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1. ABREVIATURAS 

LPS Lipopolisacárido. 

ISCOM 

SMIP 

PAMP 

VLP 

PRR 

TLR 

MHC 

PapMV 

CTB 

IFA 

CFA 

TCR 

BCR 

Th 

OC 

APC 

NK 

OmpC 

OmpCr 

OmpF 

Complejo inmunoestimulador. 

Moléculas pequeñas inmunopotenciadoras 

Patrón molécular asociado a patógeno. 

Partículas similares a virus. 

Receptor de reconocimiento de patrón. 

Receptor parecido a T 011. 

Complejo mayor de histocompatibilidad. 

Virus de mosaico de la papaya. 

Subunidad B de la toxina del cólera . 

Adyuvante Incompleto de Freund . 

Adyuvante Completo de Freund. 

Receptor del linfocito T. 

Receptor del linfocito B. 

Linfocito T cooperador. 

Célula dendrítica. 

Célula presentadora de antígeno. 

Células asesinas naturales. 

Proteína de membrana externa C. 

Proteína de membrana externa C recombinante. 

Proteíná de membrana externa F. 
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CP PapMV 

BSA 

s.c. 

i.p. 

C' 

IFN-y 

IL 

TGF-13 

Fc 

OVA 

HRP 

PBS 

SSI 

ELlSA 

Proteína de la cápside del PapMV. 

Albúmina Sé rica Bovina . 

Subcutánea. 

Intraperitoneal. 

Sistema del complemento. 

Interferón gamma. 

Interleucina. 

Factor de crecimiento transformante 13. 

Fracción crístalizable de las inmunoglobulinas. 

Ovoalbúmina. 

Peroxidasa de rábano. 

Solución reguladora de fosfatos. 

Solución salina isotónica. 

Ensayo inmunoenzimático en fase sólida. 
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11. Resumen 

El presente trabajo es un estudio de la capacidad adyuvante del Virus de Mosaico 

de la Papaya (PapMV). Se evaluó la capacidad adyuvante en la respuesta de 

anticuerpos contra la Ovoalbúmina (OVA) y contra las proteínas de membrana 

externa (PME) de Salmonella enterica serovar Typhi (S. fyphl) , particularmente la 

porina OmpCr. 

En ambos casos se observó un efecto adyuvante, para la OVA, incrementando la 

producción de anticuerpos de tipo IgG2a e IgG2b, mientras que para la OmpCr el 

incremento se presentó en la fase temprana de producción de anticuerpos del tipo 

IgM e IgG, IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. 

Es así, que estos resultados indican que el PapMV presenta capacidad adyuvante 

sobre la respuesta inmune de anticuerpos, así mismo sugieren que el PapMV 

promueve el cambio de i&otipo en los linfocitos B. Por lo tanto el PapMV se 

propone como un fuerte candidato a ser un adyuvante para uso en humanos. 
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- - - - - -------

111. Introducción 

La creciente necesidad de desarrollar vacunas efectivas, seguras, de bajo costo y 

de fácil distribución ha llevado a una intensa investigación de los mecanismos 

involucrados con el desarrollo de la inmunidad. Como producto de estas 

investigaciones se han aislado y purificado una gran cantidad de antígenos 

involucrados en la generación de protección. 

Sin embargo el empleo de estos antígenos para la producción de nuevas vacunas 

se ha visto limitado por su baja inmunogenicidad generando la necesidad de 

utilizar adyuvantes. 

Desde sus inicios, la búsqueda de nuevos adyuvantes estaba basada en el 

ensayo y error. Con el avance en el conocimiento de los mecanismos involucrados 

en la generación de la respuesta inmune, sobre todo de los relacionados con el 

reconocimiento por parte del sistema inmune innato a través de los receptores de 

reconocimiento de patrón (PRRs), en especial de los receptores tipo TolI (TLR's), 

se ha podido realizar una búsqueda de adyuvantes dirigida, principalmente, a los 

que estimulen al sistema inmune innato. 

Entre los nuevos candidatos como adyuvantes para uso en humanos que han 

surgido como fruto de estas investigaciones se encuentran los Complejos 

Inmunoestimuladores (ISCOM's), Moléculas pequeñas potenciadoras de la 
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respuesta inmune (SMIP's), liposomas, micropartículas y análogos de productos 

bacterianos. 

Así mismo se ha demostrado que la organización y repetitividad antigénicas 

influyen de manera significativa tanto en el tipo como en la magnitud de la 

respuesta inmune generada. Es por esto que los virus modificados para ser 

utilizados como acarreadores han sido objeto de un profundo estudio para la 

generación de nuevos adyuvantes para uso en humanos. 

Las partículas similares a virus (VLP's) tienen la ventaja de que pueden ser 

utilizadas como sistemas de liberación, moléculas inmunomoduladoras o una 

combinación de ambas, por ejemplo las VLPs que utilizan la proteína de la cápside 

del virus de la Influenza A1
. 2 o VLPs del virus de mosaico del tabaco que expresan 

péptidos heterólogos3
• 4 . Además, la producción de VLP's es de bajo costo y puede 

realizarse a gran escala. Diversos estudios utilizando VLP's de virus vegetales han 

probado su eficacia para potenciar la respuesta inmune de tipo Th1 . 

Con base en los estudios realizados en la Unidad de Investigación Médica en 

Inmunoquímica del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional S.XXI , 

se ha demostrado que el PapMV tiene una excelente capacidad para generar una 

respuesta inmune humoral elevada y de larga duración, lo cual indica que el 

PapMV puede activar fuertemente al sistema inmune innato, con base en lo 

anterior es que se propone evaluar la capacidad adyuvante del PapMV como una 

partícula inmunoestimuladora. 
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IV. Antecedentes 

1. Vacunas y la necesidad de adyuvantes 

Las vacunas pueden ser clasificadas de acuerdo a si contienen microorganismos 

atenuados o inactivados. Las vacunas con microorganismos atenuados estimulan al 

sistema inmune por medio de una infección transitoria causada por la replicación del 

organismo, un ejemplo de esto es la vacuna contra la viruela producida por Jenner 

en 17965
. 

A pesar de ser fáciles de producir y de bajo costo, el riesgo intrínseco asociado con 

los patógenos atenuados ha llevado a producir vacunas con microorganismos 

inactivados o con componentes subcelulares aislados. Estas vacunas estimulan el 

sistema inmune de una manera más baja y con menor duración. que las vacunas 

con microorganismos atenuados. Con el fin de aumentar la inmunogenicidad de 

este tipo de vacunas es que surge la necesidad de buscar sustancias capaces de 

potenciar la respuesta inmune sin que se añadan riesgos a su uso. 

En 1916, Le Moigne y Pinol reportaron que las emulsiones de aceites podían 

incrementar la respuesta inmune en contra de un antígeno. Fue hasta 1926 en que 

Glenny introdujo en América el único adyuvante aceptado para uso en humanos en 

.América, la alúmina6
. 
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Entre 1924 Y 1926, Ramón descubrió que la inflamación local causada por bacterias 

correlacionaba con el incremento en el título de anticuerpos y acuñó el término 

adyuvante para describir a toda aquella · sustancia capaz de incrementar la 

respuesta de anticuerpos en contra de un antígen06
. 

En las vacunas inactivadas y las que contienen componentes subcelulares, 

generalmente los adyuvantes son los componentes que hacen la diferencia entre 

una vacuna protectora y una que no lo es, sin importar el antígeno usad07
. 

Para que una sustancia pueda ser empleada como adyuvante en humanos debe 

cumplir con requerimientos muy astringentes, los cuales muy pocas veces pueden 

ser cumplidos, limitando así la disponibilidad de adyuvantes adecuadosB
. Entre los 

requisitos que un adyuvante tiene que cumplir para ser de uso humano se 

encuentran los siguientesB
: 

No debe ser tóxico o tener efectos secundarios en el rango de dosis en el que se 

presenta el efecto adyuvante. 

