
 

 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 
 

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMÉDICAS  
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 

 
 
 
 

Desarrollo de un nuevo inmunopotenciador para uso humano: 
Estudio preclínico y dilucidación de sus mecanismos de acción  

 
 

TESIS  
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

DOCTOR EN CIENCIAS 
 
 

PRESENTA: 
M. EN C. JAQUELYNNE BRENDA CERVANTES TORRES 

 
 
 

DIRECTOR DE TESIS 
DRA. GLADIS DEL CARMEN FRAGOSO GONZÁLEZ 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
COMITÉ TUTOR  

DRA. EDDA LYDIA SCIUTTO CONDE  
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
DR. CONSTANTINO III ROBERTO LÓPEZ MACÍAS  

UNIDAD DE INVESTIGACIÓN MÉDICA EN INMUNOQUÍMICA, HOSPITAL 
DE ESPECIALIDADES DEL CENTRO MÉDICO NACIONAL SIGLO XXI 

 
 
 

CIUDAD DE MEXICO, AGOSTO 2020 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



 
AGRADECIMIENTOS 
 
Al Posgrado en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México. 
 
A las Dras. Edda Sciutto Conde y Gladis Fragoso, ambas por compartir durante tantos 
años sus conocimientos y brindarme su apoyo y confianza. 
 
Al Dr. Constantino López Macías, miembro de mi comité tutoral por todo el aporte 
científico brindado para la realización del trabajo. 
 
A la MVZ Georgina Díaz, MVZ Jorge Omar García Rebollar y MVZ Mónica Martínez 
Marcial MVZ por su apoyo técnico en la reproducción, manejo y cuidado de los animales 
de experimentación.  
 
A la Unidad de Modelos Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas y a la 
Unidad de Investigación de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, por 
el apoyo para el desarrollo del trabajo experimental. 
 
Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) por el apoyo recibido en la 
otorgación de la beca para realizar mis estudios (Registro de becas 25243, 28818). 
 
Este trabajo fue financiado por los siguientes proyectos:  
 
CONACyT Ciencia Básica número 253891 “Estudio de los mecanismos moleculares que 
median la actividad inmunopotenciadora del péptido GK-1". 
 
CONACyT FINNOVA número 224525 “Estudio preclínico del péptido GK-1 sintético para 
su uso como inmunopotenciador en humanos”. 
 
PAPIIT número IG200414 “Desarrollo de un nuevo inmunopotenciador sintético para uso 
humano: estudio preclínico del péptido GK-1 y evaluación de los mecanismos 
moleculares que median su capacidad adyuvante”. 
 
PAPIIT número IN213219 “Evaluación de las propiedades antitumorales de la 
inmunoterapia basada en la administración del péptido adyuvante GK-1” 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

DEDICATORIAS 
 
A mis grandes amores RENÉ, VALERIA Y RENATA, quienes han llenado de alegría mi 
vida y me dan toda la fuerza para seguir esforzándome cada día para ser mejor persona.  
 
A mi madre SONIA, quien sin su apoyo incondicional este logro personal simplemente 
no hubiera sido posible. Además, por ser la mejor mamá, abuela y amiga de quien 
siempre hemos aprendido a dar amor incondicional, por ser el mejor ejemplo de 
honestidad y lucha constante. TE AMO inmensamente mami! 
 
A mis hermanas KARLA y CHRIS, quienes también han sido cómplices para apoyarme 
en esta meta y demostrarme que a pesar de los momentos difíciles siempre estaremos 
juntas.  
 
A Edda y Gladis, por permitirme ser parte de su grupo de trabajo y por convertirse en mis 
mentoras y amigas. 
 
A todos mis compañeros del laboratorio con quienes en los últimos años he tenido la 
oportunidad de compartir y lograr un grupo de trabajo formidable: Laura Montero, Diana 
Torres, Diana Herrera, Juan Alberto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INDICE 

 

 1. RESUMEN                                            1 
 2. INTRODUCCIÓN                                  
 2.1 Inmunopotenciadores         3 
 2.1.1 Mecanismos de internalización de péptidos      5 
 2.1.2 Mecanismos de activación de inmunoestimuladores     7 
 2.1.3 Mecanismos de regulación de la señalización mediada por TLRs                 8 
 2.1.4 Uso de inmunopotenciadores como adyuvantes                                            9 
 2.1.5 Uso de inmunopotenciadores en la respuesta antitumoral                           10 
 2.2 Estudios preclínicos requeridos para inmunoestimuladores   11 
 2.2.1 Estudios de toxicidad        12 
 2.2.2 Estudios de genotoxicidad       14 
  3. ANTECEDENTES          

3.1 Identificación del péptido GK-1       15 
3.2 Características fisicoquímicas de GK-1      16 
3.3 Comportamiento de GK-1 como CPP      17 
3.4 Características inmunogénicas de GK-1     19 

  4. HIPÓTESIS GENERAL                    21 
  5. OBJETIVO GLOBAL                    22 
  6. Identificación de los mecanismos de señalización asociados a la activación  

de células dendríticas inducidas por el péptido GK-1     
6.1 Hipótesis          22 
6.2 Objetivo general         22 
6.3 Objetivos particulares        22 
6.4 Materiales y métodos         
6.4.1 Generación de células dendríticas a partir de médula ósea                         22 
6.4.2 Estimulación in vitro de BMDC para la evaluación de mecanismos de 
          activación y señalización        23 
6.4.3 Determinación de la activación de las BMDC                                               23 
6.4.4 Evaluación de las vías de MAPK mediante Western blot                             24 
6.4.5 Evaluación del posible receptor de GK-1     25 
6.4.6 Determinación in vivo de los niveles de citocinas    25 
6.4.7 Evaluación de la capacidad de GK-1 para internalizarse en BMDC             26 
6.5 Resultados          



6.5.1 Estudio del mecanismo de activación de células dendríticas derivadas de  
médula ósea mediado por el péptido GK-1      27 
6.5.2 Activación de MAPK y NF-κB inducido por GK-1                                          28 
6.5.3 Evaluación de la capacidad de GK-1 de internalizarse en BMDC                32 

7. Evaluación de la seguridad preclínica del péptido GK-1 sintético              
7.1 Hipótesis          36 
7.2 Objetivo general         36 
7.3 Objetivos particulares        36 
7.4 Materiales y métodos         
7.4.1 Estudio de toxicidad subcrónica                                                                    36 
7.4.2 Estudio de genotoxicidad del péptido GK-1                                                   38 
7.4.2.1 Ensayo bacteriano de reversión de mutagenicidad                                    38 
7.4.2.2 Ensayo in vivo de micronúcleos                                                                  38 
7.4.2.3 Prueba de aberraciones cromosómicas en cultivos de linfocitos                39 
7.5 Resultados          
7.5.1 Estudio de toxicidad subcrónico       39 
7.5.2 Estudio de genotoxicidad        44 

   8. DISCUSIÓN                      46 
   9. BIBLIOGRAFÍA                      57 
 10. APÉNDICES          

I. Desarrollo y validación del método cromatográfico para la identificación y 
   estudio de estabilidad del péptido GK-1      68 
II. Artículos publicados durante el trabajo de tesis     87 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 LISTA DE TABLAS Y FIGURAS 
Figura 1. Mecanismos de entrada a las células de péptidos CPP                  7        

Figura 2. Papel de los TLRs en la interacción de la inmunidad innata y adquirida               8 

Tabla 1. Activación de los componentes del sistema inmune innato y adaptativo  

por diversos adyuvantes                                                                                                       10 

Figura 3. Determinación del epítope GK-1 en la secuencia del antígeno KETc7      17 

Figura 4. Predicción in silico del comportamiento como CPP del péptido GK-1               18 

Figura 5. GK-1 induce la activación de BM-DCs         28 

Figura 6. GK-1 induce la fosforilación de las MAPKs p38 y ERK1/2 en BM-DC                  29 

Figura 7. GK-1 favorece la traslocación al núcleo de la subunidad p65 de NF-κΒ p65       30 

Figura 8. GK-1 induce la producción in vivo de IL-6, IL-12, IL-15 y CCL2                           31 

Figura 9. GK-1 induce la producción de IL-6 in vivo dependiente de Myd88                       31 

Tabla 2. Niveles de citocinas inducidas en suero de ratones deficientes en Myd88 

administrados con el péptido GK-1                                32 

Figura 10. Entrada del péptido GK-1 en células dendríticas dependiente de la 

concentración y energía                                                                                                       33 

Figura 11. GK-1 entra en células dendríticas mediado por receptor                                   34 

Figura 12. GK-1 entra en células dendríticas por mecanismo de endocitosis                     35 

Figura 13. Efecto de GK-1 en el peso de ratas en un estudio de toxicidad subcrónica       40 

Tabla 3. Efecto del péptido GK-1 en los parámetros hematológicos (Ratas hembras)        41 

Tabla 4. Efecto del péptido GK-1 en los parámetros hematológicos (Ratas machos)         41 

Tabla 5. Efecto de GK-1 en la química sanguínea (Ratas hembras)                                   42 

Tabla 6. Efecto de GK-1 en la química sanguínea (Ratas machos)                                    42 

Figura 14. Estudio histopatológico del efecto de GK-1 sobre distintos órganos                  43 

Tabla 7. Efecto del péptido GK-1 en cepas mutantes de S. typhimurium                            44 

Tabla 8.  Frecuencia de micronúcleos en reticulocitos y eritrocitos maduros                      44 

Tabla 9. Porcentaje de aberraciones cromosómicas                                                           45 



1 

 

1. RESUMEN 

 

En nuestro grupo de investigación hemos demostrado la capacidad inmunomoduladora de un 

péptido sintético de 18 aminoácidos denominado GK-1. Este péptido es capaz de potenciar la 

respuesta inmune y la protección inducida por la vacuna de la influenza.  Adicionalmente, se ha 

reportado su efecto antitumoral y antimetastásico en modelos murinos de melanoma y cáncer de 

mama, en los cuales la administración del péptido aumentó la sobrevida de los ratones afectados. 

Uno de los mecanismos que subyace en su efecto inmunomodulador es su capacidad para activar 

células presentadoras de antígeno (APC: células dendríticas y macrófagos) con el consecuente 

aumento en la producción de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias, lo que promueve una 

presentación más eficiente de antígenos específicos.  

Este panorama señala la relevancia de avanzar en su estudio a fin de proponer su uso en 

humanos y ahondar en los mecanismos moleculares que subyacen sus propiedades 

inmunomoduladoras. 

En este trabajo se describen los resultados obtenidos del estudio preclínico de toxicidad 

y los mecanismos moleculares asociados a la activación de células dendríticas (DC) por el péptido 

GK-1 que permiten avanzar sustancialmente en la generación de un producto de posible 

aplicación farmacéutica.   

Los estudios realizados demuestran que GK-1 no induce efectos tóxicos posteriormente 

a su evaluación en un estudio de toxicidad subcrónico en dosis repetidas cuando se administra 

de forma subcutánea o endovenosa. Adicionalmente, GK-1 no muestra efectos genotóxicos ni 

mutagénicos que limiten su uso. 

Al respecto de los mecanismos asociados a la capacidad inmunomoduladora de GK-1, en 

este trabajo se reporta que activa las vías de señalización de las MAP cinasas (MAPK) p38 y 

ERK1/2, así como la vía de NF-B a través de Myd88, lo que sugiere la participación de un 

receptor parecido a un TLR (por las siglas en inglés de Toll-like Receptor) como un posible 

receptor del péptido. Adicionalmente, se demostró que GK-1 se incorpora a las DC a través de 

un mecanismo de endocitosis dependiente de clatrinas, lo que podría favorecer la activación de 

otras vías de señalización intracelulares. 
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ABSTRACT 

 

During the past decade, our research group has provided substantial evidence indicating that GK-

1, an 18-amino acid peptide, has important immunomodulatory properties 

In our research group we have demonstrated the immunomodulatory capacity of an 18-aminoacid 

peptide named GK-1. It is capable to enhance the immune response and protection induced by 

the influenza vaccine. Additionally, its antitumor and antimetastatic effect has been reported in 

murine models of melanoma and breast cancer, in which the administration of the peptide 

increased the survival in tumor-bearing mice. One of the mechanisms underlying its 

immunomodulatory effect is its ability to activate antigen presenting cells (APC: dendritic cells and 

macrophages) with the consequent increase in the production of pro-inflammatory cytokines and 

chemokines, which promotes a more efficient presentation of specific antigens. 

This panorama points the relevance of continuing its study in order to propose its human use 

and delve into the molecular mechanisms that underlie its immunomodulatory properties. 

This work describes the results obtained from the preclinical study including the toxicity 

and pharmacodynamic studies, involving the molecular mechanisms associated with the 

activation of dendritic cells (DC) by the GK-1 peptide that allow the knowledge for the development 

of a product of pharmaceutical application. 

The results show that GK-1 peptide does not induce toxic effects after evaluation in a 

repeated dose subchronic toxicity study when administered subcutaneously or intravenously. 

Additionally, GK-1 does not show genotoxic or mutagenic effects that limit its use. 

Regarding the mechanisms associated with the immunomodulatory capacity of GK-1, in 

this work it is reported that it activates the signaling pathways of MAP kinases (MAPK) p38 and 

ERK1 / 2, as well as the pathway of NF-κB through Myd88, suggesting the involvement of a Toll-

like Receptor (TLR) receptor as a possible receptor for the peptide. Additionally, it was 

demonstrated that GK-1 is incorporated into DC through a clathrin-dependent endocytosis 

mechanism, which could favor the activation of other intracellular signaling pathways. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 Inmunopotenciadores.  

Los inmunopotenciadores o inmunoestimuladores son moléculas capaces de estimular la 

respuesta inmuno-inflamatoria [Reed et al., 2009]. Entre los inmunoestimuladores de origen 

biológico se encuentran citocinas, toxinas bacterianas, patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs, por las siglas en inglés de pathogen associated molecular patterns) 

[Pichichero, 2008; Reed et al., 2009; Safari et al., 2011]. Los PAMPs son capaces de inducir una 

respuesta rápida mediante el reconocimiento a través de los receptores de patrones de 

reconocimiento (PRRs) [Janeway and Medzhitov, 2002]. La expresión diferencial de estos 

receptores codificados en la línea germinal (TLR, NLR (por las siglas en inglés de Nod-like 

receptor), RLR (por las siglas en inglés de Rig-like receptor, receptores tipo scavenger) permite 

responder ante un estímulo ejerciendo funciones de opsonización, activación del complemento, 

fagocitosis, activación de vías de señalización e inducción de apoptosis [Medzhitov, 2009; Tam 

and Jacques, 2014].  

 

Los PAMPs se caracterizan por su habilidad de activar células del sistema inmune innato, entre 

ellas las células dendríticas; en consecuencia, favorecen la expresión de moléculas co-

estimuladoras, moléculas del complejo principal de histocompatibilidad y la producción de 

distintos mediadores inflamatorios por medio de la activación diferenciada de distintas vías de 

señalización [Akdis et al., 2004; Li et al., 2007]. La activación de la respuesta inmune mediada 

por agonistas de TLRs ha permitido considerar el uso de los PAMPs como inmunoestimuladores 

con potencial como adyuvantes o en tratamientos como inmunoterapia contra diversas 

enfermedades [Banerjee and Gerondakis, 2007; Dong and Kobinger, 2013; Holbrook et al., 2016; 

Ohadian and Nowroozi, 2019]. Entre los PAMPs con potencial inmunoestimulador figuran el 

Monofosforil Lípido A (MPL), un agonista de TLR4 purificado del lipopolisacárido (LPS) de 

Salmonella minnesota R595 que incrementa la producción de citocinas pro-inflamatorias 

favoreciendo la inducción de una respuesta Th1 mediante la activación del factor de transcripción 

NF-κB [Pichichero, 2008; Lee and Nguyen, 2015]. Otras moléculas incluyen las porinas PorB de 

Neisseria [Burke et al., 2007], OmpC y OmpF de Salmonella [Moreno-Eutimio et al., 2013] y FomA 

de Fusobacterium nucleatum [Toussi et al., 2012], que se ha encontrado que son capaces de 

ejercer el efecto adyuvante a través de la señalización por TLR2 estableciendo una eficiente 

respuesta sistémica y de mucosas. Se ha descrito también que la flagelina, proteína principal en 

la estructura del flagelo de bacterias Gram-negativas, es reconocida extracelularmente por TLR5 

e intracelularmente activa el inflamasoma compuesto por NLRC4 y NALP5 [Mizel and Bates, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohadian%20Moghadam%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31448424
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nowroozi%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31448424
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2010; Zhao et al., 2011], aunque no se sabe si el inflamasoma contribuye a su papel como 

adyuvante. En general, la flagelina como adyuvante en vacunas genera una respuesta de 

anticuerpos robusta y una respuesta celular Th1/Th2 [Huleatt et al., 2007; Holbrook et al., 2016].  

Por otro lado, se ha reportado que la profilina de Toxoplasma gondii es capaz de inducir la 

producción de IL-12, TNF e IL-6 en un mecanismo dependiente de la activación de NF-κB 

mediada por la interacción con TLR11, esta respuesta se ha descrito también para profilinas de 

otros organismos [Yarovinsky et al., 2005]. El efecto adyuvante de la profilina de Eimeria al co-

administrarse con antígenos de T. gondii aumentó también los niveles de IL-12 favoreciendo la 

inducción de las respuestas humoral y Th1 [Hedhli et al., 2009]. 

 

A pesar de que se ha demostrado la eficacia e inocuidad de la activación de diversos PAMPs 

como inmunoestimuladores, se ha considerado explorar el uso de ligandos de menor complejidad 

molecular, como los basados en secuencias peptídicas, considerando que se ha encontrado que 

son capaces de activar los mecanismos de la respuesta inmune de manera eficiente [Dong and 

Kobinger, 2013]. Entre éstos se encuentran el péptido ALTTE, derivado de una fimbria bacteriana 

de P. gingivalis que induce la expresión de IL-6, la activación de p38 y NF-κB mediada por 

TLR2/CD14 [Asai et al., 2001; Ogawa et al., 2012] y el péptido FK-156 que produce la 

estimulación de NOD1 para generar una respuesta tipo Th2 [Werts et al., 2007]. De la misma 

forma se ha descrito el efecto adyuvante del complejo iónico IC31, que combina un péptido 

antibacteriano de 11 aminoácidos (KLKL5KLK) y un oligonucleótido de origen sintético (ODN1a). 

El péptido KLKL5KLK por si solo induce un perfil de citocinas de tipo Th2, mientras que con la 

combinación de la secuencia nucleotídica mencionda, produce una respuesta celular de tipo Th1 

que se caracteriza por la presencia de altos niveles de IFN-γ mediado por la activación de las DC 

a través del receptor TLR9 [Olafsdottir et al., 2009]. Se ha descrito también el efecto adyuvante 

del péptido Hp91, cuya secuencia se encuentra en el dominio B-box de la alarmina de alta 

movilidad HMGB1 (por las siglas en inglés de High mobility group box 1 protein) y que es capaz 

de activar a las DC a través de la señalización mediada por TLR4 en un mecanismo dependiente 

de Myd88 (por las siglas en inglés de Myeloid differentiation primary response 88) que en 

consecuencia activa a la MAPK p38 y al factor de transferencia NF-κB así como de un mecanismo 

independiente de Myd88, que conlleva a la activación de IRF3, favoreciendo la inducción de una 

respuesta Th1 [Messmer et al., 2004; Saenz et al, 2014]. Por otro lado, se han diseñado péptidos 

sintéticos derivados de péptidos antimicrobianos que permiten modular la respuesta inmune sin 

llevar a cabo una función antimicrobiana, los que se han denominado “innate defense regulators” 

(IDRs) [Yeung et al., 2011]. Algunos de estos IDRs incluyen a los péptidos derivados de la 

lactoferrina bovina (bLF) como son: 1) la lactoferricina B (LFcinB) liberada por la pepsina de la 
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región N1 terminal de la bLF durante su paso al intestino, 2) otras de origen sintético como la 

lactoferrampina (LFampin) y 3) una quimera de las regiones activas de bLF denominada LF 

quimera [Drago-Serrano et al., 2017; Acosta-Smith et al., 2018]. Todos estos IDRs derivados de 

bLF se ha visto que favorecen el reclutamiento y activación de las DC por lo que se han empleado 

como adyuvantes de la vacuna de la influenza [Sherman et al., 2015] y BCG [Hwang et al., 2009]. 

De igual forma, el péptido IDR-1002 derivado de la bactenicina de neutrófilos bovinos ha mostrado 

inducir protección contra infecciones causadas por S. aureus y E. coli mediante la inducción de 

quimiocinas posteriormente a la señalización mediada por PI3K, p38, ERK1/2 y NF-κB [Nijnik et 

al., 2010]. Se ha descrito tambien la activación eficiente de células presentadoras de antígeno 

mediante la interacción de la β-defensina HBD-3 con TLR1/TLR2 favoreciendo una respuesta 

Th1 [Kalenik et al., 2018]. El extracto leucocitario de origen humano (Transferon®) es una mezcla 

de péptidos de bajo peso molecular (<10 kDa) [Medina-Rivero et al., 2016] que ha mostrado tener 

un efecto inmunomodulador en infecciones virales causadas por el virus herpes simple, en 

alergias y en procesos tumorales de cáncer de próstata, mediante un mecanismo que implica la 

activación NF-κB en monocitos/macrófagos mediado por su interacción con TLR  [Hernández-

Esquivel et al., 2018; Jimenez-Uribe et al., 2019]. 

  

2.1.1 Mecanismos de internalización de péptidos  

Una consideración importante en la modulación de la respuesta por péptidos deriva de la 

necesidad de que puedan ser internalizados para poder ejercer su función. Al respecto, se ha 

descrito la participación de péptidos pequeños capaces de promover el transporte de una 

variedad de moléculas a los que se les denomina “Cell Penetrating Peptides” (CPP), que son en 

su mayoría de naturaleza catiónica, anfipática o hidrofóbica [Brooks et al., 2010; Madani et al., 

2011; Yeung et al., 2011]. El mecanismo mediante el cual entran a la célula puede estar dado por 

endocitosis o traslocación directa (Figura 1) [Madani et al., 2011]. Se ha propuesto que algunos 

CPP de origen catiónico como son los péptidos Tat (RKKRRQRR), penetratina 

(RQIKIWFQNRRMKWKK) y MPG (GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV) pueden atravesar la 

membrana mediante una vía independiente de energía, para lo cual se han propuesto como 

modelos la formación de micro-micelas y el paso directo a través de la bicapa lipídica [Madani et 

al., 2011]. La formación de micro-micelas requiere la interacción de altas concentraciones de CPP 

con los grupos cargados negativamente en las cabezas de fosfolípidos de la bicapa, lo cual 

genera una perturbación transitoria de la membrana. Esto es contrario a lo que sucede en la 

formación de poros, en donde se produce una desestabilización de la membrana debido a una 

acumulación de péptidos, produciendo así muerte celular [Lindgren and Langel, 2011]. Por otro 

lado, el mecanismo de paso directo a través de la membrana se ha descrito principalmente para 
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algunos CPP anfipáticos, en el cual se ha propuesto la formación transitoria de un poro o bien la 

interacción con los residuos hidrofóbicos de la membrana [Madani et al., 2011]. Entre los 

mecanismos de endocitosis más estudiados, en donde se requiere la presencia de un receptor 

en la superficie celular para favorecer la captura del péptido, se encuentra el dependiente de 

clatrinas (Figura 1), el cual requiere de la GTPasa Dinamina-2, que es reclutada a hendiduras de 

la membrana plasmática cubiertas con clatrinas y que a su vez interacciona con complejos de 

señalización como el de las MAPK mediante las proteínas β-arrestinas [Samaj et al., 20014; 

Mulcahy et al., 2014]. Entre algunos receptores asociados a este mecanismo de endocitosis para 

llevar a cabo transducción de señales se encuentran el receptor de tirosina cinasa (RTK por las 

siglas en inglés de Receptor Tyrosine Kinases) entre los cuales se encuentran los receptores 

VEGF-R y EGF-R, los receptores asociados a la proteína G (GPCR por las siglas en inglés G 

protein-coupled receptor), el receptor de la quimiocina CC7 (CCR7) y los TLRs [Wolfe and Trejo, 

2007; Vercauteren et al., 2010; Juliano and Carver, 2015; Maritzen et al., 2015; Köberli et al., 

2016]. Existen además otros mecanismos independientes de clatrinas como los descritos para la 

catelicidina LL-37 e IDR-1002, que son capaces de ejercer su función inmunomoduladora 

posteriormente a ser internalizados en monocitos/macrófagos empleando receptores acoplados 

a la proteína Gi [Mookherjee et al., 2009; Nijnik et al., 2010; Sandgren et al., 2014]. Se ha 

reportado también el papel de las caveolas en la transducción de señales. Al respecto se ha 

descrito que la proteína caveolina 1 (CAV-1) interacciona con la forma inactiva de las proteínas 

Gα, Ras GTPasa y tirosina cinasas Src, las cuales se encargan de activar diversas vías 

intracelulares [Li et al., 1996; Ariotti et al., 2014]. Al respecto de la deficiencia de CAV-1 en 

fibroblastos embrionarios murinos, se ha reportado que la ausencia de esta proteína produjo una 

disminución de la segregación de la H-Ras GTPasa en la membrana plasmática interna y esto 

condujo a una disminución en la activación de la MAPK ERK no así en la activación mediada por 

la K-Ras GTPasa [Ariotti et al., 2014].   
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Figura 1. Mecanismos de entrada a las células de péptidos CPP (tomado y modificado de Lindgren and 
Langel, 2011)      

 

2.1.2 Mecanismos de activación de inmunoestimuladores 

El reconocimiento de ligandos de PRRs por su receptor desencadena la expresión de distintos 

genes de defensa del hospedero mediante la activación de diversas vías de señalización 

intracelulares que son un factor importante en la inducción de una respuesta eficiente en contra 

de procesos infecciosos y no infecciosos. La señalización en respuesta a la unión de un agonista 

con TLRs mediada por el adaptador Myd88 favorece la activación de los factores de transcripción 

NF-κB, IRFs y AP-1 [Kawai and Akira, 2006], lo que resulta importante para la transcripción de 

genes de diversos mediadores inflamatorios tales como TNF-α, pro-IL-1, IL-6, iNOS (sintasa 

inducible del óxico nítrico (NO))  y la citocina IL-12 entre otros, favoreciendo así el reclutamiento 

de células de la respuesta innata y la polarización de la respuesta inmune adaptativa (Figura 2) 

[Akira et al., 2001; Hedhli et al., 2009; Alfaro et al., 2013]. Además, se ha descrito la participación 

de los TLR/Myd88 en la activación de los linfocitos T (LT) foliculares, lo que favorece su 

interacción con los linfocitos B, promoviendo su maduración, diferenciación hacia células 

plasmáticas y producción de anticuerpos en centros germinales [Kubinak et al., 2015; Mosaheb 

et al., 2017; Shekarian et al., 2017]. La transducción de señales mediada por la activación de las 

vías de las MAPK permite regular diferencialmente diversas funciones celulares a través de la 

cooperación con otras vías de transducción de señales lo que permite la activación de diversos 

factores de transcripción tales como AP-1, STAT1 y NF-κB [Chang and Karin, 2001, Zhang et al., 

2005; Banerjee and Gerondakis, 2007].  
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Además de Myd88, existen otras proteínas adaptadoras que contienen dominios TIR que pueden 

ser reclutadas después de la unión de un ligando con TLR como son las proteínas TRIF/TRAM 

[Kawai and Akira, 2006]. La señalización mediada por estos adaptadores conduce a la producción 

de interferones tipo I (α/β), así como la producción de citocinas inflamatorias de forma tardía 

mediante la activación de los factores de transcripción IRF3 y NF-κB, respectivamente [Akira and 

Takeda, 2004; Bagchi et al., 2007; O’Neill, 2009]. 

 
Figura 2. Papel de los TLRs en la interacción de la inmunidad innata y adquirida (Tomado y modificado 

de Akira et al., 2001). 
 

2.1.3 Mecanismos de regulación de la señalización mediada por TLRs 

La activación de los TLRs puede también conducir a la activación de otras moléculas 

intracelulares que permiten modular la respuesta inmune ante el estímulo. Tal es el caso de la 

fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) tipo IA, la cual interactúa con los TLRs 1, 2 y 6 a través del motivo 

YXXM o bien con el dominio YKAM en el extremo C-terminal de Myd88, lo que favorece la 

fosforilación de AKT activando a NF-κB [Akira and Takeda, 2004; Peroval et al., 2013]. De la 

misma forma, ECSIT (de las siglas en inglés Evolutionarily Conserved Signalling Intermediate in 

Toll pathways) permite transducir la señal de los TLRs, ya que interacciona con TRAF6 y MEKK1, 

favoreciendo la fosforilación del complejo IKK. Existen otras moléculas como ST2L, SIGIRR, 

Tollip, IRAK-M, SOCS1 y Myd88s que se encuentran regulando negativamente la vía de 

señalización de TLR tras interactuar con algunos de los componentes de la vía [Akira and Takeda 

2004; Lang and Mansell, 2007; Peroval et al., 2013]. ST2L y SIGIRR son proteínas 

transmembranales que contienen un dominio TIR capaz de interactuar con las proteínas 

adaptadoras Myd88/Mal o IRAK/TRAF-6, respectivamente, inhibiendo la activación de NF-κB 

dependiente de Myd88 [Lang and Mansell, 2007]. Entre los reguladores intracelulares negativos 
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de la vía de TLRs se encuentra Myd88, que es una variante de Myd88 que carece del dominio 

intermedio y por lo cual evita el reclutamiento de IRAK-4 y la subsecuente fosforilación de IRAK-

1 inhibiendo la activación de NF-κB, pero no de JNK y AP-1. Se ha demostrado que la fosforilación 

de IRAK-1 y su unión a TRAF-6 es necesaria para la activación de NF-κB, mientras que es 

prescindible para la activación de JNK posiblemente por un mecanismo alternativo de unión a IL-

1R [Janssens et al., 2003; Lang and Mansell, 2007; Deguin and Barton et al., 2014]. Por su parte, 

IRAK-M es miembro de la familia de las cinasas IRAK catalíticamente inactivo que sólo se expresa 

en monocitos/macrófagos, evita la disociación de IRAK1/4 del complejo de señalización 

inhibiendo de esta forma la asociación de IRAK-1 con TRAF-6 [Suzuki et al., 2005; Lang and 

Mansell, 2007]. Se ha descrito también que la fosforilación-desfosforilación de Tollip regula la 

activación de NF-κB. Por un lado, la forma desfosforilada interactúa con IRAK-1 disminuyendo su 

fosforilación; esta disminución induce un aumento en la fosforilación de Tollip produciendo la 

liberación de éste del complejo Tollip-IRAK-1 concluyendo así la regulación negativa de la vía 

[Lang and Mansell, 2007].    

 

2.1.4 Uso de inmunopotenciadores como adyuvantes 

A pesar de los avances en la comprensión de los mecanismos que median el efecto 

inmunomodulador de nuevas moléculas pocas han sido aprobadas por entidades regulatorias 

como la FDA para su uso en humanos (Tabla 1; https://www.fda.gov/vaccines-blood-

biologics/safety-availability-biologics/common-ingredients-us-licensed-vaccines). En el caso de 

adyuvantes aprobados para uso humano, se han sumado al uso de las sales de aluminio 

(hidróxido y fosfato de aluminio), el empleo de sustancias oleosas tales como el MF59 (Novartis 

Vaccines and Diagnostics), el AS03 (GlaxoSmithKline Biologics), el AF03 (Sanofi), liposomas 

(Crucell) y más recientemente el AS04 (GlaxoSmithKline Biologics) que combina un agonista de 

TLR4 con alúmina [Coffman et al., 2010; Baldwin et al., 2012].  Asimismo, se ha sumado un  

agonista de TLR9, CpG 1018, un oligonucleótido sintético de 22 bases con motivos CpG 

[Campbell, 2017]. 

Sin embargo, algunos adyuvantes que han resultado eficientes experimentalmente no han 

logrado aprobarse para uso humano debido a la presencia de reacciones adversas asociadas a 

la formación de granulomas en el sitio de inoculación, eritemas y reacciones de hipersensibilidad 

[Singh and O’Hagan; Offit and Jew, 2003; Pichichero, 2008; Langley et al., 2010; Safari et al., 

2011; Dong and Kobinger, 2013]. Además, pueden inducir o exacerbar enfermedades 

autoinmunes [Petrovsky y Aguilar 2004], o en el caso de las emulsiones ser mutagénicas, 

carcinogénicas o teratogénicas, posiblemente por su baja biodegradabilidad, por lo que su uso 

es todavía limitado [Straw et al., 1985].  
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Tabla 1. Activación de los componentes del sistema inmune innato y adaptativo  
por diversos adyuvantes [traducido del texto original de Coffman et al., 2010] 

Adyuvantes  
registrados 

Principal Componente(s) 
Inmunoestimulador 

Receptor innato o 
mecanismo activado 

involucrado 

Principal respuesta inmune 
inducida 

Adyuvantes aprobados para su uso en humanos 
Sales de aluminio Hidróxido, fosfato, sulfato Inflamasoma NLRP3 (?)* Ac, Th2 (+ Th1 en humanos) 

MF59 y AS03 Escualeno en emulsión o/w Inflamación de tejido 
(receptor no definido) 

Ac, Th1 + Th2 

AS04 MPL + hidróxido de aluminio  TLR4 e inflamasoma (?)* Ac, Th1 
MPL y 

formulaciones 
(AS01, AS02) 

MPL y saponina QS-21 TLR4 (MPL) Ac, Th1 

Adyuvantes en experimentación o en fases clínicas avanzadas 
 

Poly-IC (ó Poly-
ICLC) 

Derivados sintéticos de 
dsRNA TLR3, MDA5 Ac, Th1, LT CD8+  

Flagelina, flagelina 
fusionada a antígeno  

Flagelina de S. Typhimurium TLR5 Ac, Th1 + Th2 

Imiquimod Derivados de 
imidazoquinolina  TLR7, TLR8 o ambos Ac, Th1, LT CD8+ 

(fusionados) 
CpG 

oligodeoxinucleotido 
y formulaciones 

(IC31, QB10) 

phophorothioate-sintético 
unido a oligonucleotidos de 
DNA (ODNs) con motivos 

CpG  

TLR9  
Ac, Th1, CD8+ T 

(fusionados) 

CAF01 trehalosa dimicolato 
 

Lectina tipo C inducida 
en macrófagos (Mincle) Ac, Th1, Th17 

ISCOMS and 
ISCOMATRIX Saponinas Mecanismo indefinido Ac, Th1+ Th2, LT CD8+ 

IFA (y formulaciones 
de Montanide) 

Aceite mineral o parafina + 
surfactante 

Mecanismo indefinido Ac, Th1 + Th2 

 
CFA 

IFA + peptidoglicano, 
trehalosa dimicolato 

 

NLR, inflamasoma 
Mincle, TLR(?) 

Ac, Th1, Th17 

 

2.1.5 Uso de inmunopotenciadores en la respuesta anti-tumoral 

 

Los inmunopotenciadores se han estudiado también con el propósito de inmunopotenciar la 

respuesta inmune anti-tumoral. En este sentido se ha abordado con resultados exitosos la 

inmunoterapia basada en el bloqueo o reprogramación de efectores inmunes tolerogénicos entre 

los que se encuentran el uso de IFN-α, IL-2, IL-15, IL-21, anti-CD25, anti-PDL1, y anti-CTLA-4, 

entre otros.  Estos tratamientos de muy alto costo (el costo anual mundial en 2016 estimado para 

tratar melanoma metástasico y NSCLC fue de 3.8 a 84 billones de dólares, respectivamente 

[Ventola, 2017]) pueden además causar efectos adversos tales como diarrea, fatiga, dermatitis, 

erupción folicular, así como el riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes debido al uso 

continuo del tratamiento [Maker et al., 2005; Gogas et al., 2006; Fadel et al., 2009; Rech and 

Vonderheide, 2009; Vonderheide et al., 2010; Roberti et al., 2012]. Los agonistas naturales o 

sintéticos de los PRRs como los del TLR9 (CpG 7909), TLR7/TLR8 (Imiquimod, resiquimod), 
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MDA5 (Bo-112), entre otros, han demostrado favorecer la respuesta antitumoral revirtiendo el 

estado inmunosupresor en el microambiente tumoral [Klinman, 2004; Gnjatic et al., 2010; 

Shekarian et al., 2017]. El empleo de agonistas de los PRRs produce la activación eficiente del 

sistema inmune, sin embargo, la inducción de una respuesta fuerte e indefinida puede conducir 

a un estado de inflamación crónica, al desarrollo de autoinmunidad o efectos secundarios no 

deseados [Shekarian et al., 2017] 

 

Considerando los avances obtenidos en el conocimiento de los mecanismos de acción de los 

inmunomoduladores, es claro que la identificación de nuevos inmunoestimuladores con mayor 

eficiencia y menor toxicidad representa una alternativa de gran interés para el desarrollo de 

terapias dirigidas para favorecer la respuesta inmune de los individuos con tumores y/o 

infecciones. El uso de moléculas de menor complejidad como es el caso de péptidos 

inmunomoduladores podría ofrecer ciertas ventajas asociadas a una producción rápida, mayor 

estabilidad y mayor seguridad [Rüegg et al., 2006; Dong and Kobinger, 2013].  

 

El área del diseño de moléculas inmunopotenciadoras capaces de ser aplicables al humano es 

un área de gran interés y responde a la clara necesidad de aumentar la eficiencia de las terapias 

disponibles actualmente. Por lo cual es indispensable el desarrollo de los estudios clínicos para 

demostrar la eficacia y la seguridad de un nuevo compuesto respondiendo a los requerimientos 

de un plan de desarrollo farmacéutico. 

 

2.2 Estudios preclínicos requeridos para los inmunoestimuladores  

 

Un plan de desarrollo farmacéutico requiere la realización de fases preclínicas y clínicas. Las 

fases preclínicas implican las siguientes etapas: 

• Fases de síntesis 

• Fases de farmacocinética/farmacodinamia 

• Fases de toxicología  

 

Cabe señalar que cada país reglamenta las normas científicas, técnicas y administrativas para la 

investigación en salud en materia de medicamentos y productos biológicos para uso humano. En 

México, la COFEPRIS (Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios) a través 

de la Comisión de Autorización Sanitaria regula entre otros lo relacionado a registros y licencias 

sanitarias, ensayos clínicos, moléculas nuevas y vacunas [https://www.gob.mx/cofepris/acciones-

y-programas/comision-de-autorizacion-sanitaria]. Otros ejemplos de agencias regulatorias 



12 

 

incluye a la FDA (por las siglas en inglés Food and Drug Administration) de Estados Unidos, la 

EMEA (Agencia Europea del Medicamento) de la Comunidad Europea, la AEMPS (Agencia 

Española de Medicamentos y Productos Sanitarios) de España, la ANMAT (Administración 

Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnología) de Argentina 

Médicahttp://www.saludyfarmacos.org/lang/es/boletin-farmacos/otras-paginas-electronicas-de-

interes/dir-elec-institucionales/agencias-reguladoras/]. 

 

Por su parte, la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) emite guías 

específicas de cómo llevar a cabo los estudios preclínicos de seguridad enfocadas a la evaluación 

de sustancias químicas, sin embargo, las recomendaciones son aplicables también a 

medicamentos [Genoma España 2012]. Por otro lado, la Conferencia Internacional sobre 

Armonización (ICH, por las siglas en inglés de International Conference of Harmonisation) es el 

organismo que se encarga de elaborar guías con los requisitos de calidad, seguridad y eficacia 

de nuevos fármacos aceptadas en Estados Unidos, Europa y Japón [Genoma España 2012].  

 

Los estudios preclínicos deben considerar la evaluación de moléculas empleando sistemas 

humanos ex vivo tales como sangre completa o células mononucleares (PBMC), así como 

distintos modelos animales considerando que una molécula podría tener distinto efecto en 

diferentes hospederos [WHO, 2005; Yeung et al., 2011]. Para considerar un modelo animal 

adecuado para la evaluación toxicológica preclínica es indispensable que responda 

inmunológicamente al producto de ensayo [Medina et al., 2003].  

 

2.2.1 Estudios de toxicidad 

Los estudios de toxicidad deben abordar los posibles riesgos asociados a la administración de 

los productos con la intención de ayudar a planificar los protocolos de ensayos clínicos [WHO, 

2005]. Cada fármaco requiere su propio desarrollo preclínico en función del tipo de compuesto, 

mecanismo de acción e indicación terapéutica [Genoma España 2012]. Hasta el momento no 

existen guías específicas para la evaluación de moléculas inmunopotenciadoras como los 

adyuvantes. Sin embargo, los requisitos generales para la inclusión de cualquier componente 

(conservadores, diluyentes, adyuvantes, ingredientes) a un producto que posee licencia para su 

uso debe incluir la evidencia de que su presencia en el producto no afecta negativamente la 

seguridad o potencia de éste [21CFR610.15, 2018]. Por otro lado, debido a que se han reportado 

efectos tóxicos asociados a los componentes de vacunas como son adyuvantes o conservadores, 

las guías para la evaluación preclínica de vacunas incluyen consideraciones que hay que tener 

en cuenta para llevar a cabo los estudios de toxicidad de estos componentes [CPMP, 1997; WHO, 



13 

 

2013]. En el caso de los adyuvantes, cuando no existen datos acerca de su toxicidad, primero se 

deben realizar estudios de toxicidad del inmunoestimulante sólo, de la misma forma en la que se 

lleva a cabo para nuevas moléculas [Verdier, 2002; ICH, 2010]. El objetivo de la evaluación 

toxicológica es identificar un nivel de dosis, como la dosis sin efecto adverso observable (NOAEL, 

por las siglas en inglés de No observed adverse effect level) o la máxima dosis tolerada (MTD), 

que pueda guiar en el inicio de la dosificación en los estudios clínicos [FDA, 2011].  

