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RESUMEN 

 
 

 

La asociación de proteínas o péptidos con micropartículas de biopolímeros, es una estrategia 

para el transporte de antígenos hasta los sitios de procesamiento e inicio de la respuesta 

inmune en mucosas como la intestinal y la nasal.  No sólo se puede estabilizar y  retener la 

actividad biológica del péptido o proteína inmovilizada, sino que también se puede inducir 

respuesta inmune a nivel local y/o sistémico. Sin embargo, el proceso de inmovilización sobre 

micropartículas generalmente requiere la preparación del soporte y el uso de compuestos 

químicos no deseados y métodos complejos para favorecer la unión covalente del antígeno.  

En consecuencia, se pueden presentar preocupaciones relacionadas con la inocuidad y un 

incremento en los costos. 

 

 En el presente proyecto de tesis, se propone un sistema para la administración de 

antígenos vía mucosa, utilizando micropartículas de almidón crudo como acarreador y un 

Dominio de Fijación al Almidón (DFAtag) como tallo para la inmovilización no covalente de 

proteínas antigénicas.  La utilidad del DFAtag como herramienta para la purificación de 

proteínas recombinantes y para la adsorción específica de proteínas sobre micropartículas de 

almidón ha sido demostrada por el grupo de investigación y ha permitido explorar nuevas 

aplicaciones biotecnológicas como la que se propone en este trabajo.   

 

 Para evaluar y demostrar la utilidad del sistema como vehículo para la administración 

de antígenos vía mucosas, primero se construyó la proteína recombinante Acr-DFAtag, 

constituida por el DFAtag y la proteína alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis, un 

antígeno de la fase latente de la enfermedad. Dicha proteína se purificó por afinidad a -

ciclodextrina e  inmovilizó y estabilizó sobre gránulos de almidón crudo para su posterior 

administración por vía oral e intranasal a ratones BALB/c sin el uso de adyuvantes.  Los 

ensayos de inmunización revelaron que bajo un esquema de administración de dosis repetidas 

cada 21 días, la proteína recombinante tanto en su forma libre como inmovilizada en las 
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micropartículas de almidón fue capaz de llegar hasta los sitios de reconocimiento e inducción 

de la respuesta inmune en mucosas, pues fue posible detectar anticuerpos IgG antígeno 

específicos en el suero de ratones que recibieron el tratamiento por ambas vías.  Por el 

contrario, animales que solo recibieron el antígeno Acr no tuvieron respuesta, indicando que 

por sí mismo dicho antígeno no es inmunogénico y que tanto la fusión como la inmovilización 

contribuyeron con su inmunogenicidad. En los sueros de los animales que recibieron la 

proteína inmovilizada también se pudo detectar un título mayor de anticuerpos IgG2a, 

revelando que el sistema de inmovilización favoreció la inducción de una respuesta de tipo 

celular como se pudo corroborar con los niveles de INF-γ más altos detectados tanto en el 

sobrenadante de cultivo de esplenocitos como en los homogenizados de pulmón de los 

animales inmunizados con la proteína inmovilizada en las micropartículas de almidón. Con 

estos resultados se demuestran el potencial inmunogénico y adyuvante del sistema y en 

consecuencia su utilidad como vehículo para la administración de antígenos vía mucosas. Junto 

con las ventajas derivadas de las propiedades del  almidón (biocompatibilidad, 

biodegradabilidad e inocuidad) y del protocolo de inmovilización que no requiere la 

elaboración y/o funcionalización de las micropartículas, resaltamos su aplicabilidad  en el 

campo de desarrollo de sistemas de transporte de antígenos y el diseño de vacunas de 

subunidades con propiedades adyuvantes y que puedan ser utilizadas en humanos.   
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ABSTRACT 

 
 

 
 

The association of proteins or peptides with microparticles of biopolymers is a strategy for 

carrying antigens to the sites of processing and initiation of the immune response in intestinal 

and nasal mucosae. Not only is possible to stabilize and retain the biological activity of the 

immobilized protein or peptide, but also is possible to induce immune responses to local 

and/or systemic level. However, the process of immobilization on microparticles generally 

requires the preparation of the matrix, and the use of undesirable chemicals and complex 

methods to promote the covalent attachment of the antigen. Consequently, there may be safety 

concerns and increased costs. 

 

 In this thesis project, a system for mucosal antigen administration using raw starch 

microparticles as carrier and a Starch Binding Domain (SBDtag) as tag for the non-covalent 

immobilization of antigenic proteins is proposed. The usefulness of SBDtag as a tool for 

recombinant protein purification and for specific protein adsorption on starch microparticles 

has been demonstrated by the research group and allowed to explore new biotechnological 

applications such as the one proposed in this work. 

 

 To evaluate and demonstrate the utility of the system as a vehicle for the mucosal 

administration of antigens, the Acr-SBDtag recombinant protein was constructed.  This protein 

consisted of the SBDtag and the alpha crystalline protein (Acr) from Mycobacterium tuberculosis, an 

antigen of the latent phase of the disease. The protein was purified by affinity chromatography 

using β-cyclodextrin and was immobilized and stabilized on raw starch granules for subsequent 

administration by oral and intranasal routes to BALB/c mice without the use of adjuvants.  

The immunization studies revealed that under a scheme of consecutive doses each 21 days, the 

recombinant protein both in its free form and immobilized on starch microparticles was able 

to reach the sites of recognition and induction of immune responses in mucosae, thus was 

possible to detect antigen-specific IgG antibodies in the serum of mice that received the 



 

XVIII 
 

treatment by both routes. By contrast, animals that only received the Acr antigen did not 

answer, indicating that this antigen itself is not immunogenic and that both fusion and 

immobilization contributed to its immunogenicity. In the sera of the animals receiving the 

immobilized protein a higher titer of IgG2a antibodies was also detected, revealing that the 

immobilization system favored the induction of a cellular response as corroborated with the 

higher levels of INF-γ detected both in the culture supernatant of splenocytes and in lung 

homogenates of the mice immunized with the protein immobilized on starch microparticles. 

These results demonstrate the immunogenic and adjuvant potential of the system and 

therefore its usefulness as a vehicle for the mucosal administration of antigens. Along with the 

benefits derived from the starch properties (biocompatibility, biodegradability and safety) and 

the immobilization protocol that does not require the preparation and/or functionalization of 

microparticles, we highlight its applicability in the field of development of carrier systems and 

the design of subunit vaccines with adjuvant properties that can be used in humans. 
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    INTRODUCCIÓN 

 

 

 

Entre los Módulos de Fijación a Carbohidratos (CBMs por sus siglas en inglés) los 

Dominios de Fijación al Almidón (DFAs) tienen un enorme potencial de aplicación, ya que 

pueden ser usados como dominios auxiliares para la purificación e inmovilización de proteínas 

utilizando como matriz al almidón o sus análogos, cuyas excelentes propiedades físicas, 

abundancia y bajo costo resultan de interés para la industria y la investigación (Ji et al., 2003; 

Rodríguez-Sanoja et al., 2005a). 

El potencial de un Dominio de Fijación al Almidón de la α-amilasa de Lactobacillus 

amylovorus (DFAtag) como tallo de afinidad para la inmovilización y purificación de proteínas se 

evaluó y demostró en trabajos previos en el laboratorio.  Mediante interacciones hidrofóbicas 

estabilizadas por puentes de hidrógeno, este dominio permite la adsorción específica de 

cualquier proteína sobre gránulos de almidón insoluble.  Los primeros estudios se hicieron 

fusionando la proteína verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés) con el DFAtag, 

observándose que no se afectó el plegamiento del péptido fusionado y que además se confirió 

la capacidad de adsorción de dicha proteína sobre los gránulos de almidón (Pérez, 2008).  

También se demostró que esta adsorción específica permite a su vez la purificación  de 

proteínas fusionadas con el domino, directamente sobre el almidón o sobre análogos 

estructurales como la β-ciclodextrina partiendo del extracto crudo bacteriano con excelentes 

rendimientos y grado de pureza (Guillén et al., 2013). 

Como consecuencia de estos hallazgos se buscaron proteínas antigénicas que al ser 

fusionadas con este dominio pudieran ser inmovilizadas y estabilizadas en el gránulo de 

almidón para que al ser administradas a un modelo animal vía oral e intranasal, pudieran 

atravesar las barreras de pH y proteasas del medio y así alcanzar los sitios de procesamiento e 

inicio de la respuesta inmune. De esta forma se busca evaluar el potencial de las 
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micropartículas de almidón como acarreador de proteínas antigénicas inmovilizadas con el 

DFAtag y ampliar así el espectro de aplicaciones biotecnológicas del domino. 

Este sistema para el transporte de proteínas resulta ventajoso dado que no existen 

antecedentes directos del uso de gránulos de almidón insoluble como acarreador de antígenos.  

Las investigaciones existentes se han realizado con micropartículas de maltooligosacáridos 

acrilados para permitir la unión covalente de proteínas para inmunización oral  (Wikingsson 

and Sjöholm, 2002; Rydell and Sjöholm, 2004).  Los estudios mostraron que la adición de 

polímeros hacía más lenta la hidrólisis del almidón soluble y protegía al antígeno durante el 

trayecto por el tracto gastrointestinal.  Incluso se demostró la efectividad de las micropartículas 

conjugadas como adyuvante (Stertman et al., 2004; Stertman et al., 2006).  También se han 

utilizado microesferas de dextrano y mezclas de almidón/ácido poliacrílico en diferentes 

relaciones como vehículo de proteínas para inmunización, demostrándose la capacidad de las 

formulaciones para inducir respuesta sistémica de anticuerpos (Sajadi-Tabassi et al., 2008; 

Coucke et al., 2009).  En todos los casos sin embargo, los protocolos de inmovilización son 

complejos, costosos y de inocuidad cuestionable puesto que las micropartículas requieren 

modificaciones químicas para permitir la unión covalente del antígeno y en consecuencia la 

adición de compuestos orgánicos no deseados para pruebas in vivo.  

Esta tesis abarca la aplicación del DFAtag como tallo para la purificación de proteínas 

de Mycobacterium tuberculosis, en concreto de la proteína de choque térmico Acr.  También 

evalúa la contribución de la inmovilización de la proteína frente a condiciones extremas de 

pH y presencia de proteasas y finalmente, explora la aplicación del DFAtag y las 

micropartículas de almidón crudo como vehículo para la administración de este antígeno vía 

mucosas.  Parte de los resultados forman parte de la patente  Mx/a/2012/005765 y se 

encuentran en la sección de apéndices en forma de artículos publicados en revistas 

especializadas, a los que se hace referencia en los capítulos de resultados y discusión. 
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    ANTECEDENTES 

 

 

 

2.1. MÓDULOS DE FIJACIÓN A CARBOHIDRATOS 
 

 

Los polisacáridos estructurales como la celulosa, la quitina y el almidón, que se 

encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, están arreglados en estructuras 

insolubles que constituyen los principales componentes de plantas, hongos y otros organismos.  

Para la degradación y utilización de estos polisacáridos, los animales, plantas y 

microorganismos han evolucionado en la producción de toda una maquinaria de enzimas que 

los reconocen y degradan (Beckham et al., 2014).  Estos cocteles enzimáticos están compuestos 

principalmente de Glucósido Hidrolasas (GHs) con función coordinada y en ocasiones 

sinérgica para  un eficiente rompimiento de los enlaces glucosídicos.  Las GHs son enzimas 

multidominio (clasificadas en 133 familias de acuerdo a su secuencia aminoácida) que pueden 

contener, además del dominio catalítico, módulos no catalíticos como los dominios de 

reconocimiento y unión de carbohidratos (Cantarel et al., 2009).   

La estructura, función y los  mecanismos de reconocimiento y unión por parte de estos 

Módulos de Fijación a Carbohidratos (CBMs por sus siglas en inglés), han sido motivo de 

estudio desde hace varios años (Boraston et al., 1999; Shoseyov et al., 2006).  Los CBMs se han 

definido como módulos auxiliares de 40 a 200 aminoácidos que poseen un plegamiento 

discreto con actividad independiente de fijación a carbohidrato.  No tienen actividad catalítica 

y por lo general se presentan como una secuencia contigua en los extremos amino o carboxilo 

terminal de enzimas multimodulares que degradan, modifican o crean enlaces glucosídicos.  De 

forma excepcional pueden presentarse como parte de celulosomas o como dominios 

independientes (Boraston et al., 2004). 
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 Aunque la conformación estructural más común entre estos módulos es en barril β–

sándwich, la topografía del sitio de interacción es realmente la determinante para la 

especificidad, en especial la ubicación de los aminoácidos aromáticos y la forma del sitio de 

unión que es especular al ligando.  Es por esto que en base a su topología y ligando, se ha 

propuesto la clasificación de los CBMs en las familias A, B y C (figura 2.1).  En la familia tipo 

A, el sitio de unión tiene una superficie hidrofóbica plana rica en aminoácidos aromáticos que 

reconoce los polisacáridos cristalinos, especialmente celulosa y quitina; en la tipo B (endo), el 

sitio de unión presenta un surco donde se acomodan las cadenas internas de 4 o más unidades 

de monosacáridos; y en la tipo C (exo), el sitio de unión reconoce mono, di y trisacáridos 

ubicados en los extremos del polisacárido en una interacción tipo lectina (Boraston et al., 1999). 

 

Figura 2.1.  Representación esquemática de diferentes tipos de CBMs y su unión con las diferentes regiones de 
un polisacárido. Fuente: http://www.cazypedia.org/index.php/Carbohydrate-binding_modules 

 

Por otra parte, y de acuerdo a su secuencia aminoácida, los CBMs se clasifican en 69 

familias. Con esta última clasificación, anotada en la base de datos CAZy, la cual está en 

constante actualización (Cantarel et al., 2009), se espera no solo identificar nuevos módulos 

sino predecir los posibles plegamientos y especificidad de unión, identificar residuos críticos 

para la interacción y revelar relaciones evolutivas (Janeček et al., 2011).  

La ubicación, arreglo e incluso especificidad de los CBMs puede ser variable en la 

misma enzima o entre enzimas dando como resultado diversidad de funciones. Entre estas 

cabe resaltar su participación en la interacción entre el sustrato insoluble y la enzima 

solubilizada, la disrupción de la estructura del polisacárido para aumentar la disponibilidad del 

sustrato y la unión de proteínas sobre la superficie celular (Guillén et al., 2010).  Esto sin dar 

menor importancia a su papel en el reconocimiento de polisacáridos de plantas y su 

http://www.cazypedia.org/index.php/Carbohydrate-binding_modules
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implicación como factores de patogenicidad y virulencia (Dumas et al., 2008;  Gilbert et al., 

2013). 

 

 

2.2. DOMINIO DE FIJACIÓN AL ALMIDÓN DE LA α-AMILASA DE Lactobacillus 
amylovorus 

 

 

Entre los CBMs son de particular interés los Dominios de Fijación al Almidón (DFAs). 

Estos se encuentran presentes en cerca del 10% de las enzimas multidominio involucradas en 

el metabolismo del almidón tales como α y β-amilasas, ciclodextrin-gluconotransferasas y 

glucoamilasas, ubicándose generalmente en el extremo carboxilo terminal (Svensson et al., 

1989).  

Los DFAs se encuentran distribuidos, de acuerdo a su secuencia aminoácida en 11 

familias de las 69 existentes de CBMs: CBM20, CBM21, CBM25, CBM26, CBM34, CBM41, 

CBM45, CBM48, CBM53, CBM58 y CBM69 (CAZy: 

http://www.cazy.org/fam/acc_CBM.html).     

Dada la abundancia y versatilidad del almidón, las aplicaciones biotecnológicas que 

pueden tener estos dominios pueden ser variadas abarcando áreas como la industria 

farmacéutica, biomédica y alimentaria.  En el presente trabajo, el modelo de estudio es un DFA 

derivado del DFA de la  α-amilasa de L. amylovorus, una bacteria ácido láctica con capacidad 

amilolítica aislada de residuos de maíz para alimentar ganado (Nakamura, 1981).  Este domino 

resulta de especial interés pues presenta una estructura poco usual en comparación con 

dominios de unión de otras α-amilasas (Giraud and Cuny, 1997) lo que ha llevado a su estudio 

y caracterización.  

 

2.2.1. Caracterización 

 

L. amylovorus sintetiza una α-amilasa que hidroliza los enlaces α-1,4 del almidón para 

liberar maltosa, dextrinas y oligosacáridos de longitud variable.  El gen de la α-amilasa de L. 

amylovorus codifica una proteína madura de 953 aminoácidos con un PM de 105 kDa.  Esta 

proteína presenta dos dominios funcionales: un dominio catalítico (DC) en la región N-

http://www.cazy.org/fam/acc_CBM.html
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terminal, que acorde a su secuencia aminoácida pertenece a la familia 13 de las glucósido 

hidrolasas, y un DFA en la región C-terminal formado por casi 500 aminoácidos organizados 

en 5 módulos idénticos en tándem (figura 2.2).  Estos módulos están flanqueados por dos 

regiones (RFs) una de 35 nucleótidos en 5’ y otra de 21 nucleótidos en 3’ (Giraud and Cunny, 

1997). A diferencia del DFA de las amilasas de Lactobacillus plantarum y Lactobacillus 

manihotivorans que también poseen módulos repetidos (4 en vez de 5) el de L. amylovorus no 

presenta Regiones Intermedias (RIs) ricas en Ser, Gly o Thr entre módulos (Morlon-Guyot et 

al., 2001). Este arreglo en tándem, no es usual, ya que el número máximo de módulos en 

tándem reportado en DFAs de amilasas es de dos.  En consecuencia, se buscó caracterizar su 

funcionalidad y la contribución de cada módulo en el proceso de adsorción. 

 

 

 

Figura 2.2.  Esquema representativo de la estructura de la α-amilasa de L. amylovorus. 

 

Para esto, se realizaron varios estudios a fin de observar la relación estructura función. 

Los primeros se hicieron con clonas que codifican tanto para la forma entera (AmyA) como 

truncada (AmyAΔ) de la α-amilasa de L. amylovorus, demostrándose que las secuencias repetidas 

del extremo C-terminal constituyen el DFA, ya que se requieren para la unión al almidón 

insoluble y son indispensables para su hidrólisis (Rodríguez-Sanoja et al., 2000).  

También se realizaron, estudios comparativos de los DFAs de las α-amilasas de L. 

plantarum y amylovorus cuyos genes comparten más del 98% de identidad y cuya diferencia 

principal radica en el número de módulos en tándem presentes (4 en L. plantarum vs 5 en  L. 

amylovorus). Se observó que la α-amilasa de L. amylovorus hidroliza 10 veces más almidón 

insoluble que la de L. plantarum aunque no hay diferencia entre la capacidad de ambas enzimas 

para degradar sustratos solubles (Rodríguez-Sanoja et al., 2005a).   

Posteriormente y para buscar si en el proceso de adsorción participan los módulos 

como una unidad o por separado, se construyeron péptidos de uno, dos, tres, cuatro y cinco 

módulos aislados del dominio catalítico para realizar ensayos de adsorción con cada uno y 

comparar con la α-amilasa completa. Se encontró que cada módulo puede unirse de forma 

independiente y que hay un incremento en la adsorción en función del número de módulos 

presentes. Sin embargo, el incremento en la adsorción conforme aumenta el número de 
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módulos no es lineal sugiriendo un efecto cooperativo subsecuente a la unión del primer 

módulo (figura 2.3).  Incluso se observó que la amilasa completa no se une al sustrato con los 5 

módulos, posiblemente debido a un impedimento estérico (Guillén et al., 2007).  En este 

contexto, la cantidad de proteína adsorbida no sólo depende de su concentración inicial sino 

de la cantidad de módulos involucrados y es directamente proporcional a la superficie del 

gránulo disponible.  

 

 

Figura 2.3.  Afinidad de los módulos del DFA por el almidón, analizada por isotermas de adsorción. 
Adaptada de Guillén et al., 2007. Kad=Constante de adsorción. 

 
 

Por su parte, los estudios estructurales de la interacción entre estos dominios y el 

sustrato se han llevado a cabo utilizando técnicas como la Resonancia Magnética Nuclear 

(NMR por sus siglas en inglés) y la mutagénesis sitio-dirigida.  En todos los casos se ha visto 

que los residuos aromáticos como el triptófano y la tirosina resultan críticos para la interacción,  

pues la unión con el sustrato está mediada principalmente por interacciones hidrofóbicas 

estabilizadas con puentes de hidrógeno (Boraston et al., 2004). En el caso particular de la α-

amilasa de L. amylovorus y mediante análisis de mutagénesis sitio-dirigida, se identificaron tres 

aminoácidos (dos tirosinas y un triptófano) como esenciales para el reconocimiento y la unión.  

Las mutaciones en Y18L y Y20L disminuyeron la capacidad de unión del DFA, mientras que la 

mutación en W32L condujo a la pérdida total de afinidad con sustratos tanto lineales como 

ramificados (Rodríguez-Sanoja et al., 2009).  Este resultado está en concordancia con lo 

reportado por Boraston et al. (2006) quien  encontró la presencia de un solo sitio de unión en el 
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DFA de la amilasa maltogénica de Bacillus halodurans; miembro de la familia CBM26, al igual 

que el DFA de la α-amilasa de L. amylovorus (ver figura 2.4). 

 

 
Figura 2.4. Interacciones de un CBM26  con su sustrato.  A.  Esquema que representa la interacción de 

la amilasa de Bacillus halodurans con maltosa. En la α-amilasa de L. amylovorus  dichos residuos corresponden a W32, 
Y18 y Y20.  B. Comparación de la estructura tridimensional del  CBM26 de B. halodurans (en rojo) y la estructura 

tridimensional del CBM26 de L. amylovorus (en azul) obtenida con el programa I-TASSER 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu). Fuente: Boraston et al., 2006; Armenta, 2014). 

 
 

2.2.2. Aplicaciones 

 

Por sus características bioquímicas, y gracias a que permiten adsorber  a los gránulos de 

almidón proteínas no relacionadas, los DFAs tienen enorme potencial como dominios 

auxiliares para la purificación e inmovilización de proteínas, para la fabricación de portadores 

de proteínas a base de almidón y la diversificación en la estructura de los polímeros de almidón 

(Ji et al., 2003).  En consecuencia, las aplicaciones pueden ser variadas incluyendo el desarrollo 

de kits de purificación o detección, biosensores, sistemas para el transporte de moléculas como 

péptidos o fármacos,  rastreo in vivo de fusiones inmovilizadas, entre otras. 

En el caso particular del DFA derivado del DFA de la α-amilasa de L. amylovorus, los 

estudios cinéticos y de adsorción realizados previamente demostraron que es posible controlar 

la adsorción de cualquier proteína al sustrato, ampliando las posibilidades para utilizar este 

dominio en aplicaciones que requieran la inmovilización de proteínas.  La primera fusión  de 

este DFAtag se hizo con la proteína verde fluorescente (GFP).  Se demostró que la proteína 

recombinante GFP-DFAtag no sólo se podía purificar por cromatografía de afinidad a β-

ciclodextrina (un análogo estructural del almidón) sino que también se podía inmovilizar en el 

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/
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gránulo de almidón según se pudo observar en los ensayos de fluorescencia (Pérez, 2008).  Con 

este primer resultado que demostró que es posible adsorber proteínas no relacionadas a los 

gránulos de almidón mediante el DFAtag y aparentemente sin afectar la funcionalidad de la 

proteína fusionada, se han buscado otras proteínas de interés en biomedicina para fusionar con 

este dominio.  En concreto se han buscado proteínas antigénicas procedentes de diferentes 

microorganismos patógenos, para explorar así el potencial del almidón como acarreador de 

estos antígenos inmovilizados vía DFAtag hasta los sitios de reconocimiento y procesamiento 

antigénico en mucosa después de su administración por diferentes vías.   

 

 

2.3. USO DE MICROPARTÍCULAS DE POLÍMEROS COMO VEHÍCULO DE 
ANTÍGENOS 

 

 

Los sistemas particulados como liposomas, micro y nano partículas han tenido un 

enorme impacto en un amplio rango de aplicaciones biomédicas. Además de ser utilizados en 

biosensores, como matriz para separación por afinidad, marcaje celular y cell sorting (Suri et al., 

2013), se usan especialmente para la liberación controlada y focalizada de moléculas 

terapéuticas como hormonas, agentes anti-inflamatorios, péptidos y antígenos.   

Especialmente, se han realizado esfuerzos significativos para el mejoramiento y 

desarrollo de nuevos sistemas para el transporte de fármacos y antígenos (O’Hagan and 

Valiante, 2003; Zhao et al., 2014).  Debido a sus ventajas únicas como tamaño en el rango de 

micrones y amplia área superficial para su funcionalización y cargado de moléculas, las 

micropartículas han sido utilizadas ampliamente con este propósito  (Tan et al., 2010).  Su 

tamaño, forma y material dependen del uso que tendrá la micropartícula y son parámetros 

cruciales que pueden modular significativamente su función, en especial cuando se usan como 

acarreadores de antígenos y fármacos pues pueden impactar en el reconocimiento y captura 

por parte de las células blanco del sistema inmune (Suri et al., 2013).  Se sabe que las 

micropartículas en el rango de 1 a 10 µm promueven la presentación de antígenos al sistema 

inmune, facilitando su fagocitosis y presentación por parte de células especializadas conocidas 

como células presentadoras de antígeno (CPAs) con la consecuente activación de la respuesta 

inmune (Reddy et al., 2006).  Así mismo se sabe que las micropartículas fabricadas con 

materiales naturales y sintéticos como los poli láctido-co-glicólidos (PLGAs por sus siglas en 
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inglés) son bien toleradas.  Desde hace muchos años estos materiales han sido los principales 

candidatos para la fabricación de micro o nano partículas utilizadas como sistemas de 

transporte y liberación de moléculas para uso en humanos.  Debido a que los productos de su 

metabolismo, el ácido láctico y el ácido glicólico, pueden ser bien tolerados y eliminados por el 

organismo, estos materiales se han clasificado como biodegradables y biocompatibles 

(O’Hagan et al., 2006; Kumari et al., 2010).  En la tabla 2.1 se presentan los principales 

materiales utilizados para la fabricación de micropartículas, sus ventajas y usos generales.  Sin 

embargo es  importante mencionar que en todos los casos y sin importar el material, se 

requieren reacciones químicas como la acilación o la alquilación entre otras, para la 

funcionalización de las micropartículas y permitir así la inmovilización covalente de antígenos o 

moléculas, o se requieren compuestos químicos como la carbodiimida y el glutaraldeído entre 

otros para el entrecruzamiento o encapsulación (Datta et al., 2014), lo que conlleva a gastos 

mayores, protocolos complejos de preparación y a preocupaciones concernientes con el 

impacto ambiental y la inocuidad. 

 

 

Tabla 2.1. Micropartículas de polímeros como sistemas de liberación. 

MATERIALES 
NATURALES 

DESCRIPCIÓN VENTAJAS USOS 

Quitosán  

Polisacárido catiónico formado 
de unidades de glucosamina con 
enlaces β (1→4). Obtenido por 
la deacetilación de la quitina, 
polímero presente en el 
exoesqueleto de insectos y 
crustáceos marinos. 

-Biocompatibilidad 
-Biodegradabilidad 
-Abundancia de aminas 
primarias que lo hacen soluble 
en soluciones ácidas, lo que 
elimina el uso de químicos 
orgánicos durante su síntesis. 
-Mayor tiempo de residencia 
en mucosa. 

-Liberación oral de 
antígenos y fármacos 
como la insulina. 
-Liberación de 
toxoides diftérico y 
tetánico. 
-Liberación de DNA 
y RNA. 

Alginato 

Copolímero no ramificado de 
ácido D-manurónico y L-
gulurónico con enlaces β (1→4) 
derivado de las algas marinas. 

-Biocompatibilidad 
-Baja inmunogenicidad 
-Condiciones suaves de 
preparación sin el uso de 
solventes orgánicos. 
-Se pueden entrecruzar con 
cloruro de calcio y quitosán 
para mejorar el perfil de 
liberación. 

-Microencapsulación 
de proteínas, drogas y 
células. 
-Liberación oral y 
nasal de antígenos. 
 
 

Gelatina 

Forma desnaturalizada del 
colágeno de origen animal. 

-Excelente biocompatibilidad 
y biodegradabilidad. 

-Liberación 
prolongada de 
citotóxicos y 
antibióticos  

Celulosa-
Acetato-Butirato 
(CAB) 

Homopolímero de unidades de 
glucosa con uniones β (1→4) 
derivado de la celulosa. 

-Biodegradabilidad 
-Ofrece amplia capacidad para 
modificaciones 

-Liberación de 
citotóxicos. 
-Aplicaciones en 
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farmacéutica, 
agricultura y 
cosmética. 

Almidón 
modificado 

Polisacárido de unidades de 
glucosa con puentes 
glucosídicos α (1→4) en la 
amilosa y  α (1→6) en la 
amilopectina. 

-Puede permitir el 
atrapamiento o unión 
covalente de la molécula de 
interés. 
-Biodegradabilidad. 
-Ninguna inmunogenicidad. 

-Liberación de 
antígenos vía 
mucosas. 

Dextrano 

Homopolisacárido ramificado 
de glucosa sintetizado por 
bacterias ácido lácticas a partir 
de la sacarosa con enlaces α 
(1→6) entre glucosas y α (1→4) 
en las ramificaciones. 

-Biocompatibilidad. 
-Biodegradabilidad. 
-Disponible en diferentes 
pesos moleculares. 
-Puede funcionalizarse 
fácilmente. 

-Liberación de 
fármacos. 
-Liberación de 
antígenos vía mucosa. 

    
MATERIALES 
SINTÉTICOS 

DESCRIPCIÓN VENTAJAS USOS 

Ácido poliláctico 
(PLA), ácido 
poliglicólico 
(PGA), 
copolímeros 
(PLGA) 

Poliésteres alifáticos del ácido 
láctico y glicólico 

-Resorbible. 
-Rápida cinética de 
degradación. 
-Biocompatibilidad. 
-Degradabilidad manejable en 
función de su composición. 

-Liberación de ácidos 
nucleicos, proteínas y 
péptidos. 
-Liberación de 
fármacos hidrofílicos 
e hidrofóbicos. 

Poli (ε-
caprolactona) 
(PCL) 

Polímero semicristalino de ε-
caprolactona 

-Biodegradabilidad. 
-Biocompatibilidad. 
-Alta permeabilidad. 
-No tóxico. 
-Cinética lenta de degradación. 
 

-Encapsulación y 
liberación de 
antibióticos. 
-Liberación de 
antígenos y 
adyuvantes por vía 
oral. 
-Co-encapsulación de 
drogas lipofílicas e 
hidrofílicas. 

Poli (ortho-
ester) 
(POE) 

Polímero de ortoésteres 
producto de la alquilación de los 
ácidos ortocarboxílicos. 

-Biocompatibilidad. 
-Biodegradabilidad. 

-Liberación de 
proteínas y ácidos 
nucleicos.  

Adaptada de  Campos et al., 2010; Kumari et al., 2010; Suri et al., 2013. 

 

De forma general, además de las condiciones de biodegradabilidad, biocompatibilidad y 

baja toxicidad que debe tener un sistema de transporte y liberación basado en micropartículas, 

se espera que el sistema permita: 1. Aumentar la solubilidad y estabilidad de la molécula 

asociada, 2. La liberación o entrega controlada, dirigida y en algunos casos sostenida de la 

molécula evitando efectos secundarios adversos, 3. El uso de menores concentraciones del 

fármaco o el antígeno y 4. Mejorar su distribución y biodisponibilidad (Tan et al., 2010; 

Campos et al., 2013).  En este contexto es difícil encontrar un sistema que reúna 

simultáneamente todos estos criterios y condiciones, por lo que sigue existiendo la necesidad 

de nuevos acarreadores biocompatibles y que puedan ser aprobados para su uso en humanos.  



 

12 

 

En especial se requieren portadores capaces de unirse fuertemente a los antígenos para 

administrar vía mucosa ya que deben penetrar las barreras del epitelio para alcanzar las células 

competentes ubicadas en mucosa y superar condiciones drásticas de pH y presencia de 

proteasas (Stertman et al., 2006).  

 

 

 

2.3.1. Micropartículas de almidón 

 

 Desde hace algunos años se han preparado micropartículas a base de almidón soluble 

para el atrapamiento o conjugación de fármacos y antígenos administrados por diferentes vías 

(Rodrigues and Emeje, 2012).  Debido a la naturaleza hidrofílica de este almidón, el método 

más común para preparar estas micropartículas para que sean resistentes a disolución en un 

ambiente fisiológico, es el entrecruzamiento de las cadenas de polisacárido (Campos et al., 

2013).  La modificación química de los malto-oligosacáridos, por acilación o acrilación, permite 

la unión covalente de los antígenos para transportar.  Así mismo y para inhibir o reducir la 

degradación enzimática ocurrida en el estómago y con el objetivo de garantizar la cantidad 

adecuada del agente terapéutico, las micropartículas de almidón se han combinado con otros 

polímeros como la poli-ε-caprolactona (Balmayor et al., 2009).  Se sabe que el almidón soluble 

es casi completamente degradado por las enzimas pancreáticas después de su ingestión oral, 

permitiendo así su absorción en el intestino delgado y que solo una pequeña parte de dicho 

almidón, conocida como almidón resistente, escapa a este proceso de digestión sufriendo 

fermentación bacteriana en el colon.  Es por esto que las alternativas para disminuir la 

hidrólisis de las micropartículas hechas a base de maltooligosacáridos han permitido su 

utilización por diferentes vías como la oral, parenteral y nasal (Stertman et al., 2004; Rodrigues 

and Emeje, 2012).   

