18  9/20  10/20  11/20  
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Figura 2. La inmunización con BEVs permite el reconocimiento especifico de variantes individuales 

del epítopo L. Ensayos de proliferación (incorporación de 
3
H-timidina) utilizando las células de bazo de 

ratones inmunizados una vez con BEVs (BFL y VHBL) y controles (GK1 y VVH), los ratones fueron 

sacrificados 15 días después de la inmunización. A y B, se estimuló por 3 días con antígeno en fago, C se 

estimuló por 5 días con péptidos como antígeno. 
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Con base en estos resultados se decidió evaluar si esta capacidad del inmunógeno de 

generar respuesta específica contra variantes es dependiente de la complejidad de las BEVs. Para 

esto se construyeron 3 inmunógenos más disminuyendo la cantidad de posiciones degeneradas. Se 

inmunizaron grupos de ratones con fago BFL, BFL4, BFL3, BFL2, ELN y GK1 como control de 

inmunógeno. Se obtuvieron los bazos y las células fueron estimuladas con los 20 antígenos en 

forma de fago y péptidos sintéticos. Se encontró que conforme se disminuye la complejidad del 

inmunógeno, los índices de estimulación disminuyen tanto utilizando las 20 variantes en fago como 

antígeno así como las 10 variantes en péptidos sintéticos (Figura 3).  

Estos resultados demuestran la capacidad de los BEVs para inducir una respuesta celular 

contra variantes en comparación a nominales, esta capacidad de los inmunógenos para reconocer 

variantes depende fundamentalmente de la cantidad de posiciones degeneradas dentro del epítopo 

utilizado para la inmunización.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. El reconocimiento de las variantes es dependiente de la complejidad de las BEVs. Ensayos 

de proliferación de grupos de ratones inmunizados una vez con BEVs de diferentes complejidades (BFL, 

BFL4, BFL3, BFL2 con 5, 4, 3, 2 posiciones degeneradas respectivamente, ELN como nominal y GK1 

como control de inmunógeno). A) Se estimularon las células por 3 días con fago como antígeno. B) Se 

estimularon las células por 5 días con péptidos como antígeno. *P<0.05 
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Las Bibliotecas de Epítopos Variables tienen la capacidad de estimular la generación de 

células T CD8+IFN-γ+.  

Como se ha descrito previamente en los antecedentes del presente trabajo, la generación de 

células CD8+ es importante en la contención de la carga viral, además la utilización de algunos 

marcadores específicos como producción de interferón gamma (IFN-γ) son utilizados como 

indicador de células T citotóxicas. Debido a esto, se decidió utilizar la citometría de flujo para 

determinar la capacidad de los BEVs para inducir células CD8+ productoras de IFN-γ específicas 

para las variantes del epítopo L utilizadas.  

Se realizó el análisis de células CD3+CD8+IFN-γ+ mediante citometría de flujo; grupos de 

ratones fueron inmunizados con ADN (VHBL, VHPL y VVH). Después de 15 días de la única 

inmunización, los ratones fueron sacrificados y las células del bazo extraídas y estimuladas con un 

panel de 10 antígenos en fago correspondientes con sus similares en péptidos sintéticos. Las células 

fueron marcadas y analizadas; se encontró que las células de los ratones inmunizados con VHBL 

son mejor estimuladas por los antígenos en fago, con valores de 5 a 11% CD3+CD8+IFN-γ+ en 

comparación con ratones inmunizados con nominal (VHPL) donde se encontraron valores de 4 a 

6% CD3+CD8+IFN-γ+ y células de ratones inmunizados con VVH del 2 al 5% CD3+CD8+IFN-γ+ 

(Figura 4A). En el caso de la utilización de péptidos sintéticos los valores de VHBL fueron de 0.5 a 

2.5 % CD3+CD8+IFN-γ+ en comparación con VHPL que indujo valores de 0.5 a 1% 

CD3+CD8+IFN-γ+ y VVH con 0.2 a 0.7% CD3+CD8+IFN-γ.+. La capacidad de reconocer 

variantes fue similar que en los ensayos de proliferación, reconociendo específicamente más del 

50% de las variantes utilizadas tanto en fagos como péptidos (Figura 4C).  

  Los grupos de ratones inmunizados con BFL, ELN y GK1 se comportaron de una manera 

similar, utilizando las mismas variantes como antígeno se encontró que las células de los ratones 

inmunizados con BFL presentaron valores que van del 5 al 10% CD3+CD8+IFN-γ+ en 

comparación con las células de los ratones inmunizados con nominal (ELN) con valores de van del 

3 al 4% CD3+CD8+IFN-γ+ y control (GK1) con valores de 1 a 4% CD3+CD8+IFN-γ+ utilizando 

fago como antígeno (Figura 4B). Para el caso de la utilización de péptidos como antígeno se 

encontraron valores para BFL de 1 a 2.5% CD3+CD8+IFN-γ+ en comparación con ELN con 

valores de 0.5 a 1% CD3+CD8+IFN-γ+ y control GK1 con valores de 0.2 a 0.1% CD3+CD8+IFN-