 

Los estudios de toxicidad pueden ser a dosis única o repetida dependiendo del esquema de 

dosificación propuesto para la administración del producto y deben considerar la vía de 

administración sugerida [Genoma España 2012]. La toxicidad a dosis única se refiere a la 

administración de una sola dosis que comprende la dosis a emplear en humanos o el máximo 

volumen permisible por la vía de administración a ser empleada [Nuñez et al., 2006]. La 

administración a dosis repetida pretende evaluar efectos acumulativos y órganos diana al 

maximizar la exposición del compuesto con una aplicación adicional al esquema propuesto para 

su uso en humanos [Medina et al., 2013; HogenEsch et al., 2017]. La duración del estudio está 

relacionada con la duración, indicación terapéutica y finalidad del estudio clínico y debe ser igual 

a la duración del ensayo clínico cuando éstos sean menores a 6 meses y tendrán una duración 

máxima de 6 o 9 meses cuando la duración del estudio clínico sea superior a los seis meses [ICH, 

2010]. Además, deberá incluir preferentemente dos especies, una roedora y otra no roedora 

[Bustamante, 2001; ICH, 2010]. En ocasiones se puede combinar con la evaluación de 

inmunogenicidad [CPMP, 1997; Genoma España 2012].  En ambos casos se debe evaluar la 

influencia del género en el efecto evaluado, por lo que se deben incluir individuos de ambos sexos 

[OECD 2018]. 

Por otra parte, las pruebas de toxicidad pueden clasificarse en agudas, subcrónicas o crónicas 

para determinar los efectos tóxicos del compuesto sobre el individuo después de evaluar distintos 

parámetros biológicos o fisiológicos tales como peso corporal, consumo de alimento, 

biomarcadores clínico-patológicos, necropsia e histopatología [Medina et al., 2003; Hu et al., 

2014]. La toxicidad aguda generalmente se lleva a cabo a dosis única empleando la vía de 

administración parenteral y la que se empleará en la clínica, con una duración de 14 días de 

observación consecutiva en los que se evalúa mortalidad, signos clínicos y comportamiento. La 

información que proporciona está orientada a determinar la dosis letal 50 (DL50) o predecir las 

consecuencias de una sobredosis [ICH 2010; Deshpande et al., 2016; Zhang et al., 2017]. Por 

otra parte, los estudios de toxicidad subcrónica o crónica están asociados con un esquema de 

dosificación repetida en la que el estudio está orientado a evaluar los efectos sobre los órganos 

evaluados a través de pruebas bioquímicas y parámetros histopatológicos con la intención de 
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obtener la dosis NOAEL [Bustamante, 2001; Ramot et al., 2012; Zhang et al., 2017; OECD 2018]. 

Además, dentro de estos estudios se puede incluir la evaluación de la tolerancia local para la vía 

de administración destinada al uso humano, principalmente para los productos administrados por 

vía parenteral [CPMP, 2001].  

 

2.2.2 Ensayos de genotoxicidad 

Los ensayos de genotoxicidad pueden ser definidos como estudios in vivo o in vitro que permiten 

detectar compuestos que inducen directa o indirectamente daño genético a través de 

mecanismos relacionados con las proteínas que intervienen en la reparación del DNA o en el 

funcionamiento del huso mitótico [Adams et al., 1994]. Generalmente se considera que el daño 

en el material genético puede potencialmente producir mutaciones que podrían generar un 

proceso carcinogénico.  

Las pruebas más utilizadas para discriminar si una sustancia tiene o no potencial genotóxico son 

la prueba de aberraciones cromosómicas, la prueba de Ames, el ensayo de linfoma murino y la 

prueba de micronúcleos [Kirkland et al., 2005]. La combinación de dos o tres de estas pruebas 

permite generar resultados más confiables acerca del posible potencial mutagénico de una 

sustancia [Kirkland et al., 2005; Nesslany 2017]. Las pruebas in vitro generalmente requieren el 

uso de una fuente exógena de activación metabólica considerando que muchas sustancias 

xenobióticas solo presentan efecto mutagénico después de ser metabolizados por la acción de 

las enzimas. La activación metabólica de compuestos mutágenicos se logra al complementar el 

sistema de estudio mediante la adición de una preparación de microsomas de mamíferos, 

generalmente una fracción obtenida del macerado de hígado de rata después de centrifugarlo a 

9000 x g (fracción S9), la cual contiene la enzima citocromo P450 entre otras enzimas citosólicas 

[Hubbard et al., 1985]. Sin embargo, se debe tener cuidado en seleccionar el origen, proporción 

empleada y la sustancia de estudio a fin de evitar errores en la evaluación de mutagenicidad 

[OECD 473, 1997; Nesslany 2017]. 

 

La prueba Ames o de mutación reversa bacteriana (prueba in vitro) se basa en detectar 

mutaciones que revierten mutaciones presentes en las cepas de prueba, generalmente cepas de 

Salmonella typhimurium y Escherichia coli deficientes en un aminoácido, las cuales reestablecen 

la capacidad funcional de la bacteria para sintetizar el aminoácido esencial. El tipo de mutaciones 

puntuales que detecta implican sustitución, adición o eliminación de uno o pocos pares de bases 

de ADN [OECD 471, 1997]. Las cepas de S. typhimurium detectan mutaciones en los pares de 

bases GC mientras que las de E. coli detectan daño en los pares AT [Beedanagari et al., 2014].  
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La prueba de micronúcleos (MN) in vivo se emplea para detectar indirectamente el daño inducido 

a los cromosomas (daño clastogénico) o al huso mitótico de eritroblastos (efecto aneuploidógeno) 

por el agente en estudio mediante la evaluación de eritrocitos obtenidos de médula ósea o de 

sangre periférica de animales, generalmente roedores [OECD 474, 1997]. Los micronúcleos son 

cuerpos citoplasmáticos que contienen fragmentos o cromosomas enteros que no se incorporan 

correctamente al núcleo de las células hijas durante la transición metafase-anafase en la mitosis 

[Zalacain et al., 2005; Torres-Bugarín y Ramos-Ibarra, 2013]. La presencia de MN puede ocurrir 

espontáneamente, sin embargo, se incrementa en presencia de ciertos agentes endógenos o 

exógenos, convirtiéndose así en un indicador de agentes mutagénicos, genotóxicos o 

teratógenos [Heddle et al., 1991]. 

Por su parte, la prueba de aberraciones cromosómicas in vitro permite identificar agentes 

causantes de aberraciones estructurales del cromosoma o cromátida en células de mamíferos 

cultivadas, los cuales pueden ser cultivos de líneas o cultivos celulares primarios [OECD 473, 

1997]. Para este fin, las células en cultivo expuestas al agente en estudio en presencia o no de 

la fracción S9, son arrestadas en metafase a fin de evaluar microscópicamente la presencia de 

aberraciones cromosómicas. El tipo de anomalías clastogénicas en los cromosomas incluye 

inserciones, traslocaciones, inversiones, deleciones y anillos. 

 

Considerando la relevancia que han tomado las moléculas inmunomoduladoras para aumentar 

la inmunidad frente a distintas circunstancias asociadas a condiciones de inmunosupresión 

inducidas o fisiológicas, en nuestro grupo de investigación hemos evaluado la capacidad 

inmunopotenciadora del péptido GK-1 el cual ha demostrado ser eficiente como adyuvante y 

agente inmunoterapéutico en distintos modelos neoplásicos murinos, con la intención de que 

pueda ser empleado en humanos. 

 

3. ANTECEDENTES 

 

3.1 Identificación del péptido GK-1 

Nuestro grupo de investigación se ha enfocado a la búsqueda de antígenos protectores para el 

desarrollo de una vacuna contra la cisticercosis porcina, sin embargo, considerando las 

dificultades económicas y experimentales que presenta la investigación con cerdos se ha 

empleado un modelo experimental de cisticercosis murina causada por el cisticerco de Taenia 

crassiceps. Utilizando este modelo, se identificaron tres fracciones de antígenos protectores de 

56, 66 y 74 kDa obtenidos de extracto total de cisticerco de T. crassiceps [Valdez et al., 1994]. 

Con el propósito de disponer de cantidades adecuadas de estas fracciones para su extenso 
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empleo en vacunación, basados en la mayor protección obtenida independiente de la dosis 

empleada, se decidió producirlos mediante técnicas de ADN recombinante generando una librería 

de ADNc del cisticerco de T. crassiceps. En esta librería se destaca el antígeno denominado 

KETc7, el cual resultó protector contra la cisticercosis murina [Manoutcharian et al., 1995, 1996]. 

Este antígeno corresponde a una secuencia de 97 aminoácidos (aa) que pertenece a la clona 

recombinante de la fracción de 56 kDa, el cual presenta un alto contenido de prolinas. El análisis 

de la secuencia permitió realizar una predicción teórica de las regiones de mayor antigenicidad 

basado en el método de Hoop y Woods (Figura 3) [Hoop and Woods, 1981], identificándose tres 

secuencias denominadas GK-1, GK-2 y GK-3 [Gevorkian et al., 1996].  

 

3.2 Características del péptido GK-1 

El péptido GK-1 corresponde a una secuencia de 18 aminoácidos que abarca los aa 69-85 de la 

proteína KETc7 obtenida originalmente de la biblioteca de cDNA de T. crassiceps [Toledo et al., 

1999]. Recientemente, después de la obtención del genoma completo de Taenia solium [Tsai et 

al., 2013], se ha logrado identificar la secuencia completa de la proteína KETc7 que consiste de 

264 aminoácidos, la cual presenta dos dominios funcionales conservados. Un dominio HGRAM 

en el extremo amino terminal y un dominio WWbp2 en el extremo carboxilo terminal, en el cual 

se localiza la secuencia del péptido GK-1. Las proteínas de unión a los dominios WW (WWbp) 

son pequeños motivos repetidos que se caracterizan por presentar un alto contenido de residuos 

PY o PT de la forma PPPPY, aunque aún se desconoce su función biológica [Bobes et al., 2017]. 

Por otro lado, la secuencia del péptido GK-1 se localiza en distintos estadios del parásito de T. 

crassiceps, así como de otros céstodos, en los que no se encontraron cambios en la secuencia 

de aminoácidos (Figura 3) [Rassy et al., 2010]. 
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Figura 3. Determinación del epítope GK-1 en la secuencia del antígeno KETc7 de Taenia crassiceps. 
Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de GK-1 en distintas especies de la familia 
Taeniidae. Modelo de la estructura 3Dde GK-1, la estructura en morado corresponde a la secuencia 
originalmente obtenida en la biblioteca cDNA T. crassiceps. 
 

El péptido GK-1, cuya secuencia es GYYYPSDPNTFYAPPYS(A), tiene un peso molecular de 

2.07 kDa y está constituido mayoritariamente por aminoácidos de naturaleza hidrofóbica 

(Tirosina, Fenilalanina, Alanina) que le confieren poca solubilidad en agua. Sin embargo, presenta 

un punto isoeléctrico teórico de 3.1, lo cual le permite tener una carga neta negativa a pH 

fisiológico debido a la presencia de un residuo de aspartato (D) y esto ha permitido que sea 

soluble en solución salina isotónica (SSI) en concentraciones máximas de 2mM [Cervantes-

Torres et al., 2017]. 

Por otro lado, la predicción de la estructura tridimensional del péptido muestra que adquiere una 

conformación estérica hacia el extremo amino terminal que pudiera ser de importancia en el 

reconocimiento del péptido por las células presentadoras de antígeno (APC) (Figura 3) [Rassy et 

al., 2010].  

 

3.3 Comportamiento de GK-1 como CPP 

Con relación a los péptidos CPP, se ha descrito que el mecanismo de entrada a la célula depende 

de diversos parámetros como son: tamaño, temperatura, tipo celular, carga, etc. Sin embargo, se 

ha descrito que los CPP pueden emplear más de una forma para entrar a la célula, ya que la 

 



18 

 

secuencia peptídica solo determina indirectamente la termodinámica de inserción del péptido en 

la membrana, es decir, se ha visto que la afinidad de secuencias hidrofílicas puede incrementarse 

cuando se unen a la membrana en forma helicoidal [Lindgren and Langel, 2011]. Además, la 

concentración en la que se emplean los CPP puede influir también en el mecanismo de entrada, 

ya que concentraciones altas por encima de 10 M pueden llevar a la internalización 

independiente de energía. Por otro lado, el tipo de molécula asociada a los CPP puede también 

influir en la forma en que la célula los captura y libera al interior. Se han reportado diversas 

estrategias que permiten incrementar la hidrofobicidad de los CPP para favorecer su liberación al 

interior, asociándolos a motivos lipídicos. Hällbrink y colaboradores en el 2001 sugirieron que la 

estabilidad extra- e intracelular es un parámetro que determina la cantidad de péptido que ingresa 

a la célula.  

En los últimos años se han diseñado estrategias computacionales que permiten llevar a cabo la 

predicción de moléculas como posibles CPP. Tal es el caso del algoritmo desarrollado por el 

grupo de Gautam, el cual considera la composición de aminoácidos, el perfil binario de motivos y 

las propiedades fisicoquímicas de las secuencias peptídicas [Gautam et al., 2013]. Empleando 

dicho algoritmo se ha calculado al péptido GK-1 como una posible molécula con características 

de CPP (http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/submission.php) (Figura 4). 

 

 
Figura 4. Predicción in silico del comportamiento como CPP del péptido GK-1 considerando su composición 
y presencia de motivos 
 
Se ha señalado que ciertos residuos tales como Arg, Lys, Pro, Trp, Leu y Ala en ciertas posiciones 

favorecen la entrada a la célula [Gautman et al., 2013]. El encontrar que GK-1 funciona como 

CPP no descarta la posibilidad de que éste interaccione con las APCs a través del reconocimiento 

mediado por diferentes receptores de superficie. 

 

http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/submission.php
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3.4 Características inmunogénicas de GK-1 

El péptido GK-1 ha sido evaluado extensamente como componente de la vacuna contra la 

cisticercosis en un modelo de cisticercosis experimental murina causada por Taenia crassiceps 

[Toledo et al., 1999]. De esta forma se ha reportado que el péptido, en presencia de saponina 

como adyuvante, induce altos niveles de protección en contra de la parasitosis acompañado de 

una baja respuesta humoral específica que reacciona contra el propio péptido y el antígeno total 

de T. crassiceps [Toledo et al., 1999]. Además, se ha reportado que la capacidad protectora de 

GK-1 está asociada a la inducción de una respuesta inmune celular específica capaz de estimular 

la proliferación de linfocitos CD8+ y CD4+ estimulados con el péptido GK-1 solo o con el antígeno 

total de T. crassiceps [Toledo et al., 1999]. A este respecto, se ha identificado in silico la presencia 

de dos epítopes T lineales en la secuencia de KETc7 que involucran residuos del péptido GK-1, 

el primero YYPSDPNTF, que exhibe alto nivel de asociación con el complejo principal de 

histocompatibilidad tipo I (MHC- I) y otro epítope T (TFYAPPYSQASAPPM), el cual se asocia con 

el MHC-II asociado a los últimos nueve aminoácidos del péptido [Bobes et al., 2017]. Además, se 

ha encontrado que induce una respuesta inflamatoria caracterizada por la producción de altos 

niveles de IFN-γ e IL-2, así como bajos niveles de IL-4 [Toledo et al., 1999; Díaz et al., 2003]. 

Por otro lado, se encontró que el péptido GK-1 en ausencia de adyuvante administrado por vía 

oral fue capaz de inducir protección en contra de la cisticercosis. Indujo también un incremento 

en la población de linfocitos en estado de activación en el bazo, placas de Peyer y ganglio 

mesentérico [Fragoso et al., 2011], demostrando que el GK-1 por sí solo puede estimular la 

activación y proliferación de poblaciones celulares que son fundamentales en la inducción de una 

respuesta inmune específica. 

 

Considerando las propiedades pro-inflamatorias de GK-1 expuestas anteriormente, nuestro grupo 

de investigación evaluó su posible potencial como inmunopotenciador en un modelo experimental 

de influenza en ratón. Se identificó la capacidad adyuvante del péptido GK-1, cuya co-

administración con la vacuna de influenza fue capaz de incrementar la respuesta inmune 

protectora inducida por vacunación, medida en términos de los niveles de anticuerpos, 

proliferación celular específica inducida y eficiencia de protección de la vacuna tanto en ratones 

jóvenes como envejecidos después del desafío [Segura-Velázquez et al., 2006]. Además, se 

encontró que el péptido GK-1 fue capaz de reducir también los efectos colaterales inflamatorios 

inducidos por la propia vacuna de influenza [Segura-Velázquez et al., 2006]. La capacidad 

adyuvante de GK-1 se encontró asociada a un incremento en la respuesta proliferativa in vivo de 

células T CD4+ específicas contra la hemaglutinina viral tras favorecer en células dendríticas (CD) 

la expresión de moléculas como CD80/86, MHC de clase II y la secreción de factores solubles 
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pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la quimosina CCL2 [Segura-

Velázquez et al., 2009]. 

Adicionalmente, en los pulmones de los ratones envejecidos tratados con GK-1 se encontró de 

manera circunstancial una disminución en el tamaño y presencia de carcinomas 

bronqueoalveolares, los cuales se desarrollan de manera espontánea en la cepa de ratones 

BALB/c empleada. Estos resultados sugirieron que el péptido podría tener propiedades 

antitumorales.  

 

Para evaluar esta hipótesis, se determinó su capacidad antitumoral en un modelo de melanoma 

murino inducido con la línea celular B16-F10.  Los ratones inoculados peritumoralmente con GK-

1 presentaron un incremento en la sobrevida del 42.58%, una disminución de la tasa de 

crecimiento tumoral y un aumento en la necrosis del tumor primario, con respecto a los controles 

administrados con solución salina [Pérez-Torres et al., 2013].  Este efecto se incrementó 

discretamente cuando se co-administró con el anticuerpo anti-PD-L1 (47.82%) [Vera-Aguilera et 

al., 2017], el cual se administra actualmente en la inmunoterapia incrementando la actividad 

citotóxica antitumoral de los linfocitos T.  

Recientemente, nuestro grupo de investigación evaluó la capacidad antitumoral de GK-1 en un 

modelo murino de cáncer de mama inducido con la línea 4T1. Al respecto, se demostró que el 

péptido GK-1, administrado vía endovenosa, aumenta la sobrevida de los ratones, reduce el 

tamaño del tumor e incrementa las áreas necróticas en el tumor [Torres-García et al., 2017].  Tal 

como ocurre en el cáncer de mama en humanos, el modelo de cáncer con la línea 4T1 favorece 

metástasis en pulmones, hígado, hueso y cerebro [Aslakson et al., 1992; Pulaski et al., 2000; Mi 

et al., 2004]. Los ratones que recibieron tratamiento con GK-1 mostraron una disminución en el 

número de focos metastásicos en los pulmones. Además, se observó un incremento en los 

niveles de IL-12 en el tumor primario, que podría estar involucrado con la infiltración de linfocitos 

CD8+, células NK y NKT, así como una reducción de b-FGF, CCL-2, CCL-3, GM-CSF, TNF-α, y 

CXCL-9 asociados posiblemente a la reducción en la metástasis al inhibir la proliferación de 

células esenciales para el desarrollo de tumores secundarios [Torres-García et al., 2017]. 

En el contexto de cáncer se sabe que el microambiente tumoral favorece un ambiente 

inmunosupresor asociado con la presencia de células mieloides supresoras (MDSC), macrófagos 

asociados a tumor (TAM por sus siglas en inglés), células T reguladoras y factores solubles 

inmunosupresores que conducen, entre otros factores, al agotamiento de los linfocitos T y la 

disfunción de las APC [Cervantes-Torres et al., 2019]. 

Al respecto, empleando el modelo de melanoma con la línea B16-F10-OVA hemos reportado que 

GK-1 promueve una respuesta antitumoral mediada por linfocitos T citotóxicos a través de 
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favorecer sus funciones efectoras asociadas a un incremento en la infiltración al tumor de células 

efectoras (OT-I CD44+CD62L-) productoras de IFN-γ. Además, la respuesta antitumoral se 

asoció con una disminución en la expresión de PD-1 en las células CD8+ OT-I infiltradas al tumor 

(TILs, por las siglas en inglés de Tumor Infiltrating Lymphocytes), lo que contribuye a una 

reducción en el tamaño tumoral [Rodríguez-Rodríguez et al., 2019]. Esta respuesta podría estar 

contribuyendo a contrarrestar el estado de supresión de los linfocitos T infiltrantes al tumor de 

una manera alterna a la reportada por las inmunoterapias empleadas actualmente y dirigidas a 

bloquear la acción de receptores de inhibición.   

 

Estos resultados sugieren que uno de los blancos importantes del péptido GK-1 para iniciar una 

respuesta inmune puede ser a través de la activación de células presentadoras de antígenos: 

células dendríticas, macrófagos y linfocitos B.  

Recientemente, se ha demostrado que el péptido GK-1 es capaz de activar a macrófagos 

peritoneales (PM) favoreciendo un fenotipo M1 en las primeras horas después del estímulo 

caracterizado por un aumento en la expresión de CD86 y MHC-II, la producción de óxido nítrico 

y en la capacidad fagocítica [Sánchez-Hernández et al., 2018].  

Adicionalmente, se llevó a cabo un estudio de microarreglos para evaluar la expresión de genes 

que modula el péptido en estas células. El análisis transcriptómico de los PM tratados con GK-

1 mostró un incremento en la síntesis del RNA mensajero de genes de citocinas y quimiocinas 

pro-inflamatorias (IL-6, TNF-α, IL-1β, IL-12, CXCL10, CCL3, CCL2), así como de los genes 

involucrados en las vías de señalización de las MAPK y los TLRs [Sánchez-Hernández et al., 

2018]. 

 

Estos resultados señalan la importancia de estudiar el mecanismo a través del cual GK-1 podría 

interactuar con las APC para modular sus funciones, así como su inocuidad para proponer su uso 

en humanos. 

 

4. HIPÓTESIS GENERAL 

 

El péptido GK-1 es un inmunomodulador inocuo adecuado para uso humano capaz de activar 

células presentadoras de antígeno a través de receptores de tipo TLR que conlleva a la activación 

del factor de transcripción NF-κB y a la producción de citocinas proinflamatorias.  
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5. OBJETIVO GLOBAL 

Realizar los estudios preclínicos del péptido GK-1 que abarcan la farmacodinamia, identificando 

el mecanismo molecular a través del cual el péptido activa células dendríticas, y los estudios de 

toxicidad del péptido GK-1 para evaluar los posibles efectos adversos asociados a su 

administración. 

 

Para fines del estudio la estrategia experimental y los resultados se dividirán en dos apartados, 

el primero para ahondar en el estudio de los mecanismos de acción del péptido y el segundo para 

la evaluación de la seguridad del mismo. 

 

6.  Identificación de los mecanismos de señalización asociados a la activación de células 

dendríticas inducida por el péptido GK-1 

 

6.1 Hipótesis  

El péptido GK-1 es capaz de activar a las células dendríticas involucrando vías de señalización y 

receptores implicados en el desarrollo de un perfil inmunopotenciador.  

 

6.2 Objetivo general  

Evaluar el mecanismo molecular a través del cual el péptido GK-1 activa a las células dendríticas 

ejerciendo un efecto inmunopotenciador.  

 

6.3 Objetivos particulares  

1) Determinar el estado de activación de las células dendríticas 

2) Determinar si las vías de señalización MAPK y NF-κB están implicadas en la activación 

de las células dendríticas inducida por el péptido GK-1 

3) Evaluar si el péptido GK-1 es ligando de alguno de los receptores PRR’s  

4) Evaluar si el péptido GK-1 es capaz de internalizar en las células dendríticas 

 

6.4 Materiales y métodos  

 

6.4.1. Generación de células dendríticas a partir de médula ósea (BM-DC) 

Se prepararon suspensiones celulares a partir de la médula ósea obtenida de la tibia y el fémur 

de ratones C57BL/6J, BALB/cAnN o ratones deficientes en el factor de diferenciación mieloide 88 

(Myd88) (JAX stock #009088; The Jackson Laboratory), las cuales fueron tratadas con una 

solución de NH4Cl [155mM], KHCO3 [9 mM] y EDTA [0.12 mM] para eliminar eritrocitos. Las 
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células fueron resuspendidas a una concentración de 106 células/mL en medio RPMI 1649 

(GIBCO) suplementado con 5% SFB (GIBCO), 50M -mercaptoetanol, 20 g/mL gentamicina, 

10mM Hepes (Promega) y 20ng/mL del factor estimulador de colonias granulocíticas-

macrofágicas (GM-CSF recombinante; Peprotech), para el desarrollo de DC a partir de 

progenitores hematopoyéticos con fenotipo CD11c+ MHC-II+ [Liu and Nussenzweig, 2010].  El 

medio fue reemplazado por medio complementado con el factor GM-CSF a los 3 días de cultivo 

y las células se cosecharon al día 6 de diferenciación. 

 

6.4.2. Estimulación in vitro de las BM-DC con GK-1 para la evaluación de los mecanismos de 

activación y señalización  

Al día 7, las BM-DCs (pureza >70% evaluada mediante la expresión de CD11c+/IaIe+ por 

citometría de flujo) fueron estimuladas con GK-1 en las concentraciones de 10 ó 100 µg/mL, LPS 

[100ng/mL] (Sigma-Aldrich) o sólo medio de cultivo durante 10 y 24 horas. Adicionalmente, se 

llevó a cabo un pulso de LPS [100ng/mL] durante 4 horas previas al estímulo del péptido GK-1 a 

ambas dosis por un periodo de 10 y 24 horas.  

Para el análisis de la activación de las MAPK, las BM-DC se estimularon con el péptido GK-1 [10 

ó 100 µg/mL] o LPS durante 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos y los extractos totales se obtuvieron 

en cada tiempo. Para evaluar la activación de NF-κB, las BM-DC de ratones C57BL/6J o 

deficientes en Myd88 se trataron con GK-1 en ambas dosis o LPS durante 0.5, 1, 2 ó 3 horas y 

se obtuvieron los extractos nucleares en cada tiempo. 

 

6.4.3. Determinación de la activación de las BM-DC 

Una vez transcurrido el tiempo de estímulo, las células se desprendieron con tripsina 0.05%-

EDTA 25 mM durante 5 minutos y 5X105 células por condición se tiñeron para el análisis mediante 

citometría de flujo. Las células fueron tratadas con el anticuerpo anti-CD16/32 (clona 93, 

Biolegend) para bloquear los receptores Fc durante al menos 20 minutos a 4°C en una solución 

de PBS con 5% SFB y 0.02% azida de sodio (solución de tinción). Posteriormente, se realizó la 

tinción de marcadores de superficie durante 25 minutos empleando los siguientes anticuerpos 

(Biolegend): anti-CD86-Phycoerythrin (PE) (clona GL-1), anti-CD80-PECy5 (clona 16-10A1), anti-

Ia/Ie−biotin (clona 2G9), anti-CD11c-FITC clona N418). En todos los experimentos se incluyeron 

los controles de isotipo correspondientes. Las células se lavaron y resuspendieron en PBS con 

1% formaldehído. Las muestras fueron adquiridas en el Attune Nxt cytometer (Thermo Fisher) y 

analizadas con el Software FlowJo (v.8.7). 
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6.4.4. Evaluación de la activación de las vías de las MAPK por GK-1 mediante Western blot 

La activación de las MAPK en las BM-DC se evaluó mediante la fosforilación de las cinasas para 

lo cual las placas conteniendo las células dendríticas previamente estimuladas se colocaron 

sobre hielo, se lavaron con PBS e inmediatamente después se lisaron con buffer de lisis RIPA 

frío (20 mM Tris, pH 7.4; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7.4; 0.5% Triton X-100X, 0.1% SDS, 

0.5% deoxicolato de sodio), adicionado con un cocktail de inhibidores de fosfatasas y proteasas 

(25 mM fluoruro de sodio (NaF), 1 mM pirofosfato de sodio (NaPPi), 1 mM vanadato de sodio 

(NaVPO4), 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF), 0.1 mg/ml pepstatina A, 0.1 mg/ml 

leupeptina, 0.1 mg/ml antipaina, 0.1 mg/ml aprotinina) (Todos de Sigma-Aldrich) durante 15 

minutos. Posteriormente, las células se levantaron mediante el uso de gendarme y se 

centrifugaron a 15600 x g durante 10 minutos a 4°C. Las proteínas en el sobrenadante se 

cuantificaron mediante el método de Lowry. Para llevar a cabo el Western blot, se prepararon las 

muestras a partir de 10 μg de proteína, las cuales se sometieron a calentamiento durante 5 

minutos a 100°C en buffer de muestra (1.5 M Tris-HCl, SDS 12%, Glicerol 40%, azul bromofenol 

0.06%) conteniendo β-mercaptoetanol y posteriormente, se cargaron en geles desnaturalizantes 

de poliacrilamida-SDS al 10%. La transferencia se llevó a cabo en membranas de difluoruro de 

polivinilideno (PVDF) en buffer de transferencia (25 mM Tris, pH 8.5; 193 mM glicina; 20% 

metanol).  

Una vez concluida la transferencia, las membranas se lavaron con agua y posteriormente se 

tiñeron con rojo de Ponceau para comprobar la transferencia adecuada de las proteínas. Una vez 

verificada la presencia de éstas, las membranas se bloquearon durante 1 hora con buffer de 

bloqueo TBS-T (50mM Tris buffer pH=7.5 con 0.05% Tween 20) con 2% BSA o 5% leche 

descremada. Inmediatamente después, se colocaron los anticuerpos primarios anti-p-ERK1/2 

(Biolegend), anti-p-p38 (Santa cruz) o anti-β-actina (Abcam) en agitación toda la noche a 4°C. Al 

día siguiente, las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron durante 1 hora a temperatura 

ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente: anti-IgG ratón (1:5000), anti-IgG conejo 

(1:10000) y anti-IgG cabra (1:10000), respectivamente). La unión de anticuerpo fue detectada 

mediante la solución SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific). 

En todos los casos, las bandas visualizadas se escanearon, se analizaron con el software ImageJ 

y los valores se normalizaron con respecto a la señal de la banda de actina (control de carga 

empleado). 
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6.4.5. Evaluación del posible receptor de GK-1: Participación de Myd88 en la señalización 

mediada por TLR. 

Para evaluar la interacción de GK-1 con algún TLR que involucre la participación de Myd88, se 

diferenciaron células dendríticas a partir de médula ósea de ratones C57BL/6J (wild type) y 

deficientes para Myd88 (KO Myd88) y se evaluó la activación del factor NF-κB mediante la 

traslocación al núcleo de la subunidad p65 (RelA). Las placas con las BM-DC estimuladas 

previamente con LPS, GK-1 (10 o 100 μg/mL) o medio, se lavaron con PBS e inmediatamente 

después se incubaron en hielo con PBS-EDTA 0.5 mM durante 20 minutos. Las células se 

levantaron empleando un gendarme y se centrifugaron a 134 x g durante 5 minutos. El precipitado 

celular se resuspendió en buffer de lisis (10 mM HEPES, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM 

EGTA, 1 mM DTT) conteniendo el cocktail de inhibidores mencionado previamente y se incubó 

durante 15 minutos en hielo. Posteriormente, se adicionó Nonidet P40 al 10%; las muestras se 

agitaron durante 10 segundos para su posterior centrifugación a 15600 x g por 1 minuto. Los 

pellets nucleares se resuspendieron en buffer de lisis de núcleos (20 mM HEPES, 0.4 M NaCl, 1 

mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT) usando inhibidores de proteasas y fosfatasas y se agitaron 

continuamente durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, los sobrenadantes nucleares se obtuvieron 

mediante centrifugación a 15600 x g durante 5 minutos y la concentración de proteínas se 

cuantificó por el método de Lowry. La electroforesis se llevó a cabo de acuerdo con el 

procedimiento del apartado 6.4.4. Las membranas se bloquearon durante 1 hora con TBS-T con 

2% leche y posteriormente se incubaron durante toda la noche en agitación a 4°C con el 

anticuerpo anti-NF-κB p65 (1:10000; Abcam) o con el anticuerpo anti-laminina B1 acoplado a 

HRP (1:5000; Abcam). Al día siguiente se empleó como anticuerpo secundario un anti-IgG de 

conejo acoplado a HRP (Abcam) y la señal se detectó con el sustrato de gran duración 

(SuperSignal, Thermo Scientific). Las bandas visualizadas se escanearon y se analizaron con el 

software ImageJ y los valores se normalizaron respecto a la señal de la banda de laminina (control 

de carga utilizado).  

 

6.4.6. Determinación in vivo de los niveles de citocinas  

Ratones C57BL/6J o deficientes en Myd88 se inocularon vía intravenosa con 0, 10 y 100 μg de 

GK-1 disuelto en SSI (solución salina isotónica) en la vena caudal. Se obtuvieron muestras de 

sangre por punción plexo ocular empleando capilares con heparina a las 6, 10 y 24 horas después 

de la administración. Los sueros se separaron mediante centrifugación a 3500 x g durante 10 

minutos y se mantuvieron a -70°C hasta su uso. Se determinaron los niveles de citocinas (IL-6, 

IL-12(p40), IL-12(p70), IL-15, TNF-α) y quimiocinas (CCL2, CCL4, CXCL10) mediante el sistema 

MagPix Luminex (Xponent Software). 
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Adicionalmente, se obtuvieron los bazos de los ratones a las 24 horas posteriores a la 

administración del péptido y se homogenizaron empleando un politrón durante 15 segundos en 

solución de lisis RIPA conteniendo 1 mM PMSF en proporción 1:5 (w/v). Los homogenizados se 

centrifugaron a 15600 x g durante 10 minutos y se recuperaron los los sobrenadantes para medir 

los niveles de las citocinas IL-6, IL-12 (p40 y p70) y TNF-α por kits de ELISA (Biolegend).  

 

6.4.7. Evaluación de la capacidad de GK-1 para internalizarse en las células dendríticas  

El método más común para evaluar la incorporación de péptidos CPP es acoplándolos a un 

fluoróforo y midiendo la intensidad de fluorescencia de las células tratadas [Richard et al., 2003; 

Madani et al., 2011]. Considerando esta información, se evaluó mediante citometría de flujo y 

microscopía confocal la incorporación de GK-1 acoplado a HyLite-Fluor 488 (HF488), que es un 

fluoróforo más estable con respecto a fluoresceína 5-isotiocianato (FITC).   

Para evaluar si el péptido GK-1 es capaz de internalizarse en las BM-DC de ratones BALB/cAnN, 

éstas se estimularon con distintas concentraciones (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 50 y 100 µM) del péptido 

acoplado a HF488. Posteriormente las células se incubaron a 4°C o 37°C durante 2 horas para 

determinar si la entrada a la célula es dependiente o no de energía. Para determinar si la entrada 

del péptido es saturable, las BM-DCs se incubaron con el péptido a una concentración de 10 μM 

a 37°C durante periodos de 0 a 5 horas. Adicionalmente, se evaluó el posible mecanismo de 

endocitosis asociado a la entrada del péptido empleando inhibidores específicos (depleción de 

potasio y solución hipotónica de sacarosa 0.5mM (vía clatrinas), Nistatina (vía caveolinas), 

Citocalasina D (polimerización de actina), azida de Sodio (depleción de ATP), EDTA (depleción 

de calcio), los cuales se incubaron durante 30 minutos previo a la exposición al péptido. 

Posteriormente se adicionó GK-1 HF488 a una concentración de 10 μM e incubó durante 1 hora 

a 37°C.  

En todos los casos se realizó un tratamiento con tripsina [1mg/mL] después de la incubación con 

el péptido para eliminar la posible asociación de éste a la membrana celular. La incorporación de 

GK-1 a las células dendríticas marcadas con el anticuerpo anti-CD11c PE-Cy5.5 se determinó 

mediante citometría de flujo en un equipo Attune Nxt Cytometer (Thermo Fisher Scientific).  

Para localizar al péptido dentro de las células, éstas se diferenciaron directamente sobre un 

sistema de cámara de cultivo sobre portaobjetos tratados (Lab-Tek™ II Chamber Slide™, NUNC, 

ThermoScientific) y se incubaron en presencia del péptido GK-1 HF488 a una concentración de 

10 μM durante distintos tiempos de incubación a 37°C y en algunos casos, previa incubación con 

los inhibidores de endocitosis. Las células dendríticas se identificaron mediante la tinción con el 

anticuerpo anti-CD11c biotinilado y su posterior incubación con estreptoavidina-Texas Red. Se 

empleó DAPI para teñir los núcleos y ubicar la posición del péptido con respecto a la membrana 
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y éstos. Las laminillas se visualizaron mediante un microscopio confocal Zeiss LMS 5 Pascal 

haciendo cortes de profundidad de 500 nm en el plano Z.  

 

6.4.8.  Análisis estadístico 

Todos los datos recabados en este estudio se analizaron mediante ANOVA y posteriormente se 

utilizó la prueba t-student, se consideraron diferencias significativas con una p<0.05. 

 

6.5 Resultados 

 

6.5.1. Estudio del mecanismo de activación de las células dendríticas derivadas de médula ósea 

mediado por el péptido GK-1 

 

Para evaluar el efecto del péptido GK-1 en la activación de las células dendríticas se llevaron a 

cabo tres análisis bajo dos condiciones de estímulo: 1) El efecto sobre el nivel de expresión del 

complejo principal de histocompatibilidad tipo II (MHC-II) en células CD11c+ y 2) el porcentaje de 

células CD11c+MHCII+ que expresaron CD86, CD80 o CD40 y su nivel de expresión (MFI) 

cuando se estimularon durante 10 ó 24 horas con el péptido GK-1 solo o con un pulso previo de 

4 horas con LPS.  La Figura 5 muestra que GK-1 en la dosis de 100 μg/mL induce un incremento 

significativo en la expresión de MHC-II (Figura 5A) a las 10 horas de estímulo y en la expresión 

de CD86 (Figura 5B y 5C) a las 24 horas. Este aumento en el nivel de expresión de ambas 

moléculas fue más significativo ambas dosis del péptido empleado (10 y 100 μg/mL) cuando se 

dio un pulso de LPS previo al estímulo con GK-1 (Figura 5 A-C). No se encontraron diferencias 

en los niveles de expresión de CD80 y CD40 en ningún tiempo evaluado (datos no mostrados). 
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Figura 5. El péptido GK-1 induce la activación de las BM-DCs. Las BM-DCs se incubaron con medio de 
cultivo solo (NS), péptido GK-1 (10 ó 100 µg/mL), LPS (100 ng/mL) o LPS por 4 h previo al estímulo con 
GK-1 en ambas dosis durante 10 ó 24 horas. A) La expresión de MHC class II en la superficie de las células 
CD11c+ se detectó mediante el citómetro Attune Nxt y se reporta la intensidad media de fluorescencia por 
célula (MIF/cel). El porcentaje de CD86 en las células CD11c+MHChi (B) o la intensidad media de 
fluorescencia (C) de CD86 en las células CD11c+MHCh (MIF/cel) se muestra como la media (± SEM) 
después del análisis usando el Software FlowJo. Los datos son representativos de 4 a 5 experimentos 
independientes. *p < 0.05 versus NS o valor de p entre los grupos indicados. 
 

Para profundizar en el mecanismo de acción que conduce a la activación de las células 

dendríticas, se evaluó el papel que juegan las vías de señalización de las MAPK y NF-κB, 

considerando su papel en la cascada de señalización mediada por los TLRs. 

 

6.5.2 Activación de MAPK y NF-κB inducido por el péptido GK-1  

Respecto del análisis de la activación de las MAPK encontramos que el estímulo de las BM-DC 

con el péptido en ambas dosis incrementa notablemente la fosforilación de la MAPK p38 con 

respecto a las células no estimuladas (NS) (Figura 6A). Una clara disminución en esta activación 

se observa a los 20 minutos de estímulo con la dosis alta del péptido, la cual se reestablece 

posteriormente (25 y 30 minutos). Como se muestra en la Figura 6B, el estímulo con GK-1 

conduce a la activación de la cinasa ERK1/2 desde tiempos tempranos (5 minutos) en la dosis 

más alta evaluada (100 μg/mL). 
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Figura 6. GK-1 induce la fosforilación de las MAPKs p38 y ERK1/2 en las BM-DC. Las BM-DC se incubaron 
con medio de cultivo solo (NS), GK-1 a 10 ó 100 ug/mL o LPS (100 ng/mL) durante los tiempos indicados. 
Las células se lisaron y posteriormente los extractos proteínicos totales se corrieron en geles de acrilamida 
SDS-PAGE y se transfirieron a membranas PVDF. Se evaluó la activación de las cinasas empleando 
anticuerpos anti-fosfo p38 y ERK1/2. Análisis de la densitometría después de la reacción de p-p38 (A) y p-
ERK1/2 (B) y normalizado con respecto a la intensidad de la banda de actina expresado como unidades 
arbitrarias. Los datos se muestran como la media ± SEM de 3 experimentos independientes. *p < 0.05 
comparado con NS; † tendencia con respecto a NS.  