Administradas por vía oral, los autores han podido comprobar que las micropartículas 

modificadas protegen al antígeno en su trayecto por el tracto gastrointestinal, lo cual es esencial 

para la inducción de la respuesta inmune (Stertman et al., 2006).  Así mismo se han 

comprobado las propiedades adyuvantes de las micropartículas cuando se administran vía 

parenteral, pues son capaces de inducir una respuesta sistémica y local de anticuerpos e incluso 

pueden favorecer una respuesta de  tipo celular (Rydell and Sjöholm, 2004).  De forma 



 

13 

 

interesante, se ha visto que con el uso de este tipo de micropartículas como acarreador, dicha 

respuesta se puede modular dependiendo de la vía de administración y las dosis, concluyéndose 

que el perfil de la respuesta inmune obtenido está estrechamente ligado con estos factores 

(Stertman et al., 2004).   

 También se han utilizado para inmunización vía oral e intranasal micropartículas de 

dextrano y mezclas de almidón/ácido poliacrílico en diferentes relaciones, las cuales también 

favorecen la inducción de una respuesta sistémica de anticuerpos (Sajadi-Tabassi et al., 2008; 

Coucke et al., 2009).   

 Sin embargo, no existen antecedentes del uso de micropartículas que no hayan sido 

modificadas químicamente para permitir la adsorción de proteínas o antígenos para su 

posterior administración (en la tabla 2.2 se presentan algunas características fisicoquímicas del 

almidón utilizado en este proyecto).  En este sentido, la utilización de un sistema de 

inmovilización no covalente sobre gránulos de almidón nativo, una matriz abundante, 

económica e inocua, que ya se encuentra en forma particulada y que permita la adsorción la 

administración de antígenos vía mucosa con la consecuente inducción de la respuesta inmune, 

resulta una alternativa con mucho potencial y beneficios.  En el caso particular del presente 

estudio, se escogió una proteína de tuberculosis para evaluar el potencial del sistema 

constituido por el gránulo de almidón insoluble como matriz y el DFAtag como tallo de 

inmovilización, como vehículo para la administración de antígenos vía mucosas.  
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Tabla 2.2. Características físico químicas del almidón de maíz y arroz 

Almidón de Maíz  

 
 

 
 
Tipo: Cereal 
Forma: Esférico o poliédrico 
Tamaño: 5-25 µm 
Amilosa: 22-32% 
Amilopectina: 68-78% 

 
 
(Sigma-Aldrich S9679) 

 
 
 

 

Almidón de Arroz 

 
 

 
 
Tipo: Cereal 
Forma: Poliédrico 
Tamaño: 3-8 µm 
Amilosa: 5-28% 
Amilopectina: 72-95% 

 
 
(Sigma-Aldrich S-7260) 

 

 
 
 

 
 
 
 

Generalidades: Estructuralmente el almidón es una mezcla de los polímeros amilosa y amilopectina cuya 
proporción en el gránulo depende de su origen botánico.   La amilosa es una molécula lineal de 200-2500 
glucosas, unidas por enlaces α-(1,4) con un peso molecular aproximado de 1x105 a 1x106 Da,  que posee una 
estructura tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice tiene seis moléculas de glucosa.  La 
amilopectina por su parte es un polímero ramificado con peso molecular aproximado de 1x107 y 1x109 Da y 
con enlaces α-1,4-glucosídicos y ramificaciones en α-(1,6) con longitudes promedio de 18 a 25 glucosas 
aproximadamente (Tester et al., 2004). La cristalinidad está asociada exclusivamente con la amilopectina, 
mientras las regiones amorfas están representadas por la amilosa. La forma como se empaquetan en el gránulo 
también depende del origen botánico del almidón. La solubilidad está dada por las diferencias en el contenido 
de amilosa y lípidos de cada almidón así como el nivel de organización del gránulo (Singh et al., 2003).   

 

 
 

2.3.2. La proteína alfa cristalina (Acr) de Mycobacterium tuberculosis como modelo 

 

 De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente un 

tercio de la población mundial está infectada con M. tuberculosis.  De estos portadores latentes, 

alrededor del 5 al 10% desarrollará la enfermedad pulmonar, ocurriendo anualmente entre 2 y 

3 millones de muertes y de 8 a 10 millones de nuevos casos de contagio.  En México, según 

información preliminar de la Plataforma Única de Tuberculosis se registraron 19,697 casos de 

Tuberculosis de Todas las Formas en 2012, siendo la Tuberculosis Pulmonar (TBP)  la forma 

más frecuente con 15,858 casos reportados y una tasa de incidencia de 14.5 por cada cien mil 

habitantes (Boletín Epidemiológico, Secretaría de Salud).  La incidencia por estados para el año 

2011 se presenta en la figura 2.5. 
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Figura 2.5. Incidencia por Tuberculosis Pulmonar en México para el año 2011.  Fuente: Plataforma Única de 
Información, módulo de Tuberculosis, Secretaría de Salud. 

 

  La vacuna actual contra la tuberculosis (TB), el bacilo Calmette Guérin (BCG), cepa 

atenuada de Mycobaterium bovis, es una vacuna que protege contra las formas más severas de la 

enfermedad, incluyendo la TB miliar y extra pulmonar.  Sin embargo, su nivel de protección 

contra la TBP en el adulto, es muy variable (de 0 a 80%) (Martín, 2005).  Esta variabilidad en la 

protección conferida con la BCG, la exposición a micobacterias saprófitas, la presencia de 

otras enfermedades como la diabetes, la coinfección con VIH o la aparición de cepas de M. 

tuberculosis multidrogo resistentes (MDR-TB), entre otros factores, marcan la importancia y 

urgencia en el desarrollo de nuevas vacunas que puedan ser utilizadas tanto en individuos sanos 

para prevenir la infección (vacuna profiláctica), como en individuos previamente expuestos 

para prevenir el desarrollo de la enfermedad, reforzando la inmunización previa con BCG 

(vacuna post-exposición) (Young and Dye, 2006). 

 Aunque no se conoce del todo la naturaleza de una respuesta inmune efectiva contra el 

bacilo tuberculoso en el humano, las estrategias de vacunación más efectivas en modelos 

animales, son aquellas capaces de estimular respuesta inmune de tipo celular, tanto CD4+ 

como CD8+ y la producción de citocinas asociadas a la respuesta celular Th1 (Hernández-

Pando et al., 1996).  Como vacunas alternativas para alcanzar dicho nivel de protección, se han 

utilizado cepas recombinantes de BCG (Horwitz et al., 2000; Castañón-Arreola et al., 2005), 

vectores virales que sobre expresan antígenos de M. tuberculosis (McShane et al., 2005) y vacunas 

de subunidades bien como proteínas recombinantes o como DNA desnudo, en todos los casos 
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con resultados promisorios (Hoft, 2008).  En los últimos años incluso se han desarrollado 

vacunas de subunidades multiestado que combinan antígenos de expresión temprana y de 

latencia  y que en modelo murino han demostrado ser eficaces para conferir protección antes y 

después de la exposición al bacilo (Aagaard et al., 2011; Niu et al., 2011). 

 A diferencia de las vacunas vivas (BCG y recombinantes), las vacunas de subunidades 

son más seguras incluso para individuos inmunosuprimidos.  Sin embargo, requieren de 

adyuvantes para reforzar su inmunogenicidad (Hogarth et al., 2003).  A este respecto, la 

principal limitante sigue siendo la insuficiente disponibilidad de adyuvantes, aprobados para 

uso en humanos.  En el apéndice 1 se puede encontrar una revisión de los sistemas adyuvantes 

en tuberculosis (Moreno-Mendieta et al., 2010). 

 Por otra parte, para patógenos cuya vía de ingreso al huésped es la mucosa oral o nasal, 

se están buscando vacunas que sean administradas por la misma ruta para que la respuesta 

inmune sea más efectiva.  Para el caso particular de la tuberculosis, se puede tomar ventaja del 

hecho que la vacunación en mucosa oral puede inducir respuesta inmune protectora en la 

mucosa pulmonar  (Adjary et al., 2007; Badell et al., 2009). 

 Para el desarrollo del presente estudio, se seleccionó la proteína alfa cristalina (Acr) de 

M. tuberculosis (tabla 2.3).  Esta es una proteína de choque térmico, chaperona independiente de 

ATP de bajo peso molecular inducida por hipoxia (Rosenkrands et al., 2002).  También 

conocida como Hsp16.3, HspX, antígeno de 16-kDa, Rv2031c o Acr1, es una de las dos 

proteínas de choque térmico de bajo peso molecular (sHSP por sus siglas en inglés) encontrada 

en M. tuberculosis.  Estudios estructurales han revelado que esta proteína presenta un dominio 

central conservado de 90 aminoácidos aproximadamente, llamado dominio α-cristalina y que 

en concordancia con las propiedades conocidas de las sHSP que forman estructuras 

oligoméricas necesarias para su función de chaperonas, ésta se organiza en un oligómero de 12 

unidades (dodecámero tetraédrico) formado a partir de dímeros (ver figura 2.6)  (Kennaway et 

al., 2005).  Al menos in vitro se ha comprobado que puede actuar como chaperona molecular, 

previniendo la agregación de otras proteínas (Chang et al., 1996). Sin embargo, in vivo se 

presume que la actividad de chaperona pudiera  estar cubierta mayoritariamente por la segunda 

proteína de choque térmico de M. tuberculosis (Acr2) mientras Acr1 está implicada en más de 

una función (Hu et al., 2006).  

 Su ubicación preferencial en la pared celular y la relación entre su presencia y un 

adelgazamiento de la pared del bacilo sugieren que estabiliza las estructuras celulares durante 
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largos períodos de tiempo permitiendo la supervivencia del bacilo tuberculoso en los 

granulomas con baja tensión de oxígeno (Cunningham  and Spreadbury, 1998).  También se ha 

observado que es importante principalmente en la fase extracelular del patógeno 

contribuyendo a la replicación durante la infección inicial y al crecimiento de la bacteria en el 

macrófago (Yuan et al., 1998).  En consecuencia, su papel más importante parece ser el 

mantenimiento de la viabilidad del bacilo a largo plazo y su adaptación al ambiente con la 

consecuente latencia de la enfermedad (Monahan et al., 2001).  Estas observaciones están en 

concordancia con los estudios de expresión en modelo murino y que han reportado que la 

expresión del gen hspX que codifica para Acr y otros 3 genes, y que forma parte del llamado 

regulón de dormancia (devR/dosR),  se induce preferencialmente durante la infección crónica a 

diferencia de otros genes que codifican para antígenos presentes en la infección aguda (Shi et 

al., 2003).  

 Como resultado de la asociación de esta proteína con la persistencia de la enfermedad, 

y la correlación entre los datos obtenidos experimentalmente y los análisis in silico del genoma 

de M. tuberculosis se ha propuesto como componente de vacunas de subunidades diseñadas para 

reemplazar o reforzar la protección conferida con BCG (Roupie et al., 2007; Zvi et al., 2008; 

Singh et al., 2014).  El hecho que el suero de pacientes con TB latente está enriquecido con 

anticuerpos que reconocen fuertemente esta proteína también demuestra su potencial uso para 

el diagnóstico diferencial (Demissie et al., 2006).  En los últimos años se ha utilizado en 

vacunas de subunidades multiestado en las que se fusiona con antígenos de fase aguda como 

Mtb10.4 (Niu et al., 2011) o en las que se integra como parte de complejos inmunes fusionada 

con la proteína 85B y mezclada con anticuerpos monoclonales anti Acr y anti 85B (Pepponi et 

al., 2013; Pepponi et al., 2014).  Recientemente incluso se obtuvo purificada de los lisados de 

micobacteria para probar su eficacia como vacuna profiláctica y como refuerzo de BCG 

demostrándose su eficacia protectora en ratones con tuberculosis (Taylor et al., 2012).  
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Tabla 2.3.  Descripción de la proteína Acr 

Gen 
 
hspX. Número Rv: Rv2031c. Código GB: M76712.1.  Ubicación: 2278.5 pb. 
Longitud: 435pb  

Producto 

 
Proteína de Choque Térmico HspX ó alfa cristalina  ó antígeno de 14 kDa ó HSP16.3.  
Perteneciente a la familia HSP20 de proteínas de choque térmico de bajo peso 
molecular.  Código GB: CCP44804.1.  PM: 16.22 kDa.  PI: 4.75.  Longitud: 144 aa. 

Ubicación 
 
Transmembranal en la membrana interna de la micobacteria.  Predicción con el 
programa  TransMembrane prediction using Hidden Markov Models (TMHMM). 

Secuencia 

 
MATTLPVQRHPRSLFPEFSELFAAFPSFAGLRPTFDTRLMRLEDEMKEGRYEV
RAELPGVDPDKDVDIMVRDGQLTIKAERTEQKDFDGRSEFAYGSFVRTVSLP
VGADEDDIKATYDKGILTVSVAVSEGKPTEKHIQIRSTN 

Fuente: Base de datos TubercuList (http://tuberculist.epfl.ch/)   
 
 
 
 

 

Figura 2.6. Mapa tridimensional de la proteína Acr1 de M. tuberculosis. A.  Representación superficial a escala de 
100 Å indicada por la barra negra.  B.  Modelo utilizando los dímeros.  Fuente: Kennaway et al., 2005. 

http://tuberculist.epfl.ch/
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       JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS 

 

 

 
3.1. JUSTIFICACIÓN 
 
 

  En la actualidad la búsqueda de sistemas transportadores de antígenos con 

propiedades adyuvantes que puedan usarse en humanos sigue siendo una prioridad en el área 

de diseño y desarrollo de vacunas de subunidades, debido principalmente a las preocupaciones 

concernientes con la inocuidad. 

 El sistema de inmovilización mediado por el DFAtag y el uso del almidón como 

vehículo para la administración de antígenos vía mucosa, representan una alternativa con 

ventajas derivadas de las propiedades del  almidón (biocompatibilidad, biodegradabilidad e 

inocuidad) y del protocolo de inmovilización que no requiere la elaboración y/o 

funcionalización de las micropartículas.  

 

 

3.2. HIPÓTESIS 
 

 

 La proteína Acr de M. tuberculosis inmovilizada sobre micropartículas de almidón crudo 

mediante el DFAtag, será estabilizada y transportada hasta los sitios de inducción de la respuesta 

inmune en el tejido linfoide asociado a mucosas, después de su administración por vía oral y 

nasal, sin el uso de adyuvantes. 

3 
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    OBJETIVOS 

 

 

 
4.1. OBJETIVO GENERAL 
 

   

 Determinar el potencial del sistema constituido por el Dominio de Fijación al Almidón 

de la α-amilasa de L. amylovorus y micropartículas de almidón crudo como vehículo para la 

administración de antígenos de M. tuberculosis vía mucosa. 

 

 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Estimar la capacidad de adsorción de la proteína recombinante Acr-DFAtag sobre 

gránulos de almidón insoluble.  

 Evaluar la contribución de la inmovilización en la estabilidad de la proteína en 

condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. 

 Determinar el potencial inmunogénico del sistema en modelo murino mediante la 

caracterización de la respuesta inmune obtenida después de la administración oral e 

intranasal de la proteína inmovilizada. 
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    MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

 

5.1. OBTENCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE CON EL DFAtag 
DERIVADO DEL DFA DE LA α-AMILASA DE L. amylovorus 

 

 

 Se utilizó la cepa Escherichia coli DH 5 [supE44 lacU169(80lacZM15) hsdR17 recA1 

endA1 gyr96 thi-1 relA1] para el trabajo general de clonación. Las cepas E. coli M15 [pREP4] 

[NalS strS rifS thi- lac- ara- gal+ mtl-F- recA+ uvr+ lon+ [pREP4 KanR] (Qiagen, Hilden, Germany) y 

E. coli BL21 (DE3) [F– dcm ompT hsdS(rB– mB–) gal λ(DE3)] (Stratagene, La Jolla, CA) se 

utilizaron para la producción de la proteína recombinante y el control respectivamente.  Las 

células se cultivaron en medio Luria–Bertani (triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 

1%) suplementado con ampicilina (100 g/mL) y kanamicina (25 g/mL) para M15 y con 

ampicilina (100 g/mL) para BL21. Ambos antibióticos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA. 

 

5.1.1. Construcción de plásmidos 

 

 Los procedimientos moleculares utilizados en este trabajo se realizaron de acuerdo a 

Sambrook et al. (1989), los protocolos se adjuntan en el anexo 5A.  Se amplificó la región 

codificante de la proteína alfa cristalina (Acr) de M. tuberculosis (GB M76712) a partir del vector 

pCR4Topo-Acr construido por el Dr. Antonio Vallecillo del laboratorio de la Dra. Clara 

Espitia (Departamento de Inmunología, Instituto de Investigaciones Biomédicas).  

Previamente, la presencia del inserto se verificó mediante digestión con la enzima de 

restricción EcoRI y el ADN purificado fue enviado a secuenciación.  El análisis de la secuencia 

se hizo mediante alineamiento múltiple con la secuencia teórica del antígeno y la secuencia del 
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producto de PCR recibido inicialmente.  La secuencia obtenida fue sometida a Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).   

 Posteriormente, para lograr la completa liberación del fragmento se diseñaron y 

sintetizaron oligonucléotidos con la secuencia de reconocimiento BamHI (tabla 5.1).  

 

Tabla 5.1.  Oligonucléotidos con el sitio de reconocimiento BamHI 

 AcrFrw: 5'-GTGGATCCAATGGCCACCACCCTT-3’ 

 AcrRev: 5’-TAGTGTTGGATCCACTCGGATCT-3’ 

 

 El fragmento amplificado según las condiciones establecidas mediante prueba de 

gradiente (anexo 5B), se purificó y ligó al vector pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI, USA), 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  Posteriormente se transformó por electroporación 

en la cepa E. coli DH5α (Sambrook et al., 1989).  La presencia y orientación del fragmento en la 

construcción obtenida (pG-Acr), se verificó por  restricción y secuenciación (Laragen, Inc, Los 

Angeles, CA).  El fragmento liberado con la enzima BamHI fue desfosforilado y clonado en el 

vector de expresión pQE31-DFA, construido previamente como se describe en Guillén et al. 

(2007). Este vector contiene los cinco módulos que constituyen el DFA de la α-amilasa de L. 

amylovorus en el extremo C-terminal y un tallo de His6 en el extremo N-terminal que permite la 

purificación de la proteína por afinidad a metal (anexo 5C). La construcción obtenida (pQAcr-

DFAtag), también se verificó por  restricción y secuenciación (Laragen, Inc, Los Angeles, CA) y 

se transformó por electroporación y de acuerdo al vector en las cepas E. coli M15 o BL21 

(DE3) para la expresión y producción de la proteína.  

 

5.1.2. Expresión y purificación de la proteína recombinante 

 

 Las células de E. coli con la construcción pQAcr-DFAtag se pre-inocularon en 10 mL de 

medio LB suplementado con los antibióticos según la cepa (Ap 100 g/mL y Kn 25 g/mL 

para M15 y con Ap 100 g/mL para BL21) a 29°C y 150 rpm (Incubadora New Brunswick 

Scientific G25) durante toda la noche.  El inóculo se hizo al 1% en 1L de medio LB (en matraz 

Fernbach de 2L) suplementado con los mismos antibióticos y  con glicerol (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) al 1% para solubilizar la proteína (Sahdev et al., 2008).  Se incubó a 29°C y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) hasta alcanzar una D.O.600nm de 0.6 

unidades y se indujo con 1-thio-β-D-galactopiranósido (IPTG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) a 0.1 mM. Se continuó la incubación por 3 a 4 h y los cultivos resultantes se cosecharon 

por centrifugación a 14,000 x g por 10 min a 4°C.  Los pellets se resuspendieron en 

aproximadamente 1/150 el volumen original del cultivo en buffer citrato-fosfato 25 mM, NaCl 

500 mM pH 7.0 adicionado con inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

1/1000, β-mercaptoetanol (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 10 mM y Triton X-100 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1%.  Las células se rompieron por sonicación en 3 ciclos, cada 

ciclo con 3 pulsos de 10s a 60 Hz (Vibra-Cell; Sonics & Materials, Inc) con un min de 

descanso entre cada pulso.  Se centrifugó durante 20 min a 14,000 x g a 4°C se recuperó el 

sobrenadante y reservó.  El pellet resultante se resuspendió en la mitad del buffer de lisis y se 

sonicó 20s a 60 Hz tres veces con 1 min de descanso entre cada pulso.  Se juntó con el primer 

sobrenadante  se mezcló y centrifugó durante 30 min a 21,700 x g a 4°C.  Se recuperó el 

sobrenadante y se filtró por 0.45 y 0.22 m (Merck Millipore).  La proteína recombinante se 

purificó de los extractos clarificados mediante cromatografía de afinidad usando sefarosa 

(epoxy-activated Sepharose 6B column 16 x 35 mm) (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) 

acoplada a β-ciclodextrina (Vretblad, 1974) (preparada como se indica en el anexo 5D) y el 

sistema ÄKTA Prime (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK).  Se lavó la columna con buffer 

de unión citrato-fosfato 25 mM, NaCl 500 mM pH 7.0 hasta que la absorbancia se mantuvo en 

cero durante dos horas. Posteriormente la proteína se eluyó con β-ciclodextrina 9 mg/mL 

(8mM) en el mismo buffer.   

 Debido a que el vector de expresión proporciona a la proteína recombinante un tallo 

de histidinas, la proteína también se purificó por cromatografía de afinidad a metal y la 

eficiencia de ambos métodos fue comparada. El protocolo de purificación por afinidad a metal 

se detalla en el anexo 5E. 

 Una vez obtenida la proteína pura, se dializó en buffer Citrato-Fosfato 10 mM, pH 7.0 

y se midió la absorbancia a 280 nm para calcular la concentración con el coeficiente de 

extinción molar teórico de la proteína (ε) obtenido con el programa ProtParam (ExPASy) 

(anexo 5F.1). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE (Laemmli, 1970), 

visualizadas por tinción con azul de Coomassie (Blakesley and Boezi, 1977) e identificadas por 

Western Blot con anticuerpo primario anti-His6 (Roche, Basel, Switzerland) (1/10000) y 

anticuerpo secundario anti-Inmunoglobulina G de ratón marcado con fosfatasa alcalina 
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(1/10000) (Perkin-Elmer Life Sciences, Waltham Massachusetts, USA), de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante.   

 Adicionalmente, se obtuvo la proteína control (Acr) a partir del cultivo e inducción de 

células BL21 DE3 con el plásmido pET-Acr  (obtenido y donado por el laboratorio de la Dra. 

Clara Espitia).  El preinóculo se hizo en medio LB suplementado con Ap 100g/L y se incubó 

a 29°C y 150 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) durante toda la noche.  El 

inóculo se hizo al 1% igualmente en medio LB suplementado con Ap 100 g/L.  Como 

estrategia para solubilizar la proteína, también se utilizó glicerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) al 1% en el medio. Se incubó a 29°C y 100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific 

G25) hasta alcanzar una D.O.600nm aproximada de 0.6 unidades. El tiempo de inducción, 

también con IPTG 0.1 mM fue de 4 h.  La cosecha y rompimiento de las células fue igual que 

para la proteína recombinante con el buffer de unión NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM e 

Imidazol 25 mM, pH 8.0 suplementado con inhibidor de proteasas sin EDTA (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) 1/1000 y Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 1%.  La 

proteína se purificó de los extractos clarificados mediante cromatografía de afinidad a metal 

por tallo de histidinas utilizando columnas HiTrap HP de 1 mL (GE Healthcare, Chalfont St. 

Giles, UK) y el sistema ÄKTA Prime (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK).  Se lavó la 

columna con buffer de unión hasta que la absorbancia se mantuvo en cero durante dos horas. 

Después, la proteína se eluyó con buffer NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 250 mM, 

pH 8.0.  Se dializó y midió la absorbancia de la proteína a 280 nm y se calculó la concentración 

con el coeficiente de extinción molar teórico de la proteína (ε) obtenido con el programa 

ProtParam (ExPASy) (anexo 5F.2). Las fracciones obtenidas se visualizaron igual por SDS-

PAGE y Western Blot. 

 

5.2. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS DE ADSORCIÓN DE LA 
PROTEÍNA Acr-DFAtag SOBRE GRÁNULOS DE ALMIDÓN INSOLUBLE 

 
 

5.2.1. Ensayos cualitativos de adsorción 

   

  Para los ensayos cualitativos de adsorción, 10 μg de Acr-DFAtag dializada contra buffer 

citrato-fosfato 10 mM pH 7.0 se adicionaron a 0.1 y 1 mg de almidón de maíz o de arroz 
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) previamente lavado y suspendido en buffer citrato-

fosfato 10 mM, pH 7.0.  La mezcla se incubó 24 horas a 4ºC con agitación ligera (10 rpm) 

(Maxi Rotator LAB-LINE 4631) y se centrifugó a 15,400 x g por 5 min.  Sobrenadantes y 

pellets lavados con el mismo buffer fueron analizados por Western Blot para verificar la 

completa adsorción de la proteína.  Utilizando las mismas condiciones se hizo la 

inmovilización de 25, 50 y 100 µg de Acr-DFAtag adsorbida en 1 mg de almidón de arroz 

(previamente lavado y suspendido en el mismo buffer). Sobrenadantes, pellets y lavados con el 

mismo buffer fueron analizados por Western Blot para verificar la completa adsorción de las 

dosis utilizadas en los ensayos in vivo. 

 

5.2.2. Ensayos cuantitativos de adsorción 

 

 Previo a los ensayos de adsorción la proteína pura se dializó extensamente contra 

buffer citrato-fosfato 10 mM pH 7.0.   El ensayo cuantitativo de adsorción (isotermas) se 

realizó según el protocolo de Williamson et al., 1992 con algunas modificaciones: Diferentes 

concentraciones de la proteína recombinante se adsorbieron en una suspensión de almidón de 

maíz (1%) en buffer citrato-fosfato 10 mM pH 7.0 a volumen  final de 60 µL.  La reacción se 

incubó a  4ºC durante  30 min en agitación ligera (10 rpm) (Maxi Rotator LAB-LINE 4631) y 

se centrifugó a 15,400 rpm durante 5 min para separar las fases.  En los sobrenadantes se 

midió la absorbancia a 280 nm y con el correspondiente coeficiente de extinción molar teórico 

de la proteína se calculó su concentración en la muestra.  La proteína adsorbida se calculó 

restando la proteína del sobrenadante de la proteína inicial: (Proteína Inicial – Proteína del 

Sobrenadante = Proteína Unida) (Belshaw and Williamson, 1990).  Como control, se utilizaron 

muestras de proteína sin almidón preparadas en el mismo volumen con el fin de discriminar 

adsorción al tubo o precipitación de la proteína (Abbot and Boraston,  2012).  Las constantes 

de adsorción (Kad en micromol por miligramo de almidón) se calcularon a partir de la 

pendiente obtenida con la adsorción inicial de la proteína pura.  El ensayo se realizó por 

triplicado. 

 

 



 
 

   

26 

 

5.3. ENSAYOS DE ESTABILIDAD EN CONDICIONES SIMULADAS DEL 
TRACTO GASTROINTESTINAL 

 

 Los fluidos gástrico e intestinal simulados (FGS y FIS respectivamente) fueron 

preparados como se describe en la Farmacopea de los Estados Unidos (2004): 

 

 FGS: Pepsina (Sigma-Aldrich, P6887) 3.2 mg/mL (w/v), NaCl 30 mM, HCl 86 mM, 

pH 1.2. El radio enzima/proteína fue de 320-450 unidades de pepsina/mg de proteína. 

 

 FIS: Pancreatina (Sigma-Aldrich, P1500) 10 mg/mL (w/v) (la cual incluye enzimas 

como amilasa, tripsina, lipasa, ribonucleasa y proteasa, aunque solo las actividades de amilasa, 

proteasa y lipasa están especificadas en la farmacopea), KH2PO4 0.05 M, NaOH 0.2 N, pH 7.5. 

Según las especificaciones del fabricante, la cantidad de pancreatina utilizada por mg de 

proteína inmovilizada debería digerir no menos de 2.5 veces su peso en caseína en 60 min. 

 

 Para la inmovilización, 20 μg de Acr-DFAtag se adicionaron a 1 mg de almidón de maíz 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suspendido en buffer citrato-fosfato 10 mM, pH 7.0.  La 

mezcla se incubó toda la noche a 4ºC con agitación constante.   

 

5.3.1. Pruebas de Estabilidad en Fluido Gástrico Simulado (FGS) 

 

 Utilizando un radio enzima/proteína 1/10 (w/w), tanto proteína libre como 

inmovilizada se adicionó al FGS equilibrado a 37°C.  La incubación se realizó a la misma 

temperatura con agitación constante de 500 rpm (ThermoStat plus, Eppendorf).  A diferentes 

intervalos de tiempo (1 a 20 min) la reacción se detuvo por neutralización con NaOH 1N a 

una concentración final de 160 mM (Fu et al., 2002).  Inmediatamente después de la solución 

de paro se adicionó buffer de carga 4X Laemmli SDS-PAGE (a una concentración final de 1X) 

y se calentó 3 min a 95°C.  Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western Blot.  La 

recuperación de la proteína y la extensión de la degradación fueron estimadas por la 

comparación visual de las intensidades de las bandas o la aparición de bandas de degradación.  



 
 

   

27 

 

Como control, proteína libre e inmovilizada se incubó en el fluido sin pepsina durante 30 min 

a 37°C y se trató de igual manera.  

 

5.3.2. Pruebas de Estabilidad en Fluido Intestinal Simulado (FIS) 

 

 De igual forma que en el FGS y conservando el radio enzima proteína 1/10 (w/w), 

tanto proteína libre como inmovilizada se adicionó al FIS equilibrado a 37°C.  La incubación 

se llevó a cabo a la misma temperatura con agitación constante de 500 rpm (ThermoStat plus, 

Eppendorf).  A diferentes intervalos de tiempo  (1 a 120 min), la reacción se detuvo con PMSF 

200 mM y EDTA 0.5 M (a una concentración final de 2 mM para ambos) (Chen et al., 1998). 

Inmediatamente después de la solución de paro se adicionó buffer de carga 4X Laemmli SDS-

PAGE (a una concentración final de 1X) y se calentó 3 min a 95°C y se analizaron las muestras 

por SDS-PAGE y Western Blot.  La recuperación de la proteína y la extensión de la 

degradación también se estimaron por la comparación visual de las intensidades de las bandas 

o la aparición de bandas de degradación.  Como control, proteína libre e inmovilizada se 

incubó en el fluido sin pancreatina durante 30 min a 37°C y se trató de igual manera.  

 

 

5.4. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL INMUNOGÉNICO DEL SISTEMA  
 

5.4.1. Pruebas de inmunización activa en ratones BALB/c 

 

 Para las pruebas de inmunización activa se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 

semanas de edad y 15-18 g alojadas en cajas con 6 animales cada una, alimentadas con dieta 

estándar y agua ad libitum. .Se siguieron los lineamientos para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas. 

 La distribución de tratamientos se hizo considerando la dosis y vía de administración 

como puede observarse en la tabla 5.2.  Para la vía de administración oral (o.) se utilizaron dosis 

de 50 y 100 µg de proteína y para la vía de administración intranasal (i.n.) 25 y 50 µg.  Dichas 

concentraciones estandarizadas respecto al antígeno en la fusión, se adicionaron a 1 mg de 

almidón de arroz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suspendido en buffer citrato-fosfato 10 
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mM, pH 7.0 y la mezcla se incubó durante toda la noche a 4ºC con agitación suave.  Como 

control para confirmar la completa absorción de dichas concentraciones de proteína a las 

micropartículas de almidón, pellets, sobrenadantes y lavados fueron analizados por Western 

Blot.   

 Para la inmunización o. los ratones fueron alimentados con sonda intragástrica de acero 

y extremos romos (Feeding Needle 22GA Kent Scientific Corp) en tres días consecutivos (1-

3). Cada dosis para administración oral contenía 50 o 100 µg de la proteína Acr-DFAtag 

inmovilizada (en 1 mg de almidón de arroz) o libre en un volumen final de 100 µL.  Las dosis 

de refuerzo se dieron en la misma manera los días 21-23 y 41-43.  

Los ratones inmunizados por vía i.n. recibieron 25 o 50 µg de la proteína Acr-DFAtag 

inmovilizada (en 1 mg de almidón de arroz) o libre en dos días consecutivos (1-2).  Se 

administró la dosis gota a gota (utilizando micropipeta y sin necesidad de anestesia) en las fosas 

nasales en un volumen final de 20 µL (10 µL por fosa nasal).  Las dosis de refuerzo se dieron 

en la misma manera en los días 21-22 y 41-42. Como la vía intranasal es más eficaz para inducir 

respuestas sistémicas y es menos agresiva con las proteínas (pH menos ácido y menos 

proteasas) (Vajdy y O'Hagan, 2001) sólo dos refuerzos y dosis más bajas se utilizaron por esta 

ruta.  

 Como grupos control, se tuvieron animales que no recibieron ningún tratamiento 

(naïve o control negativo), animales que recibieron la proteína Acr (control positivo, 

inmunizados con 50 y 100 µg de Acr vía o. y con 25 y 50 µg de Acr vía i.n.) y animales que 

recibieron 1 mg de almidón también por ambas vías (control de vehículo). Los esquemas de 

inmunización (figura 5.1) se seleccionaron teniendo como base los esquemas de inmunización 

reportados por Wikingsson and Sjöholm, 2002; Gutierro et al., 2002; Rydell and Sjöholm, 2004 

y Stertman et al., 2004 y que consideran dosis consecutivas cada 21 días en función del vehículo 

(micropartículas) para promover su propiedad adyuvante por efecto de depósito.  

 Una semana antes de comenzar con el esquema de inmunización se tomaron muestras 

de sangre como control preinmune.  
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Tabla 5.2.  Distribución de tratamientos para el protocolo de 
inmunización activa. 

TRATAMIENTO VÍA DE 
ADMINISTRACIÓN 

DOSIS 
(µg) 

Proteína Acr-DFAtag  
libre 

Oral  50 
100 

Intranasal 25 
50 

Proteína Acr-DFAtag 
adsorbida en 1 mg de 

almidón 

Oral  50 
100 

Intranasal 25 
50 

Proteína Acr Oral 50 
100 

Intranasal 25 
50 

Almidón  Oral 1 mg 
Intranasal 1 mg 

Naïve Sin tratamiento 

 
 

 
Figura 5.1.  Protocolos de inmunización y esquemas de toma de muestras. 