γ+ (Figura 4D).  
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Figura 4. La inmunización con BEVs tienen la capacidad de estimular LTCs productores de IFN-γ 

específicos contra variantes del epítopo L. Análisis por citometría de flujo de células CD3+ CD8+ IFN-

γ+ de ratones inmunizados una vez con BEVs. Se analizaron las células de los ratones 15 días después de 

la inmunización. A y B, las células fueron estimuladas por 3 días con fago como antígeno. C y D, las 

células fueron estimuladas por 5 días con péptidos como antígeno. 
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Por otro lado, se realizaron inmunizaciones de grupos de ratones con las diferentes BEVs, 

15 días después los ratones fueron sacrificados y sus células estimuladas con un panel de 2 variantes 

(L5 y L9), nominal (ELN) y bibliotecas (BFL) en fago. En la Figura 5A, se muestra un incremento 

en las poblaciones de células CD3+CD8+ después de 3 días en comparación con 6 horas de 

estimulación en el caso de los grupos inmunizados con VHBL; por otro lado, se encontró un perfil 

similar en células estimuladas 6 días en comparación con 6 horas en los grupos inmunizados con 

BFL (Figura 5B).   

 

 

 

  

 

En el caso de las poblaciones de células CD3+CD4+ obtenidas de los ratones inmunizados 

con VHBL, se observó por el contrario, una disminución de las poblaciones celulares al tercer día 

de estimulación. Se puede observar que la presencia de los antígenos experimentales aumenta la 

disminución de este tipo de población in vitro en comparación con el control B1 (Figura 5A). Por 

otro lado, en el caso de las células obtenidas de ratones inmunizados con BFL, se puede observar de 

la misma manera una disminución de las poblaciones celulares CD3+CD4+ (Figura 5B) aunque no 

tan visible como en el caso de los grupos inmunizado con VHBL (Figura 5A). 

 

 

 

Figura 5. Las variantes del epítopo L modifican los perfiles de poblaciones celulares in vitro de 

ratones inmunizados con BEVs. Análisis de poblaciones celulares CD3+CD8+ y CD3+CD4+ mediante 

citometría de flujo. Grupos de ratones fueron inmunizados una vez con los diferentes inmunógenos y 

sacrificados 15 después. A) las células de los ratones inmunizados con VHBL fueron estimuladas por 6 

horas y 3 días con los antígenos descritos en el gráfico. B) las células de ratones inmunizados con BFL 

fueron estimuladas por 6 horas y 6 días con los antígenos descritos en el gráfico.  
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Los índices de estimulación in vitro correlacionan con la estabilidad del complejo péptido-

CPH I: un acercamiento bio-informático.  

 

Para que una célula T pueda ser activada es necesaria que esta sea estimulada través de una 

serie de señales transmitidas por moléculas especializadas tales como el receptor de célula T (RCT). 

Este receptor recibe señales de un complejo importante llamado complejo péptido:CPH I, este 

complejo es presentado por cualquier célula nucleada del organismo y especialmente cuando hay un 

proceso de infección, por células presentadoras de antígeno. Existen algunos reportes que indican 

que la estabilidad del complejo péptido:CPH  es importante para permitir la adecuada respuesta de 

células T. Por esta razón, decidimos indagar si existía una relación entre las afinidades teóricas de 

las variantes al CPH I y la respuesta a los antígenos con los datos obtenidos en los ensayos de 

incorporación de timidina.  

Para realizar esto, se llevo a cabo una búsqueda en la base de datos Protein Data Bank y se 

descargó el archivo con número de acceso 1DDH. Este archivo describe la cristalización de una 

molécula CPH clase I de ratón H2-D
d
 en complejo con el péptido L (RGPGRAFVTI) de VIH 

derivado de la proteína gp120. Con el programa SwissPdb Viewer se efectuaron las mutaciones in 

sílico con base en las secuencias obtenidas de las clonas utilizadas. Se realizó un análisis de 

correlación entre los promedios de los índices de estimulación obtenidos in vitro contra las Kds 

teóricas de los complejos péptido:CPH. Se encontró una tendencia positiva entre los índices de 

estimulación y las afinidades obtenidas in sílico aunque estadísticamente no significativa (Figura 6), 

lo que indicaría que entre mayor estabilidad del complejo, mejor la capacidad de estimulación 

celular.  

 

 

 

Figura 6. Los índices de estimulación están relacionados con las Kds teóricas. Relación entre índices 

de estimulación obtenidos con fago como antígeno y determinación de afinidades teóricas (Kds) in silico. 
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Las Bibliotecas de Epítopos Variables tienen la capacidad de generar memoria celular 

específica.  

La capacidad de las vacunas para generar memoria inmunológica contra patógenos es de 

vital importancia ya que esta determina la capacidad de respuesta contra un reencuentro con el 

patógeno además de la efectividad para la erradicación de este del organismo. Por esta razón, 

decidimos evaluar la capacidad de las BEVs para inducir memoria celular específica contra 

variantes. Se inmunizaron grupos de ratones una vez con inmunógenos en fago (BFL y GK1) e 

inmunógenos en ADN (VHBL y VVH); estos ratones fueron sacrificados 7 meses después y las 

células de estos fueron estimuladas con 10 antígenos correspondientes en fago y péptidos.  