 

Con respecto a la activación del factor de transcripción NF-κB en las BM-DC estimuladas con el 

péptido GK-1, la figura 7 muestra que el péptido GK-1 en ambas dosis empleadas favorece la 

traslocación de la subunidad p65 en ratones C57BL/6J desde los 30 minutos de estimulación, la 

cual se mantiene hasta las tres horas de estímulo. De forma importante, las células obtenidas a 

partir de médula ósea de ratones deficientes en Myd88 estimuladas con el péptido GK-1 o LPS 

como control, mostraron una disminución notoria de la internalización de p65 en el núcleo, de 

forma más significativa en la dosis de 10 μg del péptido (Figura 7).  
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Figura 7. GK-1 favorece la traslocación al núcleo de la subunidad p65 de NF-κΒ p65. Las BM-DC obtenidas 
in vitro de ratones silvestres (WT, □) o deficientes en Myd88 (■) fueron expuestas durante el tiempo indicado 
con 10 ó 100 μg/ml de GK-1 y los extractos nucleares se obtuvieron en cada tiempo. Las membranas se 
trataron con anti-NF-kB (p65) y anti-laminina. La relación entre la intensidad de la banda de p65 y laminina 
se calculó y los valores se expresaron en unidades arbitrarias. Los datos se muestran como la media ± DS. 
Diferentes literales indican la diferencia significativa respecto a las células incubadas con solo medio (NS), 
*p<0.05 entre grupos.  
  

Considerando que en los sobrenadantes de cultivo de las BM-DC estimuladas in vitro con el 

péptido en ambas dosis no se observó la producción de citocinas proinflamatorias (datos no 

mostrados), se llevó a cabo el estudio de la producción de mediadores inflamatorios inducidos 

por GK-1 en un sistema in vivo en ratones C57BL/6J. Para esto, se analizaron los niveles de 

citocinas y quimiocinas en sueros obtenidos a distintos tiempos posteriores a la administración 

intravenosa del péptido en ambas dosis evaluadas en los estudios in vitro (10 y 100 μg/mL). La 

Figura 8 muestra que del conjunto de mediadores evaluados correspondientes a aquellos 

producidos por los macrófagos y las células dendríticas, hubo un aumento significativo en los 

niveles de IL-6 a las 10 y 24 horas y de CCL2 a las 10 horas en ambas dosis empleadas (10 y 

100 μg/ratón). La dosis más alta administrada incrementó también los niveles de CCL2 a las 6 

horas, así como los niveles de IL-12 e IL-15 a las 24 horas post-administración. 
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Figura 8. GK-1 induce la producción in vivo de IL-6, IL-12, IL-15 y CCL2.  Ratones C57BL/6J fueron 
administrados vía intravenosa en la vena caudal con el péptido GK-1 (● 10 o 100 μg) o ISS (○) como 
vehículo. La sangre se obtuvo a las 6, 10 y 24 h después de la administración y el suero obtenido se analizó 
mediante el sistema MagPix Luminex. Los datos se muestran como la media y el SEM de 6 ratones 
individuales por grupo. *p<0.05 con respecto a SSI. 

 

Por otro lado, para evaluar si los mediadores inflamatorios inducidos por GK-1 eran dependientes 

de la señalización mediada por el adaptador Myd88, se determinaron por ELISA los niveles de 

IL-6 e IL-12 (p40 o p70) en los extractos proteínicos obtenidos del bazo de ratones WT C57BL/6J 

y KO Myd88 administrados con el péptido. Se encontró una disminución en los niveles de IL-6 en 

los ratones KO Myd88 comparados con los ratones WT en ambas dosis del péptido empleadas 

(Figura 9). No se detectaron niveles de IL-12 en el bazo de ratones de ambas cepas empleadas.  

 

Figura 9. GK-1 induce la producción de IL-6 in vivo dependiente de Myd88. Ratones C57BL/6J (●) o 
deficientes en Myd88 (■) se inocularon vía intravenosa con GK-1 (10 ó 100 μg), ISS (○) como vehículo o 
Pam3CSK4 (10 μg) como control de agonista de TLR. Se obtuvieron los extractos proteicos de los bazos 
24 h después de la inmunización y se analizaron para su análisis por ELISA. Los datos representan los 
ratones individuales por grupo (Media y SEM se graficaron). *p<0.05 comparado entre grupos. 
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Adicionalmente como se muestra en la Tabla 2, se evaluó en el suero de los ratones KO Myd88 

los niveles de citocinas y quimiocinas inducidas a distintos tiempos después de la administración 

del péptido, encontrando que GK-1 induce un aumento de IL-6 desde las 10 horas en ambas 

dosis administradas mientras que induce un incremento de IL-12 e IL-15 cuando se administran 

100 μg del péptido. Por otro lado, CCL2 no se induce en los ratones deficientes en Myd88, pero 

si muestra una disminución significativa respecto a los ratones WT en la dosis de 100 μg del 

péptido a las 6 y 10 horas post-administración.  

  
Tabla 2. Niveles de citocinas inducidas en suero de ratones deficientes en Myd88 

administrados con el péptido GK-1 
Tratamiento con: GK-1 

 
Citocina 

SSI 6 horas 10 horas 24 horas 
10 μg 100 μg 10 μg 100 μg 10 μg 100 μg 

IL-6 0.64 (0.01)† 1.22 (1.0) 1.29 (1.1) 10.19 (15.1) 12.33 (13.3) 11.63 (14.69) 7.57 (4.98) 
IL-12 2.43 (2.4) 7.03 (6.7) 5.34 (2.9) 5.65 (7.1) 5.59 (5.1) 9.97 (6.4) 20.9 (16.3) 
IL-15 37.4 (23.4) 52.8 (16) 29.1 (8.6) 57.2 (10.4) 52.8 (26.8) 52.5 (29.3) 132.3 (64) 
CCL2 2.74 (3.3) 9.06 (12) 4.56 (7.2) 13.43 (9.2) 4.76 (4.62) 10.56 (9.1) 13.62 (9.9) 
† Media (desviación estándar) en pg/mL. Números en negritas indican diferencia significativa p<0.05 con 
respecto a grupo administrado con SSI 
 
 
6.5.3 Evaluación de la capacidad del péptido GK-1 de internalizarse en BMDCs 

 
Para determinar la posible incorporación del péptido GK-1 en células dendríticas se realizó un 

ensayo mediante citometría de flujo. En primer lugar, las BMDC se estimularon durante 2 horas 

con GK-1 acoplado a HF488 empleando diferentes condiciones: 1) distintas concentraciones (0-

100 μM); 2) distintas temperaturas de incubación (4°C o 37°C); 3) tratamiento o no con tripsina. 

La Figura 10 muestra que el péptido GK-1 si se incorpora en las BMDC de acuerdo con la 

intensidad media de fluorescencia observada en las células CD11c+. Se puede observar que la 

incorporación del péptido es dependiente de la concentración, siendo muy significativa (p<0.01) 

en concentraciones del péptido marcado mayores a 50μM (Figura 10A). Además, en la Figura 

10B se observa que la entrada del péptido aumenta significativamente cuando se emplea una 

temperatura de 37°C respecto a la incubación a 4°C, aunque también se incorpora en menor 

cantidad a 4°C (Figura 10A). Por otro lado, se observó una ligera aunque no significativa 

disminución en la intensidad media de fluorescencia de las células tratadas con tripsina (Figura 

10B).   
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Figura 10. Internalización del péptido GK-1 en las BM-DC dependiente de la concentración y energía. Las 
BM-DCs se incubaron con el péptido GK-1 (0 a 100 μM) acoplado a HF488 durante dos horas a 4 ó 37°C, 
con o sin tratamiento con tripsina. La figura muestra A) los histogramas representativos de la entrada del 
péptido en células CD11c+ después del tratamiento con tripsina; y B) la media de la intensidad media de 
fluorescencia del péptido incorporado en las células CD11c+ después de ser tratadas o no con tripsina 
(MIF/célula) (N=4). * Diferencia significativa entre los grupos p<0.05 

 

 

Considerando que la entrada dependiente de energía del péptido GK-1 a la célula pudiera estar 

dada por un receptor, evaluamos si ésta se saturaba en algún momento durante el estímulo con 

GK-1 HF488. En la Figura 11 se observa que la entrada de GK-1 en las BMDCs es significativa 

15 minutos después del estímulo (Figura 11 A) y que se satura a partir de los 45 minutos (Figura 

11A). Mediante microscopia confocal se corroboró que el péptido GK-1 se encontraba en el 

interior de la célula a distintos tiempos de evaluación. La Figura 11B muestra un campo 

representativo de la laminilla donde se aprecia la presencia del marcador CD11c+ en la superficie 

de las células, la presencia de DAPI (marcador de núcleos) al interior de las células y de GK-1 

distribuido preferencial y homogéneamente dentro de las células, pero la señal es más intensa a 

las 2 horas del estímulo con el péptido marcado con respecto a los tiempos más tempranos de 

estímulo (5 y 15 minutos). 
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Figura 11. Internalización del GK-1 en las células dendríticas mediado por receptor. Las BMDCs se 
incubaron con el péptido GK-1 HF488 [10 μM] durante 30 a 300 minutos a 37°C, con tratamiento posterior 
con tripsina. A) Media (± SEM) de la intensidad media de fluorescencia del péptido marcado (MIF/célula) 
(N=4) detectada por citometría de flujo. B) Imagen representativa a 40X de células capturadas en el 
microscopio confocal Zeiss LSM. * Diferencia significativa con respecto al péptido no marcado p<0.05 

 
Una vez que se demostró que la entrada del péptido parece ser mediada por endocitosis y 

posiblemente a través de algún receptor, se evaluó el posible mecanismo de endocitosis asociado 

mediante el uso de inhibidores. Se emplearon distintas concentraciones de los diferentes 

inhibidores con base a las concentraciones reportadas en la literatura que eran capaces de inhibir 

la endocitosis. La Figura 12A muestra que el azida de sodio [10mM], la citocalasina D [10-60 μM] 

y el EDTA [2.5-20 mM]. Todos estos inhibidores generales de la endocitosis disminuyeron la 

entrada del péptido a las BMDCs. Por otro lado, la eliminación de potasio en conjunto con el 

cambio hipotónico (PBS-sacarosa 0.45M), empleados para evaluar el mecanismo mediado por 

clatrinas, disminuyó de forma significativa la entrada del péptido GK-1 mientras que la nistatina, 

inhibidor de endocitosis por caveolinas, no afectó la entrada del péptido a la célula en ninguna 

concentración empleada [25-100 μM]. La Figura 12B muestra una imagen representativa del 

efecto de los inhibidores en la dosis intermedia evaluada mediante microscopia confocal. 
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Figura 12. GK-1 entra en las células dendríticas mediante endocitosis. Las BM-DCs se incubaron 
previamente durante 30 minutos con azida de sodio, nistatina, citocalasina D, EDTA y buffer hipotónico 
libre de potasio y posteriormente se adicionó el péptido GK-1 HF488 [10 μM] durante 1 hora a 37°C, con 
tratamiento posterior con tripsina. A) Media (± SEM) de la intensidad media de fluorescencia del péptido 
marcado (MIF/célula) detectada por citometría de flujo. B) Imagen a 40X representativa de células 
capturadas en el microscopio confocal Zeiss LSM. 
 
Adicionalmente, considerando que anteriormente se describió que GK-1 activa las BM-DCs a 

través de TLRs y que se ha reportado que algunos PAMPs pueden ser internalizados junto con 

los TLRs favoreciendo una respuesta más eficiente, se evaluó si en los ratones KO Myd88 se 

veía afectada la internalización del péptido. Al respecto, encontramos que la señal mediada por 

el adaptador Myd88 no influye en la entrada de GK-1 en las células dendríticas (Figura 12A). 
 

Estos resultados en conjunto con los resultados de la eficiencia del péptido como 

inmunopotenciador en su aplicación como adyuvante y terapia contra cáncer de mama y 

melanoma, resaltan la importancia de indagar en la seguridad del péptido GK-1 para su posible 

uso en humanos.  
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7. Evaluación de la seguridad preclínica del péptido GK-1 sintético  

 

7.1 Hipótesis 

La administración del péptido GK-1 no inducirá efectos tóxicos ni mutagénicos en los humanos.  

 

7.2 Objetivo general 

Evaluar la seguridad preclínica del péptido GK-1  

 

7.3 Objetivos particulares 

1) Realizar el estudio subcrónico de toxicidad a dosis repetidas en ratas HsdHan: WIST de 

ambos sexos por vía subcutánea.  

2) Realizar los estudios de genotoxicidad (Prueba de Ames, micronúcleos y aberraciones 

cromosómicas) del péptido GK-1 

 

7.4 Materiales y método 

 

7.4.1 Estudio de toxicidad subcrónica  

7.4.1.1 Animales 

Para el estudio subcrónico se emplearon ratas (40 hembras y 40 machos) HsdHan: WIST “S.P.F.” 

(Specific Pathogen Free) de 6-8 semanas de edad. Los animales se obtuvieron de la barrera 655 

UNAM-Envigo® RMS SA de CV (México). Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones 

ambientales controladas en el Área de experimentación animal de la Unidad de Investigación 

Preclínica (UNIPREC) de la Facultad de Química de la UNAM. La temperatura y humedad relativa 

en el cuarto experimental se mantuvo en 22°C ± 2°C y 40-70%, respectivamente, con ciclos de 

luz-oscuridad de 12h/12h. Todos los procedimientos se realizaron conforme a la NOM-062-ZOO-

1999 y las Buenas Prácticas de Laboratorio y el protocolo fue sometido a la aprobación del Comité 

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Química 

de la UNAM. 

 

7.4.1.2 Estudio de toxicidad a dosis repetida 

El péptido GK-1 se administró en un esquema a dosis repetidas en los días 1, 7, 14 y 21 por vía 

subcutánea, empleando tres niveles de dosificación G1 (0.5 mg/kg peso), G2 (5 mg/kg peso), G3 

(12.5 mg/kg peso) y G4 (vehículo: solución salina isotónica). Cada grupo incluyó 10 hembras y 

10 machos. 
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Una vez administrado el se realizaron observaciones diarias de todos los animales 

experimentales para registrar la signología producida por los efectos farmacológicos y 

toxicológicos, así como de morbilidad y mortalidad a lo largo del estudio. 

Los animales se pesaron antes y una vez a la semana después de la administración del péptido 

para evaluar la ganancia de peso. Además, todos los animales se sangraron antes del tratamiento 

y a los días 1, 24 y 69 después de la última administración para las pruebas de hemograma y 

bioquímica. Las muestras se recolectaron en microtubos con heparina para realizar los 

hemogramas y en microtubos sin anticoagulante para realizar la bioquímica sanguínea. 

Para la obtención de los parámetros hematológicos las muestras fueron procesadas en el 

analizador de hematología KONTROLAB BCVet (DESEGO), donde se obtuvieron los parámetros 

de hematocrito, hemoglobina, eritrocitos, volumen globular medio (VGM), concentración globular 

media de hemoglobina (CGMH) y leucocitos. Posteriormente, se realizó un frotis sanguíneo para 

realizar el diferencial de leucocitos, estimación plaquetaria y evaluación morfológica de los 

eritrocitos en un microscopio óptico LEICA. 

Para la determinación de parámetros bioquímicos las muestras de sangre se centrifugaron a 3000 

rpm por 10 minutos a fin de obtener el suero. El análisis de las muestras se realizó empleando 

un analizador automatizado de bioquímicas CST-240 y poder establecer o identificar cualquier 

alteración en los parámetros bioquímicos relacionada a los tratamientos que pudiera incidir en la 

función renal y hepática. Los analitos determinados fueron urea, creatinina, colesterol, bilirrubina 

total (BT), fosfatasa alcalina (FA), alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa 

(AST), proteína total (PT) y albúmina (ALB). 

Adicionalmente, se tomaron muestras de orina empleando cajas metabólicas que permiten 

recuperar la orina producida en un periodo de 4 a 6 horas a los días 0, 22, 24 y 90. A las muestras 

de orina se les realizó una evaluación física en la que se determinó el color, la apariencia y la 

densidad urinaria, esta última empleando un refractómetro KITLAB. Para la evaluación química 

se usó el analizador de urianálisis IDEXX VetLab UA para llevar a cabo la lectura en tiras reactivas 

del pH, proteínas, glucosa, cetonas, bilirrubina, urobilinógeno y sangre/hemoglobina. En el 

examen microscópico se evaluó la composición del sedimento urinario, para esto se centrifugó la 

muestra y se observó en un microscopio óptico LEICA. 

Todos los animales fueron sometidos a una necropsia completa a los días 46 ó 91 del protocolo, 

contemplando 5 hembras y 5 machos de cada grupo por tiempo. La necropsia se realizó lo más 

pronto posible a partir de que a los animales se les aplicó la eutanasia en una cámara de CO2.  

Se colectaron los órganos y tejidos (cerebro, bazo, hígado, riñón, glándulas adrenales, corazón, 

nódulos linfáticos y piel del sitio de administración) para ser fijados en formalina al 10% e incluidos 

en parafina para hacer cortes de 3 μm. Los cortes fueron teñidos con hematoxilina y eosina y las 
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laminillas fueron analizados en un microscopio LEICA DM500 para registrar lesiones 

histopatológicas relevantes.  

 

7.4.2 Estudio de genotoxicidad del péptido GK-1 

7.4.2.1 Ensayo bacteriano de reversión de mutagenicidad (Prueba de Ames) 

Este ensayo se llevó a cabo de acuerdo con los lineamientos de la norma OECD 471-1997, 

empleando la prueba de reversión de mutaciones presentes en distintas cepas de Salmonella 

typhimurium (TA98, TA100, TA102, TA1535, y TA1537) para reestablecer la capacidad funcional 

de las bacterias para sintetizar histidina. El péptido GK-1 se solubilizó en una solución de PBS 

(pH=7.4) al 1% DMSO y se evaluó por triplicado en concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5, 1 y 5 

mg/placa. 

Los cultivos bacterianos conteniendo 108 células se pre-incubaron con el péptido durante 20 

minutos a 37°C en presencia o ausencia de activación metabólica mediada por la presencia de 

una preparación microsomal obtenida de hígado de rata (fracción S9) tratada con NADP y 

Glucosa-6-fosfato. El tratamiento se mezcló con agar y vertió sobre placas con agar mínimo 

Vogel-Bonner. Las placas se incubaron a 37°C durante 72 h y se evaluó el número de bacterias 

revertantes, es decir, aquellas que pudieron revertir la mutación presente en éstas y crecer en un 

medio deficiente en histinida. En cada repetición se incluyó un control positivo de inducción de 

reversión para cada cepa.  

 

7.4.2.2 Ensayo in vivo de micronúcleos  

Este ensayo se realizó siguiendo los lineamientos de la norma OECD 474-2014. Se utilizaron 

grupos de 5 ratas Wistar macho de 6 semanas que fueron tratados con tres dosis del péptido GK-

1 [0.5, 2.5 y 12.5 mg/kg peso], SSI como vehículo o ciclofosfamida [10 mg/kg peso] como control 

positivo. El tratamiento fue administrado una vez por vía oral durante dos días consecutivos y las 

ratas se sacrificaron al tercer día. Se colectó la sangre por punción cardiaca en solución BBS 

(Buffer salino de boratos, pH=8.2) con heparina (1:1) y se fijaron con metanol ultracongelado a -

70°C. Las muestras se guardaron a -70°C hasta su uso. Las muestras se procesaron de acuerdo 

con el método desarrollado por Weaver y Torous (2000). Se emplearon los anticuerpos anti-CD71 

de rata y anti-mouse/rat CD61 para identificar reticulocitos y plaquetas, respectivamente, así 

como yoduro de propidio (10 µg/mL) para teñir el DNA de células nucleadas y micronúcleos. La 

adquisición de las muestras se realizó en un citómetro de flujo Attune Azul/Violeta (Thermo 

Scientific) y el análisis de micronúcleos se realizó en la población de eritrocitos y reticulocitos 

después de eliminar células nucleadas y plaquetas del análisis a partir de 250000 células por 

cada triplicado. 
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Los parámetros evaluados fueron el porcentaje de reticulocitos, de micronúcleos en reticulocitos 

y en eritrocitos maduros.  

 

7.4.2.3 Prueba de aberraciones cromosómicas en cultivos de linfocitos humanos 

La prueba se realizó conforme los lineamientos de la norma OECD 473-1997 para evaluación de 

sustancias químicas. Se tomaron muestras de sangre de donadores sanos en tubos 

heparinizados. Se realizaron cultivos por duplicado de sangre completa con distintas 

concentraciones de GK-1 (0.001, 0.001, y 0.1 mM) en presencia o ausencia del activador 

metabólico como se mencionó anteriormente. Para los estudios sin activación metabólica, se 

realizaron cultivos continuos (es decir que no se retira la sustancia de prueba) de la sangre en 

medio RPMI suplementado con 0.01 mL L-glutamina, aminoácidos no esenciales y 0.2 mL de 

fitohemaglutinina. Después de 24 horas de la estimulación mitogénica se adicionó el péptido GK-

1 en las distintas concentraciones. Finalmente se adicionó colcemida [1 µM] dos horas antes de 

la cosecha después de un cultivo de 72 horas.   

Para los cultivos con activación metabólica, la sangre fue tratada durante 2 horas con la fracción 

S9 y 50 mL del péptido GK-1 en las distintas concentraciones. La fracción S9 y el péptido se 

retiraron del cultivo 24 horas después mediante centrifugación 1200 rpm por 5 minutos y las 

células se resuspendieron en medio RPMI con colcemida hasta su cosecha a las 72 horas. Para 

determinar si la manipulación pudiera incidir en la capacidad proliferativa de los linfocitos, se 

realizó un duplicado de los experimentos sin el tratamiento con la fracción S9. Como controles se 

emplearon el medio solo, cis-platino [0.16 mM] en ausencia de activación metabólica o 

ciclofosfamida [6 μM] cuando los cultivo fueron tratados con la fracción S9. 

En todos los casos las células se cosecharon en una solución hipotónica de KCl [0.07 mM] e 

incubaron en baño maría a 37 °C durante 20 minutos. Las células se centrifugaron a 1000 rpm 

durante 5 minutos y el precipitado celular se resuspendió en solución de fijación (metanol:ácido 

acético; 3:1) y se prepararon laminillas teñidas con Giemsa para su evaluación al microscopio. 

En cada laminilla se analizaron 100 metafases con 46 centrómeros para registrar la presencia de 

aberraciones cromosómicas, cromatídicas y complejas. 

 

7.5 Resultados 

 

7.5.1 Estudio de toxicidad subcrónica 

7.5.1.1 Observaciones clínicas 

Durante el periodo de estudio no se encontraron signos clínicos aparentes ni muertes asociadas 

a la administración subcutánea del péptido GK-1. Con relación al peso, la Figura 13 muestra que 
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no se encontró diferencia significativa en el aumento de peso en función del tiempo tanto en 

hembras como machos en ninguna de las dosis del péptido administradas comparada con el 

grupo control (G4); sin embargo, una pérdida de peso significativa (< 6%) se observó en el grupo 

tratado con la dosis más baja (G1: 0.5 mg/kg peso) sólo al final del experimento. Con relación a 

la ganancia de peso (final –inicial) por grupo, no hubo diferencias significativas con 

respecto al grupo control G4. 

 
Figura 13. Efecto del GK-1 en el peso de ratas en un estudio de toxicidad subcrónica a 90 días. Se 
emplearon grupos de 10 ratas de ambos sexos los cuales fueron inoculados a los días 1, 7, 14 y 21 con 
0.5 mg/kg peso (grupo 1), 5 mg/kg peso (grupo 2), y 12.5 mg/kg peso (grupo 3) del péptido GK-1 o solo el 
vehículo (grupo 4). Las flechas indican los tiempos de administración. Los datos muestran la media ± DS 
de los pesos semanales registrados para las 10 ratas del grupo a las primeras 7 semanas y 5 ratas de cada 
grupo para el resto de las semanas. *P < 0.05 Grupo 1 vs. Grup0 4.  
 
7.5.1.2 Hemograma, química sanguínea y urianálisis 

La Tabla 3 muestra una ligera pero significativa disminución en el hematocrito y concentración de 

hemoglobina en el grupo de ratas hembra que recibieron la dosis más baja de GK-1 (G1: 0.5 

mg/kg peso). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los 

parámetros hematológicos evaluados en los machos en los distintos tratamientos recibidos (Tabla 

4). Con relación a los conteos leucocitarios (linfocitos, eosinófilos, monocitos, basófilos) no se 

encontraron diferencias significativas en las distintas dosis del péptido administrado tanto en 

hembras como en machos a lo largo del estudio (Tablas 3 y 4). Los conteos de neutrófilos se 

encontraron discretamente aumentados en los grupos 2 (5 mg /kg peso) y G3 (12.5 mg/kg peso) 

de las ratas hembra (Tabla 3).  
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Tabla 3. Efecto del péptido GK-1 en los parámetros hematológicos durante el estudio de toxicidad a 90 

días (Ratas hembras) 

 
Los datos se muestran como la media ± DS. Los datos se analizaron mediante una prueba t no pareada; 
ap<0.05 Vs. Grupo control (G4). Hb: hemoglobina, HT: hematocrito, MCV: Volumen corpuscular medio, 
MCHC: Concentración de hemoglobina corpuscular media, Neu:  Neutrófilos, Lin:Linfocitos, Eos: 
Eosinófilos, Mon: Monocitos, Bas: Basófilos.  CTR=control, y tratamiento con GK-1 a 0.5, 5.0 and 12.5 
mg/kg peso.   
 

Tabla 4. Efecto del péptido GK-1 en los parámetros hematológicos durante el estudio de toxicidad a 90 
días (Ratas machos) 

Los datos se muestran como la media ± DS. Los datos se analizaron mediante una prueba ANOVA; n.s. 
para todos los parámetros. Hb: hemoglobina, HT: hematocrito, MCV: Volumen corpuscular medio, MCHC: 
Concentración de hemoglobina corpuscular media, Neu:  Neutrófilos, Lin: Linfocitos, Eos: Eosinófilos, Mon: 
Monocitos, Bas: Basófilos.  CTR=control, y tratamiento con GK-1 a 0.5, 5.0 and 12.5 mg/kg peso.   
 
 

Parámetros 
G1 

GK1-0.5 
G2 

GK1-5.0 
G3 

GK1-12.5 
G4 

CTR 

Hb (g/L) 139.6 ± 5a 145.6 ± 4 144.2 ± 3 147 ± 2.6 
HT (L/L) 0.44 ± 0.02a 0.47 ± 0.01 0.46 ± 0.01 0.47 ± 0.01 
MCV (m3) 56.0 ± 2.0 56.8 ± 2.6 56.2 ± 1.5 56.8 ± 1.9 
MCHC (g/L) 312.0 ± 4.5 310.2 ± 3.7 310.2 ± 2.9 309.6 ± 2.6 
Eritrocitos (x 1012/L) 7.96 ± 0. 5 8.24 ± 0.4 8.28 ± 0.2 8.32 ± 0.2 
Plaquetas (x 109/L)  740.0 ± 117.7 874.6 ± 31.3 806.8 ± 36.3 974.6 ± 58.3 
Leucocitos (x 109/L)  4.52 ± 1.9 4.88 ± 1.2 4.260 ± 0.7 3.78 ± 1.3 
Conteo leucocitario diferencial 
Neu (x 109/L) 0.22 ±0.08  0.44 ± 0.2a 0.50 ± 0.25a 0.18 ± 0.04 
Lin (x 109/L) 4.26 ± 1.8 4.38 ± 1.2 3.64 ± 0.7 3.54 ± 1.32 
Eos (x 109/L) 0.00 ± 0.0 0.04 ± 0.0 0.08 ± 0.08 0.04 ± 0.05 
Mon (x 109/L) 0.04 ± 0.5 0.02 ± 0.04 0.04± 0.5 0.02 ± 0.04 
Bas (x 109/L) 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 

Parámetros 
G1 

GK1-0.5 
G2 

GK1-5.0 
G3 

GK1-12.5 
G4 

CTR 

Hb (g/L) 148.6 ± 7.2 151.8 ± 7.9 150.6 ± 5 150.8 ± 2.5 
HT (L/L) 0.47 ± 0.01 0.47 ± 0.02 0.48 ± 0.02 0.47 ± 0.01 
MCV (m3) 53.8 ± 1.9 53.2 ± 1.8 53.4 ± 0.5 53.2 ± 0.8 
MCHC (g/L) 313.6 ± 4.6 315.6 ± 2.1 312.2 ± 5.6 314.4 ± 5.2 
Eritrocitos (x 1012/L) 8.80 ± 0. 5 9.04 ± 0.5 9.04 ± 0.4 9.00 ± 0.4 
Plaquetas (x 109/L) 531.4 ± 82.2 674.0 ± 306.3 836.2± 160.9 835.8 ± 179.2 
Leucocitos (x 109/L)  5.64 ± 1.3 6.52 ± 0.7 5.72 ± 1.2 5.68 ± 1.8 
Conteo leucocitario diferencial 
Neu (x 109/L) 0.40± 0.4 0.460 ± 0. 2 0.84 ± 0.8 0.44 ± 0.2 
Lin (x 109/L) 5.22 ± 1.2 5.00 ± 1.9 4.84 ± 0.7 5.20 ± 1.7 
Eos (x 109/L) 0.00 ± 0.00 0.02± 0.04 0.04 ± 0.05 0.02 ±0.05 
Mon (x 109/L) 0.02 ± 0.04 0.02 ± 0.04 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.04 
Bas (x 109/L) 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
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La evaluación de los parámetros bioquímicos en sangre para determinar indirectamente la función 

del hígado y riñón mostró que no hubo diferencias significativas en ninguno de los parámetros 

evaluados para ninguna de las dosis de GK-1 administradas con respecto al grupo control en las 

ratas hembra (Tabla 5). Sin embargo, si se observa un incremento en los niveles de alanina 

aminotransferasa (ALT) y glucosa en el grupo de ratas macho administradas con la dosis de 0.5 

mg/kg peso (G1) (Tabla 6). 

 
Tabla 5. Efecto de GK-1 en la química sanguínea en un estudio de toxicidad a 90 días (Ratas hembra) 

Los datos representan la media ± DS a los 90 días. Los datos se analizaron mediante ANOVA de una vía; 
n.s. para todos los parámetros. ALT: Alanina Aminotransferasa, AST: Aspartato Aminotransferasa, ALP: 
Fosfatasa alcalina, BTB: Bilirrubina total en sangre. CTR=control, tratamiento con GK-1 a 0.5, 5.0 y 12.5 
mg/kg peso. 
 

Tabla 6. Efecto de GK-1 en la química sanguínea en un estudio de toxicidad a 90 días (Ratas macho) 

Parámetros G1 
GK1-0.5 

G2 
GK1-5.0 

G3 
GK1-12.5 

G4 
CTR 

Pruebas de función de hígado 
ALT (IU/L) 73.0 ± 16.1 71.2 ± 17.1 73.4 ± 16.1 70.4 ± 19.6 
AST (IU/L) 132.4 ± 41.2 91.6 ± 15.4 102.8 ± 18.5 104.0 ± 10.1 
ALP (IU/L) 106.6 ± 40.9 94.6 ± 45.3 93.4 ± 53.9 75.0 ± 18.0 
BTB (µmol/L) 2.78 ± 1.1 2.36 ± 0.3 2.18 ± 0.5 2.64 ± 0.7 
Prot total (g/L) 68.4 ± 2.3 71.6 ± 4.9 71.2 ± 4.9 72.0 ± 3.9 
Albúmina (g/L) 41.0 ± 2.5 43.0 ± 5.6 41.2 ± 3.1 41.8 ± 2.6 
Pruebas de función renal 

Creatinina 
(µmol/L) 61.6 ± 6.3 56.4 ± 2.5 56.8 ± 2.2 54.0 ± 3.5 

Urea (mmol/L) 8.80 ± 1.1 8.10 ± 0.6 8.26 ± 0.6 7.88 ± 0.5 
Pruebas de función metabólica 
Glucosa (mmol/L) 9.70 ± 1.2 9.48 ± 0.7 8.62 ± 0.3 8.66 ± 0.6 

Colesterol 
(mmol/L) 2.38 ± 0.4 2.60 ± 0.7 2.22 ± 0.3 1.95 ± 0.4 

Parámetros G1 
GK1-0.5 

G2 
GK1-5.0 

G3 
GK1-12.5 

G4 
CTR 

Pruebas de función de hígado 
ALT (IU/L) 92.0 ± 17.6a 76.6 ± 9.3 74.0 ± 9.3 67.4 ± 10.7 
AST (IU/L) 139.2 ± 41.2 112.0 ± 21.9 119.6 ± 24.3 120.2 ± 28.2 
ALP (IU/L) 206.0 ± 57.3 189.8 ± 59.8 174.8 ± 34.3 178.4 ± 22.4 
BTB (µmol/L) 2.54 ± 0.2 2.50 ± 0.5 2.52 ± 0.7 2.72 ± 0.7 
Prot total (g/L) 69.2 ± 1.9 70.0 ± 3.1 70.6 ± 3.0 69.2 ± 0.2 
Albumina (g/L) 38.6 ± 0.9 38.2 ± 1.5 38.6 ± 1.1 38.0 ± 1.6 
Pruebas de función renal  
Creatinina 
(µmol/L) 52.2 ± 3.6 48.6 ± 3.1 51.0 ± 3.3 41.6 ± 3.5 

Urea (mmol/L) 7.30 ± 0.6 7.36 ± 0.8 7.00 ± 0.5 6.62 ± 0.5 
Pruebas de función metabólica  
Glucosa (mmol/L) 10.00 ± 1.4b 7.26 ± 0.8 7.72 ± 0.8 7.12 ± 0.9 
Colesterol 
(mmol/L) 2.42 ± 0.4 2.52 ± 0.7 2.37 ± 0.2 2.55 ± 0.2 
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Los datos representan la media ± DS a los 90 días. Los datos se analizaron mediante prueba T no pareada; 
ap<0.05 Vs. G4 (grupo control) bp<0.05 Vs. G4. ALT: Alanina Aminotransferasa, AST: Aspartato 
Aminotransferasa, ALP: Fosfatasa alcalina, BTB: Bilirrubina total en sangre. CTR=control, tratamiento con 
GK-1 a 0.5, 5.0 y 12.5 mg/kg peso. 
 
El estudio de urianálisis no mostró diferencias en ninguno de los parámetros evaluados (densidad, 

pH, proteínas, glucosa, cetonas, bilirrubina, eritrocitos, leucocitos) tanto en hembras como 

machos en ninguna de las concentraciones de GK-1 empleadas (datos no mostrados). 

Con respecto al estudio histopatológico realizado al final del estudio (90 días), no se observaron 

lesiones o rasgos anormales en ninguno de los órganos examinados en las ratas administradas 

con GK-1 (Figura 14). 

 
Figura 14. Estudio histopatológico del efecto del péptido GK-1 sobre riñón (A, G, M, R), corazón (B, H, N, 
S), hígado (C, I, Ñ, T), glándula adrenal (D, J, O, U), cerebro (E, K, P, V), y piel (F, L, Q, W) en ratas a los 
90 días del estudio de toxicidad a dosis repetidas. Fotomicrografías representativas de los grupos: controles 
hembras (A-F) y machos (M-Q), y tratados con GK-1 a 12.5mg/kg peso en ratas hembra (G-L) y macho (R-
W). Tinción H&E 10X. 
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7.5.2 Estudio de genotoxicidad 
 
7.5.2.1 Ensayo bacteriano de reversión de mutagenicidad (Prueba de Ames) 

El péptido GK-1 se evaluó hasta una concentración de 5 mg/placa en presencia o ausencia de 

activación metabólica con la fracción S9. No se encontraron incrementos significativos en el 

número de colonias revertantes ni una disminución en las unidades formadoras de colonia 

asociadas a posible toxicidad del péptido para ninguna de las cepas empleadas ni en ninguna de 

las dosis de GK-1 evaluadas (Tabla 7). Todos los compuestos empleados como control causaron 

un incremento en el número de colonias revertantes. 

Tabla 7. Efecto del péptido GK-1 en cepas mutantes de Salmonella typhimurium 
Concentración 
(mg por placa) 

S9 
mix 

Número de colonias revertantes por placa  
TA1535 TA100 TA102 TA98 TA1537 

0 a + 13 ± 2 122 ± 12 482 ± 28 36 ± 5 35 ± 3 
0.125 + 15 ± 2 136 ± 9 462 ± 10 31 ± 6 34 ± 5 
0.25 + 10 ± 3 122 ± 10 461 ± 23 30 ± 3 35 ± 5 
0.5 + 19 ± 4 122 ± 5 468 ± 22 33 ± 7 39 ± 8 
1.0 + 12 ± 3 127 ± 19 464 ± 22 30 ± 8 34 ± 10 
5.0 + 19 ± 5 125 ± 23 439 ± 48 26 ± 1 35 ± 7 

Control positivo + 384 ± 36c 2923 ± 466e 2227 ± 141g 498 ± 12 102 ± 11 
0 a - 17 ± 3 131 ± 7 411± 49 19 ± 7 21 ± 1 

0.125 - 18 ± 3 109 ± 3 361 ± 13 24 ± 6 19 ± 1 
0.25 - 19 ± 4 121 ± 5 371 ± 15 17 ± 1 21 ± 7 
0.5 - 16 ± 3 129 ± 6 325 ± 11 19 ± 2 16 ± 2 
1.0 - 19 ± 3 117 ± 12 354 ± 34 18 ± 5 24 ± 12 
5.0 - 17 ± 5 117 ± 7 348 ± 20 16 ± 5 25 ± 3 

Control positivo - 1319 ± 8b 1083 ± 67d 1437 ± 121f 457 ± 43 84 ± 15 
Datos representados como la Media de número de colonias revertantes por placa ± DS.  
a Colonias revertantes espontáneas; bazida de sodio 1ug/placa; c2-aminoantraceno 2ug/placa; dácido 
pricolonico 100ug/placa; ebenzo[a]pireno 10ug/placa; f4-nitroquinolina-N-oxido 1ug/placa; g2- 
aminoantraceno 5ug/caja 
 

7.5.2.2 Ensayo de micronúcleos in vivo 

Como se muestra en la Tabla 8, el péptido GK-1 no mostró efecto genotóxico en ninguna de las 

dosis empleadas en reticulocitos de sangre periférica de ratas a las que se les administró el 

péptido. Asimismo, no se encontraron cambios en la frecuencia de micronúcleos en eritrocitos 

maduros en circulación. 

Tabla 8.  Frecuencia de micronúcleos en reticulocitos y eritrocitos maduros 
 

Tratamiento 
% MN en 

reticulocitos 
% MN en eritrocitos 

maduros  

Vehículo (solución salina) 0.37 ± 0.12 0.20 ± 0.05 
GK-1, 0.5 mg/kg peso 0.34 ± 0.05 0.16 ± 0.04 
GK-1, 2.5 mg/kg peso 0.41 ± 0.13 0.26 ± 0.17 
GK-1, 12.5 mg/kg peso 0.44 ± 0.18 0.16 ± 0.05 

Ciclofosfamida,10 mg/kg peso 1.26 ± 0.24 0.44 ± 0.18 
Los datos se muestran como la Media ± DS. El análisis estadístico de la frecuencia de micronúcleos se 
realizó empleando la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis con una significancia de α<0.05.  
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7.5.2.3 Ensayo de aberraciones cromosómicas 

El péptido GK-1 no mostró actividad clastogénica en los cultivos de linfocitos humanos in vitro. 

La Tabla 9 muestra que no hay diferencia significativa en la proporción de células con alguna 

aberración cromosómica en ninguna de las concentraciones del péptido empleado (0.001-0.1 

mM). Por otro lado, el control positivo sí mostró un incremento en el porcentaje de aberraciones 

inducidas respecto al vehículo. 

 

Tabla 9. Porcentaje de aberraciones cromosómicas bajo distintas condiciones de cultivo 
GK-1 

Concentración (mM) 

Cultivo 24h 

Con fracción S9 

Cultivo 24h 

Sin fracción S9 

Cultivo continuo (72h) 
sin fracción S9 

0 2 2 2 

0.001 2 2 1.5 

0.01 2 2 2 

0.1 3 3 3 

Cis-platino  33 47 

Ciclofosfamida 9   
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8. Discusión  
 
El péptido GK-1 ha demostrado tener propiedades inmunomoduladoras favoreciendo la 

activación de células dendríticas derivadas de médula ósea en combinación con LPS [Segura-

Velázquez et al., 2009] y macrófagos peritoneales (PMΦ) [Sánchez-Hernández et al., 2018]. En 

este estudio se evaluaron en células dendríticas derivadas de médula ósea los mecanismos 

involucrados en la activación por GK-1 tales como su capacidad para internalizarse en las células, 

la participación de las vías MAPK y NF-κB, así como su posible interacción con receptores TLR. 

 
El efecto del péptido GK-1 en la activación BMDCs se realizó con y sin incluir un estímulo 

inespecífico dado por la estimulación con LPS. Se diferenciaron células dendríticas a partir de los 

precursores CDP (de las siglas en inglés common-DC progenitor) presentes en médula ósea, 

empleando el factor GM-CSF que se ha demostrado favorece un fenotipo CD11c+ CD11b+ 

MHCII+ [Lutz et al., 1999; Castell-Rodríguez et al., 2017]. Por lo cual en este estudio se seleccionó 

una población con fenotipo CD11c+ MHCII+ para la evaluación de los marcadores asociados a 

activación, considerando que este fenotipo nos permite diferenciar células dendríticas maduras 

de precursores mieloides (CD11c+ MHCII-), granulocitos (CD11c- MHCII-) y 

monocitos/macrófagos [Lutz et al., 1999]. 

