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Optimización de un esquema de inmunización de mucosas frente al HIV basado en la 

combinación de los vectores ADN y del virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) (ADN/MVA): 

ADN-IL-12 junto con la subunidad B de la toxina colérica (CTB) cooperan en el incremento de 

la respuesta celular a nivel sistémico y de la mucosa del tracto genital. 

 

 

Un desafío importante para el desarrollo de vacunas frente a infecciones adquiridas por vía 

de mucosas es poder inducir una respuesta inmune local, con el fin de evitar la diseminación del 

patógeno al resto del organismo. Actualmente, el esquema de inmunización utilizado ampliamente 

en ensayos clínicos para HIV, y otros patógenos para los cuales se requiere inducir una respuesta 

inmune celular específica, es el denominado “prime-boost” que consiste en la utilización de distintos 

vectores vacunales durante la inmunización tales como los vectores de ADN recombinantes y 

aquellos basados en el virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA). 

En este trabajo de tesis doctoral se utilizó un esquema ADN-prime/MVA-boost por ruta de 

mucosas, donde ambos vectores expresan la glicoproteína de envoltura de HIV y se analizó el 

efecto adyuvante de ADN-IL-12 con la subunidad B de la toxina colérica (CTB) en ratones BALB/c 

con el fin de potenciar la respuesta inmune específica frente al HIV a nivel sistémico y de la mucosa 

del tracto genital. Los resultados obtenidos demostraron que esta combinación de adyuvantes 

mejoró la respuesta inmune celular no sólo a nivel sistémico, sino también en ganglios drenantes de 

la mucosa genito-rectal, y más importante aún, en el tracto genital, observándose un incremento en 

la magnitud, amplitud y calidad de la respuesta. 

En conclusión, la combinación de los adyuvantes ADN-IL-12 + CTB podría ser 

potencialmente utilizada como adyuvantes de mucosas en vacunas ADN/MVA, no sólo para 

antígenos de HIV sino también para otras enfermedades infecciosas con impacto en mucosas. 

 

 

Palabras claves: Vacunas - Inmunidad de mucosas - HIV - ADN/MVA - Respuesta inmune celular 
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Mucosal immunization scheme optimization against HIV based on the DNA and Modified 

Vaccinia Ankara (MVA) virus combination (DNA/MVA): DNA-IL-12 plus cholera toxin B subunit 

(CTB) contribute to enhancing cellular systemic and mucosal genital tract response. 

 

 

An important challenge to develop a vaccine against mucosal infections is inducing a local 

immune response to prevent the pathogen dissemination to the rest of the organism. Nowadays, the 

immunization scheme used currently in clinical trials for HIV and other pathogens for which the 

induction of a specific cellular immune response is needed, is the so called “prime-boost”. It consists 

in the application of different vaccine vectors during the immunization, such as DNA vectors and 

Modified Vaccinia Ankara (MVA) virus vectors. 

In this thesis, we applied a DNA-prime/MVA-boost scheme by mucosal route which both 

vectors express the HIV envelope glycoprotein. We analyzed the adjuvant effect from DNA-IL-12 

with the cholera toxin B (CTB) in BALB/c mice to enhance the systemic and mucosal genital tract 

specific immune response against HIV. The results showed that this adjuvant combination improved 

the cellular immune response not only at systemic level, but also in the genito-rectal draining lymph 

nodes and more important, in the genital tract, enhancing the magnitude, amplitude and quality of 

HIV-specific response. 

 In conclusion, the combination of DNA-IL-12 + CTB could be potentially used as mucosal 

adjuvants in a DNA/MVA vaccine not only for HIV antigen but also for other infectious diseases that 

impact mucosal tissues. 

 

 

Keywords:  Vaccine - Mucosal immunity - HIV - DNA/MVA - Cellular immune response 
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NALT: Tejido linfoide asociado al tracto nasofaríngeo (Nasopharynx associated lymphoid tissue)  

NK: Natural killer 

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear Cells) 

PBS: Solución tamponada de fosfatos (Phosphate Buffer Saline) 

PBS-T: Solución tamponada de fosfatos (Phosphate Buffer Saline) con 0,05% de Tween-20 

PE: Ficoeritrina (Phycoerythrin). 

PerCP: Proteína pteridinclorofila (Peridinin Chlorophyll Protein) 

PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato 

PTE: Epítopes celulares T potenciales  

RPMI: Roswell Park Memorial Institute 

SD: Desvío estándar (standard deviation) 

SDS: Dodecilsulfato sódico 

SFB: Suero fetal bovino 

SICM: Sistema Inmune Común de Mucosas 

SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

SIV: Virus de la inmunodeficiencia de simios (Simian Immunodefiency Virus) 

SPF: Libres de patógenos específicos (Specific pathogen free) 

TBS-T: Solución de Tris (Tris Buffered Saline) con 0,05% Tween-20 
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TCR: Receptor de linfocitos T 

TET: Células T efectoras terminales 

TMC: Células T de memoria central 

TMCS: Células T de memoria "stem cells" 

TME: Células T de memoria efectora 

TNF: Factor de Necrosis Tumoral (Tumor necrosis factor) 

UFP: Unidades formadoras de placas 

URF: Formas recombinantes únicas (Unique Recombinant Forms) 