Se realizaron ensayos de citometría para medición de memoria específica utilizando células 

de ratones inmunizados con BFL y GK1 y estimulando con 2 variantes en fago (L6 y L9) y nominal 

(ELN). Se utilizaron los marcadores CD3+CD8+ para identificación de poblaciones de células T 

CD8, se agregaron dos marcadores más para la determinación de memoria central (CD44+CD62L+) 

y memoria periférica o efectora (CD44+CD62L-). Al momento de la obtención de las células de los 

ratones, estas fueron analizadas para estos marcadores, el resto de ellas fueron estimuladas con los 

antígenos por 3 días. Las células de los ratones inmunizados previa a la estimulación in vitro 

(Figura 7) presentaron en promedio un 80% de células con el fenotipo de memoria central 

(CD3+CD8+CD44+CD62L+) y 20% con el fenotipo de memoria efectora o periférica 

(CD3+CD8+CD44+CD62L-). Las células de estos mismos ratones fueron estimuladas in vitro con 

los antígenos arriba descritos; después de 3 días de estimulación las células fueron analizadas y se 

encontró la formación de poblaciones celulares de memoria efectora antígeno-específica, 

observando ELN y L6 (35 y 37% respectivamente) como antígenos con valores arriba del control. 

Un dato importante fue que estos antígenos no fueron capaces de estimular una memoria antígeno-

específica efectora (20 a 25%) en el caso de las células de ratones inmunizados con GK1 (Figura 7).  
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Las células de los ratones de estos mismos grupos fueron utilizadas para realizar 

experimentos de incorporación de timidina, con el propósito de ampliar el panel de antígenos 

utilizados además de observar la capacidad de estimular después de 7 meses de la única dosis 

administrada. Células de ratones inmunizados con BFL fueron estimuladas 3 días con un panel de 

10 antígenos (Figura 8A), se encontraron valores de 30 a 80 de índice de estimulación, las células 

estimuladas del grupo de ratones inmunizados con GK1 no superó valores de 40. Se encontró un 

60% (6/10) de variantes reconocidas en el grupo de BFL. Por otro lado, se experimentó con grupos 

inmunizados con ADN (VHBL y VVH), se encontraron índices de estimulación de 50 a 100 en las 

células de los ratones inmunizados con VHBL en comparación con valores no superiores a 40 en 

células de ratones inmunizados con VVH y estimuladas con fago como antígeno (Figura 8B). Se 

realizaron experimentos en paralelo con el panel de péptidos sintéticos para estimular células de 

ratones inmunizados con VHBL. Se encontraron índices de 2.5 a 8.5 en comparación con células de 

ratones inmunizados con VVH con valores que no superan un índice de 2. Por otro lado, se 

encontró un 70% de reconocimiento con respecto al control de antígeno (Figura 8C).  

Figura 7. La inmunización con BEVs tiene la capacidad de estimular memoria antígeno-especifica a 

largo plazo. Análisis de memoria inmunológica mediante citometría de flujo utilizando marcadores para 

memoria central y periférica. A) Esquema representativo del procedimiento realizado, B) comparación de 

memoria celular generada mediante inmunización con BFL y GK1, se utilizó fago como antígeno y se 

estimuló por 3 días. 
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Como hemos demostrado, los BEVs tienen la capacidad de generar una respuesta inmune 

amplia que permite el reconocimiento de variantes, además de esta virtud, el inmunógeno es capaz 

de generar memoria inmunológica a largo plazo como hemos observado en los ensayos de 

citometría de flujo y ensayos de incorporación de timidína. Estos datos implican la capacidad los 

BEVs para generar una respuesta inmune celular robusta y duradera.  

 

 

 

 

Figura 8. La inmunización con BEVs tiene la capacidad de estimular memoria antígeno-especifica 

a largo plazo  Análisis de memoria inmunológica mediante ensayos de proliferación celular. A y 

B) se estimularon las células con fago como antígeno, C) se estimularon la células con péptidos 

como antígeno. 
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La inmunización de antígenos nominales seguido de la inmunización con BEVs disminuye la 

capacidad del sistema inmune para responder contra variantes del antígeno.  

 

Como se ha descrito previamente en la introducción y antecedentes del presente trabajo, 

actualmente se utilizan secuencias conservadas, consenso u otros métodos contrarios a la utilización 

de variantes virales como inmunógenos. Cuando se realizan ensayos clínicos con nuevos 

inmunógenos, los individuos reciben dosis con una limitada o nula cantidad de variantes, así pues la 

capacidad de generar una respuesta inmune contra las variantes podría verse influenciada; por esta 

razón, decidimos recrear un posible escenario donde se administraron a grupos de ratones 

inmunógenos nominales y posteriormente se administraron BEVs, tratando de simular un fenómeno 

de infección natural.  