Debe estimular una fuerte respuesta humoral ylo celular. 

Proveer de una buena memoria inmunológica o provocar inmunidad de larga 

duración. 

No debe inducir autoinmunidad. 

No debe ser mutagénico, carcinogénico, teratogénico o pirogénico. 

Debe ser estable en rangos amplios de tiempo de almacenamiento, temperatura, 

y pH. 
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En la actualidad sólo existen dos adyuvantes que pueden ser utilizados en 

humanos, las antes ya mencionadas sales de alu mino y magnesio, y la 

microemulsión MF59, que exitosamente se introdujo en el mercado europeo en 

1997 para ser coadministrada con una vacuna para I nfluenza9
-
11 

. 

La producción de nuevas vacunas requerirá de adyuvantes que estimulen la 

respuesta inmune apropiada, por lo tanto, la investigación dirigida hacia el desarrollo 

de nuevos adyuvantes para uso en humanos es de central importancia para el 

desarrollo de nuevas vacunas. 

En la actualidad un adyuvante puede ser definido como los diversos componentes 

que mezclados y coadministrados con las determinantes antigénicas, potencien la 

respuesta inmune específica de antígeno in viv07
, 12, 13. 
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2. Clasificación y mecanismo de acción de los adyuvantes. 

Normalmente se espera que un adyuvante promueva la generación de una 

respuesta inmune elevada y.de larga duración, en la actualidad un buen adyuvante 

no debe cumplir solamente con la parte cuantitativa sino que también se exige que 

induzca la mejor respuesta biológica posible 14. 

Los adyuvantes pueden ejercer su efecto inmunopotenciador a nivel de la respuesta 

inmune innata, estimulando a las DCs y macrófagos a tomar antígeno del medio. La 

activación de estas células es a través de los PRRs. El adyuvante también facilita la 

endocitosis del antígeno evitando que este se diluya, es decir localizándolo8
. 

Una vez activadas, las DCs migran al órgano linfoide secundario donde presentarán 

el antígeno a los linfocitos T CD4+ y CD8+. El cambio fenotípico que sufren las 

células dendríticas durante la migración implica la expresión de moléculas 

coestimuladoras como CD40 y CD8615
. Algunos adyuvantes junto con el antígeno 

pueden llegar al órgano linfoide secundario y activar a los linfocitos B de manera TI. 

La respuesta inmune celular adquirida comprende a los linfocitos T (L T) CD8+ Y 

CD4+, estos son activados cuando los antígenos, previamente procesados, son 

presentados por las APCs (DCs, Linfocitos B(LB) y macrófagos) en el contexto de 

las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase I y de clase 11 

(MHCI y MHCII) respectivamente. 
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Los L T CD4+ reconocen a los antígenos exógenos que son presentados en 

moléculas del MHC de clase 11 , cuando esto ocurre, los L T CD4+ se diferencian a 

subclases funcionales llamadas L T cooperadores 1 (Th 1) o L T cooperadores 2 

(Th2) . 

La diferencia entre estas dos subclases radica en el perfil de citocinas que 

secretaran, siendo el interferón gamma (IFN-y) la citocina característica para los Th1 

mientras que la Interleucina 4 (IL-4) es la citocina característica para los Th2. 

Los L T CD8+ reconocen antígenos endógenos asociados a las moléculas del MHC 

de clase 1, la forma en que realizan sus funciones efectoras puede ser por medio de 

la liberación de IFN-y y del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o bien por un 

proceso citolítico direct014
. El IFN-y juega un papel importante en el mecanismo de 

adyuvanticidad, el IFN-y incrementa la capacidad fagocítica de las DCs y 

macrófagos así como la expresión de moléculas coestimuladoras 15 (Figura 1). 

Para que los linfocitos B sean activados se requiere que su receptor de antígeno 

(BCR) reconozca a su antígeno, si este reconocimiento implica, debido a la 

estructura y repetitividad antigénicas, la participación de varios BCRs el linfocito B 

se activará y producirá anticuerpos de clase IgM16
-
18

. Las citocionas generadas por 

los LT cooperadores promueven el cambio de isotipo en los linfocitos B produciendo 

así las otras clases de anticuerpos (tabla 1). 
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Tabla 1. Efecto de las citocinas sobre el cambio de isotipo en linfocitos B. 
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Figura 1. Mecanismo de acción de los adyuvantes. 
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La clasificación de los adyuvantes puede hacerse de acuerdo al mecanismo de 

acción involucrado en la adyuvanticidad, siendo asi se propone la siguiente 

clasificación 7, 12, 21 : 

2.1 Sistemas de liberación. 

Su función principal es la de evitar la difusión de los antígenos presentes en la 

vacuna y de permitir el reconocimiento de estos por las células presentadoras de 

antígeno (APCS)7. El efecto principal de este tipo de adyuvantes es el de 

incrementar la cantidad de antígeno que llega a los órganos linfoides secundarios. 

a) Aceites y sales minerales 

El mecanismo de acción de este tipo de adyuvantes consiste en evitar que el 

antigeno difunda aumentando así la concentración local del mismo y facilitando el 

reconocimiento por las células del sistema inmune innato22
. 

Dentro de estos se encuentran la alúmina, único adyuvante para uso en 

humanos compuesto de AIP04 y AI(OHh23
, y el Adyuvante Incompleto de Freund 

(1 FA). 

EIIFA es una emulsión de agua en aceite. Este adyuvante se utilizó en humanos 

durante la década de los 50s pero fue prohibido a mediados de la década de los 
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60s por las reacciones adversas que producía (absceso estéril , granulomas, 

induración muscular)24 

La composición dellFA es de 85% aceite mineral (por ej . Drakeol 6VR, Bayol F, 

Medic Way M7) y 15% del emulsificante24 monooleato de manida, un éster que 

contiene un residuo hidrofílico de manitol y un residuo hidrofóbico de ácido oleico 

C18. 

A pesar de que son poco aceptados para su uso en humanos (Adju-phos, 

Alhydrogel, CPA)22 no son reconocidos como inmunopotenciadores eficientes, 

además se ha reportado relación del uso de estos adyuvantes con el desarrollo 

de miofasciitis macrofágica y miopatía inflamatoria25,26. 

EIIFA se ha asociado con tres mecanismos de acción : 

1) La formación de un depósito del antígeno en el sitio de inyección que 

permite una liberación continua y gradual. 

2) Provee de un vehículo capaz de transportar al antígeno a través del sistema 

linfático a lugares alejados del sitio de inyección (ej . Bazo) . 

3) Interacción con APC'S24. 
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b) Liposomas 

Los liposomas comprenden una gran cantidad de compuestos amfifílicos como 

fosfolípidos y detergentés23 que puedan formar estructuras bilaminares de 

tamaño menor a un micrómetro, en su interior pueden contener compuestos 

hidrofílicos mientras en la superficie pueden incorporar otros compuestos 

amfifílicos o hidrófóbicos. 

Su estructura básica consiste de una bicapa de fosfolípidos con moléculas de 

colesterol intercaladas con el fin de aumentar su rigidez y estabilidad23
. 

Para conferir una carga neta y mayor rigidez a la estructura se añaden lípidos 

con carga y diferentes puntos de fusión23
. 