V: Variable 
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1. El virus del HIV/SIDA 

1.1. Inicios del HIV/SIDA  

 

 En el año 1981 en Estados Unidos de América se encontraron varios casos de hombres que 

tenían sexo con hombres (HSH) con enfermedades causadas por infecciones oportunistas, 

principalmente neumonías causadas por el hongo llamado en ese entonces Pneumocystis carinii 

(hoy denominado Pneumocystis jirovesi) y enfermedades inusuales en adultos jóvenes tales como 

el sarcoma de Kaposi o linfoadenopatías persistentes (1). Al poco tiempo, estos síntomas también 

comenzaron a detectarse en otros grupos poblacionales, como los hemofílicos transfundidos, 

personas heterosexuales, niños y usuarios de drogas inyectables. Todos los afectados presentaban 

en común una deficiencia en la inmunidad celular, caracterizada principalmente por una disminución 

de linfocitos T-CD4 circulantes en sangre (2). Este conjunto de manifestaciones clínicas recibió el 

nombre de Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).  

 En 1983, el grupo francés liderado por Luc Montagnier y Françoise Barré-Sinoussi, aislaron 

un retrovirus a partir de una muestra proveniente de un varón homosexual con SIDA, relacionando 

por primera vez, un retrovirus y el SIDA (3). Este descubrimiento los llevó en el año 2008 a recibir el 

Premio Nobel de Medicina. En 1986, el Comité Internacional de Taxonomía Viral nombró al virus de 

la manera que hoy se lo conoce: Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human 

Immunodeficiency Virus). En ese mismo año, el descubrimiento de otro retrovirus aislado en África 

Occidental con características similares causante de inmunodeficiencia (4) dio lugar a la 

denominación HIV-1 para el primero y HIV-2 para el segundo de manera de poder distinguirlo del 

virus original. Los individuos infectados con HIV-2 también desarrollan SIDA, aunque con un período 

de latencia clínica más prolongado y menor morbilidad (5).  

 Ya han transcurrido 33 años desde la descripción de los primeros casos de esta enfermedad 

y la problemática HIV/SIDA sigue siendo de gran impacto a nivel mundial. A pesar de la intensa 

investigación que se ha realizado, aún no se cuenta con una vacuna efectiva que sea capaz de 

prevenir la infección. 
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1.2. Epidemiología 

 

 Se estima que desde el inicio de la pandemia, más de 60 millones de personas han sido 

infectadas con HIV-1. Datos provenientes del Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el 

HIV/SIDA (6) indican que, a fines del año 2013, 35 millones de personas vivían con HIV en todo el 

mundo. Durante ese mismo año, se produjeron 2,1 millones de nuevas infecciones y el número de 

muertes alcanzó 1,5 millones de personas (Tabla 1). Cabe destacar que el 70% de las personas 

afectadas por el HIV/SIDA se concentra en África Subsahariana, donde la prevalencia en personas 

entre 15 y 49 años es del 4,7% (4,4%-4,9%), mientras que en otras regiones geográficas como 

América Latina la prevalencia es del 0,4% (0,4%-0,6%) 

 Los últimos datos epidemiológicos globales en relación a las cifras arrojadas por los reportes 

de años anteriores indicarían una estabilización de la pandemia.  

 

 

  

 

 Es así como se observa que año tras año, el número de casos de nuevas infecciones por 

HIV van disminuyendo en todo el mundo (38% desde el 2001 al 2013), y este descenso es más 

marcado en el caso de los niños, que del 2002 al 2013, cayó en un 58%. Otro dato muy importante, 

es que los casos de muertes por SIDA disminuyeron en un 35% desde el 2005 al 2013.  

 Son varios los factores que contribuyeron a mejorar la situación actual de la epidemia de HIV 

(6). Por un lado, existe un mayor acceso a los tratamientos con antirretrovirales, que se debe no 

sólo a la disminución de los costos de la terapia, sino que además la ampliación de su uso se debe 

a descubrimientos científicos que demostraron las ventajas del inicio de la terapia en etapas 

 Total Adultos Mujeres Niños (<15 años) 

Personas viviendo con HIV 
35 

(33,2-37,2) 
31,8 

(30,1-33,7) 
16 

(15,2-16,9) 
3.2 

(2,9-3,5) 
Personas que se 

infectaron con HIV (2013) 
2,1 

(1,9-2,4) 
1,9 

(1,7-2,1) 
 0,24 

(0,21-0,28) 

Muertes por SIDA (2013) 
1,5 

(1,4-1,7) 
1,3 

(1,2-1,5) 
 0,19 

(0,17-0,22) 

Tabla 1: Reporte Global ONUSIDA, Julio 2014. (6) 

Los números están expresados en millones de personas. 
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tempranas de la infección y los altos beneficios de su aplicación en embarazadas (reduce la 

probabilidad de transmisión vertical). Por otro lado, hay un aumento de los recursos y del liderazgo 

político que ha dado lugar a un incremento de la inversión nacional e internacional en el ámbito de 

HIV/SIDA. 