Para realizar esto, grupos de ratones fueron inmunizados por primera vez (prime) con VVH 

(control) y VHPL (nominal), 8 meses después se les administró un refuerzo con VHBL (BEVs), 

quince días después del refuerzo los ratones fueron sacrificados y los bazos obtenidos, las células 

fueron aisladas y estimuladas por 3 días con un panel de 10 variantes en fago y péptidos sintéticos 

en ensayos de incorporación de timidína. Se encontró que el grupo de ratones inmunizados 

primeramente con VHPL presentaron índices de estimulación significativamente menores en 

comparación al grupo de ratones inmunizados con VVH (Figura 9A). Este fenómeno fue ratificado 

mediante la utilización de péptidos sintéticos, encontrando una disminución significativa en el 

reconocimiento de variantes (Figura 9B). Este fenómeno de disminución de reconocimiento de 

variantes es remarcado en experimentos de 12 meses donde, bajo el mismo protocolo de 

inmunización, se puede observar que la capacidad de respuesta a las variantes se ve 

significativamente disminuida cuando se inmuniza primeramente con el inmunógeno nominal 

(Figura 9C).  

Estos resultados nos indican que la capacidad del sistema inmune para responder a 

variantes está condicionada a la primera forma en que se presentan los inmunógenos, esto es, si 

utilizamos secuencias nominales para realizar inmunizaciones este no tendrá la capacidad de 

responder a variantes naturales del inmunógeno en una exposición subsecuente. Este fenómeno es 

conocido como pecado antigénico original (PAO), interferencia inmune o inmunidad heteróloga. 
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Figura 9. Interferencia inmunológica generada por la administración del epítopo L previo a la 

administración de BEVs. Respuesta de variantes en células de ratones inmunizados con epítopos 

nominales seguidos de la inmunización con BEVs. A y B grupos de ratones que fueron inmunizados con 

VVH (control) y VHPL (nominal), ocho meses después fueron inmunizados con VHBL (BEVs) y 

sacrificados 15 días después. Las células de los ratones fueron estimuladas por 3 días con fago como 

antígeno (A) o por 5 días con péptido como antígeno (B). C) Grupos inmunizados una vez con VHBL y 

sacrificados 12 meses después, las células fueron estimuladas con fago como antígeno. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN. 

El desarrollo de vacunas contra patógenos antigénicamente variables (VIH, VHC, influenza 

entre otros) representa un reto sin precedentes. Desde el descubrimiento del VIH hace 25 años se ha 

realizado un esfuerzo sin precedentes en investigación para comprender su ciclo de vida, formas de 

infección, su interacción con el sistema inmune, entre otros [75]. Toda esta información se ha 

utilizado para el desarrollo de vacunas que sean capaces de detener la transmisión, infección y 

reducción de carga viral, desafortunadamente los esfuerzos con el objetivo de desarrollar una 

vacuna han sido poco o nada exitosos. Uno de los problemas fundamentales a considerar es la baja 

capacidad de los inmunógenos generados para estimular respuestas inmunes amplias y diversas. 

Como hemos descrito previamente, inmunógenos basados en secuencias conservadas no parecen ser 

la solución puesto que no permiten la generación de una respuesta que reconozcan variantes virales 

y por otro lado, puede permitir la generación de inmuno-dominancia contra determinados epítopos 

[76-79].  

En el presente trabajo, nosotros desarrollamos una plataforma novedosa donde resaltamos 

el hecho de la utilización de un epítopo inmuno-dominante derivado de la región V3 de la proteína 

gp120 de VIH, este epítopo funcionó como marco para la degeneración de posiciones de 

aminoácidos con el propósito de generar una BEV mimetizando de esta manera lo que sucede 

naturalmente en el virus silvestre. Se utilizó el marco de una región variable de la cadena pesada de 

una inmunoglobulina humana (VH) para la construcción del inmunógeno insertando el epítopo 

dentro de la región determinante de complementariedad 3 (HRDC 3). Esto fue debido a que 

previamente se ha reportado que estas regiones son susceptibles de ser procesadas y presentadas por 

moléculas del CPH I [80-82].  

Se utilizó un vector de clonación en forma de vacuna de ADN (VHExpress), el cual es un 

plásmido que permite la expresión de proteínas en células eucariotas, además este vector contiene la 

región variable de la cadena pesada de una inmunoglobulina humana (VH). Por otro lado, la 

utilización de fago M13 como acarreador nos permite la ventaja de su fácil construcción y 

obtención para realizar dosis para inmunización o para ensayos de estimulación in vitro.   

