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RESUMEN 

Los linfocitos T CD4+ participan de manera determinante en el desarrollo de respuestas protectoras contra 

enfermedades como SIDA, leishmaniasis, tuberculosis, influenza y contra algunos tipos de cáncer. Por lo 

que su activación y diferenciación es un objetivo importante en el desarrollo de nuevas vacunas. El 

direccionamiento de antígenos (Ags) a células dendríticas (DCs), en conjunto con adyuvantes fuertes, es 

una de las estrategias más prometedoras para la generación de respuestas protectoras mediadas por 

linfocitos T CD4+.  

La administración en piel de anticuerpos anti-DEC205 conjugados a Ags induce la activación eficiente de 

linfocitos T CD4+. En combinación con adyuvantes fuertes como poly I:C, CpG, LPS o flagelina, 

promueve la diferenciación de linfocitos T funcionales, los cuales pueden mediar respuestas protectoras 

de larga vida contra infecciones y tumores. Sin embargo, estos adyuvantes poseen un alto grado de 

toxicidad, mientras que derivados sintéticos de menor toxicidad resultan menos eficientes. Por lo tanto, la 

vacunación vía direccionamiento de Ags a DCs requiere todavía de la identificación de adyuvantes fuertes 

con potencial uso en humanos.  

La subunidad B no tóxica de la toxina del cólera (CTB) es un adyuvante que puede ser utilizado de manera 

segura en humanos y cuyo uso experimental, en conjunto con antígenos derivados de patógenos, puede 

inducir inmunidad protectora de larga duración. Sin embargo, si CTB es capaz de inducir la activación de 

DCs, así como la diferenciación de linfocitos T CD4+ funcionales, es aún un tema controversial. 

El objetivo de este estudio fue determinar si CTB puede actuar como un adyuvante para Ags direccionados 

a DCs o “solubles” (no direccionados a DCs por anticuerpos) cuando son administrados por la vía 

intradérmica (i.d.). En primer lugar, observamos que CTB puede inducir la activación de DCs de la piel y 

de los ganglios linfáticos de drenaje de la piel (SDLN). Asimismo, su coadministración con un Ag 

conjugado al anticuerpo anti-DEC205, e inclusive con el Ag soluble, indujo la expansión de linfocitos T 

CD4+ y su migración al sitio de inoculación. Sin embargo, la respuesta de linfocitos T fue notoriamente 

diferente en función del Ag. Utilizado en combinación con un Ag soluble, CTB promovió una respuesta 

local de larga vida predominantemente tipo Th1, así como de linfocitos T de memoria efectora (EM) y de 

memoria central (CM). Mientras que la coadministración de CTB con un Ag direccionado a DCs, 

promovió una respuesta local y sistémica caracterizada por linfocitos T CD4+ Th1/Th17, polifuncionales, 

así como de linfocitos T EM, T CM y residentes de tejido de memoria (T RM). Por otro lado, la 

inmunización con el Ag soluble promovió inmunidad local en la piel, mientras que el direccionamiento 
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de Ags a DCs en conjunto con CTB promovió protección local y sistémica contra el desarrollo de 

melanoma y contra la infección por rotavirus murino. De manera interesante, CTB actúo también como 

un adyuvante para Ags derivados de un patógeno poco inmunogénico que penetra por la piel, el cual es 

capturado preferentemente por DCs de la epidermis, induciendo una respuesta de linfocitos Th1/Th17 de 

larga vida y protectora contra la infección en piel y la diseminación sistémica de la enfermedad. 

Nuestros hallazgos indican que CTB puede ser utilizada como un adyuvante para Ags direccionados a 

DCs y solubles. Es de notar que, su administración con Ags direccionados a DCs induce respuestas 

inmunes locales y sistémicas más potentes, las cuales se caracterizan por linfocitos Th1/Th17 y por 

linfocitos T RM CD4+ y la inducción de inmunidad protectora contra la infección por rotavirus y 

melanoma. 

ABSTRACT 

CD4+ T lymphocytes are crucial in the development of protective immunity against diseases like AIDS, 

leishmaniasis, tuberculosis, influenza and against some tumors. Therefore, their activation and 

differentiation into effector cells is of mayor importance for vaccine design. To achieve this goal, 

delivering antigens via monoclonal antibodies targeting dendritic cells (DCs), in combination with strong 

adjuvants, is one of the most promising strategies. 

When administered through the skin, anti-DEC205-antigen monoclonal antibodies can efficiently induce 

CD4+ T cell activation. In combination with strong adjuvants, e.g., poly I:C, CpG and flagellin, it induces 

T effector cell differentiation and it mediates long-lasting immunity against infections and tumors. 

However, these adjuvants are very toxic, while synthetic derivatives are less effective. Therefore, DC-

targeted vaccination awaits the identification of strong non-toxic adjuvants with potential use in humans.  

The non-toxic cholera B subunit (CTB) is an adjuvant that can be safely used in humans. Also, its co-

administration with pathogen-derived antigens can induce long-term protective immunity against 

experimental infection. However, it is still controversial whether CTB can induce dendritic cell (DC) 

activation and effector CD4+ T cell differentiation as well.  

The main goal of this study was to determine whether CTB can act as an adjuvant for DC-targeted antigens 

or soluble antigens (non-targeted by the use of antibodies) when they are administered by the intradermal 

(i.d) route. First, we observed that CTB can induce activation of skin and lymph-node resident DCs. As a 

consequence, its co-administration with an Ag conjugated to an anti-DEC205 antibody, as well as with 
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the soluble antigen, induced expansion of CD4+ T cells and their migration to the inoculation site. 

Nevertheless, the T cell responses were significantly different depending on the Ag. In combination with 

the soluble Ag, CTB promoted a skewed and localized Th1 response, as well as T EM and T CM cells. 

While its combination with the DC-targeted Ag promoted a local and systemic response composed of 

Th1/Th17, poli-functional CD4+ T cells and also T EM, T CM and CD4+ tissue resident memory T cells 

(T RM). Consequently, Ag- soluble immunization provided local protection in the skin, while DC-targeted 

immunization promoted local and systemic protective immunity against melanoma and rotavirus 

infection. Furthermore, CTB also acted as an adjuvant for a poorly immunogenic pathogen that infects the 

skin, which is captured by skin DCs, inducing a long-lived protective Th1/Th17 response against skin and 

systemic infection.  

Our findings indicate that CTB can be used as an adjuvant for DC-targeted and soluble antigens. However, 

its co-administration with DC-targeted antigens induces more potent local and, importantly, systemic 

immune responses characterized by CD4+ Th1/Th17 and T RM cells, which can mediate protection 

against rotavirus infection and melanoma.  

MARCO TEÓRICO 

1. La subunidad B no tóxica de la toxina del cólera como potencial adyuvante para el desarrollo de 

vacunas 

El desarrollo de nuevas vacunas requiere frecuentemente de la inclusión de adyuvantes cuya 

administración en humanos debe ser segura. El uso de CTB en la vacuna contra el cólera, Dukoral, la cual 

está autorizada en más de 60 países, ha probado ser de uso seguro inclusive en sujetos 

inmunocomprometidos. En estudios clínicos realizados en 240 000 sujetos, la administración oral de la 

vacuna indujo únicamente efectos adversos moderados, incluyendo dolor abdominal y diarrea, los cuales 

fueron principalmente atribuidos al amortiguador de bicarbonatos en el que se administra la vacuna (1). 

Inclusive, ésta vacuna es segura cuando se administra por la vía intrarectal (2). Además, en sujetos 

mayores de cinco años de edad la vacuna provee de protección contra el cólera por al menos dos años (1). 

Por lo tanto, la CTB se perfila como un candidato importante para la generación de vacunas que puedan 

inducir respuestas inmunológicas de larga duración en humanos. Sin embargo, para poder utilizar a la 

CTB como adyuvante, es necesario caracterizar a la respuesta inmune inducida y a las células de la 

respuesta inmune innata y adaptativa, de manera que pueda utilizarse posteriormente en el desarrollo 

racional de vacunas más efectivas. 
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1.1 Activación del sistema inmune innato inducido por la CTB 

La toxina del cólera (CT) está compuesta por dos subunidades; la subunidad A, responsable de la toxicidad 

de la toxina completa, y la subunidad B (CTB) que carece de propiedades tóxicas (3). La CTB posee alta 

afinidad al receptor de gangliosidos (GM)-1, a través del cual la toxina completa o la CTB son 

internalizadas a la célula. A la fecha no existe evidencia que indique que la unión de CTB a GM-1 

promueva directamente la activación de células del sistema inmune, por el contrario, existen estudios que 

lo relacionan con la inhibición de la activación de linfocitos T (3). 

Poco se sabe sobre la capacidad de CTB para activar a receptores de reconocimiento de patógenos (PRRs). 

Sin embargo, la evidencia experimental sugiere que CTB podría activar a receptores tipo toll (TLRs). En 

cultivos de DCs derivadas de médula ósea, CTB induce un incremento en la expresión de genes que 

codifican para TLRs, de moléculas adaptadoras y efectoras que participan en la señalización de los TLRs 

y de moléculas de la vía de activación de NFkB (4). Como resultado de la estimulación con CTB, las DCs 

pueden expresar una serie de citocinas y quimiocinas incluyendo: IL-5, IL-12p70, IL-6, IL-10, IL-3, G-

CSF, MIP-2 y eotaxina. De manera similar, la estimulación de líneas celulares de macrófagos con CTB 

induce la activación de NFkB, así como la expresión de citocinas y quimiocinas (5) a través de 

mecanismos dependientes de la expresión de TLR4, e interesantemente, de otros receptores de membrana 

como FcRg, CARD9 y TREM2 (6).  

In vivo, la capacidad de CTB para activar DCs es un tema controversial. Por una parte, su administración 

en piel puede inducir la activación de DCs de la epidermis, como lo indica el incremento en la expresión 

de CD86, así como su acumulación en el sitio de inoculación (7). De manera similar, su inyección 

directamente en intestinos ligados, o por alimentación intragástrica, induce la acumulación de DCs en el 

epitelio asociado a folículos de las placas de Peyer (8). En contraste, existen reportes que indican que la 

administración de CTB por las vías subcutánea o transcutánea no induce acumulación de DCs en los 

SDLN ni incremento en la expresión de CD86 (7,9). Dado el papel central que juegan las DCs en el 

desarrollo de respuestas de linfocitos T, es de especial relevancia determinar si CTB pude inducir la 

activación y acumulación de DCs, tanto en el sitio de inoculación como en órganos linfoides, a través de 

otras estrategias de inmunización para promover así respuestas inmunes protectoras.  
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1.2 Inducción de protección y activación de células del sistema inmune adaptativo utilizando a la CTB 

como adyuvante 

Si bien el papel de CTB en la activación del sistema inmune innato requiere de mayor investigación, varios 

artículos han documentado que puede utilizarse como un adyuvante para la inducción de respuestas 

protectoras y de linfocitos T CD4+. Una de las formas de explotar el potencial adyuvante de CTB consiste 

en su fusión o conjugación con Ags. Un ejemplo de lo anterior consiste en la proteína de fusión de CTB 

con Ags derivados del virus de la influenza. En un estudio ésta proteína fue administrada a ratones por la 

vía intranasal (i.n) bajo un esquema de inmunización/refuerzo doble. Cuarenta y dos días después del 

último refuerzo, los ratones fueron retados con la cepa letal PR8 a LD50. El 100% de los ratones 

inmunizados sobrevivió al reto, a diferencia de los ratones vírgenes (10). El desarrollo de protección 

inmunológica fue relacionado con altos niveles de anticuerpos específicos en fluido bronqueoalveolar y 

con linfocitos T CD4+ productores de IFNg en bazo y pulmón (10). Resultados similares han sido 

observados después de la inmunización de una proteína de fusión de CTB con la proteína fimbria 2 de 

Bordetella pertussis, la cual indujo inmunidad de larga duración y la producción de IFNg en pulmón en 

un estudio en ratones (11).  

La CTB también ha sido utilizada exitosamente de manera soluble (no conjugada) en combinación con 

antígenos provenientes de bacterias. Tal es el caso de una vacuna experimental contra la proteína A de 

superficie del pneumococo, un Ag fuertemente inmunogénico, en combinación con CTB en un esquema 

de inmunización/ refuerzo doble. En este estudio, la inmunización confirió protección del 100% cuando 

los ratones fueron retados con un inoculo letal de Streptococcus pneumoniae, 42 días después del último 

refuerzo. La respuesta inmune correlacionó con una baja cantidad de UFCs en pulmones, así como 

también con la presencia de anticuerpos específicos y de IFNg e IL-12 en sobrenadantes provenientes de 

tejido homogenizado de pulmones (12). De manera similar, la administración soluble de CTB con un 

patógeno inactivado, como Francisella tularensis, puede inducir protección de larga duración contra la 

infección de una manera dependiente de células productoras de IFNg (13).  

Estos reportes indican que la CTB conjugada o soluble, en combinación con antígenos altamente 

inmunogénicos, actúa como un adyuvante capaz de inducir respuestas protectoras de larga duración. No 

obstante, su capacidad como adyuvante para Ags inocuos es controversial. Por ejemplo, la administración 

vía oral de una proteína de fusión compuesta de CTB y de tres epítopos del antígeno Lpp20 de 

Helicobacter pylori, una vez por semana durante cuatro semanas, resultó en el mismo nivel de infección 
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en comparación con los ratones que recibieron únicamente al antígeno (14). Es más, en este modelo la 

inducción de linfocitos T efectores requirió de la coadministración del adyuvante completo de Freund. Es 

de notar que la co-administración vía mucosas de CTB con Ags inocuos, como el antígeno modelo 

ovoalbúmina (OVA) o la pro-insulina, induce tolerancia (15,16). Sin embargo, la coadministración de 

CTB a través de un sitio altamente inmunogénico como la piel, y/o en conjunto con antígenos inocuos 

conjugados a anticuerpos con especificidad por DCs, no ha sido explorado.  

2 El direccionamiento de antígenos a DCs es un sistema altamente eficiente para el desarrollo de 

respuestas de linfocitos T y de inmunidad protectora 

La activación de linfocitos T CD4+ cooperadores requiere de una serie de interacciones con las DCs. En 

primer lugar, se requiere de la presentación de Ag a través de los complejos Ag-moléculas del MHC-II, 

así como de señales de co-estimulación expresadas por las DCs migrantes y residentes de tejido. Mientras 

que interacciones posteriores con DCs migrantes parecen otorgar las señales necesarias para la 

polarización de los linfocitos T CD4+ (17,18). Además, estudios recientes indican que los linfocitos T con 

fenotipo efector requieren de una segunda presentación de Ag para poder diferenciarse en células de 

memoria (19–22). Por lo tanto, las DCs representan blancos ideales para la generación de respuestas 

protectoras de larga vida de linfocitos T. En este contexto, el direccionamiento de Ags a DCs constituye 

una estrategia prometedora para el desarrollo racional de nuevas vacunas.  

El direccionamiento de antígenos a DCs consiste en la administración de conjugados de antígenos a 

anticuerpos con especificidad por receptores expresados por DCs (23). La alta especificidad de estos 

anticuerpos promueve eficientemente la captación y presentación de antígenos por DCs; dando por 

resultado la activación de linfocitos T utilizando pequeñas cantidades de conjugado (24). Inclusive, el 

direccionamiento a DCs a través de la administración de anticuerpos monoclonales ha entrado en la fase 

clínica (25). 

Los receptores blanco para el direccionamiento de antígenos a DCs consisten predominantemente de los 

receptores de lectinas tipo C (CLRs). Entre los más frecuentemente usados se encuentran DEC205, 

Langerina, DC-SIGN y DCIR. Debido a la alta expresión de DEC205 en varias sub-poblaciones de DCs, 

incluyendo a las CD11c+CD8+ de bazo y ganglios linfoides, dermales/intersticiales y células de 

Langerhans, DEC205 es el blanco de preferencia para el direccionamiento de Ags a DCs (23). Además, 

DEC205 es también expresado en DCs de humano, con un nivel del 77% de homología en la secuencia 
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de aminoácidos respecto al receptor murino (26). Por lo que es razonable pensar que esta estrategia de 

inmunización sea trasladable para el desarrollo de vacunas con uso en humanos.  

La mayoría de las vacunas son administradas de manera que se depositen en la grasa subcutánea o en el 

musculo debajo de la piel. Sin embargo, estos sitios contienen un bajo número de DCs (27). En contraste, 

las capas dérmicas y epidérmicas contienen una gran cantidad de DCs, por lo que la piel constituye uno 

de los tejidos más atractivos para la administración de vacunas. Las DCs de la piel en condiciones 

fisiológicas están conformadas por células de Langerhans (LC) en los estratos epidérmicos y por DCs 

dermales (27). Cuando los anticuerpos monoclonales anti-DEC205 son administrados por la vía i.d. son 

capturados preferentemente por las LCs (Langerina+CD103+/-), mientras que en los SDLN lo son las DCs 

CCR7+CD11b+CD8a-Langerina+/- (migrantes de la piel) y las CCR7-CD11b-CD8a+ (residentes de 

ganglio). De manera importante, se ha observado que los anticuerpos persisten hasta por 5 días después 

de su administración (28,29), siendo las DCs migratorias de la piel las principales en capturar al anticuerpo 

(30,31). A pesar de estos resultados, en la gran mayoría de los estudios de direccionamiento de Ags a DCs 

se ha optado por las rutas subcutánea (s.c.) e intravenosa (i.v.) con resultados alentadores. 