 

5.4.2. Toma de muestras y determinación de anticuerpos  

 

 Se tomaron muestras de sangre del plexo retro-orbital con microtubos heparinizados 

(previa anestesia con Sevorane), luego de la formación del coágulo se centrifugaron a 5,800 x g  

para separar los sueros que fueron almacenados a -20°C hasta su uso.   

 Tres semanas después de la última inmunización, los pulmones se colectaron después 

del sacrificio con pentobarbital (50 mg/kg) de acuerdo a la metodología reportada por Giri et 

al., 2005.  Los pulmones removidos fueron homogenizados en 1 mL de PBS 1x, clarificados 
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por centrifugación a 9,100 x g por 5 min a 4°C y se almacenaron a -20°C hasta la 

determinación de INF-γ utilizando el Murine IFN-γ ELISA Kit KMC4022 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

 Mediante la prueba de ELISA se hizo la determinación de IgG, IgG1 e IgG2a en suero. 

Se siguió la metodología reportada en el Current Protocols in Immunology (1991), previa 

estandarización de la concentración de los reactantes.  Brevemente, placas ELISA (Costar 3590 

de 96 pozos) se sensibilizaron incubando durante toda la noche a 4 °C con 100 µL/pozo de 

una solución de 2.5 µg/mL de la proteína Acr pura en buffer carbonatos 50 mM, pH 9.6.  Las 

placas se lavaron 3 veces con PBS 0.1 M pH 7.4 con Tween-20 0,05 % (PBS - 5T) y se 

bloquearon durante 1 hora con PBS-5T con BSA 0.25 % (100µL/pozo) a temperatura 

ambiente.  Pasado este tiempo, las placas se lavaron de nuevo, y se diluyeron las muestras de 

suero 1:1000 en PBS-5T. Se agregaron 100 µL de cada muestra y se incubó toda la noche a 

4ºC.  Nuevamente se hicieron 3 lavados con buffer PBS-5T y se agregaron los anticuerpos 

secundarios en una dilución 1:1000. Para la determinación de IgG, IgG1 e IgG2a se utilizaron  

anticuerpos anti-IgG de ratón acoplados a peroxidasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA G21040, 

A10551, A10685 respectivamente).  Después de 1 hora de incubación a 37°C se lavaron las 

placas 3 veces con PBS-5T y se añadió el sustrato OPD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

(200µL/pozo).  Después de una incubación de 45 min en oscuridad se leyó la D.O.450nm.  

Para calcular la concentración de anticuerpos se realizó una curva estándar con 

anticuerpos monoclonales de ratón de los isotipos IgG, IgG1 e IgG2a (anexo 5.G).  Para el 

análisis de los datos y gráficas, la respuesta del suero preinmune de cada ratón se restó para 

controlar unión inespecífica a la placa.  Así mismo la respuesta promedio de los ratones naïve 

se restó de las muestras para descartar respuesta no específica. 

 

5.4.3. Ensayos de estimulación in vitro de esplenocitos y producción de INF-γ 

 

 Todos los procedimientos de extracción de células totales de bazo y cultivo se 

realizaron bajo las condiciones de asepsia y bioseguridad recomendadas para el trabajo de 

cultivo celular (Cell Culture Basics from GIBCO®, https://www.youtube.com/watch?v=_fjZ-

MHV22w).   La metodología se estandarizó según lo reportado en el Current Protocols in Cell 

Biology (1998).  

https://www.youtube.com/watch?v=_fjZ-MHV22w
https://www.youtube.com/watch?v=_fjZ-MHV22w
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5.4.3.1. Extracción de células totales de bazo 

 

 Tres semanas después de la última inmunización (día 67) los ratones fueron 

sacrificados y los bazos removidos asépticamente y procesados para la extracción de células 

totales según la metodología reportada por Giri et al., 2005 con algunas modificaciones.  

Brevemente, para cada bazo se agregó 1 mL de medio RPMI-1640 sin complementar (Gibco, 

Carlsbad, CA, USA, USA) en una caja pequeña de Petri conteniendo una malla o separador 

celular de nylon de 70 µm (BD).  Sobre la malla se disgregó el bazo con el émbolo de una 

jeringa de 3 o 5 mL hasta quedar completamente homogenizado en el medio RPMI.  El 

homogenizado se transfirió a un tubo Falcon de 15 mL con 4 mL de medio RPMI sin 

complementar.  Se centrifugó 5 min a 4°C y 400 x g y se decantó el sobrenadante.  Se adicionó 

1 mL de solución de lisis de eritrocitos (NH4Cl 0.15M, KHCO3 10 mM, Na2EDTA 0.1 mM 

pH 7.4), se mezcló suavemente con pipeta de 5 o 10 mL estéril y dejó incubando 5 min a 

temperatura ambiente.  Pasado el tiempo de incubación se adicionaron 10 mL de DPBS estéril 

(NaCl 140 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, KCl 2.7 mM) y se centrifugó 5 min a 4ºC 

y 400 x g. Se decantó el sobrenadante y resuspendieron las células en 3 mL de DPBS estéril con 

SFB 5% (Gibco, Carlsbad, CA, USA) (inactivado 30 min a 56°C) y se realizó el conteo de 

células con azul de tripano al 0.4% (anexo 5H).  Una vez hecho el conteo se centrifugaron las 

células 5 min a 300 x g a temperatura ambiente.  Se desechó el sobrenadante y se agregó el 

medio de congelación al pellet celular (DMSO 10%, SFB 90%), lentamente gota a gota hasta 

completar el mililitro y alcanzar una densidad adecuada para su óptimo crecimiento en cultivo.  

La densidad estándar es de 1 a 1.5 millones de células/mL congeladas en alícuotas de 1 mL.  

Para congelar se sigue la cadena de frío 4°C, -20°C, -70°C.   

 

5.4.3.2. Cultivo y determinación de INF-γ en sobrenadante 

 

 Para el cultivo se utilizaron 2 x 105 células/pozo en placas de cultivo COSTAR 3599 de 

96 pozos.  Las células se descongelaron pasando de -70°C a baño de 37°C y se transfirieron a  

tubo Falcon de 15 mL.  Se adicionaron 10 mL de medio RPMI-1640 complementado 

precalentado a 37 °C (SFB 10% inactivado 30 min a 56°C, HEPES 25 mM (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA), piruvato de sodio 1 mM, penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 

μg/mL, aminoácidos no esenciales 1 mM (Gibco, Carlsbad, CA, U) y β- mercaptoethanol 50 
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μM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Se centrifugó 5 min a 8°C y 400 x g y se descartó el 

sobrenadante. Se adicionaron 3 mL de DPBS/SFB 5%  y se hizo de nuevo el conteo con azul 

de tripano 0.4%.  Se centrifugó en las mismas condiciones y se descartó el sobrenadante. Se 

repitió el procedimiento con 10 mL de DPBS/SFB 5%.  Finalmente, las células se 

resuspendieron en medio RPMI complementado a volumen final de 200 µL para placas de 96 

pozos. 

 En cada placa se adicionaron concentraciones diferentes (5, 10 y 20µg) de las proteínas 

puras (Acr-DFAtag y Acr) en buffer PBS 0.1 M pH 7.4 a un volumen final de 50 µL por pozo.  

En cada pozo el volumen final fue de 250µL (200 µL de células y 50 µL de proteína o 

mitógeno).  Como mitógeno se utilizó Concanavalina A (ConA) a concentraciones de 2.5 y 

5µg.  Las células se incubaron con el mitógeno por 72 h y con el antígeno por 96 h a 37°C en 

presencia de CO2 al 5% y humedad al 90%. 

 Pasado el tiempo de incubación se cosecharon las células en condiciones no estériles. 

Se centrifugó a 400 x g, 5 min a 4°C.  Los sobrenadantes recuperados se distribuyeron en 

alícuotas de 100 µL y se congelaron a -70°C hasta su uso.  Para la determinación del INF-γ 

secretado al medio después del estímulo in vitro se utilizó el  Murine IFN-γ ELISA Kit 

KMC4022 de Invitrogen siguiendo las instrucciones del fabricante.     

 

5.4.4. Análisis estadístico 

 

 Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism versión 4.00 para 

Windows, GraphPad Software, San Diego, California USA. Los resultados fueron expresados 

como el promedio ± EEM.  La concentración de anticuerpos específicos fue comparada entre 

grupos mediante un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías con post-test Bonferroni.  Las 

diferencias se consideraron significativas con p<0.05.  
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    RESULTADOS  

 

 

 

6.1. OBTENCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE Acr-DFAtag 
 

 

 La región codificante de alfa cristalina (Acr) (GB M76712) se clonó en el en el vector 

pQE31-DFAtag cuyo análisis por secuenciación se presenta en el anexo 6A.  En la figura 6.1 se 

presentan las condiciones evaluadas para la expresión de Acr-DFAtag en la cepa E. coli M15.  

Las condiciones seleccionadas para la posterior expresión de la proteína fueron una 

concentración de IPTG de 0.1 mM y un tiempo de incubación de 3 horas.  En la figura 6.2 por 

su parte se presentan las condiciones evaluadas para la expresión de Acr en la cepa E. coli BL21 

DE3.  Las condiciones seleccionadas para la posterior expresión de la proteína fueron una 

concentración de IPTG de 0.1 mM y un tiempo de incubación de 4 horas.  

 

     
Figura 6.1.  Ensayo de expresión de Acr-DFAtag utilizando IPTG como inductor. A. Gel SDS-PAGE al 12%  
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) B. Western–Blot de la proteína 

Acr-DFAtag (marcador de peso molecular: 6xHis Protein Ladder QIAGEN) (C= Control E. coli M15 sin 
plásmido; SI= Control E. coli M15 con el plásmido pQAcr-DFAtag sin inductor). 
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Figura 6.2.  Ensayo de expresión de Acr utilizando IPTG como inductor. A. Gel SDS-PAGE al 12% (marcador 

de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) B. Western–Blot de la proteína Acr 
(marcador de peso molecular: 6xHis Protein Ladder QIAGEN) (C= Control E. coli BL21 sin plásmido; SI= 

Control E. coli BL21 con el plásmido pET15b-Acr sin inductor). 
 
 

  En la figura 6.3 se observan las fracciones de la proteína Acr-DFAtag purificada 

mediante cromatografía de afinidad utilizando sefarosa acoplada a β-ciclodextrina.  La 

purificación de la proteína recombinante fue mejor utilizando al DFAtag como tallo de 

purificación que utilizando el tallo de histidinas que le confiere el vector a la construcción para 

la purificación por afinidad a metal (anexo 5D, apéndice 2).  La presencia de bandas co-

purificadas en algunas fracciones es un fenómeno que se ha observado para proteínas que 

contienen el dominio y para el mismo DFAtag.  La caracterización del fenómeno de proteólisis 

sufrido por estas proteínas y la búsqueda de las mejores condiciones para su manejo y 

almacenamiento es motivo de estudio en la actualidad. Los resultados y la discusión sobre las 

ventajas logísticas, de rendimiento y costo de la purificación mediada por el DFAtag se 

presentan con mayor detalle en el apéndice 2. El rendimiento de la proteína purificada fue de  

1.75 ± 0.25 g/L.  

 En la figura 6.4 se observan las fracciones de la proteína Acr purificada mediante 

cromatografía de afinidad utilizando columna de níquel. Para ambas proteínas la adición de 

glicerol al 1% en el medio de cultivo resultó favorable para su obtención en la fracción soluble 

y sin la adición de agentes desnaturalizantes como la urea. 
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Figura 6.3.  Purificación de Acr-DFAtag por cromatografía de afinidad a β-ciclodextrina. Gel SDS-PAGE al 12% 
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) P: pellet; L: lisado; NU: proteína 

no unida; Lv: lavado; a-n: fracciones.  
 
 

 

 

Figura 6.4.  Purificación de Acr por cromatografía de afinidad a metal por tallo de His. Gel SDS-PAGE al 12% 
(marcador de peso molecular: SDS-PAGE Broad Range Standard, BIO-RAD) P: pellet; L: lisado; NU: proteína 

no unida; Lv: lavado; a-d: fracciones. 

 

 

 6.2. ENSAYOS DE ADSORCIÓN SOBRE ALMIDÓN INSOLUBLE 

 

 La afinidad de la proteína Acr-DFAtag por el almidón se analizó mediante isotermas de 

adsorción (figura 6.5 anexo 6C).  Las isotermas de adsorción lineales indican el equilibrio 

aparente entre la proteína presente en la fase sólida (proteína unida) y la proteína presente en la 

fase soluble (proteína no unida) a diferentes concentraciones de proteína.  La constante de 

adsorción obtenida de la pendiente en la parte lineal de la isoterma fue de Kad= 0.69 µmol/mg 

almidón.  Esta capacidad de adsorción conferida por el DFAtag a la proteína Acr, también se  

observó con los ensayos cualitativos de adsorción sobre los gránulos de almidón insoluble 

tanto de maíz como de arroz  y permitió la inmovilización de la proteína en las dosis 
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(estandarizadas respecto a Acr en la fusión) que fueron utilizadas para el experimento de 

inmunización  (figura 6.6). 

 

 

 

Figura 6.5. Isotermas de adsorción de Acr-DFAtag sobre gránulos de almidón insoluble de maíz.  La curva se 
obtuvo graficando a la proteína adsorbida (fase sólida) contra la proteína añadida inicialmente (fase líquida) en el 

equilibrio. Ka= constante de adsorción. 
 

 

 

 

 
Figura 6.6.  Ensayo cualitativo de adsorción sobre almidón insoluble.  Western Blot en los que se observa: A. 10 
µg de Acr-DFAtag adsorbida en 0.1 y 1 mg de almidón de maíz. B. 10 µg de Acr-DFAtag adsorbida en 0.1 y 1 mg 
de almidón de arroz. C. 25, 50 y 100 µg de Acr-DFAtag adsorbida en 1 mg de almidón de arroz. (P= pellet; S= 

sobrenadante; L= lavado)  
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6.3. ESTABILIDAD DE  LA PROTEÍNA RECOMBINANTE EN CONDICIONES 

SIMULADAS DEL TRACTO GASTROINTESTINAL  
 

 Para determinar la contribución de la inmovilización no-covalente de Acr-DFAtag en la 

estabilidad frente a pH y proteasas, tanto la proteína libre como inmovilizada se sometió a 

incubación con fluido gástrico simulado (FGS) y fluido intestinal simulado (FIS).  In silico, con 

el programa I-TASSER se realizó una predicción de la  estructura tridimensional de Acr-

DFAtag y con el programa ExPASy Peptide Cutter Tool una predicción de la digestión de la 

proteína por proteasas gastrointestinales (tabla 6.1).  Según estas predicciones la proteína 

recombinante se pliega de manera tal que permite la exposición del fragmento correspondiente 

a Acr y la interacción del domino con el almidón, al menos con los residuos aromáticos que 

quedan expuestos.  Así mismo el análisis muestra que la proteína  resulta un excelente sustrato 

para las enzimas digestivas (con probabilidades de corte entre el 80 y 100%) y que los tamaños 

de los péptidos generados son en general muy pequeños (entre 300 y 3000 Da) para ser 

visualizados en el gel.   

 En ambos fluidos, la proteína Acr-DFAtag inmovilizada resistió por más tiempo la 

degradación en comparación con la proteína libre.  La proteína fusión libre se detectó en FGS 

hasta los 10 min (figura 6.7A y B) en comparación con la proteína adsorbida que fue detectada 

incluso a los 20 min (figura 6.7 C y D).  En el gel SDS-PAGE para la proteína libre puede 

observarse una disminución del tamaño de la proteína a los 15 y 20 min lo que sugiere que por 

el efecto de las proteasas se va perdiendo el tallo de histidinas y el fragmento correspondiente a 

Acr por lo cual no es detectable en el Western Blot usando un anticuerpo anti 6xHis.  Esto está 

en correspondencia con el análisis in silico que indica que la digestión proteolítica ocurre en 

dirección carboxilo terminal donde justamente se encuentran el tallo de histidinas y Acr por lo 

que esta degradación en el extremo C-terminal también ocurre para la proteína inmovilizada.  

Sin embargo, los residuos de tirosina que también son sustrato de las proteasas y en los cuales 

pueden estar incluidas las Y18 y Y20, también se encuentran en el dominio ubicado en el 

extremo N-terminal, pero al estar ocupados en la interacción con el almidón pueden evadir la 

digestión proteolítica.   

Dicho efecto estabilizante de la inmovilización  puede verse en el gel SDS-PAGE en el que se 

observan dos bandas una del tamaño de la proteína completa (lo cual es deseable para los 
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propósitos de inmunización) y otra con un peso aproximado de 66 kDa y que puede 

corresponder al DFAtag mostrando que más proteína puede permanecer unida al almidón por 

más tiempo.   

 

 Con el objetivo de discriminar el efecto del pH, tanto la proteína libre como la  

inmovilizada se incubaron en presencia del FGS sin la pepsina (pH 1.2).  Después de 30 min 

de incubación a 37°C, tanto la proteína libre como la inmovilizada resistieron el pH, 

observándose el mismo patrón de bandas de degradación. Este resultado sugiere que el daño 

principal sufrido por la proteína ocurre por la acción de las proteasas.  

 

 

 

 Tabla 6.1. Análisis in silico de Acr-DFAtag. 

Proteína 

Número teórico de cortes por las proteasas 
gastrointestinales 

 
Composición en amino ácidos 

sustrato de las proteasas 
gastrointestinales 

 

Pepsina 
pH 1.3 

Pancreatina pH 7.5 

Quimiotripsina de 
baja especificidad  

Tripsina 

Acr-DFA 93 109 63 Phe 29 (4.5%), Tyr 33 (5.1%),  
Arg 18 (2.8%), Lys 53 (8.3%) 

Acr 23 29 17 Phe 9 (5.5%), Tyr 3 (1.8%), 
Arg 12 (7.4%), Lys 8 (4.9%) 

DFA 70 87 47 Phe 20 (4.0%), Tyr 30 (6.0%) 
Arg 7 (1.4%), Lys 45 (9.0%) 

Estructura 
tridimensional de Acr-
DFAtag obtenida con el 
programa I-TASSER.   

 
En magenta el 6xHis, en azul Acr y en amarillo el DFAtag.  En rojo se marcan los 
aminoácidos aromáticos que intervienen en la unión al almidón: Y18 y Y20 y en 
verde los W32. 
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Figura 6.7.  Cinética de degradación de Acr-DFAtag en FGS.  10 μg  de la proteína incubada en presencia de 
pepsina y pH 1.2 analizada por SDS-PAGE al 12% (arriba) M: marcador de peso molecular SDS-PAGE 
Broad Range Standard, BIO-RAD  y Western Blot (abajo) M: marcador de peso molecular 6xHis Protein 

Ladder QIAGEN. A y B.  Proteína libre.  C y D.  Proteína inmovilizada en 1 mg de almidón de maíz. (C=10 
µg de proteína incubada con el fluido a pH 1.2 sin la proteasa, durante 30 min). 

 
 

 Por su parte en FIS, la proteína libre ya no es detectada en el Western Blot después de 

los 45 min (figura 6.8A y B) en comparación con la proteína inmovilizada que alcanza a 

observarse hasta los 60 min (figura 6.8C y D). Como en el caso del FGS, la integridad de la 

proteína es afectada por la proteólisis en el sentido C-terminal, por lo que la pérdida del tallo 

de histidinas impide el reconocimiento de la proteína. Sin embargo, en los geles SDS-PAGE se 

pueden observar las diferencias en el patrón de bandas de degradación.  En ambos casos se 

puede observar un fragmento de 20 kDa aproximadamente y que corresponde a Acr, y que 

permanece hasta los 45 min cuando es proteína libre y hasta los 120 min cuando está 

inmovilizada.  Esto muestra la cinética retardada de degradación de la proteína inmovilizada 

con respecto a la proteína libre, ya que Acr continua liberándose de la micropartícula por más 

tiempo lo cual es deseable para efectos de la disponibilidad del antígeno.   
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Figura 6.8.  Cinética de degradación de Acr-DFAtag en FIS.  10 μg  de la proteína incubada en presencia de 
pancreatina y pH 7.5 analizada por SDS-PAGE al 12% (marcador de peso molecular SDS-PAGE Broad 

Range Standard, BIO-RAD)  y Western Blot (marcador de peso molecular 6xHis Protein Ladder QIAGEN). 
A y B.  Proteína libre.  C y D.  Proteína inmovilizada en 1 mg de almidón de maíz. (C=10 µg de proteína 

incubada con el fluido sin la proteasa durante 30 min). 
 

 

  De la misma forma y con el objetivo de discriminar el efecto del pH, la proteína libre e 

inmovilizada se incubó en presencia de FIS pero sin pancreatina (pH 7.5).  Después de 30 min 

de incubación a 37°C, tanto la proteína libre como la inmovilizada resistieron el pH. 

Sugiriendo que el daño principal sufrido por la proteína ocurre por la acción de las proteasas.  

 

 

6.4. POTENCIAL INMUNOGÉNICO DEL SISTEMA ACARREADOR 

 

 Para evaluar si el sistema de inmovilización sobre las micropartículas de almidón 

permite la llegada de la proteína recombinante a los sitios de inducción de la respuesta inmune 

en mucosa, estimulando en consecuencia la producción de anticuerpos anti-Acr a nivel 

sistémico, se inmunizaron ratones BALB/c con la proteína Acr-DFAtag libre o adsorbida en 1 

mg de almidón de arroz y con la proteína Acr como control positivo.   
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 Utilizando un esquema de inmunización de dosis consecutivas y refuerzos cada 21 días 

sin el uso de adyuvantes, se evaluó el efecto de la dosis y vía (50 y 100 μg por vía o. y 25 y 50 

μg vía i.n.) y el tratamiento (proteína fusión libre o adsorbida), en la inducción e intensidad de 

la respuesta inmune.  Los ratones inmunizados con la proteína Acr en las mismas dosis por 

ambas vías sirvieron como control para discriminar el efecto tanto de la fusión como de la 

inmovilización en la inducción e intensidad de la respuesta.  También se administró 1 mg de 

almidón de arroz por vía oral e intranasal como control de vehículo y se evaluó la respuesta 

inmune obtenida.  Mediante la técnica de ELISA se determinaron los anticuerpos específicos 

de tipo IgG y subclases IgG1 e IgG2a en suero para ver la respuesta a nivel sistémico.   

 

6.4.1. Respuesta inmune humoral sistémica: Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-
Acr  

 

 El efecto de la fusión con el DFAtag y la inmovilización de la proteína recombinante 

sobre las micropartículas de almidón sobre la inducción de la respuesta inmune humoral 

sistémica hacia Acr se investigó, midiendo mediante la técnica de ELISA, los niveles de 

anticuerpos IgG anti Acr en el suero de los ratones inmunizados por ambas vías.   La respuesta 

se comparó con aquella obtenida después de inmunizar con la proteína control (Acr).  Como 

se esperaba no se detectaron anticuerpos específicos en el suero pre-inmune de los ratones, ni 

en el suero de los ratones que recibieron solo almidón, ni en el suero de los ratones naïve.  

Tampoco se observaron manifestaciones clínicas de toxicidad o reacciones adversas en los 

animales durante el protocolo experimental. 

 En los ratones inmunizados por vía o. con tres dosis consecutivas de 50 o 100 µg a 

intervalo de tres semanas, los anticuerpos anti Acr se detectaron primero en los grupos que 

recibieron la proteína inmovilizada con ambas dosis (día 14), alcanzando el nivel máximo el día 

34.  Este nivel se mantuvo hasta el final del esquema de inmunización (figura 6.9A).  Esta 

observación sugiere el efecto adyuvante de la inmovilización, pues en contraste, la respuesta 

inducida con la proteína recombinante libre empezó más tarde alcanzando su nivel máximo el 

día 44. Como se observa en la figura, la inmunización sólo con Acr no indujo respuesta con  50 

µg y muy poca respuesta con 100 µg, sugiriendo que tanto la fusión como la inmovilización 

favorecen el reconocimiento de Acr por parte del sistema inmune.   



 
 

   

42 

 

 Por otra parte, en los ratones que recibieron dos dosis consecutivas de 25 o 50 µg a 

intervalos de 3 semanas por vía i.n., los anticuerpos anti Acr fueron más altos al día 23 en los 

grupos que recibieron la proteína recombinante libre en ambas dosis (figura 6.9B).  Sin 

embargo, la respuesta no fue constante incrementando solo los días de la inmunización.  

Aunque los ratones que recibieron la proteína inmovilizada presentaron un título mayor en el 

día 34, no se observaron diferencias significativas entre tratamientos al fin del esquema de 

inmunización.  Estos resultados sugieren que el almidón puede ser un impedimento en el 

momento de la presentación antigénica en  mucosa nasal.  Al igual que en la inmunización vía 

o., por vía i.n. la administración de Acr no indujo una respuesta sistémica de anticuerpos a 

ninguna dosis también indicando que la proteína sola puede estar actuando como hapteno y 

necesita ser transportada para ser reconocida por el sistema inmune. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.9.  Niveles séricos de anticuerpos IgG anti-Acr en ratones inmunizados A. por vía oral y B. por vía 

intranasal  con la proteína recombinante Acr-DFAtag libre o inmovilizada y la proteína control Acr.  Los valores 
representan la media ± EEM (n=3). * p<0.05 entre 50 µg de la proteína Acr-SBDtag libre e inmovilizada, # p<0.05 
entre 50 y 100 µg of Acr-SBDtag inmovilizada, **p<0.01 entre la proteína libre e inmovilizada a las mismas dosis, 

### p< 0.001 entre 25 y 50 µg of Acr-SBDtag inmovilizada. 
 
 

6.4.2. Niveles séricos de  Isotipos IgG anti-Acr 

 

 Para determinar si la inmovilización sobre las micropartículas de almidón podría 

modular la respuesta inmune induciendo una respuesta de tipo celular (Th1) o humoral (Th2) 

hacia el antígeno relevante (Acr), se midieron mediante la técnica de ELISA los niveles de las 

subclases IgG1 e IgG2a, en el suero de ratones inmunizados por ambas vías.  La respuesta sólo 
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se observó después de la segunda inmunización.  Como en el caso de los niveles de IgG, la 

inmunización con Acr indujo una respuesta muy escasa o prácticamente nula de IgG1 e IgG2a.  

Como se muestra en la figura 6.12, los ratones inmunizados con la proteína inmovilizada 

presentaron niveles más altos de IgG2a mientras que los animales que recibieron la proteína 

libre mostraron un respuesta mixta Th1/Th2.  En los animales inmunizados por vía o. (figuras 

6.10A y B), la proteína inmovilizada a ambas dosis indujo niveles de IgG2a significativamente 

mayores que IgG1.  De la misma forma, en los ratones inmunizados vía i.n. (figuras 6.10C y 

D), la proteína inmovilizada también indujo una respuesta IgG2a significativamente mayor que 

IgG1 pero solo en los días de inmunización.  Por su parte, los ratones que recibieron la 

proteína libre presentaron una respuesta mixta Th1/Th2 de menor magnitud.  Estos resultados 

en conjunto sugieren que la inmovilización sobre las micropartículas de almidón puede ser 

utilizada como una alternativa para modular o inducir una respuesta de tipo Th1 hacia la 

proteína inmovilizada.  Este potencial también puede inferirse por el radio IgG2a/IgG1 

obtenido con la administración de la proteína recombinante inmovilizada (tabla 6.2). 

 

 

 

Figura 6.10.  Niveles séricos de anticuerpos IgG1 e IgG2a anti-Acr en ratones inmunizados A, B. por vía oral y 
C, D. por vía intranasal  con la proteína recombinante Acr-DFAtag libre o inmovilizada.  Los valores representan 

la media ± EEM (n=3). ** p<0.01, ***p< 0.001 entre IgG1 e IgG2a. 
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Tabla 6.2.  Radio IgG2a/IgG1 

 Grupo Inmunizado vía oral 

Días 
50 µg Acr-DFAtag 100 µg Acr-DFAtag 

Inmovilizada Libre Inmovilizada Libre 

24 1.4 0.5 1.4 0.3 

34 2.3 0.0 1.2 0.1 

44 0.9 0.1 1.0 0.0 

 

 Grupo Inmunizado vía intranasal 

Días 

25 µg Acr-DFAtag 50 µg Acr-DFAtag 

Inmovilizada Libre Inmovilizada Libre 

23 1.5 0.2 1.7 0.0 

34 1.1 0.3 1.5 0.2 

43 1.2 0.1 1.5 0.1 

Cualquier radio mayor a 1 está asociado con una respuesta Th1 y cualquier radio menor a 1 está asociado con una 
respuesta Th2.   

 

6.4.3. Producción de INF-γ in vitro y en tracto respiratorio 

 

 Para evaluar la contribución de la inmovilización en la inducción de una respuesta de 

tipo celular (Th1) y correlacionar con los niveles de IgG2a obtenidos en suero, los bazos de los 

ratones inmunizados se recuperaron 3 semanas después de la última inmunización y se 

cuantificó, mediante la técnica de ELISA en sándwich, el INF-γ presente en los sobrenadantes 

de cultivo de los esplenocitos con 20 µg de las proteínas Acr y Acr-DFAtag (figura 6.11).  No se 

logró estimular la producción de INF-γ con 5 y 10 µg de las proteínas.  Los esplenocitos de 

todos los grupos liberaron INF-γ en ausencia de estímulo antigénico como se puede observar 

por los niveles obtenidos con el mitógeno (Con A).  No se observó producción de interferón 

antígeno-específico en los ratones naïve, mientras que el INF-γ liberado por los esplenocitos 

de ratones inmunizados por ambas vías con la proteína recombinante aumentó después de la 

estimulación con el antígeno.   Como se muestra en la figura 6.11A, los esplenocitos de los 

ratones  inmunizados vía o. con 50 µg de la proteína inmovilizada produjeron los niveles más 

altos de interferón después de la estimulación con 20 µg de Acr.  Aunque no se observaron 

diferencias en los niveles liberados por los esplenocitos de ratones inmunizados con 50 µg de 

la proteína libre y 100 µg de la proteína inmovilizada, hay una diferencia entre tratamientos 

(proteína libre o inmovilizada) a la misma dosis.   
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 Por otra parte, como se muestra en la figura 6.11B, los esplenocitos de ratones 

inmunizados vía i.n. con 25 y 50 µg de la proteína inmovilizada liberaron los niveles más altos 

de INF-γ después de la estimulación con 20 µg de Acr lo cual es consistente con los niveles de 

IgG2a obtenidos en suero.  Cuando se estimuló con Acr-DFAtag la respuesta fue en todos los 

casos más baja, indicando que la inmunogenicidad es una principal contribución de Acr y no 

del DFAtag.  La inmunización con 50 µg de la proteína Acr indujo niveles más bajos de INF-γ 

que la inmunización con la proteína recombinante libre e   inmovilizada por ambas rutas, lo 

cual está en concordancia con la pobre respuesta de anticuerpos de los ratones que recibieron 

esta proteína.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.11.  INF-γ liberado in vitro por esplenocitos de ratones inmunizados con la proteína recombinante Acr-
DFAtag libre o inmovilizada A. por vía oral y B. por vía intranasal.  Los valores representan la media ± EEM 

(n=3). ***p< 0.001 entre la proteína libre e inmovilizada a la misma dosis. 

 

 Así mismo, para ver si la respuesta de tipo Th1 también estaba presente en pulmón, se 

cuantificó el INF-γ presente en los homogenizados de pulmón de los ratones inmunizados.  

Como se muestra en la figura 6.12, los niveles de INF-γ fueron mayores en los pulmones de 

los ratones inmunizados con la proteína recombinante en comparación con los ratones naïve e 

inmunizados solo con Acr (p<0.001).  En los ratones inmunizados por vía o. (figura 6.12A) los 

niveles más altos de INF-γ se detectaron en los pulmones de los ratones que recibieron 100 µg 

de la proteína Acr-DFAtag inmovilizada.  Sin embargo diferencias entre tratamientos sólo se 

observaron con la dosis de 50 µg.  Los ratones que recibieron 100 µg de la proteína libre 

también tuvieron altos niveles de INF-γ en comparación con los animales naïve (p>0.001).  
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Estos resultados muestran que el 50% de la proteína inmovilizada puede ser tan eficiente como 

el 100% de la proteína libre para inducir la producción de interferón por esta ruta.   

 Por su parte, en los ratones inmunizados vía i.n. ambos tratamientos (proteína libre e 

inmovilizada) indujeron más INF-γ que los ratones naïve (figura 6.12B).  Sin embargo, al igual 

que en la inmunización o. la producción más alta se presentó cuando los ratones recibieron la 

proteína inmovilizada.  Esta observación está en concordancia con la respuesta mixta Th1/Th2 

mediada por la proteína recombinante libre. 

 

 

Figura 6.12.  INF-γ en homogenizado de pulmón de ratones inmunizados con la proteína recombinante Acr-
DFAtag libre o inmovilizada A. por vía oral y B. por vía intranasal.  Los valores representan la media ± EEM 

(n=3). * p<0.05, **p<0.01 entre la proteína libre e inmovilizada. Las líneas horizontales punteadas representan los 
niveles de interferón correspondientes en los animales naïve. 
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    DISCUSIÓN  

 

 

 

 Pese al progreso significativo en el área de diseño y desarrollo de vacunas de sub-

unidades y adyuvantes,  permanece el interés en la búsqueda de nuevos sistemas de transporte 

y liberación de antígenos que tengan propiedades adyuvantes y que puedan ser utilizados en 

humanos (O’Hagan and Valiante, 2003; Reed et al., 2009).  El uso de micropartículas hechas de 

biomateriales para alcanzar y estimular las células del sistema inmune representa una alternativa 

no tóxica con bastante potencial en esta área (Reddy et al., 2006).  Los sistemas 

microparticulados no sólo ofrecen la posibilidad de modular la respuesta inmune dependiendo 

de la dosis y vía de administración (Gutierro et al. 2002) sino que también ofrecen una 

excelente alternativa para despertar respuestas a nivel sistémico y en mucosas (O’ Hagan, 

1998).  Sin embargo, hasta el momento los esfuerzos se han enfocado en el desarrollo de 

sistemas de liberación complejos tales como micro y nano partículas de polímeros 

funcionalizados, liposomas, virosomas o complejos inmuno estimulantes (ISCOMS por sus 

siglas en inglés) entre otros (Zhao et al., 2014), cuyo uso en humanos todavía es controversial.   