 En nuestro país, según el boletín de VIH-SIDA y ETS de diciembre de 2014 del Ministerio de 

Salud (7), se calcula que viven alrededor de 110 mil personas con HIV, de los cuales, el 30% 

desconoce su diagnóstico. Cada año se notifican alrededor de 6.000 nuevos casos, en una relación 

de 2,1 varones por cada mujer diagnosticada. En cuanto a la transmisión vertical, los porcentajes 

han disminuido notoriamente pero aún se reporta que el 6% de los niños expuestos, adquieren HIV. 

 

1.3. Estructura, genoma y ciclo de replicación del virus 

 

 Según el Comité Internacional de Taxonomía de Virus, el HIV pertenece a la familia 

Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae del  género Lentivirus. Es un virus complejo, caracterizado 

por la morfología del virión con núcleo (core) cilíndrico o cónico. La partícula viral madura es 

esférica, envuelta por una membrana lipídica de origen celular, de aproximadamente 100 a 120 nm 

de diámetro. Su genoma está compuesto por dos moléculas lineales de ácido ribonucleico (ARN) 

simple cadena de sentido positivo, cada una de 9,5 kb aproximadamente, con secuencias casi 

idénticas que funcionan como un genoma diploide.  

La partícula viral se encuentra conformada por la envoltura, una matriz proteica y la cápside 

que contiene los ácidos nucleicos en su interior (Figura 1). La envoltura es una bicapa lipídica 

proveniente de la célula huésped que presenta espículas altamente glicosiladas que consisten en 

trímeros del complejo formado por la glicoproteína de superficie gp-120 y la glicoproteína 

transmembrana gp-41. Por debajo se encuentran la matriz, compuesta por la proteína p17, y la 

cápside, una estructura icosahédrica constituida por la proteína p24. Finalmente, dentro de la 

cápside, se alojan las dos copias idénticas del ARN viral formando la nucleocápside con la proteína 
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gp120 gp41

MEMBRANA 
LIPÍDICA

MATRIZ (P17)
Proteasa

Transcriptasa
reversa

Integrasa

CÁPSIDE (p24)

NUCLEOCÁPSIDE (p7)

ARN 
genómico

gag: Codifica para el precursor p55, 
que es procesada por la proteasa 
viral en p17 (Matriz), p24 (cápside), 
p7 (nucleocápside) y la proteína p6. 

pol: Codifica la proteasa, transcriptasa
reversa y la integrasa. Estas enzimas son
producidas por el procesamiento por
parte de la proteasa viral del precursor
Gag-Pol.

env: Codifica para la glicoproteína 
precursora gp160, que es procesada en dos 
glicorpoteínas: la externa gp-120 y la 
transmembrana gp-41. 

Proteínas Regulatorias (esenciales para la propagación viral)
Tat y Rev: Factores regulatorios virales esenciales. 

Proteínas accesorias
Vif: Factor de infectividad viral.
Vpr: Proteína viral R.
Vpu: Proteína viral U.
Nef: Una de las primera proteínas que se producen en células infectadas, es la más
inmunogénica de las proteínas accesorias. Nef interactúan con componentes celulares.
Vpx: Ausente en HIV-1. Homólogo a Vpr de HIV-1. Virus con Vpx, llevan ambos, Vpx y Vpr.

estructural p7 y las enzimas necesarias para la replicación viral: la transcriptasa reversa, la 

integrasa y la proteasa. 

En la figura 2 se muestra en forma resumida los genes y productos génicos del HIV (8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estructura de la partícula viral del HIV  

Esquema del virión. Se indican en azul la membrana lipídica y las proteínas que la componen. En verde, 
se iseñalan la matriz, la cápside y nucleocápside. En violeta, se encuentran las enzimas virales, y en 
naranja el genoma.  

Figura 2: Genes del HIV-1 y productos génicos. (8) 

Esquema que muestra en azul, los genes gag, pol y env que codifican para la proteínas estructurales y 
enzimas virales que son los componentes esenciales de la partícula viral. En verde se indican las 
proteínas accesorias y en rosa, las proteínas regulatorias. 
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 El ciclo de replicación del virus inicia típicamente cuando una partícula del HIV, mediante la 

molécula gp-120, se une a la molécula CD4 de la superficie de una célula CD4+. Esta unión induce 

un cambio conformacional en la molécula gp-120, permitiendo su unión a una segunda molécula en 

la superficie celular, que pueden ser los correceptores CCR5 (Tropismo R5) o CXCR4 (Tropismo 

X4), tras lo cual la envoltura del virus se fusiona con la membrana celular, permitiendo la entrada del 

virus a la célula. La proteína gp-41 de la envoltura viral es crítica para que este proceso ocurra (9). 

 Aunque las células T-CD4 son el blanco principal del HIV, otras células del sistema inmune, 

conteniendo o no a la molécula CD4 en su superficie, también pueden ser infectadas. Entre estas, 

monocitos y macrófagos. El HIV también se puede unir al receptor DC-SIGN (lectina de tipo C) 

presente en células dendríticas inmaduras. Estas células pueden internalizar al virus sin dañarlo, lo 

cual contribuye al aumento o retención de la infectividad viral (10). 

 Una vez que el virus se encuentra en el citoplasma de la célula, la transcriptasa reversa viral 

convierte el ARN viral a ADN, el cual transloca al núcleo y se integra al cromosoma celular 

(provirus). Luego, los genes virales se transcriben a ARNm, son transportados al citoplasma y 

traducidos a proteínas.   