Los liposomas pueden ser clasificados de acuerdo a su composición y sus 

propiedades inmunológicas (tabla 2). 
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Tabla 2. Clasificación y propiedades de los liposomas. 
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20 



La principal desventaja que tienen los liposomas, con excepción de los virosomas, 

es que el efecto adyuvante observado es baj0 27 , Además los liposomas no pueden 

ser dirigidos hacia un solo tipo de célula ya que este puede fusionarse con la 

membrana de una célula de cualquier otro tejid028
, 

Los liposomas en comparación con los ISCOMs son más resistentes al estrés 

oxidativo, altas temperaturas, pH alcalino, fosfolipasas y sales biliares29
, 29, 3D , 

c) ISCOMs 

Los ISCOMs son estructuras micelares de alrededor 40nm31 y se distinguen de los 

liposomas en que los ISCOMs tienen una gran versatilidad de composición, 

tamaño, propiedades fisicoquímicas e inmunológicas23
, 

Estas estructuras esféricas micelares están compuestas de la saponina Quil A. 

colesterol y fosfolípidos, en sus membranas acarrean antígenos amfifílicos, 

principalmente proteínas presentes en las membranas de los microorganismos 

patógenos, Generalmente la composición de estas estructuras consiste en 60 -

70% Quil A, 10 - 15% de lípidos y 5 - 20% de proteínas23
, 

Se ha demostrado que gran parte del mecanismo de acción de los ISCOMs reside 

en la mezcla utilizada de Quil A23
, La composición de la Quil A es compleja, ya que 
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al realizar un análisis por cromatografía de fase reversa se encontraron 25 picos 

correspondientes a diferentes saponinas32
, 33, 

Las saponinas de la Quil A son compuestos bipolares34 ya que en su estructura 

química contienen un núcleo de triterpeno unido a un aldehído y dos cadenas de 

oligosacáridos, una de las cuales se encuentra acilada por dos ácidos alifáticos 

lipofílicos unidos a una fucosa por un enlace ester8
, 35, 36 , 

Los aldehídos presentes en las saponinas pueden formar iminas al reaccionar con 

los grupos E-amino de algunos receptores de las células T, lo .cual constituye la 

señal de coestimulación para la activación de los linfocitos de T, proceso que se 

lleva a cabo independientemente de los ligandos de CD8037
, 38, 

La formación de la imina resulta en cambios en el transporte de los iones Na+ y K+ 

lo cual, sumado a la señalización del TCR vía la proteína cinasa activada por 

mitógenos (MAPK) ERK2 Y la subsecuente liberación de Ca2+, favorece la 

producción de IL-2 e IFN-y, y por lo tanto una respuesta inmune de tipo Th1 39
, 
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Figura 2. Mecanismo de activación de los linfocitos T por las saponinas. 

Sin embargo, las saponinas que carecen de cadenas de oligosacáridos aciladas 

no estimulan la respuesta inmune de tipo Th1 sino la respuesta inmune de tipo 

Th2. 

Aparentemente la fracción lipofílica de las saponinas aumenta la disponibilidad de 

los aldehídos a las células T potenciando las respuestas de tipo Th1 ; las 

saponinas desaciladas pueden ser reconocidas por las lectinas presentes en las 

APCs facilitando su endocitosis y potenciando la respuesta de tipo Th239
-41. 

Las saponinas presentan dos inconvenientes, su alta toxicidad e inestabilidad, la 

cual puede producir cambios en el tipo de respuesta inmune estimulada4o. 
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d) Micro y nanopartículas 

Las micropartículas están compuestas del polímero biodegradable, poli(lactido

glicólidos) (PLG) , el cual ha, sido usado como sistema de liberación para fármacos, 

el rango de tamaño va desde 1 ¡.1m hasta 10¡.lm. 

Las nanopartículas son partículas sólidas que miden desde 1 nm hasta 1000nm y 

pueden estar compuestas de poli(metil metacrilato) (PMMA), poliacrilamida y 

poli(alquil cianoacrilatos) . 

Las nanopartículas formadas de poliacrilamida o poli(alquil cianoacrilatos) 

requieren largos procesos.de producción que involucran grandes cantidades de 

solventes orgánicos, además el efecto adyuvante observado es bajo. 

Con las micropartículas el antígeno se encuentra encapsulado, mientras que con 

las nanopartículas el antígeno puede encontrarse disuelto, encapsulado, atrapado, 

adsorbido o unido químicamente a la superficie. 

Las micropartículas hechas a base de poli(lactido-coglicolidos) (PLG) son los 

principales candidatos a fonnar parte de vacunas para uso humano ya que este 

polimero ha sido utilizado por muchos años como sistema de liberación controlada 

para fármacos peptídicos42
. 
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Se ha demostrado que el tqmaño de las miGropartículas juega un papel importante 

en el efecto adyuvante ya que las partículas con un diámetro menor a los 10l-lm 

son significativamente más efectivas que las partículas con diámetro mayor a los 

10I-lm43,44. 

La entrada del antígeno a los nódulos linfáticos se promueve al encapsularlo en 

las micropartículas, esto provoca un incremento en la concentración local y 

permanencia del antígen045. 

Se ha demostrado que las micropartículas también estimulan la interacción del 

antígeno encapsulado con las APCs24. 

En cuanto a las nanopartículas, el mecanismo de acción es similar al de las 

micropartículas. En experimentos utilizando nanopartículas marcadas con 14C, se 

demostró que más del 99% de las nanopartículas permanecen en el sitio de 

inyección46. 

Las nanopartículas de PMMA son ideales debido a su baja toxicidad, lenta 

biodegradación y producción de bajo costo. Además han sido utilizadas 

ampliamente en implantes de hueso.24. 
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2.2 Moléculas inmunoestimuladoras 

Este tipo de adyuvantes activan al sistema inmune innato principalmente por 

medio de los PRRs, en especial los TLRs28, 47-50. 

a) Productos bacterianos '{-sus análogos 

Comprende una gran variedad de adyuvantes que van desde los que contienen al 

microorganismo completo inactivado, como Mycobacterium en el Adyuvante 

Completo de Freund (CFA), hasta los que están compuestos de estructuras 

subcelulares, como el lipopolisacárido (LPS), CpG-ONA bacteriano, (3-glucanas, 

toxinas inactivadas (L Tk63, CTB) 11 ,51 . 

• Lipopolisacárido (LPS). 

El LPS, componente de la membrana de las bacterias Gram negativas, tiene 

una región hidrofílica compuesta de polisacáridos y una región lipofílica 

compuesta de un fosfolípido (Lípido A)8. 

Ellípido A puede estimular la producción excesiva de citocinas proinflamatorias 

provocando choque séptic052. Usando células transfectadas se ha demostrado 

que la activación celular inducida por el LPS requiere de la participación de un 

complejo formado por tres receptores53. 
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Inicialmente, el LPS libre o el complejo soluble LPS-Proteína de unión al LPS 

(LBP) se unen a C014, una proteína que se puede encontrar soluble o en la 

membrana celular, activ;:lndo la unión al TLR4. Se requiere una tercer proteína, 

MO-2, para que se active la cascada de señalización inducida por el LPS53
.

54
. 

Si se elimina un residuo de fosfato del LPS se obtiene el Monofosforil lípido A 

(MPL), esta molécula mantiene la adyuvanticidad pero tiene menor toxicidad. 

Se ha visto que la 13(1 -6) diglusoamina hexacilada con tres residuos 3-n-

alcanoiloxitetradecanoil o con seis ácidos grasos es necesaria para la 

adyuvanticidad55
. 
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Figura 3. Diferencias estructurales entre el Lípido A y MPL. 

27 



• I3-Glucanas 

Las l3-glucanas, polisacáridos de levaduras, son polímeros de 13(1-3) glucosa 

que pueden presentar cadenas laterales de glucosa 13(1-6) adquiriendo una 

conformación de hélice o triple hélice56
. 

Las propiedades inmunomoduladoras de las l3-glucanas dependen del tamaño, 

ramificaciones y conformación, siendo las conformaciones de una sola hélice 

las más efectivas57
. 

Las l3-glucanas de alto peso molecular pueden ser reconocidas por el receptor 

de complemento tipo 3 (CR3) presente en monocitos y neutrófilos, activando la 

degranulación y liberación de citocinas en ausencia de los L T. 