 En el presente trabajo se propone un sistema alternativo para la administración de 

antígenos que tenga propiedades adyuvantes, basado en el uso de CBMs y polímeros naturales.  

El objetivo principal fue determinar el potencial de un Dominio de Fijación al Almidón 

derivado del DFA de la α-amilasa de L. amylovorus (DFAtag) para inmovilizar antígenos de 

tuberculosis sobre micropartículas de almidón, permitiendo así su transporte hasta los sitios de 

inducción de la respuesta inmune  en mucosa.  A diferencia de otros trabajos que utilizan 

micropartículas de maltooligosacáridos modificadas químicamente para permitir la unión 

covalente de proteínas para inmunización oral  (Wikingsson and Sjöholm, 2002; Rydell and 

Sjöholm, 2004) o con  micropartículas de hidroxietil-almidón (HES por sus siglas en inglés) 

para encapsular a los antígenos (Balasse et al., 2008),  aquí se aprovecharon las propiedades del 
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almidón (abundancia, bajo costo, forma particulada, biocompatibilidad, biodegradabilidad, 

bioadhesividad e inocuidad) como una matriz propicia para la purificación, inmovilización, 

estabilización y transporte de proteínas  de M. tuberculosis inmovilizadas con el DFAtag, en 

concreto el antígeno Acr (publicaciones en apéndices 2 y 3).   

 Gracias a la interacción específica que tiene el dominio con la β-ciclodextrina que es un 

oligosacárido cíclico constituido por 7 unidades de glucosa y que es análogo estructural del 

almidón, la proteína Acr-DFAtag pudo purificarse a partir del lisado bacteriano con buen 

rendimiento y nivel de pureza (figura 6.3).  Por su parte, la adsorción de la proteína por el 

almidón analizada en isotermas (Kad= 0.69 µmol/mg de almidón), resultó comparable a la 

reportada para la α-amilasa de L. amylovorus (Kad= 0.54) y la α-amilasa de L. plantarum 

(Kad=0.67 (Rodríguez-Sanoja et al., 2005b). De acuerdo a las constantes de adsorción, que 

describen la distribución en el equilibrio entre la proteína presente en la fase sólida (proteína 

unida) y la proteína en la fase líquida (proteína no unida) y presumiendo que la superficie de 

adsorción es homogénea y que no hay interacciones entre las moléculas adsorbentes, la  fusión 

Acr-DFAtag se une al almidón tanto como la amilasa completa (figura 6.5).  Por su parte, la 

ausencia de proteína en los sobrenadantes después de 24 horas de incubación sugiere un 

plegamiento de la proteína que permitió la interacción del DFAtag con el almidón (figura 6.6) y 

es tan estable como para permitir la permanencia de la proteína después del lavado del 

almidón.    

 También se demostró que dicha inmovilización confiere estabilidad en condiciones 

simuladas del tracto gastrointestinal, lo cual resulta importante para el transporte de proteínas 

antigénicas cuando van a ser administradas por vía oral.  Se sabe que la mayoría de las 

proteínas sufren degradación en ambientes muy ácidos o muy alcalinos (por daños en puentes 

de hidrógeno y residuos aromáticos) en especial a altas temperaturas, en consecuencia y aunque 

las condiciones in vivo pueden no ser tan severas, son susceptibles a la hidrólisis gastrointestinal 

en los primeros 15 segundos. En este contexto, el efecto estabilizante obtenido con la 

inmovilización mediada por el DFAtag y medido como el retraso en la degradación de la 

proteína respecto a la proteína libre en las mismas condiciones, puede deberse a que con la 

inmovilización se disminuye la solubilidad de la proteína y se protege de la digestión 

proteolítica a los residuos hidrofóbicos involucrados en la interacción con el almidón. Aunque 

las interacciones no-covalentes son más débiles en comparación con las uniones covalentes, 

cuando están en mayor número pueden aumentar de forma importante la estabilidad de la 
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proteína en condiciones de pH, proteasas y temperatura extremas  (Karshikoff, 2006), lo cual 

también es factible que ocurra con el DFAtag que está constituido por dominios repetidos, cada 

uno con su sitio de unión. Con este resultado se pudo predecir entonces la utilidad del sistema 

(constituido por el gránulo de almidón y el DFAtag como tallo de inmovilización) para la 

administración del antígeno Acr por vía oral.  Sin embargo, era necesario comprobar que 

después de su administración por esta vía y por vía nasal la proteína fuera capaz de llegar hasta 

el tejido linfoide asociado a mucosas e inducir una respuesta.  

 En este trabajo, dicho potencial inmunogénico se demostró con los niveles de IgG 

obtenidos al inmunizar ratones BALB/c por vía oral e intranasal con la proteína recombinante 

(figura 6.9) bajo un esquema de dosis repetidas y sin adyuvantes.  Se demostró que la fusión de 

Acr con el DFAtag y la posterior inmovilización de la proteína sobre las micropartículas de 

almidón contribuyeron a la inmunogenicidad de Acr que por sí sola y sin adyuvantes no indujo 

una respuesta específica de anticuerpos, al menos en las dosis y vías evaluadas. Este hallazgo 

está en concordancia con reportes recientes que indican que la proteína Acr producida en un 

sistema heterólogo no tiene las mismas propiedades inmunogénicas e incluso protectoras 

(dependientes de su plegamiento y función como chaperona) reportadas para la proteína 

obtenida a partir de lisados de micobacteria (Taylor et al., 2012).  En estudios recientes, se ha 

reportado la inmunogencidad de Acr fusionada con otras proteínas antigénicas de fase aguda 

como Mtb10.4 (Niu et al., 2011) o cuando forma parte de complejos inmunes fusionada con la 

proteína 85B y es mezclada con anticuerpos monoclonales anti Acr y anti 85B (Pepponi et al., 

2013; Pepponi et al., 2014), fenómeno también observado en este estudio cuando se fusionó 

con el DFAtag y que corrobora el hecho que la proteína por sí sola no es capaz de estimular al 

sistema inmune.   

 Considerando que es posible modular la respuesta inmune en función de la naturaleza y 

dosis del antígeno, la ruta de administración, la presencia o no de adyuvantes y el esquema de 

inmunización, para el presente trabajo se seleccionó un esquema que pudiera favorecer el 

efecto adyuvante del sistema de inmovilización.   

 Los resultados obtenidos muestran que el inicio y tipo de respuesta se vieron afectados 

dependiendo del tratamiento (proteína libre o inmovilizada), la dosis y la ruta (figura 6.9).  La 

inmunización oral con la proteína inmovilizada indujo una respuesta IgG más temprana y una 

respuesta IgG2a más fuerte, lo cual es consistente con resultados reportados para 

micropartículas de polímeros usadas para inmunización por esta vía (Elamanchili et al., 2007).  



 
 

   

50 

 

Esta diferencia puede estar dada, como se observó en los ensayos de digestión en condiciones 

simuladas del tracto gastrointestinal, por la estabilidad conferida por la inmovilización en 

presencia de valores de pH extremos y proteasas, lo que en consecuencia permite  que mayor 

cantidad de proteína alcance los sitios de inducción de la respuesta inmune ubicados en el 

tejido linfoide asociado al intestino (GALT por sus siglas en inglés). Así mismo y dado que los 

adyuvantes deben potenciar la respuesta inmune así como garantizar los niveles adecuados de 

anticuerpos de afinidad suficiente e isotipos apropiados, para conferir protección contra los 

agentes infecciosos, el potencial efecto adyuvante de la inmovilización se observó con la 

inducción preferencial de anticuerpos IgG2a (figura 6.10).  Esto coincide con lo reportado por 

algunos autores que utilizando micropartículas de almidón poliacriladas para inmunización oral 

demostraron que los refuerzos consecutivos pueden favorecer la inducción de anticuerpos Th1 

dependientes (Wikingsson and Sjöholm, 2002).   

 Con respecto a la dosis, los ratones que recibieron la dosis más pequeña (50 µg) de 

Acr-DFAtag por vía oral alcanzaron niveles más altos de IgG que los ratones que recibieron 100 

µg, indicando que cuando se inmoviliza la proteína, dosis más bajas son suficientes para 

despertar la respuesta inmune por esta vía.  Se ha observado que con dosis altas de antígeno 

por vía oral, se puede presentar una falta de respuesta o anergia de las células T (Weiner et al., 

2011).  Sin embargo, se requiere una rigurosa caracterización de la respuesta por períodos de 

tiempo más largos para confirmar esta respuesta. 

 En los ratones que se inmunizaron por vía intranasal, las respuestas fueron similares 

entre dosis, pero los anticuerpos IgG se indujeron primero en los ratones que recibieron la 

proteína libre en un nivel apenas superior con 50 µg de la proteína. Este hallazgo sugiere que el 

almidón podría representar un impedimento en la mucosa nasal de los ratones y además 

muestra que la proteína libre puede resistir más en un ambiente más favorable con un pH 

menos ácido, bajo nivel de enzimas proteolíticas y una mayor irrigación.  Sin embargo, y pese a 

que no se obtuvo un efecto estabilizante de las micropartículas por esta ruta, la inmovilización 

fue importante para la inducción preferencial de anticuerpos IgG2a (figura 6.10). Por lo tanto, 

una estandarización rigurosa de la cantidad de acarreador y proteína debe realizarse para 

futuras inmunizaciones por esta ruta y obtener la respuesta inmune deseada.  Gutierro et al. 

(2002) tampoco observaron una relación dosis-respuesta en la producción de anticuerpos IgG 

séricos inducidos después de la inmunización intranasal consecutiva de tres dosis de BSA 

microencapsulada en  partículas de PLG en un rango de dosis de 50 a 200 µg, argumentando la 
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importancia de considerar las diferencias entre el epitelio nasal y los mecanismos de inducción 

de la respuesta inmune por esta ruta. 

 Finalmente, se determinaron los niveles de INF-γ específico liberado por esplenocitos 

purificados de ratones inmunizados con la proteína Acr-DFAtag  inmovilizada (figura 6.11) y los 

niveles en pulmón después de la inmunización (figura 6.12).  Cuantificar esta citocina era 

importante ya que los anticuerpos de isotipo IgG2a están asociados con una respuesta tipo 

Th1, y esta respuesta a su vez es un requisito para la activación de los macrófagos y la 

producción de linfocitos T citotóxicos (CTL) requeridos para la inmunidad protectora contra 

agentes infecciosos intracelulares, tales como M. tuberculosis. En concordancia con los niveles de 

IgG2a, los bazos de ratones inmunizados por ambas vías con la proteína inmovilizada 

liberaron una cantidad más alta de INF-γ en comparación con los animales inmunizados con la 

proteína libre.  Este hallazgo está de acuerdo con previos reportes.  Stertman et al. (2004), 

evaluaron el efecto de la ruta de administración sobre la respuesta inmune de ratones 

inmunizados con micropartículas modificadas de almidón como adyuvante, observando que la 

administración consecutiva de estas partículas por vía oral puede cambiar el balance Th1/Th2 

para incrementar el impacto de la respuesta Th1.   

 En los ratones inmunizados por vía intranasal, se pudo observar que el almidón puede 

ser un impedimento para favorecer respuesta IgG sistémica, pero su presencia fue importante 

para desviar la respuesta a Th1 como se vio por los niveles de IgG2a e INF-γ obtenidos 

después de la inmunización con la proteína inmovilizada. Coucke et al.  (2009), utilizando 

micropartículas de almidón acrilado para la inmunización intranasal de conejos, también 

observaron una fuerte respuesta inmune concluyendo que las propiedades mucoadhesivas de 

los acarreadores hechos de polímeros son determinantes para modular la respuesta usando esta 

vía.  

 Como se observó en los homogenizados de pulmón, la inmovilización también 

favoreció la inducción de INF-γ. Ratones inmunizados por ambas vías con la proteína 

inmovilizada presentaron niveles de INF-γ específico en pulmón.  Este hallazgo está en 

concordancia con acumulada evidencia que indica que el sistema inmune en mucosa nasal e 

intestinal comparte características inmunológicas que son diferentes de aquellas del sistema 

inmune sistémico lo cual puede ser explotado favorablemente para el diseño de vacunas 

administradas por estas vías (Kunisawa et al., 2008). El resultado también coincide con reportes 

que indican, que después de su depósito en pulmón, antígenos solubles e inmovilizados 
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pueden despertar respuestas en los nódulos linfáticos de drenaje, pero todo indica que los 

sistemas particulados son más eficientes para inducir respuestas inmunes específicas en bazo 

(Eyles et al., 2003).  Como se observa en las figuras 6.11 y 6.12, los niveles de INF-γ en 

pulmón fueron mayores (400-600 pg/mL) que los niveles de INF-γ en sobrenadantes de 

esplenocitos cultivados in vitro (300-400 pg/mL).  También se observó que los niveles de INF-

γ obtenidos en los ratones inmunizados con la proteína libre y la proteína inmovilizada 

presentaron resultados contrarios en los esplenocitos y homogenizados de pulmón.  Los bazos 

de los ratones que recibieron la dosis más baja de proteína inmovilizada por vía oral e 

intranasal fueron más eficientes para liberar el INF-γ in vitro, mientras que in vivo, los ratones 

que recibieron las dosis más altas con la proteína inmovilizada produjeron los niveles más altos 

de la citocina.  Este hallazgo, indicativo que la re-estimulación in vitro de células T de memoria 

del bazo no es predictiva de la estimulación in vivo de las células T de memoria de los 

pulmones,  también ha sido observado por otros autores.      

 Todoroff et al. 2013 evaluando la inmunogenicidad del antígeno 85A administrado en 

pulmón y con tres adyuvantes diferentes, observaron la misma discrepancia, argumentando que 

después de la administración del antígeno, las células T activadas se movilizan rápidamente en 

el lumen de la vía aérea para producir el interferón, mientras que in vitro los linfocitos T son 

activados directamente por el antígeno.  Por otra parte también se sabe que  las células 

presentadoras de antígeno profesionales (CPAs), tales como las células dendríticas (CDs) 

pueden activarse de forma diferente después de la inmunización por estas rutas, no sólo 

porque hay diferentes subsets de CDs dependiendo de su localización  (Villadangos and 

Schnorrer, 2007),  sino porque también pueden activarse de forma diferente cuando se usan 

biomateriales (Reddy et al., 2006).  Esto también explica por qué la ruta de administración, la 

composición y estructura del antígeno (si está o no asociado a un acarreador) puede afectar el 

tipo y magnitud de la respuesta.    

 El sistema acarreador utilizado en el presente trabajo está compuesto de almidón crudo 

insoluble sin modificaciones químicas o ligandos capaces de estimular la inmunidad innata, la 

cual a su vez contribuya a la inmunidad específica.  Las propiedades inmunoestimulantes para 

glucanos con enlaces α-(1,4) y α-(1,6) se han reportado para carbohidratos derivados de plantas 

medicinales (Nair et al., 2006) o para el glucógeno (Kakutani et al., 2007).  Sin embargo, se ha 

demostrado que estas propiedades son dependientes de factores como la estructura, el peso 

molecular y la solubilidad (Wismar, 2010).  Por otra parte se sabe que los beta glucanos con 
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enlaces β-(1,3)-D-β-(1,6) son las estructuras de carbohidratos mayormente reconocidas por 

parte de las células especializadas del sistema inmune innato (como macrófagos y CDs).  Así 

mismo, carbohidratos como el dextrano, manano o quitina (Petrovsky and Cooper, 2011) y 

glucanos con fucosas, pueden unir receptores de carbohidratos (de tipo lectina principalmente) 

en dichas células, conduciendo a su activación y a las cascadas de señalización para la 

producción de respuesta inmune específica (Wismar, 2010).   

 Sin embargo, no existen reportes de propiedades inmunoestimulantes para el almidón 

soluble o insoluble, ni están caracterizados los receptores que pueden mediar su interacción 

con las células del sistema inmune cuando éste es administrado vía mucosas. Aun cuando las 

unidades estructurales (amilosa y amilopectina) podrían ser los ligandos de los receptores en 

macrófagos y CDs, faltan descripciones sobre cómo este fenómeno pudiera ocurrir en las 

mucosas en contacto directo con el gránulo.  En este contexto, el efecto adyuvante que 

observamos con nuestro sistema puede explicarse, como para toda micropartícula, por el 

efecto de depósito y la habilidad para suministrar antígeno para su procesamiento a las CPAs.  

Se ha reportado que microesferas biodegradables con tamaños inferiores a 10 micras pueden 

ser fagocitadas por este tipo de células y además pueden prolongar la presentación in vitro de la 

proteína o péptido asociado (Audran et al., 2003).  En este contexto, las micropartículas que 

usamos en este trabajo tienen el tamaño adecuado (entre  4 y 5 µm) para ser internalizadas 

eficientemente por las CDs especializadas y en consecuencia permiten una presentación 

progresiva de las proteínas adsorbidas en el tejido linfoide asociado a mucosa (MALT por sus 

siglas en inglés).   

 Este trabajo presenta evidencias de la utilidad del sistema de inmovilización no-

covalente sobre micropartículas de almidón crudo, mediado por el DFAtag,  como sistema para 

la administración de antígenos vía mucosa. Más investigación se justifica para caracterizar las 

propiedades adyuvantes del almidón, así como para probar su capacidad en la inducción de 

protección o capacidad reforzante.  Finalmente y considerando que también se pudo observar 

la inmunogenicidad conferida por la fusión con el DFAtag, se justifica más investigación para 

caracterizar el potencial efecto adyuvante que tenga el dominio y explorar así futuras 

aplicaciones.  Ahondar en este aspecto puede enriquecer y fortalecer la línea de investigación 

de las aplicaciones biomédicas del DFAtag.     
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    CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

  

 

 

8.1. CONCLUSIONES 

 

 Con los resultados obtenidos, se demuestra la utilidad del sistema de inmovilización 

sobre micropartículas de almidón crudo utilizando al DFAtag, como plataforma para la 

administración de antígenos de tuberculosis vía mucosas.   

 

 La capacidad de adsorción al gránulo de almidón de la proteína Acr-DFAtag es similar a 

la capacidad de adsorción de la α-amilasa silvestre, lo que permitió utilizar el proceso en 

aplicaciones como la purificación de la proteína por cromatografía de afinidad con β-

ciclodextrina. 

 

 También se observó que la inmovilización confirió más estabilidad a la proteína Acr-

DFAtag frente a condiciones drásticas de pH y proteasas in vitro, lo cual permitió predecir la 

utilidad del sistema acarreador para administrar la proteína por vía oral.  

 

 El potencial inmunogénico del sistema (fusión e inmovilización) pudo comprobarse 

con el nivel de anticuerpos específicos detectados en suero después de administrar la proteína 

tanto libre como adsorbida, por vía oral e intranasal en un esquema de dosis repetidas y sin el 

uso de adyuvantes. 

 

 La rápida aparición de anticuerpos IgG hacia la proteína recombinante inmovilizada, 

así como la inducción preferencial de una respuesta inmune celular, evidenciada por los niveles 

séricos más altos de IgG2a y la producción de INF-γ específico (liberado por células de bazo 
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estimuladas in vitro y detectado en homogenizados de pulmón), demuestran las propiedades 

adyuvantes de la inmovilización.    

 

 En este contexto y dado que no se utilizaron adyuvantes extras para potenciar la 

respuesta obtenida, se resalta la potencial aplicabilidad del sistema como acarreador y 

adyuvante en el área de desarrollo de vacunas de sub-unidades contra diversas enfermedades y 

aptas para su uso en humanos. 

 

 El sistema ofrece múltiples ventajas relacionadas con la simplicidad del protocolo de 

inmovilización (pues no se necesita preparar o funcionalizar la micropartícula), la inocuidad, el 

bajo costo y su aplicabilidad con un amplio rango de péptidos, proteínas o antígenos.   

 
 
 

8.2. PERSPECTIVAS 
 
 
 Los resultados obtenidos en el presente trabajo proveen evidencia de la aplicabilidad 

del sistema de inmovilización en el área de diseño y desarrollo de sistemas acarreadores de 

antígeno con propiedades adyuvantes.  Sin embargo, resulta importante ahondar en el 

conocimiento y caracterización de otros fenómenos tales como la inmunogenicidad conferida 

por el DFAtag y su posible actividad adyuvante, la eficacia del sistema para despertar respuesta 

inmune en mucosas, el sostenimiento en el tiempo de  la respuesta inmune sistémica en 

función de dosis y vía de administración y los mecanismos moleculares por los cuales la 

micropartícula de almidón puede ejercer sus propiedades adyuvantes.  

 

 Al término del presente trabajo, experimentos in vivo se están realizando para probar la 

eficacia reforzante del sistema en animales vacunados previamente con BCG y retados con 

cepas virulenta e hipervirulenta de M. tuberculosis.   
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ANEXOS 

 

 

 

 

ANEXO 5A. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DE ADN 
 

1. EXTRACCIÓN DE ADN PLASMÍDICO A PEQUEÑA ESCALA 
 (MINI PREP) 

 

1. Transferir el medio de cultivo (5 mL) a tubos Eppendorf de 1.5 mL y centrifugar a 

12,000 x g 5 min a 4°C. 

2. Retirar el sobrenadante y resuspender el botón en 100 µL de solución I y mezclar 

vigorosamente en vórtex.   

3. Agregar 200 µL de solución II, mezclar bien por inversión y agregar 150 µL de solución 

III.  Mezclar el tubo gentilmente en el vórtex en posición invertida 10 segundos, 

reposar 3 a 5 min (trabajar en hielo). 

4. Centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf 

de 1.5 mL nuevo. 

5. Adicionar al sobrenadante dos volúmenes  de etanol absoluto, mezclar y dejar a -20°C 

por 30 min, centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C. 

6. Retirar el sobrenadante y limpiar el botón en 1 volumen de etanol al 70% hasta que se 

desprenda del fondo del tubo, centrifugar a 12,000 x g 15 min a 4°C. 

7. Retirar el sobrenadante y dejar secar el botón a temperatura ambiente o a 37°C, 

resuspender el botón en 10 µL de solución TE (pH 8.0), conteniendo RNAsa (20 

µg/mL), incubar a 55°C por 30 min. 
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2. LIMPIEZA DEL ADN PLASMÍDICO CON FENOL: CLOROFORMO 
 

1. Diluir la muestra llevando a 500 µL con agua mega pura estéril.  Agregar proteinasa K 

1/500 e incubar 1 hora a 55°C. 

2. Agregar 500 µL de Fenol: Cloroformo (1:1), mezclar vigorosamente hasta la formación 

de una suspensión.  Centrifugar 5 min a 15,400 x g. 

3. Tomar la fase acuosa en un tubo Eppendorf nuevo y repetir los pasos 1 y 2. 

4. Agregar 500 µL de Cloroformo: Isoamílico (24:1) y mezclar vigorosamente hasta 

formar una suspensión.  Centrifugar 5 min a 15,400 x g. 

5. Tomar la fase acuosa en un tubo nuevo y repetir los pasos 3 y 4. 

6. Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo y añadir 1/10 (50 µL) de acetato de sodio 

3M pH 5.2 y 2 volúmenes (1 mL) de etanol absoluto, mezclar para homogenizar. 

7. Dejar precipitar el ADN a -20°C durante 1 hora o a 4°C toda la noche.  Centrifugar 15 

min a 15,400 x g. 

8. Retirar el sobrenadante y lavar el pellet con 250 µL de etanol al 70%, mezclar 

vigorosamente en vórtex.  Centrifugar 15 min a 15,400 x g. 

9. Retirar el etanol y secar al vacío (8 min en Speed Vac) 40°C o a temperatura ambiente 

toda la noche. 

10. Resuspender en 200 µL de agua mega pura estéril y medir la concentración de ADN a 

260 nm  (el cociente ADN260/Proteína280 debe ser de 1.8-2.0). 

 

 

3. DESFOSFORILACIÓN 
 

Calf Intestine Alkaline Phosphatase 1U/µL (Fermentas®) 

Factor de conversión:  

1 µg de ADN lineal de 3kb contiene 1 pM de ADN 5’ cantidad para la cual se recomiendan 

0.05 U de CIAP 

1. Disolver el ADN en agua libre de nucleasa 

A partir de 20 ng/µL (0.2 µg/10 µL) de vector de 6 kb 
1 µg – 6kb – 2 pM 
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0.2µg – 6kb – 0.4 pM para el cual se necesita 0.02 U de CIAP 
Si para 1 pM de ADN se recomiendan  0.05 U de enzima, para 0.4 pM se requieren 0.02 U de 
Enzima 

 

ADN 10 µL 

Buffer 10X 2 µL 

Agua  7.5 µL 

Enzima 0.5 µL 

Volumen final 20 µL 

 

2. Incubar 30 min a 37°C 

3. Inactivar la enzima 15 min a 85°C. 

4. Precipitar el ADN: llevar a 50 µL con agua agregar 5 µL de CH3COONa 3M pH 5.2 y    

10µL de EtOH absoluto. 

 

 

4. LIGACIÓN Y DIGESTIÓN 
 

Ligasa T4 (Promega) 

Une los grupos fosfato en 5’ con los grupos hidroxilo en 3’ de moléculas de ADN de doble 

cadena.  Cada µg de plásmido es ligado con 4 unidades de ligasa T4 a una concentración de 

3U/µL. 

1. Obtener y purificar vector e inserto. 

2. Calcular la relación vector inserto.  Asumir siempre el 50% de recuperación tanto para 

el inserto como para el vector. 

ng de vector  x  inserto (kb) x radio molar inserto = ng de inserto 
                           tamaño del vector                                vector 

 

50 ng pGEM T-Easy x 0.432 kb Acr x 3 = 21,5 ng 

                                                3.015 kb pGEM T-Easy            1 

 

3. Preparar la mezcla (no utilizar vórtex) e incubar toda la noche a 4°C o 3 h a 

temperatura ambiente.  Incluir controles sin inserto y sin vector. 

4. Inactivar la ligasa a 65°C por 10 min (se ha visto que este paso aumenta la eficiencia de 

transformación). 
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5. Transformar en la cepa de selección y sembrar en cajas con medio LB, el antibiótico de 

selección y el inductor e indicador (IPTG y X-Gal) para la α-complementación 

(selección blanco/azul).   

6. Picar las colonias blancas  en busca del inserto, crecer en 5mL de LB con el antibiótico 

de selección, cosechar y extraer el ADN. 

7. Digerir con las enzimas de restricción de selección. 

8. Correr gel de agarosa al 0.8%.   

 

 

5. PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACIÓN 
 

5.1. PREPARACIÓN DE CÉLULAS ELECTROCOMPETENTES 

 

1. Sembrar por estría la cepa deseada en una placa Petri con medio LB. Si la cepa tiene un 

marcador de selección, preparar la placa de LB con el antibiótico correspondiente.  

Incubar a 37 C  toda la noche. 

2. Tomar una colonia con un palillo estéril e inocularlo en 5-10 mL de medio LB. Si la 

cepa tiene un marcador de selección adicionar el antibiótico correspondiente.  Si se 

parte del glicerol inocular al 1% tubos con 5 mL de medio LB.  

3. Incubar toda la noche (12-16 h) a 37 C en agitación constante de 200 rpm 

(Incubadora New Brunswick Scientific G25). 

4. Inocular 50 o 100 mL de medio LB en matraz de 250 mL diluyendo 1:50 el cultivo de 

toda la noche, colocarlo en incubación a 37 C en agitación constante de 200 rpm 

(Incubadora New Brunswick Scientific G25) por 2-4 h. Este tiempo dependerá de la 

cepa, y para determinarlo es necesario realizar una cinética de crecimiento previamente 

para establecer la fase logarítmica de crecimiento (DO600 nm de 0.4 a 0.6 unidades); si es 

posible calcular la velocidad específica de crecimiento [SGR= Ln(DO1/DO0)/(t1-t0)] y 

tomar el cultivo cuando este valor sea lo más alto posible. 

5. Una vez transcurrido el tiempo designado, tomar el cultivo e introducirlo en hielo, girar 

el matraz en el hielo (cada 5-10 min por 4-5 ocasiones) para favorecer el enfriamiento 

lo más rápido y homogéneo posible. Y dejar el cultivo en esta condición al menos 1 

hora o hasta 3-4 h. 
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6. Cosechar las células por centrifugación a 12,800 x g  15 min a 4°C. 

7. Retirar el sobrenadante y resuspender el botón en un volumen original del cultivo en 

agua mega pura estéril y fría.  Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C. 

8. Retirar el sobrenadante y resuspender el botón en medio volumen original del cultivo 

en agua mega pura estéril y fría.  Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C. 

9. Retirar el sobrenadante y resuspender el botón en 8 mL de glicerol frío al 10% 

preparado con agua mega pura.  Centrifugar a 12,800 x g, 15 min a 4°C. 

10. Por último, retirar el sobrenadante y resuspender el botón en un volumen de glicerol 

frío al 10% igual al volumen celular (1 mL aproximadamente).  Preparar alícuotas de 50 

µL en tubos Eppendorf enfriados en cama de hielo seco y etanol al 70%, almacenar a -

70°C.  

 

 

5.2. ELECTROTRANSFORMACIÓN 

 

1. Preparar las placas de medio LB con el antibiótico indicado para el marcador de 

selección del plásmido a usar para transformar. Si es el caso adicionar el inductor e 

indicador (IPTG y X-Gal) para la α-complementación (selección blanco/azul). 

Preincubar a 37 C al igual que el medio SOC para recuperar las bacterias después del 

choque térmico. 

2. Adicionar a 50 µL de células competentes 1 a 2 µL del ADN plasmidico o el volumen 

de la ligación e incubar en hielo por 1 minuto. 

3. Colocar en una cubeta de electroporación fría y seca de 0.1 cm, la mezcla de ADN y 

células. 

4. Depositar la cubeta en el electroporador dar un pulso de 1.25V y de inmediato 

adicionar 950µL de medio SOC a 37°C y resuspender con la micropipeta (se debe 

obtener una constante de tiempo de 4 - 5 ms y 12.5 kV/cm). 

5. Transferir las células a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, incubar a 37°C en agitación 

continua por 1 hora. 

6. Sembrar 50 a 100 µL de la muestra y diluciones 1/10, 1/100 y 1/1000 (llevando a 

volumen final de 100 µL) en palcas Petri con medio LB con el antibiótico marcador del 

plásmido y/o la cepa. 
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7. Incubar 12 a 16 h a 37°C.  Nunca exceder las 20 h de incubación. 

 

 

 

 

5.3. PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES POR Ca+2 
 

1. Repetir los pasos 1 al 6 del protocolo para preparación de células electrocompetentes. 

2. Retirar el sobrenadante y resuspender (1/2 a 1/3 del volumen del cultivo) el botón en 

una solución fría de CaCl2 50 mM estéril. No hacer uso del vórtex o resuspender con la 

micropipeta y evitar la agitación violenta para no dañar las bacterias.  

3. Cosechar las células centrifugando nuevamente a 12,800 x g, 15 min a 4°C.  

4. Descartar el sobrenadante (solución de CaCl2) por decantación. Repetir una vez más el 

lavado en la solución fría de CaCl2 50 mM.  

5. Centrifugar y resuspender el botón obtenido en 1/10 a 1/15 de volumen del cultivo en 

una solución fría de CaCl2 50mM y 20 % de glicerol.  

6. Hacer alícuotas de 200 L de esta suspensión bacteriana en los tubos enfriados 

previamente en cama de hielo seco y etanol al 70%. Almacenar a -70 C hasta su uso.  

 

 

5.4. TRANSFORMACIÓN POR CHOQUE TÉRMICO 
 

1. Preparar las placas de Petri con medio LB con el antibiótico indicado para el marcador 

de selección del plásmido a usar para transformar. Si es el caso adicionar el inductor e 

indicador (IPTG y X-Gal) para la α-complementación (selección blanco/azul). 

Preincubar a 37 C al igual que el medio SOC para recuperar las bacterias después del 

choque térmico.  

2. Tomar un vial con las células, descongelarlo en hielo (5-10 min) y adicionar el plásmido 

o la reacción de ligación (no es necesario inactivar la enzima) y mezclar moviendo la 

punta de la micropipeta en la suspensión bacteriana, evitar subir y bajar el volumen con 

la micropipeta.  
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3. Colocar en hielo inmediatamente. Se puede emplear un volumen del plásmido o 

reacción de ligación no mayor al 20 % de la suspensión bacteriana (para 200 L de 

bacterias se pueden usar 40 L del plásmido). Incubar por 25-30 min. 

4. En un termobloque (ThermoStat plus, Eppendorf) o baño María equilibrado a 42 C 

introducir el vial con la suspensión bacteriana y el plásmido por 50-60 s, sin agitar. 

5.  Volver a colocar el vial en el hielo por 1-2  min.   Adicionar 600-800 L del medio 

SOC en condiciones de esterilidad. Incubar en agitación (ThermoStat plus, Eppendorf) 

a 37 C por 45-60 min. 

6. Una vez recuperadas las bacterias, tomar 25-100 L (plásmidos) o 50-200 L 

(reacciones de ligación) de la suspensión bacteriana transformada y dispersar en la 

superficie de la placa. 

7. Incubar 12 a 16 h a 37°C.  Nunca exceder las 20 h de incubación de placas con -

lactamicos (Ampicilina o Carbenicilina) para evitar la aparición de colonias satélites.  