La administración s.c. de anti-DEC205 conjugado al Ag prototipo OVA induce la activación de linfocitos 

T CD4+ con una eficiencia 300 veces superior al Ag no conjugado. Sin embargo, la ligación de anti-

DEC205 no induce la maduración de DCs, por lo que es necesaria la coadministración de adyuvantes 

como anti-CD40, poly I:C, CpG o flagelina. De esta manera se induce la diferenciación de linfocitos T 

efectores y de memoria, los cuales pueden encontrarse en los ganglios que drenan el sitio de inoculación 

(24). Además, los anticuerpos anti-DEC205 administrados localmente se diseminan de manera sistémica, 

por lo que se ha sugerido que el direccionamiento de Ags puede inducir una respuesta sistémica de 

linfocitos T (24,28,32), lo que representaría una importante ventaja en comparación con los antígenos no 

direccionados.  

De manera importante, la inmunización vía direccionamiento de Ags a DCs puede inducir respuestas de 

larga duración contra el melanoma. En el modelo de melanoma-OVA, la administración s.c de anti-

DEC205-OVA en presencia de poly I:C + anti-CD40 induce respuestas de linfocitos T CD4+ y CD8+, los 

cuales participan en la inhibición del crecimiento tumoral (28). De manera similar, el direccionamiento 

de Ags tumorales, como la proteína 2 relacionada con la tirosinasa (TRP), a DCs DEC205+, en conjunto 

con CpG, induce una respuesta protectora contra el melanoma, la cual es dependiente principalmente de 

linfocitos T CD4+ (32). Cabe destacar además que en estos modelos, el direccionamiento de Ags puede 
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revertir el crecimiento de tumores establecidos (32,33). De manera que estos hallazgos han alentado la 

realización de estudios clínicos para la evaluar la eficacia de Ags tumorales direccionados a DCs 

DEC205+ como terapia (25). 

Por otra parte, la inmunización vía direccionamiento de Ags a DCs también puede inducir respuestas 

protectoras contra patógenos. La administración i.v. de una sola dosis de anti-DEC205 acoplada a la 

proteína del circumsporozoíto de Plasmodium yoelii, en combinación con anti-CD40+ poly I:C, induce la 

diferenciación en bazo de linfocitos T CD4+ productores de IFNg (34). De manera similar a la 

administración s.c. de anti-DEC205-VP6 (un antígeno del rotavirus murino) + poly I:C, que induce la 

diferenciación de linfocitos Th1 protectores (35). Inclusive, el direccionamiento de Ags a DCs DEC205+ 

puede inducir linfocitos T CD4+ polifuncionales de larga vida, productores de IFNg/TNFa/IL-2, contra 

diversos Ags como: gag p24 del VIH, Ags del merozoíto de Plasmodium vivax y la proteína LcrV de 

Yersinia pestis, cuando son co-administrados con poly I:C, flagelina u oligonucleótidos de CpG como 

adyuvantes (36–38). De tal manera que el direccionamiento de Ags a DCs DEC205+, en conjunto con 

fuertes adyuvantes, se perfila como una estrategia de inmunización óptima para la generación de linfocitos 

protectores de larga vida. 

3  Diferenciación de linfocitos T cooperadores Th1 y Th17 

Cabe destacar que la respuesta de linfocitos T inducida por direccionamiento de Ags o Ags solubles en 

conjunto con los adyuvantes mencionados está restringida a un perfil tipo Th1. Diversos estudios sugieren 

que la diferenciación de linfocitos tanto Th1 como Th17 podría ser más eficiente para el desarrollo de una 

respuesta inmune protectora. En un modelo de inmunización contra M. tuberculosis, la respuesta de 

memoria en pulmón se caracterizó por la infiltración de linfocitos Th17 y en ganglios de drenaje por 

linfocitos Th1. De manera interesante, los linfocitos Th17 mediaron el reclutamiento de los Th1 a pulmón 

para el control óptimo de la infección (39). De manera similar, en un modelo de infección por C. albicans, 

los linfocitos Th17 mediaron el control de la infección en piel y los linfocitos Th1 participaron en el 

control de la diseminación sistémica del patógeno (40). Mientras que en modelos experimentales de 

melanoma, los linfocitos Th17 promueven la infiltración de los tumores con linfocitos T CD8+ citotóxicos 

(41). Además, la presencia de linfocitos Th1 y Th17 ha sido correlacionada con mayor supervivencia en 

pacientes con melanoma y con otros tipos de tumores (42,43). En tanto que, en modelos de infecciones 

virales, como el de rotavirus murino, los linfocitos Th1 y Th17 parecen también cooperar en la generación 
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de respuestas protectoras (44,45). Por lo que la generación de nuevas vacunas podría beneficiarse de 

estrategias de inmunización con la capacidad de inducir respuestas de linfocitos T CD4+ Th1/Th17.  

3.1 Diferenciación de linfocitos Th1 

Los linfocitos Th1 se caracterizan por la producción de las citocinas IFNg, IL-2, TNFa y TNFb. IFNg 

induce la activación de macrófagos para la eliminación de patógenos intracelulares a través de varios 

mecanismos. Uno de los cuales incluye la inducción de la sintetasa inducible de oxido nítrico, la cual 

promueve la generación de especias reactivas de nitrógeno que son toxicas para los patógenos 

intracelulares. Este mecanismo puede ser también inducido en otras células como los hepatocitos. Otro 

mecanismo mediado por IFNg incluye la estimulación de autofagia, por la cual se forman vesículas 

autofagosomales las cuales se fusionan con lisosomas para la degradación del contenido celular (46,47). 

La diferenciación de los linfocitos Th1 es regulada por IL-12 e IFNg. IL-12 activa al factor de transcripción 

STAT4, el cual induce la expresión de IFNg. Esta última activa a STAT1 para estimular la expresión del 

factor de transcripción Tbet, el cual induce mayor expresión de IFNg y la expresión del IL12Rb2, a la vez 

que reprime la polarización hacia linfocitos Th2 o Th17. (47). Además, se propone que IL-12 es 

fundamental para la expansión de los linfocitos Th1, así como para el mantenimiento de su fenotipo.  

IL-12 es producida principalmente por DCs activadas. La estimulación con agonistas de TLR4 (LPS), 

TLR9 (CpG), TLR3 o TLR7 (poly I:C) induce la producción de IL-12p70, vía la activación de las cinasas 

p38 y JNK en DCs, estimulando la diferenciación de linfocitos Th1 (48). Como se mencionó 

anteriormente, se ha demostrado que CTB provoca también la expresión de IL-12p70 en DCs derivadas 

de médula ósea, además de promover la diferenciación de linfocitos Th1 (10,12–14,49) y de inducir la 

activación de p38 en macrófagos de bazo (50). Por lo que CTB representa una opción viable para la 

generación de este tipo de respuestas. 

Por otra parte, es necesario considerar también que existen poblaciones específicas de DCs encargadas de 

la producción de IL-12, por lo que su identificación y manipulación podrían ayudar a diseñar vacunas más 

eficientes en la generación de linfocitos protectores Th1. Estudios pioneros identificaron en bazo a las 

DCs CD8a+ como la principal fuente de IL-12p70, lo cual sucede rápidamente (2-4 h) tras la estimulación 

con CD40L o IFNg (51). Sin embargo, esta capacidad es regulada a la baja a medida que transcurre el 

proceso de maduración, de tal manera que las DCs maduras no producen IL-12p70 cuando son re-

estimuladas (52). No obstante, estudios in vitro indican que un corto periodo de estimulación con IL-12 
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es suficiente para inducir la diferenciación de linfocitos Th1 (52). A tiempos posteriores, es posible que 

otras poblaciones celulares regulen la diferenciación/mantenimiento de los linfocitos Th1. De manera 

interesante, en un modelo de infección en piel por Candida albicans la diferenciación de linfocitos Th1 

dependió de las DCs dermales Langerina+ (CD8a-) (53), las cuales expresaron altos niveles de IL-12. 

Además, en un modelo de administración s.c. de CpG y OVA, la presentación de Ag dependió 

principalmente de las DCs migrantes de la piel, mientras que las DCs inflamatorias aisladas de los ganglios 

de drenaje produjeron altos niveles de IL-12 in vitro e in vivo para mediar la diferenciación de linfocitos 

Th1 (54). En conjunto, estos datos sugieren que la activación y captura de antígenos por poblaciones de 

DCs de la piel y de ganglios linfáticos facilitaría la inducción de linfocitos Th1. A este respecto cabe 

recordar que los anticuerpos anti-DEC205-Ags son capturados por todas las subpoblaciones de DCs de la 

piel y por las DCs CD8a+ presentes en ganglios de drenaje (55), lo que en conjunto con adyuvantes 

promueve eficientemente la diferenciación de linfocitos Th1.  

3.2 Diferenciación de linfocitos Th17 

Los linfocitos Th17 se caracterizan por la producción de las citocinas IL-17A, IL-17F las cuales pueden 

inducir en una amplia variedad de células la producción de citocinas, como TNF, IL-1b, IL-6, GM-CSF y 

G-CSF), quimiocinas (CXCL1, CXCL8 y CXCL10), de metaloproteínasas y péptidos antimicrobianos. 

IL-17A e IL-17F además median el reclutamiento y activación de neutrófilos (56). A través de estudios 

en modelos de melanoma (41) y de inmunización con adenovirus (57), se ha observado que los linfocitos 

Th17 participan en la activación de linfocitos T CD8+ citotóxicos y en su reclutamiento a órganos no 

linfoides, sin embargo, se desconoce el mecanismo o mecanismos responsables. 

De manera general se ha aceptado que la señalización inducida por IL-6 inicia la diferenciación de los 

linfocitos Th17, mientras que IL-21 promueve la propagación del proceso de diferenciación e IL-23 es 

importante en el mantenimiento del fenotipo Th17. El programa transcripcional de los linfocitos Th17 

depende principalmente de los factores de transcripción STAT3 y RORgT. Las citocinas IL-6, IL-21, IL-

23, TGF-b e IL-1 son potentes activadores de STAT3. Mientras que TGF-b es necesaria para la activación 

de RORgT (58–60).  
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Las fuentes de citocinas polarizantes son diversas, sin embargo, una de las principales la constituyen las 

DCs. A través de la activación de PRRs las DCs pueden producir IL-6, IL-21, IL-23 e IL-1. Algunos de 

los inductores más potentes son los ligandos de CLRs, los cuales reconocen carbohidratos de pared celular 

de hongos y otros patógenos, entre los que se ha estudiado a dectina-1 y -2. Éstos señalizan a través de la 

cinasa intracelular Syk y del adaptador CARD9 para promover la maduración de las DCs, así como la 

expresión de citocinas Th17-polarizantes. Por lo que hongos como C. albicans y Saccharomyces 

cerevisiae son potentes inductores de linfocitos Th17. Otros PRRs involucrados en la diferenciación de 

linfocitos Th17 incluyen a los TLRs y a los receptores tipo NOD (NLR), los cuales actúan en sinergismo 

con la activación de TLRs o bien promueven la activación del inflamosoma y la consecuente expresión 

de IL-1 (59). 

La inducción de linfocitos Th17 requiere además de la participación de subpoblaciones específicas de 

DCs. En modelos de infección piel con C. albicans la eliminación de las LCs inhibe la diferenciación de 

linfocitos Th17 (40,53). La capacidad de las LCs para activar linfocitos Th17 depende de su capacidad 

para presentar Ags en las moléculas del MHC-II y de la expresión de IL-6 (40). De manera interesante, el 

direccionamiento de Ags de C. albicans con un anticuerpo anti-Langerina indujo la expansión de linfocitos 

Th17 en ratones previamente infectados (40). Sin embargo, a la fecha no existen reportes que confirmen 

que la inmunización utilizando conjugados anti-Langerina-Ags inocuos, o de conjugados con anticuerpos 

anti-DEC205 que también son capturados por las LCs, estimulen la diferenciación de novo de linfocitos 

Th17.  

Algunos reportes muestran que el direccionamiento de Ags utilizando anticuerpos anti-Dectina-1, 

acoplados a Ags del virus de la influenza, son capaces de promover la proliferación de linfocitos Th17 de 

memoria provenientes de sangre humana. Sin embargo, en cultivos de linfocitos T naive (o vírgenes), 

estos conjugados fueron incapaces de estimular la diferenciación de novo de linfocitos Th17 (61). En 

contraste, anticuerpos anti-DNGR-1 (un receptor de lectinas tipo C), acoplados al péptido de OVA323-339, 

inducen la diferenciación de novo de linfocitos Th17 cuando son coadministrados con curdlan pero no con 

poly I:C como adyuvantes. Cabe destacar que la co-administración con curdlan produjo únicamente 

linfocitos Th17 y no Th1 (62).  

Otros adyuvantes experimentales que pueden estimular la diferenciación de linfocitos Th17 incluyen: el 

adyuvante incompleto de Freund, monofosforil lípido A (MPL)- dimicolato de trealosa (TDM), 

enterotoxina termolábil y la CT (63). Sin embargo, su uso en humanos no es viable debido a su alta 

toxicidad, por lo que se requiere de otros adyuvantes capaces de inducir linfocitos Th17 y cuyo uso sea 
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seguro en humanos. Algunos estudios han sugerido que CTB puede estimular eficientemente la 

diferenciación de linfocitos Th17. La administración i.n. de un adenovirus recombinante deficiente 

expresando OVA en conjunto con CTB produjo la infiltración en pulmón de linfocitos Th17 y Th1 (64). 

En este estudio se sugirió que CTB estimula la producción de IL-6 en DCs para promover la diferenciación 

de linfocitos Th17. En otro estudio se observó que la administración i.d. de CTB induce la expresión de 

TGF-b en DCs de láminas epidérmicas e induce la diferenciación de linfocitos Th17 y Th1 (49). De 

manera que CTB se perfila como un adyuvante con potencial uso en humanos para la inducción tanto de 

linfocitos Th17 como Th1. Su combinación con Ags direccionados a DCs o solubles podría representar 

una nueva estrategia de inmunización para la generación de vacunas altamente eficientes. 

4. Los linfocitos T CD4+ de memoria constituyen una población heterogénea que provee de 

inmunidad protectora  

El objetivo central de la vacunación es promover una respuesta inmune antígeno específica de larga 

duración para prevenir o tratar diferentes padecimientos (27). Las células encargadas de proveer 

respuestas inmunes rápidas y eficientes contra antígenos previamente encontrados son denominadas 

células de memoria (65). Dentro de ellas se encuentran los linfocitos T CD4+ de memoria; los cuales 

participan de manera determinante en las respuestas inmunes contra una seria de patologías, incluyendo 

infecciones (66–68) y cáncer (28,32,69). Por lo tanto, el estudio de los linfocitos T CD4+ de memoria es 

de particular importancia para el diseño racional de vacunas. 

El estudio de los linfocitos T de memoria se ha enfocado principalmente en poblaciones circulantes en 

sangre y localizados en órganos linfoides. Éstos fueron por primera vez descritos en sangre humana por 

Lanzavecchia y colaboradores (70), clasificados de acuerdo a la expresión de CD45RA y de CCR7. Las 

células CD45RA-CCR7+, se denominan células T de memoria central (T CM) y tienen la capacidad de 

circular a través de órganos linfoides, mientras que las células CD45RA-CCR7-, que se conocen como 

células T de memoria efectora (T EM), migran a través de la sangre a tejidos periféricos y linfoides. 

Posteriormente a este hallazgo, estas poblaciones fueron también descritas en ratón, siendo las T CM 

células CD62L+CCR7+ (o CD44+CD62L+) y las T EM CD62L-CCR7- (o CD44+CD62L-) (70). 

Existen al menos tres modelos para explicar la diferenciación de los linfocitos T de memoria. Uno de ellos 

posiciona al linfocito según su nivel de diferenciación de la siguiente manera: linfocito naive, T CM y T 

EM, progresando cada uno de ellos de manera lineal al siguiente estado de diferenciación y sirviendo 

como precursores de linfocitos T efectores. Otro modelo propone que los T EM derivan de linfocitos 
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efectores y los T CM de los T EM. Un tercer modelo propone un modelo divergente para la generación 

de cada población de linfocitos T (70). 

Un tercer grupo de linfocitos T de memoria está conformado por los linfocitos T residentes de tejido (T 

RM), los cuales se encuentran en tejidos no linfoides y carecen de la capacidad para migrar fuera del 

tejido. Algunos de los tejidos en los que se les ha encontrado incluyen: piel, pulmones, intestino, riñones, 

vagina, cerebro, etc. Debido a su amplia distribución a lo largo del organismo y a su rápida capacidad de 

activación, se les considera como importantes elementos de primera defensa contra patógenos (65,71). 

Los linfocitos T RM CD4+ pueden identificarse por la expresión de CD69 y la falta de expresión de CCR7. 

En humanos, se ha descrito que algunas poblaciones de linfocitos T RM de la piel pueden expresar además 

CD103. Se propone que su diferenciación tiene lugar en los sitios periféricos en los que se “alojan”. De 

tal manera que al arribar a los tejidos, factores como la presentación local de antígeno (21) y factores 

intrínsecos del tejido, como TGF-b (72,73), inducen la diferenciación de linfocitos T efectores en 

linfocitos T RM.  