Las l3-glucanas de bajo peso molecular pueden unirse al CR3 activando a 

macrófagos, neutrófilos y células NK para ejercer su actividad citotóxica en 

patógenos o células opsonizados con iC3b57
. 

Investigaciones recientes han demostrado que las l3-glucanas activan un 

receptor que contiene un dominio de receptor Toll/lnterleucina 1 (TIR) Y que 

producen TNF-o. Ésta producción de TNF-a es dependiente de NF-KS8
. 

• CpG DNA bacteriano 

El DNA bacteriano contiene motivos CpG poco comunes en el DNA de 

eucariotes, estos motivos son reconocidos intracelularmente por el TLR 9 
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activando a la respuesta inmune innata y promoviendo la liberación de 

citocinas de tipo Th1 49
. 

Debido a las diferencias en la secuencia de aminoácidos que conforman el 

dominio de unión a motivos metil-CpG (MBD1) del TLR 9 de diferentes 

especies, la afinidad del TLR 9 por los oligonucleotidos de CpG dependerá de 

la secuencia óptima de nucléotidos para cada especie58
. 

Los CpGS se han podido clasificar de acuerdo al tipo de respuesta inmune que 

estimulen, los CpGs tipo D estimulan la producción de interferón alfa (IFN-a) e 

IFN-y por las DCs y células NK, no estimulan eficientemente a lás células B y 

tienen una cadena quimérica con un núcleo de CpG con enlaces fosfodiester 

flanqueado por secuencias de PTO-poliguanosina; los CpGs tipo K estimulan la 

proliferación de los linfocitos B y la liberación de IL-6 por los monocitos59
. 

La respuesta Th1 de mayor especificidad inducida por los CpGs - ODNs 

(oligodeoxinucléotidos) se consigue cuando se inmunizan los CpGs unidos 

covalentemente al antígen060
. Los CpGs son candidatos prometedores a ser 

aplicados en la prevención y tratamiento de enfermedades infecciosas debido a 

sus múltiples efectos inmunológicos y bajos efectos secundarios61
. 
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b) Moléculas Pequeñas Potenciadoras de la Respuesta Inmune (SMIPs) 

Aquí se comprende un nuevo grupo de moléculas sintéticas con capacidad de 

modificar la respuesta inmune, el núcleo de estas moléculas son las 

imidazoquinolinas de bajo peso molecular, por ejemplo el imiquimod y resiquimod, 

las cuales son análogos del nucleósido de guaninas, 62 , 

Estas moléculas ejercen su efecto adyuvante a través del TLR7, induciendo la 

producción de citocinas y la sobre expresión de las moléculas coestimuladoras y 

las moléculas del MHC de clase I y 11 en DCs. El resiquimod también es 

reconocido por el TLR8. 

Aparentemente, la activación de las células del sistema inmune por medio del 

TLR7 requiere de maduración endosomal mientras que la activación vía TLR8 no. 

Las imidazoquinolinas estimulan a las DCs para la producción de IL-12 e IFN-a en 

mayor cantidad , ambas citocinas tienen un alto poder anti-viral y anti-tumoral, así 

mismo se producen otras citocinas proinflamaorias típicas de las respuestas Th1 . 

Se ha demostrado, con ratones deficientes en MyD88 y TLR7, que estos 

compuestos sintéticos activan a las células del sistema inmune por medio de una 

cascada de señalización dependiente en TLR7 y MyD88. 

30 



Resiquimod también es capaz de activar a las células B de una manera similar a la 

señal dada por el ligando de CD40, induciendo así la producción de TNF-a e IL-6, 

ambas citocinas contribuyen a estimular la respuesta inmune de anticuerpos. 

c) Partículas similares a virus. 

Las VLPs consisten de proteínas recombinantes de la cápside de los virus, las 

cuales gracias a su capacidad de autoensamblaje pueden formar estructuras muy 

parecidas a las del virus silvestre 1 . 

Las proteínas que constituyen las VLPs pueden ser modificadas genéticamente y 

conseguir que se expresen péptidos heterógenos sobre la estructura de las 

proteínas de la cápside (Cp) sin alterar la capacidad de autoensamblaje de estas. 

A estas partículas se les llama quimeras de partículas similares a virus (CVP). 

Se ha demostrado que algunas VLP's tienen alta capacidad de estimular de 

manera timo independiente (TI) a los linfocitos B, macrófagos y . células 

dendríticas63-65. 

También se ha visto que las VLPs (por ejemplo la VLP-HBsAg) son endocitadas 

por una gran cantidad de células por medio de un mecanismo resistente a la 

citocalasina-B (inhibidor d~ la polimerización de actina), lo cual sugiere que la 

internalización de las VLPs se lleva a cabo por medio de endocitosis no mediada 

por clatrina o por macropinocitosis66
. 
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En cuanto a la activación de linfocitos T, se ha visto que las VLPs no alcanzan el 

cito sol de las APCs y que son procesadas en endosomas (TAP independientes). 

Además se ha reportado que hay un aumento en el número de moléculas del MHC 

de clase I vacías que son transportadas en endosomas lo que indica que 

posiblemtente los péptidos antigénicos se unen a las moléculas del MHC de clase 

I en compartimientos endosomales67
, 68. 

Sin embargo, el mecanismo de acción de las diferentes VLPs varía según el tipo 

de Cp utilizado para su formación, un ejemplo claro es la. diferencia en el 

procesado de los antígenos expresados en las VLPs HBcAg y HBsAg. La primera 

es parcialmente TAP dependiente mientras que la segunda es totalmente TAP 

independiente69, 70 . 

Utilizando CLPs del virus del parvovirus porcino (PPV) expresando epitopos del 

Virus de la coriomeningitis linfocítica (LCMV) se indujo protección contra dosis 

letales del LCMV tanto en ratones maduros como en neonatos. 
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3. Influencia de la organización antigénica en la respuesta de los linfocitos B. 

La mayoría de los patógenos expresan en su superficie estructuras antigénicas 

repetitivas que son fuertes inmunógenos para los linfocitos B. Por ejemplo el virus 

de la influenza está recubierto con moléculas de HA y neuroamidasa, ambas 

moléculas son objetivos primordiales de la respuesta inmune humoral. 

Se ha demostrado que los antígenos que presentan una e~tructura rígida y 

paracristalina, que son repetitivos (entre 20 y 30 antígenos) y altamente 

organizados (separados por una distancia entre 5 y 10nm) activan eficientemente 

a los linfocitos B a través del BCR 16.71 produciendo respuestas de tipo TI-1, esta 

respuesta se caracteriza por que los linfocitos Th no participan en la activación de 

los linfocitos B y por lo tanto los anticuerpos producidos serán de clase IgM. 

Así mismo se han detectado que se presentan tanto respuestas TI-1 policlonales 

(prototipo de LPS) como, TI-1 antígeno específicas (Virus de la estomatitis 

vesicular (VSV) o el poliovirusf1 . 

Los linfocitos B actúan como efectores inmunes, principalmente por medio de la 

expansión clonal antígeno específica y la diferenciación a células plasmáticas. Las 

células B B1 (CD5+) y las células B de la zona marginal (MZ) están especializadas 

en responder ante antígenos de tipo timo-independiente, de manera tal que 

sugiere la existencia de memoria natural e innata por parte de los linfocitos B72 
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4. Búsqueda de nuevos adyuvantes 

Recientemente los virus han sido considerados como sistemas atractivos para la 

expresión y liberación de antígenos extraños como inmunógenos, y por lo tanto 

ser utilizados para el desarrollo de nuevas estrategias de vacunación73
, 74 

Al final de la década de los 80's, las plantas se convirtieron en parte del proceso 

de desarrollo de vacunas, destacando por su producción segura y de bajo costo. 

Una gran cantidad de antígenos de gran relevancia se han expresado en plantas 

transgénicas, entre ellos encontramos al HbAgS75
, la L T de E. CO/¡76, la 

glicoproteína del virus de la rabia77 y la proteína de la cápside del Norwalk virus78
. 