Cuando se realiza α- complementación es posible que a 37 C todas las colonias sean 

blancas, para hacer evidente la presencia de colonias azules, colocar las placas a 4 C 

por algunas horas. 
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ANEXO 5B. PCR y PRUEBA DE GRADIENTE 
 

PCR  AmpliTaq®Gold DNA Polymerase (Invitrogen) 

Producto: Acr.   Tamaño de fragmento esperado 432 pb. 

Mezcla de la Reacción: 

Reactivo 
Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 

Volumen 

(µL) 

 

 

Prueba de Gradiente. Gel de 
agarosa al 0.8% donde se observa 
la amplificación del fragmento 
correspondiente al antígeno Acr 
de M. tuberculosis (432 pb).  La 
temperatura final de alineamiento 
fue de 66.3°C. 

 

Agua   74.4 

Buffer 10X 1X 12.5 

DMSO 10X 1X 12.5 

dNTP's 10 mM c/u 0.2 mM c/u 2.5 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 7.5 

Primer Frw 20 pM/µL 0.8 pM/µL 5.0 

Primer Rev 20 pM/µL 0.8 pM/µL 5.0 

Templete 50 ng/µL 50 ng/µL c/Rx 5.0 

Enzima 5U/µL 1.25 U 0.6 

Volumen final para 5 reacciones 125 µL 

  

 

Rampa de Temperatura: 

 

Desnaturalización 

inicial 

Ciclos 

Extensión 

final Desnaturalización 

Alineamiento 

Extensión Min Max 

°C 94 94 65 72 72 72 

Tiempo 5’ (1X) 50’’ 45’’ (30X) 45’’ 4’ (1X) 

 

Gradiente de Temperatura: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

°C 65 65.7 66.3 67 67.6 68.2 68.8 69.4 70 70.7 71.3 72 

Tubo 1  2 3  4 5      
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ANEXO 5C. OBTENCIÓN DEL VECTOR DE EXPRESIÓN pQAcr-DFAtag 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Gel de agarosa al 0.8% en el que se observa la ligación del 
fragmento Acr en el vector pGEM-T- Easy (plásmido pG-Acr). a. 
marcador de peso molecular (GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix, 
Fermentas); b. plásmido cerrado; c. digestión con BamHI (432 pb); 
d. digestión con EcoRI (222 y 332 pb).  

 

 
 

 

A  

 

 
 

 

 

B 

 

 

A.  Gel de agarosa al 0.8% donde se observa el plásmido pQAcr-DFAtag. a. marcador de peso molecular 
(GeneRuler 1kb DNA Ladder Mix, Fermentas); b. plásmido cerrado; c. digestión con BamHI (432 pb); d. 

digestión con EcoRI (339, 2297 y 3583).  B. Esquema del vector de expresión pQAcr-DFAtag.   
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ANEXO 5D. INMOVILIZACIÓN DE β-CICLODEXTRINA EN COLUMNA DE 
SEFAROSA 

 

1. Suspender 4g de sefarosa Epoxy-activada 6B en 25 mL de agua destilada estéril y dejar en 

agitación por una hora a 4°C (utilizar tubo Falcon de 50 mL). No usar agitación magnética 

en ninguno de los casos. 

2. Lavar en filtro del No. 3 (al vacío) con 400 mL de H2O destilada estéril. 

3. Lavar el gel con 25 mL de NaOH 0.1N y eliminar el exceso de líquido.   

4. Agregar 12 mL de una solución de NaOH 0.1N conteniendo β-ciclodextrina 30mM (pesar 

0.408g de β-ciclodextrina). Siempre distribuir los volúmenes para lavar el filtro y evitar 

pérdidas. Agitar de 16 a 20 h a 45°C (colocar el tubo Falcon con la sefarosa en un 

recipiente con agua a 45°C y colocar en el horno de hibridación). 

5. Lavar el exceso de ligando con el buffer de unión (NaOH 0.1N, 120 mL 

aproximadamente) y eliminar el exceso de líquido. 

6. Bloquear los grupos activos restantes transfiriendo el gel a un buffer 1M de Etanolamina-

HCl pH 8.0 (20 mL aproximadamente) y dejar incubando con agitación ligera a 45°C toda 

la noche. 

7. Lavar con agua destilada (200 mL aproximadamente) y eliminar el exceso de líquido. 

8. Agregar 200 mL de Glucosa al 2.5 % y dejar por lo menos 30 min en agitación. 

9. Lavar tres veces el gel alternando pH con: 

 100 mL buffer de acetatos  0.1 M pH 4.0; NaCl 0.5 M 

 100 ml  buffer de boratos 0.1 M pH 8.0; NaCl 0.5 M 

10. Equilibrar el gel con buffer Citrato-fosfato 0.01 M, pH 5.0 (25 mL aproximadamente) y 

transferirlo a la columna. 

11. Resuspender en el mismo buffer.  En caso de no utilizar la sefarosa de inmediato utilizar 

buffer Citrato-fosfato 0.01 M pH 5.0 con NaCL 1 M (2.43 mL de ácido cítrico + 2.57 mL 

de fosfato dibásico de Na + 20 mL de NaCl 5 M + 75 mL de agua destilada). 

 

Lavado y almacenamiento: Posterior al uso de la columna se repite el paso de tres 

lavados alternado pH con buffer de acetatos y de boratos. El gel se guarda en Citrato-

fosfato con  NaCl 1 M. 
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ANEXO 5E. PROTOCOLO DE PURIFICACIÓN DE Acr-DFAtag POR 
CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD A METAL 

 

 

Condiciones de cultivo e inducción: 

 Preinóculo crecido a 29°C o.n, 150 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) 

en medio LB con Ap 100 g/L y Kn 25 g/mL. 

 Inóculo al 1% en medio LB con Ap 100g/L y Kn 25 g/mL y glicerol al 1% 

 Incubación a 29°C, 100 rpm (Incubadora New Brunswick Scientific G25) 12 h o hasta 
que la D.O.600nm alcance al menos 0.6 unidades 

 Inducción con IPTG 0.1 mM durante 3 o 4 h 

 Cosecha centrifugando a 14,000 x g durante 10 min a 4°C 
 

 

Obtención del lisado con la proteína soluble:   
Soluciones necesarias: 

 Buffer de lisis* con: Inhibidor de proteasas 1/1000, -mercaptoetanol 10 mM, Triton 
X-100 al 1%, lisozima 1mg/mL 

  *Para purificación por histidinas en buffer de unión con: Na2HPO4 20 mM, NaCl 0.5 
M e Imidazol 25 mM, pH 7.4. 
 

Procedimiento: 

 Resuspender el pellet de 1L de medio en 6 mL del buffer de lisis 

 Romper las células por sonicación: 3 pulsos de 10” (60 Hz) tres veces con 1 min de 
descanso entre cada pulso.  

 Centrifugar durante 20 min a 14,000 x g  a 4°C. 

 Recuperar el sobrenadante y reservar. 

 Resuspender el pellet en 3 mL de buffer de lisis y sonicar 3 pulsos de 20” (60 Hz) tres 
veces con 1 min de descanso entre cada pulso.  

 Juntar con el primer sobrenadante, mezclar y centrifugar durante 20 min a 21,700 x g  a 
4°C. 

 Recuperar el sobrenadante y filtrar por 0.45 y 0.22 m. 

 Agregar maltosa 15 mM al lisado antes de pasar por la columna. 
 

Purificación por Cromatografía de afinidad a metal por tallo de Histidinas 

Soluciones necesarias: 

 Buffer A (Unión): NaH2PO4 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 25 mM, pH 7.4. 

 Buffer B (Elución): NaH2PO4 20mM, NaCl 0.5 M, imidazol 250 mM, pH 7.4. 

Procedimiento: 

 Para la purificación se emplea una columna HiTrap HP (GE, Healthcare), acoplada 
con níquel y equilibrada con el buffer de unión. 

 La muestra clarificada se pasa por la columna empleando el equipo ÄKTA prime (GE 
Healthcare) a un flujo de 1 mL/min. La columna se lava exhaustivamente con el buffer 
de unión, las proteínas que no se unen a la columna se recuperan para su posterior 
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análisis. La proteína unida se eluye empleando un gradiente lineal de 0 a 100% con el 
buffer de elusión a una velocidad de 1mL/min. Se colectan fracciones de 1 ml en tubos 
de ensayo.  

 Las fracciones obtenidas se analizan por SDS-PAGE al 12%. 

 Aquellas fracciones que contienen predominantemente a la proteína de interés se unen  
y se dializan contra el buffer Citrato-Fosfato 25 mM, NaCl 0.5 M, pH 7.0 

 

Almacenamiento de la proteína:  
A 4°c en el buffer de elución. 

Gel SDS-PAGE y Cromatograma 
 

 Manual Run 3:1_UV  Manual Run 3:1_Cond  Manual Run 3:1_Conc  Manual Run 3:1_Fractions  Manual Run 3:1_Logbook

   0

 200

 400

 600

 800

1000

1200

1400

mAu

  0  20  40  60  80 100 120 140 min

Injection Valve Inj Injection Valve Load Gradient, Length 100.0 ml, Target 100 %B Flow 0.0 ml/min Fraction Off

1 2 3 4 5 6 7 8 910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 Waste

05-06-09

PURIFICACIÓN DE His-Acr-DFA POR COLUMNA DE Ni++

 
 
   M     1      2      3     4      5      6 

 
1= Sin inducir, 2=Inducido, 3=Lisado, 4=no unido, 5= lavado, 6 en adelante=fracciones 
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ANEXO 5F. ANÁLISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA 

 

1. Acr-DFAtag 
 

10         20         30         40         50         60  

METRGSHHHH HHTDPMETAT TLPVQRHPRS LFPEFSELFA AFPSFAGLRP TFDTRLMETR  

        70         80         90        100        110        120  

LEDEMETKEG RYEVRAELPG VDPDKDVDIM ETVRDGQLTI KAERTEQKDF DGRSEFAYGS  

       130        140        150        160        170        180  

FVRTVSLPVG ADEDDIKATY DKGILTVSVA VSEGKPTEKH IQIRVDPTSS SSTTTETKKV  

       190        200        210        220        230        240  

YFEKPSSWGS RVYAYVYNKN TNKAITSAWP GKKMETTALG NDKYELDLDT DEDDSDLAVI  

       250        260        270        280        290        300  

FTDGTKQTPA ANEAGFTFTA DATYDQNGVV KKVYFEKPSS WGSRVYAYVY NKNTNKAITS  

       310        320        330        340        350        360  

AWPGKKMETT ALGNDKYELD LDTDEDDSDL AVIFTDGTKQ TPAANEAGFT FTADATYDQN  

       370        380        390        400        410        420  

GVVKKVYFEK PSSWGSRVYA YVYNKNTNKA ITSAWPGKKM ETTALGNDKY ELDLDTDEDD  

       430        440        450        460        470        480  

SDLAVIFTDG TKQTPAANEA GFTFTADATY DQNGVVKKVY FEKPSSWGSR VYAYVYNKNT  

       490        500        510        520        530        540  

NKAITSAWPG KKMETTALGN DKYELDLDTD EDDSDLAVIF TDGTKQTPAA NEAGFTFTAD  

       550        560        570        580        590        600  

ATYDQNGVVK KVYFEKPSSW GSRVYAYVYN KNTNKAITSA WPGKKMETTA LGNDKYELDL  

       610        620        630        640  

DTDEDDSDLA VIFTDGTKQT PAANEAGFTF TADATYDQNG VV  

 
 

 
Amino acid composition:  

Ala (A)  60   9.3% 

Arg (R)  18   2.8% 

Asn (N)  30   4.7% 

Asp (D)  65  10.1% 

Cys (C)   0   0.0% 

Gln (Q)  14   2.2% 

Glu (E)  44   6.9% 

Gly (G)  40   6.2% 

His (H)   8   1.2% 

Ile (I)  16   2.5% 

Leu (L)  30   4.7% 

Lys (K)  53   8.3% 

Met (M)  10   1.6% 

Phe (F)  29   4.5% 

Pro (P)  26   4.0% 

Ser (S)  38   5.9% 

Thr (T)  76  11.8% 

Trp (W)  10   1.6% 

Tyr (Y)  33   5.1% 

Val (V)  42   6.5% 

Pyl (O)   0   0.0% 

Sec (U)   0   0.0% 

 

 (B)   0   0.0% 

 (Z)   0   0.0% 

 (X)   0   0.0% 

 

 

Extinction coefficients: 

Extinction coefficients are in units of M
-1
 cm

-1
, at 280 nm measured in water. 

Ext. coefficient   104170 

Abs 0.1% (=1 g/l)   1.460, assuming ALL Cys residues appear as half cystines 

 

Estimated half-life: 

The N-terminal of the sequence considered is M (Met). 

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro). 

                            >20 hours (yeast, in vivo). 

                            >10 hours (Escherichia coli, in vivo). 

 

Instability index: 

The instability index (II) is computed to be 26.60 

This classifies the protein as stable. 

 

Aliphatic index: 56.26   Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.734 

Number of AA:  642 

MW:  71359.2 

Theoretical pI: 4.65

 

DFA → Atomic composition: 

Carbon     C 3156 

Hydrogen   H 4791 

Nitrogen   N  819 

Oxygen     O 1052 

Sulfur     S   10 

Total # of (-) 

charged residues 

(Asp + Glu): 109 

Total # of (+) 

charged residues 

(Arg + Lys): 71 

Formula:  

C3156H4791N819O1052S10 

Total number of 

atoms: 9828 
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2. Acr 
 

 

        10         20         30         40         50         60  

METRGSHHHH HHTDPMETAT TLPVQRHPRS LFPEFSELFA AFPSFAGLRP TFDTRLMETR  

        70         80         90        100        110        120  

LEDEMETKEG RYEVRAELPG VDPDKDVDIM ETVRDGQLTI KAERTEQKDF DGRSEFAYGS  

       130        140        150        160  

FVRTVSLPVG ADEDDIKATY DKGILTVSVA VSEGKPTEKH IQI 

 

 

Number of amino acids: 163   

Molecular weight: 18487.5    

Theoretical pI: 5.06 

 

Amino Acid composition: 

Ala (A)  10   6.1% 

Arg (R)  12   7.4% 

Asn (N)   0   0.0% 

Asp (D)  14   8.6% 

Cys (C)   0   0.0% 

Gln (Q)   4   2.5% 

Glu (E)  18  11.0% 

Gly (G)  10   6.1% 

His (H)   8   4.9% 

Ile (I)   6   3.7% 

Leu (L)  10   6.1% 

Lys (K)   8   4.9% 

Met (M)   5   3.1% 

Phe (F)   9   5.5% 

Pro (P)  10   6.1% 

Ser (S)   9   5.5% 

Thr (T)  16   9.8% 

Trp (W)   0   0.0% 

Tyr (Y)   3   1.8% 

Val (V)  11   6.7% 

Pyl (O)   0   0.0% 

Sec (U)   0   0.0% 

 

 (B)   0   0.0% 

 (Z)   0   0.0% 

 (X)   0   0.0% 

 

 

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 32 

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 20 

 

Atomic composition: 

Carbon      C        809 

Hydrogen    H       1261 

Nitrogen    N        227 

Oxygen      O        260 

Sulfur      S          5 

 

Formula: C809H1261N227O260S5 

Total number of atoms: 2562 

 

Extinction coefficients: 

This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that 

this could result in more than 10% error in the computed extinction coefficient. 

 

Extinction coefficients are in units of M
-1
 cm

-1
, at 280 nm measured in water. 

 

Ext. coefficient     4470 

Abs 0.1% (=1 g/l)   0.242 

 

Estimated half-life: 

The N-terminal of the sequence considered is M (Met). 

The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in vitro). 

                            >20 hours (yeast, in vivo). 

                            >10 hours (Escherichia coli, in vivo). 

 

 

Instability index: 

The instability index (II) is computed to be 33.55 

This classifies the protein as stable. 

 

Aliphatic index: 63.99 

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.707 
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ANEXO 5G. CURVAS ESTÁNDAR DE ANTICUERPOS 
1. Curva estándar de IgG (stock de 1 mg/mL) 

 

µg/mL 20 10 5 2 1 0.5 0.2 0.1 0.05 0.025 0.0125 Blank 

D.O. 

450 

nm 

2.218 2.180 2.177 1.956 1.624 1.349 0.690 0.544 0.451 0.324 0.276 0.066 

2.103 2.091 2.058 1.866 1.660 1.474 0.819 0.564 0.379 0.251 0.212 0.058 

2.088 2.136 2.020 1.905 1.717 1.436 0.812 0.549 0.351 0.237 0.213 0.058 

    

      Conc. Wells Raw 

corrected 

SEM Backfit Recovery 

% 

 

Curva Logística de 4 parámetros  

(4LP log-log) 

 
 

 
 

 

a 0.0972 
b 1.137 
c 0.347 
d 2.104 
MSE 0.0022 
R² 0.9961 
SS 0.0628 
SYX 0.0501 

 

 

 

y = ((a-d)/1+((x/c)
b
)))+d 

 

 

x = c*(((a-d)/(y-d))-1)
(1/b) 

 
 

20 A1 2.16 0.041 > Curve - 

  B1 2.04   7.187 35.94 

  C1 2.03   5.928 29.64 

10 A2 2.12 0.0258 > Curve - 

  B2 2.03   6.133 61.33 

  C2 2.08   14.37 143.7 

5 A3 2.12 0.0472 > Curve - 

  B3 2   4.349 86.98 

  C3 1.96   3.284 65.69 

2 A4 1.9 0.0261 2.307 115.4 

  B4 1.81   1.608 80.41 

  C4 1.84   1.855 92.76 

1 A5 1.56 0.0272 0.8333 83.33 

  B5 1.6   0.9044 90.44 

  C5 1.66   1.039 103.9 

0.5 A6 1.29 0.0371 0.484 96.79 

  B6 1.41   0.6118 122.4 

  C6 1.38   0.5687 113.7 

0.2 A7 Flagged 0.0035 - - 

  B7 0.758   0.1857 92.87 

  C7 0.751   0.1832 91.59 

0.1 A8 0.483 0.0059 0.0982 98.19 

  B8 0.503   0.1037 103.7 

  C8 0.489   0.0998 99.77 

0.05 A9 Flagged 0.0141 - - 

  B9 0.318   0.0552 110.4 

  C9 0.29   0.0483 96.56 

0.025 A10 Flagged 0.0074 - - 

  B10 0.191   0.0244 97.53 

  C10 0.176   0.0208 83.34 

0.0125 A11 Flagged 0.0008 - - 

  B11 0.151   0.0148 118 

  C11 0.153   0.0151 121.1 
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2. Curva estándar de IgG1 (stock de 100 µg/mL) 
 

ng/mL 1000 500 250 100 50 25 10 5 2.5 1 0.5 Blank 

D.O. 

450 

nm 

1.958 1.914 1.681 1.603 1.483 1.250 0.761 0.535 0.336 0.211 0.090 0.057 

2.042 1.926 1.880 1.612 1.457 1.296 0.806 0.548 0.360 0.211 0.095 0.060 

2.065 1.917 1.769 1.604 1.408 1.191 0.729 0.472 0.352 0.208 0.097 0.057 

 

Conc. Wells Raw 

corrected 

SEM Backfit Recovery 

% 

 

Curva Logística de 4 parámetros  

(4LP log-log) 

 
 

 
 

 

a -0.0906 
b 0.7681 
c 16.87 
d 2.007 
MSE 0.0026 
R² 0.9946 
SS 0.0819 
SYX 0.0541 

 

 

 

y = ((a-d)/1+((x/c)
b
)))+d 

 

 

x = c*(((a-d)/(y-d))-1)
(1/b) 

 
 

1000 A1 1.9 0.0326 755.1 75.51 

  B1 1.98  5939 593.9 

  C1 2.01  > Curve - 

500 A2 1.86 0.0037 468.6 93.72 

  B2 1.87  527.5 105.5 

  C2 1.86  480.1 96.02 

250 A3 1.62 0.0576 117.8 47.13 

  B3 1.82  350.7 140.3 

  C3 1.71  176.4 70.54 

100 A4 1.54 0.0027 87.46 87.46 

  B4 1.55  90.24 90.24 

  C4 1.55  87.75 87.75 

50 A5 1.42 0.022 58.62 117.2 

  B5 1.4  54.11 108.2 

  C5 1.35  46.86 93.73 

25 A6 1.19 0.0305 30.4 121.6 

  B6 1.24  34.38 137.5 

  C6 1.13  26.13 104.5 

10 A7 0.703 0.0224 8.831 88.31 

  B7 0.747  9.925 99.25 

  C7 0.67  8.1 81 

5 A8 0.477 0.0064 4.637 92.74 

  B8 0.49  4.826 96.52 

  C8 Flagged  - - 

2.5 A9 0.278 0.0069 2.254 90.15 

  B9 0.302  2.489 99.55 

  C9 0.293  2.404 96.16 

1 A10 0.152 0.0011 1.196 119.6 

  B10 0.153  1.198 119.8 

  C10 0.149  1.174 117.4 

0.5 A11 0.0312 0.0022 0.448 89.6 

  B11 0.0371  0.4784 95.67 

  C11 0.0383  0.4846 96.92 
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3. Curva estándar de IgG2a (stock de 100 µg/mL) 
 

ng/mL 1000 500 250 100 50 25 10 5 2.5 1 0.5 Blank 

D.O. 

450 

nm 

2.126 2.066 1.962 1.671 1.468 1.174 0.593 0.454 0.322 0.209 0.163 0.054 

2.178 2.139 2.081 1.755 1.414 1.155 0.647 0.444 0.390 0.339 0.294 0.052 

2.143 2.043 2.020 1.683 1.398 1.192 0.678 0.437 0.382 0.305 0.281 0.055 

 

Conc. Wells Raw 

corrected 

SEM Backfit Recovery 

% 

 

Curva Logística de 4 parámetros  

(4LP log-log) 

 
 

 
 

 

a 0.1874 
b 1.031 
c 31.49 
d 2.145 
MSE 0.002 
R² 0.9959 
SS 0.0536 
SYX 0.0483 

 

 

 

y = ((a-d)/1+((x/c)
b
)))+d 

 

 

x = c*(((a-d)/(y-d))-1)
(1/b) 

 
 

1000 A1 2.07 0.0155 739.9 73.99 

  B1 2.12  2618 261.8 

  C1 2.09  969.3 96.93 

500 A2 2.01 0.0289 401.9 80.37 

  B2 2.09  905.9 181.2 

  C2 1.99  339.6 67.91 

250 A3 1.91 0.0342 216.3 86.51 

  B3 2.03  453.6 181.4 

  C3 1.97  292.8 117.1 

100 A4 1.62 0.0264 82.78 82.78 

  B4 1.7  103.7 103.7 

  C4 1.63  85.46 85.46 

50 A5 1.41 0.0211 52.07 104.1 

  B5 1.36  46.49 92.99 

  C5 1.34  45.04 90.07 

25 A6 1.12 0.0108 28.76 115 

  B6 1.1  27.66 110.7 

  C6 1.14  29.79 119.2 

10 A7 Flagged 0.0153 - - 

  B7 0.594  8.58 85.8 

  C7 0.624  9.389 93.89 

5 A8 0.4 0.0048 4.093 81.85 

  B8 0.391  3.893 77.86 

  C8 Flagged  - - 

2.5 A9 Flagged 0.004 - - 

  B9 0.336  2.792 111.7 

  C9 0.328  2.635 105.4 

1 A10 Flagged 0 - - 

  B10 Flagged  - - 

  C10 0.251  1.177 117.7 

0.5 A11 Flagged 0.0064 - - 

  B11 0.24  0.9697 193.9 

  C11 0.227  0.7356 147.1 
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ANEXO 5H. DETERMINACIÓN DE VIABILIDAD Y CONTEO CELULAR 
 

 

Fundamento: La prueba de exclusión utilizando azul de Tripano es el método para evaluar la 
viabilidad celular.  El colorante no puede penetrar en las células vivas que tengan íntegra su 
membrana, sin embargo pasa fácilmente a las células dañadas o muertas.  En consecuencia, las 
células vivas se ven refringentes al microscopio mientras que las células muertas se ven azules. 
 
Conteo: El conteo se realiza utilizando hemocitómetro o Cámara de Neubauer.  Para el caso 
particular de las células de bazo el conteo se realiza en cinco cuadros del cuadrante central de 
cada retículo de la cámara.  El total de células se promedia y se multiplica por los factores 
correspondientes para obtener el total de células/mL. Método tomado de: Hockfield S, Pintar 
S, et al., 1993.  Selected Methods for Antibody and Nucleic Acid Probes.  Cold Spring Harbor 
Laboratory Press.  679 p. 
 
 

Promedio x Factor de la Cámara x Cuadros que tenga el cuadrante central de la cámara x 
Factor de Dilución x Volumen final 

 

 
Retículo con cuadrante central de 25 cuadros y factor de la cámara de 104.  En rojo se señala el 

lugar de conteo de esplenocitos. 
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ANEXO 6A. SECUENCIA Y ALINEAMIENTO DE Acr-DFAtag 
 

>Secuencia Teórica (En marco pQ-Acr-DFA) 

ctcgagaaatcataaaaaatttatttgctttgtgagcggataacaattataatagattcaattgtgagcggat

aacaatttcacacagaattcattaaagaggagaaattaactatgagaggatctcaccatcaccatcaccatac

gGaTccAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGCCACCCGCGGTCCCTCTTCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTC

GCGGCCTTCCCGTCATTCGCCGGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGA

AAGAGGGGCGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATGGTCCG

CGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTTCGACGGTCGCTCGGAATTCGCGTAC

GGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGACGAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGG

GCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCGGAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGaGTggatcc

aacaagcagcagcagtacaacaacagaaactaaaaaggtttattttgaaaagccttcaagttggggtagtaga

gtttatgcctatgtttataataaaaatacgaataaagctataacttcagcttggcctggcaaaaaaatgaccg

ctttaggtaacgacaaatatgaattggatctcgacactgatgaagatgactctgatttagctgttatctttac

cgatgggacaaagcaaacaccagcagctaatgaggctggttttacctttacggctgatgccacttatgatcaa

aatggtgtcgtaaaaaaggtttattttgaaaagccttcaagttggggtagtagagtttatgcctatgtttata

ataaaaatacgaataaagctataacttcagcttggcctggcaaaaaaatgaccgctttaggtaacgacaaata

tgaattggatctcgacactgatgaagatgactctgatttagctgttatctttaccgatgggacaaagcaaaca

ccagcagctaatgaggctggttttacctttacggctgatgccacttatgatcaaaatggtgtcgtaaaaaagg 

 

 

 

>pQAcr3-DFA Frw 

NNTAGGGAGGGGAATAAACTATGAGAGGTCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAATGGCCACCACCCTT

CCCGTTCAGCGCCACCCGCGGTCCCTCATCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCCG

GACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGGCGCTACGAGGTACG

CGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATGGTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAG

GCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTCCGACGGTCGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGT

CGCTGCCGGTAGGTGCTGACGAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGC

GGTTTCGGAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGATTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACAACA

ACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGTTTATAATA

AAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGA

ATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCA

GCAGCTAATGAGGCTGGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTT

ATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGC 

 

 

 

CLUSTAL 2.0.10 MULTIPLE SEQUENCE ALIGNMENT 
 

 

Teórica         CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCA 

AcrDFA          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

Teórica         ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGA 

AcrDFA          ---------------------------------NNTAGGGAGG-GGAATAAACTATGAGA 

                                                   **  **** * *** ********** 

 

Teórica         GGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGC 

AcrDFA          GG-TCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAATGGCCACCACCCTTCCCGTTCAGCGC 

                ** ********************************************************* 

 

Teórica         CACCCGCGGTCCCTCTTCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCC 

AcrDFA          CACCCGCGGTCCCTCATCCCCGAGTTTTCTGAGCTGTTCGCGGCCTTCCCGTCATTCGCC 

                *************** ******************************************** 
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Teórica         GGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGG 

AcrDFA          GGACTCCGGCCCACCTTCGACACCCGGTTGATGCGGCTGGAAGACGAGATGAAAGAGGGG 

                ************************************************************ 

 

Teórica         CGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATG 

AcrDFA          CGCTACGAGGTACGCGCGGAGCTTCCCGGGGTCGACCCCGACAAGGACGTCGACATTATG 

                ************************************************************ 

 

Teórica         GTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTTCGACGGT 

AcrDFA          GTCCGCGATGGTCAGCTGACCATCAAGGCCGAGCGCACCGAGCAGAAGGACTCCGACGGT 

                **************************************************** ******* 

 

Teórica         CGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGAC 

AcrDFA          CGCTCGGAATTCGCGTACGGTTCCTTCGTTCGCACGGTGTCGCTGCCGGTAGGTGCTGAC 

                ************************************************************ 

 

Teórica         GAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCG 

AcrDFA          GAGGACGACATTAAGGCCACCTACGACAAGGGCATTCTTACTGTGTCGGTGGCGGTTTCG 

                ************************************************************ 

 

Teórica         GAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGAGTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGT 

AcrDFA          GAAGGGAAGCCAACCGAAAAGCACATTCAGATCCGATTGGATCCAACAAGCAGCAGCAGT 

                ************************************ *********************** 

 

Teórica         ACAACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTT 

AcrDFA          ACAACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTT 

                ************************************************************ 

 

Teórica         TATGCCTATGTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAA 

AcrDFA          TATGCCTATGTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAA 

                ************************************************************ 

 

Teórica         AAAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGAC 

AcrDFA          AAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGAC 

                ************************ *********************************** 

 

Teórica         TCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCT 

AcrDFA          TCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCT 

                ************************************************************ 

 

Teórica         GGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTTAT 

AcrDFA          GGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAAAAAGGTTTAT 

                ************************************************************ 

 

Teórica         TTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGTTTATAATAAAAATACG 

AcrDFA          TTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGC---------------------- 

                **************************************                       

 

Teórica         AATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACAAA 

AcrDFA          ------------------------------------------------------------ 
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ANEXO 6B. ISOTERMAS DE ADSORIÓN DE Acr-DFAtag SOBRE GRÁNULOS DE 
ALMIDÓN INSOLUBLE 

 

 

                                          

   
                                 

 

 

 

 

  

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Po Pna Pa gPa/mg

g/L g/L Po-Pna almidón 

8.471 6.263 2.208 3.680 
6.904 5.338 1.566 2.610 
5.897 4.597 1.300 2.166 
4.844 3.718 1.125 1.876 
3.538 2.705 0.833 1.388 
2.816 1.958 0.858 1.430 
2.432 1.569 0.863 1.438 
2.291 1.073 1.218 2.030 
1.270 0.535 0.735 1.225 
0.250 0.175 0.074 0.124 
0.047 0.019 0.029 0.048 
 0.000 0.000 0.000 0.000 

m (Kad)= 0.3678 

r= 0.9375 

Po Pna Pa µmolPa/mg 

µmol µmol Po-Pna almidón 

4.2455 2.1087 2.1367 1.7806 

3.7535 1.8399 1.9135 1.5946 

3.1715 1.5320 1.6395 1.3663 

2.6315 1.2880 1.3436 1.1196 

2.1275 1.1048 1.0228 0.8523 

1.3980 0.7144 0.6836 0.5696 

1.3596 0.3832 0.9764 0.8136 

1.2624 0.1888 1.0736 0.8946 

0.8916 0.2808 0.6108 0.5090 

0.4020 0.1088 0.2932 0.2443 

0.2184 0.0120 0.2064 0.1720 

 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

m (Kad)= 0.6947 

r= 0.9263 
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Tuberculosis rema ins a majar public heahh problem around the world. Because 
Ihe Myrobacrerium bOI';s Bacilli-Calmette-Guerin (BCG) vaccine fails 10 protect 
adults from pulmonary tuberculosis. there is an urgent need for improved vaccine 
fomlUlations. Unlike BeG. recombinant vaccines purified from bacterial expres­
sion vectors, as well as naked ONA, require an additi onal adjuvanl. Recent 
improvements in our understanding of disease immunopathology, together wilh 
advances in biochemical and molecular techniques.. have permitted the successful 
development of promising tuberculosis vaccine delivery and adjuvant combina­
tions for human use. Here, v.'e summarize the current slate of adjuvant develop­
ment and its impact on tuberculosis vaccine progress. 

OOI: 10 . 1111 ~. 1574·695X.2009.00629.x 

Editor: Willem van LeelM'en 

Keywords 
tuberculosis; adjlNant; subt.nit vaccines . 

Introduction 

According [O tbe World Health Organ ization (\\IHO), one­
third o f the world 's populalion is infected wilh Mycobnaer­
illm tuocrwlosis (Mtb ). Among these latem carriers, arou nd 
5--10% will develop dinical tuberculosis, causing 2-3 mil­
Iion deaths and 8-10 miUion nt'w infect ions per year (Young 
& Oye, 2006). In 2007, approximately 9.2 million new cases 
were reported Ofthese, 1.3 million were HI V-posiri ve cases, 
1.1 million were reactivation cases and 500 000 cases were 
multidrug- resistant (MOR·tuberculosis) (WHO, 2009 ). To 
dale. Ihe only prophylactic avai lable against Mtb is the 
Bacil li-Calmette-Guerin (BCG) vaccine , an altenualed My­
cobncterillm bovis strain that confers prolection against 
several childhood forms of tuberculosis, bUI fails to prevent 
pulmonary tuberculos is in adults. Beyo nd vaccines such as 
BeG, which are ad ministered before tuberculosis infeclion, 
one potential strategy to eliminate o r control latent tuber­
culosis and prevent reacrivation consists of postexposure 
vaccioes (Anderst'n, 2007). lo both cases, research efforts are 
directed towards confemng broad protectioo against disease 
and infection , especially by stimulating cellular immune 
responses involving C 04+ and COS+ T cells without 

fEMSlnmurol Med MicroblOl 58 (20 1 ~ 7S-84 

oegative health consequences (Tilball. 2008). lñanks to 
recombinant technology and a growing understand ing of 
the immunopathology of tuberculosis, candidate subunit 
vacc ines have been successfully developed. These vaccines 
are preferred because of their safery in both normal and 
immunocompromised patients, although their inherent lack 
of immunogenicity requires the use of adjuvants capable of 
inducing a protective T-cell response (Schijns, 2003). In 
order lo be prolective aga insl Mtb. a candidate vacci ne must 
elici l a specific cell-medialed response, both in immuno­
competent and in immunocompromised individuals who 
are considered a high-risk populat ion for tuberculosis . 
Coosequently, the developmenl of adj uva nrs to improve 
tuberculosis vaccines for human use remains a challenge and 
is equally important 10 subunit vaccine formulation as 
antigen discovery (I"loft, 200S). Here, we review the current 
slate of adjuvant developmenl and its impact on tubercu­
losis vaccine progress. 