Los ensayos de estimulación celular in vitro (Figura 2) demostraron la capacidad de las 

BEVs para inducir una respuesta inmune amplia y diversa, capaz de reconocer variantes de un 

epítopo, de las 20 clonas seleccionada en fago como antígeno observamos un reconocimiento mayor 

al 50% de variantes, así mismo estos datos fueron corroborados mediante la utilización de péptidos 

sintéticos de los cuales más del 50% presentaron índices de estimulación mayor al control. Estos 

datos son importantes ya que en ensayos previos reportados por McKinney DM y colaboradores se 

demuestra la poca o nula capacidad de los inmunógenos reportados para reconocer variantes, donde 
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más de dos cambios dentro del epítopo ya no permite una estimulación o reconocimiento [83]. Este 

hecho es de vital importancia ya que como hemos descrito en el presente trabajo, el virus tiene la 

capacidad de mutar y escapar a la respuesta inmune. Cabe destacar que nosotros reportamos 

reconocimiento de variantes seleccionadas al azar con 5 cambios de aminoácidos cada uno. Si 

utilizamos este dato para calcular la complejidad teórica del inmunógeno este sería de 3.2 x 0
6
 

variantes, de las cuales solo fueron utilizadas 10,000 variantes.  

Para saber si esta capacidad de las BEVs es dependiente de la cantidad de posiciones 

degeneradas, se construyeron otros 3 inmunógenos con una característica importante: la 

disminución de posiciones degeneradas. Así pues, BFL contenía 5 posiciones degeneradas, BFL 4 

contenía 4 posiciones y así sucesivamente BFL3, BFL2, y ELN como nominal, este método nos 

permitió determinar si la respuesta es dependiente de las posiciones degeneradas, a lo cual mediante 

inmunización de grupos de ratones y ensayos de proliferación encontramos una respuesta afirmativa 

(Figura 3). Este dato nos muestra que el sistema inmune tiene la capacidad no solo de responder 

contra variantes antigénicas, sino además que esta respuesta puede ser manipulada dependiendo de 

la complejidad de las variantes administradas, una repercusión importante sería que para patógenos 

con variabilidad antigénica alta como VIH, VHC o influenza, la cantidad de variantes administradas 

debe ser alta en comparación de una construcción contra patógenos como bacterias con bajo nivel 

de mutación. Por otro lado, el encontrar una complejidad ideal de variantes permitiría la 

administración de estas con un efecto positivo en la prevención/contención de la infección además 

de evitar posibles fenómenos de autoinmunidad en el individuo.   

En el presente trabajo, analizamos la capacidad de generar esta respuesta inmune mediante 

la utilización de vectores como el fago filamentos y el ADN plasmídico (vector de expresión en 

células eucariotas). La capacidad de generar una respuesta inmune por ambos sistemas ha sido 

demostrada en este y otros trabajos [84-86]. Se pudo observar que grupos de ratones inmunizados 

con fago presentaron índices de estimulación mayor in vitro que los grupos inmunizados con ADN, 

esto no necesariamente debería implicar que la inmunización con fago es mejor que la de ADN 

(Figura 2); ya que como podemos observar en la figura 4, cuando analizamos las poblaciones de 

células T CD3+CD8+ productoras de IFN-γ estimuladas con un panel de 10 antígenos, no existen 

diferencias visibles entre los 2 esquemas de inmunización y tampoco si comparamos con los 

experimentos estimulando con péptidos sintéticos y fagos como antígeno. Donde se encuentra una 

diferencia visible, es en el movimiento de las poblaciones CD3+CD4+  de los grupos inmunizados 

y presentados en la figura 5. Se puede observar que los grupos inmunizados con VHBL presentan 

una disminución de las poblaciones de linfocitos T CD3+CD4+ (Figura 5A) conforme se 

estimularon las células, lo que no se observa en el caso de los linfocitos extraídos de los grupos 
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inmunizados con BFL (Figura 5B); esto podría explicarse si colocamos en contexto que el fago es 

un estimulador de linfocitos T CD4+[39;82;87], lo cual pudiera ser confirmado por los resultados 

obtenidos en los ensayos de proliferación celular donde los grupos inmunizados con BFL 

presentaron índices de estimulación más elevados con los grupos con VHBL (Figura 2A y B).  

Una de las estrategias utilizadas en protocolos de inmunización, es la administración 

intercalada de proteína y ADN[88-90]. En experimentos realizados dentro del grupo de trabajo, se 

intercalaron 5 dosis con nuestros inmunógenos (VHBL+BFL y viceversa) en grupos de ratones y, se 

encontró que cuando se realiza la última inmunización con ADN a grupos de ratones, estos 

producían mayor cantidad de IFN-γ medida en suero mediante inmuno-ensayos cuantitativos en 

comparación con grupos a los cuales se les administro en su última dosis BFL (Francisco Loera, 

tesis de licenciatura en proceso). Estos hallazgos fundamentan el hecho de que las vacunas basadas 

en ADN, son mejores para modular la respuesta inmune celular tipo Th1 en comparación a la 

administración de proteínas [81;91]; pero, los vectores basados en proteína son mejores en la 

modulación de respuestas humorales o producción de anticuerpos en comparación con los vectores 

de ADN[92;93]. Debido a esto, se propone el intercalar las dosis con ambos vectores. 