Los linfocitos T RM juegan un papel importante en las respuestas inmunes contra patógenos y algunos 

tipos de cáncer como melanoma; sobrepasando inclusive la capacidad protectora de los linfocitos T de 

memoria circulantes. Por ejemplo, en modelos de inmunización contra el virus de la vaccinia (74), de la 

influenza (75) y contra Chlamydia trachomatis (76), se generan tanto linfocitos T de memoria circulantes 

como residentes de tejido, sin embargo, éstos últimos son suficientes para proveer de inmunidad contra la 

infección. Mientras que en cultivos de piel humana, se ha observado que los linfocitos T RM poseen mayor 

capacidad para producir citocinas pro-inflamatorias en comparación con los linfocitos T circulantes (73). 

Sin embargo, hay evidencia de que en algunos modelos, como el de melanoma subcutáneo, la inmunidad 

protectora puede ser mediada tanto por linfocitos T RM como por linfocitos circulantes de memoria (77). 

La generación de linfocitos TRM podría ofrecer varios beneficios para la inducción de inmunidad 

protectora. Entre ellos su localización no solo en el sitio de inoculación, sino también en tejidos distales. 

Por ejemplo, se ha observado que la inmunización en piel pude generar linfocitos T RM Ag-específicos 

en pulmón (74), mientras que la inmunización vía i.n. puede inducir su localización en útero (76). En tanto 

que la administración en piel de la vacuna contra la viruela induce protección contra la infección en vías 

respiratorias (71). Otras de las características que hacen de los linfocitos T RM un elemento importante 

en las respuestas inmunes incluyen: proveer de “ayuda” para la diferenciación de linfocitos T CD8+ 

citotóxicos y de memoria, cooperar en la activación de los linfocitos B, actuar como células citotóxicas a 
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través de la producción de granzimas y proveer señales de inflamación para atraer y activar a células del 

sistema inmune innato (78). Es por ello que el estudio de los linfocitos T RM CD4+ constituye un campo 

de gran interés para el desarrollo de vacunas contra tumores e infecciones.  

5. Participación de los linfocitos TCD4+ en las respuestas inmunes contra melanoma 

Diversos estudios han revelado que los linfocitos T son de vital importancia para las respuestas 

inmunológicas contra tumores. En pacientes que padecen carcinoma de esófago de células escamosas, 

cáncer de ovario, cáncer cervical inducido por virus del papiloma humano, cáncer de endometrio o 

melanoma, la infiltración intratumoral de linfocitos Th1/Th17 y de linfocitos T RM correlaciona con un 

buen pronostico (42,79–81). Mientras que el tratamiento de pacientes con leucemia linfoblástica con 

linfocitos T con TCR quimérico resulta en altos porcentajes de remisión (82). Por lo que diversos grupos 

de investigación se han avocado al desarrollo de terapias que modulen las respuestas de linfocitos T (como 

el bloqueo de CTLA-4 o PD-1) o de vacunas terapéuticas capaces de inducir linfocitos T efectores con 

especificidad por Ags tumorales.  

Uno de los retos que enfrenta el desarrollo de respuestas protectoras contra tumores es la inducción de 

linfocitos T efectores con diferenciación mínima de linfocitos reguladores. Lo cual, en el contexto de las 

vacunas terapéuticas, se espera poder lograr a través del uso de fuertes adyuvantes. A este respecto, la 

inmunización experimental en el modelo de melanoma-OVA utilizando como adyuvantes a CpG o poly 

I:C, induce la diferenciación preferencial de linfocitos T CD8+ efectores sobre la de linfocitos T 

reguladores (83). Sin embargo, adyuvantes como imiquimod o Quil A saponina favorecen el desarrollo 

de respuestas de tolerancia (83). De manera similar, el direccionamiento de Ags a DCs Langerina+ puede 

inducir la diferenciación de linfocitos T CD8+ de memoria, así como protección contra el reto con 

melanoma, utilizando como adyuvante a poly I:C pero no a Imiquimod, el cual promovió tolerancia (84). 

Por lo tanto, la elección de fuertes adyuvantes que favorezcan la diferenciación de respuestas efectoras de 

linfocitos T es crucial en el desarrollo de vacunas contra tumores. 

Respecto al papel de los linfocitos T CD4+, se ha propuesto que estos pueden participar en la activación 

de respuestas mediadas por linfocitos T CD8+. En un modelo de melanoma-OVA i.v. se observó que los 

linfocitos Th17 pueden jugar un papel importante en el control del crecimiento tumoral (41). Ratones 

deficientes en la expresión de IL-17A son más susceptibles al crecimiento tumoral en pulmones, en 

conjunto con menor infiltración del tejido con células CD45+. En tanto que la transferencia de linfocitos 

Th17, específicos para OVA o para el Ag tumoral TRP-1, confirieron protección contra el desarrollo de 
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melanoma en pulmones. La protección correlacionó con mayor infiltración de células CD45+, incluyendo 

linfocitos T CD4+, CD8+ y DCs, en comparación con los ratones sin transferencia celular. De manera 

interesante, la transferencia de linfocitos Th1 tuvo un efecto mínimo en el crecimiento tumoral. De manera 

similar, la terapia utilizando transferencia de linfocitos Th17 promovió la disminución del tamaño de 

tumores en ratones con tumores establecidos, así como una gran infiltración de linfocitos T CD8+ y 

granulocitos, en comparación con ratones tratados con linfocitos Th1. Además, la transferencia de 

linfocitos Th17 promovió la activación y migración a pulmones de linfocitos T CD8+ Ag específicos, los 

cuales mediaron en gran parte la protección observada (41). Por lo que los linfocitos Th17 podrían 

participar en el desarrollo de inmunidad antitumoral después de la administración de vacunas preventivas 

o terapéuticas.  

En otros modelos, el desarrollo de respuestas protectoras contra melanoma fue relacionado con la 

diferenciación de linfocitos Th1. Por ejemplo, en modelos murinos de terapia criotérmica, donde el 

tratamiento logró revertir el crecimiento tumoral, la respuesta protectora fue dependiente principalmente 

de linfocitos T CD4+ productores de IFNg y con propiedades citotóxicas, como la expresión de granzima 

B y perforina (69). De manera importante, en un estudio en pacientes con melanoma en etapa avanzada 

(III/IV) la administración subcutánea del péptido sintético largo NY-ESO-179-108 en conjunto con CpG-B 

emulsificado en Montanide, indujo la presencia en sangre de linfocitos T CD4+ Ag-específicos 

productores de IFNg y con la capacidad de lisar tumores con expresión de MHC-II. Aunque la relación no 

alcanzó la significancia estadística, los autores observaron una mayor supervivencia en los pacientes con 

altos números de linfocitos T CD4+ IFNg+ Ag-específicos (43). Sin embargo, en este estudio no se 

cuantificó a los linfocitos infiltrantes de tumor, por lo que no se descarta una mejor correlación entre 

supervivencia y el desarrollo de linfocitos T CD4+ efectores, así como la participación de otras células 

cooperadoras, como los linfocitos Th17. De tal manera que los linfocitos Th1 también juegan un papel 

importante en las respuestas antitumorales.  

Estudios preclínicos han demostrado que la administración de vacunas en mucosas o piel es más eficiente 

que las administraciones sistémicas para la inducción de protección contra tumores. Lo cual ha sido 

relacionado con la inducción de linfocitos T RM. En un modelo murino de cáncer de cuello y cabeza, la 

inmunización con una proteína de fusión del péptido E7 de el HPV16, conjugada a la subunidad B de la 

toxina del Shiga, el control del crecimiento tumoral fue dependiente del desarrollo de una respuesta de 

linfocitos funcionales T RM CD8+ infiltrantes de pulmones. Mientras que la falta de infiltración de 

linfocitos T RM afectó significativamente el desarrollo de protección contra el crecimiento tumoral (85). 



 21 

En el caso del melanoma, la protección contra el crecimiento tumoral puede ser mediada tanto por 

linfocitos T CD8+ de memoria circulantes como por residentes de tejido, esto en modelos experimentales 

de inmunización por escarificación de la piel utilizando el virus recombinante de la vaccinia-OVA (77). 

Mientras que en modelos de inoculación vía i.d. de vacunas de DNA o de direccionamiento de Ag a DCs 

DEC205+, el desarrollo de inmunidad depende de linfocitos T RM (86). En estos modelos se demostró 

además que las inmunizaciones en la piel o mucosas son significativamente superiores en la generación 

de linfocitos T RM y en la inducción de protección, en contraste con las vías de administración sistémicas, 

las cuales generan respuestas de linfocitos T de memoria circulantes que resultan insuficientes contra el 

crecimiento tumoral (77). 

En resumen, la evidencia experimental indica que, al menos en el caso del melanoma, es deseable el 

desarrollo de linfocitos T funcionales de memoria y capaces de infiltrar los tumores. Por lo que las 

estrategias de inmunización que puedan inducir respuestas de linfocitos T CD4+ Th1/Th17 de memoria 

son fundamentales en el desarrollo de vacunas terapéuticas o preventivas contra el melanoma. 

6. Participación de los linfocitos TCD4+ en las respuestas inmunes contra rotavirus 

La infección por rotavirus es una de las principales causas de diarrea severa en infantes. Si bien los casos 

que requieren hospitalización y los decesos relacionados a rotavirus han disminuido significativamente 

desde la introducción de vacunas en el 2006; en el 2013 se reportó la muerte de más de 200 000 infantes 

menores de cinco años asociada a infección por rotavirus, principalmente en países de bajos recursos. 

Todas las vacunas licenciadas para uso en humanos constituyen vacunas de cepas de rotavirus vivo 

atenuado, las cuales pueden revertir a un fenotipo virulento en infantes inmunodeficientes. Por lo que el 

desarrollo de vacunas contra rotavirus con un mayor perfil de seguridad es necesario (87).  

Los rotavirus son virus sin envoltura, con una estructura de tres cápsides concéntricas que rodean un 

genoma de 11 segmentos de RNA de doble cadena, los cuales codifican seis proteínas virales estructurales 

(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteínas no estructurales (NSP1-6). La proteína VP6 es la más 

abundante en las partículas de rotavirus y es altamente conservada, con una divergencia <13 aminoácidos 

entre cualquiera de las cepas del grupo A que infectan a mamíferos. Cabe destacar que las cepas del grupo 

A son las principales responsables de infectar humanos. Además, la mayoría de los anticuerpos generados 

por individuos infectados son reactivos contra VP6 (88). Por lo tanto, VP6 es considerado un potencial 

candidato para generar nuevas vacunas de subunidades contra rotavirus. 
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La infección se limita a la replicación en enterocitos del intestino delgado, aunque se han reportado 

algunos casos de infección sistémica. A la fecha, no se tiene una clara correlación entre protección y el 

desarrollo de una respuesta inmune en especifico (anticuerpos, linfocitos T CD4+, CD8+, etc.). Sin 

embargo, se sabe que los anticuerpos inducidos por la vacunación experimental o la infección no protegen 

ante la re-infección (87,89). En un modelo de administración i.n de una proteína de fusión de VP6 y la 

proteína de unión a maltosa (MBP::VP6), en presencia de la toxina LT (R192G) de E. coli como 

adyuvante, la inmunización redujo en un 93% la carga viral en heces de ratones retados después de un 

mes con rotavirus murino. Después de la inmunización se encontraron anticuerpos específicos contra VP6 

tipo IgG e IgA en sangre e IgA en heces. De manera interesante, la deficiencia de linfocitos B de los 

ratones µMt no afectó el desarrollo de protección inmune (89). Por lo que, al menos en este modelo de 

inmunización utilizando a VP6, la protección contra rotavirus es independiente de la presencia de 

anticuerpos. 

Utilizando diversas cepas de ratones deficientes en linfocitos B (µMt, JHD), linfocitos T (ab deficientes, 

desnudos) y linfocitos gd, estudios posteriores determinaron que la protección contra rotavirus, inducida 

por inmunización i.n. con MBP::VP6+ LT (R192G), es mediada principalmente por linfocitos T 

ab. Específicamente, los linfocitos T CD4+ fueron los principales responsables del desarrollo de 

inmunidad protectora (44). Cuando ratones RAG2-/- inmunizados fueron inoculados con anticuerpos anti-

CD8 o anti-CD4, únicamente la eliminación de los linfocitos T CD4+ (>85% en bazo, MLN, linfocitos 

intraepiteliales y lámina propia) redujo significativamente el nivel de protección siete días después del 

reto (del 96 al 70%) (44). Sin embargo, el papel de los linfocitos T CD4+ fue más significativo a largo 

plazo. En el modelo de enfermedad crónica por rotavirus en ratones RAG2-/-, los cuales muestran altas 

cargas virales por tiempos indefinidos, la transferencia de linfocitos T CD4+ provenientes del bazo de 

ratones inmunizados logró controlar a la infección, resultando inclusive en valores indetectables de 

rotavirus en las heces (44). Debido a lo anterior, es generalmente aceptado que la inmunización contra 

VP6 induce respuestas protectoras dependientes de linfocitos T CD4+. 

Con base en lo anterior, diversas publicaciones han sido dedicadas al estudio de la polarización de los 

linfocitos T CD4+ después de la inmunización con VP6. Se ha observado en ratones inmunizados vía i.n 

con MBP::VP6+ LT (R192G) que la re-estimulación in vitro de sus esplenocitos produce altos niveles de 

IFNg e IL-17. Inclusive, se ha detectado un epítopo inmunodominante (AA232-261) de linfocitos T CD4+ 

en VP6 (90). De manera interesante, en otro estudio utilizando el mismo sistema de inmunización, se 

observó que las células obtenidas de intestinos, placas de Peyer y de ganglios linfáticos mesentéricos, 
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regulan rápidamente un aumento (12 h después del reto) de la expresión de IFNg e IL17 (45). Por lo que 

la inmunización vía mucosas contra VP6 en presencia de fuertes adyuvantes puede inducir respuestas 

sistémicas de linfocitos T CD4+. De manera similar, se ha reportado que la administración s.c. de anti-

DEC205-VP6 en conjunto con poly I:C induce protección contra la infección así como la diferenciación 

de linfocitos Th1 (35). Sin embargo, en ratones deficientes en la expresión de IFNg o de IL17 el nivel de 

protección contra el reto viral es el mismo que en los ratones WT (45). No obstante, no se descarta su 

participación directa e indirecta en el desarrollo de inmunidad protectora contra el rotavirus. Una 

posibilidad es que posean entre sí funciones efectoras redundantes o bien, que colaboren con linfocitos T 

CD8+. En modelos murinos, algunos reportes indican que los linfocitos T CD8+ de memoria pueden 

mediar la eliminación del virus en ratones RAG2-/- (91). Mientras que en los estudios de inmunización 

contra VP6, se ha descrito que la mayoría de los linfocitos productores de IFNg son linfocitos T CD8+ 

(45). Por lo tanto, las estrategias de inmunización que puedan inducir un amplio espectro de respuestas de 

linfocitos T podrían ayudar a la generación de nuevas vacunas contra rotavirus. 

7. Participación de los linfocitos T CD4+ en las respuestas inmunes contra Sporothrix schenkii 

La esporotricosis es una micosis de la piel causada por especies del complejo Sporothrix schenkii. La 

inoculación se da a través del contacto de piel lacerada con material contaminado como tierra, plantas y 

material en descomposición. Por lo que personas que realizan actividades relacionadas a la agricultura o 

la jardinería representan a la población en mayor riesgo de contraer esta infección. Otra forma de contagio 

se da a través de mordeduras de gatos infectados, la cual es muy común en Brasil. Aunque se considera 

que esta enfermedad está distribuida de manera global, su incidencia es mayor en países con climas 

tropicales como Brasil, Perú y México (92).  

Sporothrix schenkii es un hogo dimórfico; en el ambiente se le encuentra en forma de conidios o hifas, 

mientras que la forma de levadura se desarrolla a 37ºC. Tras penetrar en la piel, los conidios del hongo se 

convierten en levaduras, las cuales pueden permanecer en la piel (forma fija) o extenderse a los ganglios 

linfáticos adyacentes (forma linfocutánea) (93). En pacientes inmunodeficientes el hongo puede 

diseminarse sistémicamente a través de la sangre. La forma fija se caracteriza por el desarrollo de una 

lesión única o de un par de lesiones ulcerativas. En la forma linfocutánea, aparecen lesiones en las 

extremidades, como manos y brazos. La forma inicial constituye una pápula o pústula, seguida por la 

formación de un nódulo subcutáneo. A medida que la enfermedad progresa, aparecen lesiones a lo largo 

de la región de los ganglios linfáticos. Algunos autores consideran que la forma cutánea localizada ocurre 
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en sujetos re-infectados, mientras que la forma linfocutánea se manifiesta en sujetos sin previa exposición 

al patógeno (93). Finalmente, en la forma diseminada aparecen múltiples lesiones en la piel y la infección 

puede extenderse a otros órganos (92). 