Los resultados mostraron evidencia de que el péptido GK-1 es capaz de inducir un incremento 

discreto en la expresión de MHC-II y CD86 en la dosis de 100 μg/mL, el cual se hace más evidente 

en ambas dosis empleadas (10 y 100 μg/mL) cuando se da un pulso previo con LPS. 

Anteriormente se había reportado que GK-1 en la dosis de 10 μg/mL incrementaba la expresión 

de estas moléculas en células dendríticas derivadas de médula ósea, pero solo en combinación 

con LPS [Segura-Velázquez et al., 2009]. El incremento en la expresión de estas moléculas 

señala la progresión en el estado de maduración de las células dendríticas inducidas por el 

péptido que está siendo favorecida por una sinergia o “priming” por el LPS, agonista de TLR4 

[Bagchi et al., 2007]. Otros péptidos de bajo peso molecular, como los presentes en el extracto 

leucocitario de origen humano Transferon®, han mostrado también incrementar la expresión de 

CD80 y CD86 en macrófagos diferenciados de monocitos THP-1, sólo cuando el Transferon® se 

adicionó de forma simultánea con el LPS [Jiménez-Uribe et al., 2019].  

La maduración/activación de las células dendríticas implica no solo cambios en la expresión de 

receptores de la membrana plasmática (receptores Fcγ, receptores de lectinas tipo C, integrinas, 

moléculas del complejo principal de histocompatibilidad y moléculas coestimuladoras) sino que 

contribuye a la respuesta inmune a través de secretar factores solubles como citocinas y 

quimiocinas que favorecen el reclutamiento de neutrófilos, monocitos, células NK, así como su 

migración a órganos linfoides favoreciendo la activación  de linfocitos T, células NKT y linfocitos 
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B [Alfaro et al., 2013; Castell-Rodríguez et al., 2017]. Las células dendríticas juegan también un 

papel importante en el reconocimiento y procesamiento de antígenos en péptidos que son 

presentados a células T CD4+ o CD8+ vírgenes favoreciendo su activación y diferenciación 

[Hachimura et al., 2018] por lo que el incremento en su estado de activación por el péptido GK-1 

puede también repercutir en una mejor respuesta adaptativa. En este sentido, hemos reportado 

que el péptido GK-1 es capaz de incrementar la activación de las células dendríticas y favorecer 

la capacidad proliferativa de LT CD4+ específicas contra la hemaglutinina de la vacuna de 

influenza [Segura-Velázquez et al., 2009].  

 

Considerando el estado de activación que indujo el péptido GK-1 en las células dendríticas, se 

evaluó la participación de la cascada de señalización de las MAPK, dado que se ha descrito que 

la interacción de ligandos específicos de los TLR puede activar esta vía de señalización [Peroval 

et al., 2013; Chen et al., 2017]. Al respecto, encontramos que GK-1 favoreció la fosforilación de 

las MAPK p38 y ERK1/2. Las señales generadas por las MAPK promueven cambios en la 

expresión de genes, que llevan al aumento de moléculas efectoras como las citocinas que son 

esenciales para la diferenciación de linfocitos T CD4+ en células cooperadoras o reguladoras 

[Ghosh et al., 1998; Zhang et al., 2001; Soukup et al., 2015]. Este proceso depende de la 

activación de varios factores de transcripción tales como AP-1, STAT1 y NF-κB, los cuales se 

activan por el reconocimiento a través de la señalización de los PRRs. En este sentido se ha 

reportado que en células dendríticas obtenidas de bazo estimuladas in vivo con el agonista de 

TLR4 (LPS) se favorece la activación de p38, que es crítico en la producción de IL-12(p70) 

mientras que Pam3CSK4, agonista de TLR2, indujo la señalización a través de ERK1/2 

favoreciendo la inducción de IL-10 y así una respuesta Th2 [Dillon et al., 2004].  

 
En el presente estudio no se encontraron niveles de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de 

las BMDC estimuladas sólo con el péptido GK-1, aunque en estudios previos se reportó que la 

exposición de las BMDCs al péptido GK-1 + LPS in vitro, así como PMΦ estimulados in vitro con 

el péptido favorecían la secreción de mediadores inflamatorios [Segura-Velázquez et al., 2009; 

Sanchez-Hernández et al., 2018]. Estos resultados señalan que otros factores que pudieran estar 

presentes in vivo sean requeridos para poder inducir moléculas pro-inflmamatorias, por lo que se 

evaluó el perfil de citocinas y quimiocinas en suero y extractos proteicos de bazo de ratones 

después de ser administrados por vía intravenosa con GK-1. Se encontró que el péptido favoreció 

la producción de IL-6, IL-12, IL-15 y CCL2 en suero y de IL-6 en bazo. En este sentido, la 

producción de IL-6 puede estar relacionada con la activación de las vías de MAPK y NF-κB, como 

ha sido reportado para otros péptidos como Hp91 e IDR-1002 [Nijnik et al., 2010; Saenz et al., 
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2014]. IL-6 se ha encontrado asociada con el reclutamiento de neutrófilos, en el caso de GK-1, 

se ha reportado que su administración favorece un incremento en los niveles de neutrófilos 

[Pérez-Torres et al., 2013; Cervantes et al., 2019], lo que podría favorecer su actividad 

inmunomoduladora junto con la producción de IL-12, IL-15 y CCL2, considerando que en conjunto 

favorecen el reclutamiento de otras células inmunes importantes en el contexto de cáncer y de 

inducción de una respuesta adaptativa.  

Con relación a la participación de CCL2 en las propiedades inmunomoduladoras de GK-1, se ha 

reportado que esta quimiocina favorece el reclutamiento e infiltración de monocitos/macrófagos, 

linfocitos T de memoria y células NK a sitios de inflamación, lo que permite modular la respuesta 

inmune en contra de distintos agentes infecciosos. Además, se ha demostrado también la 

participación de CCL2 en la respuesta antitumoral, favoreciendo la capacidad citotóxica de NK 

en contra de células tumorales e induciendo la expresión de FasL [Deshmane et al., 2009; 

Bianconi et al., 2018]. Anteriormente, ya se había reportado el incremento de esta quimiocina en 

los sobrenadantes de cultivo de las BMDCs estimuladas con GK-1+LPS [Segura-Velazquez et 

al., 2009], sin embargo, se encontró una disminución de esta citocina en los pulmones de ratones 

con tumor primario inducido por la línea celular 4T1 tratados con GK-1 [Torres-García et al., 2017]. 

En el presente estudio la administración de GK-1 en ratones sanos indujo también la producción 

de CCL2, lo que fue indicativo del papel inmunomodulador del péptido. La IL-15 es una citocina 

producida por distintas estirpes celulares (monocitos, macrófagos, DCs, fibroblastos y células 

epiteliales) que favorece la proliferación y activación de células que expresan el receptor beta de 

IL-15 como son las células NK, NKT y LT CD8+ de memoria, incrementando su citotoxicidad y 

producción de IFN-γ e IFN-α [Guo et al., 2017]. Aunque no se había reportado la inducción de IL-

15 favorecida por el péptido GK-1, ésta podría estar asociada a la respuesta antitumoral eficiente 

del péptido reportada previamente [Pérez-Torres et al. 2013; Torres-García et al., 2017; 

Rodriguez-Rodriguez et al., 2019], probablemente a través de inducir la proliferación y activación 

de células NK que son muy importantes en la vigilancia contra infecciones virales y desarrollo de 

tumores. 

Durante el proceso de maduración, las células dendríticas favorecen un perfil pro-inflamatorio 

caracterizado por la secreción de TNF-α, IL-1α/β e IL-12 [Soukup et al., 2015]. El rol de la citocina 

IL-12 en la comunicación entre la respuesta innata y adquirida es muy importante para la 

promoción de una respuesta celular eficiente [Poudel et al., 2012, 2013]. La lL-12 es una citocina 

secretada por DCs y macrófagos residentes de tejidos en respuesta a estímulos endógenos y 

exógenos para promover la inducción de una respuesta Th1 y citotóxica [Teng et al., 2015]. Se 

ha reportado que la activación de ERK1/2 por el agonista de TLR2 (Pam3SCK4) puede conducir 

a la regulación negativa de IL-12, mientras que miembros de la familia AP-1 (fos-jun, jun-jun) 
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podrían estar regulando la expresión de IL-12 [Dillon et al., 2004], lo que podría explicar que la 

regulación de la expresión de IL-12 inducida por el péptido GK-1 esté siendo modulada por la 

activación de ERK1/2. Sin embargo, en un microambiente particular como el inducido en el 

contexto de cáncer se ha encontrado que GK-1 incrementa significativamente los niveles de IL-

12 en el tumor primario [Pérez et al., 2015; Torres-García et al., 2017], lo que podría implicar que 

la inducción de la respuesta modulada por el péptido puede estar influenciada por las células 

inflamatorias y/o tumorales reclutadas. El TNF-α es una citocina inflamatoria encargada de 

promover la necrosis, apoptosis y la expresión de altos niveles de ROS, su producción debe estar 

muy controlada, por lo que la ausencia en la producción de esta citocina inducida por GK-1 apoya 

su papel inmunomodulador al no comprometer un proceso de inflamación descontrolada.  

 

Como se mencionó anteriormente, la maduración de las DCs está influenciada por diversos 

factores como PAMPs o mediadores inflamatorios como las citocinas (IL-1, GM-CSF, TNF-α). Las 

células dendríticas maduras expresan altos niveles de factores transcripcionales de la familia de 

NF-κB, los cuales regulan la expresión de diversos genes de la respuesta inflamatoria. Se ha 

reportado que la señalización a través de receptores de TNF (TNF-R) como CD120a/b, CD40 e 

interacción con factores asociados a TNF-R (TRAF), favorecen la activación de NF-κB 

[Banchereau and Steinman, 1998].  

La unión de los PAMPs a los receptores TLRs favorece la formación del complejo de señalización 

compuesto por la proteína adaptadora Myd88, proteínas IRAK y TRAF6, que activa a su vez a 

las MAPK y al factor NF-κB, que finalmente conduce a la transcripción de genes inflamatorios 

[Akira and Takeda, 2004].  En este estudio, además de la activación de las MAPK p38 y ERK1/2, 

mostramos que el péptido GK-1 indujo la traslocación del factor de transcripción NF-κΒ p65 al 

núcleo desde tiempos tempranos de estímulo. Este factor desempeña un papel importante en la 

respuesta inflamatoria [Banerjee and Gerondakis, 2007], por lo que la inducción de IL-6, IL-12, 

IL-15 y CCL2 puede estar asociada a la traslocación de NF-κΒ al núcleo [https://www.bu.edu/nf-

kb/gene-resources/target-genes/] .  

En células no estimuladas, el NF-κΒ se encuentra en el citosol formando un complejo con la 

proteína inhibitoria IκBα hasta que ciertos eventos proinflamatorios o infecciosos promueven su 

liberación y traslocación al núcleo, en donde se une a secuencias específicas de DNA para 

regular la transcripción de mediadores de la inflamación [Vora et al., 2010; Kawai et al., 2011; 

https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/]. A excepción del TLR3, la vía de 

señalización empleada por el resto de los TLRs y miembros de IL-1R para la activación de NF-

κB es dependiente de Myd88 [Kaisho and Akira, 2001]. De esta forma, en este estudio se evaluó 

el posible rol de la señalización a través de TLR en mediar la activación de NF-κB mediante el 

https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/
https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/
https://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/
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uso de ratones deficientes en la proteína Myd88 (KO Myd88). En los resultados se observó que 

la traslocación de NF-κΒ disminuyó en las BMDCs de los ratones KO para Myd88 y estimulados 

con GK-1 y además en estos ratones administrados con GK-1 se vio comprometida la inducción 

de IL-6 y de la quimiocina CCL2, pero no de IL-15 con respecto a los ratones WT. Se ha reportado 

que el bloqueo de NF-κB p65, MAPK p38 o ERK1/2 disminuye in vivo de forma importante la 

producción de citocinas proinflamatorias como TNF-α en el cerebro de ratones infectados con S. 

pneumoniae inducida por la estimulación con B7-H3, proteína coestimuladora miembro de la 

familia B7 [Chen et al., 2017]. Otros estudios han mostrado una disminución en los niveles de IL-

1β, IL-12 e IP-10 pero no de IL-6 inducidos en ratones deficientes de Myd88 en la población 

CD11b+F4/80+ inmunizados con OVA (ovoalbúmina) en presencia de agonistas de TLR como 

PorB y CpG [Mosaheb et al., 2017]. Asimismo, la inducción de IL-6 no se modifica en células 

dendríticas de ratones deficientes en ERK1 cuando se estimulan con LPS o Pam-3-cys [Dillon et 

al., 2004]. Sin embargo, se ha reportado también que OVA co-administrada con CpG en DCs 

deficientes en Myd88 pueden favorecer la inducción de IL-6, pero disminuir la producción de IL-

12 e IP-10 [Mosaheb et al., 2017]. La disminución de la expresión de algunos factores pro-

inflamatorios en los ratones Myd88 KO refleja una heterogeneidad en la respuesta inducida por 

distintos inmunopotenciadores que pueden modular la producción de ciertos mediadores 

inflamatorios dependiendo de la vía de señalización implicada o de las células del sistema inmune 

participantes.  

La dependencia del adaptador Myd88 para la inducción de la respuesta inflamatoria denota la 

posible implicación de un TLR como posible receptor de GK-1, responsable de la activación de 

células presentadoras de antígenos como son los macrófagos y las células dendríticas [Segura-

Velázquez et al., 2009; Sánchez-Hernández et al., 2018], así como de la mayor expresión de la 

transcripción de TLR2 inducido en macrófagos peritoneales estimulados con GK-1 [Sánchez-

Hernández et al., 2018]. 

Además, la composición del péptido GK-1 pudiera estar jugando un papel importante en su 

capacidad inmunomoduladora, ya que comprende el 22% de residuos de prolina, lo que podría 

asociar su comportamiento al reportado para péptidos ricos en prolinas (PRP por las siglas en 

inglés de Proline-rich Peptides). Se ha descrito que estos péptidos favorecen las interacciones 

moleculares debido a su capacidad para adquirir diversas conformaciones y de esta manera ser 

reconocidos por ciertos dominios, como SH3 y WW, que activan diversos eventos celulares, como 

las cascadas de señalización tirosina cinasa que involucran entre otros, la activación de las vías 

PI3K, MAPK y NF-κB [Wong, 2005; Vitali, 2015].  
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Considerando que la traslocación de NF-κB en las BMDC de ratones deficientes en Myd88 se 

muestra menos disminuida en la dosis de 100 μg del péptido GK-1, al respecto se ha reportado 

que algunos ligandos y patógenos son capaces de internalizarse mediante la cooperación de 

TLRs con otros receptores o moléculas adaptadoras, como en el caso de la endocitosis de 

Pam3CSK4 y Borrelia burgdorferi, mediado por la integrina α3β1 para contribuir al reconocimiento 

por el heterodímero TLR2/1 [Marre et al., 2010]. Además, se ha reportado la capacidad de 

péptidos de bajo peso molecular para atravesar la membrana plasmática [Madani et al., 2011 

Milletti et al., 2011] por lo que evaluamos si el péptido GK-1 era capaz de ser internalizado en las 

células dendríticas. 

Para eliminar la posibilidad de que durante la evaluación por citometría de flujo se cuantificara el 

péptido unido a la superficie celular, se llevó a cabo un tratamiento con tripsina, que se ha 

reportado que junto con el tratamiento con soluciones ácidas disminuye el riesgo de evaluar un 

péptido no internalizado [Richard et al., 2003; Mulcahy et al., 2014]. Si bien no hubo diferencia 

significativa en la disminución de la intensidad media de fluorescencia del péptido en las células 

CD11c+ tratadas con tripsina con respecto a las no tratadas, se continuó el estudio realizando 

este tratamiento. Además, se encontró que el péptido GK-1 es capaz de internalizarse en las 

BMDCs por un mecanismo independiente de energía, sin embargo, la entrada más eficiente es a 

través de un mecanismo dependiente de energía como la endocitosis. En ambos casos, al 

aumentar la concentración del péptido se incrementa su presencia en la célula y esto puede 

deberse a que se favorece la entrada por traslocación directa del péptido al emplear 

concentraciones superiores a 10 M, que se ha reportado favorece la formación de poros 

transitorios [Trabulo et al., 2010]. Por otro lado, se ha reportado que la capacidad de las células 

para internalizar vesículas extracelulares disminuye a 4°C y que la captura es un proceso 

dependiente de energía relativamente rápido, ya que las vesículas se encuentran en el interior 

de las células desde los 15 minutos [Mulcahy et al., 2014; Saenz et al., 2014], tal como lo 

reportamos para el péptido GK-1. La endocitosis puede ser clasificada en dos categorías, 

fagocitosis y pinocitosis. Mientras que la primera está restringida a células especializadas como 

los macrófagos, la pinocitosis ocurre en todos los tipos celulares y se divide en macropinocitosis, 

endocitosis dependiente de clatrinas (EDC) y endocitosis independiente de clatrinas (EIC) 

[Vercauteren et al., 2010]. La EDC es el mecanismo más descrito e involucra la internalización 

de moléculas en un proceso dinámico que ocurre dentro de los 20 a 90 segundos de la generación 

de la vesícula, siendo un proceso saturable, pero no competitivo [Wolfe and Trejo, 2007]. En el 

caso de GK-1 encontramos que su internalización en las BMDCs se satura a partir de los 45 

minutos, lo que refuerza aún más que se trate de un mecanismo mediado por endocitosis.  
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Para discernir el mecanismo de endocitosis empleado por el péptido GK-1, se emplearon métodos 

como la citometría de flujo y microscopia confocal en presencia o ausencia de diversos inhibidores 

de endocitosis. En términos generales demostramos que la entrada de GK-1 en las células si es 

un proceso mediado por endocitosis al verse disminuida su captura al 1) reducir el ATP de las 

células con azida de sodio [Richard et al., 2003], 2) despolimerizar los filamentos de actina 

necesarios durante los procesos endocíticos con citocalasina D [Mulcahy et al., 2014],  3) reducir 

el calcio mediante el uso de EDTA, incidiendo posiblemente en un mecanismo de captura 

mediado por receptores de lectinas tipo C [Zhang et al., 2010; Mulcahy et al., 2014]. Por otro lado, 

se demostró que la entrada de GK-1 está mediada por un mecanismo EDC al verse comprometida 

su entrada al reducir el potasio, que elimina las redes de clatrina asociadas al interior de la 

membrana plasmática [Hansen et al., 1993; Vercauteren et al., 2010]. Por otro lado, no se vio 

afectada su entrada empleando nistatina, inhibidor de endocitosis mediado por caveolinas [Saenz 

et al., 2014]. Estos resultados señalan claramente que el GK-1 está ingresando a la célula a 

través de un receptor, lo que podría contribuir a su capacidad inmunopotenciadora, tal como se 

ha visto para otros péptidos inmunomoduladores.  

Se ha reportado que el LPS y el péptido Hp91, derivado de la alarmina HMGB1, son capaces de 

señalizar vía TLR4 y posteriormente ser endocitados con el receptor para activar a IRF3 [Kagan 

et al., 2008; Kawai and Akira, 2011; Saenz et al., 2014]. De igual forma, ligandos de TLR2 

presentes en B. burgdorferi son endocitados mediante la interacción de integrinas y TLR2, 

favoreciendo de esta forma una señal más eficiente para la inducción de citocinas 

proinflamatorias [Marre et al., 2010]. Considerando que GK-1 puede estar señalizando a través 

de su interacción con un receptor dependiente de MyD88 como TLR, evaluamos si esta señal 

podía favorecer la entrada del péptido a las BMDCs. Al respecto encontramos que en los ratones 

Myd88 KO no se afecta la entrada de GK-1, lo que sugiere que al menos la señal dependiente de 

Myd88 no se requiere para ingresar a la célula, aunque no descartamos la posibilidad de que se 

endocite con el propio TLR, mecanismo dependiente de clatrinas [Marre et al., 2010]. 

 

Las evidencias reportadas acerca de las propiedades inmunomoduladoras del péptido GK-1 

permiten proponer su posible uso en humanos, por lo cual fue necesario evaluar su seguridad en 

un estudio preclínico en animales. Estos estudios se realizaron siguiendo las Buenas Prácticas 

de Laboratorio (BPL), guías emitidas por la OCDE para la ejecución de ensayos preclínicos 

[Genoma España, 2012]. La definición de los ensayos toxicológicos a realizar es altamente 

dependiente del producto y de su aplicación, así como de la fase clínica a la que tiene que dar 

cobertura [Genoma España, 2012]. 



53 

 

Considerando que se trata de un inmunopotenciador con propiedades adyuvantes, los estudios 

se basaron principalmente en las guías de la Organización Mundial de la Salud “Guidelines on 

the nonclinical evaluation of vaccine adjuvants and adjuvanted vaccines, 2013” y el Anexo 1 de 

‘WHO guidelines on nonclinical evaluation of vaccines, 2005” que especifican realizar las pruebas 

de toxicidad y genotoxicidad para nuevos adyuvantes. Sin embargo, se tomaron también 

consideraciones de la guía ICH M3(R2) “Non clinical safety studies for the conduct of human 

clinical trials and marketing authorization for pharmaceuticals” que especifica los requerimientos 

en cuanto al tipo y duración de los estudios necesarios durante el desarrollo de un medicamento. 

El seleccionar las pruebas adecuadas, la vía de administración y el régimen de dosificación 

permite poder estimar los posibles efectos adversos que pudieran ocurrir durante los ensayos 

clínicos [FDA, 2010]. El péptido GK-1 se sometió a un estudio de toxicidad subcrónica a 90 días, 

el cual permite evaluar los efectos acumulativos en órganos blanco después de la exposición 

prolongada permitiendo determinar la dosis segura [Medina et al., 2009; Deshpande et al., 2016]. 

Adicionalmente, se recomiendan estudios de toxicidad a dosis repetidas para vacunas y 

adyuvantes cuando se requieren dosis múltiples en su uso clínico e incluso se recomienda aún 

en los casos donde solo se administran dosis únicas [CPMP, 1997; Zhang et al., 2017]. 

Considerando el interés de emplear a GK1 como adyuvante e inmunomodulador, se evaluó un 

esquema a dosis repetidas del péptido GK-1. 

Al evaluar la seguridad del péptido GK-1, los datos sobre su dosis efectiva como adyuvante 

[Segura-Velázquez 2006] proporcionó la información inicial para seleccionar los niveles de dosis 

para el estudio de toxicidad. En este tipo de estudios, el cambio en el peso corporal de los 

animales se emplea como indicador de posibles efectos adversos de medicamentos [Tofovic and 

Jackson, 1999]. Al respecto, encontramos cambios significantes en el peso corporal al final del 

estudio en el grupo de hembras administradas con la dosis más baja del péptido (Grupo1) 

respecto al grupo control (Grupo 4). Sin embargo, un incremento proporcional en el peso corporal 

en función del tiempo se observó en todos los grupos, sin encontrar cambios significativos en el 

aumento de peso neto (final-inicial) por grupo. Considerando esto se puede concluir que la 

administración de GK-1 no tiene ningún efecto sobre el crecimiento de las ratas. La evaluación 

de los parámetros hematológicos se puede utilizar para evaluar la toxicidad de un fármaco, ya 

que los cambios en el sistema hematopoyético han demostrado un alto valor predictivo en 

humanos y animales [WHO, 2005; Deshpande et al., 2016]. Se observó una disminución en los 

valores de hemoglobina y hematocrito en el grupo 1 (GK-1 a 0.5 mg/kg peso) de hembras con 

respecto al grupo de control; sin embargo, estas alteraciones no son relevantes, ya que los 

valores medios para ambos parámetros están dentro de los intervalos de referencia para las ratas 
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[León et al., 2011]. Además, estas diferencias están relacionadas con la edad de las ratas 

[Ahluwalia et al., 2000] y solo se observaron en el último muestreo de los animales. 

GK-1 indujo un aumento en los niveles de neutrófilos después de las administraciones repetidas. 

Considerando que no se encontraron reacciones locales en el sitio de inyección y de acuerdo con 

el análisis histopatológico en donde no se observó infiltración de neutrófilos en otros tejidos 

(cerebro, bazo, hígado, riñón), este aumento puede estar relacionado con las propiedades 

adyuvantes de GK- 1, promoviendo el transporte de antígeno desde el sitio de inyección a los 

ganglios linfáticos, favoreciendo la actividad de APC como se ha sugerido previamente para otros 

estímulos [de Veer et al., 2010; Kolaczkowska and Kubes, 2013], así como a la producción de IL-

6 reportada en este estudio.  

Por otro lado, las diferencias observadas en el contenido de plaquetas en las ratas de ambos 

sexos son atribuibles a la agregación plaquetaria y se encuentran por debajo de los valores de 

referencia [Kampfman et al., 2012]. Todos estos hallazgos indican que GK-1 no tuvo efectos no 

deseables en las células sanguíneas circulantes (Tablas 3 y 4). 

Se han identificado varios parámetros para evaluar la patología clínica asociados con la toxicidad 

de fármacos en los principales órganos blanco (hígado, riñón, corazón) que se aplican de forma 

rutinaria. A nivel molecular estos parámetros de química clínica se basan en actividades 

enzimáticas o metabolitos endógenos que se cuantifican en suero u orina por métodos 

bioquímicos [Muller and Dieterle, 2009]. La magnitud (y la duración) del cambio dinámico en el 

nivel de estos biomarcadores considerados toxicológicamente significativos debe interpretarse en 

conjunto con el estudio histopatológico correspondiente [Muller and Dieterle, 2009]. 

El hígado es el órgano principal donde se metabolizan los agentes exógenos y endógenos. 

Cualquier daño al hígado provoca un aumento de los niveles sanguíneos de sustancias y enzimas 

tales como la ALT, AST, glucosa y colesterol [Hu et al., 2014; Zhang et al., 2017]. Cuando se 

administró a la dosis más baja (0.5 mg / kg), GK-1 indujo un aumento en los niveles de ALT y 

glucosa con respecto al grupo de control en ratas macho (Tabla 6). Sin embargo, el valor medio 

no excedió los intervalos de referencia y el aumento medio se debió a un solo animal al final del 

estudio. Por otro lado, el examen histopatológico del hígado de todos los animales en estudio 

reveló una discreta congestión hepática correspondiente a la eutanasia aplicada a los animales 

mediante asfixia por CO2, no relacionada con el protocolo experimental ni asociada a los niveles 

elevados de ALT y glucosa. Ninguna otra dosis evaluada mostró este aumento. La función renal 

no se vio afectada por la administración de GK-1 a ningún nivel de dosis. La seguridad del péptido 

GK-1 en la toxicidad sobre la función de los órganos se correlacionó con los hallazgos 

histológicos. Las fotomicrografías de secciones de varios órganos no mostraron alteraciones en 

la estructura celular ni cambios patológicos. 
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Finalmente, en este estudio se evaluó el potencial genotóxico de GK-1. Este parámetro es útil 

para evaluar la seguridad de medicamentos o nuevos adyuvantes de vacunas, ya que algunas 

sustancias pueden conducir a la carcinogénesis [WHO, 2005], especialmente considerando la 

producción sintética del péptido [Thybaud et al., 2016]. Tomando en cuenta que la Fase clínica I 

se limita a un número pequeño de voluntarios, solo se requieren resultados de las pruebas in vitro 

de mutagénesis bacteriana y estudios en células de mamífero en cultivo [Genoma España, 2012].  

Sin embargo, basados en la selección de baterías sugeridas por la guía ICH S2(R1), se 

seleccionaron tres ensayos diferentes, el ensayo de mutación inversa bacteriana (prueba de 

Ames), la prueba de micronúcleos y el ensayo de daño cromosómico para evaluar la 

genotoxicidad del péptido GK-1. Se ha reconocido la prueba de aberraciones cromosómicas 

como un biomarcador importante de la exposición humana a los productos químicos genotóxicos. 

Se ha reportado que los metabolitos secretados por varios parásitos (como Trichinella spiralis, 

Ascaris suum y Toxocara canis) tienen un efecto mutagénico en las células somáticas y 

generativas del ratón [Bekish, 2001]. A pesar de ser de origen helmíntico, GK-1 no indujo 

aberraciones cromosómicas directamente (sin activación metabólica) ni a través de metabolitos 

intermedios mutagénicos activos (con activadores metabólicos).  

Con respecto a la medición de micronúcleos en eritrocitos y reticulocitos como marcador de daño 

citogenético, se encontró que aún en la dosis más alta empleada (12.5 mg/kg peso), el GK-1 no 

indujo reticulocitos micronucleados. Adicional a estos resultados, las observaciones previas sobre 

las BM-DCs cultivadas con el péptido GK-1 fluorescente mostraron que el péptido se encuentra 

dentro de las células, pero no se localiza junto con los núcleos celulares teñidos con DAPI. 

Finalmente, GK-1 no induce mutagénesis como se observa mediante el ensayo de mutación 

inversa bacteriana (prueba de Ames).  

 

Los resultados obtenidos durante el estudio preclínico de GK-1 eran esperados considerando que 

éste, aunque es producido sintéticamente, se deriva de una proteína parasitaria que contiene 

aminoácidos naturales [Bobes et al., 2017], una condición que pronostica su falta de toxicidad y 

genotoxicidad [Genoma España, 2012; Vitali, 2015; Thybaud et al., 2016].   

 

El creciente conocimiento sobre cómo el sistema inmunitario interactúa para combatir procesos 

asociados a procesos infecciosos o condiciones de inmunosupresión está conduciendo a la 

búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas empleando como herramienta la modulación del 

propio sistema inmune, lo cual requiere de una extensa evaluación de los mecanismos de acción, 

así como de la seguridad preclínica. 
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Este trabajo demostró que la respuesta observada previamente sobre las APC está asociada a 

la activación de las vías de señalización MAPK y NF-κB, dependiente del adaptador Myd88, lo 

que sugiere la posible interacción de GK-1 con receptores TLR y que se traduce en la inducción 

de una respuesta inmune innata y adaptativa eficiente.  Adicionalmente, se demostró la seguridad 

del péptido GK-1 a través de una evaluación de toxicidad subcutánea subcrónica, así como los 

estudios de genotoxicidad indicaron que el péptido no induce mutagenicidad.  
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APENDICE I. Desarrollo y validación del método cromatográfico para la identificación y 

estudio de estabilidad del péptido GK-1 

 

1. INTRODUCCIÓN 

La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es una técnica que consiste en la separación 

de componentes (por ejemplo, proteínas y péptidos) y su posterior detección. Este método se 

basa en la interacción de la muestra con una fase móvil líquida y/o gas y una fase estacionaria 

generalmente sólida [CDER 1994]. Cabe mencionar que existen diversos tipos cromatográficos 

como por ejemplo cromatografía de gases, capa fina, en papel, etc. que se eligen de acuerdo con 

las características fisicoquímicas de la muestra. La fase móvil se lleva a una columna en donde 

se encuentra la fase estacionaria que se trata de un sólido o un líquido fijado en un sólido.  La 

fase estacionaria utiliza una variedad de columnas de acuerdo al tamaño de la partícula (diámetro 

de partícula 3, 5, 10 μm) y existen diferentes materiales que se emplean como material de 

empaque (ejemplo la sílice) [Jandera et al., 2011]. Un tamaño de partícula pequeño permite que 

la superficie de la columna sea mucho mayor y por lo tanto, aumente las interacciones entre la 

fase estacionaria y las moléculas que fluyen a través de ésta. La fase móvil consiste en un fluido 

que permite la elución de la muestra a través de la columna; para que la fase móvil fluya en la 

columna se emplea una bomba que genera altas presiones, lo que permite obtener tiempos de 

análisis reducidos. De este modo, los componentes atraviesan la fase estacionaria a distintas 

velocidades y se van separando. Después de pasar los componentes por la fase estacionaria y 

separarse, pasan por un detector que genera una señal que puede depender de la concentración 

y del tipo de compuesto. 

Generalmente, el papel esencial de las bombas es impulsar a la fase móvil con presión y flujo 

constante. El proceso de inyección de la muestra en la actualidad es de forma automática, las 

columnas que se utilizan normalmente son de acero inoxidable y el papel de los detectores es 

indicar el momento de aparición de los diferentes componentes que constituyen la muestra y 

calificarlo tanto cuantitativamente como cualitativamente [McNair, Monografía científica de la 

OEA]. 

En la cromatografía de fase reversa (RP) la fase estacionaria está constituida por una fase no 

polar inmovilizada sobre un sólido inerte (cadenas de hidrocarburos, principalmente de 18 y 8 

carbonos) y la fase móvil es un líquido polar. En este caso, los compuestos polares 

interaccionarán con la fase móvil y no con la fase estacionaria como sucede en el HPLC 

convencional, permitiendo que los compuestos polares pasen con mayor facilidad a través de la 

columna. El tiempo que tarda un compuesto en pasar a través de la columna al sistema de 

detección se conoce como tiempo de retención. Este tiempo se mide desde el tiempo en que se 
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inyecta la muestra y hasta que se detecta un pico [Jandera et al., 2011]. El tiempo de retención 

de un compuesto puede variar en función de la naturaleza de la fase estacionaria, la composición 

de la fase móvil, la composición de la muestra, las condiciones de flujo y el tipo de muestra.  

Los métodos de detección que se pueden utilizar en la técnica de HPLC son altamente 

automatizados y extremadamente sensibles. Un método de detección comúnmente utilizado es 

la absorción de luz ultravioleta (UV) que se basa en la capacidad de los compuestos de absorber 

la luz UV a diferentes longitudes de onda y la cantidad de luz absorbida depende de la cantidad 

del compuesto que pasa a través de la columna. Este método emplea principalmente lámparas 

de deuterio, xenon o wolframio en un rango de longitud de onda de 190 a 900 nm [Hancock 1984]. 

Otros métodos de detección empleados son la espectrometría de masas (MS), el detector de 

fotodiodos, el índice de refracción y de fluorescencia. Para este proyecto se empleó un detector 

de luz UV para el desarrollo del método analítico y la identificación del péptido GK-1. 

 

2. ANTECEDENTES 

La cromatografía de fase reversa de alta resolución (RP-HPLC) ha sido utilizada como un método 

para la determinación de la hidrofobicidad de los péptidos con diferentes secuencias de 

aminoácidos, parámetro crucial en los estudios de estructura e interacciones proteínicas 

[Shamshurin et al., 2011]. Los péptidos exhiben distintos grados de polaridad y en consecuencia, 

las condiciones cromatográficas serán distintas para cada molécula. El análisis de péptidos puede 

dificultarse empleando columnas de fase reversa debido a la baja resolución de las mismas, así 

como los tiempos de retención prolongados. La adición de sales a la fase móvil favorece el perfil 

cromatográfico, dado que bloquea las interacciones de la muestra con el material de empaque 

de la fase estacionaria [Hancock 1984]. Tal es el caso del uso del ácido fosfórico (H3PO4) o sales 

de fosfato en la fase móvil, los cuales facilitan el análisis de varios péptidos permitiendo su 

detección por luz UV en un intervalo de 200-220nm. Se pueden adicionar también agentes 

iónicos, aniónicos o no polares en la fase móvil, los cuales interaccionan con los grupos RNH3+ 

de los péptidos. Los agentes iónicos hidrofílicos como el H3PO4 incrementan la polaridad de la 

muestra produciendo una reducción en el tiempo de retención, por lo tanto, son de utilidad para 

péptidos hidrofóbicos. Por otro lado, los agentes iónicos hidrofóbicos como los alquilsulfonatos 

(hexanosulfonato de sodio, dodecil sulfato de sodio) incrementan la retención de los péptidos 

polares. El empleo del ácido trifluoroacético (TFA) en la fase móvil da resultados similares a los 

obtenidos con H3PO4; la desventaja que presenta es que debido a su gran acidez disminuye el 

tiempo de vida de las columnas. En cambio, en columnas no polares, los péptidos polares no son 

lo suficientemente retenidos para una separación eficiente en presencia de TFA. Sin embargo, 

debido a su gran volatilidad permite su uso en la purificación de péptidos [Hancock 1984]. 
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El comportamiento cromatográfico de los péptidos está relacionado principalmente a su 

composición de aminoácidos (aa), sin embargo, se han observado diferentes tiempos de 

retención para un mismo aminoácido en distintos péptidos [Baczek and Kaliszan, 2009]. La 

contribución de la secuencia y las propiedades fisicoquímicas del péptido (hidrofobicidad, longitud 

del péptido) afectan el tiempo de retención de los péptidos en la cromatografía líquida [Baczek 

and Kaliszan, 2009]. 

A continuación, se detallan los métodos analíticos desarrollados por distintos grupos de 

investigación para el análisis cromatográfico de péptidos. 

Para la identificación de un conjunto de péptidos con actividad antimicrobiana (AMP) aislados de 

Rapana venosa se empleó una cromatografía de fase reversa con una columna de nucleosil 7 

C18 de 10 X 250 mm (Macherey-Nagel, Düren, Germany) y la columna se equilibró con un buffer 

A de TFA al 0.1% en agua. La elución se realizó en tres pasos empleando 20%, 50% y 80% de 

solución B (0.08% TFA en acetonitrilo (ACN) al 80%) a una velocidad de flujo de 1.5mL/min. Las 

determinaciones se realizaron a 280 y 214nm empleando un sistema de absorción UV.  Bajo 

estas condiciones se lograron identificar once fracciones que fluctuaban entre los 3 a 9.5 kDa; la 

fracción de 9 kDa corresponde a un péptido rico en prolinas cuya secuencia APPPGYAMESDSFS 

(los aminoácidos presentes en el péptido GK-1 se marcan en negritas) y se obtuvo en un tiempo 

de retención de aproximadamente 40 minutos [Dolashka et al., 2011]. 

Kelps y colbs. (2011) reportan un método analítico para separar tres péptidos estimuladores de 

dopamina de 5, 11 y 17 aa emplearon un equipo Waters Breeze System acoplado a un detector 

de UV/VIS de longitud de onda dual. Las muestras se inyectaron en una columna C4 de 4.6 X 75 

mm (GRACE/Vydac 214TP54, Deerfield, IL) utilizando una velocidad de flujo de 1.0 mL/min y con 

una longitud de onda de 214nm. La fase móvil correspondió a un gradiente acetonitrilo-agua 

(25:75, v/v) en presencia de TFA al 0.1%. Se logró la separación de los tres péptidos bajo estas 

condiciones cromatográficas después de 30 minutos. El péptido de 11 aa con la secuencia 

PPEAPAEDRSL-amida (los aminoácidos presentes en el péptido GK-1 se marcan en negritas) 

eluyeron en un tiempo de retención de 20 minutos. 

Kritsch y colbs. (2005) establecieron una técnica de separación del complejo IC31 para realizar 

la identificación y cuantificación del péptido catiónico KLK y el oligonucleótido ODN1a mediante 

RP-HPLC. El método analítico se realizó en un equipo Alliance 2695 con un detector de longitud 

dual Waters 2487 (Waters Corp., Milford, MA). Para la identificación del péptido se utilizó una 

columna Suplex PKB-100 de 4 X 200 mm, 5 µm (Supelco; Bellefonte, PA) empleando un gradiente 

de 20 mM de ácido metanosulfónico (MSA) y 0.05% TFA en ACN y se empleó una longitud de 

onda de 225 nm. El péptido KLK se obtuvo en un tiempo de retención de 7.05 min con una buena 

resolución. El método fue validado obteniendo una exactitud de 98.5% (±1.8%).  La linealidad del 
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método se obtuvo en un intervalo de concentraciones de 0–150 µg/ml de KLK; este intervalo 

contiene la cantidad de KLK presente en las distintas formulaciones de IC31. 

En otro estudio se describió la técnica de cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 

masas (HPLC-MS/MS) diseñada para la determinación de pidotimod en plasma de humanos. El 

método fue validado y aplicado para los estudios fármacocinéticos en voluntarios sanos después 

de la administración oral de pidotimod en tabletas. El método cromatográfico se desarrolló en un 

sistema ACQUITY UPLCTM (Waters Corp. Milford, MA) empleando una columna UltimateTM XB-

C8 5 µm de 4.6 X 50mm. La fase móvil correspondió a un gradiente de metanol-agua (65:35 v/v) 

conteniendo 0.5% de ácido fórmico y utilizando un flujo de 0.2 mL/min. El sistema de detección 

empleó dos canales, el canal 1 para el pidotimod con un tiempo de retención de 3.8 min, y el 

canal 2 para el estándar interno empleado con un tiempo de retención de 4.0 min. No se observa 

interferencia entre los compuestos empleando estas condiciones cromatográficas [Zhang et al., 

2009].  