El empleo de plantas para la producción de proteínas con fines terapéuticos, 

ofrece grandes ventajas como la ausencia de patógenos de mamíferos, 

modificación de las proteínas por una célula eucariote, una buena relación costo

efectividad, producción a gran escala, y relativa facilidad para la expresión y 

purificación de las proteínas79 

Con los avances en el conocimiento de la biología molecular de los virus vegetales 

ha surgido la posibilidad de utilizarlos como sistemas de expresión de antígenos80
. 

81. Al contrario de las vacunas recombinantes convencionales, que en gran parte 

provienen de patógenos vivos atenuados, vivos recombinantes o inactivados, los 

virus de plantas no son patogénicos en humanos ni en otros animales82
. 83 
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El virus del mosaico del tabaco (TMV), el virus del mosaico del ejote (CPMV), el 

virus del mosaico de la alfalfa (AIMV) y el virus del arbusto de tomate (TBSV) han 

sido usados como sistemas de expresión de determinantes antigénicas de varios 

patógenos animales. 

Particularmente, las proteínas de la cápside pueden ser manipuladas 

genéticamente para que al ser expresadas en plantas, se añadan secuencias 

exógenas. Cuando estas Cps se ensamblan dan origen a quimeras de partículas 

similares a virus que expresan la secuencia exógena en su superficie. 

Las VLPs como adyuvantes presentan la gran ventaja de que pueden comportarse 

como sistemas de liberación y como moléculas estimuladoras de la respuesta 

inmune al mismo tiempo. 

La expresión organizada y repetitiva de antígenos en la superficie de las VLPs 

permite la activación TI de los linfocitos B y facilita la endocitosis de las APCs. 

Además, las VLPs pueden contener antígenos y/o adyuvantes como las 

secuencias de DNA ricas en motivos no metilados de CG (CpGsl8 que serán 

liberados dentro de las APCs aumentando así el efecto inmunopotenciador. 
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5. Virus de mosaico de la papaya (PapMVl. 

El PapMV es un virus filamentoso no envuelto de ssRNA(+) cuya cápside está 

constituida por 1,200 monómeros de una única proteína (CP), los monómeros 

están separados por una dístancia de 5.5nm y dispuestos de manera repetitiva y 

altamente organizada formando un arreglo paracristalino. En estudios previos 

hemos observado que la inmunización de ratones con una sola dosis de 50~g de 

este virus induce una respuesta de anticuerpos elevada y de larga duración. 

El PapMV ofrece la ventaja de que es un virus que se puede modificar 

genéticamente para expresar péptidos heterólogos, además, el proceso de 

obtención del virus es sencillo, se obtienen altos rendimientos de producción y es 

estable a temperatura ambiente. Por lo tanto, este virus es un excelente candidato 

para ser utilizado como acarreador de péptidos heterólogos, de tal forma que 

estos puedan expresarse en la cápside viral de forma repetitiva y altamente 

organizada, y así inducir la activación del sistema inmune adaptativo, 

especialmente de los linfocitos B. 

El desarrollo de una CVP del PapMV presenta grandes ventajas, destacando el 

gran potencial de producción a gran escala ya que se puede obtener un gramo de 

CVP por kilogramo de hojas; una hectárea de papaya producirá alrededor de un 

kilogramo de CVP, lo cual es suficiente para la producción de siete millones de 

dosis individuales (150~g de CVP). 
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V. Planteamiento del problema 

En la actualidad el diseño 'de vacunas para humanos que sean eficientes se ha 

visto limitado debido a la falta de adyuvantes que, además de no producir efectos 

secundario y ser de bajo costo de producción, puedan estimular la respuesta 

inmune adecuada para conferir protección de larga duración. 

En la actualidad el único adyuvante que puede ser utilizado en humanos tiene la 

desventaja de que el incremento que produce en la respuesta inmune no es 

suficiente para conferir protección de larga duración. 

Entonces, el presente trabajo busca contribuir al establecimiento de las bases 

experimentales que permitan proponer al PapMV como fuerte candidato a ser 

utilizado como adyuvante en humanos. 

VI. Hipótesis 

El virus de Mosaico de la Papaya (PapMV) será un buen adyuvante en la 

respuesta inmune humoral contra antígenos protéicos. 
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VII. Objetivos 

Objetivo general. 

Estudiar en ratones BALB/c, el efecto adyuvante del PapMV en la 

generación de inmunidad mediada por anticuerpos indUcida por la OVA, 

OmpCr. 

Objetivos particulares. 

a) Determinar el efecto adyuvante del PapMV en la respuesta inmune 

humoral contra OVA. 

b) Determinar el efecto adyuvante del PapMV en la respuesta inmune 

humoral contra OmpCr. 
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VIII. Materiales y métodos 

1. Modelo experimentál 

a) Ovoalbúmina (OVA). 

Ovoalbúmina es una glicoproteína obtenida de huevo de pollo con un peso 

molecular de 45 kDa por cadena, cada macromolécula consta de cuatro 

cadenas idénticas. OVA es usada como un antígeno habitual en muchos 

estudios. La comparación de los niveles de anticuerpos anti-OVA inducidos y 

las subclases de IgG se usan como un indicador del tipo de respuesta Th1 o 

Th284
. 

Previamente se ha reportado que ratones BALB/c sensibilizados con OVA 

inducen una respuesta Th2 en los pulmones, pese a la considerable 

producción de la IL-4 e IL5 en esplenocitos de BALB/c. Sin embargo, los 

esplenocitos de ratones BALB/c siempre producen respuesta tipo Th2 sin 

tomar en cuenta la dosis usada para la sensibilización85
. 

b) Omper 

Las porinas son una serie de proteínas presentes en la mayoría de las 

bacterias Gram negativas, estas proteínas cumplen con la función de ser 

reguladores del transporte pasivo de moléculas hidrofílicas pequeñas 86·88 Es 
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por esto que las porinas son proteínas importantes en la supervivencia de las 

bacterias. 

Principalmente, las Omps de S. typhi son las porinas Omp e, Omp F y la 

proteína modificable por calor Omp A. Estudios realizados con sueros de 

pacientes con fiebre tifoidea en fase convaleciente demuestran que la mayor 

parte de las IgGs reconocen a las porinas Omp e y Omp F de S. typhi. 

La Omper es producida en E. coli UH302 transformada con el plásmido 

pST1389
, al ser purificada la Omper eluye en la misma fracción que la Ompe 

nativa lo que indica que esta también forma trímeros86
. 

En los ensayos de protección la Omper confiere menor protección que la 

Ompe nativa, cuando los ratones fueron retados con 22 LO 50 la Ompe nativa 

protege 70% mientras que la Omper protege 20%, cuando los ratones fueron 

retados con 120 L050 la Ompe nativa protege 30% mientras que la Omper 

protege 20%90. 

El modelo experimental de Omper, debido a su relación con la supervivencia 

de S. typhi, nos permite evaluar el efecto adyuvante de PapMV sobre la 

respuesta contra un antígeno de relevancia biológica . 
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2. Evaluación del efecto adyuvante del PapMV. 

a) Esquema de inmunización para OVA 

Grupos de 5 ratones BALB/c hembra de entre 8 y 10 semanas de edad 

fueron inmunizados vía i.p. La composición de los antígenos administrados 

se detalla en la tabla 3. 

Tabla 3. Grupos de ratones para la evaluación del efecto adyuvante del PapMV sobre 

la respuesta inmune contra OVA' . 

Grupo Antígeno Adyuvante 

1 OVA (2mg) ---

2 OVA (2mg) 1 OlJg de LPS de E. eoli. 

3 OVA (2mg) 250IJL de IFA 

4 OVA (2mg) 250IJL de CFA 

5 OVA (2mg) 30IJg de PapMV 

6 SSI (5OOIJL) ---

7 --- PapMV (30IJg) 

.. 
* El volumen final de los antlgenos administrados se ajusto a 500IJL con SSI. 