En nuestro estudio tratamos de relacionar la capacidad de estimulación de los antígenos en 

fago con valores de afinidades teóricas obtenidas in sílico. A pesar de no encontrar una correlación 

estadísticamente significativa, sí observamos una tendencia donde a mayor índice de estimulación,  

mayor la afinidad teórica del péptido con el CPH I. Esta afinidad está dada por la interacción de los 

aminoácidos del péptido con la superficie del complejo. La interacción del RCT es funcionalmente 

dependiente de la contribución de la estructura molecular del epítopo/péptido en la superficie de una 

molécula del CPH, esta interacción debe ser estable para poder activar células CD8 específicas. Por 

otro lado, existe una preferencia en la utilización de ciertos aminoácidos en el epítopo que le 

permiten estabilidad en el complejo péptido:CPH, a estos aminoácidos se le ha denominado 

residuos de anclaje, los cuales para el caso de la molécula H2-D
d
 de ratón son los aminoácidos GP 

en las posiciones 2 y 3 del amino terminal del péptido; otros aminoácidos en la región carboxilo 

terminal parecieran tener un papel de anclaje aunque como hemos demostrado pueden ser 

modificados y no alterar gravemente el reconocimiento. Por otro lado, como observamos, algunas 

clonas a pesar de tener una afinidad teórica comparable, los antígenos no fueron capaces de 

estimular las células in vitro, esto puede ser debido a un mal procesamiento del epítopo o una débil 

interacción del RCT con el complejo péptido:CPH. Se ha propuesto que un RCT puede tener la 

capacidad de reconocer 10
6
 péptidos diferentes lo que habla de un fenómeno de promiscuidad [94]. 

Algunos estudios indican que los RCT más afines existen solo contra los epítopos nominales y el 

reconocimiento de variantes es consecuencia de la promiscuidad o de bajas afinidades de RCT 
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[83;95]. Tal vez esta hipótesis no sea del todo correcta ya que como se ha demostrado previamente 

[96;97], se puede observar la capacidad de generar nuevos RCT de clonotipos diferentes capaces de 

reconocer variantes de un epítopo. El porqué a pesar de esta capacidad de generar RCTs con 

capacidad de reconocer variantes durante el curso de una infección no es eficaz en los individuos 

infectados, aun no es claro. 

La memoria inmunológica puede ser definida como una respuesta fuerte y rápida debido a 

la re-exposición con un patógeno o antígeno determinado. En respuesta a una infección por un 

patógeno intracelular, linfocitos T CD8+ específicas se expanden en número, se diferencian a 

células efectoras y se diseminan a través del cuerpo, este fenómeno contribuye a la contención y/o 

eliminación del patógeno. Esta fase de expansión que generalmente permanece de 7 a 10 días 

después de la infección es seguida de una fase de eliminación o depleción de células donde el 90-

95% desaparecen por mecanismos relacionados con apoptosis. El resto de la células antígeno 

específicas generan lo que llamamos memoria inmunológica [98;99]. Los linfocitos T CD8+ 

efectoras muestran un fenotipo caracterizado por citotoxicidad y producción de citocinas después de 

su activación a través de RCT. Las células de memoria T CD8+ muestran una disminución en la 

capacidad citotóxica, pero con capacidad de producir y secretar citocina con una cinética 

comparable a las células efectoras. Las células de memoria se pueden clasificar en dos grupos de 

acuerdo con sus patrones de circulación: el primer grupo llamado células T de memoria central que 

expresan los marcadores CD62L, las cuales preferencialmente residen en los órganos linfoides 

secundarios y las células de memoria efectora (CD62L-), las cuales preferencialmente se encuentran 

localizadas en la periferia. Ambos grupos son encontrados en la sangre y en el bazo. La diferencia 

inmediata de la actividad entre células de memoria central y periférica tiene implicaciones 

importantes relacionadas con la eliminación de células blanco infectadas. Se ha propuesto que, 

cuando son activadas células de memoria central residentes de nódulos linfáticos, debería tener 

actividad de degranulación pero no ejercer actividad citotóxica ya que estas células poseen bajos 

niveles de moléculas citotóxicas; relacionado con esto existe una disminución en los niveles de 

CD62L (homing markers) lo que resulta en la migración de la célula a la periferia. Esto pudiera 

permitir la salida rápida del nódulo linfático y evitar una posible eliminación in situ de la célula 

presentadora de antígeno que lo activó, permitiendo la posibilidad de activar otras células T 

disponibles. Estos datos tienen una implicación importante sobre todo en los protocolos de 

inmunización y desarrollo de inmunógenos. La administración de 2 o más inmunizaciones permite 

la estimulación de células para que migren de los nódulos linfáticos a la periferia, permitiendo la 

posibilidad de que otros tipos celulares residan en ellos aumentando la capacidad del sistema 

inmune [98-100].   
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Por tanto, la capacidad de los inmunógenos para estimular la generación de células de 

memoria es de gran importancia; se observó en el presente estudio que las BEVs son capaces de 

estimular un perfil de memoria central con la sola administración de una dosis, esta capacidad de 

generar memoria fue analizada 7 meses después de recibir la inmunización. Los marcadores de 

memoria celular nos muestran una formación antígeno-específica de memoria efectora después de 

la re-estimulación in vitro, por otro lado las células obtenidas de los ratones inmunizados tienen la 

capacidad de proliferar y mantener el reconocimiento de variantes. Esta capacidad del inmunógeno 

de permitir la generación de memoria antígeno-específica contra variantes le confiere una gran 

importancia para la contención de una infección viral.   