Poco se sabe sobre la respuesta inmune contra S. schenkii. Sin embargo, se sabe que en la esporotricosis 

cutánea los granulomas están infiltrados por linfocitos T CD4+ y CD8+, así como por células productoras 

de IFNg (94), por lo que se cree que ésta citocina es clave en el control de la infección. Sobre cómo es 

reconocido por el sistema inmune, algunos reportes indican que este hongo puede inducir la activación 

del complemento, contribuyendo a su fagocitosis. Además, lípidos de la pared celular pueden ser 

conocidos por TLR4 para promover la expresión de oxido nítrico, aunque este último factor ha sido ligado 

a un efecto deletéreo en la activación de linfocitos T (95). Cabe destacar que la incubación de conidios o 

levaduras (inactivados por calor) obtenidos de lesiones cutáneas puede inducir la expresión de CD80, 

CD86, CD83 y OX40 en DCs derivadas de monocitos humanos, así como la proliferación y alta 

producción de IFNg de linfocitos T aloreactivos (96). En contraste con los conidios inactivados obtenidos 

de lesiones linfocutáneas (97) o viscerales (96), los cuales no inducen la activación de DCs de la piel de 

ratón, ni el desarrollo de respuestas de linfocitos T CD4+. Por lo que el uso de conidios inactivados, sin 

importar su origen, en combinación con adyuvantes podría representar una opción viable para el desarrollo 

de una vacuna contra S. schenkii.  

A través de modelos experimentales de infección se ha podido determinar que los linfocitos T CD4+ 

juegan un papel importante en el control de la enfermedad. En un modelo de infección sistémica con 

levaduras de S. Schenkii se observó la diferenciación de linfocitos Th17 y Th1 en bazo, los cuales fueron 

importantes para el control de la infección en bazo (98). En este modelo, la administración de un 

anticuerpo anti-IL-23 (importante para la diferenciación de los linfocitos Th17) resultó en menor 

diferenciación tanto de linfocitos Th17 como Th1 y en grandes números de UFCs en bazo. Por lo que los 

linfocitos Th17 podrían cooperar con los linfocitos Th1 en el control de la esporotricosis sistémica 

ocasionada por levaduras. Mientras que en la esporotricosis cutánea causada por levaduras, se ha estudiado 

únicamente a los linfocitos Th1. En un modelo de esporotricosis cutánea en gerbil de Mongolia, la 

administración de IL-12 recombinante murina indujo un incremento en la capacidad fagocítica y en el 

estallido respiratorio de macrófagos de peritoneo, así como el desarrollo de una respuesta de 

hipersensibilidad de tipo retardada (DTH). El tratamiento con IL-12 resultó también en un bajo número 

de UFCs (70% menos que los animales sin IL-12) en bazo e hígado, inhibiendo la aparición de granulomas 
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en la cola, es decir, previniendo la diseminación sistémica de la enfermedad (99). Por lo tanto, se considera 

que las respuestas de tipo Th1 y Th17 son importantes en el control de la esporotricosis. 

Por otra parte, son pocos los estudios sobre la inducción de respuestas protectoras a través de vacunas 

experimentales. En un estudio de inmunización/refuerzo s.c. con proteínas de la pared celular de S. 

schenkii, utilizando como adyuvante a Montanide Pet Gel A o hidróxido de aluminio, los ratones 

desarrollaron protección parcial contra el reto intraperitoneal (i.p.) con levaduras de S. schenkii. La 

protección observada correlacionó con la presencia en bazo de linfocitos productores de IFNg, IL-17 e IL-

4 (100). Sin embargo, es importante considerar que la principal forma infectiva encontrada en el ambiente 

son los conidios de S. schenkii, los cuales penetran el organismo a través de traumatismos cutáneos. Por 

lo tanto, para el estudio de las respuestas inmunes protectoras, así como para el desarrollo racional de 

vacunas contra este hongo, se necesita de modelos experimentales que tomen en cuenta estas 

consideraciones. 

Recientemente se reportó un modelo de infección por administración i.d. de conidios de S. schenkii, los 

cuales inducen lesiones en la piel y la diseminación sistémica del hongo. En este estudio se determinó la 

respuesta de linfocitos T CD4+ inducida por la infección o por la inmunización vía i.d. de conidios 

inactivados por calor a 60ºC (IC) en conjunto con la toxina completa del cólera (CT) como adyuvante. 

Los autores encontraron diferencias importantes: la infección indujo una respuesta predominante de 

linfocitos Th1, así como un gran infiltrado de linfocitos T efectores en piel, mientras que la inmunización 

indujo una respuesta de linfocitos T de memoria central con un perfil predominantemente tipo Th17. Los 

autores demostraron también que la inmunización confiere protección contra la infección local y 

sistémica, así como la inducción de una DTH, las cuales fueron dependientes de linfocitos TCD4+. Por lo 

que el desarrollo de respuestas de linfocitos T CD4+ de memoria central podría ser fundamental para 

conferir protección a largo plazo contra la infección por S. schenkii (97). El traslado de estos hallazgos a 

el desarrollo de una vacuna requeriría del uso de adyuvantes no tóxicos como la CTB, que puedan inducir 

una respuesta protectora mediada por linfocitos Th17.  

JUSTIFICACIÓN 

Las vacunas son consideradas como uno de los desarrollos más exitosos en la historia de la medicina 

debido a la prevención de infecciones contra patógenos como M. tuberculosis, el virus de la variola, el 

virus de la rubeola, etc. Sin embargo, aun no existen vacunas para prevenir enfermedades como el SIDA, 

la leishmaniasis, infecciones causadas por hongos o vacunas que puedan prevenir el desarrollo de tumores 
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no inducidos por virus. Diversos estudios han revelado que el desarrollo de respuestas celulares mediadas 

por linfocitos T CD4+ Th1/Th17 serían claves para la inducción de inmunidad protectora de larga 

duración. El direccionamiento de Ags a DCs ha demostrado ser una estrategia altamente eficiente para la 

inducción de linfocitos T, los cuales promueven protección en diversos modelos experimentales de 

infección y melanoma. Sin embargo, el desarrollo de nuevas vacunas basadas en el direccionamiento de 

Ags o de Ags inocuos requiere de la identificación de fuertes adyuvantes cuyo uso sea seguro en humanos.  

La CTB es utilizada en la vacuna inactivada contra el cólera, la cual es bien tolerada inclusive por sujetos 

inmunocomprometidos. En modelos experimentales se ha descrito que puede actuar como un adyuvante 

para Ags altamente inmunogénicos, promoviendo respuestas protectoras de larga duración. Sin embargo, 

su capacidad para inducir activación de DCs es aún un tema controversial. Siendo que el direccionamiento 

de Ags y de Ags inocuos requieren de adyuvantes que puedan inducir la activación de DCs y la 

consecuente activación y diferenciación de linfocitos T, se requiere de estudios que clarifiquen el papel 

de CTB en la activación tanto de DCs como de linfocitos T in vivo.  

La piel es un órgano altamente inmunogénico por la alta infiltración de DCs que presenta. A través de la 

administración intradérmica de Ags inocuos en conjunto con CTB se puede inducir la activación y 

diferenciación de linfocitos T CD4+ Th1/Th17. No obstante, se desconoce si esta respuesta es de larga 

vida y si puede mediar protección contra patógenos o tumores. Por lo tanto, en este trabajo nos propusimos 

evaluar si la administración i.d. de CTB puede inducir la activación de DCs, así como la activación y 

diferenciación de linfocitos T CD4+ efectores y de memoria cuando es coadministrada con Ags 

direccionados a DCs, Ags inocuos solubles o con Ags derivados de patógenos poco inmunogénicos. 

También evaluamos si estas estrategias de inmunización inducen protección de larga duración en los 

modelos de melanoma, infección con rotavirus y con el hongo S. schenkii. 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuándo CTB es administrado en la piel puede actuar como un adyuvante para antígenos direccionados a 

DCs, solubles o derivados de patógenos para inducir inmunidad protectora de larga duración y dependiente 

de linfocitos T CD4+? 
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HIPÓTESIS 

La administración intradérmica de CTB en conjunto con antígenos direccionados a DCs, solubles y 

derivados de patógenos puede inducir respuestas protectoras de linfocitos T CD4+ Th1/Th17 para la 

generación de inmunidad de larga duración.  

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la administración intradérmica de CTB en conjunto con antígenos direccionados a DCs, 

solubles y derivados de patógenos puede inducir el desarrollo de una respuesta de linfocitos TCD4+ 

Th1/Th17 que provea de inmunidad protectora de larga duración. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar si la administración i.d. de CTB puede inducir la activación in vivo de DCs. 

2. Determinar si la coadministración de CTB con un antígeno modelo direccionado a DCs o soluble 

puede estimular la activación, diferenciación y migración a piel de linfocitos T CD4+ Th1/Th17 

Ag específicos y de memoria. 

3. Determinar si la inmunización i.d vía direccionamiento de antígenos a DCs o solubles en conjunto 

con CTB puede producir inmunidad de larga duración y dependiente de linfocitos T CD4+. 

4. Determinar si CTB puede actuar como un adyuvante para antígenos derivados de patógenos para 

inducir la diferenciación de linfocitos T CD4+ Th1/Th17, así como protección de larga duración 

en un modelo de infección en piel. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Ratones 

Los ratones con fenotipo silvestre C57BL6 y los transgénicos que expresan a la proteína verde 

fluorescente, bajo el promotor del complejo mayor de histocompatibilidad clase II, fueron obtenidos del 

bioterio de la Unidad de Medicina Experimental de la Faculta de Medicina, UNAM. Los ratones BALB/c 

fueron obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Salud Pública, SSA. Los ratones transgénicos OT-

II CD45.1 fueron obtenidos del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Todos los 

experimentos fueron realizados de acuerdo con las normas sobre cuidado y experimentación en animales 

establecidas por las regulaciones nacionales y el Comité Institucional de Ética. Los experimentos con 

ratones DO11.10 Thy1.1+ fueron realizados en el Departamento de Microbiología e Inmunología de la 
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Escuela de Medicina, de la Universidad de Stanford, CA, EUA, siguiendo las normatividades 

institucionales. Los ratones utilizados tuvieron la misma edad (7-10 semanas) y sexo (machos).  

Enriquecimiento de linfocitos T CD4+ 

Se colectaron los SDLN, el bazo y los ganglios linfáticos mesentéricos de ratones OT-II CD45.1+ o 

DO11.10 Thy1.1+, los cuales se colocaron en medio RPMI (Gibco) suplementado con 5% de suero fetal 

bovino (FBS) (HyClone), 300 ug/mL de glutamina (Gibco) y 100 U/mL de penicilina/ 100 µg/mL 

estreptomicina (Biowest), para ser macerados, de manera separada, y obtener suspensiones celulares. Los 

eritrocitos fueron lisados con un buffer de lisis de sangre (Biolegend). Después, las suspensiones de 

ganglios y bazo fueron incubadas en conjunto por 30 min en hielo con sobrenadantes caseros contra 

linfocitos T CD8 (2.43), linfocitos B (B220), células MHC-II+ (NIMR4) y macrófagos (F4/80). 

Posteriormente, las células fueron lavadas, re-suspendidas en medio RPMI suplementado y colocadas en 

placas de Petri, previamente recubiertas con anti-IgG de rata (ThermoFisher), e incubadas por 40 min a 

4ºC. Las células no adherentes fueron recuperadas, lavadas y re-suspendidas en PBS para su inyección en 

la vena retro-orbital.  

Transferencia celular e inmunizaciones 

Ratones congénicos recibieron por la vena retro-orbital 4.5-5x106 linfocitos T CD4+. Después de 24 h, 

los ratones fueron anestesiados e inyectados con los inóculos en ambas orejas (o en el costado derecho 

para los experimentos de melanoma y rotavirus). Los ratones recibieron 1 µg de anti-DEC205-OVA (~0.5 

µg de OVA), 1 µg de anticuerpo control (isotipo)-OVA sin afinidad por receptores de DCs o 3- 30 µg de 

OVA soluble ± 10 µg de CTB (Sigma-Aldrich). Para los experimentos de proliferación los ratones 

recibieron linfocitos T CD4+ marcados con carboxi fluoresceína (CFSE), 24 h antes de la inoculación con 

1 µg de anti-DEC205-OVA o 1, 3 o 10 µg de OVA soluble. Para los experimentos de 

inmunización/refuerzo, los ratones fueron inmunizados vía i.d. en las orejas con el Ag conjugado o soluble 

en presencia de 10 µg de CTB. Después de 15 días, los ratones recibieron vía i.p. al Ag conjugado o 

soluble sin adyuvante. 
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Procesamiento de tejidos 

Para determinar la presencia de linfocitos T productores de citocinas en tejidos no linfoides, se obtuvieron 

suspensiones celulares no fraccionadas de piel, pulmones e intestinos siguiendo los protocolos descritos a 

continuación.  

Después de tres o siete días posteriores a la inmunización, los ratones fueron sacrificados para colectar los 

SDLN y la piel del sitio de inoculación. Ambos tejidos fueron incubados con 25 µg/mL Liberase TL 

(Roche) y 0.125 mg/mL DNAse (Roche) por 25 minutes a 37°C. La piel fue cortada en pequeños trozos 

e incubada con el medio de digestión por 45 min más en agitación constante y a 37°C. Después, la 

digestión fue detenida agregando EDTA 0.5 µM y las suspensiones celulares fueron pasadas por un filtro 

de 70 µm (Corning), seguido por adición de 0.125 mg/mL DNAse. Finalmente, las células fueron lavadas, 

contadas y teñidas o re-estimuladas.  

Para obtener células de los pulmones, los ratones fueron sacrificados siete días posteriores a la 

inmunización. Los pulmones fueron colectados, lavados con agua para remover el exceso de sangre y 

colocados en tubos de polipropileno para ser cortados en pequeños trozos y digeridos como se mencionó 

en el párrafo anterior. Después se lisaron a los eritrocitos contenidos en las suspensiones celulares 

utilizando el buffer de lisis (Biolegend). Finalmente, las células fueron lavadas, contadas y teñidas. 

La células de intestino fueron obtenidas siguiendo un procedimiento previamente reportado (101). 

Brevemente: a los intestinos se les removió los ganglios mesentéricos y las placas de Peyer. Después 

fueron abiertos longitudinalmente, lavados del contenido fecal, cortados en pedazos de 0.5 cm de longitud 

e incubados (2X) con HBSS con 5% FCS y EDTA 2 mM por 20 min a 37ºC con agitación. Después de 

cada incubación, el medio conteniendo células epiteliales y dedritos fue descartado. El tejido remanente 

fue macerado e incubado con HBSS con 5% FCS, 1 mg/mL de colagenasa IV y 40 U/mL de DNAse I por 

20 min a 37ºC con agitación. Las suspensiones celulares fueron colectadas, pasadas por un filtro de 100 

µm y centrifugadas. Las células fueron después contadas y divididas para re-estimulación y tinción. 

Re-estimulación in vitro 

Las células totales de ganglios o tejidos no linfoides fueron re-suspendidas en medio RPMI suplementado 

con 10% FBS, 300 µg/mL de glutamina, 100 U/mL de penicilina/ 100 µg/mL de estreptomicina, 110 

µg/mL de piruvato de sodio y b-mercaptoetanol 10 µM. Con el objetivo de estimular poblaciones de 
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memoria, las células de los SDLN fueron incubadas con el péptido 223-229 de OVA (in vivogen) por 48 

h a 37ºC, seguido por la incubación con el coctel de estimulación + inhibidor del transporte de proteínas 

(eBioscience) por 4 h a 37ºC. Para estimular la rápida producción de citocinas en linfocitos infiltrantes, 

las células de la piel y del intestino fueron re-estimuladas únicamente con el coctel de estimulación + 

inhibidor del transporte de proteínas (sin la incubación con el péptido de OVA). 

Citometría de flujo 

Para el conteo, las células fueron teñidas con anti-CD45-PECy7 (Biolegend) y DAPI (ThermoFisher), 

mezcladas inmediatamente con las perlas CountBright (ThermoFisher) y analizadas por citometría de 

flujo. Para la tinción de Ags de superficie, en primer lugar se bloqueo a los receptores Fc (con el 

sobrenadante 2.4G2 contra CD16/32) y después se tiñeron con los siguientes anticuerpo: anti-CD45-APC 

(Biolegend) o –PECy7 (Biolegend), anti-CD4-APC-Cy7 (Biolegend), anti-TCRVb5.1, 5.2 -PECy7 

(Biolegend) or anti-Va2-FITC (eBioscience), anti-CD45.2-Percp-Cy5.5 (Biolegend) o anti-CD45.1-

Percp-Cy5.5 (Biolegend), anti-CD69-PE (ebioscience) y anti-CCR7-FITC (Biolegend). La tinción con el 

marcador de viabilidad LIVE/DEAD Fixable Aqua (Thermofisher) también fue incluida. Para el ánalisis 

de DCs los siguientes anticuerpos fueron utilizados: anti-CD45-APC (Biolegend), anti-Ter119-Percp-

Cy5.5, anti-CD3-Percp-Cy5.5, anti-CD19-PercpCy5.5, anti-CD44b-Percp-Cy5.5, anti-MHCII-FITC 

(Biologend) y CD86-PE (eBioscience). Para realizar tinción intracelular de citocinas, la tinción de 

superficie fue seguida por incubaciones con soluciones de fijación y permeabilización (Thermofisher), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para realizar tinción de citocinas y factores de transcripción, 

se utilizó el buffer True-Nuclear transcription factor buffer set (Biolegend) de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Las tinciones intracelulares incluyeron: anti-IL-17-PE (BD Bioscience), anti-

IFNg-APC (Biolegend), anti-T-bet-BV421 (BD Biosciences) o anti-RORgT-APC (Thermofisher). Las 

células fueron adquiridas en un clitómetro BD FACSCanto II o BD LSRFortessa (Becton, Dickinson and 

company). Los datos fueron analizados con el programa Flowjo (Tree Star, Inc.).  