 Por último, el virus se ensambla y brota de la célula como una partícula viral inmadura, 

adquiriendo una envoltura que incluye proteínas celulares y del HIV de la membrana celular. Esto 

permite la liberación del virus y la posterior maduración que resulta una partícula viral infecciosa (9).  

 

1.4. Variabilidad genética del HIV 

 

 Los análisis de las secuencias genéticas del virus del HIV han permitido clasificarlos en 

diferentes grupos y estos a su vez, en subtipos. Según la base de datos de HIV de Los Alamos 

National Laboratory (11), Los virus se clasifican en: 

• HIV-1: Grupo M, N, O y P   

• HIV-2 

• Virus de la Inmunodeficiencia de Simio (SIVs) 
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 El grupo M de HIV-1, responsable de la pandemia, se ha diferenciado en nueve subtipos y 

dos sub-subtipos: A1, A2, B, C, D, F1, F2, G, H, J y K. Cada uno de ellos representa diferentes 

linajes del HIV que se encuentran asociados geográficamente. La recombinación de genomas entre 

subtipos es común, pero muchas veces son encontrados en un solo paciente que fue infectado más 

de una vez. Estos aislamientos son los llamados “formas recombinantes únicas” (URF: unique 

recombinant form). Si un virus recombinante es transmitido a varias personas, pasa a ser una 

“forma recombinante circulante” (CRF: circulating recombinant form) el cual posee una contribución 

relevante en la epidemia del HIV. Estos CRFs representan genomas recombinantes encontrados en 

3 o más personas que no se encuentran relacionados epidemiológicamente. Hasta el momento se 

han descripto 66 CRFs.  

 En particular, en nuestro país, numerosos estudios epidemiológicos realizados han indicado 

que la mayoría de las infecciones con HIV son ocasionadas por el subtipo B y la forma 

recombinante circulante CRF12_BF que implica a los subtipos B y F con un predominio del subtipo 

F (11), además de otras recombinantes BF relacionadas (12). El subtipo B se encuentra 

principalmente en países de Europa y en Estados Unidos.   

 

1.5. Historia natural de la infección  

  

 En la infección por HIV se pueden diferenciar tres etapas: la primoinfección o etapa aguda, la 

fase asintomática o latencia clínica y finalmente la fase clínica o SIDA (13) (Figura 3).   

 Durante la etapa aguda, hay una pérdida progresiva de los linfocitos T-CD4 en sangre 

periférica los cuales se recuperan en las semanas posteriores a la infección aunque no alcanzan los 

niveles iniciales, en parte como consecuencia de la acción protectora de los linfocitos T-CD8 

específicos contra el virus (14). En contraste, los niveles de linfocitos T-CD4 en el tracto 

gastrointestinal disminuyen en forma más dramática y esta pérdida es irreversible. Por otro lado, hay 

un incremento de los marcadores de activación inmune que incluye el efecto directo de HIV como 

ligando de receptores tipo Toll, llevando a la producción de interferón-α (IFN-α) y a la translocación 
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microbiana (LPS como potente activador que lleva a la producción de citoquinas proinflamatorias). 

También hay un aumento en la producción de anticuerpos no neutralizantes, y de células T-CD4 y 

CD8 específicas para HIV asociadas temporalmente con una disminución de ARN de HIV en sangre 

(13).  

 En la fase asintomática de la infección, que suele durar años, la acción del sistema inmune 

puede mantener los niveles de carga viral estables. Pero en los estadios más avanzados de la 

infección por HIV y en ausencia de tratamiento antirretroviral, la mayor parte de los individuos 

infectados desarrollarán SIDA, lo que está asociado a un recuento de células T-CD4 usualmente 

menor a 200 células/µl, y a un progresivo incremento de la viremia (13). En última instancia, la 

presencia de alguna de las más de 20 infecciones oportunistas o cánceres relacionados con el HIV, 

suelen conducir a la muerte del paciente. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Se han descripto pacientes infectados que progresan a SIDA rápidamente y otros que 

permanecen asintomáticos durante largos períodos, por más de una década. Estos últimos son 

conocidos como progresores lentos o no progresores y han motivado el desarrollo de numerosos 

estudios dirigidos a caracterizar los mecanismos subyacentes a esta particular condición (15). 

Figura 3: Historia natural de la infección por HIV (13). 

(A) En un individuo infectado con HIV, hay una pérdida progresiva de las células T-CD4 en sangre, pero 
estas células son rápidamente reducidas en el tracto gastrointestinal a tiempos tempranos. (B) La 
respuesta aguda a la infección incluye un dramático incremento de los marcadores de activación inmune 
y de la producción de anticuerpos no neutralizantes. El aumento de células T-CD8 específicas para HIV 
son asociados temporalmente con un descenso del ARN de HIV en sangre. 
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Ciertos progresores lentos pueden permanecer asintomáticos a pesar de tener menos de 200 

células T-CD4/µl sangre (16).  

  Con los avances en la terapia antirretroviral de alta eficiencia, la carga viral en sangre puede 

volverse indetectable evitando la progresión clínica a SIDA (13). De todos modos, el HIV-1 nunca es 

eliminado completamente del organismo, ya que establece infecciones latentes en los linfocitos T-

CD4 de memoria y en otros tipos celulares que funcionan como reservorios protegidos de la acción 

de los fármacos (17).  