 

3. JUSTIFICACIÓN 

La cromatografía de fase reversa de alta resolución (RP-HPLC) es una herramienta sensible, 

rápida y selectiva que ha sido utilizada como un método para la identificación y cuantificación de 

compuestos de interés. En los últimos años el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas provee 

evidencia de las condiciones óptimas para la administración de un fármaco basado en su 

comportamiento durante el proceso de elaboración y almacenamiento. Sin embargo, el principal 

problema que plantea el desarrollo de las nuevas preparaciones farmacéuticas es mantener 

intacta la estructura de la molécula que puede estar determinada por la influencia de diversos 

factores fisicoquímicos, y por lo tanto repercute en su eficacia. El desarrollar un método analítico 

permite la identificación de una molécula en una nueva forma farmacéutica. Por esta razón es 

necesario desarrollar un método analítico que permita la identificación y cuantificación del péptido 

GK-1 mediante HPLC de fase reversa. Además, este método será de utilidad para determinar la 

estabilidad del péptido GK-1. 

 

4. OBJETIVO  

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Desarrollar un método analítico que permita identificar y determinar la estabilidad del péptido GK-

1. 
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

- Determinar las condiciones cromatográficas del método de HPLC 

- Validar los parámetros cromatográficos del método analítico 

- Estudiar la estabilidad del péptido sintético GK-1 en solución inyectable 

 

5. MATERIAL Y METODOS 

 

5.1. Péptido GK-1 

Se utilizó el péptido sintético GK-1 (lote 79617) sintetizado en la compañía AnaSpec Inc, USA 

con una pureza mayor al 95%. 

 

5.2. Condiciones cromatográficas  

El método cromatográfico se realizó en un sistema Waters 600 Controller, acoplado a un detector 

de onda variable UV-2075 Plus (Jasco, UK). La columna SunFire de 18 carbonos (C18) de 4.6 x 

150mm (Waters Corp. Milford, MA) se empleó para la identificación del péptido GK-1. La fase 

móvil consistió en una mezcla de solución de Trifluoroacético (TFA) al 0.02% en agua a un pH de 

3.5 y Acetonitrilo con una concentración de 0.02% de TFA v/v, la elución del compuesto se hizo 

por gradiente. Las determinaciones se realizaron a una longitud de onda de 220 nm y se empleó 

un sistema de adquisición de datos Chrom Perfect, Instrument Interface. En la tabla 1 se resumen 

las condiciones cromatográficas para la identificación del péptido GK-1. 

Tabla 1. Condiciones cromatográficas para la identificación de GK1 

Columna: Sunfire C18 5µm de 4.6 x 150mm 

Fase móvil A: TFA al 0.02% (v/v) en H2O 

Fase móvil B: TFA al 0.02% (v/v) en Acetonitrilo (ACN) 

Elución: Gradiente 0-100% de la fase móvil B  

Flujo: 1.0mL/min 

Volumen de inyección: 10 µL 

Equipo de HPLC: Waters 600 Controller 

Detección: UV-2075 Plus, Intelligent UV/Vis Detector  

Longitud de onda: 220nm 
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5.3. Validación del método analítico 

El método de HPLC fue validado para selectividad, linealidad, límite de detección y cuantificación, 

precisión y exactitud de acuerdo a las guías de validación de los métodos cromatográficos de la 

FDA [CDER 1994].  

 

Selectividad. Es la habilidad del método analítico para asegurar inequívocamente que la 

respuesta del compuesto de interés no se ve afectada por otros componentes que pueden estar 

presentes. En este caso como no se contaba con un estándar de GK-1, se inyectaron muestras 

que contenían el GK-1 disuelto en solución salina al 0.9% (SSI) en presencia o ausencia de 

estándar interno. El estándar interno corresponde a un péptido de 12 aa denominado KETc1 cuya 

secuencia es APMSTPSATSVR y que fue sintetizado por AnaSpec Inc con una pureza mayor al 

95% (lote 79616). Para la discriminación del procedimiento se compararon los cromatogramas 

obtenidos de las muestras que contenían el péptido con respecto a las muestras que no lo 

incluían; así mismo se utilizó un blanco que sólo contenía el componente de disolución de ambos 

péptidos (solución salina al 0.9%). El criterio de aceptación es la identificación individual de los 

picos de cada componente (diferenciando el pico correspondiente al péptido GK-1) y ver que 

estos no interfieran entre sí. Además, con esta prueba se determinó el tiempo de retención para 

cada componente.  

Linealidad. Es la capacidad del método analítico para producir resultados directamente 

proporcionales a la concentración del analito (GK-1) dentro de un intervalo dado. Para determinar 

este parámetro se preparó una curva de calibración con soluciones que contenían cinco niveles 

de concentración en un intervalo que va de 0.015 0.24 mg/mL del péptido GK-1. Este 

procedimiento se repitió en forma independiente por lo menos 3 veces, tomando como concepto 

de linealidad el coeficiente de correlación (r2) obtenido del ajuste de la curva de calibración por 

medio de una regresión lineal por mínimos cuadrados en el cual se utilizó la concentración como 

variable “x” y la respuesta como variable “y”. La linealidad se acepta si el coeficiente de 

determinación es mayor o igual a 0.995, debe indicarse la pendiente de la regresión y el 

intercepto- “y”. 

Límite de detección. Este parámetro se define como la cantidad mínima del analito (péptido GK-

1) que puede ser detectado por el método cromatográfico. Se prepararon muestras de GK-1 a 

diferentes niveles de concentración (0.001 a 0.015 mg/mL) y se inyectaron por triplicado en el 

sistema cromatográfico. Para determinar este parámetro se calculó la señal analítica mínima 

distinguible (Sm) con la siguiente fórmula: Sm =Ybl + 3 Sbl, donde Ybl es la media del blanco y 

Sbl la desviación estándar del blanco utilizando la ecuación de linealidad. El valor Sm se extrapoló 
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en la ecuación de la curva de límite de detección El criterio de aceptación corresponde a la 

concentración mínima a la cual el analito es detectado con una relación 3:1 de la señal de ruido. 

Límite de cuantificación. Es definido como la concentración más baja que el método analítico 

es capaz de detectar y cuantificar con precisión y exactitud. Para determinar este parámetro se 

utilizó la siguiente fórmula: Sm =Ybl + 10 Sbl; donde Ybl es la media del blanco, Sbl la desviación 

estándar del blanco utilizando la ecuación de linealidad. El valor Sm se extrapoló en la ecuación 

de la curva de límite de detección, y se obtuvo el límite de cuantificación en términos de 

concentración.   

Precisión: La precisión es el grado de correspondencia que guardan los resultados cuando el 

método analítico se aplica repetidamente a múltiples tomas de una muestra homogénea. Para 

determinar la precisión en términos de repetibilidad, se realizaron múltiples inyecciones (n=3) de 

tres niveles de concentración (0.025, 0.08, 0.16 mg/mL) de pesadas independientes de GK-1. 

Como criterio de aceptación para este parámetro se reporta un porcentaje menor o igual al 3% 

del coeficiente de variación.  

Robustez. Se define como la medida de la capacidad del método para permanecer inalterado 

ante pequeñas, pero deliberadas variaciones en ciertos parámetros, proporcionando fiabilidad o 

estabilidad del método durante su empleo. Para determinar este parámetro se comparó el análisis 

de valoración de GK-1 de acuerdo al método analítico descrito, y se realizó una variación al 

método modificando el pH de la fase móvil y el flujo (0.8 y 1.2 mL/min). Además, se empleó un 

gradiente de elución diferente. Se inyectaron por triplicado diferentes concentraciones (0.1 y 0.5 

mg/mL) del péptido GK-1 disuelto en DMSO y en la fase móvil. El criterio de aceptación es la 

diferencia relativa del porcentaje de GK-1 con respecto al porcentaje inicial en cada condición, el 

cual no debe ser mayor al 2%. 

 

5.4. Estudio de estabilidad 

Para evaluar la estabilidad del péptido GK-1 en distintas condiciones de pH y temperatura se 

empleó el método analítico de HPLC validado anteriormente. 

Influencia del pH. Para evaluar la estabilidad de GK-1 los ensayos se llevaron a cabo a 25°C, 

bajo esta condición se empleó una solución del péptido GK-1 a una concentración de 200 µg/mL 

en buffer de fosfato 0.2M / ácido cítrico 0.1M ajustando a distintos valores de pH: 2.16, 3.75, 7.2 

y 8. Los ensayos se realizaron por duplicado y se identificaron los  picos correspondientes al 

péptido GK-1 y los posibles productos de degradación en distintos tiempos (15, 30 minutos y 5 

h).   

Además, se evaluó la estabilidad del péptido GK-1 en condiciones de pH extremo llevando a cabo 

la siguiente metodología: 
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-  Degradación ácida (pH=1). Una alícuota de 40 µL de la solución stock de GK-1 (1mg/mL) 

se transfirió a un microtubo de 2mL y se adicionaron 60 µL de HCl 2 N, se mezcló y se dejó 

reposar 1 hora. Transcurrido el tiempo, se neutralizó con 165 µL NaOH 2 N. La concentración 

final de GK-1 en la muestra posterior a la neutralización (pH=7) fue de 150 µg/mL. De la misma 

manera se utilizó un blanco que sólo contenía los componentes de disolución del péptido (agua 

inyectable y DMSO). Al final la muestra se inyectó en el sistema cromatográfico. 

- Degradación básica (pH=14). Una alícuota de 40 µL de la solución stock de GK-1 se 

transfirió a un microtubo de 2mL y se adicionaron 60 µL de NaOH 0.1N, se mezcló y dejó reposar 

1 hora. Finalizado este tiempo, se neutralizó con 25 µL HCl 0.1 N. La concentración final de GK-

1 en la muestra posterior a la neutralización (pH=4) fue de 320 µg/mL. Así mismo, se utilizó un 

blanco que sólo contenía los componentes de disolución del péptido (agua inyectable y DMSO). 

Al final la muestra se inyectó en el sistema cromatográfico. 

Influencia de la temperatura. Para evaluar este parámetro se estudió la estabilidad del péptido 

GK-1 a una concentración de 200 µg/mL y un pH de 7.2, y se sometió a una temperatura de 4, 

25 y 40°C. Los ensayos se realizarán por duplicado y se tomaron alícuotas a distintos intervalos 

de tiempo (30, 60 minutos y 5 h) para obtener diferentes grados de degradación del péptido GK-

1. 

 

Estabilidad. Es proveer evidencia documentada de cómo las características fisicoquímicas, 

microbiológicas y biológicas de un producto varían con el tiempo bajo la influencia de factores 

ambientales tales como: temperatura, humedad y luz. Para realizar esta prueba una solución 

stock del péptido GK-1 (1mg/mL) se sometió a dos ciclos de congelación (-20°C) y 

descongelación (temperatura ambiente) durante 1 h a cada temperatura y a un tercer ciclo de 

congelación de 12 horas y 1 hora de descongelación. Por otra parte, se prepararon dos soluciones 

stock de GK-1, una fue almacenada a – 20°C durante 5 meses y la otra a temperatura ambiente 

durante 10 y 30 días para determinar la estabilidad a largo y corto plazo, respectivamente. Los 

ensayos se realizaron empleando una concentración de GK-1 de 200 µg/mL.  

Adicionalmente, se evaluó la estabilidad del péptido bajo condiciones extremas empleando una 

cámara de humedad y temperatura controlada ubicada en el laboratorio de Tecnología 

Farmaceútica de la Facultad de Química de la UNAM. Para lo cual un vial con 5 mg del péptido 

liofilizado se sometió a la cámara bajo las siguientes condiciones de acuerdo con la NOM-073-

SSA1-2005 para nuevas sustancias: 40 °C ± 2 °C, 75% humedad relativa ± 5%, durante 3 meses. 
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Análisis de datos 

Para calcular el porcentaje de recobro se realizó una curva de calibración a diferentes niveles de 

concentración (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 mg/mL) empleando una solución de GK-1 de reciente 

preparación, y se calculó el porcentaje de recobro comparando la concentración obtenida en las 

diferentes condiciones evaluadas en relación con la concentración teórica de las soluciones de 

trabajo de GK-1, considerada como el 100%. 

 

6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Validación del método cromatográfico 

 

Selectividad. En la Figura 1 se muestran los picos correspondientes al estándar interno KETc1 

(tiempo de retención de 9.8 minutos) y al péptido GK-1 (tiempo de retención de 13 minutos), no 

encontrando interferencia entre ambos picos, lo que indica una buena selectividad del método. 

 

Figura 1. Cromatograma representativo de la selectividad del método en muestras que contienen un blanco 
(SSI), el estándar interno KETC1 y el péptido GK-1 disueltos en SSI en una concentración de 0.16 mg/mL, 
y GK-1 en presencia del estándar interno en concentración 0.08mg/mL, respectivamente detectados a una 
longitud de onda de 220nm. 

 

Linealidad. Para corroborar la linealidad del método se inyectaron por triplicado cinco 

concentraciones de GK-1 en el intervalo de concentración 0.015 a 0.24 mg/mL. El péptido GK-1 

mostró un buen coeficiente de correlación (r2=0.9994) en el rango de concentración evaluado 

(Figura 2). El valor medio del coeficiente de correlación, la pendiente y el intercepto “y” fueron 

0.9993 ± 0.0002, 1.9441E+7 ± 0.118 y 125922 ± 35831, respectivamente. 
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Figura 2. Linealidad del método analítico para identificar GK-1 en el intervalo de concentración 0.015 a 0.24 

mg/mL 

 

Límites de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ). Para determinar el LOD y LOQ se 

realizaron diluciones de una solución stock de GK-1 (1mg/mL) en el intervalo de concentración 

0.001 a 0.015 mg/mL. Las muestras se inyectaron por triplicado en el sistema y la señal obtenida 

de las muestras se comparó con la señal del blanco con una relación 3:1 (LOD) y 10:1 (LOQ). De 

esta manera se encontró que el límite de detección y cuantificación para el péptido GK-1 es de 

0.001 y 0.018 mg/mL, respectivamente (Figura 3). 

 

Figura 3. Curva de calibración para determinar límite de detección y cuantificación del método en el 

intervalo de concentración 0.001 a 0.015 mg/mL 
 

Precisión. La precisión del método se determinó en términos de repetibilidad intra e interdía, 

realizando nueve determinaciones de concentraciones dentro del intervalo de linealidad. Para ello 
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se inyectaron por triplicado tres niveles diferentes de concentración (0.025, 0.08. 0.16 mg/mL) de 

pesadas independientes. La Tabla 1 muestra un coeficiente de variación menor al 3% y un 

porcentaje de recobro del 100-107% en las tres concentraciones evaluadas, mostrando que el 

método es preciso y exacto.  

 

Tabla 1. Precisión del método en términos de repetibilidad 

 
 

Robustez. Se preparó una muestra de GK-1 en una concentración de 0.1 y 0.5 mg/mL y se 

realizaron deliberadas modificaciones al método analítico que se indican en la Tabla 2. 

  
Tabla 2. Condiciones cromatográficas para la evaluación de robustez del método analítico 

CONDICIONES 

INICIALES 

CONDICIONES EXPERIMENTALES 

 Gradiente A Gradiente B 

Fase móvil: 
TFA 0.02%/H2O y 
TFA 0.02% / ACN  
Flujo: 1.0mL/min 

Gradiente B 
220nm 

Flujo 
mL/min 

Longitud de onda 
nm 

Dilución de GK-1 
en 

 
0.8 

 
1.0 

 
240 

 
DMSO / H2O 

 
Fase móvil 
  TFA /ACN 

 

En la Figura 4 (a-c) se observa que empleando una concentración de 0.5 mg/mL de GK-1 y 

modificando el gradiente de elución no hay diferencia en los tiempos de retención; sin embargo, 

cambia drásticamente la intensidad de la señal del pico de GK-1, por lo que bajo estas 

condiciones el método no es robusto. Por otro lado, empleando el péptido GK-1 en una 

concentración de 0.1 mg/mL y modificando el flujo de elución (0.8 y 1 mL/min) con el gradiente A 

(Figura 4d) no se observa diferencia en la intensidad de la señal, pero se modifica ligeramente el 

tiempo de retención que están dentro de los límites permitidos. En la Figura 4 (e-f) se observa 

que al modificar el medio de disolución del péptido GK-1 (0.1 mg/mL) no hay diferencia en el 

tiempo de retención y la intensidad de la señal; por lo tanto, bajo estas condiciones el método 

analítico es robusto. 

Concentración 

(mg/mL)

Concentración calculada 

intradía (mg/mL)                  

Media ± SD (n=3)

%CV

Concentración calculada 

interdía (mg/mL)                         

Media ± SD (n=3)

%CV % Recobro

0.025 0.028 ± 0.00 0.55 0.026 ± 0.001 1.9 107.7

0.08 0.082 ± 0.001 1.29 0.084 ± 0.003 0.4 104.1

0.16 0.157 ± 0.003 2.22 0.165 ± 0.017 1.03 100.3
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Figura 4. Cromatograma representativo de la robustez del método analítico. Tiempos de retención 

obtenidos para el péptido GK-1 en concentración 0.5 mg/mL en a) Condición inicial; b) Gradiente A; c) 

Gradiente A detectado a 240 nm; y para el péptido GK-1 en concentración 0.1 mg/mL en d) Flujo de 0.8 

mL/min 1.0 mL/min; e) GK-1 disuelto en DMSO y agua inyectable; f) GK-1 disuelto en la fase móvil (TFA 

/ACN). 

 

6.2 Estabilidad del péptido GK-1 

Influencia del pH 

Se estudió el efecto de pH a distintos tiempos (15, 30 minutos y 5 h) para evaluar productos de 

degradación de GK-1. La Figura 5 (a, c, e, y g) muestra los blancos correspondientes a los 

distintos buffers con pH de 2.16, 3.75, 7.2 y 8, respectivamente, se observa picos asociados a las 

distintas concentraciones de las sales presentes en cada buffer a las 5 horas, reproduciéndose 

el mismo patrón a tiempos menores. Además, se observa un pico obtenido en un tiempo de 

retención aproximado de 6.5 minutos que corresponde al citrato, el cual va disminuyendo 

conforme aumenta el pH. En la figura 5 (b, d, f, h) se observan los picos de GK-1 y DMSO en los 

tiempos esperados, así como los picos identificados en los distintos blancos.  
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Figura 5. Cromatograma representativo del efecto de pH en un tiempo de 5 horas en muestras que 
contienen el buffer como blanco (a, c, e, g) y GK-1 disuelto en DMSO (b, d, f, h) en concentración de 200 
µg/mL, bajo distintos valores de pH: 2.16 (a-b), 3.75 (c-d), 7.2 (e-f), y 8 (g-h). 

 
En la Figura 6 se muestran los cromatogramas obtenidos después de someter al blanco y el 

péptido GK-1 a una condición de pH ácido extremo después de 1 hora. En el blanco se obtuvieron 

picos de poca intensidad que corresponden a las sales formadas después del proceso de 

neutralización; mientras que en la muestra de GK-1 se observan los picos representativos de 

DMSO y GK-1 (3 y 12.93 minutos). Al comparar ambos cromatogramas no se encontraron 

evidencias de una posible degradación del péptido bajo esta condición.  
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Figura 6. Estabilidad del péptido GK-1 en condición extrema de pH ácido (pH=1). Cromatograma obtenido 

después de neutralizar la muestra en un pH de 7 y con una concentración final de GK-1 de150 µg/mL. 

 

En la Figura 7 se representan los cromatogramas del blanco y GK-1 después de someterlos a 

una condición básica extrema durante un tiempo de 1 hora. En el blanco se obtuvieron señales 

que corresponden a las sales formadas durante la neutralización, mientras que en el 

cromatograma de GK-1 se obtuvieron nuevamente los picos para DMSO y GK-1 en los tiempos 

de retención esperados, observándose una mayor intensidad en los picos identificados en el 

blanco debido a una posible acumulación de las sales en la columna. Sin embargo, estos 

resultados sugieren que no existen productos de degradación del péptido.  

 

Figura 7. Cromatograma obtenido después de someter al péptido GK-1 a una condición extrema de pH 
básico (pH=14). La muestra se inyectó después de neutralización en pH=4 y con una concentración final 
de GK-1 de 320 µg/mL.  
 

Influencia de temperatura 

Se estudió el efecto de la temperatura a distintos tiempos (30, 60 minutos y 5 h) para evaluar la 

estabilidad de GK-1. En la figura 8 a, c, e se muestran los blancos correspondientes en cada 

temperatura evaluada 4, 25 y 40 °C, respectivamente, no observándose diferencias en los 

distintos tiempos evaluados. En la figura 8 (b, d, f) se representan los cromatogramas obtenidos 

con la muestra de GK-1, en ellos aparecen los picos correspondientes a DMSO y GK-1 a tiempos 

de retención de 3 y 12.9 minutos (“Protocolo estabilidad GK-1 en solución inyectable”). 
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Figura 8. Efecto de la temperatura en la estabilidad de GK-1 determinado en un tiempo de 5 horas en 
muestras que contienen el buffer como blanco (a, c, e) y GK-1 disuelto en DMSO (b, d, f) en concentración 
de 200 µg/mL, bajo distintos valores de temperatura: 4°C (a-b), 25°C (c-d) y 40°C (e-f). 

 

Estabilidad 

La estabilidad del péptido GK-1 se evaluó bajo distintas condiciones de temperatura de 

almacenamiento (temperatura ambiente, congelación) y sometida a distintos ciclos de 

congelación y descongelación. En la figura 9 se muestran los cromatogramas obtenidos con la 

muestra de GK-1, en ellos aparecen los picos correspondientes a DMSO y GK-1 a tiempos de 

retención de 3 y 12.9 minutos. 
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos durante el estudio de estabilidad de GK-1 [200 µg/mL] sometido a la 
influencia de la temperatura durante el almacenamiento 
 

La estabilidad del péptido GK-1 en solución inyectable fue evaluada mediante el método 

cromatográfico validado, determinando el porcentaje de recobro bajo diferentes condiciones de 

pH, temperatura y almacenamiento. El porcentaje de recobro se definió como la suma del área 

de los picos correspondientes al péptido con respecto a un valor teórico, basado en la 

concentración conocida de la solución de trabajo. La tabla 1 muestra los porcentajes de recobro 

obtenidos para el péptido GK-1 bajo las distintas condiciones experimentales. Para la condición 

de pH, se obtuvo para los valores de pH ácido (2.16 y 3.75) y básico (8.0) un porcentaje de 

recobro en el intervalo de 83.3 a 88.1% lo que indica que el péptido se degrada ligeramente, 

mientras que en pH neutro (7.2) se obtuvo un 100% recobro lo que indica que bajo esta condición 

el péptido es estable.    

La estabilidad del péptido bajo la influencia de la temperatura indica que a 25 y 40 ºC, el GK-1 se 

degrada ligeramente obteniéndose un porcentaje de recobro del 88.2 y 86.8%, respectivamente; 

mientras que a 4 ºC se alcanza un 90.8% recobro lo que indica que el péptido se mantiene estable 

a esta temperatura.  
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El estudio de estabilidad mostró que el péptido almacenado a temperatura ambiente durante un 

tiempo prolongado (10 y 30 dÍas) es altamente degradado, obteniéndose un bajo porcentaje de 

recobro (36%) con respecto a la misma condición en un periodo corto (5h) (88%). Esto nos sugiere 

que probablemente la luz sea un factor que degrade el GK-1. El proceso de almacenamiento en 

congelación prolongada (5 meses) produce una ligera degradación del péptido con un 85.8% 

recobro. Sin embargo, el péptido GK-1 sometido a varios ciclos de congelación y descongelación 

se degrada en mayor cantidad conforme aumenta el número de ciclos de 1 a 3, produciendo una 

disminución en el porcentaje de recobro de 94.9 a 72.7%. 

  
Tabla 1. Porcentaje de recobro en muestras de GK-1 (200 µg/mL) sometidas a distintas condiciones de pH, 

temperatura y almacenamiento. 

Condición 
experimental 

Área bajo la curva 
(mV) 

Media ± SD 

Concentración 
obtenida (µg/mL) 

% 
Recobro 
promedio 

pH  

2.16      3246218 ±  93005 166.7 83.3 
3.75      3404980 ± 163213 174.6 87.3 
 7.2      4010793 ± 347839 204.4 102.2 
 8      3438336 ± 647637 176.3 88.1 

Estabilidad a corto plazo 

4 ºC      3544200 ±  73924 181.6 90.8 
25 ºC      3440993 ± 159800 176.4 88.2 
40 ºC      3386641 ± 577701 173.7 86.8 

Estabilidad prolongada  

TA, 10 días       1346598 ± 11575 72.1 36.1 
TA, 30 días       1513576 ± 43937 72.3 36.1 

Congelación, 5 meses 3346167 ± 104010 171.1 85.8 
Ciclos de congelación-
descongelación 

 

    
1º 3707919 ± 836813 189.8 94.9 
2º 3011390 ± 73924 155 77.5 
3º 2822006 ± 89684 145.5 72.7 

Estabilidad acelerada 3876683 ± 204563 198.2 99.1 
TA= temperatura ambiente.  
1 La concentración teórica de GK-1 durante la degradación ácida y básica corresponde a 150 y 320 µg/mL, 
respectivamente 
 
Para evaluar si el péptido GK-1 en forma liofilizada también era susceptible a degradarse se 

sometió a condiciones controladas de temperatura y humedad durante tres meses, 

encontrándose un alto porcentaje de recobro (99%), demostrando que el péptido en solución es 

menos estable que la forma liofilizada cuando se somete a temperaturas por encima de los 25°C. 

Se ha reportado que la incubación de proteínas a altas temperaturas produce la degradación 
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física de éstas como la agregación, la cual depende de las propiedades de la solución en la que 

se encuentra la proteína y en donde pequeños cambios como temperatura, concentración de 

sales, pH, etc pueden desestabilizar a la proteína [Chi et al., 2003]. 

 

7. CONCLUSIÓN 

 

Se desarrolló un método analítico capaz de identificar el péptido GK-1 mediante RP-HPLC. El 

método fue validado de acuerdo con las guías ICH mostrando ser selectivo, rápido, preciso y 

sensible. Los resultados muestran que el péptido GK-1 en solución es estable a pH neutro, a 

temperaturas menores a 4°C, pero es susceptible a procesos de congelación-descongelación, 

mientras que la forma liofilizada es más estable.  

El método mostró ser adecuado para el análisis de GK-1 como sustancia activa y los resultados 

obtenidos proveen información requerida para el desarrollo del producto.  
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A B S T R A C T

The 18-mer anionic peptide GK-1 has been successfully employed to improve the immunogenicity and protective
response induced by the influenza vaccine and exhibited some degree of protection against experimental murine
melanoma.

In this study, a sensitive and quantitative reversed-phase HPLC method was developed to study GK-1 stability
under different pH, temperature and storage time. The analysis was carried out on a Sunfire C18 column with
mobile phase of acetonitrile–water containing 0.02% TFA. The detection was performed on an UV/Vis Detector
at 220 nm. The method was validated with respect to linearity, limits of detection and quantification, precision
and selectivity. The linear calibration curves were obtained in the concentration range of 0.015–0.24 mg/mL
(r2 = 0.99) with lower limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 0.001 and 0.018 mg/mL, re-
spectively. The intra- and inter-day precision (relative standard deviation, R.S.D.) values were below 3% at all
quality control levels.

Forced degradation studies were conducted by introducing a sample of GK-1 peptide standard solution to
different conditions of pH (from 2 to 8), temperature (4, 25 and 40 °C) and storage time (10 days to 6 months).
The peptide GK-1 showed to be stable under different ranges of pH and temperature; however it was susceptible
to prolonged storage at room temperature.

Results shown in this study sustain the high stability of the GK-1 peptide using a reliable new selective and
precise method suitable for its analysis.

1. Introduction

The 18-amino acid peptide named GK-1, a protective epitope de-
rived from the KETc7 protein isolated from a cDNA library of Taenia
crassiceps [1], has been proved to improve the immunogenicity and
protective response induced by influenza vaccine [2]. Although the
mechanisms that underlie its effect are not completely identified, it is
known that the peptide enhances the humoral and the cellular response
through the improvement of the activation of antigen presenting cells
[3]. More recently, it was also reported that GK-1 exhibits im-
munostimulatory activities; i.e., peritumoral injection of GK-1 in-
creased the survival in B16-F10 melanoma tumor-bearing mice,

decreasing tumor growth rate [4]; GK-1 treatment of bone marrow
dendritic cells loaded with MAGE-AX improves the survival of mice
with melanoma [5]. Considering the promising properties of this pep-
tide, a preclinical trial is ongoing in order to consider its eventual use in
humans.

An important feature of the GK-1 peptide is its hydrophobic and
anionic nature due to the presence of an acidic group (Asp-7), which is
critical for aqueous solubility [1]. As part of pre-formulation studies of
GK-1, the peptide stability was evaluated under specific environmental
conditions (pH, temperature, and storage time).

Protein stability is a particularly relevant issue in the current
pharmaceutical practice, and its significance will continue to grow as

http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.05.027
Received 22 February 2017; Received in revised form 24 May 2017; Accepted 25 May 2017

⁎ Corresponding author.
E-mail address: gladis@unam.mx (G. Fragoso).

Abbreviations: HPLC, high performance liquid chromatography; IS, internal standard; ISS, 0.9% saline solution; LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantification; RSD, relative
standard deviation

Journal of Chromatography B 1060 (2017) 97–102

Available online 04 June 2017
1570-0232/ © 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

MARK

http://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232
http://www.elsevier.com/locate/jchromb
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.05.027
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.05.027
mailto:gladis@unam.mx
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.05.027
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jchromb.2017.05.027&domain=pdf


the number of therapeutic protein products in development increases
[6]. The development phase of new drug formulations provides evi-
dence on the optimal conditions for drug administration, based on its
behavior during manufacturing and storing. However, the main chal-
lenge in developing new drug products is to keep the structure of the
molecule intact; this could be influenced by several physical-chemical
factors that affect the drug efficacy. The development of an analytical
method allows the identification and quantification of a molecule in a
new dosage form [7,8].

High-performance liquid chromatography (HPLC) is an analytic
technique consisting in the separation and subsequent detection of the
components in a mixture. This method is based on the interaction of the
sample with a liquid or gas mobile phase and a stationary, usually solid,
phase [9]. The possibilities for separating and isolating small peptides
have been markedly improved by the introduction of reversed-phase
(RP) chromatography [10,11]. This method is widely used to determine
the hydrophobicity of peptides, a crucial parameter in the studies of
protein structure and interactions [12]. Peptides exhibit differing de-
grees of polarity, and thus chromatographic conditions will be different
for each molecule. Adding salts to the mobile phase improves the
chromatographic profile by blocking sample interactions with the sta-
tionary phase packing material [13]; this is the case of phosphoric acid
(H3PO4) or phosphate salts added to the mobile phase, which facilitate
the analysis of several peptides and allow their detection by UV
(200–220 nm). Adding trifluoroacetic acid (TFA) to the mobile phase
yields similar results to those obtained with H3PO4, and although it
reduces the column lifetime, it is widely used since its high volatility
allows peptide purification [13].

Herein we report the development of a systematically optimized and
validated RP-HPLC method to demonstrate and characterize the stabi-
lity of the immunomodulatory GK-1 peptide under different stressed
conditions. Our results should facilitate the formulation of GK-1 for
future in vivo studies.

2. Materials and methods

2.1. Reagents and chemicals

Deionized (18 MΩ) water and HPLC-grade acetonitrile (ACN) were
used to prepare the eluents. Trifluoroacetic acid (TFA) was purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). The GK-1 peptide
(GYYYPSDPNTFYAPPYSA) was synthesized as GMP product (98%
purity) by USV, LTD, Mumbai, India (batch RD0001). KETc1 (I.S.,
99.4% purity) was purchased from AnaSpec, Inc. (Fremont, CA).

2.2. Reversed-Phase HPLC

RP-HPLC was performed on a Waters 600 Controller HPLC system
equipped with a UV-2075 Plus, Intelligent UV/Vis Detector (Jasco, UK)
and controlled by the Chrom Perfect Instrument Interface Software. GK-
1 samples were analyzed on a Sunfire C18 column (4.6 × 150 mm,
5 μm; Waters Corp., Milford, MA) equilibrated with Buffer A (HPLC-
grade water containing 0.02% TFA, pH = 3.5). Elution was performed
with a linear gradient of Buffer B (HPLC-grade acetonitrile containing
0.02% TFA) from 7.5–35 min, starting at a Buffer B concentration of
25%, and ending at a Buffer B concentration of 100%, with a flow rate
of 1.0 mL min−1. UV absorption was monitored at 220 nm.

2.3. Preparation of standards and quality control samples

Stock solutions of GK-1 peptide and the recombinant T. crassiceps
antigen from 12 aa length KETc1 peptide employed as an internal
standard (IS) [14], were prepared in 0.9% saline solution (ISS) at the
concentration of 1 mg/mL. Working solutions were prepared by di-
luting stock solution to concentrations ranging from 0.001 to 0.1 mg/
mL of GK-1 with ISS. In addition, appropriate amount of GK-1 was

dissolved in ISS to give a final concentration of 0.2 mg/mL for the
preparation of quality control (QC) samples. RP-HPLC solutions were
filtered through a 0.22-μm membrane and used to determine the
chromatographic conditions.

2.4. Validation of HPLC method

The method was validated for selectivity, linearity, precision, and
extraction recovery according to the ICH guidance [15].

2.4.1. Selectivity
It is the ability of the analytic method to unequivocally ensure that

the response from the analyte is not affected by other components that
might be present.

To confirm the method’s specificity to provide evidence on the
quality of the bulk drug, critical separations in chromatography were
investigated at an appropriate level on samples containing GK-1 dis-
solved in ISS, either in presence or absence of the IS. Since there is not a
reference standard for the GK-1 peptide, a compound that has similar
behavior to the analyte was considered as internal standard (KETc1
peptide). A blank sample containing the solvent for both peptides (ISS)
was also included.

2.4.2. Linearity
It is the ability of the analytic method to produce results directly

proportional to the analyte (GK-1) concentration in a given interval. For
the establishment of this parameter, a calibration curve was plotted
using standard solutions containing five GK-1 concentration levels that
ranged from 0.015 to 0.24 mg/mL. This procedure was performed in at
least three independent experiments, taking as linearity indicator the
determination coefficient (r2) obtained by calculation of a regression
line by the method of least squares.

2.4.3. Detection limit (LOD)
This parameter is defined as the lowest amount of analyte in a

sample that can be detected, but not necessarily quantitated. To de-
termine LOD, dilutions from different GK-1 stock solutions (n = 4)
were made at different concentration levels (0.001–0.015 mg/mL) and
injected by triplicate to the chromatographic system. The LOD was
calculated based on the equation: LOD = 3.3 σ/S, where σ is the
standard deviation of y-intercepts of the regression lines (b), and S the
slope of the calibration curve of the analyte [15].

2.4.4. Quantitation limit (LOQ)
It is defined as the lowest amount of an analyte in a sample that can

be quantitatively determined with acceptable precision and accuracy.
The following formula was used to determine this parameter:
LOQ = 10σ/S, where σ is the standard deviation of y-intercepts of the
regression lines of the calibration curve (b), and S the slope of the
linearity calibration curve [15].

2.4.5. Precision
It is the degree of correspondence among results when the analytic

method is applied repeatedly to several fractions of a homogeneous
sample. To determine precision in terms of repeatability, multiple in-
jections (n = 3) from three independently weighed GK-1 samples at a
known concentration (0.025, 0.08, and 0.16 mg/mL) were analyzed
intra- or inter-day. The precision was expressed as the relative standard
deviation (R.S.D.), and it should not deviate by more than 15% [15,16].

2.5. Sample preparation for stability testing

Stability testing included chromatographic determinations of pep-
tide recovery. Three separate samples of lyophilized GK-1 peptide were
dissolved in ISS at final concentration of 1 mg/mL. Equal amounts of
the resulting stock solutions (100 μL) were then subjected to different
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treatments and analyzed for each condition/time point combination.
The pH-stability profile was generated by mixing different amounts of
0.2 M Na2HPO4 with 0.1 M citric acid to obtain the target pH (2.16,
3.75, 7 y 8). Freeze–thaw stability was performed by subjecting GK-1
samples to one to three freeze (−20 °C)–thaw (room temperature) cy-
cles. Samples were stored at −20 °C for 6 months and at ambient
temperature for 30 days to determine long-term stability. GK-1 peptide
was placed at 4, 25 and 40 °C for 5 h to evaluate short-term stability. All
stability testing QC samples were determined by using calibration curve
of freshly prepared stock solutions. The percent recovery was defined as
the summed area of all relevant peaks relative to the theoretical value
(0.2 mg/mL). For the acceptance criteria of stability, the deviation
between measured values and nominal values should be within± 15%
[16].

2.5.1. Accelerated stability
To assess the stability of the GK-1 peptide under exaggerated sto-

rage conditions, a controlled humidity and temperature chamber lo-
cated at the Pharmaceutical Technology Department, Faculty of
Chemistry, National University of Mexico was used. A 5-mg sample of
lyophilized peptide was subjected to the following study conditions, in
accordance to the official method NOM-073-SSA1-2005 for new drug
substances: 40 °C ± 2 °C, 75% relative humidity ± 5% RH, for 3
months [17].

3. Results and discussion

GK-1 is a short peptide that synthetically produced, has demon-
strated to exhibit immunomodulatory properties. Thus, for its for-
mulation and future use it is necessary to perform several tests to ensure
its stability under different stressed conditions [18]. The development
of a simple and sensitive assay method to evaluate the peptide stability
is therefore required. Several HPLC modes are used for analysis of
proteins and peptides [9] The selection of the chromatographic mode
depends on the complexity of sample taking into account the stability,
biological activity and possible denaturation of the tertiary structure of
proteins or peptides [19]. Reversed-phase gradient chromatography
provides useful complementary information to separation of proteins/
peptides, differing in the degree of ionization by pH and solvent
strength with respect to gradient ion-exchange chromatography
[11,20]. In view of this information, a RP-HPLC method capable of
quantitate the GK-1 peptide and its stability was developed with a
linear gradient, which improved the separation of samples and en-
hanced its resolution. The TFA proportion in mobile phase, linear
gradient of Buffer B and flow rate conditions were optimized to obtain
high sensitivity and sample throughput, according to the determination
of the parameters: retention time, selectivity and resolution (data not
shown). Therefore, the chromatography was performed on a C18
column providing a run time of 35 min per sample.

3.1. Validation of the HPLC method

3.1.1. Selectivity
To assess the process discrimination related to process impurities,

solvents or the addition of known compounds, chromatograms obtained
from GK-1 peptide-containing samples were compared with samples
where it was absent; a blank sample, containing the solvent for both
peptides (ISS) was also included. In this case, a specific matrix was not
used since pharmacokinetic or formulation studies were not conducted.
Fig. 1 shows the peaks corresponding to the KETc1 internal standard
(retention time 9.8 min) and the GK-1 peptide (retention time 13 min).
Neither interference between both peaks nor the presence of extraneous
peaks was observed, indicating a good selectivity of the method.

3.1.2. Linearity
To corroborate the method linearity, samples containing the GK-1

peptide in concentrations ranging from 0.015 to 0.24 mg/mL were in-
jected to the system by triplicate. An acceptable value for the coefficient
of determination (r2 = 0.9994 ± 0.0002) was obtained in the con-
centration range evaluated (Fig. 2). The mean values for the slope and
y-intercept were 1.9441E + 7 ± 0.118 and 125922 ± 35831, re-
spectively.

3.1.3. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
To determine LOD and LOQ, specific calibration curves were made

in the concentration range 0.001–0.015 mg/mL and 0.015–0.24 mg/
mL, respectively from a GK-1 stock solution (1 mg/mL). Samples were
injected to the system by triplicate, and LOD and LOQ were calculated
according to the equations mentioned above. Thus, a detection limit of
0.001 mg/mL and a quantification limit of 0.018 mg/mL were calcu-
lated for the GK-1 peptide with a RSD below 20% (Fig. 3).

3.1.4. Precision
The data of intra- and inter-day precision of the method are given in

Table 1. The intra- and inter-day RSD were not more than 3% at the
three QC levels, and the average recovery percents of GK-1 were be-
tween 100 and 107% for the three concentrations evaluated, indicating
acceptable precision of the method.

3.2. Stability of samples

Many manufacturing methods can affect the functional activity of
proteins by exposing them to potentially damaging conditions, such as
aqueous/organic interfaces, elevated temperatures, hydrophobic sur-
faces, or detergents. Moreover, upon administration the solid protein
becomes hydrated and exposed to physiological conditions within the
delivery device for long periods of time [21]. Stability of the GK-1 in
injectable solution was assessed chromatographically by determining
the recovery percent at three timepoints after different conditions of
pH, temperature, and storage time. The percent recovery was defined as
the sum of the areas of all relevant peaks relative to the theoretical
value, based on the known concentration of the starting solution.
Table 2 shows GK-1 percent recovery values obtained under the dif-
ferent experimental conditions. For pH testing, two acidic (2.16 and
3.75) and one basic (8.0) pH values were used; under these conditions,
percent recovery ranged from 83.3% to 88.1%, indicating that the
peptide is slightly degraded. In contrast, a 100% recovery was obtained
in neutral pH (7.2), indicating that the peptide is stable under this
condition. Temperature tests indicate that while GK-1 is moderately
degraded at 25 °C and 40 °C, obtaining a percent recovery of 88.2% and
86.8%, respectively, a 90.8% recovery was obtained at 4 °C, indicating
that the peptide is stable at this temperature.