El refuerzo fue administrado al día 15 y consistió en 2mg de OVA por vía 

i.p. para todos los grupos que previamente habían sido inmunizados con 

esta molécula. El grupo control de SSI y el de PapMV se inocularon con 

500IJL de SSI. 
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Las muestras de sangre se obtuvieron por sangría retroorbital en los días 

señalados en las figuras 4 y 5. 

b) Esquema de inmunización para OmpCr. 

Grupos de 5 ratones hembra BALB/c de 8 a 10 semanas de edad fueron 

inmunizados por vía i.p. La composición de los antígenos administrados se 

detalla en la tabla 4. 

Tabla 4. Grupos de ratones para la evaluación del efecto adyuvante del PapMV sobre 

la respuesta inmune contra OmpCr*. 

Grupo Antígeno Adyuvante 

1 OmpCr (10~g) ---

2 OmpCr (10~g) 250~L de IFA 

3 OmpCr (10~g) 250~L de CFA 

4 OmpCr (10~g) 30~g de PapMV 

5 SSI (500~L) ---

6 --- PapMV (30~g) 

. . 
* El volumen final de los antígenos administrados se ajustó a 500~L con SSI. 

La toma de muestras se realizó por sangría retroorbital en los días 

señalados en las figuras 6 a 8. 
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3. Determinación del título de anticuerpos anti-OVA y anti-OmpCr. 

Las placas para ELlSA de 96 pozos se fijaron adicionando 100¡..¡L de 

solución de unión por pozo (15¡..¡g de OVA/100¡..¡L y 1¡..¡g de OmpCr/100¡..¡L). 

Las placas fueron incubadas 1 hora a 37°C y durante toda la noche a 4°C. 

Después se lavaron cuatro veces con solución de lavado. Posteriormente 

se bloquearon las placas adicionando a cada pozo 100¡..¡L de solución de 

bloqueo. Se incubaron una hora a 37°C y posteriormente se lavaron cuatro 

veces con solución de lavado. 

Los sueros a ser analizados se diluyeron 1 :20 en solución de bloqueo con 

un volumen final de 100¡..¡L. Se adicionaron 100¡..¡L de los sueros diluidos a 

los primeros pozos de las placas de diluciones, se hicieron diluciones 

seriadas 1 :2 con solución de bloqueo. Los sueros se transfirieron 

cuantitativamente y en el orden correspondiente a la placa de ELlSA 

previamente sensibilizada. Se incubaron 1 hora a 37°C y al término de ese 

tiempo se lavaron cuatro veces con solución de lavado. 

Posteriormente se agregaron 100¡..¡L del anticuerpo anti-inmunoglobulina de 

ratón correspondiente marcado con peroxidasa de rábano diluido 1: 1 000 en 

solución de bloqueo. La incubación de las placas se realizó a 37°C durante 

1 hora, posteriormente se lavaron cuatro veces con solución de lavado. 
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El revelado de las placas se realizó adicionando 100IJL de solución de 

revelado a cada pozo. Se incubó en la oscuridad a temperatura ambiente 

15 minutos y la reacción se detuvo con 10IJL de H2S04 2.5N por pozo. 

La densidad óptica fue determinada a una longitud de onda de 490nm en un 

lector de ELlSA (Lector para placas de ELlSA Dynex Technologies Modelo 

MRXII). Los resu ltados se graficaron como título de anticuerpos (-log2 x 40) 

vs tiempo. La preparación de las soluciones empleadas se detalla en los 

anexos I a IV. 

4. Producción y caracterización de antígenos. 

La OVA grado VI se obtuvo de SIGMA (# cat. A-2512 lote: 91K7057). La 

OmpCr se obtuvo por el método estandarizado en la Unidad de Investigación 

Médica en Inmunoquímica90 

La OmpCr se cuantificó. mediante el método de Lowry, para evaluar su pureza 

e integridad se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras, por último la determinación de LPS se realizó 

por el método modificado de Karkhanis. Las metodologías detalladas de los 

métodos antes mencionados se describen a continuación . 
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a) Cuantificación de proteínas por el método de Lowry 91 

La cantidad de proteína obtenida de la producción de OmpCr se cuantificó 

por el método de Lowry para ello se utilizó una curva patrón de albúmina 

sérica bovina (ABS) 0.05 - 0.60 mg/mL. Se tomó 0.1 mL de la solución de 

proteína respectivamente y se precipitaron con 20IJL de áCido tricloroacético 

al 72%, se centrifugarón a 12 000 rpm por 30 minutos y después, con 

mucho cuidado, se decantó el sobrenadante . 

Se adicionaron 200IJL de NaOH 0.5N y se hirvieron por 10 minutos. Se 

adicionó 1mL de una solución de Na2C03 al 2%, CUS04 al 0.01% y tartato 

de sodio al 0.01 %, Y 100IJL de reactivo de Follin-Cicalteau 1 N, se incubó 

durante 45 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz. La lectura 

de la densidad ópticá se realizó a 750nm. El cálculo de la concentración de 

proteínas se calculó con la siguiente ecuación: 

mg / mL de proteína = 1.751 Z (100 - %H) ( %N2) / (0.2802 V R ) 

donde: 

Z = cantidad de IJg de ABS de la interpolación de la DO de cada una de las 

muestras con la curva patrón. 

%H = porcentaje de humedad de la ABS. 

%N2 = porcentaje de nitrógeno de la ABS. 

V = Volumen de la muestra problema en IJL. 

R =JK 
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J = factor de correción del porcentaje de humedad. 

K = factor de correción del porcentaje de nitrógeno. 

b) Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. 

La SDS-PAGE de proteínas se efectuó de acuerdo al método de Laemmli 

en una unidad electroforética para geles verticales en placa (Biorad) y 

sistemas de amortiguadores discontinuos. El gel separador contenía 11.2% 

de acrilamida, 0.32% de bis-acrilamida, 0.10% de SOS en amortiguador de 

tris-HCI 0.35 M pH 8.8. El gel introductor contenía 4.2% de acrilamida, 

0.12% de bisacrilamida, 0.1 % de SOS en amoritguador de Tris-HCI 0.125 M 

pH 6.8. Como amortiguador de muestra se usó Tris 0.125 m pH 6.8 que 

contenía SOS al 2%, glicerol al 10% Y azul de bromofenol al 0.005%. Las 

muestras se analizaron en condiciones reductoras y no reductoras. Para las 

condiciones reductoras el amortiguador de muestra contenía además (~

mercaptoetanol al 5%. El corrimiento electroforético se llevó a cabo con 

1 OmA en el gel introductor y 15mA en el separador. 

c) Determinación de lipopolisacárido por el método de Karkhanis 92 

La cantidad de lipopolisacárido (LPS) contaminante de los antígenos 

producidos a partir de bacterias se determinó de manera indirecta 

cuantificando el contenido de 2-ceto-3-deoxioctonato (KDO) de acuerdo al 

método de Karkhanis. Empleando una curva patrón de KDO (Sigma Co.) de 

1-20 ¡..¡g I mL. Se tomó la cantidad correspondiente de la solución y se llevó 
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a 500mL con H2S04 0.2N, se hirvió por 30 minutos. Se agregaron 0.25mL 

de NaAs02 2.6N, cuando el color café desapareció se agregó 0.5mL de 

ácido tiobarbitúrico 0.6% y se hirvió por 15 minutos. Se agregó 1 mL de 

dimetilsufóxido y se leyó la absorbancia a 548nm. La cantidad de KDO se 

calculó interpolando la absorbancia de la muestra en la curva patrón. 
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IX. Resultados 

1. El Virus de Mosaico de la Papaya no tiene efecto adyuvante sobre la 

respuesta inmune de anticuerpos de las clases IgM e IgG total contra OVA 

pero si en los isotipos. 