   

2. Transmisión del HIV 

2.1. Rutas de transmisión  

 

 El HIV se transmite por: 

 Exposición a sangre contaminada: Por transfusiones sanguíneas, compartir agujas 

entre usuarios de drogas inyectables o por contacto con elementos punzo-cortantes contaminados. 

La vía de transmisión del virus por transfusiones ha perdido importancia epidemiológica debido al 

análisis de sangre donada a bancos de sangre y el uso de material descartable (18). Por el 

contrario, el contagio por el uso compartido de agujas continúa siendo importante en algunos países 

donde es común el uso de drogas inyectables, como en Europa Oriental (19). 

 Transmisión vertical (de la madre infectada al hijo): Puede ocurrir a través de la 

placenta, del pasaje por el canal de parto (20) o a través de la lecha materna durante la lactancia 

(21). Se ha demostrado científicamente que la terapia antirretroviral durante el embarazo en mujeres 

infectadas con HIV reduce el riesgo de transmitir el virus a su hijo en un porcentaje inferior al 5% (6).  

 Contacto sexual a través de superficies de mucosas: a través de semen y 

secreciones cérvico-vaginales o rectales. Es la principal vía de transmisión.  

 

 En la tabla 2 se muestran los riesgos de transmisión de HIV-1 asociados con las diferentes 

rutas de transmisión y su contribución en la prevalencia mundial de HIV. Se estima que la 
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transmisión heterosexual es la responsable de aproximadamente el 70% de las infecciones por HIV 

en el mundo y el resto de las infecciones son atribuidas a los hombres que tienen sexo con 

hombres, infecciones de madre a hijo y usuarios de drogas (22).  

 

 

 

 En cuanto a la ruta de transmisión, aproximadamente el 90% ocurre por vía de mucosas. 

Entre las rutas de transmisión mencionadas, el modo más frecuente es la transmisión sexual. La 

probabilidad aproximada de transmisión de HIV es de 1:200 a 1:2000 en el tracto genital femenino y 

de 1:700 a 1:3000 en el tracto genital masculino. En cambio, en una relación sexual anal, ha sido 

estimada entre 1:20 a 1:300. Estas tasas de infección son más elevadas en el caso de que el 

transmisor se encuentre en la etapa aguda de la infección, ya que la carga viral es muy superior a la 

encontrada durante la etapa crónica (23). Además, hay que tener en cuenta otros factores, como la 

presencia de lesiones genitales u otras infecciones (ya sean ulcerativas o no) del tracto genital que 

pueden incrementar significativamente el riesgo de contagio (24). Por ejemplo, la infección por el 

virus de herpes simple de tipo 2 (HSV-2) puede aumentar hasta 3 veces la probabilidad de 

adquisición de HIV-1 (25). Otro factor que se ha visto que puede modificar la tasa de infección, pero 

Sitio de 
exposición al 

virus 
Medio de transmisión 

Probabilidad de 
transmisión 

Casos estimados 
de HIV en el mundo 

Tracto genital 
femenino 

Semen/ sangre 1:200 a 1:2000 12.6 millones 

Tracto genital 
masculino 

Secreciones cérvico-vaginales y 
rectales, sangre 

1:700 a 1:3000 10,2 millones 

Tracto Intestinal Semen/ sangre (Recto) 1:20 a 1:300 3,9 millones 
 Semen/ sangre (Tracto GI superior) 1:2500 1,5 millones 

 
Sangre materna / secreciones 
genitales (Tracto GI superior, 

intraparto) 
1:5 a 1:10 960.000 

 Leche materna 1:5 a 1:10 960.000 
Placenta Sangre materna (intrauterina) 1:10 a 1:20 480.000 

Torrente 
sanguíneo 

Productos sanguíneos 95:100 a 1:150 2,6 millones 

Tabla 2: Ruta de transmisión y riesgos de infección para HIV (22).  

Se indica el sitio de exposición al virus, la probabilidad de transmisión dependiendo del medio y los 
casos estimados de HIV en el mundo. (GI: gastrointestinal) 
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disminuyéndola, es la circuncisión masculina (26). Todo esto sugiere que la transmisión del HIV 

depende de múltiples variables y no sólo de la exposición al virus.   

 

2.2. Transmisión sexual del HIV: Modelo de infección cérvico-vaginal 

 

 En primer lugar, el virus del HIV tiene que cruzar la barrera de la mucosa genital femenina. 

Esto puede ser a través de micro-abrasiones (rupturas microscópicas del epitelio) o por la presencia 

de lesiones de mayor magnitud (úlceras). Sin embargo, el virus puede además atravesar la barrera 

de la mucosa intacta ya que el epitelio estratificado de la vagina contiene células de Langerhans 

cuyas extensiones podrían alcanzar la superficie luminal. Estas células son susceptibles a la 

infección por HIV, y esto permitiría el tráfico del virus hacia la submucosa (22).        