Reto de melanoma 

Para el reto subcutáneo, los ratones C57BL6 fueron transferidos con linfocitos OT-II CD45.1+ 24 h antes 

de ser inmunizados vía i.d con 1 µg de anti-DEC205OVA o 3 µg de OVA soluble ± 10 µg de CTB. 

Después de 30 días, los ratones recibieron vía s.c. en el flanco derecho 2.5x105 células MO4 (que expresan 

OVA) y la supervivencia fue monitoreada durante 21 días. De manera alternativa, ratones C57BL6 fueron 

retados vía i.v. 30 días después de la inmunización para inducir el crecimiento de tumores en los pulmones. 
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En algunos experimentos los ratones inmunizados con anti-DEC205-OVA recibieron vía i.p. 250 µg de 

anti-CD4 (GK1.5) o del control de isotipo (eBRG1) de la siguiente manera: un día antes de la inoculación 

de MO4, el día de la inoculación de MO4 y cada tres días posteriores a la inoculación de MO4 durante 12 

días. Dieciséis días después de la inoculación de MO4 los ratones fueron sacrificados y los pulmones 

colectados para su cuenta como se ha descrito previamente (102). Brevemente: los pulmones fueron 

lavados con agua para remover el exceso de sangre y decolorados con solución de Feket. Los nódulos 

mestastásicos fueron contados con un estereoscopio (Leica Microsystems). Los nódulos incontables 

fueron reportados como >250. 

Reto viral 

Ratones BALB/c fueron inmunizados vía i.d. con 23 µg de anti-DEC205-VP6 (1.5 µg de VP6) o con 3 

µg de VP6 soluble sintetizado in vitro (Obtenido del rotavirus murino Ew in vitro con el Rapid Translation 

System, Roche), en conjunto con 10 µg de CTB. Después de 20 días, los ratones fueron retados vía oral 

con 1x104 unidades formadora de focos de la cepa RV EDIMWT, como ha sido descrito en otros reportes 

(35). Para los experimentos de inmunización/refuerzo, los ratones fueron inmunizados vía i.d. y después 

de 15 días recibieron vía i.p. anti-DEC205-VP6 o VP6 soluble. Los ratones inmunizados con anti-

DEC205-VP6 recibieron vía i.p 250 mg de anti-CD4 o el control de isotipo de la siguiente manera: tres 

días antes del reto viral, el día del reto y tres días después del reto. Siete días después del refuerzo, los 

ratones fueron retados con el rotavirus. Muestras de heces fecales fueron colectadas diariamente durante 

8 días y mantenidas a -20ºC para el análisis de carga viral por ELISA- sándwich. La protección fue 

calculada como %protección= 100% - (Área bajo la curva del grupo experimental (absorbancia a 405 nm) 

/ (Área bajo la curva del grupo control (absorbancia a 405nm) x 100%). Lo cual representa la disminución 

de Ags de rotavirus después de la inmunización, relativo al grupo control, durante los ocho días posteriores 

al reto.  

ELISA 

La carga viral en las heces fecales fue determinada por ELISA-sandwich, de acuerdo a reportes previos 

(35). Brevemente: las muestras fueron diluidas y colocadas en placas de 96 pozos, previamente recubiertos 

con un anticuerpo monoclonal de cabra contra diferentes cepas de rotavirus. Después de una incubación 

de 2 h a 37ºC, las placas fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo policlonal de conejo contra rotavirus 

RV RRV por 1 h a 37ºC. Posteriormente las placas fueron incubadas con PA-conjugado a un anticuerpo 

anti-IgG de conejo por 1 h a 37ºC. Finalmente, después de lavar, el sustrato (p-nitrofenil fosfato disodio) 
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fue agregado y las placas se revelaron por 30-45 min a 37ºC. La absorbancia a 405 nm fue leída con un 

lector de placas de 96 pozos (BIO-TEK Instruments). 

Activación de DCs 

Ratones GFP-MHC-II recibieron vía i.d. en las orejas 10 µg de CTB o PBS. Después de 12, 24 o 72 h, se 

obtuvieron láminas epidérmicas por incubación con EDTA 0.5 µM durante 12 h a 4 ºC, las cuales fueron 

teñidas con anti-CD86-PE (eBioscience), montadas con Vecta Shield (Vector Laboratories) y selladas. 

Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal Leica TCS SP8x y analizadas con el 

programa Leica Application Suite Advanced Fluorescent Lite Software (Leica Microsystems, Mannheim, 

Germany). De manera alternativa, ratones C57BL6 recibieron vía i.d. en las orejas 10 µg de CTB o PBS. 

Después de 24, 72 h o siete días, los ratones fueron sacrificados para colectar los SDLN y la piel. Los 

tejidos fueron procesados para obtener suspensiones celulares para su tinción y análisis por citometría de 

flujo.  

Inmunización y reto contra el hongo Sporothrix schenkii 

Ratones C57BL6 fueron inmunizados en la oreja derecha con 5x105 conidios inactivados (IC) de 

Sporothrix schenkii. Cepa EH-143, ± 2 µg de CTB. Después de 14 días los ratones fueron sacrificados 

para obtener la piel del sitio de inoculación o, después de 30 días, retados con los conidios vivos vía i.d. 

en la oreja para inducir la aparición de granulomas en la cola. Diecisiete días después del reto, el área de 

la lesión en la oreja fue calculada con el programa ImageJ (NIH) y la aparición de granulomas en la cola 

fue evaluada 60 días después del reto. De manera alternativa, los ratones inmunizados fueron retados 

después de 30 días con 5x105 IC en la oreja vía i.d. y el grosor de la oreja fue medido el mismo día, 24 y 

48 h después del reto con un micrómetro electrónico digital (TRUPER). 

Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el programa Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, 

CA, USA). Cuando se compararon dos grupos, la significancia estadística fue calculada usando la prueba 

t-Student no pareada. Para la comparación de más de dos grupos, se utilizó la prueba ANOVA de una o 

dos vías con comparación múltiple de Turkey. Un valor P<0.05 fue considerado como significativo. 
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RESULTADOS 

1 La administración intradérmica de CTB induce activación y acumulación tardía y prolongada de 

DCs en tejidos linfoides y no linfoides 

Uno de los atributos más controversiales de CTB como adyuvante es su capacidad para activar DCs. Por 

lo que nuestro primer objetivo fue determinar si a través de su administración i.d. puede inducir la 

activación de DCs de la piel. Con este fin, ratones GFP-MHC-II fueron inoculados vía i.d. con CTB y se 

obtuvieron las capas epidérmicas del sitio de inoculación después de 12, 24 y 72 h; seguido por la tinción 

del marcador de activación CD86. A través del uso de microscopía confocal pudimos detectar la expresión 

de CD86 en células MHC-II+ de la epidermis 72 h después de la inoculación de CTB, pero no a tiempos 

más tempranos (Fig. 1). Después, utilizando citometría de flujo multiparamétrica, caracterizamos a las 

DCs en piel total del sitio de inoculación como células viables CD45+linaje-CD11c+MHC-II+ (Fig. 2A). 

De esta manera confirmamos que CTB induce la activación in vivo de DCs de la piel 72 h después de su 

administración i.d., de acuerdo al incremento en la expresión de CD86 e, interesantemente, su 

acumulación en el sitio de inoculación (Fig. 2B). Sorprendentemente, tanto la activación como la 

acumulación de las DCs persistieron siete días después de la administración de CTB (Fig. 2B).  

A continuación, nos preguntamos si CTB puede inducir también la activación y acumulación de DCs en 

los SDLN. Para contestar a esta pregunta, analizamos a las células de los SDLN por citometría de flujo 

multiparamétrica, la cual nos permitió discriminar entre las DCs migrantes de la piel (CD11c+MHC-IIhi) 

y las residentes de ganglio (CD11c+MHC-IIlow) (Fig. 3A). Setenta y dos horas después de su 

administración, CTB indujo la acumulación de DCs migrantes de la piel en los SDLN, las cuales mostraron 

alta expresión de CD86, en comparación con el control negativo de PBS (Fig. 3B). Tanto la activación 

como la acumulación de DCs migrantes disminuyó después de las 72 h. Sin embargo, ambos parámetros 

fueron aún mayores en comparación con el control de PBS después de siete días. De manera interesante, 

CTB también indujo un incremento en la expresión de CD86 en las DCs residentes de ganglio, así como 

su acumulación después de siete días (Fig. 3C). Cabe destacar que la activación y acumulación de DCs 

tomó lugar únicamente en el sitio de inoculación y en los SDLN, dado que no observamos ninguno de 

estos cambios en un sitio distal como los ganglios mesentéricos (Fig. 3D).  

En conjunto, nuestros datos demuestran que la administración de CTB en piel actúa como un potente 

estímulo, induciendo la activación tardía y prolongada de DCs de la piel y residentes de ganglios linfáticos.  
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Figura 1. Activación de DCs de la piel por administración i.d. de CTB. Ratones GFP-MHC-II fueron 
inoculados vía i.d. en ambas orejas con 10 µg de CTB o PBS. Después de 12, 24 y 72 h, los animales 
fueron sacrificados para obtener las láminas epidérmicas, realizar tinción de CD86 y montarlas en 
laminillas para analizarlas por microscopía confocal. Imágenes representativas de tres experimentos 
independientes mostrando la expresión de MHC-II (verde) y CD86 (Rojo). 
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Figura 2. La inoculación i.d. de CTB induce activación tardía y prolongada de DCs de la piel. Ratones 
C57BL6 fueron inoculados vía i.d. en ambas orejas con 10 µg de CTB o PBS. Después de 24, 72 h y 7 
días los animales fueron sacrificados para obtener suspensiones celulares de la piel total de las orejas y 
analizarlas por citometría de flujo. (A) Estrategia de análisis para la identificación de DCs viables 
CD45+Linaje-CD11c+MHC-II+ y análisis de la expresión de CD86. (B) Intensidad media de 
fluorescencia geométrica (GMFI) de CD86, porcentaje y números totales de DCs en la piel después de la 
administración de CTB o del vehículo (PBS). Media ± SD, N= 4-6, datos agrupados de dos experimentos 
independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (*P < 0.05, **P < 0.005, ***P 
< 0.0005, ****P < 0.0001). 

 

 

 

 



 36 

 
 
 
 
 

B 

'" "" O 
U 
¡: 
¿ 
<.:) 

e 

~ 
O 
U 
¡: 
¿ 
<.:) 

D 

6000 

4000 

O 

'" "" O 
u 
¡: 
¿ 
<.:) 

A 

FSC-A 

FSC-A 

(l) Des residentes 

cm 

PBS 

Isotipo 
," " ," 

CD86 

•• 
**** 

~ 4 
E e 3 '" "2 

T u 2 

O 
;;. 

O 

•• 
• 

00 

!l 
" " "O 

T .~ 

u 
O 
~ . 

¿ 
<.:) 

" "O 

U o 
~ . 

'~~1" ~ ,- ,~ 

~~ 
FSC-A 

,It ,o' ,ti 

) 

•• 

• • 

T 

T 

Lineage PBS 

," ,,, 

" 01~ 
'< ~,. , u • 

8 o ,,/ Ir! 

2.5x 104 

2.0x I 04 

1.5x 1 04 

l.Ox 1 04 

5.0x 103 

" 
,,, . ," 

MHC-II 

• PBS 

• CTB24h 

• CTB72h 
O CTB7 d 

• 

••• 

CTB 

," " 

) 

T 

T 

O.O ~.L-'-r....l....-=-,,-l--~ 

" "O 
-¿ 
50 - " 0"0 

~ü 
.§o 

5.0 >< Z 

," 



 37 

Figura 3. La inoculación i.d. de CTB induce activación tardía y prolongada de DCs migrantes de la piel 
y residentes de ganglio. Ratones C57BL6 fueron inoculados vía i.d. en ambas orejas con 10 µg de CTB o 
PBS. Después de 24, 72 h y 7 días los animales fueron sacrificados para obtener suspensiones celulares 
de los SDLN y de los ganglios linfáticos mesentéricos (GM) y analizarlas por citometría de flujo. (A) 
Estrategia de análisis para la identificación de DCs viables CD45+Linaje-CD11c+MHC-II+. Las DCs 
migrantes de la piel fueron identificadas como CD11c+MHC-IIhi y las residentes de ganglio como 
CD11c+MHC-IIlow, la expresión de CD86 fue terminada en cada población. Intensidad media de 
fluorescencia geométrica (GMFI) de CD86, porcentajes y números totales de DCs migrantes de la piel 
(B), residentes de los ganglios de drenaje (C) y de los GM (D) después de la administración de CTB o del 
vehículo (PBS). Media ± SD, N= 4-6, datos agrupados de dos experimentos independientes. ANOVA de 
una vía con comparación múltiple de Turkey (*P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005, ****P < 0.0001). 

 

2. La coadministración de CTB con antígenos direccionados a DCs o solubles promueve la 

expansión y activación diferencial de linfocitos T CD4+ antígeno específicos 

Para poder estudiar el desarrollo de respuestas de linfocitos T CD4+ antígeno específicos utilizamos al 

Ag modelo OVA, direccionado a DCs con un anticuerpo anti-DEC205-OVA o de manera soluble. Los 

Ags fueron administrados vía i.d. a ratones C57BL6 previamente transferidos con linfocitos OT-II 

CD45.1+, los cuales expresan un TCR transgénico que reconoce el péptido de OVA 233-339 presentado 

en moléculas del MHC-II. Las células transferidas fueron identificadas como TCR Vb 5.1, 5.2+CD45.2- 

CD4+ (Fig. 4A). De manera similar a lo reportado en la literatura, la eficiencia de la presentación de Ag 

fue al menos 20 veces superior por el direccionamiento a DCs inoculando 1 µg de anti-DEC205-OVA, en 

comparación con la administración de 20 µg de OVA soluble (Fig. 4B). 

Adicionalmente a la proliferación, determinamos también la expresión de CD69 como marcador de 

activación, el cual es rápidamente expresado después de la estimulación del TCR, pero su expresión decae 

a medida que las células entran en proliferación (103,104). En efecto, observamos una profunda 

desregulación de CD69 en las células que experimentaron más rondas de proliferación, por lo que este 

efecto fue más pronunciado en las células de los ratones inoculados con anti-DEC205-OVA (Fig. 4C). De 

manera interesante, la coadministración de CTB con OVA soluble indujo mayor expresión de CD69, pero 

no así en combinación con anti-DEC205-OVA (Fig. 4E). Se ha reportado que la expresión de CD69 

promueve la retención de los linfocitos T en el ganglio linfático; mientras que su des-regulación permite 

a la células migrar hacia tejidos periféricos (103,104). Tres días después de la inmunización con 3 µg de 

OVA soluble o con 1 µg de anti-DEC205-OVA observamos números similares de linfocitos T OVA- 

específicos en los SDLN (Fig. 4D). Lo cual, en conjunto con la expresión diferencial de CD69, sugiere 
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que los linfocitos T activados por el Ag soluble se acumularían en los ganglios de drenaje, mientras que 

aquellos activados por direccionamiento a DCs saldrían preferentemente a periferia, de manera similar a 

lo reportado por otras publicaciones (24,55), dejando un menor número de células en ganglios de drenaje.  

De manera interesante, la coadministración de CTB con los Ags promovió la expansión de linfocitos T 

CD4+ siete días posteriores a la inoculación (Fig. 5A). En el caso del direccionamiento a DCs, la 

expansión fue dependiente de la captura del antígeno específicamente por DCs DEC205+, dado que la 

administración de un anticuerpo control sin especificidad por DCs conjugado a OVA, en presencia o 

ausencia de CTB, no promovió la expansión de los linfocitos T (Fig. 5A). La coadministración de CTB 

con OVA soluble indujo mayor acumulación de linfocitos OT-II en los SDLN, en comparación con el 

grupo administrado con anti-DEC205-OVA+CTB (Fig. 5A), de manera consistente con la alta expresión 

de CD69. Igualmente, después de siete días, pudimos observar un gran infiltrado en piel de linfocitos 

OVA-específicos, el cual fue inducido por la coadministración de CTB y no por el Ag sin adyuvante (Fig. 

5B). De manera interesante, se observaron mayores números de células en la piel de los ratones 

inmunizados con OVA soluble en conjunto con CTB, en comparación con el grupo que recibió anti-

DEC205-OVA+CTB.  