Estos experimentos se realizaron para determinar si el PapMV puede incrementar 

la producción de anticuerpos antígeno específica, en este caso se utilizó un 

antígeno poco inmunogénico y ampliamente caracterizado en el laboratorio. 

El perfil de anticuerpos obtenido por la administración de OVA sola es el 

característico para este antígeno ya que se produjeron anticuerpos de clase IgG 

principalmente. 

Al coadministrar OVA con los adyuvantes CFA, IFA y LPS de E. coli se observa un 

incremento en la producción tanto de IgM como de IgG totales . Las respuestas 

obtenidas con CFA y IFA son similares y las más elevadas, mientras que la 

respuesta obtenida con LPS es menor en comparación con los . otros adyuvantes 

(Figura 4) . 
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En la coadministración de OVA con PapMV no se observa efecto adyuvante ya 

que los niveles de anticuerpos producidos son similares a lo observados con OVA 

sola (Figura 4) . 
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Figura 4. Evaluación del efecto adyuvante del PapMV en la respuesta inmune de anticuerpos de 

clase IgM e IgG contra OVA por el método de ElISA. 

Al evaluar la producción de los isotipos de IgG inducidos por la coinmunización 

con PapMV y de comparar con los inducidos con CFA, IFA y LPS se determinaron 

los títulos de los diferentes isotipos de IgG presentes en el suero de los ratones 

del experimento anterior utilizando el método de ELlSA. 

La coadminstración de OVA con CFA, IFA y LPS indujo la producción de los 

cuatro isotipos mayoritariamente IgG1 , de nuevo las respuestas obtenidas con 

CFA y IFA fueron las más elevadas y la obtenida con LPS es menor (Figuras 5a y 

5b) . 
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Al administrar OVA sola se observa que induce únicamente la producción de 

anticuerpos del isotipo IgG1 . Para la respuesta inducida por OVA coadministrada 

con PapMV se esperaba un resultado similar ya que en la detección de 

anticuerpos anti-lgG total no observamos efecto adyuvante, sorprendentemente al 

detectar los isotipos de IgG observamos que hubo un incremento en la producción 

de anticuerpos del isotipo IgG2a e IgG2b, siendo mayor enl efecto en el caso de 

IgG2a pero no en los isotipos IgG1 e IgG3 lo cual es indicativo de una respuesta 

mediada por INF-y (Figuras 5a y 5b). 

También se observa que los niveles de anticuerpos producidos al coadministrar 

OVA con PapMV son similares a los producidos por la coadministración con LPS. 

Sin embargo el efecto adyuvante no alcanzó los niveles observados con CFA E 

IFA. Es importante señalar que el efecto adyuvante del PapMV se observa en la 

fase tardía (después del refuerzo) de la producción de anticuerpos (Figura 5b), 

esto nos indica que en la primera etapa del esquema de inmunización (dias O a 

15), la inmunización de OVA con PapMV produjo un mayor número de células 

capaces de producir anticuerpos que al administrar OVA sola, una vez que se 

recibió el refuerzo el incremento en el título de anticuerpos se hizo evidente. 
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Figura 5_ Evaluación del efecto de los adyuvantes CFA, IFA y LPS, y del PapMV sobre los isotipos 
de IgG durante la respuesta humoral anti-OVA 

3_ El Virus de Mosaico de la Papaya tiene efecto adyuvante sobre la 

respuesta inmune de anticuerpos de clase IgM contra Omper_ 

Este experimento se realizó para evaluar el efecto adyuvante del PapMV sobre un 

antígeno muy inmunogénico derivado de un patógeno y por lo tanto con relevancia 

biológica para el hospedero. 
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Al administrar OmpCr sola se observa una producción rápida y elevada de 

anticuerpos en el día 4, esta disminuye rápidamente durante los días 8 a 12, a 

pesar de ello se pudieron detectar niveles bajos de anticuerpos hasta 120 días 

(Figura 6). 

Cuando se coadministró OmpCr con CFA, IFA también se observó una producción 

rápida de anticuerpos al día 4, sin embargo esta no fue lo suficientemente elevada 

para observar un efecto adyuvante (Figura 6) . Estos niveles de anticuerpos 

desaparecen rápidamente (día 30), esto puede significar se están estimulando los 

linfocitos T CD4+ los cuales, al secretar citocinas, promueven el cambio isotipo y 

por lo tanto la producción de anticuerpos de clase IgG y no IgM. 

Para la coadministración de OmpCr con PapMV se observan títulos elevados de 

anticuerpos y se observa un ligero efecto adyuvante hasta el día 30, en los días 

siguientes (60 - 120) el título de anticuerpos disminuye hasta que ya no se 

detectan (Figura 6), es posible que la presencia del PapMV promueva el cambio 

de isotipo y la cantidad de células productoras de IgM disminuya rápidamente. 
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Figura 6. Efecto adyuvante del PapMV en la respuesta inmune de anticuerpos del tipo IgM contra 

Omper. 

4. El Virus de Mosaico de la Papaya tiene efecto adyuvante sobre la 

respuesta inmune de anticuerpos de clase IgG contra Omper. 

A los sueros de los ratones utilizados en el experimento anterior se les determinó 

el título de anticuerpos de clase IgG. Los niveles de anticuerpos obtenidos por la 

administración de Omper son detectables a partir del día 12 y alcanzan su nivel 

máximo (título de 6.5) hasta el día 30, estos niveles se mantienen hasta el día 109 

y comienzan a disminuir en el día 120 (Figura 7). 
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En la producción de anticuerpos inducidos por la coadministración de OmpCr con 

CFA y IFA se alcanzan los niveles máximos hasta el día 60 estos se mantienen 

hasta el día 120 donde se observa un ligero decremento (Figura 7). 

Para la coadministración de OmpCr con PapMV se observa una ráp ida y elevada 

producción de anticuerpos en la fase temprana de la respuesta inmune de 

anticuerpos. Sorprendentemente la cantidad de anticuerpos producidos en los 

primeros días (12 a 30) es mayor a la producida por los adyuvantes CFA y IFA. 

Los niveles de anticuerpos disminuyen gradualmente del día 60 al 120 (Figura 7). 
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Figura 7. Efecto adyuvante del PapMV en la respuesta inmune de anticuerpos del tipo IgG contra 

Omper. 
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5. El Virus de Mosaico. de la Papaya tiene efecto adyuvante sobre la 

respuesta inmune de anticuerpos de isotipo IgG1, IgG2a e IgG2b contra 

Omper. 

Con el fin de caracterizar el tipo de respuesta obtenida por el efecto adyuvante del 

PapMV se determinó a las mezclas de los sueros del experimento anterior el título 

de los diferentes isotipos de IgG. 

Al coadministrar OmpCr con CFA o IFA se indujo la producción de los cuatro 

isotipos principalmente IgG1 seguido por los isotipos IgG2a e IgG2b. Estos niveles 

de anticuerpos alcanzan sus niveles máximos en la fase tardía (días 60 - 120) 

exceptuando a los anticuerpos de isotipo IgG3 en los cuales los niveles máximos 

se alcanzaron en el día 30. En los días subsecuentes se observa una ligera 

disminución en los niveles de anticuerpos menos para el isotipo IgG2a (Figura 8). 

Cuando se administró OmpCr sola se observó una mayor producción de 

anticuerpos de los isotipos IgG1 e IgG3 (Figura 8a) . Para todos los isotipos se 

observó una disminución en el título de anticuerpos después de llegar al nivel 

máximo, para los isotipos IgG2a e IgG3 los niveles se mantienen constantes a 

partir del día 60 (Figura 8b). 