 Estudios de los eventos tempranos que ocurren luego de que el virus atravesó la barrera de 

la mucosa, sugieren que existiría un período de ventana, en el cual la propagación viral no ha 

comenzado y el sistema inmune podría potencialmente evitar la expansión del patógeno (14). A las 

pocas horas, en la submucosa, el virus puede infectar una o unas pocas células en forma 

productiva. Estas células pueden ser linfocitos T-CD4, macrófagos derivados de monocitos, células 

de Langerhans o células dendríticas (Figura 4). Una vez que el virus replica dentro de la célula, da 

lugar a una pequeña población fundadora con relativamente baja diversidad genética (22). Esta 

propagación local de la infección ocurre a tiempos tempranos (entre 1 y 3 días) y luego se disemina 

a los ganglios linfáticos y al tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (GALT) dentro del tercer y 

séptimo día de la infección, cuando ocurre además el establecimiento de los reservorios latentes. 

Cabe destacar que, una vez que el virus ingresa al organismo, en menos de 7 días puede generar 

reservorios, y esto ocurre antes de ser detectado a nivel sistémico. En última instancia, linfocitos 

infectados o viriones migran desde los ganglios linfáticos a diferentes órganos, y en particular, al 

GALT, donde ocurre una severa y rápida depleción irreversible de linfocitos T-CD4 (27).  
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 La expansión del HIV en el tejido linfoide coincide temporalmente con un pico de viremia. 

Además, ocurre un descenso en los niveles de linfocitos T-CD4 en circulación y la expresión de los 

síntomas del síndrome retroviral agudo que incluye fiebre, adenopatías, rush cutáneo, cefalea, 

faringitis, diarrea y muguet oral. Sin embargo, estos síntomas no siempre se manifiestan (28). 

 A medida que progresa la infección, la población viral deja de ser relativamente homogénea 

genéticamente, y se enriquece de cientos de cuasiespecies surgidas por mutaciones y eventos de 

recombinación, generados por la presión del sistema inmune y la gran capacidad del HIV de generar 

diversidad genética.     

 En resumen, las características de la infección por el virus del HIV resaltan el rol que posee 

el sistema inmune de mucosas del huésped, constituyendo un factor fundamental la necesidad de 

Figura 4: Modelo de infección cérvico-vaginal de HIV (22).  

Se indican cada una de las etapas de la infección por HIV (lado derecho del gráfico) y el tejido del 
huésped en donde ocurre (lado izquierdo). La mayoría de los virus transmitidos replican eficientemente en 
células T-CD4+ y no en macrófagos derivados de monocitos. Entre paréntesis: el tiempo estimado en el 
que sucede cada evento una vez que el virus se encuentra en la mucosa del tracto genital. 
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generar una inmunidad específica en mucosas frente a este patógeno en el desarrollo de una 

vacuna preventiva. 

 

2.3. Métodos para prevenir la transmisión del HIV 

 

 En la actualidad, no se cuenta con una vacuna capaz de prevenir la infección por HIV y se 

está realizando intensa investigación con el fin de frenar la epidemia con otro tipo de métodos (13). 

Uno de ellos es la terapia antirretroviral para personas infectadas, que es la intervención más 

potente para reducir la transmisión sexual de HIV. Cuanto antes se comienza con el tratamiento, 

mayor es el beneficio ya que además de disminuir la probabilidad de transmisión, retrasa la 

progresión a SIDA (29). También se utiliza en mujeres embarazadas para evitar la transmisión 

vertical ya que se ha demostrado que la administración de antirretrovirales a las mujeres 

embarazadas HIV+ puede reducir el riesgo de transmisión vertical hasta un porcentaje inferior al 5% 

(6). En la actualidad, se encuentran disponibles más de 25 drogas licenciadas que bloquean algún 

paso de la replicación viral y no sólo se ha probado su efectividad en personas infectadas, sino que 

también, se han realizado estudios de estas drogas como profilácticas pre-exposición, algunas de 

las cuales han generado resultados alentadores con una eficacia entre 44 y 75% (13) y también al 

ser utilizadas en formato post-exposición donde hay evidencias de un posible beneficio. Otras 

estrategias que se están estudiando para prevenir la transmisión del virus son los microbicidas 

vaginales (1% del gel tenofovir redujo la adquisición de HIV en un 39%) y más recientemente, geles 

rectales. La circuncisión médica masculina también es una intervención efectiva en la transmisión 

de HIV, observándose entre 50 y 60% menos de probabilidad de infección en 3 diferentes estudios 

clínicos, realizados en Kenia, Uganda y Sudáfrica (13). 

 A pesar de todas las estrategias que han sido estudiadas, ninguna de ellas es totalmente 

efectiva para prevenir la transmisión del HIV, por lo que se remarca la necesidad de desarrollar 

vacunas de uso tanto profiláctico como terapéutico. 
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3. En búsqueda de una vacuna contra HIV 

3.1. Ensayos clínicos: Situación actual en el desarrollo de una vacuna. 

 

 Una de las bases de datos que contiene los candidatos a vacunas de HIV utilizadas en 

ensayos clínicos (30) muestra que hasta el día de la fecha (datos actualizados hasta el 5 de 

septiembre de 2014), se han realizado un total de 257 ensayos clínicos en diferentes partes del 

mundo. 