The stability study showed that the peptide is highly degraded when
stored at room temperature for an extended period (10 and 30 days),
obtaining a low percent recovery (36%) with respect to the same con-
dition for a short period (5 h) (88%). This suggests that light could be a
relevant degradation factor for GK-1, probably by inducing deamida-
tion, characterized by hydrolysis of asparagine to aspartate; this could
be influenced by both extreme pH values and high temperatures
[21,22]. However, a high percent recovery (99%) was obtained in the
accelerated stability study of the lyophilized peptide subjected to con-
trolled temperature and humidity conditions, indicating that the pep-
tide in solution is less stable than lyophilized GK-1 when subjected to
temperatures over 25 °C. It has long been known that incubating pro-
tein solutions at high temperatures results in physical degradation, such
as aggregation. GK-1 stability in solution in contrast to the lyophilized
form could be affected by aggregation, which has been found to depend
strongly on the properties of the protein’s solution environment, where
relatively small changes of external variables (e.g., temperature, pH,
salt type and concentration, etc.) in the protein–solvent system can
destabilize the structure of the protein [6].

Long-term stability at freezer temperature (5 months) led to slight
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degradation, with an 85.8% recovery. However, the GK-1 peptide
subjected to several freeze-thaw cycles is degraded in increased
amounts as the number of cycles increases from 1 to 3, lowering percent
recovery from 94.9% to 72.7%, respectively.

Other strategies may be useful to show that the analyte chromato-
graphic peak is not attributable to more than one component, as the
generation of electropherograms using a photodiode array detector
(PDA) or a MALDI-TOF analysis. However, RP-HPLC has been used for

Fig. 1. Representative chromatogram of the method selectivity in samples containing either blank (ISS), the KETc1 internal standard, or the GK-1 peptide dissolved in ISS with a
concentration of 0.16 mg/mL, or GK-1 in the presence of the internal standard with a concentration of 0.08 mg/mL each, detected at a wavelength of 220 nm.

Fig. 2. Linearity of the analytical method for GK-1 identification in the concentration range 0.015-0.24 mg/mL. The calibration curve was constructed by plotting the analyte peak area
ratio (y) versus the analyte nominal concentration (x). The linear regression equation for the calibration curve is shown.

Fig. 3. Calibration curve to determine detection limit and quantification limit in the concentration range 0.001–0.015 mg/mL. Detection limit and quantitation limit were assessed by
comparison of blank against the blank enriched at different concentrations of the GK-1 peptide. The linear regression equation for the calibration curve is shown.
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other authors for monitoring degradation in order to detect the pre-
sence of additional peaks associated with a concomitant decrease in the
peak area of the intact molecule [22–24].

Overall, this work demonstrates the feasibility of the method for the
analysis of the GK1 peptide’s stability in various samples submitted to
stressed conditions of pH, temperature and storage time conditions, and
it should have important implications for the peptide processing and
formulation strategies. As shown in Table 2, where deviation of the
mean (%) responses was within± 15%, the GK-1 peptide was stable in
the ranges of pH and temperature conditions usually employed in
manufacturing drug processes.

Formulation strategies could be feasible to reduce deleterious che-
mical reactions, especially for the peptide prepared in solution and
exposed to elevated temperature.

4. Conclusion

The GK-1 peptide is a synthetically produced molecule which has
provided evidence of its immunomodulatory effect as a vaccine ad-
juvant or as a therapeutic agent against melanoma and breast cancer.
Protein stability is a particularly relevant issue today in the pharma-
ceutical field, since it has been demonstrated that if a therapeutic
protein cannot be stabilized adequately, its benefits will not be appro-
priately achieved [22].

This work has shown that GK-1 peptide is stable under different
conditions of temperature, pH and storage time, using a RP-HPLC

method. The HPLC method was developed and validated as per ICH
guideline [15]. The results proved that the method is suitable for the
analysis of GK-1 peptide as bulk drug and provide necessary informa-
tion for the adequate development of the drug product. It may be ex-
tended to study the stability of the peptide in pharmaceutical for-
mulation and also for its estimation in plasma and other biological
fluids.
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ABSTRACT
Context: Influenza is a severe, life-threatening viral disease that can be prevented by vaccination.
However, the anti-influenza human vaccine failed to show the required efficacy both in infants under
5 years old and in the elder population, who are among those with the highest risk of developing
severe complications after influenza infection. Therefore, it is of high importance to improve the vac-
cine efficacy and ensure its safety in these susceptible populations.
GK-1, a novel 18-aa peptide adjuvant, has been proved to increase the immunogenicity of the human
influenza vaccine in both young and aged mice.
Objective: A preclinical study of the toxicity profile of GK-1 following the World Health Organization
guidelines to support its use was herein conducted.
Material and methods: GK-1 was synthetically produced following Good Manufacturing Practices. The
toxicological evaluation of GK-1 peptide was performed in rats after repeated dose-ranging trials by
the subcutaneous route. The mutagenic potential of GK-1 was assessed by the micronucleus, chromo-
somal aberration, and Ames tests, in accordance with OECD Guidelines.
Results: GK-1 did not show toxic effects at doses up to 12.5mg/kg, corresponding to 25 times the
dose intended for human use. No indications of mutagenic potential were observed. GK-1 after dermal
administration was well tolerated locally.
Conclusion: The efficacy of GK-1 to improve influenza vaccine protection, along with the absence of
toxicity and mutagenicity, as reported herein, support the evaluation of this peptide in a clinical trial
as a novel adjuvant for human use.
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Introduction

Recent progress in immunology has led to the development
of a broad range of novel vaccines to prevent infectious dis-
eases [1]. In addition, improvements to already licensed vac-
cines are being considered, resulting in the marketing of
new products and the introduction of a new generation of
adjuvants [2].

However, despite the huge efforts and resources invested in
developing effective vaccines, the efficacy of some vaccines
remains undesirably low. Such is the case of influenza vaccine,
whose failures in conferring protection to vaccinated subjects
have resulted in increased rates of hospitalization and mortality
in the population especially vulnerable to influenza-associated
complications (<2 and >60years old) [https://www.gob.mx/
cms/uploads/attachment/file/225143/AE_influenza_100216.pdf].

GK-1, an 18-amino acid peptide first identified in Taenia
crassiceps cysticerci, is capable of adjuvating the influenza

vaccine in elder mice [3] by enhancing the activation state of
cells taking part in antigen presentation (macrophages and
dendritic cells) [4] and also favoring T cell activation [4–6]. It
has been recently reported that the GK-1 peptide has antitu-
moral properties against murine melanoma and breast can-
cer [7,8]. While these evidences show the potential of GK-1
as an immunomodulator, its possible use in humans requires
security studies.

According to the WHO, nonclinical studies on vaccines are
aimed to define their safety and immunogenicity. Toxicity
studies should address the possible risks associated with its
application and aid to plan clinical trial protocols [9]. Since
several toxic effects have been reported as associated with
vaccine components like adjuvants or preservatives, toxicity
and, genotoxicity studies are mandatory. When no toxico-
logical data are available for adjuvants, toxicity studies of the
adjuvant alone should be performed first, as required for
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new chemical entities [10,11]. The objective of the toxico-
logical evaluation is to identify a dose level, such as a no-
observed-adverse-effect-level (NOAEL), that can guide the
start of clinical dosing after considering relevant biological or
physiological parameters (e.g. body weight, food consump-
tion, clinical pathology, necropsy, and histopathology) [9].
Additionally, a study on single or repeated dose toxicity may
include the assessment of local tolerance for the route of
administration intended for human use. Genotoxicity studies
include the evaluation in vitro of mutations and chromo-
somal damage prior to the first human exposure [12].

A preclinical safety study of the GK-1 peptide is herein
reported. A repeat-dose study was conducted in rats and the
delayed-type hypersensitivity test was performed on guinea
pigs. The in vivo micronucleus test was conducted in rats,
and in vitro tests were performed to measure potential gene
mutations and chromosomal damage induced by GK-1.

Material and methods

The studies were conducted at a certified preclinical research
center (UNIPREC, UNAM) by the Comisi�on Federal para la
Protecci�on contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) in compli-
ance with the Good Laboratory Practices.

GK-1

The GK-1 peptide (GYYYPSDPNTFYAPPYSA) was synthesized
under GMP (98% purity) by USV, LTD, Mumbai, India (batch
RD0001). The peptide was solubilized in 0.9% saline solution
(ISS) at the concentration required for each test. This solution
was demonstrated to be stable under different stress condi-
tions [13].

Subchronic toxicity studies

Animals
A total of 40 male and 40 female HsdHan: WIST rats S.P.F.
(Specific Pathogen-Free), 6–8weeks of age were employed
for subchronic studies. For the pyrogenicity test, three male
New Zealand white rabbits with a mean body weight (BW)
of 1.6 kg were employed. For the hypersensitivity test, 22
male and 8 female Hartley guinea pigs (average weight
300 g) were used. All animals were kept in the Animal
Facilities of the Unidad de Investigaci�on Precl�ınica (UNIPREC)
at the Chemistry Faculty, UNAM, in racks with food and
water ad libitum. Room temperature was maintained at
22 �C± 2 �C, relative humidity was 40–70% with a 12/12 h
light/dark cycle.

All procedures, maintenance, handling, and euthanasia of
animals were performed in accordance with all applicable
international (NIH Publications No. 8023), national (NOM-062-
ZOO-1999), and institutional guidelines for animal care and
use. The Institutional Animal Ethics Committee approved all
the experimental procedures.

Repeated-dose toxicity
The studies were performed after repeated GK-1 dose-rang-
ing trials by the subcutaneous route. The animals were ran-
domly assigned to four groups: G1 (0.5mg/kg BW), G2
(5mg/kg BW), G3 (12.5mg/kg BW), and G4 (vehicle control)
with repeated doses at 1, 7, 14, and 21 days. Ten males and
10 females were included in each group.

The rats were weighed before treatment and once a week
after treatment. Blood samples were collected before and 1,
24, and 69 days after the last injection, for hematological and
chemical tests. Hematological and chemical parameters were
determined by the KONTROLAB BCVet device (DESEGO) and
the automated chemistry analyzer CST-240 (DIRUI), respect-
ively. A complete necropsy study was performed on 5 male
and 5 female rats from each group at days 46–47 and 91.
Tissue samples (brain, spleen, liver, kidney, adrenal gland,
heart, skin, lymph nodes, and spinal cord) were collected
and placed in 10% buffered formalin, included in paraffin
and processed to obtain 3-mm slices. Slices were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) and examined by a veterinary
pathologist.

Additionally, urine samples were collected at days 0, 22,
45, and 90 by using stainless steel metabolic cages for a
pickup period of 4–6 h. Physical parameters like appearance,
color, odor, and density were measured. pH, proteins, glu-
cose, ketone bodies, bilirubin, urobilinogen, and blood/
hemoglobin were determined with the urine test strips/
IDEXX VetLab UA device (IDEXX Laboratories, Inc). A micro-
scopic examination was also performed.

Statistical analysis

Similarity among variables or individuals was tested using
the Spearman or Person correlation with a 95% of confi-
dence. Differences in body weight between treated groups
were evaluated by one-way ANOVA with a significance deter-
mined by the t-Holm-Sidak post-hoc test. A two-way ANOVA
was used to evaluate possible differences between variables
under study (day, concentration, weight). Data on hematol-
ogy, biochemistry, and urine analysis were analyzed between
the control and study groups by one- or two-way ANOVA.
Differences were considered as statistically significant at
p< .05. A t-test was employed to compare 1:1 independ-
ent variables.

Delayed dermal sensitization test
To evaluate the sensitizing potential of the GK-1 peptide
when dermally applied (dorsal region), a hypersensitivity test
was conducted according to the Buehler method [14].
Groups of 10 or 20 guinea pigs were administered in dupli-
cate with either ISS (0.5ml) or the GK-1 peptide (2.5mg in
0.5ml per animal) for three consecutive days for three weeks.
Fifteen days later, the animals were topically challenged,
and the treated sites of each animal were examined and
scored for erythema and edema [15] 24 and 48 h after
patch removal. A score of 1 or greater for redness is consid-
ered as a positive reaction. Sensitization potential is
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determined based on the percentage of animals showing a
positive response.

Pyrogenicity test
GK-1 was solubilized in ISS and administered in a volume of
�3ml/kg (0.5mg GK-1/kg BW) in an ear vein of New Zealand
rabbits. The rectal temperature of each rabbit was measured
twice 30min prior to GK-1 injection to determine control
temperature and recorded at 30min intervals for 3 h after
injection. A product fulfills the requirements for absence of
pyrogens if no rabbit shows an individual rise in temperature
of 0.5 �C or more above its respective control [16,17].

Genotoxicity tests

Bacterial reverse mutation assay (Ames test)
The assay was carried out by the preincubation method
according to the OECD 471 Guideline [18]. The reverse muta-
tion test used herein employed the histidine-dependent
Salmonella typhimurium strains, TA98, TA100, TA102, TA1535,
and TA1537 to detect point mutations. The GK-1 peptide was
tested at levels of 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, and 5.0mg per plate,
previously dissolved in phosphate buffer (pH ¼ 7.4) and 1%
dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
Briefly, bacterial cultures containing �108 viable cells were
preincubated at 37 �C for 20min with the GK-1 peptide, either
in the presence or absence of 0.5ml of the metabolic activa-
tion fraction S9 from liver cells of rats treated with NADP and
glucose-6-phosphate. The treatment mixture was mixed with
the overlay agar and poured onto the surface of Vogel-Bonner
minimal agar plate. The plates were incubated for 72h at
37 �C, and the number of revertant colonies was assessed.
Triplicate plates were used at each dose level. Negative (spon-
taneous revertant colonies) and appropriate positive controls
were included. A substance is mutagenic, if (1) there is a two-
fold increase in the number of spontaneous revertant colonies
in at least one strain and, (2) the increase is related to the
concentration over the range tested.

In vivo micronucleus test
The micronucleus test was performed following the OECD TG
474 guideline [19]. Briefly, six-week-old male Wistar rats, five
animals per experimental group, were treated with three
doses of the peptide. In addition, one group was treated
with ISS (negative control) and another with a genotoxic
agent (cyclophosphamide, positive control). The rats were
treated orally for two consecutive days and sacrificed on the
third day. The peptide was administered at a dose of 0.5, 2.5,
or 12.5mg/kg BW; cyclophosphamide was administered at a
dose of 10mg/kg BW. On the day of sacrifice, blood was col-
lected by cardiac puncture. The blood was diluted in a BBS-
heparin 1:1 solution and placed in methanol-ultra frozen at
�70 �C. The samples were stored at �70 �C until analyzed.
All samples were processed according to the method devel-
oped by Weaver and Torous [20] and Dertinger et al. [21]
and following the MicroFlow method manual [22]. Anti-CD71
and anti-CD61 antibodies were used to identify reticulocytes

and platelets, respectively, and propidium iodide was used
to stain the DNA from nucleated and micronucleated cells.
Cell acquisition and analysis were performed using an Attune
Blue/Violet flow cytometer (Thermo Scientific, Waltham, MA)
at the National Cytometry Laboratory of the Biomedical
Research Institute. Micronucleus analysis was conducted in a
population of erythrocytes and reticulocytes after selecting
nucleated cells and platelets, starting from a population of
250,000 cells for each triplicate.

The proportion of reticulocytes (immature erythrocytes),
the percent frequency of micronuclei in reticulocytes, and
the percent frequency of micronuclei in mature erythrocytes
were determined. The results were compared against positive
and negative controls to establish whether there was a gen-
otoxic effect. Three determinations per animal from each
group were carried out, except for one animal from each
group, which was assessed only twice.

Micronucleus frequencies were analyzed by using the
Kruskal–Wallis non-parametric test, and reticulocyte percental
rates were analyzed by ANOVA with a Scheffe test table.
Significance was established at 0.05.

In vitro mammalian chromosomal aberration test
The chromosomal aberrations test was performed following
the OECD 473 guideline for the testing of chemicals [23].
Heparinized blood samples were obtained from a young
(18–34 years old) healthy donor. Duplicate human whole
blood cultures were treated with different concentrations of
GK-1, with and without metabolic activation. For studies with
no metabolic activation, a set of continued cultures were
started with 0.5ml of whole heparinized blood in 5.5ml of
RPMI 1640 culture medium (Microlab, Mexico) supplemented
with 0.01ml of L-glutamine and non-essential amino acids
(Gibco, Gaithersburg, MD) and 0.2ml of PHA (Gibco); after
24 h of culture, GK-1 was added to different final concentra-
tions (0.001, 0.01, or 0.1mM). Fifty microliters of Colcemid
(Gibco) were added 2 h before harvesting, at 72 h of culture.
To test whether GK-1 activity was modified by metabolic
activation, whole blood cultures were prepared as described
above and treated for 2 h with the S9 fraction and 50 mL of
GK-1 at the concentrations described. The S9 fraction and
GK-1 were removed by centrifugation and the cells were
washed with fresh culture medium. Cell cultures were added
with 50 mL of Colcemid (Gibco) until harvesting at 72 h, as
described above. To determine whether cell manipulation
could affect the proliferative capacity of lymphocytes, a
duplicate set of cell cultures was processed in a similar man-
ner, but with no metabolic activation. Negative control cul-
tures were added with 50 mL of culture medium; positive
controls were added either with cisplatin (0.16mM) when no
metabolic activation was induced, or cyclophosphamide
(6 mM) when cells were metabolically activated.

For chromosome preparations, cells were centrifuged at
�200� g for 10min. Culture medium was removed and 5ml
of prewarmed (37 �C) KCl hypotonic solution, 0.07M was
added. Cells were resuspended in culture tubes and incu-
bated in a water bath at 37 �C for 20min. After incubation,
the cell suspension was centrifuged again for 10min.
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Supernatants were discarded and 5ml of fixative solution
(methanol-glacial acetic acid 3:1) was added. Fixative solution
was removed by centrifugation and changed two times more.
Cells were kept at 4 �C overnight. Slides for chromosomal
aberration analysis were prepared by placing five drops of the
fixed cell suspension on clean glass slides and flame-drying.
Microscopic preparations were stained with Giemsa stain
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). The presence of chromosomal
aberrations was determined for each culture in 100 consecu-
tive well-spread metaphases with 46–45 centromeres.
Aberration types were classified as chromatid gaps (gap:
achromatic lesion with a width less than that of a chromatid),
isochromatid gaps, chromatid and isochromatid deletions,
chromatid exchanges (triradials, quadriradials), and chromo-
somal exchanges (dicentrics, rings, and translocations).

Results

Sub-chronic toxicity studies

Clinical observations
No deaths or apparent clinical signs were found in any group
throughout the study period. No statistically significant treat-
ment-related differences in mean BW were found in male
nor female rats from any treatment group compared to con-
trols in the study period; however, a small (<6%) significant
weight loss was observed in female rats treated with the GK-
1 peptide at a dose of 0.5mg/kg and only at the day 90 of
the study (Figure 1). Weight-gain rates in all other GK-1-
treated rats were similar to those in saline-treated controls.

The GK-1 preparation was well tolerated after dermal
administration in guinea pigs, with no (score of 0) erythema

nor swelling (Supplementary Table 1). In addition, no eviden-
ces of febrile reaction induced by the i.v. injection of the GK-
1 peptide were observed (Supplementary Figure 1).

Hematology, clinical chemistry, and urinalysis
A slight but significant decrease in hematocrit and hemoglo-
bin concentration was observed in female rats receiving GK-1
at 0.5mg/kg (Table 1). No differences in red blood cell
parameters were found among male rats in any experimental
group (Table 2). Leukocyte counts (lymphocytes, eosinophils,
monocytes, basophils) were not significantly different in
female and male rats throughout the 90-day subchronic
study (Tables 1 and 2). Neutrophil counts in blood samples
were slightly increased in groups 2 (5mg GK-1/kg BW) and 3
(12.5mg GK-1/kg BW) of female rats and in group 3 of male
rats, with respect to group 4 (control). However, this increase
was no longer apparent in blood samples collected 1 day
after the last injection (Supplementary Figure 2).

None of the serum biochemical parameters related to liver
and kidney function showed significant differences in female
rats treated with any GK-1 concentration with respect to con-
trol rats (Table 3). However, increased alanine aminotransfer-
ase (ALT) and glucose levels were observed in male rats
treated with GK-1 at a dose of 0.5mg/kg (Table 4). Urinalysis
showed no significant differences in female and male rats at
any GK-1 concentration (Tables 5 and 6, respectively).

Histological examination
No abnormal traits or lesions were observed in any organ
examined from GK-1 treated rats. Histological analysis
revealed no treatment-related changes. Some congestion

Figure 1. Effect of GK-1 on body weight (BW) of rats for a 90-day repeated-dose toxicity study. Rats were distributed into four groups with 10 rats of both sexes.
Each group was immunized at days 1, 7, 14, and 21 with 0.5mg/kg BW (group 1), 5mg/kg BW (group 2), and 12.5mg/kg BW (group 3). Control group 4 received
only the vehicle. (A) Arrows indicate the time of injections. Data indicate weekly mean ± SE BW of 10 rats for the eight points and five rats for the last seven points;�p< .05 Group 1 vs. Group 4. (B) Bars indicate the mean ± SE change in body weight of female rats after first, second, third, and fourth injection.
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and cellular degeneration non-related with the GK-1 treat-
ment were observed in some samples due to agonic lesions
(Figure 2).

Genotoxicity tests

Bacterial reverse mutation assay (Ames test)
The GK-1 peptide was tested up to a concentration of 5mg
per plate both in the presence and absence of the S9 frac-
tion. No statistically significant increases in the number of
revertant colonies nor a decrease in their number due to tox-
icity were observed for any of the five bacterial strains used
in any of the concentrations tested. All positive control com-
pounds caused a significant increase in the number of revert-
ant colonies (Table 7).

In vivo micronucleus test
As shown in Table 8 and Supplementary Figure 3(A), GK-1
had no genotoxic effect on peripheral blood reticulocytes in
none of the three doses tested. Also, no significant effect
was observed on circulating mature normocytes or erythro-
cytes. With respect to the proportion of reticulocytes
(Supplementary Figure 3(B)); GK-1 treatment at a dose of the
12.5mg/kg BW led to a significant increase with respect to
negative controls (p¼ .0001). Cyclophosphamide, on the con-
trary, significantly reduced the proportion of circulating
reticulocytes.

Chromosomal aberration test
The peptide GK-1 failed to show clastogenic activity on
human lymphocytes in vitro. As shown in Table 9, no signifi-
cant increase in the proportion of cells showing chromo-
somal aberrations was observed at any concentration of GK-
1. In contrast, positive controls showed a significant increase
in the percentage of aberrations with respect to the control
group (0mM).

Discussion

GK-1 is an 18-aa peptide with proved adjuvant properties for
the influenza vaccine in mice [3,4] and antitumoral effects in
a murine model of melanoma and breast cancer [7,24,25].
Considering these relevant properties, it is imperative to
evaluate its safety before conducting clinical assays. In this
work, preclinical studies were conducted on GK-1, intending
to use it as an adjuvant.

The preclinical tests performed were selected in accord-
ance to the WHO ‘Guidelines on the nonclinical evaluation of
vaccine adjuvants and adjuvanted vaccines, 2013’ and the
Annex 1 ‘WHO guidelines on nonclinical evaluation of vac-
cines, 2005,’ that specify the tests required to assess new
adjuvants. According to those documents, it could be
important to conduct some studies with the adjuvant alone
(like systemic toxicity and genotoxicity) before clinical assays
in humans. When necessary, studies on developmental toxi-
cology should be conducted before any clinical trial on preg-
nant women, i.e. for those vaccines specifically developed to
be applied during pregnancy [9].

Selecting appropriate tests, route of administration, and
dose regimens can help us to estimate potential adverse
effects that might occur during clinical trials [26]. GK-1 was
subjected to subchronic studies, which can reveal cumulative
effects on target organs after long-term exposure and help
us determine appropriate dose regimens [27,28].
Additionally, a repeated-dose toxicity trial is usually
requested for vaccines and adjuvants when multiple doses
are required in clinical use; furthermore, this could be advis-
able even in cases where only single doses are administered
[29,30]. Therefore, repeated doses were tested for GK-1.

When evaluating the GK-1 peptide safety, data on its
effective dose as an adjuvant [3,4] provided initial informa-
tion to select dose levels for the toxicity study. A subchronic
study on the peptide (90-day repeated dose) was conducted

Table 1. Effect of the synthetic GK-1 peptide on hematological parameters
during a 90-day repeated dose toxicity study (female rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR

Hb (g/L) 139.6 ± 5a 145.6 ± 4 144.2 ± 3 147 ± 2.6
HT (L/L) 0.44 ± 0.02a 0.47 ± 0.01 0.46 ± 0.01 0.47 ± 0.01
MCV (mm3) 56.0 ± 2.0 56.8 ± 2.6 56.2 ± 1.5 56.8 ± 1.9
MCHC (g/L) 312.0 ± 4.5 310.2 ± 3.7 310.2 ± 2.9 309.6 ± 2.6
Erythrocytes

(�1012/L)
7.96 ± 0. 5 8.24 ± 0.4 8.28 ± 0.2 8.32 ± 0.2

Platelets
(�109/L)

740.0 ± 117.7 874.6 ± 31.3 806.8 ± 36.3 974.6 ± 58.3

Leucocytes
(�109/L)

4.52 ± 1.9 4.88 ± 1.2 4.260 ± 0.7 3.78 ± 1.3

Differential leucocyte count
Neu (�109/L) 0.22 ± 0.08 0.44 ± 0.2a 0.50 ± 0.25a 0.18 ± 0.04
Lym (�109/L) 4.26 ± 1.8 4.38 ± 1.2 3.64 ± 0.7 3.54 ± 1.32
Eos (�109/L) 0.00 ± 0.0 0.04 ± 0.0 0.08 ± 0.08 0.04 ± 0.05
Mon (�109/L) 0.04 ± 0.5 0.02 ± 0.04 0.04 ± 0.5 0.02 ± 0.04
Bas (�109/L) 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0

Data are reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by
unpaired t-test, ap< .05 vs. CTR group.
Hb: hemoglobin; HT: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume; MCHC:
mean corpuscular hemoglobin concentration; Neu: neutrophils; Lym: lympho-
cytes; Eos: eosinophils; Mon: monocytes; Bas: basophils. CTR¼ control; and
GK-1 treatment at 0.5; 5.0 and 12.5mg/kg BW.

Table 2. Effect of the synthetic GK-1 peptide on hematological parameters
during a 90-day repeated dose toxicity study (male rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR

Hb (g/L) 148.6 ± 7.2 151.8 ± 7.9 150.6 ± 5 150.8 ± 2.5
HT (L/L) 0.47 ± 0.01 0.47 ± 0.02 0.48 ± 0.02 0.47 ± 0.01
MCV (mm3) 53.8 ± 1.9 53.2 ± 1.8 53.4 ± 0.5 53.2 ± 0.8
MCHC (g/L) 313.6 ± 4.6 315.6 ± 2.1 312.2 ± 5.6 314.4 ± 5.2
Erythrocytes

(�1012/L)
8.80 ± 0. 5 9.04 ± 0.5 9.04 ± 0.4 9.00 ± 0.4

Platelets
(�109/L)

531.4 ± 82.2 674.0 ± 306.3 836.2 ± 160.9 835.8 ± 179.2

Leucocytes
(�109/L)

5.64 ± 1.3 6.52 ± 0.7 5.72 ± 1.2 5.68 ± 1.8

Differential leucocyte count
Neu (�109/L) 0.40 ± 0.4 0.460 ± 0. 2 0.84 ± 0.8 0.44 ± 0.2
Lym (�109/L) 5.22 ± 1.2 5.00 ± 1.9 4.84 ± 0.7 5.20 ± 1.7
Eos (�109/L) 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.04 0.04 ± 0.05 0.02 ± 0.05
Mon (�109/L) 0.02 ± 0.04 0.02 ± 0.04 0.00 ± 0.00 0.02 ± 0.04
Bas (x109/L) 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0

Data are reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by one-
way ANOVA, n.s. for all parameters.
Hb: hemoglobin; HT: hematocrit; MCV: mean corpuscular volume; MCHC:
mean corpuscular hemoglobin concentration; Neu: neutrophils; Lym: lympho-
cytes; Eos: eosinophils; Mon: monocytes; Bas: basophils. CTR¼ control; GK-1
treatment at 0.5; 5.0 and 12.5mg/kg BW.
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in rats. BW changes have been used as an indicator of drug
adverse effects [31]. Significant changes (p< .05) in BW at the
end of the study were observed in the group administered
with the lowest GK-1 dose (Group 1) with respect to the con-
trol group (Group 4) in female rats. However, a proportional
increase in BW as a function of time was observed in all
groups, not showing significant changes in net weight gain
(final-initial) per group. Considering this, it can be concluded
that GK-1 administration has no effect on the growth of rats.

The evaluation of hematological parameters can be used
to assess drug toxicity, since changes in the hematopoietic
system have shown a high predictive value in humans and
animals [9,28]. A decrease in female Hb and TH values was
observed in Group 1 (GK-1 at 0.5mg/kg BW) with respect to
the control group; these alterations were not relevant, since
the mean values for both parameters are within reference
intervals for rats [32]. These differences were found to be

Figure 2. Effects of GK-1 peptide on histological findings of kidney (A, G, M, R), heart (B, H, N, S), liver (C, I, ~N, T), adrenal gland (D, J, O, U), brain (E, K, P, V), and
skin (F, L, Q, W) in rats during a 90-day repeated-dose toxicity study. Photomicrographs from representative rats in the respective groups: Control female (A–F) and
male (M–Q) group, and GK-1 at 12.5mg/kg BW in female (G–L) and male (R–W) groups. H&E stain 10�.

Table 3. Effect of the synthetic GK-1 peptide on blood chemistry during a 90-
day repeated dose toxicity study (female rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR

Liver function tests
ALT (IU/L) 73.0 ± 16.1 71.2 ± 17.1 73.4 ± 16.1 70.4 ± 19.6
AST (IU/L) 132.4 ± 41.2 91.6 ± 15.4 102.8 ± 18.5 104.0 ± 10.1
ALP (IU/L) 106.6 ± 40.9 94.6 ± 45.3 93.4 ± 53.9 75.0 ± 18.0
BTB (mmol/L) 2.78 ± 1.1 2.36 ± 0.3 2.18 ± 0.5 2.64 ± 0.7
Total protein (g/L) 68.4 ± 2.3 71.6 ± 4.9 71.2 ± 4.9 72.0 ± 3.9
Albumin (g/L) 41.0 ± 2.5 43.0 ± 5.6 41.2 ± 3.1 41.8 ± 2.6
Kidney function tests
Creatinine (mmol/L) 61.6 ± 6.3 56.4 ± 2.5 56.8 ± 2.2 54.0 ± 3.5
Urea (mmol/L) 8.80 ± 1.1 8.10 ± 0.6 8.26 ± 0.6 7.88 ± 0.5
Metabolic function tests
Glucose (mmol/L) 9.70 ± 1.2 9.48 ± 0.7 8.62 ± 0.3 8.66 ± 0.6
Cholesterol (mmol/L) 2.38 ± 0.4 2.60 ± 0.7 2.22 ± 0.3 1.95 ± 0.4

Data were reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by
one-way ANOVA, n.s. for all parameters.
ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; ALP: alkaline
phosphatase; BTB: total blood bilirubin. CTR¼ control; GK-1 treatment at 0.5;
5.0 and 12.5mg/kg BW.

Table 4. Effect of the synthetic GK-1 peptide on blood chemistry during a 90-
day repeated dose toxicity study (male rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR

Liver function tests
ALT (IU/L) 92.0 ± 17.6a 76.6 ± 9.3 74.0 ± 9.3 67.4 ± 10.7
AST (IU/L) 139.2 ± 41.2 112.0 ± 21.9 119.6 ± 24.3 120.2 ± 28.2
ALP (IU/L) 206.0 ± 57.3 189.8 ± 59.8 174.8 ± 34.3 178.4 ± 22.4
BTB (mmol/L) 2.54 ± 0.2 2.50 ± 0.5 2.52 ± 0.7 2.72 ± 0.7
Total protein (g/L) 69.2 ± 1.9 70.0 ± 3.1 70.6 ± 3.0 69.2 ± 0.2
Albumin (g/L) 38.6 ± 0.9 38.2 ± 1.5 38.6 ± 1.1 38.0 ± 1.6
Kidney function tests
Creatinine (mmol/L) 52.2 ± 3.6 48.6 ± 3.1 51.0 ± 3.3 41.6 ± 3.5
Urea (mmol/L) 7.30 ± 0.6 7.36 ± 0.8 7.00 ± 0.5 6.62 ± 0.5
Metabolic function tests
Glucose (mmol/L) 10.00 ± 1.4b 7.26 ± 0.8 7.72 ± 0.8 7.12 ± 0.9
Cholesterol (mmol/L) 2.42 ± 0.4 2.52 ± 0.7 2.37 ± 0.2 2.55 ± 0.2

Data were reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by
unpaired t-test, ap< .05 vs. CTR bp< .05 vs. CTR group; GK1-5.0 and GK1-
12.5 group.
ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; ALP: alkaline
phosphatase; BTB: total blood bilirubin. CTR¼ control; GK-1 treatment at 0.5;
5.0 and 12.5mg/kg BW.
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related to the age of the rats [33] and were only observed at
the last sampling from the animals.

GK-1 induced an increase in neutrophil levels after
repeated injections. Considering that no local reactions were
found at the injection site and according to histopathological
analysis no neutrophil infiltration was observed in other tis-
sues (brain, spleen, liver, kidney, and lymph nodes), this
increase may be related to the adjuvant properties of GK-1,
promoting antigen transport from the site of injection to

Table 5. Effect of the synthetic GK-1 peptide on urine tests during a 90-day repeated dose toxicity study (female rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR
Color Yellow to light yellow Yellow to light yellow Yellow to light yellow Yellow to light yellow

Density (g/cm3) 1.010 ± 0.005 1.009 ± 0.002 1.007 ± 0.002 1.010 ± 0.003
pH 8.200 ± 0.447 8.000 ± 0.000 7.800 ± 0.447 8.200 ± 0.837
Protein (g/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Glucose (mmol/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Ketones (mmol/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Bilirubin (mg/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Blood/Erit Hem/L 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Erythrocytes /400� 0.000 0–1 0.000 0.000
Leukocytes /400� 0–1 0.000 0.000 0–1
Bacteria Absence Absence Absence Absence

Data were reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by one-way ANOVA, n.s. for all parameters.
CTR¼ control; GK-1 treatment at 0.5; 5.0 and 12.5mg/kg BW.

Table 6. Effect of the synthetic GK-1 peptide on urine assay during a 90-day repeated dose toxicity study
(male rats).

Parameters G1 GK1-0.5 G2 GK1-5.0 G3 GK1-12.5 G4 CTR
Color Yellow to light yellow Yellow Yellow to light yellow Yellow to light yellow

Density (g/cm3) 1.008 ± 0.003 1.010 ± 0.001 1.008 ± 0.002 1.010 ± 0.005
pH 8.200 ± 0.447 8.400 ± 0.548 8.000 ± 0.000 8.400 ± 0.548
Protein (g/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Glucose (mmol/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Ketones (mmol/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Bilirubin (mg/L) 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Blood/Erit Hem/L 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000 0.000 ± 0.000
Erythrocytes /400� 0.000 0–1 0.000 0–1
Leukocytes /400� 0–1 0–1 0–1 0–1
Bacteria Absence Absence Absence Absence

Data were reported as mean ± standard deviation. Data were analyzed by one-way ANOVA, n.s. for all parameters.
CTR¼ control; GK-1 treatment at 0.5; 5.0 and 12.5mg/kg BW.

Table 7. Effect of the GK-1 peptide on Salmonella typhimurium.

Concentration (mg per plate) S-9 mix

Number of revertant colonies per plate

TA1535 TA100 TA102 TA98 TA1537

0a þ 13 ± 2 122 ± 12 482 ± 28 36 ± 5 35 ± 3
0.125 þ 15 ± 2 136 ± 9 462 ± 10 31 ± 6 34 ± 5
0.25 þ 10 ± 3 122 ± 10 461 ± 23 30 ± 3 35 ± 5
0.5 þ 19 ± 4 122 ± 5 468 ± 22 33 ± 7 39 ± 8
1.0 þ 12 ± 3 127 ± 19 464 ± 22 30 ± 8 34 ± 10
5.0 þ 19 ± 5 125 ± 23 439 ± 48 26 ± 1 35 ± 7
Positive control þ 384 ± 36c 2923 ± 466e 2227 ± 141g 498 ± 12 102 ± 11
0a – 17 ± 3 131 ± 7 411 ± 49 19 ± 7 21 ± 1
0.125 – 18 ± 3 109 ± 3 361 ± 13 24 ± 6 19 ± 1
0.25 – 19 ± 4 121 ± 5 371 ± 15 17 ± 1 21 ± 7
0.5 – 16 ± 3 129 ± 6 325 ± 11 19 ± 2 16 ± 2
1.0 – 19 ± 3 117 ± 12 354 ± 34 18 ± 5 24 ± 12
5.0 – 17 ± 5 117 ± 7 348 ± 20 16 ± 5 25 ± 3
Positive control – 1319 ± 8b 1083 ± 67d 1437 ± 121f 457 ± 43 84 ± 15

Data were reported as the mean number of revertant colonies per plate ± standard deviation.
aSpontaneous revertant colonies; bsodium azide 1mg/plate; c2-aminoanthracene 2mg/plate; dpricolonic
acid 100 mg/plate; ebenzo[a]pyrene 10 mg/plate; f4-nitroquinoline-N-oxide 1 mg/plate; g2-aminoanthra-
cene 5mg/plate.

Table 8. Micronuclei frequency in reticulocytes and mature erythrocytes.

Treatment
% MN in

reticulocytes
% MN in mature
erythrocytes

Vehicle (saline solution) 0.37 ± 0.12 0.20 ± 0.05
GK-1; 0.5mg/kg BW 0.34 ± 0.05 0.16 ± 0.04
GK-1; 2.5mg/kg BW 0.41 ± 0.13 0.26 ± 0.17
GK-1; 12.5mg/kg BW 0.44 ± 0.18 0.16 ± 0.05
Cyclophosphamide;10mg/kg BW 1.26 ± 0.24 0.44 ± 0.18

Data were reported as mean ± standard deviation. Micronuclei frequencies
were analyzed by the Kruskal–Wallis non-parametric test. Significance was
established at a< 0.05. MN: micronuclei.
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lymph nodes, favoring APC activity as previously suggested
[34,35]. On the other hand, the differences observed in plate-
let content in rats of both sexes are attributable to platelet
aggregation and are below reference values [36]. All these
findings indicate that GK-1 had no undesirable effects on cir-
culating blood cells (Tables 1 and 2).

Liver is the main organ where exogenous and endogen-
ous agents are metabolized. Any damage to the liver
results in increased blood levels of substances and
enzymes like ALT, AST, glucose, and cholesterol [30,37].
When administered at the lowest dose (0.5mg/kg), GK-1
induced increased levels of ALT and glucose with respect
to the control group in male rats (Table 4). However, the
mean value does not exceed reference intervals and the
mean increase was due to only one animal at the end of
the study. On the other hand, histopathological examin-
ation of the liver from all animals under study revealed
only minimum to discreet hepatic congestion correspond-
ing to euthanasia of animals by CO2 asphyxia, unrelated to
the experimental protocol and non-associated to ALT and
glucose increased levels. No other dose tested showed this
increase. Kidney function was not affected by GK-1 admin-
istration at any dose level. The safety of GK-1 peptide on
essential organ toxicity correlated well with histological
findings. Photomicrographs of sections from various organs
did not show any alterations in cell structure nor patho-
logical changes.

Another important finding is that GK-1 intravenously
administered in rabbits did not induce fever, a finding rela-
tively expected considering that mouse peritoneal macro-
phages exposed to GK-1 did not produce IL-1b [38], a well-
known pyrogenic cytokine. The in vivo test performed in this
studio ensures that the peptide is not pyrogenic by itself nor
contains pyrogenic contaminants. GK-1 was demonstrated
not to induce dermal sensitivity, a finding that supports its
potential use for subcutaneously-administered, adjuvanted
vaccines such as the influenza vaccine.

Finally, the potential genotoxic of GK-1 was evaluated in
this study. This parameter is useful to assess the safety of
drugs or novel adjuvants and vaccine additives, since some
substances may lead to carcinogenesis [9] and especially
considering the synthetical production of the peptide [39].
Three different assays were conducted, the bacterial
reverse mutation assay (Ames test), micronucleus test, and
chromosomal damage assay, to evaluate the genotoxicity
of GK-1 peptide. Chromosome aberrations have been rec-
ognized to be an important biomarker of human exposure
to genotoxic chemicals. It has been reported that

metabolites secreted by several parasites (i.e. Trichinella
spiralis, Ascaris suum, and Toxocara canis) have a mutagenic
effect on mouse somatic and generative cells [40]. Despite
being of helminth origin, GK-1 did not induce chromosome
aberrations either directly (with no metabolic activator) or
through active mutagenic intermediates (with metabolic
activators). With regard to micronuclei measurement in
erythrocytes and reticulocytes as a marker of cytogenetic
damage, it was found that even in the highest doses
employed (12.5mg/kg BW), GK-1 failed to induce micro-
nucleated reticulocytes. An increase in the percentage of
reticulocytes was observed, however, which could be
explained as some kind of stimulus, similar to the effect of
erythropoietin [41], which causes immature erythrocytes to
be released to the bloodstream (where we observed them)
in larger amounts. Previous observations on bone marrow-
derived dendritic cells cultured with fluorescent GK1 have
shown that the peptide is found inside cells but does not
co-localize with DAPI-stained cell nuclei. Finally, GK-1 did
not induce mutagenesis as observed by the assay of bac-
terial reverse mutation (Ames test). The lack of genotoxicity
by GK-1 was expected, considering that GK-1, although
synthetically produced, was derived from a parasite protein
containing natural amino acids, a condition that forecasts
its lack of genotoxicity [39].