Immune response to Mtb 

Protective immune responses aga inst Mtb are primarily 
mediated by the ceUular immune system, involving innate 

Cl 2009 federatGl d European MlcroblCklglQt Soo~1eS 
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responses in which the major ceUular components are 
neutrophils, macrophages, dendrit ic cells (DCs) and natural 

kill er cells (NKs), and adapt ive respo nses in which lympho~ 

cytes, mainly conventional CD4 + and CD8+ cx. p T ceUs, are 

the major effector cells. These ceUs produce T-helper type t 
(Th-I) cytokines [interferon ( IFN)-y. interleukin (IL)-2. IL-
121 important for the activation of antimycobacterial activ­
¡t ies of macro phages (Sable et al. , 2007). However, sorne 
unconventional T cells (CD4CD8 (l~ T-cells, yo cells, NK 
1.1) have also been implicated in protective irnmunity to 
tuberculosis through the recognition of nonprotein rnyco­
bacterial antigens indudi ng glyco lipids (mycolic acids, 
phosphatidylinositol mannosides, lipoarabinomannan, 
etc. ) and their p resen tatian to a variety of C DI-restricted 
Iym phocytes_ These cells also activate antigen- p resenting 
cells (APCs), boost the exp ression of major hi stocompat­

ibility complexes (M I-ICs) and costimulato ry molecuJes and 
am plify IL-12, IL- IS and I:FN-y production (Doherty & 
Andersen , 2005)_ 

Recent1y, the importance of CDS+ cytotoxic T-lymp ho­

cyte (CfL) responses to the generat ion of an effective 
vaccine against tuberculosis has also been recogn ized. Accu­
mulating evidence indic.:l tes that t he MHC- I pathway is 
crit ical to achieve protection (Orme, 2006). Studies with 

endogenous proteins, such as heat shock p rotein 65 
(HSP65 ), have shown the super iori ty of these antigens to 
stimulate CfLs, which are able to either kili infected macro­

phages unable to eliminate the baci lli or kili the mymbacter­
ia in the extraceUular space directly (Lima el al. , 2004 ). 

O n the other hand, the role of Th-2 cytokines, such as 11 -
4, I L- 5, IL- IQ and I L-13, in protective immuni ty against Mtb 

remai ns u nclear. It has been suggested that generat ion of a 
Th-2 response is associated with a greater risk of p rogression 

from Mtb infection to active disease by seriously under­
mining the efficacy of a Th-I response to mycobacter ial 
antigens (Ooherty & Andersen, 2005). Some aut hors have 

also observed a relat ionship benvee n the presence of con­
comitant parasite infections and exposure to environmental 

mycobacteria, with a systemic bias towards Th-2 responses 
that reduces the efficacy of BCG (Rook el al., 2001 ). 

Tuberculosis vaccines and adjuvants 

1 n this context, effective tuberc ulosis vaccine design is based 
on generating the cellular responses required to kili the 

bacteria and prevent estab lishmen t of infec tion (agai nst 
infection and pulmonary disease) or to avoid reactivation 

or progress ion toward clinical tuberculosis in the case of 
laten t patients. In the first case, the general strategy involves 
a prophylactic vaccine able to induce protective immunity, 

measured in tenns of lym phocyte subsets expanded after 
immunization. In the second case, the st rategy focuses on 
utilizing a postexposure vaccine to elim inate or contain 

<O 2009 Federation 01 European Microbiological Societies 
Published t7t Blad:.well Publi:st1 ing Ltd_ AlI rights reserved 
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l able 1. Tuberculosis vaccines in dínical ttials 

Vaccines 

Uve vaccines 
(mycobaderiaO 

Uve vaccines 
(nonmycobacteriaO 

Nonliving vaccines 
(subunit vaccines) 

Definition and stage of development 

rBCG30. Entered phase I trials in US during 
2004. over expresses Ag858 
rBCG::tJureC-/Io+. Urease deficient mutant, 
which expresses the Lysteriolysin O gene from 
Listeria monocytogenes 
PanO-Leo - . Auxotroph attenuated straín of 
Mrb 
MVA-Ag85A. Recombinant. replication 
deficient vaccinia virus. expres.sing Ag85A. 
Entered in Phase lb clínical tríals in 2005 
Hybrid 1. Fusion molecule comprised of ESAT-6 
and Ag85B. Clinical trials 200412005. Proved 
with LTK63 and 1C31 adjLNants 
Mrb72F vaccine. Entered ín Phase I clínícal trials 
in 2005. Comprised of !he proteins Rv 1196 
inserted into de middle of putative serine 
protease Rv0125. Delivered in AS02 aquvant 
HyVac4. fusion proteín comprised of TB10.4 
and Ag85B. Delivered in 1(31 adjuvant. Entered 

in Phase I clinical trials in 2007 

Reproduced from Gupta et al. (2007); Andersen (2007). 

latent tuberculosis and prevent reactiva t ion (Sadoff & Hone, 

2005; Sable el al., 2007). Concerns regarding the use of 

postexposure vaccines and their adverse infl uences result fro m 
the fuct th at the infected lung has alread y undergone inflam­
mation, tissue damage and remodelling responses (O rme, 
2006). Thus, the effect of vaccination in sensitized and latently 

infected individua!s is a minor concern for mycobacteria! 

vaccines intended to replace BCG, but it is especially relevant 
for vaccines intended to be givt'n as boosters to ind ividuals 
already vaccinated with BCG. A vaccine that is safe in a naive 

recipient may have negative effects in o ne with pre~existing 

immunologic memory (Ooherty, 2005). Table I shows severa! 

tuberculosis vaccine candidates that are currently in advanced 
stages of clinical trials. Of these, subunit tuberculosis vaccines 

have received special an ention because, in spite of their poor 
immunogenicity, they exhibit a high degree of safety and their 

production can be standardized. 
Curre ntly. such tuberculosis subunit vaccines are pre­

pared from recombinant proteins, purified from bacteria! 
expression vectors or fonnu]ated as naked DNA, consisting 

of recombinant plasmids encodi ng Mtb antigens under the 
control of eukaryotic promoters (Ooherty & Andersen, 
2005; Hoft , 200S; Carstens, 2009). They can stimulate T-cell 

respo nses agai nst key subun it antigens and are s.: ... fe even in 
immunosu ppressed individuals. Their main drawback is the 

limi ted availability o f adjuvants ap proved for human use to 
boost their im munoge nicity ( I-Iogarth el al., 2003; MilIs, 
2009). Box 1 provides a short description of adjuvants for 

hum an use that have been t he result of many years of 
research and development, inc1uding oils and aluminium 
adjuvants, synthetic adjuvants, seco nd-generation delivery-
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Adjuvants in tuberculosis vaccine development 

Box 1. Adjuvants for hLJllan use or in late stage of dinical tria Is 

Aquvants from the l atin 'adjuvare', or 'ro help', are molecul~ 

compounds or macromolecular complexes 'Nith carrier/depot or 

targeting fundions and immunostimulant ancVor immuncr 
modulatory activit ies (Glt)', 2007; Reed et al., 2009). 

Mi~ral safts. The most widely u~ adjuvants in human vacdn~ 

indudealuminium hydroxide, aluminium phosphate and calcium gels 
(HogenEsch, 2002; Kenney et al., 2002). 

Saponins. Ouil-A and its puri f ied fradion QS-21 (Stimulon) are 

triterpene glycosides isolated from tl'll" aqueous extract of the barlc 

of t he South American tree QuiflajéJ saponariiJ (M ardani et al., 2003; 

Sanders et al., 2005; Sun el al., 2009). 

Emulsions. Mixture of tVv'O immisdble substances in tVv'O phas~ 

stabilized by one or several surfactants at the interface. Among the 

oil-in-wa ter (O/'N) emulsions are MF59 and Adjuvant Systems. MF59 

contains Tween 80 and Span sLJfactants and the immunostimulant 

squalene. This emulsion is component of t he Influenza vaccine 
FlUAD (Sch(jtze et al., 2008), and also has been tested 'Nith ot l'll"r 

viruses with promising results (Ansaldi et al., 2008; Mosca et al., 
2008). Adjuvant Systems developed by GSK Biologicals are 

formulations of classical adjuvants mixed with immlJlomod(jators 

adapted to the antigen (Gar~on et al., 2007). AS02A which contains 

monophosphoryl lipid A (MPl) and QS-21, has been t~ted 'Nith 

tuberc(josis, cancer, malaria and some viruses (Skeiky et al., 2004; 

Vandepapeliere et al., 2008). AS04 with MPl and alum, has 

successfully passed Phase IVIII trials with vaccines against viral 

diseases, and is already on the market as a component of the 
Cervarix W vaccine ($chwarz, 2008). AS018 (a liposomal formulatioo) 

and AS03 (with a-tocq:¡herol. squalene and Tween 80) have been 

developed to induce a strooger T cel! responses, especial1y CTl 
responses (Garl;on et al., 2007; Reed et al., 2009). 

Particulate adjuvanrs. Lipid-based structures, such as liposomes, 
archeasomes, immune-stimulating ccrnplexes (lSCOMs), bio­

degradable micro- or nanoparticl~, virus-like particles (VlPs), and 

the AS04 adjuvant system, among others. They are u~ to deal 'Nith 

mucosal conditions as proteases, denatura tion a,-.j dilution (Eriksson 

& Holmgren, 2002; Csaba et al., 2008; Mallapragada & Narasimhan, 

20081. 

Microbial na tural and synthetic derivatives. MPl and sorne deriva tiv~ 

isdated from Salmonella minnesota RS95 lipopoiysaccharide 

(Meraldi et al., 2003; lahiri et al., 2008); AD P-r ibosylating 

enterotoxins such as, cholera toxin (Cn, heat-labile enterotoxin (ln 

(Kenney el al., 2002; Freytag & Clements, 2005), and sorne mutants 

like lTK63, with reduced toxicity but significant adjlNanticity 

(Erik-sson & Holmgren, 2002; Eriksson et al., 2004; Freytag & 

Clements, 2005). Among synthet ic microbial aquvants are the 

cytasine-phosphate-guanosi~ OONs (CpG OONs), synthetic DONs 

containing immunost imulatory CpG motifs vvhich stimulate APCs via 

TlR9 (l ahiri el al., 2008; Krishnamachari & Salem, 2009; Mut'Niri 

el al., 2009; Vollmer & Krieg, 2009). 

Cytokines. Delivered either in protein form or indirectly as DNA 
(Wang et al., 2002; Mal1apragada & Narasimhan, 2008). Candidates 

indude granuiocyte-macrophage colony-stimulati ng factor (GM­

CSF), Il -1 , Th l -inducing cytokines such as Il -1 2, Il-18, GM-CSF, and 

sorne cl'll"mokines (Boyaka & McGhee, 2001). 
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depot systems and receptor-associated adjuvants (O tt & Va n 
Nest , 2007). 

Many of these adjuvants have been tested for their efficacy 
in tuberculosis vaccines, mostly in mouse models in combi­
nation with different antigens or fusion proteins. When used 
alone or in conjunction with BCG in a 'prime-boast' 
strategy or coadjuvanted with cytokines or other molecules, 
many ofthese vacci nes have been shown to confer protective 
immunity (Lindblad et al_, 1997) . 

Secreted proteins, J-1 SP, lipoproteins and putative phos­
phate t ransport receptors (PstS) have all been evaluated for 
subcu taneous, oral or intranasal priming vacci nation, fol­
lowed by in tradermal or oral BCG vaccination (Doherty 
et al., 2002; J-1ogarth et al., 2003; Hoft, 2008). Like\vise, 
emulsions (Haile el al., 2004, 2005), microspheres (Ajdary 
el al. , 2(07), toxin derivatives (Takahashi el al., 2006; Badell 
et al., 2009), catjonjc lipjds ( D'Souza et al., 2002) and 
oligodeoxynucleotides (Kamath et al. , 2(08 ) have demon­
strated efficacy in inducing strong T-cell responses with high 
ti tres of IF -y and specific antibodies. Table 2 summarizes 
severa! studies evaluating the efficacy of different antigenl 
adjuvant combinations for tuberculosis vaccina tion. 

So me of the mechanisms by which many of these 
adjuvants function are (1 ) generation oflong-Iasting antigen 
depots; (2) protection against ant igen degradation and 
elimination; (3) di stribution to specific cells; (4) antigenl 
adjuvant uptake; (5) enhancement of ant igen presentation 
by DCs and (6) induction of CDS+ crl and/or CD4+ Th­
Iymphocyte responses (Th-I or Th-2) (The European Med­
icines Agency, 2005; Perrie et al., 2008; Reed et al. , 2(09 ). 

As in any adjuvant design, it is important to consider a 
number of other factors, such as reduc tion in antigen t itres , 
the number of immunizations required and efficacy in 
ne>.vborns, the elderly and immunocompromised indivi­
duals. Additionally, many potential vaccines consider anti­
gen delivery to mucosal surfaces, an interesting approach to 
vaccines against pa thogens that en ter the human body via 
mucosal surfaces, such as Mtb. The risk of adverse side­
effects, molecular stability and industrial constraints and 
costs must also be considered (Orme. 2006; Agui lar & 
Rodriguez, 2007) . 

Trends in a d juvants development tor 
tuberculosis vaccines 

Mucosa l adjuva nts 

Most pathogens enter the human body via mueosaJ surfaces 
in contact with the surrounding environment , such as 
those in the nose, lungs and gastrointestinal traet Mtb is 
usually transmitted via aerosols and establishes itself in the 
lungs. Thus , mucosal vaccination at this site can help to 
prevent pa thogen entry and infec tion (Doherty et al., 

<D 2009 Federation of Eur~an Microbidogkal Societ!eS 
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l able 2. Adjuvant formulat ions used in tuberculosis subunit vacdnes 

T~ o f adjuvant formulaton and route of administration Refert"nces 

Cationic lipiels AgBSA, AgaSB. PstS-3 in ve IOS2:0pyPE (intramuscular) or in GAP-OLRIE :DOPE 
(intranasaO 

O'Souza et al. (2002) 

BCG lipid encapsulated (L-BCG) (oraD 
ESAT-6 plus LANAC adjuvant (with TlR3 or TlR9 agonists) (intravenous; 
subcutaneous; intramuscular) 

AIdWt" 11 er al. (2006) 

Zak5 et al. (2006) 

Micro or nanoparticlt"s ONA plasmid encoding eight HLA-A ·0201-restrided T<ell epitopes from Mrb 
formulate<:! in chitosan nanopartic:1es (intramuscular and pulrnonary) 

Bivas-Benita et al. (2004) 

ESAT-6 encapsulated in PlA microspheres GntranasaD. Carpenter et al. (2005) 

Dobakht i et al. (2009) 

Falero-Dlaz et al. (2000) 

Dit"trich et al. (2006) 

BCG plus sodium alginate microspheres (subcutaneous) 
Toxin derivatives 

CpGDNA 

Aquvant Systt"ms 
Cytokines 

BCG and PstS-l antigen plus CT (intranasal) 
AgBSB-ESAT-6 (Hl ) plus LTK63 (intranasaO 
Ag MPT-51 plus (pG ONA (subcutaneous) 

M tb72F in AS02A(intramuscular) 

BCG plus AdGM-CSF (subcutaneous) 

de Souza Silva et al. (2009) 

Brandt et al. (2004) 
wang el al. (2002) 

Iscoms 
HSP65 plus Il -12 dt"livered by HVJ -liposolTlt" (intramuscula r) 
AgB5B-ESAT-6 (Hl ) plus CTA l-DDlISCOMs (intranasal) 

Okada et al. (2009) 

Andersen el al. (2007) 

VC 1 052: DpyPE, amino¡xopyl-dilTlt"thy1-myristoleybxy-propanaminium bromide- diphytanoyiphosphatidyl-et hanolam ine; Va xfectin; LANAC, liposolTlt"­
Ag-nudeic acid complexes; GAP-DLRIE:DO PE. ami nop-opyl-dime thyibis-dodecy1oxy-propanaminium brom ide-dioleoyiphospha tidyi-et hanolami nI"; PLA, 

poly-lactide acid; AdGM-CSF. adenoviral granulocyte macrophage<olony stimulating factor; CTA1-DDI1SCOMs. cholera toxin-de rived fusion proteinl 
immune-stimulating complexes; HVJ. haemagglutinat ing virus of Japan. 

2(02). In faet, traditional tube rculosis vaccine strategies 
involving in tradermal im munization with inactivated BCG 
or subunits of the relevant viruJ ence determinants of 
Mlb do not prevent these init iaJ interaetions. Once the 
pathogen crosses the mucosal surface and enters the host 
cell, the host-par asi te relationship dec idedly favours the 
bacterium (KaJle nius el al., 2(07). Taking advantage of the 
fact that vacc ination at one inductive mucosal si te can tr igger 
im m une responses at distant effector mucosal sites. oral 
tuberculosis vaccines have been developed, with promising 
resuJts (AldweU el aL, 2006; Ajdary el al. , 2007; Badell el al. , 
2(09). Nasal im mu nization has also been explored, as it is 
less likely to induce peripheral systemic tolerance , it is more 
effective tha n oral immunization at generating earlier and 
stronger mucosal immune responses and it often requires 
less antigen and f€\ .... er doses than parenteral immunization 
(Davis, 2001; Kiillenius el a/., 2007). However, the possibility 
of developing hypersensitivity responses to the vaccine and 
other techrucal problems re main disadvantages for pulmon­
ary immuru zation (Bivas-Benita el al., 2005). 

As evaluated in mouse models, puhnonary mucosal 
protection involves a wide range of immune responses, 
including in nate, cellular and humoral mechanisms, de­
pend ing on the an tigen type and adjuvant used. Antim icro­
bial pept ides are secreted into the mucosaJ lumen, 
phagocytic cells and T and B Iymphocytes are activated, and 
polymeric im munoglobulin A (lgA) and IgG are actively 
secre ted across the epi theJium. In most cases, the main 
effeetor mechanism at work is the secret ion of antimicrobial 
or antitoxic local IgA (S- lgA) and associated m ucosal 
im munologic memory (Kallenius et ni., 2007). 

(O 2009 Federaticn of European Microl::iololjcal Societies 
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Mucosal adjuvants for human use have been designed 
based on bacteria] toxins (Cf, l T) and their derivatives 
(CrAI-DD, LT-K63), synthetic CpG-con tai ning D A, IS­
COMs and various cytokines and chemokines wi th the 
aim of inducing effective mucosal Th-I and Th-2 responses 
(Eriksson el al. , 2004; Helgeby el al., 2006; Andersen 
el al., 2007) . For tuberculosis, the strongest Th-l-inducing 
compound identified to date is unm ethylated mycobac­
terial O A and the immunostimulatory CpG oligodeoxy­
nucJeotides derived from ir. Some researchers have used 
synthetic CpG oligodeoxynucleotides as adjuvants for 
nasal tuberculosis vaccines, resuh ing in vigorous Th-I 
responses characterized by Cfl activa tion and I FN~y 
secretion over the course of infection (Maeyama el al. , 

2009). 
Also, mucosal delivery systems designed to enhance the 

im mune response following mucos.11 immuniza tion have 
been evaJuated for efficacy in tuberc ulosis vacci nes (Bivas­
Benita et nI., 2004 ; Freytag & Clements, 2005). Examples of 
these delivery systems include ant igen-encapsulat ing micro­
spheres, various Iiposome formulations, nanoparticles with 
surface~adsorbed age nts, lipophilic ISCOMS and bacteriaJ 
products wi th known adjuvant properties. Such systems 
enhance the binding, uptake and half-life of antigens and 
may help to target the vaccine to mucosa! surfaces. In 
addition, based 011 their mucoadhesive propert ies, these 
viscosity-enhancing delivery systems have been designed to 
slow mucociliary cJearance and pro long contact t ime be­
nveen the vaccine compound and the nasa] t issue (Sajad i­
Tabassi et al., 2008; Coucke et al., 2009). T his last concept 
is particularly importan t, because no nreplicating, and 
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Adjuvants in tuberculosis vaccine development 

especiaUy nonpar ticulate, antigens applied to a mucosal 
surface must be adjuvanted to induce productive immunity 
rather than tolerance. Thus, a vaccine with an appropriate 
adjuvant can induce both mucosal and systemic immune 
responses, preven ting not only infectious disease but also 
colonization of mucosaJ surfaces (Davis, 2001 ). 

Myco bacter ial To lI - l ike recepto r (TlR) li ga nds 

At present, increasing knowJedge of the innate immune 
system, incl uding the identification ofligands and signalling 
pathways, is providing a new set of targets for the develop­
ment of novel adjuvants (Schijns & Degen, 2007; Boog, 
2008). Pathways specifically involved in the immune re­
sponse against complex pathogens such as Mtb are mediated 
by receptors expressed on the surface of DCs and macro­
phages. Engagement ofthese receptors initiates intracellular 
signalling pathways, resultin g in the activation of immune 
response genes, including those encoding MI-IC molecules, 
costi mulatory molecules and in flammatory cytokines. One 
key receptor class is the TLR fa mily, whose ligands are 
either presented on the surface of Mtb or sec reted by the 
bacterium (Doherty & Andersen, 2005). Mycobacterial 
TLR ligands inelude triacylated and diacylated fo nns of 
p1 9, a lipoprotein recognized by TLR 2/1 and TLR 2/6 
dimers, respectively. Meanwhile, lipoarabinomannan and 
phosphatidyl-myo-i nositol mannoside are recognized by 
TLR2, while CpG-containing DNA is recognized by TLR9, 
which is exelusively present within endosomes and phago­
somes. TLR4, the classicaJ recepto r for lipopolysaccharide 
on Gram-negative bacte ri a, has also been implicated as a 
sensor for an unidentified, heat-sensitive mycobacter ial 
ligand (Quesniaux el al., 2004; Lahir i el al., 2008). Other 
important innate im mune receptors are the cytosolic nu­
cleotide-binding and oligomerization domain- like receptors 
or NOD-like receptors (NLRs), which are T LR-related 
proteins responsible for recognition of intraceUular patho­
gens, including mycooocteria. NOOI and NOD2 specifically 
bind diammopimelic acid and the peptidoglycan breakdown 
product muramyl dipeptide, triggeri ng the production of 
proinflammatory cytokines. This sugges ts a synergistic effect 
between NLRs and TLR2 in tuberculosis (Korbel el al., 
2008). 

As mentioned earlier, both TLR and NLR ligands pro­
mote inflammation by triggering the release of chemokines 
and proinflammatory cytoki nes, expression of adhesion 
molecules and recruitment of macrophages, DCs and poly­
morphonuclear neutrophils (Korbel et al., 2(08). After 
an tigen processing and expression of epitopes in an MI-IC­
restricted manner, mature DCs can stimulate naive T cells to 
differentiate into effector ceUs. Depending on the ligand, 
the immune response may thus be skewed toward crL 
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responses or toward a par ticular Th response (Boog, 2(08). 
Based on increasi ng evidence fo r the contribution ofCDI­
restricted immune responses to protection against tubercu­
losis, CD I-restricted, nonproteinaceous ligands, such as 
glycolipids, are also bei ng considered as potential candidates 
for new tuberculosis vacc ines (I-Iamasur et al., 2003). 

In conclusion, mycobacterialligands have great potential 
as adjuvants due to their ability to activate the innate 
immune response, ult imately leading to cellular and humor­
al responses against coadmi nistered an tigens (Milis, 2(09). 
In this context, synthetic Jigands capable of targeting TLRs 
more precisely and safely than pathogen-derived ligands 
are being designed (Guy, 2(07). I-Iowever, a great deal of 
work is still required, because the success of vacc ination is 
related to the route of administration, the delivery method 
used and the APC population stimulated by the adjuvant. 
On the other hand, TLR overstimulation can also generate 
unwanted toxic effects, and so adjuvant dose and mechan­
ism of ac tion must be carefully considered and potential 
toxicities should be investigated and characterized (Saog, 
2(08). 

Prom is ing p re limina ry formu la t ions 

Despite the limited number of adjuvant systems approved 
for clinical applications, several vaccine delivery and adju­
vant combinations have been evaluated, resulting in promis­
ing preli minary formulat ions. Currently, four leading 
adjuvants for tuberculosis subuni t vaccines are being inves­
ti gated: 

CAF01 (LipoVac), developed by the Statens Serum In­
stitute, is a nove l tube rculosis vacci ne adjuvant utilizing 
N,N'-dimethyl-N,N'-dioctadecylanunonium (ODA) lipo­
somes with the synthetic mycobacterial immunomodulato r 
a., a. ' -trehalose 6,6' -dibehenate (TDS) inserted into the lip id 
bilayer. This adjuvant is formulated using a fusion molecule 
composed of two immunodominant, sec reted proteins from 
Mtb, Ag85S and ESAT-6, a fusio n known as Hybrid-l (1-I1 ). 
In trus system, DDA targets the vacc ine antigen to APCs 
while TDS provides proinflammatory stimuli, triggeri ng a 
Th-I cytokine response via a TLR-independent pathway 
(Agger et al., 2008). CAFOI has proven to be high ly 
efficacious, inducing cellular and humoral responses simul­
taneously in an imal models more effectively than the single 
antigens administered alone. In addition to its priming 
activity, this vaccine has also been demonstrated to have a 
BCG booster effect (Doherty et al., 2004; Davidsen et al., 
2(05). 

ASOlB, developed by Corixa and GlaxoSmi th Kline Biolo­
gicals, contains the TLR4 ligand MPL and the saponin 
der ivative QS-21 in a liposomal formulation including the 
fusion molecule Mtb72F. The Mtb72F antigen is comprised 
of the PPE family member Rvl196 inserted into the middle 
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of the pu tative serine pro tease RvOI2S, which is thus present 
as two fragments ( Mtb32C-Mtb39-Mtb32N ) (Skeikl' el al., 
2(04). ln the ASOIB or AS02A formula tions, this vaccine has 

also beeo demonstrated to have priming and BCG booster 
effects (Brandt el al. , 2004 ). 

l e3 1, al so developed by the Statens Serum Institute, 

consists of a vehicle combini ng the syn thetic anti microbial 
peptide KLKLsKlK, which actively loads APCs with an tigen, 

and the immunostimuJatory TLR9 ligand ODN la . with the 
fusion p roteins li t and Ag85B-TB 10A (Agger el al. , 2006; 

Lingnau el al., 2007). This vacci ne confers protective im­

munity in murine tubercuJosis models and was recent1y 
shown to sa fely induce st rong T-cell responses with a mixed 
Th- l /Th-2 cytoki ne profile in both neonates and adults 
(Ka math el al. , 2008). 

CAFOI , ASOIB and 101 are currently undergoing cli ni cal 

Phase 1111 trials. Mtb72F/ AS0 1B is being tes ted in Lausanne, 

Switzerland, in individuals previously exposed to BCG or 
previously treated individuals currently infected wit h Mtb. 
H I in IC31 and CAFOl are being tested in Leiden, the 

etherlands, in purified protein derivative (PPO)-negative 

subjects. These adjuvants share the same basic combinatioll 
of a delivery vehicle and a Th - I -skewing immunomodula­

tor, conferring more potent protecrion against tuberculosis 

infecrio n than single immunomodulators (CpG or MPL) or 

delivery ve hicles lacking inununomodulators (li posomes or 
niosomes) (Agger el al. , 2006). 

LTK63, a modified and detoxified heat-Iabil e toxin de­

rived from E. coli, has been combined with the fusion 

protei n H 1 for nasal im lll uniza t ion and has passed Phase I 
clinical t rials (in London, UK, with PPO- negative subjecrs). 

A strong and sustained Th- I respo nse mediated by IFN-y­

secreting C0 4+ T ceUs was observed, leading to long- lasting 

protecti on agai nst tuberculosis and boosti ng prior BCG­
ind uced immunity (Oietrich etal., 2006; Badell etal., 2009 ). 

Recently, LTK63 has aIso been shown to induce a Illarked 

increase in Ag85B-speci fic antibody ti tres, especially the 

IgG2b isotype (Palma el al. , 2008). 

Modified Vacci,ún Anknm (MVA) adenovi rus, a recombi­

nant-vector vaccine expressing th e secreted Illycobacterial 

antigens Ag85A and 85 B, has been studied as a subunit 

vaccine, ei ther as a prime vacci ne or as a BCG-boosted 

vaccine (Williams et al., 2005; Santosuosso el al., 2006 ). 
Although this system has a po tent adjuvant effect and can 

deliver vaccine ant igens through mucosaJ tissues to ind uce 

strong T-cell stimulatio n, its drawbacks include increased 

reactogenicity and p re-existing immunity induced by ex­

posure to natural antigens that are cross- reacrive wi th vector 

compo nent s ( McSha ne et al. , 2005; Ho ft , 2008). Phase 1/ 11 
clinical trials have been complet ed for MVA-Ag85A in 

Oxford, UK, and Gambia to assess vaccine safety, imm uno­

genicity and dosage in individuals previo usly exposed to 

mycobacte ri al antigens. 

(O 2009 Federaticn of European Microl::iololjcal Societies 
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Final considerations 

TubercuJosis vacci ne develop ment has been progressing 
empiri cally for many years. Current1y, increased under­

standing of the immune syst em and the develop ment of 

advanced d elivery and adjuvant syst ems are enabling th e 

des ign of improved prophylactic vaccines. As a result , in th e 
last 10 yea rs , the international research community has 

developed more than 200 tuberculosis vaccine candidates 

cu rrently being tested in mo use, gu inea-pig and h uman 

primate models. T h ese approaches are aimed at achieving a 
more po tent and prolonged imm unological mem ory, a go al 

of great global importance, given the rise of MOR-tubercu­

losis worldwide and the poor efficacy of the BCG vaccine 

against adult pulmonary tubercu losis. 

Oespite a lack of relevant animal models tha t corre la te 

wi th prot ection in humans and th e lack of markers capable 

of demonst rating the efficacy of an antigen/adjuvant co mbi­

nation (needed for a faster acce ptance of new adj uvants), 

promising vaccines from th e Fifth Framework Program FP5 
(Mtb72F/ASOIB, Ji l in ICJI and CA FOI; MVA-Ag85A) 

h ave been deveJoped and test ed in preclinicaJ and clinical 

trials, and the opti m ized fommlations and adjuvant co mbi­

nations have been produced using good manufacturing 

practices. Further improvement of these adjuvant s through 

Box 2 AdjlNantlvaccine development, sorne guidance 

• Preclinical and appropriate toxicology stlJ:jies need to be desigled 
to evaluate the risl::: assessment and safety profile of the adjuvan t and 
adjuvantlvaccine combination in question. In addition to a deeper 
understanding of the basic biology of the immune response, 
I:::nowledge of the genetic heterogeneity of the population is 
reqLired to give rise to the concept of genetically determined 
individual responsiveness and susceptibility (Sesardic, 2006). 
• Because me adjuvant is not the active ingredient in a vaccine and 
the action of the vaccine/adjuvant combination is the result of 
multiple factors, immune responses obtained with one antigenl 
adjuvant cannot be extrapoiated to other antigens or even to the 
same combination given by differen t routes (Sesardic & Dobbelaer, 
2004). 

• A highly efficient and cost-effective rnethod for comparison of 
adjuvants with a new antigen is to conduct multiple small-scale, 
Pnase I comparative studies in humans with a new antigen, using 
adjuvants previously found to be safe when used with other antigens 
in human tríals (A1ving, 2002). 
• Predinical safety studies are necessary to identify possible causes of 
taxicity before undertaking clinical stlJ:jies. Such studies might be 
designed to demonstrate the safety and efficacy of the vaccine 
components and the absence of imm unotoxicity (Brennan & 

Dougan, 2005) 
• The Aeras Global lB Vaccine Foundation is the most visible 
nonprofit organization currentJy working to take new tuberculosis 
vaccines from the preclinical stage through Phase 111 testing in 
humans. lhe newly created Vaccine Expert Groups (VEG) are in 
charge of compiling and updating currently available 
recommendations concerning adjuvants . 
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combination with other deJivery systems or recen tly identi­
fied mycobacterial i01 01uno01odulators is underway in the 
context of FP7 (fro01 2007 to 2013). 

It is clear that more research is required on adjuvants' 
effects on antigen presentation, APC activation, long-lived 
memory T-ceJl indudion and Th-I/Th-2 cell polarization to 
avoid undesirable effects. Efforts directed toward the devel­
opment of postexposure vaccines against latent tuberculosis 
are also needed. Thus, the development of new adj llvants 
and delivery methods is as impo rtant as the search for 
antigens that aJlow discrimination between latent and ac tive 
di sease. Also, special attention to several candidate nonpro­
tein antigens (sulphoglycoJipids, phosphoantigens, etc.) is 
required, dlle to their poten ti al usefulness in subllni t 
vaccines and/or adjuvants capable of stimulating CD l­
restricted y-o or NKT cells. Onl y a mllltidisciplinary 
approach wi ll allow an effective balance between risks and 
benefits in the selectio n of vaccine an tigens, adjllvants and 
delivery systems, leadi ng to new and improved vaccmes 
against Mtb, one ofthe most devastating human pathogens. 
Box 2 summarizes some relevant recommendations to 
improve adjuvant development. 
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The starch-binding dornain as a tool for recornbinant 
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Abs tr:tct Recombinant protein purificat ion with affinity 
tags is a wide ly employed technique. Dne of the most 
common tags used for protein purificat ion is the hi stidine 
tag (His.ag). In this work, we use a tandem starch-binding 
domain (SBDlag) as a tag for protein purification. Four pro­
te ins from ditferent sources were fused to the SS0lag. and 
the resulting fusion proteins were purified by affini ty chro­
matography us ing the Hislag or the SBOrag . The resu lt s 
showed that the SBDlag is superior to lhe Hislag for protein 
puri ficalion. The effic ient adsorption of the fusion prote ins 
to raw com starch was a lso demonstrated, and two fusions 
\Vere selected to test puri ficalion directly us ing raw starch 
from rice, com, potato, and barley. The two fusion prote ins 
were successfu lly recovered from crude bacteria l extract 
us ing raw starch, thus demonstrating that the SBOlag can 
be used as an e fficient affinity lag for recombinant protein 
puri ficalion on an inexpensive matrix. 
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I ntroduction 

One of the major tasks in science and industry is the pro­
duclion of good qua lity prote ins in large quantiti es for 
different purposes. Affinity tags are the most cornmon and 
popu lar too ls used for recombinant protein purification. 
These tags can be either proteins or short amino ac id se­
quences that confer binding specificity genera lly to small 
ligands or another prote in, such as an ant ibody, usua lly 
immobil ized on a solid support. 