 Los ensayos clínicos, son estudios en humanos que se encuentran clasificados en fases y 

todas ellas, incluyen voluntarios sanos (HIV-negativos) (31). Brevemente, la fase I consiste en un 

pequeño número de voluntarios para testear seguridad e inocuidad utilizando por lo general  

diferentes dosis de la vacuna. Esta fase dura en general, entre 12 y 18 meses. La fase II, involucra a 

cientos de voluntarios HIV-negativos donde se testea seguridad y respuesta inmune de la vacuna 

pudiendo durar 2 años. Por último, en la fase III, participan miles de voluntarios y es donde se 

evalúa principalmente la efectividad de la vacuna en cuanto a la protección que otorga frente a la 

infección además de estudiar la respuesta inmune generada mediante diferentes ensayos. La 

duración de estos ensayos puede ser de 3 a 4 años. 

 En vacunas para HIV, hasta el momento sólo 3 candidatos alcanzaron la fase clínica III 

(Tabla 3) (30). El ensayo con mayor número de voluntarios fue el RV 144 que utilizó una estrategia 

de prime-boost (32) (Ver más adelante la sección 3.5 de Introducción). En el esquema de 

inmunización utilizado, se aplicaron cuatro dosis de inmunización con un vector viral atenuado que 

consistía en un canarypox (ALVAC-HIV) recombinante que expresa varias proteínas de HIV (Gag, 

Pro, gp-120) por un lado, y de dos dosis que contenían una mezcla de gp-120 recombinantes 

(AIDSVAX® B/E) por el otro. Hasta el día de la fecha, es el ensayo en el que se obtuvieron los 

mejores resultados, con una eficacia de 31,2% (P = 0,04). Esto significa que se redujo en un 31,2% 

la proporción de infectados en los vacunados (51 infectados de un total de 7960 personas) en 

comparación con el grupo placebo (74 infectados de 7988 personas)  (32). Si bien el porcentaje no 

es muy alentador, es el primer ensayo donde se observa algún grado de protección en humanos. En 
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base a los resultados observados, los autores del estudio sugieren la posibilidad de que los 

mecanismos inmunológicos que median la protección frente a la infección con HIV serían distintos 

de aquellos que mediarían el control de la replicación en la infección temprana. Debido al modesto 

beneficio generado por esta vacuna, se continúa realizando intensa investigación para encontrar 

correlatos de protección que ayuden a descifrar qué es lo que una vacuna debe generar en el 

sistema inmune para que sea eficaz frente a este patógeno. 

 

Ensayo Estrategia Candidato Voluntarios Lugar Fecha 

RV144 
Vector viral 

Pox- proteína 

ALVAC-HIV 
vCP1521/ AIDSVAX 

gp120 B/E 
16402 Tailandia 

Oct 2003-
Jun 2009 

VAX003 Proteína AIDSVAX B/E 2500 Tailandia 
Mar 1999-
Ago 2000 

VAX004 Proteína AIDSVAX B/B 5400 
Canadá, Países Bajos,   

Puerto Rico, EEUU 
Jun 1998- 
Oct 1999 

   

 

 En la actualidad se encuentran en curso 37 ensayos clínicos pero ninguno de ellos se 

encuentra en fase III. De ellos, 31 ensayos son de fase I/Ib, 2 corresponden a fase I/II y hay 4 en 

fase II. Estos últimos, emplean un esquema de inmunización prime-boost utilizando diferentes  

vectores (Tabla 4).  

 

 

 Entre todos los ensayos clínicos de vacunas contra HIV realizados hasta el momento, las 

estrategias más utilizadas implican la utilización de los vectores de ADN y los vectores virales 

poxvirus, habiéndose realizado 86 ensayos clínicos que utilizaron ADN como vector vacunal (solo o 

Ensayo Estrategia Vectores vacunales Voluntarios 
Lugar de 

realización 
Fecha de 

inicio 

RV 305 
Vector Viral - 
Pox / Protein 

ALVAC-HIV vCP1521 / 
AIDSVAX gp 120 B/E 

162 Tailandia Abr 2012 

TaMoVac II 
DNA / Vector 
Viral – Pox 

HIVIS-DNA / MVA-CMDR 198 
Tanzania, 

Mozambique 
Abr 2013 

Tiantan Vaccinia 
HIV Vaccine and 

DNA 

DNA / Vector 
Viral – 

Replicativo 

Chinese DNA / Tiantan 
Vaccinia 

150 China Ago 2012 

HVTN 505 
DNA / Vector 
Viral  Adeno 

VRC-HIVDNA016-00-VP / 
VRC-HIVADV014-00-VP 

2200 EEUU Jul 2009 

Tabla 3: Ensayos clínicos de vacunas contra HIV en fase III realizados. 

Tabla 4: Ensayos clínicos de vacunas HIV en fase II que se están llevando a cabo en la actualidad. 
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en combinación con otra estrategia) y 102 ensayos clínicos que utilizaron un poxvirus. Otras 

estrategias utilizadas son: Proteínas recombinantes (101 ensayos), vectores de adenovirus (49 

ensayos), de alfavirus (2 ensayos), vectores de virus replicativos (7 ensayos) y virus like particles 

(VLP) (2 ensayos). 

  

3.2. Diseño racional de vacunas para HIV 

 

 Uno de los principales obstáculos en el diseño racional de vacunas para HIV es que aún no 

están del todo definidos los correlatos inmunes de protección ni la calidad y magnitud de la 

respuesta inmune necesaria para conferir protección (33). Estas deficiencias dificultan la selección 

de una estrategia adecuada y eficaz para generar inmunidad frente al virus y por lo tanto, son muy 

diversas las estrategias que se investigan.   