La respuesta de anticuerpos obtenida por la coadministración de PapMV con 

OmpCr produjo niveles de anticuerpos de los isotipos IgG1, IgG2a e IgG2b, 

mayores a los obtenidos de la administración de OmpCr sola (Figura 8). Para 
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estos isotipos, el título de anticuerpos disminuye después de llegar al punto 

máximo. 
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Figura 8. Evaluación del efecto de los adyuvantes CFA, IFA y del PapMV en la producción de 

isotipos de IgG. 

56 



X. Discusión de resultados. 

A pesar de los avances tecnológicos y en el conocimiento de los mecanismos 

implicados en la generación de una respuesta inmune, el desarrollo de vacunas 

con capacidad de conferir protección de larga duración no ha sido el esperado. 

Parte del problema reside en la falta de adyuvantes que puedan ser utilizados en 

humanos, es por eso que el presente trabajo evalúa al PapMV como posible 

candidato a adyuvante con probable aplicación en humanos. 

Al evaluar si el PapMV pro,ducía un efecto adyuvante sobre la respuesta inmune 

humoral contra la OVA, se realizó la determinación de anticuerpos de clase IgM e 

IgG totales donde no se observó algún efecto adyuvante provocado por el PapMV 

(Figura 1). El efecto adyuvante no pudo ser detectado en la determinación de 

anticuerpos de clase IgG debido a que el anticuerpo anti-lgG de ratón consta de 

una mezcla de anticuerpos cuya composición isotipo específica es desconocida. 

En comparación con los adyuvantes IFA, CFA y LPS, el PapMV tiene un efecto 

menor sobre la producción de anticuerpos. 

Sin embargo cuando se realiza la determinación del título de anticuerpos para los 

isotipos de IgG, el efecto adyuvante se hace evidente en los isotipos IgG2a e 

IgG2b ya que la producción de anticuerpos por los ratones inmunizados con la 

mezcla PapMV+OVA es 32 veces mayor para IgG2a y 64 veces mayor para IgG2b 

con respecto a los ratones inmunizados con OVA. 
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Es importante resaltar que el efecto adyuvante se observa después de aplicar el 

refuerzo, esto puede indicar que debido a que la OVA es un antígeno poco 

relevante la respuesta inmune en la fase temprana (días O a 15) es principalmente 

contra el PapMV. Después del refuerzo, el aumento de la concentración de OVA 

con la preactivación de las células de la respuesta inmune innata provoca el efecto 

adyuvante y cambio de isotipo sobre la respuesta inmune de anticuerpos contra 

OVA. 

El perfil de anticuerpos obtenidos por los ratones inmunizados con OVA es 

coherente con los obtenidos en estudios anteriores93 realizados en la Unidad. Es 

bien sabido que el perfil de anticuerpos provocado por OVA en ratones BALB/c es 

el característico de una respuesta inmune de tipo Th2 , cuyo isotipo predominante 

es IgG1, sin embargo, el incremento de los anticuerpos IgG2a (característico de 

una respuesta de tipo Th1) no sugiere que el PapMV promueve el cambio de 

isotipo en los linfocitos B (Figura 5) mediado por una respuesta de tipo Th1. El 

efecto adyuvante visto en el isotipo IgG2b (con capacidad de fijar complemento) 

sugiere que el PapMV puede ser utilizado como adyuvante en contra de 

patógenos que requieran de la participación del complemento para su eliminación. 

Con base en los resultados obtenidos para la OVA se decidió probar si el PapMV 

tendría efecto adyuvante sobre la OmpCr ya que esta proteína es muy 

inmunogénica y nos permite evaluar al PapMV sobre un antígeno de relevancia 

biológica. 

58 



En estos experimentos el efecto adyuvante, tanto para anticuerpos de clase IgM e 

19G, se observa principalmente en los primeros días después de la inmunización 

(0-32) . En ambos casos" anticuerpos de clase IgM e IgG, la producción de 

anticuerpos fue duplicada. Es importante destacar que el PapMV conserva el 

efecto adyuvante cuando es inoculado con un antígeno poco inmunogénico (OVA) 

como cuando es inoculado con un antígeno inmunogénico (OmpCr) . 

Comparando el efecto del CFA sobre la producción de anticuerpos de clase IgG 

con el efecto del PapMV, observamos que estos son similares durante los 

primeros treinta días después de la inmunización, sin embargo el CFA consigue 

mantener el título de anticuerpos elevado durante un mayor tiempo. 

Es posible que el efecto adyuvante del PapMV sobre la respuesta inmune de 

anticuerpos contra OmpCr sea ocasionado por dos mecanismos, primero la 

retención del antígeno en el sitio de administración y segundo la estimulación de 

PRRs diferentes a los estimulados por la OmpCr sola, esto se observa (Figuras 6 

y 7) en que la producción temprana de anticuerpos inducida por la 

coadministración de OmpCr con PapMV es mayor que la producción inducida por 

los adyuvantes CFA y IFA. ' 

Cuando se caracterizó el efecto del PapMV sobre la respuesta inmune humoral 

contra OmpCr se observó que a diferencia de lo obtenido con la determinación de 

anticuerpos IgG totales, el efecto adyuvante del PapMV se observa principalmente 

en los días 30 y 60. El detectar un efecto adyuvante en la producción de 
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anticuerpos de los isotipos IgG1, IgG2a e IgG2b inducido por la coadministración 

de PapMV con OmpCr es un indicador de que se indujo la producción de las 

citocinas IL-4, INF-y, Y TGF-¡3 respectivamente. 

Al comparar los resultados de este experimento con los de la administración de 

OVA y PapMV (Figuras 5 y 8) destaca que el efecto adyuvante principal se 

produce en los isotipos IgG2a e IgG2b, esto sugiere que el PapMV puede ser 

utilizado como un adyuvante que promueva la producción de anticuerpos con 

capacidad de fijar complemento. 

A pesar de que el efecto adyuvante del PapMV es menor que el de CFA y IFA, el 

PapMV presenta las ventajas de no ser tóxico, es de fácil manejo y aplicación. 

Además en el aspecto biotecnológico el PapMV tiene la gran ventaja que su 

producción es de bajo costo ya que una hectárea de papaya puede producir hasta 

un kilogramo de virus. 
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XI. Conclusiones 

El virus del mosaico de la papaya tiene efecto adyuvante sobre la respuesta 

inmune de anticuerpos. 

El efecto adyuvante se observa principalmente para los isotipo IgG2a, IgG2b e 

IgG1. 

El incremento en la producción de anticuerpos provocada por el PapMV es 

considerablemente buena ya que es similar al alcanzado por el LPS de E. coli y 

en ocasiones superior al CFA y IFA. 
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XII. Anexos 

1. Anexo I 

Solución reguladora de fosfatos (PBS) pH 7.4 . 

Pesar exactamente: 

Cloruro de sodio 8.7g 

Fosfato monobásico de sodio 0.7g 

Fosfato dibásico de sodio 2.7g 

Disolver en 500mL de agua MiIliQ, ajustar el pH y llevar a volumen de 

1 OOOmL con agua MilliQ. 

2. Anexo 11 

Solución reguladora de carbonatos (SAC) ph 9.5. 

Pesar exactamente: 

Bicarbonato de sodio 

Carbonato de sodio 

7.0g 

2.8g 

Disolver en 500mL pe agua MilliQ, ajustar el pH y llevar a volumen de 

1 OOOmL con agua MiIliQ. 

3. Anexo 111 

Solución reguladora de citratos (SBC) pH 5.6. 
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Pesar exactamente: 

Ácido cítrico 

Citrato de sodio 

4.1g 

29.0g 

Disolver en 500mL de agua MiIIiQ, ajustar pH y aforar con agua MilliQ a 

1000mL. 

4. Anexo IV 

Solución de bloqueo (PBS + leche 5%). 

Pesar 5g de leche descremada, agregar PBS suficiente para hacer un 

volumen de 100mL. Esta solución debe ser utilizada el mismo día en que es 

preparada. 
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