Overall, this work demonstrates that GK-1 is a safe sub-
stance in the tested animals, given its lack of toxicity and
cytotoxic effects.

Conclusions

The GK-1 peptide is a synthetically-produced molecule of
whose immunomodulatory effect as a vaccine adjuvant is a
solid evidence [3]. The increasing knowledge on how the
immune system interacts with pathogens is leading to the
formulation of novel vaccines and the improvement of
already licensed ones by developing new adjuvants [42],
which require preclinical safety assessment to formulate
innocuous vaccines.

This work demonstrated the safety of GK-1 peptide
through a subchronic (90-day repeated dose), subcutaneous
toxicity evaluation. Moreover, genotoxicity studies indicated
that the peptide does not induce mutagenicity. This is the
first work to evaluate the safety of the GK-1 peptide as a
part of preclinical studies, which are essential for the evalu-
ation process required for clinical studies.
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Abstract

Cancer exhibits adaptive features typical of complex systems, like resilience and robust-
ness to environmental challenges through the emergent co-evolution of its components. 
These events promote carcinogenesis through dynamic interactions among numerous 
components and subsystems, including the immune system. During the past decade, our 
research group has provided substantial evidence that the peptide GK-1 has important 
immunomodulatory properties. In elderly mice, GK-1 acts as a potent adjuvant of the 
influenza vaccine through a mechanism that involves the activation of antigen-present-
ing cells (APCs) and an increased production of pro-inflammatory cytokines and chemo-
kines (IFN-γ, TNFα, CCL2). To date, there is solid evidence supporting the antitumoral 
properties of GK-1 in murine cancer models. First, a lower occurrence and smaller size of 
spontaneous bronchiolar adenomas were found in elderly GK-1-treated mice compared 
to paired untreated mice. In two independent studies, GK-1 treatment reduced tumor 
growth and increased mouse survival in a murine model of melanoma and breast tumor. 
In the former model, a synergy between GK-1 and anti-PD-L1 treatment was observed, 
while in the latter, GK-1 alone controlled the metastatic burden. The effective activation 
of APCs induced by GK-1, restoring the antitumor-specific immunity, may underlie 
some of its antineoplastic effects.
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1. Introduction

1.1. Immunomodulation

Immunosurveillance comprises interactions between the immune system and cancer cells 

that take place even before the tumor formation [1, 2]. This process includes the recognition 

and control of transformed cells through antitumor immune responses, with three related 

outcomes: elimination, equilibrium, and escape [1–5]. In this regard, stimulating the innate 

immune system by immunogenic cells plays a role in the removal of incipient tumors, activat-

ing cells from the adaptive response like T and B cells, as well as promoting acute inflamma-

tion due to the concomitant production of immunostimulatory cytokines. Nevertheless, some 

transformed cells may not be eliminated. This escape phase of immunosurveillance is charac-

terized by tumor growth promotion through a phenomenon called tumor-induced tolerance, 
which involves an increased expression of immunosuppressive components such as myeloid-

derived suppressor cells (MDSC), regulatory T cells (Tregs), as well as T cell exhaustion and 

the production of immunosuppressive soluble factors [6, 7]. Indeed, some of these cells could 

be used as prognosis factors, since increased numbers of Treg and MDSC cells are related to a 

poorer outcome in cancer patients [8–13]; by contrast, a Th1 response is associated with a good 

prognosis in melanoma, breast, head, neck, colorectal, prostatic, and renal cancer [14–16].

The immune response can be modulated by compounds capable of enhancing (immunopo-

tentiation) or diminishing (immunosuppression) the immune response, either in an antigen-

specific or in a nonspecific manner; the latter implies that the immune system requires to be 
stimulated to restore the patient’s immunocompetence. Immunomodulators are biological or 

nonbiological substances that can modify one or more components of the immunoregulatory 

network to achieve a specific antitumor immunity, such as inducing effector tumor-specific 
cytotoxic T lymphocytes (CTLs), activating macrophages and natural killer (NK) cells, and/or 
promoting the production of inflammation mediators [17–21].

Immunomodulators include adjuvants, vaccines, and immunoglobulins used to prevent or 

treat infectious diseases. They are characterized by their ability to activate cells of the innate 
immune system, mainly dendritic cells (DCs) and macrophages. Some examples of this type 

of agents are pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and molecules like squalene, 
aluminum salts, and peptides, which are often used as adjuvants in vaccines [21, 22].

1.2. Peptide-based therapies

Anticancer strategies based on peptides have several advantages over other chemotherapeu-

tic approaches, like being nongenotoxic or possessing adjuvant properties; they also have 

a strong specificity, high affinity, good tissue penetration, and low toxicity with respect to 
small-molecule drugs and monoclonal antibodies [23–26]. Examples of anticancer peptides 

are (1) necrotic peptides (some of them are expressed in a wide diversity of species, includ-

ing insects, fish, amphibians, and mammals, e.g., cecropins A and B found in mammals and 
various insects) [27]; (2) apoptotic peptides, cationic peptides known as host defense peptides 
(HDP) such as the bovine lactoferricin, magainin 2, hCAP109-135 (comprising the C-terminal 
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domain of human CAP18), and BMAP-28 from bovine myeloid cathelicidin [28–31]; (3) block-

ing peptides; (4) receptor-interacting peptides; (5) peptides that bind to cell-adhesion pro-

teins; (6) protein kinase inhibitors; (7) protease inhibitors; (8) peptides with antiangiogenic 

properties; and (9) peptides with immunostimulatory activity [27].

With regard to receptor-interacting peptides, compounds like CpG, imiquimod, poly I:C (toll-

like receptor (TLR) agonists), α-GalCer (glycolipid ligands), GM-CSF, IL-2, and IFNα/β have 
antitumoral activity, as well as adjuvant properties [32-34]. These compounds are capable of 

directly or indirectly enhancing APC functions and T effector activity. In this sense, some of the 
most employed immunotherapeutic agents in polytherapy induce the effector function of tumor 
microenvironment (TM)-associated T cells and macrophages [35–38]. For instance, CpG was a 

promising cancer immunotherapy adjuvant due to its capacity to induce a Th1 immune response 

and activate APCs through TLR9 signaling [35–38]; however, it failed to stimulate the immune 

response in clinical trials [39]. The identification of new adjuvants showing low toxicity and 
capable of stimulating a cellular Th1 response in humans would be a great advancement in the 

development of vaccines for infectious and noninfectious diseases such as cancer [40].

Unfortunately, several immunostimulators have failed to revert the immunosuppressive 

conditions in TM. For example, IL-2, IL-12, GM-CSF [41–44], and immunological adjuvants 

administered with highly immunogenic antigens like incomplete Freund’s adjuvant, bacil-

lus Calmette-Guerin [BCG], and MF59 have shown disappointing results [43, 44]. Moreover, 

these compounds have been associated with toxic effects [45–47].

2. Identification of the GK-1 peptide

Based on the nonspecific reactivity and immunopotentiator properties of GK-1, our group 
has been studying it as a promising adjuvant for cancer immunotherapy. This 18-amino acid 

peptide was first derived from the KETc7 protein, isolated from a Taenia crassiceps cysticercus 

cDNA library [48]; KETc7 is part of a broad family of proteins associated with membrane pro-

cesses [49]. When searching for T cell epitopes in silico, GK-1 exhibited a strong association with 

MHC-I and, to a lesser extent, with MHC-II [49]. The immunomodulatory properties of GK-1 

are associated with an efficient activation of cells involved in antigen presentation (such as DCs) 
by promoting the expression of the costimulatory molecules CD86 and MHC-II, as well as the 

secretion of soluble pro-inflammatory factors like IFN-γ, TNF-α, and CCL2 [50]. GK-1-treated 

DCs enhanced the proliferative response of antigen-specific CD4+ T cells both in vivo and in 

vitro [50]. GK-1 also induced the proliferation of CD8+ T cells and higher IFN-γ levels [51] even 

in the absence of adjuvant [52]. Considering that this peptide can promote APC function and 

enhance Th1 cell effector pathways, its capacity as an adjuvant of the influenza vaccine was 
evaluated. GK-1 increased the levels of specific IgG antibodies in vivo, before and after infection, 

in a murine model of influenza in elderly mice [53], favoring virus clearance after infection in 

both young and aged mice, which could be associated with an early infiltrate of mononuclear 
cells (lymphocytes and macrophages) to the lung parenchyma following the GK-1 peptide co-

administration. Furthermore, lung histological examination showed better preserved alveolar 
spaces and less congested alveolar walls with respect to the vaccine-only animals [53].
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3. GK-1 as an anticancer immunotherapy

In neoplasms, the host is often immunocompromised due to the presence of immunosuppres-

sive cells and molecules in the TM, to prevent the removal of cancer cells [2]. This highlights 

the relevance of stimulating the host immune response against cancer antigens by administer-

ing immunoadjuvants along with chemotherapy, radiotherapy, or surgery [54]. In this regard, 

small peptides with a nonspecific immunostimulatory response like GK-1, long known to act 
as vaccine adjuvants, are potentially useful in cancer therapy. The antitumor effect of GK-1 
has been studied in melanoma and breast cancer murine models.

3.1. GK-1 in a mouse melanoma model

Melanoma is the most malignant form of skin cancer, mainly affecting the Caucasian popula-

tion [55, 56]. Until recently, systemic therapy for metastatic melanoma had been inefficient, 
with a 5-year survival rate for patients (<30%) [57, 58]. However, new therapies were recently 

approved to treat melanoma, such as pegylated-interferon-α2b (IFN-α2b) in the adjuvant set-
ting; ipilimumab, an anti-CTLA4 monoclonal antibody, for metastatic disease; vemurafenib, 
an oral BRAF inhibitor indicated for patients with metastatic melanoma harboring BRAFV600 
mutations, and more recently antibodies against PD-1 like pembrolizumab [59–61] and anti-

bodies blocking PD-L1 pathways, as well as inhibitors of the mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) pathway. Additionally, nonspecific immunomodulation by several cytokines (IL-2, 
IL-12, TNF-α, and IFN-γ) and TLR ligands [62–64] in addition to adoptive transfer approaches 

have been widely used [65]. For over a decade, DCs have also been used in immunother-

apy against various types of cancer [66–68] as an alternative to chemotherapy, by vaccina-

tion with DCs loaded with tumor peptides (i.e., MAGE-AX [69–72] and/or with necrotic or 
apoptotic tumor cells to induce effector tumor-specific T cells [73, 74]). The efficacy of this 
immunotherapeutic approach was also evaluated against murine melanoma, using GK-1 as 

an immunostimulant.

GK-1 has been reported to increase the mean survival and significantly delays tumor growth 
in a melanoma model with B16-F10 cells, showing more necrotic areas along with the pres-

ence of numerous neutrophils (Figure 1). Neutrophilia inside pulmonary blood vessels was also 

observed, without evidence of macroscopic or microscopic metastasis. In a melanoma lung met-

astatic model, GK-1 decreased lymphocyte count, while increased the number of neutrophils 

and decreased the serum levels of IFN-γ; on the other hand, an increase in the levels of IFN-γ 
and IL-12 in the intratumor (lung metastases) environment, along with a decrease in IL-17, IL-4, 
IL-22, and IL-23 was also observed [75, 76]. The antitumor activities of IL-12 have been estab-

lished in preclinical studies against various tumor cell lines; the increased concentration of the 

antitumor cytokine IL-12 found in primary tumors may enhance the damage to tumor cells, 
limiting the number of cancer cells detaching from the primary tumor [77–79]. Its antitumor 

activity is also mediated by the induction of IFN-γ [67, 78, 80], which upregulated the expression 

of MHC-I and -II by B16 cells in vitro, favoring a cytolytic response in MHC-I-restricted CTL 
(Figure 1) [81]. There is a consensus that the induction of a Th1 profile or the release of cytokines 
like IFN-γ and TNF-α by T cells is essential for an effective antitumor immune response in 
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melanoma [82–84]. In fact, IFN-γ released from CTLs has been considered as a potent mediator 
of the antitumor response in bulky melanoma tumors [17, 85]. In contrast, IL-17 was proved 
to directly promote tumor growth and angiogenesis [86–88]. Indeed, it has been shown that 

IL-17 can promote tumor growth by a direct effect on IL-6 induction, which in turn activates 
STAT3 in both tumor and nontransformed cells in the TM [89]. Finally, IL-23 is an important 
molecular driver of Th17 cells in humans; IL-23 is increased in several tumors, and the expres-

sion of this cytokine antagonistically regulates local inflammatory responses in the TM, as well 
as the infiltration of epithelial lymphocytes [80]. Thus, the intratumoral subexpression of IL-17 
and IL-23 in GK-1-treated mice could explain the reduced tumor progression (Figure 1).

Figure 1. GK-1 in a preclinical mouse melanoma model. In a melanoma murine model with B16-F10 cells, GK-1 led to 
an increase in neutrophils with the increase of IFN-γ and IL-12 cytokines, along with a decrease in IL-17 and IL-23. On 
the other hand, the MAGE-AX/GK-1 treatment showed an increase in areas of cell death, characterized by eosinophilic 
regions and production of IFN-γ by CD8+ T-cells.
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Considering the capacity of GK-1 to enhance DC activation [50], BMDCs matured with TNF-α 
and stimulated with GK-1 and MAGE-AX were administrated to tumor-bearing mice in the 

melanoma model with B16-F10 cells; the treatment with MAGE-AX/GK-1 increased survival 
rates, while mice receiving GK-1 alone had a smaller increase in survival. Moreover, the 

combination MAGE-AX/GK-1 significantly delayed tumor growth and increased cell death 
areas, characterized by eosinophilic regions within melanomas. Similarly, both GK-1 alone 
and MAGE-AX/GK-1 increased the production of IFN-γ-producing CD8 cells, while GK-1 
increased the percentage of IL-10 producing CD8+ T-cells [90]. The effect of MAGE-AX/GK-1 
could be associated with higher levels of CD8+ lymphocytes in peritumoral lymph nodes, 
which have been correlated with the survival of patients suffering from melanoma and other 
cancer types [67, 91, 92].

Vera-Aguilera et al. [79] hypothesized that a combined GK1/anti-PD-L1 therapy could 
synergize and maximize the individual antitumor effect and extend survival. An increased 
survival was observed in mice treated with GK1/anti-PD-L1, as well as in mice treated with 
GK-1 or PD-L1 alone. Animals treated with GK1/anti-PD-L1 had smaller tumor masses. 
Additionally, GK1/anti-PD-L1 decreased the serum levels of IL-4, IL-5, IL-6, and IL-10. The 
mechanism by which the combined GK1/anti-PD-L1 treatment improved survival rates 
remains to be determined; however, the expression of PD-1 on T cells has been proved to be 

upregulated by IL-6 through the signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) 
[93], a point of convergence for several oncogenic signaling pathways leading to the expres-

sion of immunosuppressing molecules [94]. Similarly, the expression of PD-L1 and PD-L2 is 
also upregulated by numerous mechanisms, including the production of IL-4 and GM-CSF 
[93]. All these findings point to a possible synergistic mechanism associated with the rever-

sion from an exhausted phenotype.

3.2. GK-1 in a breast cancer model

Considering the evidence described above, it is now clear that changes in the microenvi-

ronment could induce an antitumor response against the primary tumor and reduce the 

metastatic disease, which could allow us to control cancer progression. In this regard, immu-

nomodulators like GK-1 can be used as anticancer therapies. In 2017, GK-1 was evaluated in 
a murine model of invasive breast adenocarcinoma, which spontaneously metastasizes to the 
lungs, liver, brain, and bone, similarly to breast cancer in humans [95–98]. GK-1 was associ-

ated with an increased survival in 4T1 tumor-bearing mice and a reduction in the primary 

tumor volume rate, which was accompanied by an increase of tumor cell death areas with 

morphologic features associated with necrosis (pyknosis, karyorrhexis, and karyolysis) and 

apoptosis (apoptotic bodies) at the primary tumors. These findings, along with an increase in 
IL-12 concentration in the primary tumor, denote deep changes in the TM induced by GK-1 
[98], which could involve the infiltration of TCD8+, NK, and NKT cells in the primary tumor 
[77, 99, 100] (Figure 2). As described in the previous section, IL-12 has been associated with 
antitumor and antiangiogenic activities [100, 101], due to its capacity of inducing the infiltra-

tion of TCD8+ cells within tumor tissues [100]. In fact, it has been reported that a combined 

treatment with tamoxifen and IL-12 enhanced tumor inhibition due to an increase in apopto-

sis, and reduced tumor growth in a 4T1 cancer murine model [100].

Cancer Survivorship6



Those changes suppose a TM that could reduce the tumor growth rate, and the concomitant 

reduction of cancer cell egress by detachment from the primary tumor, which allows them to 

invade the stroma and break the basement membrane. These changes could explain the reduc-

tion of pulmonary metastasis associated with the GK-1 treatment [98]. Additionally, changes in 

lung microenvironment associated with the GK-1 treatment have been reported. In this sense, 

a reduction in the concentration of b-FGF, CCL-3, GM-CSF, CCL-2, TNF-α, and CXCL-9, along 
with an increased concentration of IL-6 has been found [98] (Figure 2). These changes could 

reduce metastasis development, possibly by inhibiting the proliferation of cells that are essen-

tial for the growth of secondary tumors, such as macrophage-associated metastasis (MAM) and 

MDSC [102, 103]. Considering these results, GK-1 could change the tumor microenvironment, 

inducing an active antitumoral immune response that could lead to a decrease in cancer burden.

Figure 2. GK-1 in a breast cancer model. GK-1 was associated with an increased IL-12 concentration in the primary 
tumor, which could involve the infiltration of CD8+ T-cells, NK, and NKT cells. IL-12 is a cytokine produced principally 
by APC, such as monocytes, macrophages, and dendritic cells. This cytokine can induce specific CD8+ T-cells that are 
primed against tumor antigens and could serve as a tumor-specific CTL. Additionally, in the lungs, the GK-1-treatment 
induces a reduction in the concentration of b-FGF, CCL-3, GM-CSF, CCL-2, TNF-α, and CXCL-9, along with an increased 
concentration of IL-6, which correlates with a minor lung-metastatic burden.
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4. Discussion

The ability of the GK-1 peptide to increase survival, significantly to delay tumor growth, and 
to reduce metastasis is discussed in this review. Considering that the immune system plays 

a crucial role in the outcome of cancer, orchestrating the response that may lead either to the 

control or dissemination of tumors [8, 78, 104], understanding the mechanisms that underlie 

the efficient response to the peptide is imperative.

It has been reported that the production of pro-inflammatory cytokines both by tumor and 
surrounding cells, along with the production of growth factors and chemokines, can promote 

the development of neoplasia by facilitating carcinogenesis programs, inducing a sustained 

cellular proliferative rate, inhibiting apoptosis and stimulating angiogenesis [105, 106]. As 

described above, GK-1 therapy contributed to decrease the levels of IL-4, IL-10, b-FGF, and 
GM-CSF; these chemoattractants, along with hypoxia, promote macrophage shift from a M1 
to a M2 phenotype. M2-like tumor-associated macrophages (TAM) stimulate immunosup-

pression and increase blood vessel density, favoring angiogenesis. In a breast cancer model, 

lower CCL2 and CCL3 levels in the lungs of mice treated with GK-1 could be decreasing the 
migration of inflammatory monocytes such as MAM and MDSC, which promote metastasis 
[8, 13, 102, 107]. These changes in the microenvironment seem to contribute to control tumor 

burden and metastasis.

On the other hand, M1-like macrophages can contribute to tumor regression by recruiting 
cytotoxic CD8+ T (CTL) and NK cells [108–110]. In this regard, IL-12 induction by APCs could 
be contributing to the increase in the proliferation of CD8+ and CD4+ lymphocytes and the 
induction of a Th1 response, as previously reported [51, 52, 111]. Several studies have sug-

gested a correlation of higher density levels of cytotoxic (CTL) and memory T lymphocytes 
(CD3+ CD45RO+) infiltrated in the primary tumor with increased survival rates of patients 
with different types of neoplasms [91, 112–116].

According to recent findings, the GK-1 peptide can induce a M1 phenotype and promote the 
efficient activation of DCs, which could be leading to the maintenance of an effector response 
against tumor growth, capable of counteracting the immunosuppressive response due to T 

cell exhaustion or DC dysfunction.

5. Conclusions

Considering the possible mechanisms of action of GK-1 and the information available, we pro-

pose that this peptide can decrease tumor growth and metastasis by changing the tumor micro-

environment. GK-1 appears to reactivate the immune system affected by the tumor-associated 
suppressive microenvironment, thereby allowing immune cells to become activated. Although 

more studies focusing on the anticancer effect of GK-1 are required, this research gives new 
evidence on the possible clinical uses of GK-1 beyond its well-established adjuvant effect.

These results have also provided us with the rationale to evaluate the effectiveness of the 
GK-1 immunotherapy to revert the exhaustion of peripheral T-cells in several types of cancer.
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APC  antigen-presenting cell

CCL-22  chemokine ligand-22

CTL  cytotoxic T lymphocytes

CTLA-4  cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

DC  dendritic cell

HDP  host defense peptides

LAG-3  lymphocyte-activation gene 3

MDSC  myeloid-derived suppressor cells

NK  natural killer cells

PAMPs  pathogen-associated molecular patterns

PD-1  programmed cell death 1

PD-L1  programmed death-ligand 1

Treg  regulatory T cell

STAT3  signal transducer and activator of transcription 3

TM  tumor microenvironment

VEGF  vascular endothelial growth factor

VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor 2
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A B S T R A C T

Purpose: The synthetic peptide GK-1 potentiates protective immunity elicited by the influenza vaccine in mice.
In order to understand its adjuvant properties, this study was designed to determine the impact of GK-1 on gene
expression and phagocytosis of peritoneal macrophages (PMa).
Methods: Increased gene expression of chemokines involved in leukocyte recruitment and of pro-inflammatory
mediators was detected by microarray analysis of control and GK-1 treated PMa macrophages. The expression
profile was subsequently confirmed by Multiplex Immunoassays analysis to measure cytokines levels, flow
cytometer to describe M1/M2 surface markers and an assay to evaluate their phagocytic activity.
Results: Treatment of PMa with GK-1 results in development to the classically activated M1 functional macro-
phage subpopulation with increased expression of the CCL3 and CXCLO2 chemokines, IL-6 and TNF-α proin-
flammatory cytokines with a concomitant increase in the levels of NO, accompanied by the expression of
modulatory factors that downregulate the inflammatory phenotype. GK-1 treated PMa significantly increased
their phagocytic activity.
Conclusion: GK-1 classical activated with enhanced phagocitic capacity may underlie in the increased specific
immunity induced when concomitant administered with other antigens.

1. Introduction

Despite the clear positive impact of vaccination on global protection
against infectious diseases, there are an estimated 44 million cases of
life threatening diseases occurring in 219 nations. The development of
new tools to improve vaccine efficiency is one realistic alternative to
deal with the magnitude of this task. Indeed, a better understanding of
the relevance of innate immunity in controlling the acquired immune
response offers rational approaches for immunomodulation in order to
improve the limited efficiency and undesirable effects of the available
adjuvants [1].

Adjuvants may act at different levels of the immune system.
Depending on their biochemical nature, they can selectively inhibit or
enhance the functional differentiation of the different cell populations
comprising the immune system (i.e. lymphocytes, neutrophils, NK killer
cells, dendritic cells and macrophages) [1,2]. Between them,

macrophages play a pivotal role in activating and directing both innate
and acquired immunity through their variable cytokine responses to
different modes of antigen presentation. These, together with cytokines
and chemokines secreted by other cells early in the innate immune
response, not only affect monocytes at sites of infection, but also create
the cytokine “milieu” that guides the differentiation of monocytes to
macrophages and similarly dictates the functional activities of existing
macrophages. Their high functional heterogeneity and plasticity high-
lights macrophages and monocytes as a pivotal target for modulation by
adjuvants.

Two major macrophage phenotypes derived from monocytes have
been operationally defined, the classically activated M1 and the alter-
natively activated M2 macrophages. The M1 cells are induced by IFNץ
and/or TNFα or bacterial lipopolysaccharide (LPS) and have the fol-
lowing properties: the killing of intracellular parasites and tumor cells,
the secretion of pro-inflammatory cytokines and chemokines, the
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production of nitric oxide (NO), an increased expression of MHC class
II, CD80, CD86 molecules, and antigen presentation associated with
Th1 cells [3,4]. In contrast, the M2 alternative activated macrophages
are involved in the resolution of inflammation and tissue homeostasis
and have been further subdivided into at least three different over-
lapping sub-phenotypes (M2a, b, c), a classification which will almost
certainly be revised, given more information; for example, it has been
observed that the phenotype of macrophages activated through IL-4
overlap partially with those induced by IL-13, IL-10, TGFβ and gluco-
corticoids [5,6]. Similarly, human monocytes differentiated to macro-
phages in the presence of IL12 and IL18 are distinct from either M1 or
M2 phenotypes [7].

Peritoneal macrophages, cells generated and maturated within the
body in a dynamic compartment as the peritoneum offer an accurate
tool to study ex vivo, the effect of GK-1 [8]. In this study, therefore, we
focus on the impact of GK-1 on murine peritoneal macrophages. This
peptide, belongs to the Taenia crassiceps cysticercus recombinant pro-
tein KETc7 [9] and has being shown to enhance the protection induced
by human influenza vaccine in both young and old mice [10,11]. In
addition, GK-1 used as adjuvant provided some degree of protection
against experimental murine melanoma and mammary cancers [12].
Perhaps relevant to its adjuvant properties GK-1 promoted the activa-
tion of dendritic cells, increasing the expression of CD80/86, MHC class
II, and the secretion of IFN-γ, TNF-α, and CCL2 (MCP-1), resulting in an
increase in CD4+T cell proliferation [10,13]. Considering that the
plasticity of macrophages can result in awake the adaptative immunity,
we extend our studies evaluating GK-1 effect on in vivo matured

peritoneal macrophages towards the identification of other possible
players that may underlie GK-1 adjuvant properties.

2. Materials and methods

2.1. Mice

BALB/cAnN female mice 6–8 weeks-old were used. Stocks were
originally purchased from Charles River, USA, and produced in a pa-
thogen-free facility at our Institute. Food and water were allowed ad
libitum. All housing and experimental procedures were conducted
under the guidelines established by the Committee on the Care and Use
of Experimental Animals of the Instituto de Investigaciones Biomédicas
(IBM) at the Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM).
Mouse experimentation protocols were approved by the animal safety
committee of the IBM, UNAM, and manipulated following to the’
Principles of Laboratory Animal Care’’ (NIH publication #85-23, re-
vised in 1985). Mice were anesthetized with sevoflurane by inhalation
(ABBOTT USA.) before being sacrificed by cervical dislocation.

2.2. Isolation of peritoneal macrophages

Peritoneal macrophages (PMa) were harvested from the peritoneum
of BALB/cAnN mice by IP lavage with PBS. Cells were placed in a
15mm plates at 2.5× 106 per 2ml of RPMI medium 1640 (Gibco BRL,
USA) supplemented with 5% of Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco BRL,
USA) and 1% antibiotics solution (100 units/ml of penicillin, 100mg/

Fig. 1. Gene expression profiling of PMa treated with GK-1. Unsupervised hierarchical clustering of transcriptional profiles (fold-change> 2.0), displayed as a
heat map of log-transformed expression values, from CD11b+ F4/80+ peritoneal macrophages of mice untreated or after 4 (A) and 18 h (B) treatment with GK-1.
The top ten pathways differentially induced by GK-1 and derived from enrichment analysis are presented as the green bars, and the red bars represent the genes
differentially down-regulated by GK-1. The yellows bars represent the statistically important changes induced by GK-1 compared with the control at 4 h (C) and 18 h
(D). The analysis was done using Affymetrix® Transcriptome Analysis Console (TAC) Software. Data are representative of three independent experiments. (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Table 1
List of top 50 genes up-regulated by GK-1, 4 h and 18 h, in mouse PMa.

Gene symbol Description Fold change (up regulated) (GK-1 4 h vs.
control 4 h)

Fold change (up regulated) (GK-1 18 h vs.
control 18 h)

Ptgs2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 39.11
aIl1b interleukin 1 beta 25.46 2.91
Clec4e C-type lectin domain family 4, member e 7.59
Cxcl1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 19.78
Ifi205 interferon activated gene 205 14.61
aCxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 14.44 2.94
Mir155 microRNA 155 12.39
Cxcl3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 11.22
Tnfsf9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 9.69
Tnf tumor necrosis factor 9.19
Slamf1 signaling lymphocytic activation molecule family member 1 7.28
Rab11fip1 RAB11 family interacting protein 1 (class I) 6.87 6.82
Marco macrophage receptor with collagenous structure
Fpr1 formyl peptide receptor 1 6.55
Nlrp3 NLR family, pyrin domain containing 3 6.48
H2-M2 histocompatibility 2, M region locus 2 6.33
Il1a interleukin 1 alpha 5.45 2.27
Jak2 Janus kinase 2 4.99
Ptges prostaglandin E synthase 4.81 2.97
Pla2g4a phospholipase A2, group IVA (cytosolic, calcium-dependent) 4.79
aIl6 interleukin 6 4.45
Nfkbiz nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells

inhibitor, zeta
4.42

Lcn2 lipocalin 2 4.36 6.77
Casp4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 4.3
aCcl3 chemokine (C-C motif) ligand 3 4.11
Cxcl5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 4.11
Cd40 CD40 antigen 4.1
Cxcl13 chemokine (C-X-C motif) ligand 13 4.03
Sod2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 3.9
aNos2 nitric oxide synthase 2, inducible 3.84
C3 complement component 3 3.82
Clec4a1 C-type lectin domain family 4, member a1 3.42
Irg1 immunoresponsive gene 1 3.79 7.1
Osgin2 oxidative stress induced growth inhibitor family member 2 3.73
Nfib nuclear factor I/B 3.67
Nr4a3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 3.47
Lox lysyl oxidase 3.47
Nfkbib nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells

inhibitor, beta
3.4

Il12b interleukin 12b 3.19
Nfkbia nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells

inhibitor, alpha
3.15

Ifrd1 interferon-related developmental regulator 1 3.02
aH2-M2 histocompatibility 2, M region locus 2 2.99
Nfib nuclear factor I/B 2.92
Il18 interleukin 18 2.85
Cd38 CD38 antigen 2.81
Irf1 interferon regulatory factor 1 2.81 3.36
Icam1 intercellular adhesion molecule 1 2.78
Cdc42ep2 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 2 2.72
Tlr2 toll-like receptor 2 2.76
Olr1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 2.7
Fas Fas (TNF receptor superfamily member 6) 2.69
Irak3 interleukin-1 receptor-associated kinase 3 2.66
Il17ra interleukin 17 receptor A 2.66
Traf5 TNF receptor-associated factor 5 2.62
Cd69 CD69 antigen 2.62
Ccrl2 chemokine (C-C motif) receptor-like 2 2.58
Nfkb2 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells 2,

p49/p100
2.56

Olr1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 2.52
Cflar CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 2.52
Nfkb1 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B cells 1,

p105
2.45

Cav1 caveolin 1, caveolae protein 2.41
Ccl2 chemokine (C-C motif) ligand 2 2.4
Siglece sialic acid binding Ig-like lectin E 2.23

a Confirmed expression of mediators of inflammation by immunoassay and/or flow cytometer.
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ml of streptomycin) (Gibco BRL, USA). Adherent cells were harvested
from the plates after 2 h of culture, using cold 1X PBS buffer at 4 °C for 3
to 5min and then scraping them off using a rubber policeman.

2.3. Peptides

GK-1 was purchased as a synthetic 18-aa peptide (GYYYPSDPNTF-
YAPPYSA) from USV, LTD, Mumbai, Maharashtra, India (batch
RD0001). The peptide was 95% pure as determined by high pressure
liquid chromatography using a reverse-phase C18 column. A non-related
peptide (NP) from random sequence (STLSPGSSTYTSYTTL) was em-
ployed as a negative control.

2.4. Treatment of peritoneal macrophages

PMa were cultured either in complete supplemented medium with
GK-1 (10 μg), or as negative controls without the peptide or with the

non-related (NP) peptide (10 μg) described above. Cells cultured with
LPS (5 ng/ml, Sigma-Aldrich) served as a positive control.

Further experiments were conducted with PMa cells treated with
recombinant mouse IFNγ (5 ng/ml Biolegend) or IL-4 (5 ng/ml
Biolegend) for 24, 48 and 72 h to polarize macrophages to the M1 or M2
phenotype, respectively [14]. The supernatants of all cultures were
harvested for cytokine analysis and the cells were washed once prior to
surface staining and subsequent flow cytometry.

2.5. Gene expression induced by GK-1

For evaluation of gene expression, we used the Affimetrix mouse
GeneChip MouseGene 1.0 s.t microarray containing the complete
transcriptome of Mus musculus. RNA was extracted from 2.5× 105

peritoneal macrophages treated with GK-1 at 4, and 18 h. A non-related
peptide (NP) was used as a negative unspecific control in the experi-
ments to evaluate nitric oxide. In other experiments (microarrays, flow

Fig. 2. Identification of gene expression changes specifically associated with the time of treatment. Venn diagram of down-regulated (A) and up-regulated (B)
genes contrasting the treatments of 4 h vs18 h, in CD11b+F4/80+ peritoneal macrophages, taking into account the genes inherent in the controls: Red circles are
the controls, green circles are treatment with GK-1 at 4 h and purple circles are treatment with GK-1 at 18 h. The number of genes in each part is shown in parentheses
and the genes that cross-link between the conditions are shown inside the circles. Fold-change (FC)≥ 2, P < 0.05 with FDR, diff>100 for microarray data. FC-rank
plots of genes detected as differentially between 4-and 18 h. The data is representative of 3 independent experiments. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 3. Network analysis defines stimulus-associated programs of macrophage activation. Pathway representation network of transcriptional regulation of
mediators of inflammation 4 h (A) and 18 h (B) after treatment CD11b+ F4/80+ peritoneal macrophages with GK-1 (FC > 2.0) identified by microarray analysis
using Affymetrix® Transcriptome Analysis Console (TAC) Software. The data are representative of 3 independent experiments.
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cytometry and phagocytosis) RPMI without peptide served as negative
control. RNA extraction was performed using RNeasy plus mini kit
(Qiagen) following the manufacturer’s protocol. Concentrations of RNA
samples were quantified using the NanoDrop 2000spectrophotometer
(Thermofisher) and the sample were stored at −70 °C. The quality of
the RNA was assessed in an Agilent 2100 Bioanalyzer system prior to
subsequent hybridization to the Affymetrix GeneChip MouseGene
1.0 st, following the standard Affymetrix protocol.

From the microarray dataset, the changes in normalized gene ex-
pression intensities was analyzed and compared. Genes considered to
be differentially expressed between the treated and untreated samples
were categorized when their change was greater than or equal to 2-fold.
The statistical parameter used to define significant change (P) was less
than 0.001, and the difference between signal intensities compared to a
given gene was over 200. The gene expression analysis was focused on
genes related to macrophage activation, the immune response and re-
levant inflammatory processes.

Pairwise comparisons were performed between GK-1stimulated
cells and control non-stimulated cells in order to determine the number
of genes significantly induced by the GK-1 stimulation and the relative
fold changes of these genes. To do this, the two-class unpaired analysis
was employed with a false discovery rate (FDR) with a cut-off of 1% and
the condition that genes must have at least a two-fold change. This
stringent FDR cut-off was chosen in order to focus on genes most highly
induced or repressed by each condition. We treated the two time points,
independently to identify genes that were consistently up or down-
regulated after 4 and 18 h of co-culture.

2.6. Gene expression analysis by PCR

A PCR was performed to evaluate the expression of the Nos2 gene
that was found up-regulated in PMa co-cultured with GK-1. Total RNA
was prepared as described above, and the cDNA synthesis was per-
formed with a Gibco kit according to the manufacturer's instructions.

2.7. Analysis of secreted inflammatory mediators

The cytokine levels for activated macrophages (M1) IL-12, IL-1β, IL-
6, and TNF-α and for (M2) IL-10, IL-4, TGF-β were measured in the
supernatants of cultured macrophages following the protocol provided
by the commercial Kit of 20 analytes (MILLIPLEX®). Concentrations
were given in pg/ml of cultured macrophage supernatants using the
Luminex Magpix (Xponent Software) system. The commercial panel of
20 analytes (Magnetic Mouse Cytokine 20-Plex Panel) included Basic
FGF, IL-1β, IL-10, IL-13, IL-6, IL-12, IL-17, MIP-1, GM-CSF, MCP-1, IL-5,
VEGF, IL-1, IFN-ץ, TNFα, IL-2, IP-10, MIG, KC, and IL-4.

2.8. Macrophage activation membrane markers

Single cell suspensions of peritoneal macrophages treated with GK-1
or with a Non-related peptide (negative control) or with LPS (positive
control), with or without IFNγ or IL-4 (activating M1 and M2 stimu-
lants, respectively) were first treated with 1 μg/100 μL of anti-mouse
FcR antibody (CD16/CD32 BioLegend) for 30min at 4 °C in order to
“block” Fc receptors, and then surface stained with antibodies to
CD11b, CD80, CD86, MHC-II, CD206, CD36 antibodies (BioLegend).
Appropriate isotype controls were always included. Finally, cells were
fixed with 1% paraformaldehyde in PBS and processed using a
FACSCalibur flow cytometer and the Cell-Quest Pro software.

2.9. Nitric oxide

Nitrite is the primary and nonvolatile breakdown product of NO
degradation. Thus, NO production was assessed in the supernatants of
the macrophages cultured under the different treatments tested using
the Griess reagent (Promega, Madison, WI) following the manu-
facturer’s instructions. Briefly, the supernatants were mixed with an
equal volume of the Griess reagent. Nitrite concentrations were de-
termined by comparison with standard solution of NaNO3. The plate
was analyzed at 540 nm or in range from 520 to 550 nm by the
fluorometry method to determine free oxygen radicals.

Fig. 4. GK-1 induces the secretion of proinflammatory mediators by PMa. Profile of inflammation mediators produced by CD11b+F4/80+ peritoneal mac-
rophages stimulated in vitro with GK-1 (A: 18 h; B: 72 h, dark gray bars). Positive control LPS (gray bars). Mock conditions RPMI (white bars). GK-1 induced a
statistically significant increase in MCP-1, MIP1α, IL-6, and TNF-α at 18 h (A) and in KC and MIP1α at 72 h (B) using the ANOVA test. †Mean ± SD. *P < 0.05,
**P < 0.005, and ***P < 0.0005.
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2.10. Immunoblotting

Macrophages previously stimulated with either GK-1 or LPS for 72 h
were lysed for 10min in lysis buffer (10mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl,
1% TrironX-100, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dode-
cylsulfate (SDS), 5 mM EDTA supplemented with 1mM phe-
nylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium vanadate, 1 mM sodium
fluoride), on ice. Protein concentration was determined by the Lowry
method [15]. Lysates were snap-frozen and stored at −80 °C. Equal
amounts of protein lysates were resolved by gel electrophoresis and
transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Inmobilon®,
Millipore). Membranes were blocked for 1 h at room temperature in 5%
milk or BSA-TBST (50mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH
7.5). Membranes were probed overnight for SOD2 (A-2) [sc-133134]
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); β-actin [ab8229] (Abcam);
iNOS [GTX130182], Arginase-1 [GTX634200] (Genetex). On the next
day, membranes were washed with 1x TBST for three times and in-
cubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluted in 5% milk or TBST
for 1 h at room temperature. Bound antibodies were detected by the
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo
Fisher Scientific).

2.11. Phagocytosis assay

Phagocytosis assay was performed by co-incubation of PMa with
fluorescently-labeled Saccharomyces cerevisiae for 120min at 37 °C at
1:5 ratio in the presence of absence of BALB/cAnN inactivated mouse
serum. Yeasts were stained with CFSE (10mM) (carboxyfluorescein
succinimidyl-ester) following the procedure previously described. After
incubation, the yeasts cells were centrifuged (5min, 800×g), and wa-
shed with PBS X3. Yeasts were heat-inactivated at 60 °C for 20min A
total of 2×106 yeasts per well was incubated with 5× 105 macro-
phages previously cultured with or without GK-1 (30min, 37 °C) in
Chamber Slides (Nunc Lab- Tek ™). The macrophages were stained for
10min with the vital dye FM4-64 (Invitrogene™) in order to have
contrast with the yeasts. The cells were washed three times with PBS at
room temperature, counterstained with DAPI (4′,6-diamino-2-pheny-
lindole) (1 μg/ml). Phagocytosis of fluorescent yeasts was measured by
confocal microscopy (Nikon A1R+ STORM) and by epifluorescence
microscopy (Nikon Labophot) 2 by counting the number of macro-
phages with more than three yeasts in a total of 500 cells in three in-
dependent experiments.