En conjunto, nuestros datos demuestran que la CTB puede ser utilizada como un fuerte adyuvante para 

Ags direccionados a DCs o solubles; promoviendo la expansión de linfocitos T CD4+ antígeno específicos 

en SDLN, así como su eficiente migración al sitio de inoculación. Importantemente, nuestros resultados 

sugieren que la administración de Ags direccionados a DCs induce un estado de activación diferencial de 

los linfocitos T CD4+, en comparación con el inducido por Ags solubles, el cual impactaría su 

diferenciación y, posiblemente, su localización anatómica.  
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Figura 4. Activación de linfocitos T CD4+ inducida por un Ag direccionado a DCs o soluble. Ratones 
C57BL6 recibieron vía i.v. linfocitos OT-II CD45.1+ marcados con CFSE, 24 h después fueron 
administrados vía i.d. con anti-DEC205-OVA, el control de isotipo o 1, 3 o 10 µg de OVA soluble. 
Después de tres días fueron sacrificados para obtener suspensiones celulares de los SDLN y análisis por 
citometría de flujo. (A) Estrategia de análisis para identificar a las células transferidas como células viables 
CD4+CD45.2-TCRVβ 5.1, 5.2+ (B) Dilución de la CFSE en las células transferidas. (C) Expresión de 
CD69 en las células proliferantes. (D) Números totales de las células transferidas encontradas en los SDLN 
después de la administración de los Ags. (E) GMFI de CD69 en las células transferidas encontradas en los 
SDLN después de la inmunización con anti-DEC205-OVA (1 µg) ± CTB (10 µg) o con OVA (3 µg) ± 
CTB (10 µg). Media ± SD, N= 4-6, datos agrupados de cuatro experimentos independientes. ANOVA de 
una vía con comparación múltiple de Turkey (ns, P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005).  
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Figura 5. La co-administración de CTB con un Ag direccionado a DCs o soluble induce la expansión de 
linfocitos TCD4+ y su migración a piel. Ratones C57BL6 recibieron vía i.v. linfocitos OT-II CD45.1+, 
24 h después fueron administrados vía i.d. anti-DEC205-OVA (1 µg) ± CTB (10 µg), OVA (3 µg) ± CTB 
(10 µg) o como se indica en las legendas. Después de siete días fueron sacrificados para obtener 
suspensiones celulares de los SDLN y de la piel de las orejas para su análisis por citometría de flujo. (A) 
Imagen representativa y gráfica de números totales de las células OT-II CD45.1+ de los SDLN 
(identificadas como en la fig. 4A). Media ± SD, N= 5-8, datos agrupados de cuatro experimentos 
independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (*P < 0.05, ****P < 0.0001) 
(B) Estrategia de análisis para identificar en la piel a los linfocitos transferidos como células viables 
CD4+CD45.2-TCRVβ 5.1, 5.2+ y gráfica de los números totales Media ± SD, N= 4-6, datos agrupados 
de cuatro experimentos independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (**P < 
0.005, ****P < 0.0001).   

3. CTB promueve una respuesta Th1/Th17 cuando es coadministrado con antígeno direccionado a 

DCs 

A continuación, nos preguntamos si CTB, en combinación con un Ag direccionado a DCs o soluble, puede 

promover la diferenciación de linfocitos T CD4+ en linfocitos Th1 o Th17. Siete días post- inmunización, 

observamos en los SDLN la presencia de células Ag-específicas IFNg+ inducidas por la administración 

i.d. del Ag-direccionado a DCs o soluble (Fig. 6A y 6B). De manera interesante, la inmunización por 

direccionamiento de Ag a DCs indujo un mayor porcentaje y números totales de linfocitos Ag-específicos 

IL-17+ (Fig. 6A, B y C). La diferenciación de linfocitos Th1 y Th17 por direccionamiento de Ag a DCs 

DEC205+ en combinación con CTB fue confirmada en el modelo DO11.0 (Fig. 6D), el cual en otros 

modelos muestra tendencia a respuestas tipo Th2 y T reg. También demostramos la co-expresión de los 

factores de transcripción T-bet y RORgt en las células productoras de IFNg e IL-17, respectivamente (Fig. 

6A). Por lo tanto, la inmunización vía i.d. por direccionamiento de Ag a DCs, en conjunto con CTB, 

induce una respuesta combinada Th1/Th17 en los SDLN, mientras que la inmunización con el Ag soluble 

más CTB induce principalmente respuestas tipo Th1 (Fig. 6 C).  

Después analizamos también a los linfocitos T infiltrantes de la piel. La inmunización con anti-DEC205-

OVA u OVA soluble, en conjunto con CTB, promovió porcentajes similares de células Th1 (Fig. 7A y 

7B). Sin embargo, y de manera consistente a lo observa en ganglios, el direccionamiento de Ag a DCs 

DEC205+ indujo mayor frecuencia y números totales de células Th17, en comparación con la 

inmunización con el Ag soluble (Fig. 7A, B y C). La inducción de una respuesta combinada Th1/Th17 

por direccionamiento a DCs fue confirmada calculando la proporción de células Th1/Th17 (Fig. 7C). De 

manera similar, el direccionamiento de antígeno a DCs en conjunto con CTB promovió una fuerte 
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infiltración de linfocitos Th17 en la piel en el modelo DO11.10 (Fig. 7D) acompañada, interesantemente, 

de una baja proporción de linfocitos T reguladores Foxp3+ (Fig. 7E).  

En conjunto, nuestros resultados demuestran que CTB en combinación con Ags direccionado a DCs 

DEC205+ promueve una respuesta combinada tipo Th17/Th17, mientras que la inmunización utilizando 

el antígeno soluble promueve una respuesta predominantemente Th1.  
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Figura 6. Activación diferencial en ganglio de linfocitos Th1/Th17 después de la co-administración de 
CTB con un Ag direccionado a DCs o soluble. Ratones C57BL6 fueron tratados como en la Fig. 5 y 
después de siete días fueron sacrificados para obtener suspensiones celulares de los SDLN y re-
estimularlas in vitro por 48 h con OVA 323-339, seguido de 4 h de incubación con cocktail de stimulación 
+ inhibidor de transporte de proteínas y tinción intracelular para análisis por citometría de flujo. (A) 
Imagen representativa de la expresión de IFNg, IL17, Rorγt y Tbet en linfocitos viables OT-II CD45.1+. 
(B) Gráficas de porcentajes y números totales de linfocitos OT-II CD45.1+ IFNg+ o IL-17+. (C) Relación 
de linfocitos Th1/Th17. Media ± SD, N= 6-8, datos agrupados de dos experimentos independientes. 
Prueba t de Student no pareada (ns, P > 0.05, *P < 0.05, ** P < 0.005). (D) Ratones BALB/c recibieron 
vía i.v. células DO11.10 Thy1.1+, después de 24 fueron inmunizados vía i.d. con anti-DEC205-OVA (1 
µg) ± CTB (10 µg) y sacrificados después de siete días para obtener suspensiones celulares de los SDLN 
y re-estimularlas in vitro como en el inciso A. Números totales de linfocitos DO11.10 IFNg+ o IL-17+. 
Media ± SD, N= 2-3, datos representativos de un experimento.  
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Figura 7. La co-administración de CTB con un Ag direccionado a DCs induce migración a piel de 
linfocitos Th1 y Th17. Ratones C57BL6 fueron tratados como en la Fig. 5 y después de siete días fueron 
sacrificados para obtener suspensiones celulares de la piel de las orejas y re-estimularlas in vitro por 4 h 
de incubación con cocktail de stimulación + inhibidor de transporte de proteínas, seguido por tinción 
intracelular para análisis por citometría de flujo. (A) Imagen representativa de la expresión de IFNg e IL-
17 en linfocitos OT-II CD45.1+. (B) Gráficas de porcentajes y números totales de linfocitos OT-II 
CD45.1+ IFNg+ o IL-17+. (C) Relación de linfocitos Th1/Th17. Media ± SD, N=6-8, datos agrupados de 
tres experimentos independientes. Prueba t de Student no pareada (ns, P > 0.05, ** P < 0.005, *** P = 
0.0001). (D) Ratones BALB/c fueron tratados como en la fig. 6D. Después de siete o 14 días fueron 
sacrificados para obtener suspensiones celulares de la piel de las orejas y re-estimularlas in vitro por 4 h 
de incubación con cocktail de stimulación + inhibidor de transporte de proteínas, seguido por tinción 
intracelular para analsisis por citometría de flujo. Números totales de linfocitos DO11.10 IFNg+ o IL-17+. 
(E) Relación de células DO11.10 productoras de citocinas/Foxp3+.  Media ± SD, N= 2-3, datos 
representativos de un experimento.  

 

4. El direccionamiento de antígeno a DCs en conjunto con CTB promueve la diferenciación de 

linfocitos T RM CD4+ en la piel 

Nuestro siguiente objetivo fue describir el tipo de respuesta de memoria inducido tras la inmunización con 

antígeno direccionado a DCs o antígeno soluble en combinación con CTB. En primer lugar, 

caracterizamos la respuesta de linfocitos T circulantes y re- circulantes de memoria en los SDLN de 

ratones inmunizados. Los linfocitos T CD4+ fueron clasificados como células de memoria central (T CM) 

o de memoria efectora (T EM) de acuerdo con la expresión de CD44 y CD62L. Observamos que la 

coadministración de CTB promueve la diferenciación tanto de linfocitos antígeno específicos T CM como 

T EM, en combinación con el antígeno a direccionado o soluble (Fig. 8A). 

Después, estudiamos la diferenciación de linfocitos T RM CD4+ después de la inmunización. Las células 

T RM fueron identificadas como células OVA-específicas CD69+CCR7-. Durante la etapa efectora, una 

fracción de las células que migran a órganos no linfoides adquiere la expresión de CD69 (105), la cual 

puede dar lugar a una población más pequeña de células T RM de larga vida (76). En efecto, siete días 

post- inmunización encontramos en la piel de ratones inmunizados con anti-DEC205-OVA+CTB ~30% 

de células OT-II CD69+CCR7-, pero de manera sorpresiva, únicamente ~15% tras la inmunización con 

el antígeno soluble (Fig. 8B). Además, 30 días post- inmunización, la mayoría de las células OVA- 

específicas CD4+ de la piel de ratones inmunizados con antígeno direccionado fueron CD69+ (Fig. 8C). 

Interesantemente, el direccionamiento a DCs fue más eficiente en la inducción de linfocitos T RM, aún 

en comparación con una alta dosis del antígeno soluble.  
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En conjunto, nuestros datos muestran que la CTB puede ser usada para incrementar la diferenciación de 

linfocitos T CD4+ de memoria central y efectora, y que su combinación con direccionamiento de antígeno 

a DCs promueve eficientemente la diferenciación de linfocitos T RM CD4+.  
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Figura 8. La co-administración de CTB con un Ag direccionado a DCs induce linfocitos T EM, T CM y 
T RM. Ratones C57BL6 fueron tratados como en la Fig. 5 y después de siete o 30 días fueron sacrificados 
para obtener suspensiones celulares de los SDLN y de la piel de las orejas. (A) Imagen representativa y 
gráfica de porcentajes =de los linfocitos OT-II CD45.1 T EM (CD44+CD62L-) y T CM (CD44+CD62L+) 
en los SDLN siete días después de la inmunización. Media ± SD, N=4-6, datos agrupados de dos 
experimentos independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (*P < 0.05, **P 
< 0.005, ***P < 0.0005). (B) Imagen representativa y gráfica de porcentajes de linfocitos de la piel OT-II 
CD45.1+ CD69+CCR7- siete días después de la inmunización (Media ± SD, N=5-6, datos agrupados de 
tres experimentos independientes. Prueba t de Student no pareada, **P < 0.005 o (C) 30 días después de 
la inmunización con anti-DEC205-OVA (1 µg) + CTB (10 µg) o con OVA (30 µg) + CTB (10 µg). Media 
± SD, N=3-5, datos agrupados de dos experimentos independientes. Prueba t de Student no pareada (ns, 
P > 0.05). 

5. La inmunización intradérmica de antígeno direccionado a DCs en conjunto con CTB promueve 

inmunidad local y sistémica de larga duración 

Después de documentar la respuesta de linfocitos T CD4+ promovida por la administración i.d. de CTB, 

en conjunto con antígeno direccionado a DCs o soluble, nos preguntamos, en primer lugar, si esta 

estrategia de inmunización podría proveer inmunidad local de largo plazo. Para contestar a esta pregunta, 

primero utilizamos el modelo de melanoma-OVA subcutáneo (Fig. 9A). Observamos que un mes post- 

inmunización, tanto el antígeno direccionado a DCs como soluble, y utilizando a la CTB como adyuvante, 

provee inmunidad local tras el reto subcutáneo con la línea de melanoma-OVA MO4 (Fig. 9A). 

Posteriormente, nos preguntamos si la coadministración de CTB con el Ag direccionado a DCs puede 

inducir inmunidad sistémica. Para contestar a esta pregunta, se inmunizaron ratones vía i.d. y un mes 

después fueron retados vía i.v. con células MO4. Los ratones inmunizados con OVA direccionada a DCs 

desarrollaron ~5 veces menos nódulos metastásicos que los ratones control; así como un menor número 

de tumores (~3 veces menos) que los ratones inmunizados con el antígeno soluble (Fig. 9B). Asimismo, 

la inmunización vía direccionamiento de Ag a DCs indujo la infiltración de linfocitos T CD4+ Ag-

específicos en los pulmones, en cantidad ligeramente superior a la inducida por el Ag soluble (Fig. 9C). 

Sin embargo, la administración de un anticuerpo anti-CD4 30 días después de la inmunización, y previo 

al reto i.v. con células MO4, no afectó el desarrollo de inmunidad protectora contra melanoma (Fig. 9B). 

No obstante, nuestros resultados demuestran que la administración de una dosis única de CTB 

coadministrado con Ag direccionado a DCs puede proveer inmunidad local y sistémica e, 

importantemente, la infiltración de linfocitos T CD4+ en tejidos distales.  
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Figura 9. La inmunización i.d. con CTB en conjunto con un Ag direccionado a DCs induce inmunidad 
duradera local y sistémica contra melanoma. (A) Diagrama de la estrategia de inmunizaciones y reto s.c. 
con células MO4-OVA. Gráfica de supervivencia de los ratones inmunizados después del reto con 
melanoma s.c. N= 5 por grupo, datos agrupados de dos experimentos independientes. Prueba de Log-rank 
(Mantel-Cox). Ratones naive fueron inmunizados como se indica y 30 días después fueron retados vía i.v. 
con células MO4-OVA. Algunos de los ratones inmunizados con anti-DEC205-OVA+CTB recibieron vía 
i.p. anti-CD4 o el control de isotipo, antes, durante y después del reto con melanoma. (B) Fotografías 
representativas de los pulmones y gráfica del número de tumores/pulmón 16 días después del reto. Media 
± SD, N= 5-10, datos agrupados de dos experimentos independientes. ANOVA de una vía con 
comparación múltiple de Turkey (ns, P > 0.05, ****P < 0.0001). (C). Estrategia de análisis para la 
identificación en pulmón de células OT-II como células viables CD45+CD4+CD45.1+TCR Va2+ siete 
días después de la inmunización con anti-DEC205-OVA+CTB o con OVA+CTB, en ratones previamente 
transferidos con linfocitos OT-II CD45.1+. Media ± SD, N=5 por grupo, datos agrupados de dos 
experimentos independientes. Prueba t de Student no pareada (ns, P > 0.05). 

 

6. La inmunización por direccionamiento de Ags a DCs induce infiltración de linfocitos T CD4+ 

polifuncionales en intestino y provee protección dependiente de linfocitos T CD4+ contra 

rotavirus 

A continuación, nos preguntamos si la coadministración de CTB con Ag-direccionado a DCs podría 

inducir la infiltración de linfocitos T CD4+ en otros tejidos periféricos como el intestino. En efecto, 

pudimos observar en este órgano la presencia de linfocitos T CD4+ Ag-específicos (Fig. 10A). A pesar 

de tratarse de un bajo número de células, el direccionamiento de Ag a DCs indujo una infiltración 

significativamente mayor al Ag soluble (Fig. 10B). Asimismo, se pudo observar un mayor número de 

células expresando CD69, el marcador fenotípico de los linfocitos T RM, en el intestino de los ratones 

inmunizados vía direccionamiento de Ag a DCs (Fig. 10C). 

Para determinar si la inmunización i.d. vía direccionamiento de Ags a DCs puede proveer inmunidad 

protectora en el intestino, utilizamos un modelo de infección por rotavirus, en donde la protección depende 

principalmente de linfocitos T CD4+ (89,44). Además, la infección murina por el rotavirus esta limitada 

casi exclusivamente al intestino, por lo que la respuesta inmune resulta altamente localizada (87). Para 

inducir una respuesta Ag específica utilizamos a la proteína VP6 conjugada a un anticuerpo anti-DEC205. 

VP6 es un antígeno altamente conservado entre las diferentes cepas de rotavirus (88) y se ha demostrado 

que cuando es direccionado a DCs, en conjunto con poly I:C, puede inducir inmunidad protectora (35). A 

los ratones se les administró vía i.d. anti-DEC205-VP6+CTB o VP6 soluble + CTB, 20 días antes del reto 

oral con rotavirus. Únicamente los ratones inmunizados con anti-DEC205-VP6+CTB desarrollaron 
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protección parcial contra el reto (~10%), a diferencia de los ratones inmunizados con el Ag soluble (Fig. 

10D). Por lo cual, nuestros resultados demuestran que la inmunización vía i.d. de Ag direccionado a DCs 

en conjunto con CTB, utilizando una dosis única, promueve protección parcial en intestino.  