The select ion of an appropriate affmity tag depends on 
Ihe intrinsic characte ri stics and the desired application ofthe 
protein of interest. In genera l, the use of tags for protein 
purificat ion offers a series of advantages, including enrich­
ment on purification by hundred-fold from crude extracts, 
the enhanced so lubility of expressed protein, mininlal ef­
fecls on the tertiary structure, and biologica l activity of the 
fusion prote in and applicabi lity to a number of differe nt 
proteins (Amau el al. 2006). A list of common affinity tags 
inc1uding matrices and cost is provided in Table l . 

Affmity resins are generaJly expensive and consequently 
are nol use fu 1 for large-scale protein purificat ion. Tags such as 
the cell ulose-binding domain and the chitin-bind ing domain 
use polysaccharides that are abundantJ y presen t in nature as 
purification matrices, which could pennit the development of 
10w-cosl sys tems for recombinant protein purification (Liao el 
a l. 20 12; Wan et al. 20 11 ; TelJle 2003). Both systems are 
currently used in commercial expression vectors, pET eso 
vecto~ (Novagen) and Impact Kit veclors (NES ). 

Another carbohydrate-b inding doma in with remarkable 
characteri stics as a purification tag is the starch-binding 
domain (SBO). This dornain is usua ll y present in enzymes 
with starch-modifying acti vities, in which it pro motes 
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T;¡blc J Affinity lags employed in fusion protein purification and their general use conditions 

Tag 

!-lis-lag 

Glutathione S-transferase 

Slreplag 11 

Mallose binding protein 

FLAG 

c-myc 

Calmooulin binding pePlide 

Chitin-binding dornain 

Cellulose-binding dornain 

Size (aa) 

6-10 

201 
8 

396 

8 

JI 

26 

51 
107- 158 

Affinity Malrix 

Ni!>"-NTA 

GST-sepharose 

Strep-Tactin-Sepharose 

Amylose 

mAb-Malrix 

mAb-Malrix 

Cahnodulin 

Chit in 

Cellulose 

attachment to the substrate and increases substrate concen­
ITation at the active site of the enzyrne (Rodríguez-Sanoja et 
al. 2005a). The SBD could be used in fusion protein tech­
nology as a tag for purification or irnmobilization on raw 
starch, starch derivatives, or slarch analogs. In addit ion, the 
natural ava ilabi li ty of starch and its chemical propert ies, 
e.g., that it is narurally particulate, inert, and approved for 
phannaceutical and human uses, makes it an attractive, low­
cost matrix for biotechnological procedures. 

In this work, we used a tandem starch-binding domain as a 
tag for fus ion protein purification (SBDtag). We generated four 
recombinant proteins using green fluorescenl prolein (GFP), 
C(-crystalline from Mycobaclerium tuberculosis (Acr), tetanus 
lox in fragmenl C (Tc) and Entamoeba histolytica Cys-rich 
prole in (CR) fused to the SBDtag. We then, developed a 
prote in purification system to i$Olate the fusion proteins using 
affini ty chromatography w ith an irnmobilized starch analog. 
Furthennore, raw starches from ditTerenl $Ources were tested 
as purification matrices, and the feasibility of Ihe syslem in 
compari $On with the popular HiStag system was analyzed. 

Malcria ls :lIld melhods 

Microbia l strains and media 

Esc" eric" ia coli strain DH5C( [supE44 recA I endA I gyr96 
tili-/ re/A / t./acU/69 (0 80 /acUM 15) ilsdR / 7] was used 
as c1 0ning hest, and E. coli strain BL-2 1(DE3) [r-ompT gal 
dem Ion hsdSo(r8- m8- ) A(DE3 (lacllacUV5-T7gene li"dl 
sam 7 "i,,5))] was used for protein production. AII s tra ins 
were grown in LB mediwn ( 1 % tryplone, 0 .5 % yeasl 
ex tracl, and 1 % NaCI) supp lemented with ampicillin 
(100 ¡.tg/mL) when necessary for plasmid maintenance . 

Construction of plasmids 

AH DNA manipu lalions were perfonned using standard 
prolocols (Sambrook et al. 1989). To construct Ihe fusion 
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Elution Cost (USD/mlg) Supplier 

Imidazole, low pH 5,496/500 mL S IGMA 

Reduced glulalhione 1,251 /50 ml S IGMA 

Desthiobiotin 15 ,924/1,000 ml IBA 

Mal tose 66 1/ 1,000 ml EB 

EDTA, Flag peptide 6 12/rnL S IGMA 

Low pH, c-myc peptide 56 1/rnL S IGMA 

EGTA 67 1/ 10 ml S IGMA 

Thiol induced self c1eavage 288/ 100 rnl NEB 

Elhylene glycol , low ionic Slrenb'1.h 336/1 ,000 g S IGMA 

proteins, the green fluorescent protein (gfp ; from Rellilla 
relliformis GB D13 8 1359.1 ), C(-crysta lline protein (acr; 
from M. tuberculosis GBM 767 12), tetanus toxin fragment 
C (le; from Clostridium teta ,,¡ OB M 12739), and cysteine­
ri ch protein (e/"; from E. histolytica GB X(644379) genes 
were amplified by polyrnerase chain reaction to add BamH I 
sites 10 each gene. 

Templates for ampli fications were as fo llows: for gfp, 
pIRES-hrGFP- 1 (S tra lagene); ror acr, pCR4 Topo-Acr 
(k:indly donated by Dr. Espitia, C--i1ot published); for cr 
gene, pED-CREH P (donaJed by Dr. Carrero, lC) (CalTero 
1998), and ror IC, pBR327+ FragBC+COO H (donaJed by 
M.S. Mungu ía, ME) (Osuna 1989). The ampli fied fragmenlS 
were purified from a 1 % agarose gel, ligated into the 
pGEM-T Easy vector (promega) according to Ihe manufac­
turer 's instructions, and transfonned in lo E. coli DH50c by 
electroporation (Sambrook el al. 1989). 

The obla ined pG EM-T-easy constructs we re digested 
w ith Bam HI, and the released fragmen~ were purified and 
ligaled to the BlImHI-diges led pQE3 1-SBDtag. The veclor 
pQE3 1 -SBD~g is deri ved froln vector pQE3 1 (QIAGE ), 
which cam es a sequence encoding a Histag that allows the 
idenliti cation and puriti cation of the fusion protein using 
im11l0bi lized metal amnity chromatograph y (IMAC) and a 
tandem ofSBD for puritication by a fTmity chroma tography 
to starch. The gene fusions were veritied by sequencing 
(Laragen, lnc.). 

Gene expression 

Constructs were elec trotransfomled inlo E. coli BL21 (DE3) 
for prote in expression. The strains were grown in LB medi­
um supplemented with ampicillin ( lOO llg/mL) and 1 % 
glycerol in the spec ific case of AcrSBD expression. Cells 
were grown for 12 h at 29 oC (0.D.600 ;;:: 0 .5- 0.6). Protein 
expression was induced by the add ition of i sopropyl- ~-D­

th ioga laclopyranos ide to a final concentration of 0. 1 mM , 
and Ihe incubation was cont inued al 29 oC for 3- 8 h. Cells 
were harvested (8 ,000 x g for 10 min al 4 OC) and washed in 
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20 mM Na2HP04 at pH 7.4 before Iysis. The obtained proteins 
were ana lyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
eleetrophores is (SDS-PAGE) (Laemmli 1970) and idenl ified 
by Westem bloning with a primary anti-His ant ibody (Roche) 
and a secondary anti-mouse immunoglobulin G anlibody 
labe led w ith a lka line phosphatase (Perkin-Elmer Life 
Scienccs), according to the manufacturer's instructions. 

Protein purification using the HiStag 

For fus ion protein purification, the E. coli pe llet was 
resuspended to 1/100 of the orig inal culture volume of a 
buffer containing 20 mM Na2H P0 4, 500 mM NaC!, 10 mM 
f3-mercaptoethanol, 10 mM imidazo le, and 1 % Triton X-
100 at pH 7.4, with protease cocktail inh ibitor (SIGMA). 
Cell s were disrupted by sonication, and the collected super­
natant (15,000 rpm for 30 min al 4 OC) was filtered through 
a 0.22 ~m pore membrane. The fusion proteins were puri­
fied through affin ity adsorption on immobilized metal affin­
ity chromalography (HisTrapTM HP co lumn) using an 
AKTA Prime system (GE Healthcare) according to Ihe 
manufacturer 's prolocols. 

Protein purification using SBD.as 

The E. coli pe ll e! was resuspended 10 1/1 00 of the original 
culture volume in a buffer conlaining 25 mM cilrate­
phosphate, 500 mM NaC!, 10 mM f3 -mercaploethanol, and 
1 % Triton X- l OO at pH7.0, inc1uding protease cockta il 
inhibitor (SIGMA) and 20 mM maltose. The cell s were 
disrupted as descr ibed for the Hislag purification aboye. 
Prote ins were purified using an AKTA Prime system (GE 
Healthcare) by affin ity chromatography to a f3-cyc1 odextrin-­
epoxy-activated Sepharose 6B colwnn (16 x 35 nun), as pre­
viously described (Vretblad 1974). After exhaust'ive washes 
with 25 mM citrnte-phosphate buffer, pH7.0, the bound pro­
tein was eluted with 8 mM f3-cyc1odextrin in the same buffer 
at a flow rate of 1 mU min for 40 min. 

Bind ing assay 

Before the binding assays, the proteins were extensively 
dialyzed aga inst l a mM c itrate-phosphate buffe r, pH 7.0, 
and prote in purity was assessed by SDS-PAGE (Laemmli 
1970). Var ious amounts of prote in were added to a 
prewashed raw corn starch suspension (fina l concentrat ion, 
1 %) in lO mM citrate-phosphate buffer, pH7.0, to a final 
vo lume of 60 ~L. As a contro l, equal numbcr of samples, 
wi thout starch, were prepared to detenn ine the protein con­
centration after treatmen!. The samples with and without 
starch were incubated at 4 oC for 30 min with gent le shaking 
(lO rpm) and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. To 
caJculate the tota l amount of protein bound, the protein 
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concentration in the supernatant of the samples with starch 
(unbound protein) was subtracted from the tota l protein in 
the supematant of the samples withoUl starch (Belshaw and 
Williamson 1990). 

The protein concentration was detennined by measuring 
the absorbance at 280 nm with the theoretical molar extinc­
tion coeffic ient (e) obta ined with the software ProtParam 
(Ex PASy). The E values used were as follows: GFPSBD lag, 

125,725 Umolcm; fo r AcrSBD.ag, 104,170 Umolcm; for 
C RSBD 18 g, 129,610 L/mo l cm; and TcSBD 18g, 
192,410 Umolcm. The binding parameters (KaJ.! [in mill ili­
ters per milligram of starch]) were caJculated from the 
slopes obta ined from the linear adsorpt ion curve constructed 
using at least lO init ial concentrations of purified enzyme 
(GraphPad Prism 4). 

Purification using raw starch 

Two fusion proteins, CRSBD las and TcSBD lag, were used to 
test the suitability of raw starch matrices for purification. 
Suspensions of com starch , ri ce starch , pO lato starch 
(SIGMA), and barley stareh (Olvera el al. 2012) were pre­
pared by washing three rimes with cold water and once with 
25 mM eitrale-phosphale buffer, pH7.0 (binding buffer); 
after which, the starch was resuspended in the same buffer. 

E. coli extracts were obtained as described aboye for 
purification with (he SBD lag, and 10 mg of barley, potato, 
ri ce, or corn starch were added. The mixture was incubated 
al 4 oC for 2 h with genlle shaking ( 10 rpm) and centrifuged 
at 5,000 rpm for 3 min. The slarch pellet was washed four 
limes with 10 vo lumes of binding buffer, and the fus ion 
protein was then eluted with two washes of 1/2 vo lume of 
8 mM f3-cyc lodextrin in Ihe same buffer. Proleins were 
analyzed by SDS-PAGE (Laemmli 1970). 

Fusion protein quanrificat ion 

ELlSA assays we re developed accord ing to the manufac­
turer 's instructions (Q IAGEN) with slight modificat ions to 
obtain a more precise measurement of the concentration of 
Ihe fusion prolein in bac lerial extracts and recovered eluales. 
Briefly, a curve with serial concentrarions ofpurified fus ion 
protein was e laborated and used lo coat 96-well microplates 
in 50 mM carbonate buffer, pH9.6. Serial dilutions of E. coli 
extracl and e luate samples were added to the plate in the 
sanle bulTer and incubated ovemighl at 4 oC. The plate was 
then washed three times w ilh PBS-0.05 % Tween. This 
wash was repeated after blocking and antibody incubalion. 
Nonspecific binding to the plate was minimized by blocking 
the we lls with 3 % skim milk (DIFCO) in PBS-Tween at 
37 oC for 30 min. 

The coated plate was then incubaled 2 h at 37 oC with 
anri-His anribodydiluted 1: 1,000 (GeneTex). Then, Ihe plate 
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f ig. I Schematic 
representa tion of the fusion 
conslructs. The SBD",g is 
located al ¡he C-terminus of 
recombinant proteins and Ihe 
His-tag al the N-terminus 

• 
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Arrangement of gene fusions Length Predicted 
(pb) protein size 

2193 84.3 kDa 

1926 71.4 kDa 

2163 80.0 kDa 
6XHis ... _ CR .~ 

. --6XH i~, .. ~.===::'jT'CC-===::;.~.~~~~SB~ .-. 
2859 106.9 kDa 

was washed and incuba ted for 2 h a l 37 °C with goal anli­
mouse IgG -horserad is h pe roxidase dil u ted 1: 1,000 
(Invitrogen) . After washing , the developing so lution 
(S IGMA FAST OPD lablelS, SIGMA) \Vas added lo Ihe 
plates and in cubated for 30 min al room lempera lure. 
Plates were read al 450 nm in a Multiskan Fe (Thenno 
Scientific). The concentrat ions of unknown samples were 
interpolated based on the aptical density values obtained 
from ¡he standard curve. 

Res u lts 

Constructi on and production of fusion proteins 

Four prote ins ITom different sources were selec ted to test the 
efficiency of the SBDtag vs the His,ag. To compare the 
purifica ti on capabili ty of each tag, dual affinity tagged 

Fig. Z Adsorption iso thenns 
for fusion proteins and wild 
type amylase (A myA) 2.5 
considering free protein '" E 
(unbound) afler equilibrium. .::: 
The Kad describes the u 2.0 -partition ing of the prolein 

~ 

between the sol id and liquid ~ 
phases al low s urfdce coverage "O 

1.5 E 
~ 
o 

~ 1.0 
~ • .., 
~ 

-e 0.5 
o 
~ .., 
"" 

versions of each protein were consbUcted, renderi ng the 
construct 6xHis-Prote in-SBDtag. The encoded prote ins were 
named GFPSBDtag, AcrSBDtag, CRSBDtag, and TCSBD,ag; 
each one has di ffe rent molecular weight (80- 107 KDa) 
(Fig. 1), all of Ihem were produced in me soluble phase 
and worked under native condi tions. 

Adsorption assay 

The a ffi nity of the fus ion prote ins for com starch was 
compared to that of LaclObacillus amylo\loms a-amylase 
( Rodríguez- anoj a et a l. 2005b) . Figure 2 shows the 
obtained adsorption isothenns for each fu siono The linear 
adsorption iSOlhenns indicate the apparent equilibrium be­
tween the protein present in me solid phase (bound protein) 
and the protein in the so luble phase (unbound protein) at 
ditTerent protein concentrations. Adsorption constanlS (Kad) 
were calculaled from the slopes obta ined from the linear 

Binding Assay 

T c5So,.") Kad= 1 01 

D Acr5So,." Kad=O 69 

CR5SDTtg Kad=O 69 

o AmyA Kad=O.54 

GFPSSo", K.d=0.46 

0.0 ~:-'r--r-.,.--,r--,--.,.--.-., 
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 U O 1.75 2.00 

Free Protein (lJfflol) 

íd Springer 



 
 

   

102 

 

 

Appl Microbiol Biotechnol (2013) 97:414 1-4148 

Fig. 3 Purification of the fusion 
protems, indicuted wnh OTTOWS. 

:1 Proleins e1uted from a 
His.~iH_NTA affmity 
column. b Proteins eluted 
from a j3-cyclodextrin affmily 
column 

200 
97 
66 

4S 

31 

21.5 

6.5 

200 

97 

66 

4S 

31 

21.5 

a 

-_ ..... -

~--------------~ 

200 
97 

66 

4S 

31 

CRSBD tag 

2 1.S~ __________ ...1 

200 

97 

66 

4S 

31 

TcSBDtag 

21.5 

• 

• 

4145 

b 

-

.. 
'-- -- - - - --

~ Springer 



 
 

   

103 

 

 

-
• 
.. 
31 

21.5 
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Fig. 4 Fusion prolein elution from raw slarch, indicaled wilh anvw. a 
TcS BDtag from barl ey slarch, b TcS BD,ag from pOlalo slarch, e 
TcS BD,a¡ from rice slarch. ti TcS BDIa¡ from com slarch . (' Molecular 
weight markcr (Broad-Range Bio-Rad), r CRSBD,a, from com starch, 
g C RSBD,a¡ from rice slarch, h C RSBDta¡ from potalo slarch, and i 
CRSBD,. , from barley slarch 

adsorption using at leasl 10 initia l concentra tions ofpurified 
enzyme (Chen el al. 1995). 

Purifica tion by affinity chromatography 

The two tested tags employ ditTerent modes of interaction 
with the affin ity resin, bUI both can be eluted fmm the resin 
by competition. The histidine tag is one of the mosl widely 
used tags for recombinanl protein purification (Structura l 
Genomics Consortium 2008). The purification principIe is 
based on the alfmity that short histidine sequences presenl for 
o-a.nsition metal ions (Ni++, Co ++, and Cu J irnrnobil ized in a 
sol id suppor1. 

A sepharose colurnn conlaining complexed (3-cyc1odextrin 
was prepared for protein purification using the SBDrag as an 
affinity tag. (3-cyc1odextrin is a cyc1ic molecule composed of 
seven glucoses that mimics the structure of amylose, a heli­
coidal polys~charide that is present in the starch granule. The 
SBDtag has capacity to bind irnrnobilized (3-cyc1odextrin; in 
thi s way, Ihe fusion proteins were purified from the E. coli 
extracts. Maltose was added to d ecrease the poss ib le 
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T:,ble J COSI compan'iOn based on Ihe quanlily of support needed 10 
o bla in 1 mg of fusion protein 

PlOtein Support Cost (USO) $Iprolein mg 

TcDFA Ni2+-NTA S5 ,496/0.5 L 12.1 

Com Slarch S74/5Kg <0.000 1 

Rice Starch S621Kg <0.0005 

Patato Starch S90lKg <0.0005 

C RDFA Ni2+-NTA $5,496/0.5 L 11.32 

Com Starch S74/5Kg <0.0005 

Rice Starch S62/Kg <0.00 1 

Patato Starch S90lKg <0.001 

nonspecific binding of contaminant pmteins. The eluted frac­
tions were analyzed by SDS-PAGE, and the HiStag purification 
and the SBDtag purification were compared (Fig. 3). In all 
cases, the purification was bener when using the SBD as 
affinity tag. 

Purification using raw starch 

To test the convenience of using starch as a purification 
malrix, two fusion proteins (TcSBDtag and CRSBDrag) were 
purified by adding starch from different sources, inc1uding 
corn, rice, potato, and barley, to the E. coli ex tra cts 
containing the fu sion proteins. The eluted fusion protein 
(Fig. 4) was quantified, and the results were compared with 
those of the amnity chromatograph y purification (Table 2). 

AH the starches tested were able to retain the fusion 
proteins fmm the crude bacterial extracI for their posterior 
elution with a yield al least of70 %. TcSBDtag was recovered 
well using three starches (com, rice, and potato), while the 
best results for CRSBDtag were obtained with com and rice. 
These results are in concordance with the data obtained from 
the adsOIpt ion assays, which showed that TcSBDtag was better 
adsorbed to the starch granule than was CRSBDtag. 

For both fusion proteins, barley starch showed the lowest 
recovery rates bUI also the fewest co-purifying bands. 
Conversely, rice starch presented a good recovery rate 
(above 85 %) bUI also more unwanted bands Ihan the other 

T:tb l<.' 2 The recovery rates offusion proteins purified by Nih . NTA (HiSca¡), ¡3 -<.:yclodextrin (SBD Ia¡) affinity chromatobtf¡)phy or usmg raw starch 
flOm ditrerenl sources 

% Prolein Recovery 

Ni2+-NTA Jk;yclodextrin Com Strox:h Rice Starch Potato Starch Barley Slarch 

TcS BD,a¡ 28± 7.3 % 90.7 ± 1.8 % 95.5± 4.5 86.6 ± 1.7 90.8 ±5.7 73.7 ± 2.4 

CRSB D,., 81±5.8 % 86.1±4 .9 % 99.5±4.4 99.0±3.3 77.2±1.6 70. 1± I. O 

The recovery rate is defined as (eluled fusion proteinltotal fus ion protein in E. coli Iysales» ( 100. Numbers are the average o f IwO independent 
experimenls 

íd Springer 



 
 

   

104 

 

 

Appl Microb iol Biolechnol (201 3) 97:41 4 1--4148 

slarches. The bet1er compromise belween yield and purily 
was obta ined with raw com slarch. 

DisclIssion 

Granu lar starch adsotption assays showed that the starch­
binding capacity was conferred lo al1 prote ins fused 10 Ihe 
SBD1llg (Fig. 2). The compari son of the isothenns and the 
Kad values obta ined for the fus ions with those of a.-amylase 
indicates thal the adsorption of the difTerent fusion proteins 
to the starch granu le is as effecti ve as lhe adso rption of ex­
amylase, except for lhe TcSBD t:lg fusion, which exhibiled 
even stronger adsorption to the starch granule. A lthough the 
rcason fo r Ihis phenomenon is not c1ear, it is poss ible that an 
unspecific TcSBDt:lg- carbohydrate interaction takes p lace; 
likeJy due lO the reported affinity of tetanus tox in fragment 
C for carbohydrates such as galactose or lactose (Emsley 
el al. 2(00). 

The comparison of Ihe H iStag and SBD.ag purifications is 
shown in Fig. 3. The degree of puri ficat ion was higher for 
Ihe SBD.ag fu sion proleins than for lhe fusions puri fled 
though the HiSrng in al1 cases. Among the SBDtag fusions, 
the best purified protein was CRSBDt:lg, while AcrSBD.ag 
was the protein that presented the most co-eluting bands. In 
the case of HiStag fus ions, the best resu lts were observed 
wilh CRSBDtag, while TeSBD.ag presen ted Ihe most co­
purified bands. In thi s part icular case, the fusion protein 
could not be acceptab ly purified, regardless of the ditferent 
IMAC conditions used (e.g., buffe r imidazole concentrati on 
or flow ra te). 11 is poss ible lhat lhe HiSrng is not well exposed 
in TCSBDtag and thus could not internct with the metal ions 
in the res ino A second ex planatio n is lhal the size of 
TcSBD.ag afTeclS the binding of the tag to the res ino In that 
case, a large r poly-histidine sequence could facilitate the 
fus ion prote in purification since purifica tion efficiency can 
be dependent on Hist:lg length (Terpe 2003), as we l1 as the 
inherent properties of the target prote in. 

In contrast with the Histag system, TCS BDtag was success­
fu ll y puri fi ed using the ~-cyclodexlrinISBDtag affin ity sys­
temo Westem blol analysis of co-purified bands revealed that 
they are different size products ofthe TcSBDt:lg prolein (data 
nOl shown). 

To exploit the carbohydrate affini ty confe rred by the 
SBDtag, the fus ion proteins were subjected to purification 
via raw starch. Slarch is a glucose polysaccharide that is 
usua lly found as insoluble granules and is highly abundant 
in nature. For th is reason, compared with available comme r­
cial resins, starch represents an inexpensive matrix for fus ion 
prote in purificalion. 

Starches from four different sources, ba rley, com, potato, 
and rice, were tested as purifi calion matrices. The starches 
from barley, com, and potalo were able 10 retain the fu sion 
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prote ins, al1 0wing exlensive washin g and good elution 
y ie ld s. The se lec ted fu sion pro te ins (TcS BDtag and 
CRSBD.ag) were we ll separated from a complex protein 
mixrure, i.e., E. cofi Iysa le (Fig. 4). In the specific case of 
rice starch, Ihe fu sion proteins were also adsorbed bul eluted 
with unwanted contaminanl proteins. Thi s phenomenon 
could be related to the nature and minor size of the rice 
slarch granule (~ ~m), which tends lO fonn a condensed 
pellet that is more diffi cult to disperse in so lu tion and 
therefore lO wash, while barley (;a7 ~un) and potato (up 
10 100 ~m) starches have a larger granu le size and are more 
eas ily dispersed in solution. 

Of all the syslems tested, Ihe best protein recovery with the 
lcast contamination was obtained with the ~-cyclodextrin col­
uom, which allowed::::90 % recovery ofthe two fusion proleins. 
Similar results were obtained with raw starch, with efficiencies 
from 70 lO 99 % (Table 2). A previous sntdy had lesled a fus ion 
between Ihe G FP and a SBD from Rh izoplls OI)'zae. The 
authors reported that 45--55 % of protein was recovered from 
com starch when it is added directly 10 the protein solulion (Lin 
et al. 2009). The use of a tandem SBD system cJearly improves 
prolein recoveI)' (70- 99.5 %) (Gu illen el al. 2007). 

The Hi Srng is one of the most commonly employed tags 
for recombinanl protein purification and has been success­
fully used for the purification of many proteins, ahhough 
sorne proleins can only be partiall y purified with lhis tag 
(Lichty el al. 2005). For all the fu sion proteins tested here, 
puri ficalion with the SBDtag was a lways more effective than 
purification with the His tag al Ihree levels, Ihe degree of 
protein recovery, the minimal presence of co-purifi ed pro­
teins. and also in the purification costs associated wilh each 
support . Table 3 shows the purification cost for 1 rng of 
fusion protein depending on Ihe chosen support . Thus, this 
system is as effecti ve as other tag systems, but unlike these 
more expensive sys tems, the price of raw starch makes the 
S BD tag system suitab le for prote in purification for both 
everyday laboratory work and large-scale production. 
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1. Inl'roduction 

ABSTRAe T 

Microparticles have been used as promisingcarriers for in vivo vaccine delivery. However. the processes 
for immobilizing pe ptides or proteins on micropartides usually require the use of undesi rable 
compoundS and complex protocols. In this work. we propose a new immobilization and delivery system 
wilh raw starch microparticles and a starch binding domain (S BD) lag fusion protein. The heal shock 
protein alpha crystalli n from Mycobacterium tubercu losis was used as mode l. The immunogenicity ofthe 
system was investigated in B.AlB/c miee inorulated with puri fied Acr-SBD",. protein (pAcr-SBDt~) and 
starch immobilized Acr-SB~~ protein (¡..tAcr-SBD¡,.IIJ by oral and intranasal rout~. We demons trated 
mucosal immunization with the j.lAcr-SBDQ¡: protein induccd systemic antibodies that were 
predominantly immu noglobulin G2a (lgG2a). An analysis of the cytokines from spleen cells and lung 
homogena tes revealed that loaded mieropartides indured the secretion of interferon-')' (INF-')'~ 

suggesting an adjuvant effect from the immobilizal'ion.lñe immune responses indured by immobilized 
protein were primari ly affected by the route of administration. These resultsde monstrate thal lhe system 
exhibits the n('eessary eharacteristics to improve antigen release and presentatio n to antigen presenting 
cells (APes ) in the mucosae. Because no extra adjuvants were used, we posi t that the system may be 
suil'able for delivery and prese ntation lO the field of subunit vaccine development. 

lO 20 14 Elsevier B.V. AH rights reserved. 

The assoc iation of proteins or pe ptides with polymeric micro­
particu lated systems is a successful strategy (O carry and deliver 
a ntigens in the mucosae. Not only do the systems retain activity 
and prevent enzyma tic degradation. but they also induce strong 
immune responses against many antigens such as protein 
subunits. peptides or naked ONA. which are poorly immunogenic 
w hen admin iste red without adjuvants (Perrie et al. , 2008 ). 

(Elamanch ili e t al., 2004; Waeckerle-Men and Groettrup, 2005). 
These micropartic\es a re used to induce enhanced responses, 
especia lly for cases in which strong compartmentalized ¡mmune 
response s are needed (e saba el al., 2008; Malya la e l al. , 2009). 
Similarly. chi tosan (Ami di et a l., 2007) or polyacry l starch 
m icroparticles (Heritage et al .. 1996: Wikingsson and Sjo holm, 
2002), w hic h are theo retica lly biodegrada ble and have mucoad­
hesive properties. have shown adj uvant pote ntial and favo red the 
induct ion of enhanced irnmune responses in mucosal tissues 
(Rydell and Sjo holm, 2005: Ba lasse el al.. 2008 ). However, 
regard less of the support material. a chemical process and the 
cross-lin king of organic compounds are usually necessary for 
allowing cova lent inre ractions between the suppo rt and rhe 
protein or peptide of interest. which is a process tha t can affect 
the protein during pre para ti on (van de Weert et al. , 2000 ). 

Biocompa tible po lyester, in the fonn of poly-Iactide-co­
glycoli de (PLG) micropart icles, is the most com monly used to 
adso rb or encapsu late a variety of agents. This material has 
bee n used in humans for many years as resorbable suture 
material and as a cont rolled release and de livery system 

• Corresponding author. Te!': .. 52 55 S6229191f88. 
E·mail address: romina4Pbiomedicas.una m.mll: (R. Rod riguez-Sanoja). 

htt p:ffdx.doi.Drgj 10.1016fj .ij pharm.1014 .07.041 
0378-517]/ CI 2014 Else\IÍer B.V. A11 r ights reserva!. 

An advantageous strategy to im mobilized peptides or p rotei ns 
on polyrneric raw subst rates w ithout the need for covalent 
binding is to use systerns cornpri sing carbohydrate binding 
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modules (CBMs) (Nil sson et al.. 1 997 ~ These systems permit the 
simu ltaneous purificaríon and immobiliza tion of recombinant 
proteins fused with the seleaed affinity tag, and lhey offer 
significant benefits for the research and pharmaceuti cal industry 
because immobili zation can be performed on abundant and 
chea p matri ces that are already in pa rticula re formo In thi s wo rk, 
we use a Starch Biodiog Domain as a tag to attach a rusion protein 
on raw sta rch microparticles and for its later mucosal admi nis­
tra t íon. Th is sao has been successfully used as an affinity tag for 
the adsorption of severa l proteins 10 raw starch and for protein 
purificaríon by affinity chromatography (Guillén et al.. 2013 ). 
Even in previous srudies, a potential was demonsrrated fo r using 
this non-cova len t binding system to confer stability to recomb i­
nan t immobilized prote ins under harsh conditions. such as those 
of the gastrointes tinal traer (Mo reno-Mendi eta et al" 2014. 
submitted ). 

The carrier and adjuvant potential of the SBDtag-starch 
microparticle system was tested by using the protein al pha 
crystallin (Acr ) from Mycobocrerium tuberculosis. Acr (a lso ca lled 
Acr1. HspX. Hsp16.3. or Rv2031C) is a heat shock protein and an 
ATP-indepe ndent chaperone of low molecu lar weight that is 
induced by hypox ia (Rose nkrands et aL. 2002). It is im portant in 
the extracellular phase of the pathogen and contributes to 
replication during the initia l infecrion and grow th ofmycobacte ria 
in the macrophage (Yuan e t al.. 1998 ). However. the most 
important role of this protein seems to be the viab ili ty mainte­
nance of long-term bacilli survival and ada ptatíon to the 
environm ent during latent infecrion (Monahan et aL, 2001 ~ The 
possibili ty ofusi ng this protein as a component in subunitvaccines 
that were designed to replace or re inforce prorection with BCC was 
documen ted sorne years ago (Roupie et aL. 2007; Zvi et al .. 2008) 
and recently mentioned (Singh et a l., 20 13 ). Its participarion in the 
lag phase. the fact that the serum of patients with latent 
tuberculosis is enriched wíth antibod ies tha t strongly recognize 
this prote in (Oemissie et al.. 2006 ). and its rece nt use in multi stage 
subunit vaccines (Niu et al.. 2011 ) or immune complexes (Peppon i 
et al.. 2013 ) demonstrate its potential in differential diagnosis and 
as a vaccine com ponent 

Here, we used BALB/c mice to evaluate the ability of starch 
microparticles to facilitate Acr-SBDtas protein uptake. transport 
and presentation afier ora l (o. ) and intranasal (i.n.) immunization 
wi thout the need fo r extra adjuvants. We tested the capacityofthe 
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loaded microparticl es (~cr-SBDta¡¡) to enha nce rhe antibody 
response aga inst Acr protein and its efficiency in inducing 
interferon gamma (IFN-)' ) production. 