Fig. 5. GK-1 induces the overpression of iNOS and the synthesis of NO by PMa. A) RT-PCR for iNOS and actine expression of macrophages culture in RPMI alone
or with GK1 or LPD. B) Quantification using the ANOVA test of NO synthesis by CD11b+ F4/80+ peritoneal macrophages stimulated by GK1 (light grey bar) or LPS
(grey bar) for 24, 48 and 72 h in vitro. There was no significant increase in NO in cultures incubated with non-related-peptide (black gray bar) or under “mock”
stimulation (white bar). †Mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.005, and ***P < 0.0005. C) Western Blot for iNOS and arginase-1 expression in peritoneal macro-
phages cultured with GK1, LPS, or RPMI alone for 72 h. The graph to the right shows the mean ± SD of three independent experiments.
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2.12. Statistical analysis

The statistical analysis of the inflammatory mediators and the ex-
pression of membrane phenotypes was performed with PRISM Version
5.0 software. All analyses were performed in three independent ex-
periments. Quantitative data were presented as mean ± S.D. and
compared using ANOVA test. A P-value<0.05 was considered as sta-
tistically significant.

3. Results

3.1. GK-1 induced differential gene expression of peritoneal macrophages

A detailed transcriptional profile of peritoneal macrophages treated
with GK-1 at 4 h at 18 h was subjected to gene expression profiling
analysis with whole genome microarrays (Fig. 1A, B). Unsupervised
hierarchical clustering analysis showed a differential expression be-
tween control and GK-1 treated macrophages that allowed us to per-
form the comparison between the heat-maps resulting from each ex-
posure time of 4 and 18 h to GK-1.

Of the total of 28,944 genes included in the microarray, 503 were
differentially expressed by cells treated with GK-1 for four h. Of these,
312 genes were up-regulated and 191 were down-regulated. A lower
number of genes (90) remained differentially expressed 18 h after
treatment, with 61 genes being up-regulated and 29 down-regulated
(Table 1).

3.2. Identification of genes specifically associated with the time of treatment

A summary of genes that are differentially up or down regulated,
with a fold-change> 1.0 at different times is presented in Venn dia-
grams constructed with Partner Illuminates microarray program (Fig. 2
A and B). Comparing at 4 and 18 h after treatment with GK-1, 2797
genes were up-regulated and 2777 were down-regulated, with 40%
approximately of the genes implicated in immune-inflammatory re-
sponses.

3.3. Network analysis defines stimulus-associated programs of PMa
activation

Treatment of GK-1 resulted in increased and/or decreased differ-
ential expression of genes involved in pro-inflammatory mediators. In
Fig. 3 we present a summary of transcriptional regulation of mediators
of inflammation at 4 and 18 h after treatment with GK-1.

These changes were grouped into clusters of key genes regulating
inflammatory pathways, for example, interleukins and chemokines
signal pathways. Four hours after treatment there was an increased
expression of genes that code for cytokines such as IL-12β, IL-6, IL-1α,
IL10, IL-1β, TNF-α and for chemokines such as CXCL1, CXCL2 and
CXCL3 (Fig. 3A). Some of these (IL-1α, IL-1β, TNF-α, IL-10, CXCL1 and
CXCL3) continued to be overexpressed 18 h later together, with the
overexpression of some additional cytokines (IL15 and TGF-β) (Fig. 3B).

Fig. 6. GK-1 increases the expression of membrane-associated activation markers in PMa. Mean ± SD of the median fluorescence intensity. In vitro-treatment
of CD11b+ F4/80+ peritoneal macrophages with GK-1 significantly increases the expression of CD86 (A) at 24, 48 and 72 h, MHCII (B) at 24, 48 h. CD36 (C) at
48,72 h and CD206 (D) at 72 h. Synergistic effect of GK-1/IFN-γ or GK-1/IL-4 treatment on expression of PMa surface membrane markers. Cells were treated with GK-
1 and IFN-γ or GK-1 and IL4 and the cell surface expression of CD86, MHCll, CD36 and CD206 was evaluated by cell surface staining and FACS. Combined treatment
of GK-1 / IFN-γ (dark gray), GK-1 (gray), IFN-y (light gray), and the mock conditions (white), are shown in A to D. Similarly, after treatment with GK-1 / IL-4 (dark
gray), GK-1 (gray), IL-4 (light gray), and the mock conditions (RPMI, white), are presented in E to H. All treatments were for 24, 48 and 72 h. The values represent the
mean Medium Fluorescence Intensity (MFI) of three different experiments. The data are mean ± SD. The statistical analysis was done) using the Kruskal-Wallis test.
†Mean ± SD. *P < 0.05, **P < 0.005, and ***P < 0.0005.
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3.4. GK-1 induces the expression of pro-inflammatory mediators and NO in
PMa

To confirm the microarray results, the level of inflammatory med-
iators was measured in the supernatants of control and GK-1 stimulated
macrophages. PMa cultured with GK-1 secreted significantly increased
levels of IL-6, TNF-α, IP-10 (CXCl10), Mip-1α (CCL3) and MCP-1
(CCL2), compared to control cultures. Similarly, high levels of IL-1β, IL-
12, IL-6, CXCL10, CCL3, CCL2 and TNF-α were detected in the super-
natants of LPS-treated macrophages (Fig. 4).

Importantly, GK1 induced a very small increase in iNOS expression
after 4 h of culture, which slightly increased 18 h later (Fig. 5A), as
reflected by an increase in NO production by macrophages stimulated
for 24 h with GK-1. This increase in NO was maintained at 48 h but
decreased at 72 h. A similar trend was observed in the LPS stimulated
cultures, in contrast to the low level of NO in the un-treated cultures
(Fig. 5B). To evaluate whether the decrease in NO levels at later times
was associated with the polarization of M1 macrophages towards a M2
phenotype, both iNOS and arginase-1 expression were determined at
72 h of culture. As shown in Fig. 5C, iNOS expression remained slightly
increased, but arginase-1 expression levels were not different from
those in control macrophage cultures, which constitutively expressed
this enzyme.

3.5. Changes in PMa surface markers induced by GK-1

Peritoneal macrophages cultured with GK-1, were evaluated for
their expression of surface markers by FACs analysis, specifically, CD69,
CD40, CD80, CD86, MHCII (M1), CD36 and CD206 (M2). Expression of

CD86, MHC-II and CD36 was significantly increased at 24 h in PMa
stimulated with GK-1 and remained increased up to 72 h for MHC-II and
CD36 (Fig. 6A–D), consistent with an M1 macrophage phenotype. In
contrast, the M2 marker CD206 was expressed at low levels at 24 h by
GK1 stimulated macrophages compared to cells cultured with medium.
There were no significant differences in the expression of CD69, CD40
and CD80 found at any time (data not shown).

Stimulation of PMa with IFN-y plus GK-1 resulted in significantly
increased expression of CD86 and MHC-II compared to GK-1 alone after
24 h, but not after 72 h (Fig. 6A). In comparison with control cultures,
incubation with IFN and GK-1 resulted in a moderately low expression
of CD36 (Fig. 6C), but once again no effect was observed in the ex-
pression of CD206 (Fig. 6D).

When PMa were treated with IL-4/GK-1 (Fig. 6E–H), there was an
increased expression of CD36 and CD206 at 24, 48 and 72 h compared
to GK-1 alone (Fig. 6G,H), As expected IFN-γ induced a high expression
of CD86 and MHC-II from 24 to 72 h (Fig. 6A, B), together with a re-
duced expression of CD36 and CD206 (Fig. 6C, D) (except for CD36 at
72 h, where an increase was observed, Fig. 6C). Finally, IL4 induced a
considerably high expression of CD36 and CD206 (Fig. 6G, H), a dis-
crete increase of MHC-II (Fig. 6F), but no impact on the expression of
CD86 was observed (Fig. 6E).

3.6. SOD2 gene expression

It is very well known that the oxidative stress that accompanies NO
production is a signal of danger to the cells. Since one of the main
antioxidative enzymes whose genes were overexpressed in peritoneal
macrophages cultured with GK1 was superoxide dismutase 2 (SOD2),

Fig. 7. Increased phagocytosis in PMa cultured with GK-1. CD11b+ F4/80+ peritoneal macrophages were cultivated for 24 h with GK-1 and then cultured
30min with S. cerevisiae labeled with Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (green label) in medium containing either inactivated or complete mouse sera.
Thereafter, macrophages were stained with FM4-64 (red) and a nuclear marker DAPI (blue). Merged images (A) of cells treated with media, GK-1 or LPS without or
with BALB/cAnN inactivated mouse serum. The phagocytosed yeasts were quantified by counting 500 macrophages in triplicate per condition in each experiment. B.
Mean ± SD of the number of macrophages with three or more yeasts of three independent experiments. *Significantly different at P < 0.05 using the ANOVA test.
C: A 3D image z stacks in confocal microscopy that demonstrates the internalization of yeasts by macrophages. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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we probed the effectivity of GK1 in inducing its production. As shown in
Fig. 8, both LPS and GK1 induced an overexpression of the SOD2 pro-
tein.

3.7. GK-1 increased phagocytosis activity of PMa in vitro

To evaluate the functional effects of GK-1 on cultured macrophages
a phagocytosis assay was employed. The level of phagocytosis in PMa
cultured with the fluorescent yeast and GK-1 was significantly increased
when an inactivated serum was added (Fig. 7A–C).

4. Discussion

Macrophages play a key role in tissue homeostasis, inflammation,
immunity, and disease pathogenesis. The wide spectrum of macrophage
activities is reflected in an equally complex range of functionally dis-
tinct populations differentiated from monocytes according to the pre-
vailing cytokine “milieu”, created as a result of the early inflammatory
response to a pathogen.

Historically, those macrophages differentiated in the presence of
IFNγ, LPS, or GMCSF were defined as the M1 inflammatory population,
whereas those differentiated in the presence of IL-4, IL-13, or M-CSF
were defined as the M2 anti-inflammatory population [5,14]. Now,
however, it is clear that there is a wide spectrum of functional macro-
phage subpopulations, and a more rational classification based on gene
expression profiles is now in progress [16]. Moreover, macrophages
display a remarkable phenotypic plasticity, i.e. they are able to change,
their functional phenotypes according to varying environmental stimuli
[5,14]. Thus, macrophages and their progenitors, the monocytes, are
key cells in the interconnecting pathways that lead to the induction of
an acquired response, thereby providing a rational basis for the de-
velopment of novel adjuvants.

This work is aimed to understand the immunomodulatory activities
of the highly stable synthetic GK-1 peptide [24], specifically, 1) its

proven utility as an adjuvant for immunization with the influenza
vaccine [10,13], its significant antitumoral effect on 4T1 mouse
mammary carcinoma [12]. Here, therefore, and considering the im-
portant role of macrophages in immunomodulation, we present our
findings on the impact of GK-1 on the function and gene and cell surface
marker expression of peritoneal macrophages.

The differential impact of GK-1 on gene expression profiles was
analyzed through hierarchically clustered profiles related to in-
flammatory processes such as Toll-like receptor (TLR2) (Fig. 3 and
Table 1). Our results showed an overexpression of genes encoding for
M1 macrophage classical markers (IL1β, TNFα, IL6, IL12β) and a down-
regulation of genes encoding for M2 markers (Arg1) in GK-1-treated
macrophages [17]. Recently, a study analyzing transcriptional mRNA
profiling data identified other markers for the M1 phenotype (CD38,
Gpr18, Fpr2) [5] and, interestingly, the microarray assay also showed a
GK-1 peptide induced expression of CD38, Fpr2, CCL2, and CCL7.

The observed increased expression of the transcript for TLR2 in GK1
treated cells may indicate an involvement of GK-1 in TLR2 activation, a
possibility consistent with the observed and concomitant up-regulation
of NF-κB, the major downstream target of TLR2 signaling [18]. This, in
turn, could predict an increased production of inflammatory cytokines
(i.e. IL1, IL6, TNFα) and chemokines (MIP-1alpha, MCP1, etc.) as well
as inducible enzymes such as COX-2 and iNOS [19]. Significantly
therefore, an increase in most of these cytokines and chemokines was
confirmed by multiplex gene expression analysis. In addition, GK-1-
treated peritoneal macrophages produced NO and overexpressed the
CD86 co-receptor and MHC-II. GK-1 treated macrophages also pro-
duced increased levels of iNOS (Fig. 5A and C) and NO (Fig. 2B), which
can be involved in increasing phagocytic activity in macrophages
(Fig. 7). Interestingly, GK-1 reduced the effect of the oxidative response
by overexpressing SOD2 (Fig. 8), an essential mitochondrial antioxidant
enzyme that can restore macrophage homeostasis.

After 72 h of GK-1 treatment, however, the cells had largely lost the
M1 phenotype and exhibited an increased expression of CD36, in-
dicating a shift towards an alternatively activated M2 phenotype per-
haps as a strategy to control possible adverse inflammatory reactions. In
relation to this possibility, when peritoneal macrophages were treated
with GK-1 plus IL-4, there was a synergistic increase of the CD36 re-
ceptor, reinforcing the idea that GK-1 might interact with the CD36
receptor [20]. Also, it should be noted that peritoneal macrophages
cultured in RPMI medium alone showed a constitutive expression of
arginase-1, an enzyme that competes with iNOS for arginine and whose
expression was not modified when macrophages were incubated with
GK1. Being arginase-1 a classical M2 enzyme, its preponderance over
iNOS after 72 h of culture with GK1 could help to shift the M1 phe-
notype to an M2 one [19].

Another result that merits comment is the synergistic effect induced
by GK-1 and INF-ץ in promoting the polarization of the peritoneal cells
toward the M1 phenotype, as evidenced by the increased expression of
CD86 and MHCII. Finally, GK-1 treatment resulted in a decreased ex-
pression of the M2 marker CD206 by IL-4 stimulated cells.

Macrophages are professional phagocytes, playing a central role in
tissue maintenance and host defense, first by engulfing and killing pa-
thogens [21], and second through their subsequent role as antigen
presenting cells. Phagocytosis, therefore, is regarded as an indicator of
macrophage activity [22] representing the first essential step for the
immunological defense system and a rational target for adjuvants. Thus,
the observed stimulation of phagocytosis by GK-1, and the concomitant
increased expression of the CD38, Rab11fip1, and Hll-Mll genes, may
favor antigenic presentation and contribute to the adjuvant properties
of GK-1 [23].

In conclusion, this study demonstrates that GK-1 promotes sig-
nificant phenotypic changes in peritoneal macrophages, including the
polarization to the M1-classical phenotype and an increased phagocitic
activity, both phenomena that may underlie its demonstrated adjuvant
effects.

Fig. 8. Western Blot for SOD-2 expression in peritoneal macrophages cultured
with GK1, LPS, or RPMI alone for 72 h. The graph shows the mean ± SD of
three independent experiments.
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A R T I C L E I N F O
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A B S T R A C T

CD8 T cells can kill malignant cells in an antigen-specific manner. However, anti-tumoral responses are usually
limited by suppressive factors that curb the effector responses of tumor-infiltrating CD8 T cells. Therapeutic
strategies to overcome intra-tumoral T cell suppression, for example immune checkpoint inhibition, have been
clinically effective in patients with cancer. Here, we provide data that demonstrates that GK-1, a peptide derived
from the parasite Taenia crassiceps, promotes an anti-melanoma CD8 T cell response with heightened effector
characteristics that leads to an increased amount of tumor-infiltrating CD44+ IFN-γ-producing CD8 T cells. The
response induced by GK-1 was associated with a reduction in the expression of PD-1 and PD-L1 on tumor-
infiltrating CD8 and dendritic cells, respectively, effects that led to a dramatic decrease in tumor burden. Our
results suggest that the immunomodulatory properties of GK-1 may promote a CD8 T cell response that may be
therapeutically useful in the setting of cancer.

1. Introduction

The clinical success of immune checkpoint inhibitors (ICI) in pa-
tients with cancer has demonstrated that the immune system is capable
of eliminating tumors, but fails to do so because its effector capacities
are actively hampered by peripheral tolerance mechanisms [1]. Tumor
cells generate a microenvironment that fosters immunosuppression and
protects them from the cytotoxic activities of NK and CD8 T cells that
become neutralized upon entering the tumor [2]. A deeper under-
standing of the mechanisms that underlie tumor-mediated cytotoxic cell
inactivation and the identification of therapeutic strategies to overcome
those mechanisms is currently an area of intense research.

GK-1 is an 18 amino-acid peptide derived from the helminth Taenia
crassiceps [3]. GK-1 demonstrated immune-modulating properties when
co-administered as an adjuvant with the human influenza vaccine [4].
In that setting, GK-1 significantly improved the protection conferred by
the vaccine. This effect was associated with increased titers of anti-in-
fluenza IgG and increased mononuclear cell infiltration into the lung

parenchyma [4]. Higher dendritic cell (DC) expression of MHC-II and
co-stimulatory molecules, along with increased secretion of pro-in-
flammatory cytokines (e.g. IFN-γ, TNF-γ, and MCP-1) were associated
with GK-1 administration [5].

The capacity of GK-1 to boost the immune system was further
evaluated in a murine model of melanoma [6]. Peri-tumoral injection of
the peptide was associated with a significant reduction in tumor growth
and an increase in overall survival (42.58%). Pathological analyses
demonstrated that treatment with GK-1 increased the area of necrosis in
the tumors, suggesting that it enhanced the anti-tumoral cytotoxic re-
sponse [6,7]. The capacity of GK-1 to improve survival and reduce
metastasis was also observed in a breast cancer model in Balb/c mice,
where GK-1 promoted IL-12 production within the tumor micro-
environment [7].

The aim of this work was to determine the mechanisms through
which GK-1 enhances the immune response in the context of melanoma.
To this end, we analyzed the effects of GK-1 administration in tumor-
infiltrating DCs and antigen-specific CD8 T cells, in order to identify the
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molecules involved in the immunomodulatory function of the peptide.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Mice between 6 and 12weeks of age were used. C57BL/6 mice were
provided by the Unit for Biological Models of the Instituto de
Investigaciones Biomédicas (IIB), Universidad Nacional Autónoma de
México (UNAM). CD45.1 and OT-II mice were a gift from Dr. Gloria
Soldevila (IIB, UNAM). Rag1−/− (B6.129S7-Rag1tm1Mom/J), and OT-I
(C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb/J) mice were obtained from The
Jackson Laboratory (Maine, USA). Only female mice were used in these
experiments. Animals were euthanized if the tumor area reached
400mm2. All procedures were approved and performed according to
the guidelines of the Institutional Committee for the Husbandry and Use
of Laboratory Animals.

2.2. B16-F10/OVA cell line

The B16-F10/OVA melanoma tumor cell line expressing the model
antigen Ovalbumin (OVA) was a gift from Dr. Laura Bonifaz (Instituto
Mexicano del Seguro Social). Cells were grown in DMEM with 10% FCS
(Gibco) and 100 U/mL of penicillin and streptomycin at 37 °C with 5%
CO2. Cells were detached by gentle shaking in 0.05% Trypsin-EDTA
(ThermoFisher) for up to 2min, washed in ice-cold PBS, counted, and
resuspended in PBS at a concentration of 2× 106 cells/mL. For injec-
tions, 2× 105 cells were subcutaneously inoculated in the shaved right
flank of mice.

2.3. GK-1 administration

GK-1 was synthesized, tested endotoxin-free, and stored as a dry
powder. For use, GK-1 was dissolved in sterile saline at 1mg/mL.
Ovalbumin (Sigma, OVA) was dissolved in saline 1mg/mL and sterile-
filtered. Saline, 100 μg of GK-1, or 100 μg of GK-1 plus 100 μg of OVA
were inoculated intravenously (i.v) by tail vein injection in a total vo-
lume of 200 μL.

2.4. T cell adoptive transfer

Spleen and peripheral lymph nodes (pLN, axillary and inguinal)
from CD45.1 OT-I or CD45.1 OT-II mice were harvested and strained
into RPMI with 2% FCS through a 70 μm cell strainer. Red blood cells
were lysed and CD8 or CD4 T cells were isolated using MACS CD8α+ or
CD4+ T Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec), respectively, according to
the manufacturer's instructions. Lymphocytes were resuspended at
1× 107 cells/mL in sterile PBS. Cells were i.v. injected into the tail vein
of recipient mice one day prior to tumor cell implantation.

2.5. Tissue processing and flow cytometry

Spleen and tumor-draining lymph nodes were collected and strained
throughout a 50 μm cell strainer. Tumors were collected and weighted.
Tumor tissue was thoroughly chopped with a razor blade and incubated
at 37 °C under 200 rpm agitation in RPMI with 2% FCS containing
1mg/mL of Collagenase Type IV (Gibco) and 20 U/mL of DNase I
(Sigma), before being disaggregated through a 70 μm cell strainer. Cells
were incubated with red blood lysis buffer and resuspended in PBS with
2% FCS for flow cytometry staining. Cells were counted using a he-
mocytometer and a BD Accuri™ C6 cytometer.

For Flow cytometry analysis, cells were stained with GhostDye
(Tonbo Biosciences) for 15min in PBS at 4 °C, washed and stained in
50 μL of PBS with 2% FCS for 30min. For intracellular staining, the
eBioscience Foxp3/Transcription Factor Staining buffer was used. To
measure IFN-γ production by antigen-specific cells, cell suspensions

were incubated with OT-I or OT-II cognate-antigen specific peptides
(GenScript, 1 μg/mL) overnight with the addition of Brefeldin A
(GolgiPlug, BD Biosciences) for the last 6 h. Antibodies against mouse
TCRVα2 (B20.1), TCRVβ5.1/5.1 (MR9–4), CTLA-4 (UC10-4B9), FoxP3
(150D), CD80 (16-10A1), CD86 (GL-1), PD-L1 (10F.9G2), PD-1
(29F.1A12), CD11c (N418), I-A/I-E (M5/114.15.2), H-2Kb bound to
SIINFEKL (25-D1.16), and CD44 (IM7) were from Biolegend. Anti-
mouse CD45.1 (A20), CD45.2 (104), CD8α (53–5.7), CD4 (GK1.5/
RM4–5), CD62L (MEL-14), CD25 (PC61.5) IFN-γ (XMG1.2) were from
Tonbo Biosciences. Anti-Ki67 (SolA15) was from eBioscience.

2.6. Statistical analyses

Data were analyzed using Graphpad Prism and expressed as
mean ± SEM. Statistical significance between groups was determined
using unpaired Student's t-test or ANOVA followed by Tukey post-test.
Welch's correction was applied when required. p < .05 was considered
significant.

3. Results

3.1. GK-1 enhances the anti-tumoral capacities of CD8 T cells

Previous work by our group and others has shown that GK-1 ad-
ministration reduces the growth of tumors in murine models of breast
cancer and melanoma [7,8]. However, the mechanisms that underlie
the anti-tumoral effect of GK-1 remain poorly understood. To determine
whether GK-1 exerts its effects in a T cell-dependent manner, we ad-
ministered GK-1 (100 g/week) to mice with B16-F10/OVA melanoma
(Fig. 1A). In accordance to previous findings [8], GK-1 administration
was associated with a significant reduction in tumor growth at day 21
post-inoculation (Fig. 1B). In contrast, when the recipient mice lacked T
cells (Rag1−/−), GK-1 administration had no effect on tumor growth
(Fig. 1C).

To evaluate whether GK-1 enhanced the anti-tumor capacities of
antigen-specific CD8 T cells, we adoptively transferred CD45.1 OT-I
CD8+ T cells into congenic CD45.2 C57BL/6 mice and inoculated them
with an ovalbumin (OVA)-expressing melanoma (B16-F10/OVA). Mice
received vehicle, GK-1, or GK-1 plus OVA every week (Fig. 1D). As
shown in Fig. 1E, administration of GK-1 and GK-1 plus OVA was as-
sociated with a highly significant reduction in tumor weight and in-
cidence (Fig. 1F). These results indicate that GK-1 ameliorates the
growth of melanoma through an effect on CD8 T cells.

3.2. GK-1 unleashes the effector function of CD8 T cells

In order to better understand the anti-tumor effects of GK-1, we
quantified the number of infiltrating antigen-specific CD8 T cells in the
tumors of mice treated with GK-1, GK-1 plus OVA, and vehicle. As
shown in Fig. 2A, the number of tumor-infiltrating OT-I cells was si-
milar between groups and was not affected by GK-1. However, when we
analyzed the phenotype of the infiltrating OT-I cells, we noticed that a
higher percentage of cells expressed markers associated with the ef-
fector memory subset in the mice treated with GK-1 or GK-1 plus OVA
(Fig. 2B), indicating that GK-1 promotes the differentiation of tumor-
infiltrating effector cells. We performed ex-vivo restimulation with
antigen presenting cells (APCs) loaded with the OT-I-specific peptide
SIINFEKL and observed that OT-I cells isolated from tumors of mice
treated with GK-1 plus OVA expressed more Ki-67, an intracellular
protein associated with cell cycle progression and proliferation
(Fig. 2C). Treatment with GK-1 also led to a robust enhancement of IFN-
γ production. More cells expressed IFN-γ and the content of IFN-γ per
cell was increased in mice treated with GK-1 plus OVA (Fig. 2D and E).

The effector capacities of anti-tumor-specific CD8 T cells are regu-
lated by cell-intrinsic mechanisms of peripheral tolerance [1]. Activated
CD8 T cells upregulate molecules (e.g. PD-1 and CTLA-4) that make
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them susceptible to inhibition by ligands expressed by suppressor cells
and tumor cells. The importance of these mechanisms has been recently
demonstrated by the use of ICI, biological drugs that interrupt these
suppressive processes [1]. In order to determine whether treatment
with GK-1 could ameliorate suppression through PD-1 or CTLA-4, we
analyzed the expression of these molecules. As shown in Fig. 2F, ex-
pression of PD-1 on tumor-infiltrating OT-I cells was significantly re-
duced by treatment with GK-1 with or without OVA. To determine
whether the inhibition of PD-1 expression had a clinically significant
effect, we plotted the weight of the tumor against the expression of PD-
1 (gMFI). We observed a significant correlation (r2= 0.55, p= .001)
between these two variables, suggesting that inhibition of PD-1 ex-
pression is directly associated with a better clinical outcome in mice
treated with GK-1 (Fig. 2G).

To assess whether other relevant elements of the cellular immune
response against melanoma were affected by GK-1, we quantified the
expression of CTLA-4 in tumor-infiltrating OT-I cells. Treatment with
GK-1 plus OVA was associated with a significant decrease in the ex-
pression of this inhibitory molecule (Fig. 2H). Finally, we measured the
abundance of regulatory T cells (Tregs; CD4+FoxP3+CTLA-4+) within
tumor-infiltrating lymphocytes. As shown in Fig. 2I, Tregs represented a
sizable fraction of tumor-infiltrating CD4+ T cells. GK-1 administration
was associated with a modest, but statistically significant reduction in
the percentage of tumor-infiltrating Tregs. This effect was not sig-
nificant in mice treated with GK-1 plus OVA.

3.3. GK-1 reduces PD-L1 expression on tumor-infiltrating dendritic cells
(DCs)

In vitro experiments have shown that GK-1 enhances the pro-in-
flammatory capacity of murine peritoneal macrophages [9]. Therefore,
we hypothesized that the effects exerted by GK-1 on CD8 T cells could
result from the activation of local DCs. To this end, we analyzed the

phenotype of DCs from the spleen, draining lymph nodes (dLN) and
tumors of control and GK-1-treated mice (Fig. 3). DCs from the spleen
and dLN expressed low levels of CD80, CD86, and PD-L1, indicating
that most of them were in a resting state (Fig. 3A-C). The expression
levels of CD80 and PD-L1 were significantly higher on tumor-in-
filtrating DCs from control mice (Fig. 3A and B). Whereas expression of
CD80 and CD86 was not affected by the immunomodulatory treatment,
administration of GK-1 or GK-1 plus OVA was associated with a sig-
nificant downregulation of PD-L1 expression, specifically in tumor-in-
filtrating DCs (Fig. 3C). Other parameters, for example the abundance
of tumor-infiltrating DCs (defined as live CD11c+I-A/I-Ehi cells) and the
expression of SIINFEKL-loaded class I MHC molecules, were not dif-
ferent in control mice compared to animals treated with GK-1 (Figs. 3D-
E).

3.4. GK-1 effects are limited to the tumor microenvironment

When we analyzed the phenotype and function of adoptively
transferred OT-I cells obtained from the spleen and dLN of recipient
mice, we noticed that the administration of GK-1 or GK-1 plus OVA had
different consequences in the cells found in these locations (Fig. 4). The
absolute number of OT-I cells was modestly reduced in dLN of mice
treated with GK-1 plus OVA, perhaps reflecting different homing cap-
abilities (Figs. 4A). Although the abundance of cells that produced IFN-
γ was similar between the three groups of mice, the production of IFN-γ
at the single cell level was significantly higher in the group that re-
ceived GK-1 plus OVA (Fig. 4B and G). Levels of expression of PD-1
(Fig. 4C and H) and CTLA-4 (Fig. 4D and I) were significantly higher in
mice treated with GK-1 plus OVA. These data, that apparently contrast
with the phenotype of tumor-infiltrating OT-I cells (Fig. 2F and H), are
explained by differences in the activation status of the CD8 T cells found
infiltrating the tumor. Tumor-infiltrating T cells are highly activated
effector cells that express very high levels of PD-1 and CTLA-4. In
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Fig. 1. GK-1 administration suppress tumor growth in a T cell-dependent manner. (A) 2× 105 B16-OVA melanoma cells were inoculated subcutaneously (s.c.) into
C57BL/6 or Rag1−/− mice. Saline (Veh) or GK-1 (100 μg) were administered intravenously (i.v.) once a week. (B) Mice were sacrificed at day 21 and tumor size was
determined. Data from one out of two independent experiments (n=5 mice per group, per experiment) are shown. *p < 0.05. (C) B16-OVA cells were inoculated
into T cell deficient Rag1−/− mice. Tumors were measured on day 18. Data from two independent experiments are shown (n=6–8 per group, per experiment). (D)
2×106 CD45.1 OT-I CD8 T cells were adoptively transferred (i.v.) into congenic C57BL/6 (CD45.2) mice. The next day, 2×105 B16-OVA cells were inoculated
(s.c.). Mice received vehicle, GK-1 (100 μg), or GK-1+OVA (100 μg each) weekly. (E) Mice were sacrificed at day 21 and tumor weight was determined. Shown are
cumulative data from 4 independent experiments (n=9–15). **p < 0.01; ***p < 0.001. (F) Tumor incidence in mice from (D). Pooled data from 6 independent
experiments are shown (n=22–26 mice per group). *p < 0.05; ***p < 0.001.
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contrast, expression of these molecules in dLN and spleens is much
lower. The differences observed in dLN and spleens are probably caused
by a more robust activation of OT-I cells exposed to exogenously ad-
ministered OVA. Finally, no differences in the abundance of Tregs were
observed between the three groups of mice (Fig. 4E and J).

3.5. GK-1 does not enhance the anti-tumoral capacities of CD4 T cells

To determine whether GK-1 enhances the effector function of CD4 T
cells and to assess whether its anti-tumor effects are also mediated
through CD4 T cells, we adoptively transferred OVA-specific OT-II cells
(CD45.1) into CD45.2 WT mice and inoculated them with B16-F10/

OVA cells. We observed no differences in tumor size or weight between
mice that received GK-1, GK-1 plus OVA, or control saline (Fig. 5A). In
line with these results, we could not detect OT-II cell infiltration into
the tumor (data not shown) and administration of GK-1 or GK-1 plus
OVA did not cause a significant expansion of OT-II cells in the spleen or
dLN (Fig. 5B). When we analyzed the phenotype of tumor-infiltrating
DCs, we found no differences in expression of MHC-I-antigen (Fig. 5C)
or in the expression of CD80 and CD86 (Fig. 5D). Interestingly, the
reduction in PD-L1 expression observed in mice treated with GK-1 in
the presence of CD8 OT-I cells (Fig. 3C), did not occur when the tumor-
specific T cells were OT-II (Fig. 5E). These results suggest that, in this
system, GK-1 has a negligible effect on CD4 T cell effector functions and

Fig. 2. GK-1 exhibits adjuvant properties. (A) OT-I CD8 donor T cells (CD45.1+CD8+Vα2+) per mg of tumor. (B) Proportion of central memory (CD62L+CD44+)
and effector memory (CD62L−CD44+) OT-I cells in tumors. Cumulative data from two independent experiments are shown (n=7–9). (C-E) Proliferation and IFN-γ
production by OT-I cells was measured upon ex vivo stimulation with SIINFEKL in the presence of Brefeldin A. (C) Fraction of Ki-67-positive cells within OT-I donor
cells. (D) Representative contour plots (left) and cumulative data (right) showing the percentage of OT-I cells that produce IFN-γ. (E) Geometric mean fluorescence
intensity (gMFI) of IFN-γ from cells in (D). Data from one (C, n=4–5 mice per group) or two independent experiments is shown (D and E, n=7–9). (F) Expression of
PD-1 in donor OT-I tumor infiltrating cells. Representative histograms (left) and cumulative data (right) from 3 independent experiments is shown (n=9–12 mice
per group). (G) Correlation between PD-1 expression (gMFI) and tumor weight (mg) in mice treated with GK-1 or GK-1+OVA. Cumulative data from 2 experiments
is shown (n=16). (H) Expression of CTLA-4 in donor OT-I tumor infiltrating cells. Representative histograms (left) and cumulative data (right) from 2 independent
experiments is shown (n=7–9 mice per group). (I) Proportion of regulatory T cells (Tregs; FOXP3+CTLA4+) within tumor-infiltrating endogenous CD4+ T cells.
Left, cumulative data from two independent experiments; right, gating used to define Tregs. *p < 0.05; **p < 0.01.
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even suggest that CD4 T cells may be promoting tolerance to the tumor
antigens.

To test this hypothesis, we transferred CD45.1/2 OT-I CD8 T cells in
the absence or presence of equal amounts of CD45.1 OT-II CD4 T cells
and analyzed the effects of the CD4 T cells on the phenotype of tumor-
infiltrating DCs and CD8 T cells. Again, we observed that GK-1 plus
OVA administration did not affect CD80 expression, but significantly
reduced PD-L1 expression in tumor-infiltrating DCs (Fig. 5F). Surpris-
ingly, the coadministration of tumor-specific OT-II CD4 T cells abro-
gated the PD-L1 downregulation. When we analyzed the phenotype of
OT-I CD8 T cells, we observed an analogous effect: GK-1 plus OVA
significantly reduced PD-1 expression, but the presence of CD4 T cells
annulled the effect (Fig. 5G). This could not be attributed to differences
in the exposure to cognate antigen because the levels of CD44 expres-
sion on CD8 T cells were the same in the 3 groups of mice (Fig. 5G).

To determine whether transferred OT-II CD4 T cells were differ-
entiating into regulatory T cells, we analyzed their expression of FoxP3
in spleens, dLN, and tumors. Although we found that ~10% of en-
dogenous CD4 T cells were FoxP3+ in the spleen and dLN of GK-1 plus
OVA treated mice, and observed variable frequencies of FoxP3+ CD4 T
cells in the tumors, a very small fraction of the transferred OT-II cells
expressed FoxP3 (Fig. 5H) indicating that differentiation into FoxP3
cells was not being induced by GK-1 administration.

4. Discussion

Here we have analyzed the mechanisms that underlie the anti-tu-
moral effects of GK-1, a peptide derived from T. crassiceps. We show
that its effects depend on tumor-specific CD8 T cells and present data

that indicate that their enhanced function is a consequence of decreased
PD-1/PD-L1 signaling.

Previous work from our group and others has shown that GK-1
administration to mice with melanoma and breast cancer can reduce
tumor burden and increase survival [6–8]. These effects have been
proposed to rely on the activation of the immune system because GK-1
has well-recognized effects on immune cells [5,9]. Here, we show that
the effects of GK-1 depend on the presence of the adaptive immune
system, because they are not observed in Rag1 deficient animals. Pre-
vious work has shown that GK-1 has adjuvant properties [4,5] and can
thus activate APCs [9]. The data presented here indicates that following
in vivo administration, it strongly inhibits the tumor-induced upregu-
lation of PD-L1 without affecting CD80 and CD86 expression. This ef-
fect is mirrored by the abrogation of PD-1 expression by tumor-in-
filtrating antigen-specific CD8 T cells. As a result, cancer-specific CD8
cells achieve enhanced effector capacities that allow them to attack the
melanoma in a clinically significant manner.

We compared the administration of GK-1 alone and with OVA, a
model antigen contained in the melanoma and recognized by OT-I cells.
The hypothesis was that administration of GK-1 alone could potentiate
presentation of tumor-derived antigens through its effects on APCs, but
that immunization with OVA (along with GK-1 as an adjuvant) would
have stronger effects because it would induce the systemic activation of
OT-I CD8 T cells far from the tumor-associated immunosuppressive
milieu. Interestingly, both strategies were virtually equivalent.
Although we did observe a stronger activation of OT-I cells in primary
lymphoid organs (spleen and lymph nodes) in mice treated with GK-1
plus OVA, the clinical effects were modest. This may be related to the
fact that the effects of GK-1 were limited to tumor-infiltrating APCs and

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

200

400

600

gM
FI

 C
TL

A4

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

10

20

30

%
 T

re
g

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

500

1000

1500

2000

2500

gM
FI

 P
D-

1

******
*******

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

5

10

15

20

25

# 
O

T-
I c

el
ls

 (x
10

4 )

A

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

20

40

60

80

%
 IF

N
- γ

 +
 c

el
ls

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

gM
FI

 IF
N-γ

******

B C D

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

gM
FI

 P
D-

1

***
***

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

5

10

15

20

25

# 
O

T-
I c

el
ls

  (
x1

04 )

E

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

20

40

60

80

100

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

gM
FI

 IF
N-γ

**
**

F

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

50

100

150

200

250

300

gM
FI

 C
TL

A4

***
***

H

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
10

12

14

16

18

20

%
 T

re
g

G I

%
 IF

N
- γ

 +
 c

el
ls

J

Draining Lymph Nodes

Spleen

Fig. 4. The effects of GK-1 are limited to the tumor microenvironment. Draining lymph nodes (A-E) and spleen (F-J) were analyzed. (A, F) Number of donor OT-I
CD8+ T cells. (B, G) Proportion of cells producing (left) and expression (right) of IFN-γ. Expression of PD-1 (C, H) and CTLA4 (D, I) in donor T cells. (E, J) Proportion
of Tregs within CD4+ cells. Results from two experiments (n=9–10 mice per group), except I and J, with only one experiment (n=5 mice per group). Cumulative
data expressed as mean ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

N. Rodríguez-Rodríguez, et al. Clinical Immunology 212 (2020) 108240

6



Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

50

100

150

200

250

A B

1200

1400

1600

1800

2000

2200

gM
FI

 C
D8

6

0

100

200

300

400

500

gM
FI

 C
D8

0

0

5000

10000

15000

gM
FI

 P
D-

L1

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

100

200

300

400

500

gM
FI

 H
-2

Kb
-S

IIN
FE

KL

C

D E

Tu
m

or
  (

m
m

2 )

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
Veh

GK-1

GK-1 
+ O

VA Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

500

1000

1500

2000

# 
CD

4 
O

T-
II 

ce
lls

Veh
GK-1

GK-1 
+ O

VA
0

5000

10000

15000

# 
CD

4 
O

T-
II 

ce
lls

dLN Spleen

Veh

GK-1 
+ O

VA

GK-1 
+ O

VA
0

1000

2000

3000

4000

gM
FI

 P
D

-1

Veh

GK-1 
+ O

VA

GK-1 
+ O

VA
0

500

1000

1500

gM
FI

 C
D

80

+ O
T-II

+ O
T-II

Veh

GK-1 
+ O

VA

GK-1 
+ O

VA
0

2000

4000

6000

8000

gM
FI

 C
D

44

+ O
T-II

Veh

GK-1 
+ O

VA

GK-1 
+ O

VA
0

2000

4000

6000

8000

gM
FI

 P
D

-L
1

+ O
T-II

*
n.s.

**
*

n.s.
n.s.

F G

Endo Tx
0

10

20

30

%
 F

ox
P3

+ 
ce

lls

Endo Tx
Endo Tx

Splee
n

dLN
Tumor

H

(caption on next page)

N. Rodríguez-Rodríguez, et al. Clinical Immunology 212 (2020) 108240

7



were very modest elsewhere. Thus, its mechanism of action may rely on
the modulation of APC function in specific settings, or depend on the
crosstalk between CD8 T cells and DCs. For example, production of IL-
12, a cytokine critical for the control of anti-tumor responses [10],
could be upregulated directly by the effects of GK-1 in DCs and mac-
rophages [7,9,11] and indirectly by the production of IFN-γ by CD8 T
cells [12].

An unexpected observation was that OT-II CD4 cells were not found
within the tumors and that their presence abrogated the effects of GK-1
on APCs and CD8 T cells. CD4 help is pivotal for productive anti-tumor
responses [13,14] and we anticipated that OT-II cell infiltration and
effector function would be enhanced by GK-1. The negative effects
exerted by CD4 T cells were not caused by differentiation into reg-
ulatory T cells and are not concordant with what has been observed in
other models [5]. Further work is needed to clarify this issue.

In conclusion, here we provide evidence indicating that GK-1 could
serve as an efficient adjuvant for vaccines targeting tumor antigens.
Although the link between GK-1 and CD8 T cell activation remains to be
completely defined, our results suggest that GK-1 may enhance CD8 T
cell effector functions through its effects on DCs. In the future, it would
be interesting to compare whether these effects of GK-1 are shared by
different adjuvants, in particular, those approved for human therapy. A
recent report from our group demonstrated the safety of GK-1 admin-
istration [15], paving the road to its eventual use in cancer patients.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.clim.2019.07.006.
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