El desarrollo de protección parcial podría ser debido a la baja infiltración de linfocitos Ag-específicos en 

intestino. En consecuencia, nos propusimos evaluar si una estrategia de inmunización/refuerzo podría 

expandir a las clonas encontradas en intestino. Para tal fin, los ratones fueron inmunizados vía i.d. con el 

Ag direccionado a DCs o soluble en conjunto con CTB. Después de 15 días, recibieron vía i.p. al Ag 

direccionado o soluble sin el adyuvante. Luego de cinco días, observamos un gran número de linfocitos T 

CD4+ Ag-específicos en intestino del grupo que recibió al Ag direccionado (Fig. 11A). De manera 

importante, el esquema de inmunización/refuerzo con el Ag direccionado indujo también la expansión de 

linfocitos T CD4+ IL17+, así como de células con la capacidad de producir más de una citocina, 

incluyendo IFNg y TNFa, en contraste con la inmunización/refuerzo utilizando al Ag soluble (Fig. 11B).  

Los resultados anteriores nos alentaron a determinar si la estrategia de inmunización/refuerzo podría 

incrementar el nivel de protección contra el rotavirus. Con este fin, los ratones recibieron vía i.d. anti-

DEC205-VP6 o VP6 soluble; después de 15 días recibieron vía i.p. al Ag direccionado a soluble sin 

adyuvante. Luego de siete días, los ratones fueron retados vía oral con el rotavirus (Fig. 11C). La carga 

viral en las heces fecales disminuyó rápidamente después de la inmunización/refuerzo vía 

direccionamiento de Ag (Fig. 11D). Lo cual significó un porcentaje de protección del 60% relativo a los 

ratones no inmunizados (Fig. 11E). Cabe destacar que el desarrollo de protección dependió del 

direccionamiento del Ag a las DCs DEC205+, dado que la administración de un anticuerpo sin 

especificidad por DCs conjugado a VP6, y en presencia de CTB, indujo un bajo nivel de protección 

(~15%). De manera notable, la protección se vio significativamente disminuida por la administración de 

un anticuerpo anti-CD4. Por otra parte, la inmunización/refuerzo utilizando al Ag soluble indujo un bajo 

nivel de protección (~15%) (Fig. 11E).   

En conjunto, nuestros resultados muestran que la administración vía i.d. de Ags direccionados a DCs, en 

combinación con CTB, induce la infiltración de linfocitos T CD4+ polifuncionales en intestino, así como 

el desarrollo de inmunidad protectora de largo plazo contra patógenos intestinales, la cual es dependiente 

de linfocitos T CD4+. 
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Figura 10. Una dosis de CTB en conjunto con Ags direccionados a DCs induce la infiltracón en intestino 
de linfocitos T CD4+ Ag específicos y protección parcial contra rotavirus. Ratones C57BL6 fueron 
tratados como en la Fig. 5 y después de siete días fueron sacrificados para obtener suspenciones celulares 
de intestino y ser analizadas por citometría de flujo. (A) los linfocitos OT-II transferidos fueron 
identificados como células viables CD45+CD4+TCRVa2+CD45.1+. (B) Gráficas de porcentaje y 
números totales de células OT-II CD45.1+ en intestino. (C) Imagen representativa, porcentaje y números 
totales de células OT-II CD45.1+ CD69+ en intestino. Media ± SD, N= 5 por grupo, datos agrupados de 
dos experimentos independientes. Prueba T de estudent no pareada (*P < 0.05, ** P < 0.005). (D) 
Diagrama de la estrategia de inmunización y reto con rotavirus. Muestras de heces fecales fueron 
recolectadas diariamente después del reto por ocho días para determinar la carga viral por ELISA 
sandwich y el porcentaje de protección relativo al grupo control (PBS). Gráfica del porcentaje de 
protección después del reto. Media ± SD, N= 5 por grupo, datos agrupados de dos experimentos 
independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (ns, P > 0.05, **P < 0.005, ***P 
< 0.0005).  
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Figura 11. La inmunización i.d./refuerzo i.p. con Ags direccionados a DCs+CTB induce linfocitos T 
CD4+ funcionales en intestino y protección dependiente de linfocitos T CD4+ contra rotavirus. Ratones 
C57BL6 recibieron vía i.v. linfocitos OT-II CD45.1+ 24 h antes de ser inmunizados vía i.d. con anti-
DEC205-OVA u OVA soluble en conjunto con CTB. Después de 15 días recibieron vía i.p. anti-DEC205-
OVA u OVA y después de cinco días fueron sacrificados para obtener suspenciones celulares de intestino, 
re-estimular in vitro por 4 h con cocktail de stimulación + inhibidor de transporte de proteínas y realizar 
tinción intracelular para analsisis por citometría de flujo. (A) Las células OT-II transferidas fueron 
identificadas como células viables CD45+CD4+CD45.1+ para calcular los porcentajes y números totales. 
Media ± SD, N= 6 por grupo, datos agrupados de dos experimentos independientes. Prueba T de estudent 
no pareada (*P < 0.05). (B) Gráfica de porcentajes y números totales de células OT-II CD4+CD45.1+ 
productoras de citocinas. Las combinaciones booleanas fueron calculadas con el programa FlowJo. Media 
± SD, N= 6 por grupo, datos agrupados de dos experimentos independientes. ANOVA de dos vías con 
comparación múltiple de Bonferroni (** P = 0.0017, **** P < 0.0001). (C) Estrategia de inmunizaciones 
y reto con rotavirus. Los ratones inmunizados con anti-DEC205-VP6+CTB recibieron vía i.p. anti-CD4 o 
el control de isotipo, antes, durante y después del reto. (D) Muestras de heces fecales fueron colectadas 
cada día durante ocho días despuñes del reto para determinar la carga viral por ELISA sandwich. (E) 
Porcentaje de protección relativo al grupo control (PBS). Media ± SD, N= 6 por grupo, datos agrupados 
de dos experimentos independientes. ANOVA de una vía con comparación múltiple de Turkey (****P < 
0.0001).  

7. La coadministración de CTB con un patógeno inactivado promueve protección local y sistémica 

contra la infección en piel 

Nuestros resultados demuestran que la inmunización vía direccionamiento de Ags a DCs en conjunto con 

CTB induce inmunidad protectora sistémica, en tanto que la co-administración con Ag soluble induce una 

respuesta de linfocitos T CD4+ local. Además, los resultados en el modelo s.c. de melanoma sugieren que 

ésta respuesta podría mediar el desarrollo de protección inmune local. Por lo tanto, nos preguntamos si la 

administración i.d. de Ags derivados de patógenos, no conjugados a anticuerpos anti-DEC025, en conjunto 

con CTB podría inducir inmunidad contra la infección en piel. Para contestar a ésta pregunta utilizamos 

el modelo murino de infección en piel por el hongo Sporothrix schenkii. En éste modelo el patógeno vivo 

es inoculado vía i.d., ocasionado lesiones locales y, a dosis altas, diseminándose a través del organismo 

(97). Interesantemente, se ha demostrado que los conidios inactivados (IC) administrados por la vía i.d. 

son capturados directamente por DCs de la epidermis (97). Sin embargo, esto no es suficiente para inducir 

la activación de DCs, por lo que requiere de la coadministración de adyuvantes. 

En primer lugar, nos preguntamos si la administración i.d. de IC+CTB induce la infiltración en piel de 

linfocitos Th1/Th17. La respuesta de linfocitos T CD4+ en piel fue analizada por citometría de flujo, como 

se muestra en la figura 12A. Observamos que la coadministración de CTB con IC promovió la infiltración 

de la piel con linfocitos T CD4+, los cuales al ser re- estimulados in vitro producen IFNg o IL-17 (Fig. 
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12B). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que la administración de CTB en combinación con un patógeno 

inactivado promueve la activación de respuestas Th1/Th17 en la piel.  

Para demostrar que la respuesta es antígeno específica y de larga vida, determinamos si los ratones 

inmunizados con IC+CTB pueden desarrollar una respuesta DTH cuando son retados después de 30 días 

con IC. Las respuestas DTH son iniciadas por la estimulación antigénica de células presentes en la piel 

(potencialmente T RM) y sostenidas por linfocitos T de memoria circulantes (106,107), dando lugar a un 

proceso inflamatorio. Después del reto observamos el engrosamiento de la oreja (el sitio de inoculación) 

únicamente en los ratones previamente inmunizados con IC+CTB, el cual se sostuvo por 48 h; indicando 

el desarrollo de una respuesta DTH, en contraste con los grupos control (Fig. 12C). Por lo tanto, nuestros 

datos indican que la inmunización con IC+CTB induce una respuesta de linfocitos T CD4+ antígeno 

específicos de larga vida.  

Posteriormente, nos preguntamos si la administración i.d. de IC+CTB podría promover inmunidad 

protectora de larga duración contra la infección por S. Schenkii. De manera similar a lo observado en 

humanos, éste modelo murino de infección promueve el desarrollo de lesiones en el sitio de inoculación 

así como su diseminación sistémica, la cual se manifiesta con el desarrollo de granulomas en la cola (97). 

Entonces, ratones naive fueron inmunizados vía i.d. con IC+CTB y después de 30 días fueron retados en 

el mismo sitio con conidios vivos (Fig. 12 D). Los ratones inmunizados con IC+CTB desarrollaron 

lesiones locales de menor tamaño, en comparación con los ratones que recibieron únicamente IC o CTB, 

(Fig. 12 E y 12F), lo cual sugiere el desarrollo de inmunidad local de larga duración. De manera similar, 

la inmunización con IC+CTB previno el desarrollo de granulomas en la cola del 25% de los ratones 

retados, en comparación con el grupo control con PBS (Fig. 12G), lo cual sugiere el desarrollo de 

inmunidad protectora sistémica de larga duración.  

En conjunto, nuestros hallazgos revelan que la coadministración i.d. de CTB con un patógeno inactivado 

poco inmunogénico promueve el desarrollo de una respuesta en piel Ag específica Th1/Th17, en conjunto 

con una respuesta protectora de larga duración contra la infección. 
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Figura 12. La coadministración de CTB con un patógeno inactivado promueve protección local y 
sistémica contra la infección en piel. Ratones C57BL6 fueron inmunizados vía i.d. en una oreja con 
conidios inactivados (IC) de Sporothrix schenkii, PBS, CTB o IC+CTB; después de 15 días fueron 
sacrificados para obtener suspenciones celulares de la piel de las orejas, re-estimular in vitro por 4 h con 
cocktail de stimulación + inhibidor de transporte de proteínas y realizar tinción intracelular para analsisis 
por citometría de flujo. (A) Estrategia de análisis para identificar células viables CD45+CD4+TCRb+. (B) 
Números totales de células CD4+TCRb+ de la piel y de células productoras de IFNg y de IL-17. Media ± 
SD, N= 6 por grupo, datos agrupados de dos experimentos independientes. ANOVA de una vía con 
comparación múltiple de Turkey (ns, P > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.0005). (C) Ratones 
inmunizados como en (A) fueron retados después de 30 días vía i.d. en la oreja con CI y el grosor de la 
oreja fue medido a los tiempos indicados. Media ± SD, N= 3 por grupo. ANOVA de dos vías con 
comparación mútiple de Bonferroni (***P < 0.0005). (D) Diagrama de inmunizaciones y reto con conidios 
vivos. (E) Fotografías representativas de las lesiones en la piel y (F) gráfica del área de la lesión 17 o 30 
días después del reto. (G) Gráfica de porcentaje de protección (ratones libres de granulomas en la cola) 
sistémica respecto al grupo control (PBS) 30 días después del reto. N= 10 por grupo. ANOVA de dos vías 
con comparación mútiple de Bonferroni.  

 

DISCUSIÓN 

El desarrollo de estrategias de inmunización que confieran inmunidad de larga duración, mediadas por 

linfocitos T CD4+, es fundamental para la erradicación de enfermedades pandémicas. La generación de 

vacunas que puedan inducir tales respuestas requiere frecuentemente de la inclusión de adyuvantes 

seguros y eficientes; desafortunadamente, existe un número limitado de adyuvantes aprobados para uso 

en humanos. La CTB es un candidato potencial debido a su uso seguro en humanos y capacidad para 

promover inmunidad. En este trabajo, demostramos que la CTB puede ser utilizada como un adyuvante 

para antígenos direccionados a DCs, solubles o derivados de patógenos, induciendo respuestas inmunes 

protectoras de larga duración.  

Dado el papel central que juegan las DCs en el desarrollo de respuestas de linfocitos T, nuestro primer 

objetivo consistió en el estudio de las DCs de la piel y de los SDLN después de la administración i.d. de 

CTB. Después de 72 h pudimos observar tanto activación como acumulación de DCs en el sitio de 

inoculación. En contraste, estímulos de maduración como LPS, CpG, flagelina y la CT, inducen la rápida 

activación local de DCs en un lapso de 6-24 h tras su inoculación (9,37,108–111). Previo a este trabajo, 

existía también controversia en cuanto a la capacidad de CTB para inducir la activación de DCs en 

ganglios linfáticos después de 2-24 h (7,9). Sin embargo, nosotros demostramos que se requiere al menos 

de 72 h para poder detectar tanto la sobre- expresión de CD86 como la acumulación de DCs en los SDLN. 
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Nuestros hallazgos contrastan también con los estudios in vitro de DCs y macrófagos derivados de médula 

ósea, donde la incubación con CTB por 12-24 h fue suficiente para inducir su activación vía la 

estimulación de PRRs (4,6). Sin embargo, no existe evidencia que indique que CTB pueda estimular PRRs 

en poblaciones de DCs de la piel o de ganglios linfáticos, las cuales son significativamente diferentes a 

las DC diferenciadas in vitro a partir de médula ósea. Es posible que el “retraso” en la activación de las 

DCs de la piel y de los ganglios linfáticos se deba a un efecto indirecto, es decir, que CTB induzca en otro 

tipo de células la producción de citocinas proinflamatorias o de señales de estrés celular, las cuales tienen 

la propiedad de activar DCs. Tal es el caso de los denominados patrones moleculares asociados a daño 

(DAMPs), que incluyen a proteínas de la respuesta a proteínas mal plegadas, proteínas de la respuesta al 

estrés integrada, proteínas relacionadas al daño tisular, etc. (112). En la línea celular Vero se ha observado 

que la estimulación con CTB induce la expresión de las proteínas asociadas el estrés del retículo 

endoplásmico BiP, Derlin-1 y Derlin-2 (113). La identificación de células blanco y de DAMPs después 

de la administración i.d. de CTB ayudaría a establecer el mecanismo responsable de la activación tardía 

de DCs. 

De manera interesante, la activación y acumulación de DCs en la piel persistió por siete días después de 

la inoculación de CTB. Lo cual podría deberse al reclutamiento de precursores de DCs. De manera similar 

a otros adyuvantes, como CpG, alumina o MF59, cuya administración induce la acumulación de células 

MHC-II+ en el sitio de inoculación después de cuatro días, la cual se cree depende del reclutamiento de 

monocitos CD11b+ (114). La persistencia en la activación y acumulación fue observada también en las 

DCs residentes de ganglio. Cabe destacar que la vida promedio de esta población celular es de ~1.5-2 días 

y que su expansión depende del arribo de precursores de sangre (115). Por lo que nuestros datos sugieren 

que CTB podría inducir la movilización de precursores de DCs tanto a piel como a los SDLN. La 

acumulación de DCs podría deberse tambien a la diferenciación de DCs inflamatorias. Éstas células se 

diferencian en el sitio de inflamación a partir de monocitos en procesos de infección y por la 

administración de adyuvantes como CpG (54). Citocinas como IFNg contribuyen a la maduración de las 

DCs inflamatorias (116), por lo que CTB, que genera microambientes ricos en esta citocina, podría inducir 

la activación y, posiblemente, la diferenciación de las DCs inflamatorias. Cabe destacar que ésta población 

de DCs contribuye a la activación y diferenciación de linfocitos T efectores y de memoria (116). El 

conjunto de DCs activadas por CTB, tanto en tejidos linfoides como en el sitio de inoculación, induciría 

el eficiente desarrollo de respuestas de linfocitos T. A este respecto, la acumulación tardía de DCs 

correlacionó con el desarrollo de linfocitos T CD4+ efectores y de precursores de memoria, después de la 
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coadministración de CTB con Ags. En conjunto, nuestros hallazgos contribuyen a esclarecer el papel de 

CTB en la activación in vivo de las DCs para el desarrollo de respuestas de linfocitos T CD4+. 

El uso de CTB como adyuvante para Ags solubles ha probado ser poco eficiente para la activación de 

linfocitos T CD4+ (117–119). Por lo que en este trabajo nos propusimos estudiar su eficiencia en conjunto 

con un Ag direccionado a DCs DEC205+. De manera similar a estudios anteriores, la administración i.d. 

de un anticuerpo monoclonal anti-DEC205-OVA promovió la presentación de antígeno con una eficiencia 

20 veces superior a la de OVA soluble. Este incremento no fue el esperado de acuerdo a lo reportado por 

administración s.c. del anticuerpo (24,28). Sin embargo, cabe mencionar que la eficiencia de presentación 

de Ags solubles por la vía i.d. es significativamente superior a la inducida por vía s.c. o i.p. (49). De 

manera consistente, tanto el Ag soluble como direccionado a DCs en conjunto con CTB promovió la 

expansión de los linfocitos T CD4+. Estos hallazgos corroboran que CTB como adyuvante puede 

promover la activación de linfocitos T. En contraste con algunos modelos de administración de Ags en 

mucosas, como OVA u auto-antígenos conjugados a CTB, los cuales promueven débilmente la 

proliferación de linfocitos T CD4+ (15,16,120). Por lo que nuestros resultados demuestran que la 

administración en piel de CTB en conjunto con Ags inocuos, direccionados a DCs o solubles, puede 

inducir la eficiente activación de linfocitos T CD4+. 