2. Materia ls and meth ods 

2. 1. The production 01 AcrSBDuJ,/C and Acr proteins 

The plasmid pQAcr-SBOtag that expressed the fusion protein 
was co nstructed and produced as previously descri bed. In brief, 
the a lpha crystallin coding region from M. tuberculosis (C8 
M76712) was PCR-amp lified from a pCR4Topo-Acr templare, 
which was kindly donated by Dr. C. Espi ti a, using synthe ti c 
oligonucleotide primers containing the BamHl sequence. The 
amplified fragment was purified and li ga ted to the pGEM-T-Easy 
vector following Ihe manufacturer's instructions and then trans­
fonned into E. coli DH5a by electroporation (Sa mbrook et al., 
1989 ). The resulting pC-Acr construct was verified by PCR and 
seq uencing (Laragen Inc., Los Angeles, CA). The fragment released 
by digestion was cloned into the pQE31-S8D,ag vector conrain ing a 
Hi sta¡¡ at the N-tennin us and the SBDta¡¡ at the C-terminus. The 
recom binant Acr-SB0t4 protein was puri fied from the clarified 
extracts by affi ni ty chromatography using an AKTA Prime system 
(CE Hea lthcare, Chalfont Sto Ciles, UK) and a ¡3-cyclodextrin­
epoxy-activated Se pharose 68 column ( 16 by 35 mm ) (Cuillén 
et a l., 2013 ). 

To obtain Acr protein as a control. the pET-Acr vector (Dr. C. 
Espitia), was used to express 6xHis- tagged -Acr protein under the 
con trol ofthe phage T7 promoter. The vector was transformed into 
E. colí BU l (DEJ )(Stratagene, La Jolla, CA), and clones of the strain 
were grown at 29"C in LB medium wi th 1 % glycerol supplemented 
wi th ampicillin ( I OO ~g/ml). Protein exp ression was induced by 
the addition of IPTC (0.1 mM ). The resu lting cultures were 
ha rvested after 4 h, the ce lls were disrup ted. and the recombinant 
protein was puri fied from the clarified extracts by metal affinity 
chromatography using an AKTA Prime system (CE Healthcare, 
Chalfont St. Gil es, UK )and a HisTrapTM 15HP column. The protei ns 
concentration was detennined by measuring the absorbance at 
280 nm w ith the theoretical molar extincrion coefficients (Ac r­
S80t"s C- l04170 l /molcm; Acr c- 4470 L/molcm) obtained for 
each protein with the software ProtParam (ExPASy). Purity of 
proteins was analyzed by SOS-PACE (Laemmli, 1970). 
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Fig. 1. Immunization protocols and sample collection srnemes. The 5Chemes of consecutive doses were performed without the use of adj INanlS. Earn dose for oral 
administration contained 50 or lOO I1g of immobilized or free Acr-SBD... Booster doses were given in the same manner on days 21-23 and 4 1-43. Mire immunized 
intranasally rereived 25 or 50 I1g of immobilized or f ree Acr-SBo..., protein in two consecutive days ( 1 -2~ Booster doses were given in the same manner on days 21-22 and 
41-42. Control mice weretreated underthe same immunization protocols. Positive control mice were administered with Acr protein at the same doses. Mice administered 
with 1 mg of starch microparticles were lI5ed as carrier control and untreated mice were used as negative controls. Pre-immune or negative serum was obtained from mire 
before immunization. 
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22. Starch immobilization and preparation o[ the doses 

Befare its immobilization, purified Aa-SBDt .. , protein was 
extensively dialyzed against 10mM citrate-phosphate buffe r, pH 
7.0. Protein doses were standardized to Acr. For oral inmunization, 
SO and 100]..Lg of protein were added lO I mg of pre-washed raw 
rice starch (Sigma-Aldrich, Sto Louis, MO, USA) in 10mM citrate­
phosphate buffer. pH 7.0. For intranasal immunization. 25 and 
50 ]..Lg of protein were also added to 1 mg of rice starch using the 
same buffer. The mixtures were incubated overnight at 4 "C with 
gen tle shaking (10rpm) and centrifuged at 13.000rpm for 5min. 
Washed pe llets were resuspended in 10 mM citrate-phosphate 
buffer. pH 7.0 at final volumes of 20 ]..LL for i.n. immunizations and 
l 00]..LL for o. immunizations. 

To verify that all the protein doses were absorbed on the starch 
microparticles, thesuperna tants. the washing buffe r and the starch 
pellels we re analyzed by WB using a primary anti-His6 antitxxly 
and a secondary alkaline phosphatase-Iabeled anti-mouse immu­
noglobulin G antitxxly. 

2.3. Immunizarion protocol and samples col/ecrion 

Female BALB/c mice (6-8 weeks old : weighing 15-18 g) were 
housed in groups of 6 in a conventional animal maintenance 
facili ty under controlled temperature. humidity and light/dark 
cycle cond itions. The animals were given ad libitum access to food 
and water. AlI experimen ts were conducted according to the 
guidelines of the Institulional Anima l Care and Use Committee at 
the Biomedical Research Institute of UNAM. 

The immune response was evaluated in groups immunized 
with purified Acr-SBDLlg protein (pAcr-SBDug) and wi th starch 
immobilized Acr-SBD, .. , protein (¡.tAcr-SBD, .. ,) by o. and i.n. 
routes. and the results were compared with those obtai ned in 
con trol groups that were immunized wi th the same doses of Aa 
purified protein (positive control) with no-treatment or na"ive 
mice (negative con trol ) or in mice treated only with starch 
(vehicle). 

No extra adj uvants were used fo r immunization. Mice were 
immunized with consecutive doses a t three-week intervals as seen 
in Fig. 1. The immunization schemes were chosen to favor the 
adjuvant effect that polymeric microparticles can have when are 
administered vía mucosae (Wikingsson and Sjoholm, 2002: 
Gutierro et aL. 2002; Rydell and Sjoholm. 2005 ). 

Míee were fed by oral gavage using a blunt-ended stee l syringe 
(22GA Feeding Needle Kent Scientific Corp. ) on three consecuti ve 
days (1- 3). Each dose fo r oral admin istration contained SO or 
100 ]..Lg of immobilized or free Acr-SBDt .. , protein in a final volume 
of 100]..LL Booster doses we re given in the same manner on days 
21- 23 and 41 - 43. Mice immunized inrranasaJly received 25 or 
50]..Lg ofimmobilized or free Acr-SBD,a, protein in twoconsecutive 
days (1- 2 ). The doses were admin istered dropwise to the external 
nares of the mice using a micropipette (no anesthesia was 
necessary ) in a fi nal volume of 20 ¡.Ll (10]..LL per nosrril ). Booster 
doses were given in the same manner on days 21-22 and 41-42. As 
intranasal route is more efficient to induce systemic responses and 
is lessaggressivewith protei ns (Vajdy and O·Hagan. 2001 ) on ly two 
boosters and lowerdoses were chosen for thi s raute. Control míee 
were treated under the same immunization protocols. Positive 
con trol míee were administered with Acr protein al the same 
doses. Mice administered wi th 1 mg of starch microparticles were 
used as carrier control and untreated míee were used as negative 
conrrols. 

Blood samples were collected from the orbital plexus with 
heparinized microtubes. and sera we re collected after centrifuga­
tion for 6 min at 4 "C and 8000rpm. Sera were kept at - 20 "C or 
lower un ti! analyzed for specific antitxxlies. 

Three weeks after the last immunization. the mice were 
anesthetized with an i.p. injection of sodium pentobarbital 
(SO mg/kg). and their lungs and spleens were aseptically removed 
to quantify the INF--y levels in lung homogenates and the 
supernatant of in vitro stim ulated splenocytes. 

The spleens were processed to obtain total cells. In brief. the 
spleens were homogenized in RPMI-1640 medium (Gibco. 
Carl sbad. CA. USA) and passed through a cell strainer with 
70]..Lm nylon mesh (BD Phanninigen. San Diego. CA, USA), and the 
red bl ood cell s were Iysed by hypotonic shock with 0.15 M NH4 CI 
buffer. pH 7.4. The cells were washed and resuspended in 1 mM 
DPBS pH 7.4 supplemented with 5% heat inacti vated fetal calf 
serum (FCS) (Gibco. Carlsbad. CA, USA). and the total number of 
cell s and percent viability were detennined using a hemocytome­
ter cell counter and Trypan Blue exclusion. 

2.4. Evaluarion o[ antibody responses 

Serum concentrations of specific IgG, IgG I and IgG2a anti-Acr 
antibodies elicited by immunization with ¡.tAcr-SBD1 .. , . pAcr­
SBDlag or Acr proteins were measured by EUSA using Acr as the 
coating antigen. In brief. ELISA plates (Costar 3590 96 well ) were 
coated overnight at 4 "C with 100]..LL of a 2.5 .... g/mL solution of 
purified Acr pr(){ein in coating carbonate buffer (50 mM pH 9.6 ) per 
well. The plates were then washed three times with 0.1 M PBS pH 
7.4 containing 0.05% Tween-20 (PBS-5T) and blocked for 1 h with 
100]..LL 0.25% BSA in PBS-5T at room temperature. The plates were 
washed again. the serum samples were diluted 1: 1000 in PBS-5T. 
and 100]..LL of each sample was added to each well of the coated 
EUSA pIares. Each plate contained control wells with pre-immune 
sera. 0.1 M PBS pH 7.4 and positi ve immune sera. and they were 
incubated o.n. a t 4 "C and washed three tim es with PBS-5T. 
Horseradish peroxidase-Iabelled goat anti-mouse IgG, IgGl or 
IgG2a (Invitrogen. Carlsbad. CA, USA) was dilu ted 1 :1000 in PBS-5T 
and added ro each well (100 ]..LL per well ). The plates were washed 
three times after 1 h of incubation at 37 "C. Substrate was added 
(OPO 200 ]..LLper wel l) and the 004 50 determined. A standard CUIVe 
of monoclonal mouse IgG. IgGl. or IgG2a was used as a 
measurement of antitxxly concentration. The response from 
preimmune serum of each mouse was subtracted to control for 
nonspecific binding of serum to lhe pi ate. The mean value ofna"'ve 
conrrol mice sera was also subtracted from test sample values 10 

control for nonspecific reactivity. 

2.5. In virro INF- y producrion by whole splenocyres 

Total suspension cells were cu ltured in 96-well tissue culture 
plates (Costar. 3599) at 2 x 105 ce1Js per we1J in 200]..LL of RPM I-
1640 supplemented wit h 10% heat inactivated FCS (Gibco. 
Carlsbad, CA, USA), 25 mM HEPES (Sigma- Aldrich. Sto Louis. 
MO. USA ). 1 mM sodium pyruvate. 1001 U/mL penicill in and 
100 ]..Lgjml streptomycin. 1 mM non-essential ami no acids sol u­
tion (Gibco. Carlsbad. CA. USA) and 50 .... M ~-mercaptoethano l 
(Bio-Rad Hercules. CA. USA) in the presence or absence ofpurified 
Aa or Acr-SBD1 .. , proteins (20 ]..Lg/mL) prepared in 50]..L L of 0.1 M 
PBS pH 7.4. Concanavalin A (CoA ) (S .... g/mL) was used as a positive 
control for this assay. The cells were incubated 72 h with mitogen 
and 96h with protein at 37 "C in the presence of5% CO2 and 90% 
humidity. After [his time, the cell culture media from rrea ted or 
control sp lenocytes were harvested in eppendorf tubes and then 
centri fuged for 5min at 4 °C and 1500 rpm. Supernatants were 
aliquoted and stored at -70 "C for the cytokine assay, The 
IFN--y was assessed using a murine IFN --y ELISA Kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) as recommended by the manu­
facture r. 
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2.6. INF· y producrion in lung homogenates 

Lungs removed three weeks after the last immunization were 
homogenized in 1 ml of PBS 0.1 M pH 7.4, clarified by centrifuga­
tion for S mio at 4 ° ( and 10,000 rpm and kept at - 20 0

( until IFN--y 
ana lysis. The IFN-)' was aSSf ssed using a munne IFN-)' ELISA Kit 
(Invitrogen, (aTIsbad, CA. USA) as recommended by the manufac­
turer. 

2.7. Srarisrical ano/ysis 

The data were analyzed using GraphPad Prism version 4.00 for 
Windows. GraphPad Software . San Diego. California, USA. The data 
are expressed as the mean ± SEM. The serum leve ls of spedfic 
antibodies were compared among groups using analysis of 
vafiance (ANOVA) with a Bonferroni post-test. Differences were 
considered to be significanr ar p < 0.05. 

3. Results 

3.1. The immunogeniciry potencial of che starch based comer syscem: 
che specific anti-Acr IgG response 

The effect of the SBDtag fus ion and the imm obiliza ti on of Acr­
SBDLog protein on the induction ofthe humoral immune response 
against Aa were invesrigated derennining the spedfic IgG 
antibodies in the sera of BALBfc mice that were o. and i.n. 
immunized. The response was compared wi th rhar obrained after 
immuni zation with Acr control protein. As expected, no spedfic 
antibodies were detected in pre-immune se ra, in the sera of miee 
that received only starch, or in the sera ofnai"ve mice. No clinical 
manifestations of toxicity or other reactions were observed in rhe 
mice after their immunizations. 

In mice that were o. immunized with three consecutive doses of 
50 o r 100 ~g at each 3 week in terval, anti-Acr antibodies fi rst 
became detectable in the groups Ihat received formulations w ith 
~Acr-SBDt"3 protein at bo th doses (14 day), reaching the maximum 
level on the 34 day. Thi s level was maintained until the end of the 
immuni zation experiment (Fig. 2a ~ These observations suggest an 
adjuvant effect of the immobilization. The re sponse that was 
induced with pAcr-S BDl.Ig protein started later, with a maximum 
level at44 days. lmmunization with Acr protein did not induce any 
immune response with 50 ~g, and there was a very poor response 
with 100 ~g, suggesting that the fusion and immobilization caused 
Acr to be recognizable by the immune system. 

In mice that received two consecutive doses of 25 or 50 ~g at 
each 3 week interval by i.n. route, anti-Acr antibodies were higher 

at day 23 in the groups tha t received formulations with pAcr­
SBDtag protein at both doses (Fig. 2b ~ However, the response was 
on ly observed immediately afte r the immunization. Although the 
animal s that received irnmobilized protein had a stronger response 
at day 34, there were no significant differences between treat­
ments at the end of the immunization scheme. These resullS 
suggest that starch can be a hindrance at the time of antigen 
presentation in the nasal mucosa. As observed in rhe o. 
immunization route, the i.n. admini stration of Acr did not induce 
a systemic immune response at any dose, also indicat ing that the 
Aa protein wou ld have acted as a hapten and a carrier was needed 
for its recognition 

32. The mediaced Th response: IgG isocypes 

To detennine whether immobili zing proteins on particles could 
modu lare the response that induced Thl or Th2 med iated 
immunity, the level s of IgG l and IgG 2a subclasses were measured 
for groups immunized by o. and i.n. routes. The responses were 
on ly detected after the second immuni zation. As in the IgG levels, 
immunizing with Acr induced poor or null IgGl and IgG2a 
antibodies. As shown in Fig. 3, mice immunized with the J.LAcr­
SBDu.g prOle in had higher le vels of IgG2a, and mice Ihat received 
pAcr-SBDtag protein showed a mixed ThlfTh2 response. In mice 
that were o. immuni zed (Fig. 3a and b), immobilized proteins at 
bo th doses induced IgG2a levels significantly higher than ¡gGl 
levels. Additionally, in mice that were i.n. immunized (Fig. 3c and 
d ), rhe immobiljzed protejn treatment induced an IgG2a response 
that was significantly higher than that of IgGl but only on 
immunization days. Mice receiving pAcr-SBDu.g protejn showed a 
mixed Thl {Th2 response of a lower magnitude. These results 
together suggest that the jmmobilization on starch microparticles 
can be used as an altemative for triggering or inducing a Thl - type 
response against the fused protein. Th is potentia l could al so be 
inferred by the positive IgG2a/lgG l ratio obtained with the 
administration of Acr-SBD",g immobilized protein (data not 
shown ). 

3.3. Spedfic INF-y responses afrerin vitro antigenic somulacionand in 
che respiratory traer 

To eva luate how immobilization contributed to the induction of a 
Th 1 mediated re sponse and ro correlare the response with the 
resulting IgG2a leve ls, splenocytes were recovered 3 weeks after the 
la st immunizat ion and lNF--y was quantified by a sandwich EUSA in 
supernatants collected from treated or control splenocytes rultured 
with Acr or Acr-SBDt4 proteins (Fig. 4 ). Splenocytes from all of the 

Fig. 2. Induetion ortlle speci tie IgG anti·Acr antibodies in the Sl'r.J.or miO" immunized (.¡) orally and (b) intranasal ly. Sera obtained from miel" immunized with Aer·SBD,. 
immobilized ( IJACr.S BD, ... ). in solution Acr-SBo,~, (pAcr-SBD" ,) or Acr reeombi n.l nt proteins were tesred by R ISA against Acr. Values represent tlle mean ± SEM (n - J ). 
'p < 0.05 between 50 JLg of immobilized and free Acr·SBD,. protein, #p < 0.05 belWeen 50 and lOO JLg of JiAer·SBo,., "p < 0.01 between immobil ized and free Aer·SBD,. 
protei n at same doses, ###p < 0.001 belWeen 25 and 50 JLg of IJACr-SBD ... 
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Fig. J . lnduetion ofspeci fic IgG 1 aOO IgG2a isotypes in the sera of miee immunized (a. b) oral ly and (c. d) i ntranasally. sera obtained from mice immunized with immobi lized 
( jlAcr-SBD, .. ) or frl't' purified {pAcr-SBD, .. ) recombinant proreins were tes ted by EUSAagainst tv:r. Val ues represent the mean ± SEM (n- 3). "p < 0.01. "'p < 0.001 be'twl't'n 
IgG 1 and IgGla levels. 

groups released INF--y in the absence of antigen stimulation, as 
infe rred by the levels obtained with mitogen. No antige n-specifi c 
INF--y release was observed in non-immunized mice. The lNF--y 
prod ueed by splenocytes from o. and i.n. immun ized miee increased 
upon anrigen srimularion. As shown in Fig. 4a, spl enocytes from 
miee that were o. immu nized with 50 ~g of J.LAer-S BDI .. g re leased 
the highest levels of lNF--y upon stimu lati on with 20 ~g of Acr. 
Although there were no observed differenees in the leve ls re leased 
by splenocyres from míee immunized wi th SO J.l.g of pAcr-S BDLo.g 
protein and 100 ~g of J.LAer-SBDt.lg protein, there is a differenee 
between the treatments( free or immobilized) at the same dose. By 

<a) 
••• 
~ 

COncelllral ion 
stimulatioll lllligl!D. 

_ 20 118 Aer 
m20,..g Aer-SB~ 
~CoASIl8 

eontrast, as shown in Fig. 4b, the splenocytes from mice that were 
i.n. immunized with 25 and SO J.l.g of J.LAcr-SBDt;.g released the 
highest levels of lNF--y upon stimulation with 20 J.l.g of Aa w hich is 
also eonsistent with thei r IgG2a levels. In both groups (o. and i.n. 
immun ized), a IO'v\'l:' r res ponsewas obtained upon stimulation with 
Aa-SBD, .. g, indieating that immunogenidty is a primary oo ntri bu­
tion of Aa and nO( of SBD¡;l.g' The immunization wi th the 
reeombinant free or im mob ili zed prote in by both routes also 
indueed {he release of higher INF--y leve ls than imm uniza ti on with 
50 J.l.g Aa whíeh is eonsistent with the poor or nu]] anribody 
response of miee receiving this protein. 

(b) 500r-----c;;;;;;;;¡;;¡;;;;;;¡;;¡;;;~ 

slimubtion IlIlUgl!D. (JIsJml..) 
_ 20 118 Acr 
m 20 ¡¡gAcr-SBD"" 
ClCoA5~g 

25118 25~8 50118 50J18 50118 N~ 
lIÁCf·sao... ¡\Aa-SBD .. )lAa·SBO... pAa-SBD... Aa 

Fig. 4. lnduerion and release of tv:r-speci fic cytokine INF---y, from splenocytes isolated from miee immunized with tv:rSBo.~1 prorein, immobil ized ( J1 tv:rSBo...J or in solution 
( pAO'SBD,..), after in vitro srimulation as described in 5eetion 2.levels ofINF-'-ywere assayed by EUSA.(a) Orally i mmuni zed miee;(b) intranasallyi mmunized micro Val ues 
represent the mean ± SEM (n - 3~ " 'p < 0.001 be'twl't'n immobilized and frl't' protein at the same dose. 
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Fig. S. lnducrion and release Acr-speciftcINF"'Y in lung homogena tes from miel' immunized wi th AcrSBo..., protein, immobilized (~Acr-SBDu,) or in sol ution ( pACJ'SBo... l as 
described in Secaon 2. t.evels of INF-'Y were assayed by EUSA. (a l Ora lly immunized miel': ( b) intranasa lly immunized miel'. Valul'S represen t {he mean ± SfM (n - J ). 
' p < 0.05, " p < 0.0\ between immobilized and free protein. Broken horizontal lines represent {he correspo nding levels in {he control animals. 

In addition, [O find ifthis Th l mediated response was present in 
the lungs after o. or i.n. immunizati on with free or immobilized 
protein , rhe lung homogenares of treated mice were analyzed for 
INF--y production, As shown in Fig, 5, the INF--y levels were higher 
in rhe lungs of immunized mice with rhe recombinant protein in 
comparison with na"ive mice and those immunized only with Acr 
(p < 0.00 1). In oral1y immunized mice (Fig. 5a), the highest levels 
were detected in the lungsof mice receiving 100 J.Lg of J.l..Acr-SBD!.Jg 
protein , but diffe rences between treatmems with free or 
immobilized protein were only observed with 50 IJ.g dose. Mice 
receiving 100.,.g of pAcr-SBD1.Jg protein also had high levels of lNF­
-y compared wirh the control animals (p> 0.001 ). These results 
show that lower immobilized protein doses can be as effective as 
the highesr dose of free protein at indudng the INF--y production 
through this rou te. Intranasally immunized mice (Fig. 5b) also had 
higher responses when receiving the immobilized protein. 
although both treatments (free and immobilized ) induced higher 
INF-)' level s compared with the na ... ve mice. This observation was 
in accordance with the mixed Thl{rh2 response mediated by free 
protein. 

4. Oiscussion 

Despite signilicant progress in the field of subunit vaccines and 
adjuvant developmenr, the design and improvement of carrier and 
delivery systems that also have adjuvant properties and that can in 
tum be appropriately fo rmulated for use in humans is growi ng in 
importance and in terest (O'Haga n and Valiante, 2003 ~ The use of 
microparticles made of biomaterials fo r immune-cell ta rgeting 
represents a potential non-toxic al temative adjuvan t technology 
(Reddy et al., 2006 ~ Microparticulated systems not only offer the 
possibility of modulating rhe immune response on the basis of the 
dose and route of administration (Gutierro et al., 2002 l, but they 
also offer an excellent altemarive to rrigger systemic and mucosal 
immune responses (O'Hagan, 1998 ). However, the attention to date 
has focused on the development of complex delivery systems, such 
as funaionalized polymeric particles, liposomes, virosomes or 
immune srimulating complexes (ISCOMs), among others (Zhao 
et al., 2014), whose potential use in humans is stiU co ntroversia\. 
Here , we propose a good alternative to develop ing antigen carrier 
systems with adjuvant properties based on the use of CBMs and 
natural polymers (in particular, using the SBD!.Jg and starch as the 
matrix (parent application )). ln previous studie s, we demonstrated 
that the system of immobilization on starch mi croparricJes using 
the SB01 ... , conferred a specific srarch adsorption capacity (Guillén 
et al., 2013 ) and stability in simulated gastrointestinal conditions 

lO several proteins (Moreno-Mendi eta et al. , 2014, submitted). In 
this work, we demonstrated the immunogenicity potentia l of the 
system with IgG le veis obtained afrer rhe immunization of BAUJ/c 
mice by O. or i.n. routes with the recombinant protein, (Fig. 2 ). 
Considering that it is possible to modulate the immune response as 
a funa ion of antigen nature and dose, ro ute of administrarion, 
presence of adjuvants and the immunization sc hedule, we choose a 
scheme that could favor the adjuvant effect of the immobilization 
system (starch-fusion protein ) and its possible immunomodulato­
ry effect. Under thi s immunization protocol and conditions, we 
disclosed that the fusion of Acr to the SBD1;¡g and the immobiliza­
tion of recombinant Acr-SB01.1g protein on srarch microparticles 
improve the immunogenicity of the Acr protein. We showed that 
the beginning and type of immune response we re affected 
depending on the treatment (non-immobilized or immobili zed ) 
dose and route (Figs. 2 and 3). Oral immuniza tion with 
immobilized protein led to the induction of earlier IgG and 
stronger IgG2a responses, which is consistent wi th results 
reported for polyme r microparricJes used in immunization 
(Elamanchili et a l., 200n 

As we previously observed, immobili zation onto raw starch 
stabilizes proteins under gastrointestinal conditions (Moreno­
Mendieta et al., 2014 , submitted) and this contribution in srabili ty 
can in consequeneeallows the protein toreach the sites of immune 
response induction {Ioeated in the gur associated Iymphoid tissue 
(GALT)) and ensure more protein forpresentation. Considering that 
adjuvants should elieit ce ll-mediated immune responses as we ll as 
adequate levels of antibodies of sufficient affinity and of 
appropriate isotypes, to confer protection aga.inst the infectious 
agent, the adjuvan t effect ofthe immobil ization was also observed 
with the preferential induction of IgG2a (Fig. 3a and b). Some 
authors have reported thar the use of po lyaeryl stareh micro­
particles for o. immunization with eonseeutive boosters can 
increase the induction ofTh1-dependenr antibodies (Wiki ngsson 
and Sj6holm, 2002 ). With respect tothe doses, miee that received a 
smaller dose (50 .,.g) of J.l..Aer-SBOtag protein by O. route reached 
higher levels oflgG than miee that received 100 J.Lg. indicating that 
when immobilizing the protein, lower doses eould be require to 
evoke the immune response by th is route. Ir ha s been observed 
that with high-dose of antigen by oral route, unresponsiveness of 
T-cell or anergy may be presented (Weiner et al., 2011 ). However, a 
rigorous characterization ofthe response for longe r periodsoftime 
is neeessary ro eonfinn rhe origín of this response . 

In mice that were intranasally immunized, the responses were 
similar between do ses, but IgG anribodies were firs r indueed in 
miee that received thefree protein atjust a ¡¡ttle highe r with 50 J.Lg. 
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This findi ng suggests the starch could be a hindrance in the nasal 
mucosae of mice and shows that free protein can resist in a more 
favorable envi ronment with less addic pH. lower level of 
proteolytic enzymes and higher irrigation. However. despite that 
no stabi lizing effect of the microparticles was observed by this 
route. the immobilization was important for the induction of the 
IgG2a antibodies (Fig. 3c and d). Therefore. a rigorous standardi­
zatio n of the am ount of carrier and protein must be performed to 
immunize by this route to obtai n the desired response. GUlierro 
et al. (2002). did not obse rve a dose/response relati on in the serum 
IgG antibodies that we re e lidted after three consecuti ve i.n. 
administrations of BSA microencapsulated in PLG particles at a 
dosing ra nge from 50 to 200 fJ.g. The authors argued for the 
importance of considering differences between the nasal epi theli­
um and the mechanisms of induction for the imm une response by 
this route. 

Fi nally. we al so investigated the levelsofspecific INF-"Y released 
from splenocytes that were puri fled from fJ.Acr-SBD(;¡g im munized 
mice (Fig. 4 ) and the levels in lungs after immunization (Fig. S ~ It 
was important toquanti fy thi s cytokine beca use the IgG2a subclass 
is associated with a Th1 type response ando in tumo a requisite for 
macrophage acti vation and cytotoxic T Iymphocyte (CTl ) prod uc­
tion required for protective immuni ty against intracell ular 
infectious agents. such as M. tuberculosis. Consistent with the 
levels of lgG2a. the spleens ofmice immun ized by both roures with 
immobilized protein re leased a higher amoun t of INF-"Y in 
comparison with those of animals that were immunized with 
the free protein. This fi nding is in accorda nce with previous 
reports. Stertman et al. (2004) evalua ted the effeel of the 
administration route on the immune response of mice that were 
immu nized with modifled starch micropa rticles as an adjuvant. 
and they al so observed that the consecuti ve administra ti on of 
these part icles by the o. route can change theTh1{Th2 balance to 
increase [he impact of the Th1 response. In i.n. immunized mice. 
we observed that sta rch can be a hind rance that affects the IgG 
systemi c response. but its presence was important lO bias a Th 1 
response. as observed in the IgG2a and INF-"Y levels obtained after 
immunizing with immobilized protein. Coucke et al. (2009) used 
spray-dried starch powders fo r the i.n. immunization of rabbits. 
and they a lso obtained strong immune responses. concluding that 
the mucoadhesive properties of these polymer ca rri ers are 
essential fo r modulating the response by using this rou te. As we 
could see in the lungs. t he immobili zation also favored [he 
ind uctio n of speciflc INF-"Y. bo th locally and dista nt to the site of 
immunization: thus. mi ce that we re ora lly immunized with 
immobilized protein had spedflc induced lNF-"Y levels in the ir 
lungs. This fl nding is co nsi stent with accumu lated evidence tha t 
respiratory and intestinal immune systems share common 
mucosae-assod ated immunological fea tures that are different 
from those of the systemic immu ne system. and they can be 
favorably exploited to design vacdnes to administer by these 
routes (Kunisawa et al.. 2008 ). The fi nding also coincides with 
reports ind icating that. following lung deposition. both soluble and 
immobi lized antigens can evoke immunological responses in [he 
draini ng Iymph node. but it appears that only microparticulated 
systems administered by this route signiflca ntly induce spedflc 
immu nological responses in the spl een (Eyles et al.. 2003 ). 

As seen in Figs. 3 and 4. the INF-"Y levels in lungs were slightly 
higher than the levels of INF-"Y in supernata nts of spleen cells 
cu ltured in vitro. and al so it is observed that the INF-"Y production 
from immobil ized and free prote in immunized mice had contrary 
results in splenocytes and lung homogena tes. Spleens of míee tha t 
received the lower doses of Il-Acr-SBDtag by o. and i.n. routes were 
more effective to release INF-"Y in vitro. whi le in vivo. the mice that 
received the higher doses with immobilized protei n produced rhe 
higher levels of INF-y This fi nding. indicative that in vitro 

restimularion of memory T cells in the spleen is not predictive 
of in vivo stimulation of memory Tcells in the lungs. has al so been 
observed by other aurhors. Todoroff et al. (2013 ) when evalua ti ng 
the imm unogen icity of the 8SA antigen (Ag8SA ) from Mycobacre­
rium tuberculosis with three diffe rent mucosal adjuva nts adminis­
tered in lungs. obse rved the same di screpancy. arguing tha t 
followi ng aitway deposition of Ag8SA. the activated T ce lls are 
rapid ly mobilized into the aitway lumen and recruited T cells 
produce the IFN-"Y. while in vi tro T Iymphocytes are act ivated by 
antigen direcdy. AIso it is known that professional antigen 
presenti ng cells (APCs), such as dendri tic cell s (DCs) may be 
acrivated in a di fTerent manner fo ll owing immunizarion by these 
routes, not only because there are diffe ren t subsets of OCs 
depending on thei r locali zation (ViIladangos and Schnorrer. 2007 ) 
but al so because these spedali zed ce lls can be difTe ren tially 
activated if bi omateria ls are used (Reddy et a l .. 2006). 

Because our carrier system is com posed of raw starch without 
chemical modi fications or ligands capable of stimulat ing innate 
immun ity. which in tum contri bu tes to specific immunity. and does 
not have immune functions as those reported for sorne carbohy­
drare- based adjuvants as dexrran. mannan or ch irin (Pe trovsky and 
Coopero 2011). the adjuvan t effect can be ex plained . as fo r other 
particu lare systems. by the antigen-depot efTecr and by the abiliry to 
target antigens for processing by APCs (Audran et al.. 2003 ~ The 
microparticl es we used had an appropriate size (between 4 and 
S ll-m ) to be efficiently intemalized by specialized DCs and 
consequently evoked immune responses by o. and i.n. ro utes. 
Although starch based microparticles have a lready been used as 
antigen deli very systems and as immunization adjuvan t by the 
routes evaluated here. this work represents the fi rs t approach using 
non-covalent immobilization on raw starch micro particles. The 
simplicity of rhe immobiliza ti on system and the results obrained 
here justify additional research about its potential applicability as 
an anti gen ca rri er system and adj uvant and for testing its e ffi ciency 
in inducing protection. As we also observed the immunogenicity 
conferred by the fusion with the SBDtdg, fu rther research is also 
necessary and justifiable to characterize its adjuvant potential and 
in consequence to explore novel appli ca ti ons. 

5. Conclusions 

The resul ts demonstrated the potential usefulness of the 
immobil¡zation system on raw starch microparticles using rhe 
SBD1"g. as a carrier and delivery platform. The faster appearance of 
the IgG response to the recombinanr immobilized protei n and the 
preferential induction of IgG2a antibodies indicate the potential 
adjuvant effec t of the system that can be exploited and modula red 
depend ing on the antigen or prote in fused to the SBD(;¡g and the 
route of administration. Given this fl ndi ng. and because no ex tra 
adjuvants were uSed, we note its potential utility for the 
development of subuni t vaccines and delivery systems to be used 
in humans. In addirion ro its easie r prepararion, the system offers 
many adva ntages related to low-toxicity. low cost s and industrial 
applicabili ty wirh a broad range ofpeptides, proteins. anti gens or 
drugs to genera te use fui subunit vacdnes against several diseases. 
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