La aplicación masiva de candidatos a vacunas contra VIH puede presentar un riesgo 

potencial, ya que estos inmunógenos pueden reducir la capacidad de un conjunto de células naive 

para responder contra solo algunos epítopos incluidos en la vacuna, un fenómeno llamado 

enfocamiento de la respuesta inmune [76;78;101;102]; esto puede permitir el desarrollo de SIDA de 

una manera  más rápida en personas vacunadas. La variabilidad antigénica no solo permite el escape 

viral sino además puede permitir un fenómeno llamado pecado antigénico original e inmunidad 

heteróloga, dos fenómenos que pudieran explicar el mecanismo por el cual las vacunas utilizadas 

actualmente fallan.  

Klenerman y Zinkernagel demostraron claramente el fenómeno de pecado antigénico a 

nivel de células T en modelo murino utilizando el virus de coriomeningitis linfocítica (LCMV), 

ellos examinaron la respuesta celular después de la infección con una variante de LCMV, la 

respuesta del ratón utilizando esta variante solo generó una respuesta celular contra la utilizada 

originalmente durante la infección [64]; en los experimentos presentados en la figura 9, se trató de 

recrear un escenario donde un individuo es inmunizado con un inmunógeno nominal y 

posteriormente se le administran variantes de ese epítopo, como ocurriría naturalmente durante una 

infección con PAVs. Encontramos que estos ratones no son capaces de montar respuestas inmunes 

contra las variantes, mas sí contra el epítopo nominal; este fenómeno se ve acrecentado con respecto 

al tiempo, ya que no se logró recrear en corto tiempo (15 días y un mes post-inmunización), sino en 

7 y 12 meses. Esto sin lugar a dudas, permite creer que es un fenómeno relacionado con la memoria 

inmunológica [65;66]. Este fenómeno resulta ser sin duda uno de los principales obstáculos para el 

desarrollo de vacunas eficaces contra VIH y otros PAVs. Uno de los candidatos a vacunas, que 

actualmente ha fallado, consistía en la inmunización múltiple de proteínas recombinantes de 

envoltura de dos cepas de VIH. Esto nos lleva a pensar que la respuesta celular fue estrechada para 

atacar estas dos cepas virales y con los antecedentes de variabilidad antigénica presente en las 
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poblaciones virales de VIH, implica que es improbable que estos individuos se infecten con la 

misma cepa para la cual fueron vacunados.   

Anderson DE y colaboradores sugirieron una alternativa mediante la administración 

simultánea de variantes, un concepto llamado Construcciones de Epítopos Hipervariables (CEHs), 

ellos encontraron que la administración simultánea de variantes permitió una expansión durable de 

células T ayudadoras (Helper) en comparación con la administración de nominales en forma de 

péptidos sintéticos [65]. En otros trabajos reportados por el mismo grupo demostraron que es 

posible, mediante la utilización de este tipo de construcciones, generar sueros que permitieron el 

reconocimiento de diferentes clados de VIH mediante inmuno-ensayos [103]. Algo discutible en 

estos trabajos, es la utilización de secuencias previamente reportadas por las bases de datos de 

retrovirus humanos de los Alamos (USA), ya que estas secuencias representan un paso atrás de la 

capacidad de mutación del virus, esto es, las secuencias reportadas provienen de virus aislados de 

individuos en fases crónicas de infección; esto representa un punto importante ya que las secuencias 

presentes en ese momento son de virus estables, los cuales han escapado a la respuesta inmune. Por 

esta razón las vacunas basadas en CEHs no fueron capaces en experimentos posteriores de prevenir 

o reducir la carga viral en ensayos con monos [104]. Altfeld M y colaboradores demostraron que la 

molécula HLA-A2 contribuye en la contención de la carga viral durante la fase aguda en sujetos 

infectados, pero la mayoría de los virus circulantes dentro de una población HLA-A2 positiva 

carecen de epítopos inmuno-génicos capaces de ser presentados por estos alelos. Ellos sugieren una 

conclusión muy importante: epítopos inmuno-dominantes presentados por ciertos alelos de HLA 

pueden perderse conforme una infección o epidemia sigue su curso [105].  

Singh RAK y colaboradores demostraron de una manera más clara que el fenómeno de 

pecado antigénico puede ser evitado mediante la inmunización simultánea de variantes, ya que este 

fenómeno no depende de la alteración del péptido sino de la forma o tiempo en que se presenta [66].  