De manera inesperada, la co-administración de CTB con el Ag soluble promovió mayor acumulación de 

linfocitos T Ag específicos, tanto en los SDLN como en la piel. Lo cual estaría potencialmente relacionado 

con la regulación diferencial de CD69 inducida por el Ag soluble o direccionado. Éste último promovió 

mayor des-regulación de CD69, en comparación con el Ag soluble, lo cual permite la salida de los 

linfocitos T hacia la periferia (103,104). La desregulación de CD69 en linfocitos T altamente proliferativos 

correlaciona con su migración a órganos linfoides distales al sitio de inoculación, por lo tanto, 

promoviendo su diseminación sistémica. De acuerdo a este resultado, el direccionamiento de Ags 

promovió la presencia de linfocitos T CD4+ Ag específicos no solo en piel, sino también en pulmones e 

intestino, dando lugar a una respuesta sistémica de linfocitos T CD4+. Mientras que la inmunización 

usando al Ag soluble promovió predominantemente el desarrollo una respuesta localizada en la piel y los 

GDLPs. Dado que no observamos activación de DCs en sitios distales, nuestros resultados sugieren que 

la activación de linfocitos T por direccionamiento de Ags a DCs ocurre en los SDLN y después migran 

para infiltrar el sitio de inoculación y, de manera importante, otros tejidos periféricos no linfoides. De tal 

manera que nuestros resultados indican que la administración i.d. de Ags direccionados a DCs o solubles 

en conjunto con CTB promueven la activación de respuestas diferenciales de linfocitos T CD4+. 
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De hecho, la combinación de CTB con los Ags, direccionados o solubles, promovió el desarrollo de 

respuestas diferenciales de linfocitos T cooperadores. El direccionamiento de Ag a DCs promovió una 

respuesta sistémica de linfocitos Th1/Th17. Mientras que la combinación con el Ag soluble indujo una 

respuesta local predominantemente tipo Th1. De manera similar, se había demostrado en sobrenadantes 

de linfocitos T re-estimulados in vitro, que la administración i.d. de CTB con Ags modelo solubles, como 

la lisozima de huevo de gallina, induce linfocitos Th1/Th17, pero con predominancia hacia una respuesta 

de IFNg (49). Asimismo, diferentes modelos de inmunización utilizando a CTB como adyuvante para Ags 

derivados de patógenos reportaron la inducción de una respuesta de linfocitos Th1 (10,12–14,49). 

Nuestros datos sugieren que el direccionamiento de Ags a DCs DEC205+ y en presencia de CTB 

promueve mayor diferenciación de linfocitos Th17. Esto podría deberse a que los anticuerpos 

monoclonales anti-DEC205 se unen eficientemente a DCs Langerina+, las cuales juegan un papel central 

en la diferenciación in vivo de linfocitos Th17 (40,53). Interesantemente, la combinación de Ag 

direccionado a DCs con CTB promovió también la diferenciación de linfocitos T polifuncionales, los 

cuales tienen la capacidad de producir más de una citocina y a los cuales se les relaciona con respuestas 

efectoras altamente protectoras (121). Respuestas similares son obtenidas por el direccionamiento de Ags 

a DCs en combinación con adyuvantes como oligonucleótidos de CpG, flagelina (37) y poly I:C (36). Sin 

embargo, ninguno de estos posee la capacidad de inducir linfocitos Th17 (122,62,123). De tal manera que 

nuestros hallazgos son los primeros en demostrar el desarrollo de respuestas polifuncionales sistémicas 

que incluyen linfocitos Th17 después de la administración i.d. de un Ag direccionado a DCs DEC205+ en 

combinación con CTB, lo cual podría representar un perfil óptimo para el control de diversas patologías.  

La coadministración de CTB indujo también el desarrollo de linfocitos T CD4+ de memoria. En conjunto 

con el Ag direccionado a DCs o soluble, promovió la diferenciación de linfocitos con fenotipo de memoria 

central y de memoria efectora. Cabe destacar que, si bien existen diversas publicaciones que demuestran 

que CTB como adyuvante induce protección inmune de larga vida, este es el primer estudio en reportar la 

diferenciación de subpoblaciones de memoria de linfocitos T utilizando a CTB como adyuvante. 

Asimismo, son pocos los estudios de inmunización por direccionamiento de Ags a DCs que describen la 

diferenciación de subpoblaciones de memoria. Más aun, existe un solo reporte sobre la diferenciación de 

linfocitos T CD8+ de memoria, el cual indica que el direccionamiento favorece la diferenciación de 

linfocitos T EM, mientras que el Ag no direccionado favorece a los linfocitos T CM (124). Los linfocitos 

T EM recirculan a través de la sangre hacia tejidos periféricos linfoides y no linfoides y una vez 

reactivados tienen la capacidad de producir citocinas rápidamente. Mientras que los linfocitos T CM 

residen en los órganos linfoides y una vez reactivados entran en proliferación para dar lugar a nuevas 
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células efectoras. De tal manera que la diferenciación de linfocitos T EM y TCM promovería una eficiente 

respuesta de memoria. De manera importante, nosotros observamos que tanto la inmunización con el Ag 

direccionado como soluble, en conjunto con CTB, promovió una respuesta balanceada de linfocitos T 

EM/TCM. Si bien nosotros evaluamos su presencia en órganos linfoides durante la etapa efectora, que es 

el momento en que se forman los precursores de memoria (21), sería importante confirmar su presencia a 

tiempos posteriores. Sin embargo, nuestros datos de protección en el modelo de melanoma, inmunizando 

con el Ag soluble, así como el desarrollo de una DTH, la cual depende de linfocitos de memoria circulantes 

(97,106,107) por la inmunización con CTB en presencia de conidios de S. schenkii, indican el desarrollo 

de una respuesta de memoria de linfocitos T EM y T CM.  

El desarrollo de linfocitos T de memoria, posicionados a lo largo del organismo, representa uno de los 

principales objetivos de la vacunación. Interesantemente, la coadministración de CTB con anti-DEC205-

OVA indujo mayor diferenciación de linfocitos T RM CD4+ en el sitio de inoculación e, importantemente, 

en el intestino, en comparación con la inmunización utilizando el Ag soluble. Por lo que nuestros 

resultados sugieren que la administración de anticuerpos anti-DEC205 acoplados a Ags y en combinación 

con fuertes adyuvantes, como CTB, es una eficiente estrategia para la generación sistémica de linfocitos 

T RM CD4+. Cabe mencionar que otros estudios han demostrado la eficiente inducción de linfocitos T 

RM CD8+ direccionando Ags a DCs DEC205+ en presencia de adyuvantes experimentales como poly 

I:C (86) y LPS (125). Sin embargo, nuestro trabajo es el primero en demostrar la presencia de linfocitos 

T RM más allá del sitio de inoculación utilizando un adyuvante con potencial uso en humanos. La 

inducción de linfocitos T RM depende importantemente de elementos del microambiente presentes en los 

tejidos donde residen, principalmente de TGF-b (72). Algunos estudios sugieren que su inducción 

depende también de la presentación de Ag local. Por ejemplo, en un modelo de inmunización con anti-

DEC205-OVA en presencia de LPS la diferenciación de linfocitos T RM CD8+ en pulmón dependió de 

la presentación local de Ag por DCs CD103+ (125). En tejidos como piel e intestinos, se ha sugerido que 

un microambiente inflamatorio es suficiente para la diferenciación de los linfocitos TRM. Sin embargo, 

nuestros datos sugieren que la presentación de Ag juega un papel importante en su diferenciación en ambos 

tejidos, pues el direccionamiento a DCs DEC205+ fue más eficiente en su inducción que el Ag soluble. 

En apoyo de esta idea, se ha reportado que los linfocitos T CD4+ efectores necesitan de una segunda 

presentación de Ag para diferenciarse en células de memoria (21). A este respecto, los anticuerpos anti-

DEC205 pueden permanecer en órganos linfoides y periféricos hasta por 5 días después de su 

administración, promoviendo activación de linfocitos T CD4+ (28,29). Lo cual, aunado a la prevalencia 

de DCs activadas, inducidas por CTB, podría mediar la diferenciación de linfocitos T RM CD4+ por 
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inmunización con Ags direccionados a DCs DEC205 en conjunto con CTB. Este hallazgo es de particular 

importancia debido a que los linfocitos T RM han sido implicados como elementos clave en las respuestas 

inmunológicas contra infecciones y melanoma.  

En el caso del modelo s.c. de melanoma la protección puede ser mediada eficientemente tanto por células 

de memoria circulantes como por T RM (77). Consecuentemente, la inmunización utilizando un Ag 

direccionado a DCs o soluble, en conjunto con CTB, fue capaz de proveer protección ante el reto s.c. con 

melanoma. Sin embargo, cuando el reto fue administrado vía i.v. la protección en pulmones por 

direccionamiento i.d. de Ag a DCs fue marcadamente superior a la inducida por el Ag soluble. A pesar de 

que linfocitos T CD4 Ag-específicos infiltraron los pulmones durante la fase efectora, su eliminación 

utilizando un anticuerpo anti-CD4 durante la fase de memoria demostró que estos son dispensables para 

la protección contra melanoma. Sin embargo, estudios previos utilizando ratones deficientes de linfocitos 

T CD4+ han demostrado que éstas células participan en el desarrollo de protección contra el melanoma 

s.c. (28,32). Es más, se ha propuesto que los linfocitos Th17 participan en el reclutamiento a tumores de 

linfocitos T CD8+ citotóxicos (41). Si bien no podemos descartar que los linfocitos T CD4+ pudieran 

mediar la activación de respuestas de linfocitos T CD8+, nuestros resultados apuntan a que la protección 

contra melanoma inducida por inmunización vía direccionamiento de Ags fue mediada principalmente 

por linfocitos T CD8+. Esta idea es apoyada por el hecho de que varios estudios han demostrado la 

activación de linfocitos T CD8+ vía direccionamiento de Ags (24,28) y por Ags conjugados a CTB 

(118,126). Dado que la activación ocurrió en los SDLN, nuestros hallazgos sugieren que la vacunación 

i.d. direccionando Ags a DCs DEC205+, y utilizando a CTB como adyuvante, es una estrategia que puede 

utilizarse para promover inmunidad sistémica de larga duración contra el melanoma.  

De manera interesante, la inmunización vía direccionamiento de Ags indujo una respuesta protectora de 

linfocitos T CD4+ en intestino. La administración de una sola dosis de anti-DEC205-Ag+CTB fue 

suficiente para inducir la infiltración en intestino de un bajo número de linfocitos en el intestino, 

incluyendo linfocitos T RM, así como de protección parcial en el modelo de rotavirus, los cuales fueron 

superiores a los inducidos por la inmunización con el Ag soluble. Con el objetivo de incrementar tanto la 

infiltración en intestino como el nivel de protección, utilizamos un esquema de inmunización i.d./refuerzo 

i.p (sin adyuvante). En el caso del direccionamiento de Ags, tomamos ventaja de la capacidad de los 

anticuerpos anti-DEC205 para diseminarse sistémicamente, lo cual promovió exitosamente la expansión 

de los linfocitos T CD4+ Ag-específicos infiltrantes de intestino. Además, esta estrategia promovió 

también la expansión de linfocitos Th17, así como de linfocitos T CD4+ polifuncionales en el intestino. 
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Cabe mencionar que tanto los linfocitos Th1 como los Th17 han sido implicados en el desarrollo de 

respuestas inmunes contra rotavirus (90,45), aunque se desconoce el mecanismo de protección de los 

Th17. Al igual que en modelos de melanoma, los linfocitos Th17 en intestino pueden mediar la infiltración 

de linfocitos T citotóxicos en modelos de inmunización con adenovirus (57). Por lo que es posible que el 

alto porcentaje de protección observado contra el rotavirus, después de la inmunización i.d./refuerzo i.p., 

sea mediado tanto por linfocitos Th1/Th17 como por linfocitos T CD8+. Como lo sugieren los 

experimentos de bloqueo de linfocitos T CD4+, los cuales resultaron en protección parcial contra la 

infección. Dado que algunos estudios han sugerido la participación de linfocitos T CD8+ en la protección 

contra rotavirus murino (91) y al hecho de que el direccionamiento de Ags a DCs y CTB pueden inducir 

la activación de linfocitos T CD8+, no descartamos la inducción de linfocitos T citotóxicos y su 

participación en nuestro modelo de inmunización. Además, cabe destacar que el nivel de protección 

observado fue superior al reportado por administración s.c. del mismo anticuerpo en presencia de poly I:C 

(35). En conjunto nuestros hallazgos indican que la vacunación utilizando Ags direccionados a DCs 

DEC205+, en conjunto con CTB, promueve la infiltración del intestino con linfocitos T CD4+ de larga 

vida y funcionales con la capacidad de mediar protección contra patógenos con tropismo intestinal.  

Finalmente nos propusimos comprobar el potencial adyuvante de CTB contra un patógeno que penetra a 

través de la piel; causando infección local y sistémica. De manera interesante, se ha reportado que la 

infección induce una respuesta de linfocitos Th1 en la piel, la cual es insuficiente para la eliminación del 

patógeno. En contraste, la inmunización i.d. con IC+CT induce una respuesta predominante de linfocitos 

Th17 re-circulantes, los cuales se cree son los responsables de mediar la eficiente eliminación del patógeno 

en este modelo (97). Nosotros demostramos que la inmunización i.d. de IC+CTB induce una respuesta 

combinada de linfocitos Th1 y Th17, a diferencia de lo observado en el modelo de inmunización con OVA 

soluble. Es probable que la diferenciación de linfocitos Th17 sea facilitada por la captura de los IC por 

DCs de la epidermis (97), potencialmente LCs, activadas por CTB. La administración i.d. de IC+CTB 

indujo también el desarrollo de una respuesta tipo DTH 30 días posteriores a la inmunización, lo cual 

sugiere el desarrollo de una respuesta Ag específica de memoria en piel y circulante de linfocitos T CD4+. 

En conjunto, estás células pudieron participar en el control parcial de la infección local y sistémica 

observadas después de la inmunización. Para poder inducir un mayor nivel de protección es probable que 

se requiera de una mayor inducción de linfocitos Th17. Sin embargo, es deseable que la diferenciación de 

los linfocitos Th17 no rebasé a la de los linfocitos Th1, pues el desarrollo de respuestas exacerbadas 

mediadas por linfocitos Th17 ha sido ligado con procesos inflamatorios no deseados como autoinmunidad 

(63). Para incrementar el nivel de protección es posible que se requiera también de la diferenciación de 
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linfocitos T RM, los cuales desconocemos que puedan ser inducidos por IC+CTB. Por lo que conjugados 

de Ags de S. schenkii con anticuerpos monoclonales anti-DEC205, probablemente bajo un esquema de 

inmunización i.d./refuerzo, serían una alternativa para la inducción de respuestas balanceadas de linfocitos 

Th1/Th17, así como de linfocitos de memoria circulantes y residentes de tejido, que resulten en un alto 

nivel de protección local y sistémica. 

CONCLUSIONES 

Nuestros resultados demuestran que la CTB puede ser utilizada por la vía i.d. como un fuerte adyuvante 

para la activación de DCs, induciendo la activación tardía y prolongada de DCs de la piel y de ganglios 

de drenaje. En consecuencia, la coadministración de CTB con Ags promueve el desarrollo de respuestas 

de linfocitos T CD4+. Su coadministración con Ags solubles inocuos, no direccionados a DCs, induce una 

respuesta local de linfocitos Th1, así como de linfocitos T EM y T CM e inmunidad local de larga duración 

contra el melanoma. Esta estrategia de inmunización sería adecuada para el desarrollo de vacunas o 

terapias contra patologías limitadas a la piel, cuyo control o erradicación requiera de linfocitos Th1, pero 

no de linfocitos Th17. Mientras que la coadministración i.d. de CTB con Ags inocuos direccionados a 

DCs DEC205+ promueve una respuesta local y sistémica diversa de linfocitos T que incluye: linfocitos 

Th1, Th17 y polifuncionales, así como linfocitos T EM, T CM e importantemente, T RM CD4+, 

promoviendo protección en piel y pulmones contra el melanoma y en intestinos contra el rotavirus. Por lo 

que esta estrategia de inmunización en piel sería óptima para generar inmunidad protectora en sitios 

distales y poco inmunogénicos como los intestinos. La inmunización vía direccionamiento de Ags en 

conjunto con CTB sería además óptima contra aquellas patologías con la capacidad de diseminarse 

sistémicamente. Demostramos también que CTB puede actuar como un adyuvante para un patógeno 

inactivado poco inmunogénico que es administrado en la piel, induciendo una respuesta de linfocitos 

Th1/Th17, así como protección parcial de larga duración contra la infección en piel y sistémica.  

Proponemos que CTB poder ser explotado como un adyuvante para Ags direccionados a DCs DEC205+ 

para inducir respuestas inmunes de alta calidad y de larga duración que correlacionan con un alto nivel de 

protección local y sistémica contra infecciones virales como el rotavirus y contra el desarrollo de 

melanoma. 
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