Existen al menos 3 formas de explicar este fenómeno: 1) un epítopo con reactividad 

cruzada débil es capaz de reactivar un grupo de células T de memoria dirigidas contra el epítopo 

original en vez de activar un repertorio nuevo de células T; 2) el fenómeno de pecado antigénico es 

debido a la eliminación de células con reactividad cruzada débil con el péptido alterado y 3) la 

hipótesis de anergia, donde un péptido alterado reactiva débilmente a células de memoria contra el 

epítopo original causando una activación sub-óptima llegando a inactivar a las célula T de memoria 

[106]. Singh RAK y colaboradores proponen un modelo alternativo para explicar este fenómeno; 

ellos proponen que una población grande de células T de memoria pueden ser reclutadas por el 

péptido alterado presente en células dendríticas, esto ocasiona una interferencia para que las células 

dendríticas presenten el péptido alterado a células T naive. Este modelo predice que cualquier 
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péptido alterado puede generar pecado antigénico y no permitirá generar una respuesta secundaria 

independiente. Aunque este modelo pudiera ser acertado, nosotros demostramos que el fenómeno 

depende del tiempo de la administración de nominal y la administración de variantes acercándose a 

la hipótesis primeramente descrita, lo cual también pudiera fundamentarse con la necesidad del 

sistema inmune para dejar espacio a nuevas células T para generar una respuesta secundaria. Por 

otro lado, la tercera hipótesis podría no ser tan válida ya que se ha demostrado que células en 

anergia pueden ser reactivadas mediante la administración de un refuerzo del epítopo nominal. Así 

pues, aunque el fenómeno no es claro, este existe y puede ser evitado como lo hemos demostrado 

mediante la administración simultánea de variantes.  

Como hemos mostrado en el presente trabajo, la administración simultánea de variantes de 

un epítopos, es una posibilidad real para aumentar la capacidad del sistema inmune para responder 

contra variantes antigénicas. En el presente trabajo tratamos de demostrar que la administración de 

BEVs, son capaces de generar una respuesta inmune celular amplia y diversa que permite el 

reconocimiento de variantes, la idea es mimetizar o utilizar las mismas armas que utilizan los PAVs 

para escapar de la respuesta inmune: la variabilidad antigénica debido a mutaciones. Así pues, en el 

presente trabajo, las BEVs pudieran ser una posibilidad real, para su uso en ensayos de protección 

contra patógenos antigénicamente variables.  
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PERSPECTIVAS. 

 En el presente trabajo, utilizamos un epítopo derivado del loop V3 de la proteína gp120 de 

VIH, para demostrar que la utilización de variantes de éste, administrados de manera simultánea en 

modelo murino, pueden estimular al sistema inmune para permitir el reconocimiento de variantes en 

comparación a la administración de epítopos o péptidos nominales. Además de esto, demostramos 

la capacidad de estas construcciones para generar memoria de larga duración en este modelo 

animal. A pesar de esto, no deja de ser aun, un sistema alejado de un verdadero ensayo de reto in 

vivo.  

Debemos demostrar si es real la capacidad de estos inmunógenos para generar una 

población amplia y diversa de células T. Para esto, se podría hacer uso de la técnica de tetrámeros 

[107-109] para la selección de poblaciones específicas de células T que reconozcan algunas de las 

variantes probadas en el presente trabajo. Posteriormente, aislar estas poblaciones mediante 

citometría de flujo y, ya sea utilizar un panel de anticuerpos para determinar familias de receptores 

de células T o realizar extracción de ARNm y síntesis de ADNc para la secuenciación con 

oligonucleótidos específicos de las regiones determinantes de complementariedad de los segmentos 

Vβ. Así con estos análisis, podríamos determinar si un epítopo es reconocido por una o varias 

familia de células T. Hasta qué punto la reactividad cruzada pudiera jugar un papel en el 

reconocimiento de variantes estimulada por las BEVs, estos estudios serian muy importantes 

también dentro de la inmunología básica. 

Debido a que en el presente trabajo, se realizó la construcción de un inmunógeno en base de 

una secuencia de la región principal de neutralización de gp120 de VIH, sería interesante 

determinar si la inmunización de estas variantes son capaces de generar sueros capaces de reconocer 

y neutralizar el virus in vitro (tanto cepas de laboratorio como aislados primarios). Suponemos que 

este inmunógeno debería ser capaz de neutralizar a diferentes aislados primarios y de diferentes 

clados. Como avance, se han realizado algunos experimentos en el laboratorio para demostrar esta 

hipótesis, estos experimentos han generado resultados prometedores (Claudia Charles, tesis de 

doctorado en proceso). 

Un elemento importante que demostraría la eficacia del inmunógeno seria la administración 

de éste en un modelo de reto aprobado por la comunidad científica, tal como el simio. La 

administración de éste inmunógeno en el modelo, permitiría analizar la capacidad de los 

inmunógenos para proteger a los individuos de una infección real por el virus. Estos experimentos 

de ser positivos y permitan la protección contra un reto viral, permitirían analizar cuáles son los 

mecanismos involucrados en la protección contra el virus y cuáles de estos, deben ser tomados en 

cuenta como relevantes para la generación de inmunógenos contra otros patógenos con variabilidad 
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antigénica; además finalmente, este precedente seria la antesala de la prueba de este inmunógeno en 

humanos, que es la finalidad de todos los inmunógenos y/o vacunas hasta hoy generadas. 
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