 Una de las áreas de estudio, es la respuesta inmune innata la cual actúa dentro de los pocos 

minutos u horas de la entrada del patógeno al organismo. Tiene la función de reconocer al patógeno 

y de desarrollar rápidamente un mecanismo de defensa a través de diferentes tipos celulares, 

incluyendo células dendríticas, macrófagos, células epiteliales, endoteliales, natural killer (o NK), 

entre otras. Entender el impacto de la inmunidad innata en la regulación de la inmunidad adaptativa 

es muy importante para poder inducir una óptima inmunidad frente a HIV. Por otro lado, se 

encuentra el estudio de la inmunidad adaptativa. Los últimos avances en cuanto a vacunas de HIV 

estuvieron orientados en el descubrimiento de anticuerpos potencialmente protectivos, estudios de 

prueba de concepto que demostraron que células T-CD8 pueden controlar la infección de HIV, la 

identificación de correlatos de riesgo de transmisión y el mapeo de la evolución de mutantes Env en 

individuos infectados que presentan anticuerpos neutralizantes (34). 

 También hay que tener en cuenta que, en el desarrollo de vacunas frente a HIV-1 un desafío 

importante a afrontar es la variabilidad genética dentro del grupo M, responsable de la pandemia, 

que cuenta con diferentes subtipos, sub-subtipos, y CRFs (formas recombinantes circulantes) que 

generan alta diversidad viral. Para hacer frente a esta variabilidad en el desarrollo de vacunas se 
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utilizan diversas aproximaciones como la combinación de inmunógenos de diferentes subtipos (32), 

uso de secuencias consenso entre varios subtipos, o la utilización de inmunógenos mosaico, 

formados por la optimización de fragmentos de secuencias naturales (35). Otra metodología 

empleada es la utilización de antígenos de subtipos o variantes circulantes del lugar donde se 

utilizará la vacuna (32). 

 En relación a los ensayos clínicos más importantes que alcanzaron la fase III y que por lo 

tanto resultaban prometedores para la concreción de una vacuna contra HIV, los resultados 

obtenidos fueron negativos (VAX003 y VAX004) o de parcial eficacia (RV144). Cabe destacar que 

fueron diseñados para inducir respuestas humorales (VAX003 y VAX004) o para generar ambos 

tipos de respuestas, humoral y celular  (RV144) (36). En estos tres grandes ensayos, tanto la ruta 

de inoculación como la estrategia utilizada tuvieron la finalidad de generar respuestas inmunes 

adaptativas a nivel sistémico. Otra estrategia muy prometedora para prevenir o frenar la infección de 

un patógeno como HIV que se transmite por rutas de mucosas, es desarrollar vacunas capaces de 

inducir inmunidad antiviral en las superficies de mucosas que funcionan como puerta de entrada del 

virus (37). 

 

3.3. Sistema inmune de mucosas: Conceptos generales   

   

 El sistema inmune de mucosas se encuentra funcional y anatómicamente dividido en dos 

componentes principales. Por un lado se encuentran los sitios inductivos o también, denominado el 

tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, del inglés: Mucosal associated lymphoid tissue), donde 

se inicia la respuesta inmune frente al antígeno. El otro componente está representado por los sitios 

efectores que incluyen la lámina propia y tejidos glandulares, donde hay una producción de 

anticuerpos y respuesta inmune mediada por células. Debido a que los sitios inductivos se 

encuentran estrechamente relacionados con los sitios efectores se lo denomina “Sistema Inmune 

Común de Mucosas” (SICM) (38). El estudio y comprensión de los mecanismos que operan en el 

SICM ha sido muy importante para comprender la protección inmune frente a patógenos de 
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mucosas. Este sistema se basa en linfocitos T y B que una vez que se activan, migran de los sitios 

de presentación del antígeno a través del sistema linfático y sangre para selectivamente asentarse 

en tejidos linfoides en sitios distantes como por ejemplo, la mucosa gastrointestinal, respiratoria, 

genitourinaria, entre otros (39).  

 El MALT, contiene aproximadamente el 80% del total de los linfocitos presentes en el 

organismo adulto (40). Está situado a lo largo de todas las superficies de los tejidos de mucosas y 

se encuentra altamente compartimentalizado, reconociendo los siguientes sitios (Figura 5): 

 Tejido linfoide asociado al tubo digestivo (GALT) 

 Tejido linfoide asociado al tracto nasofaríngeo (NALT) 

 Tejido linfoide asociado al árbol bronquial (BALT) 

 Tejido linfoide asociado al tracto genital 

 

 También se han descripto el tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT), al conducto 

lacrimal (LDALT), a laringe (LALT) y al conducto salival (DALT) (41, 42).   

 Un ejemplo de cómo funciona el sistema inmune común de mucosas, es la estimulación de 

la respuesta inmune en el NALT. Los antígenos son tomados por el epitelio asociado al folículo en el 

NALT, donde células dendríticas presentan el antígeno a células T-CD4 y CD8 naϊve. Las células T 

se diferencian, se generan tanto células T como B de memoria, las cuales migran a los ganglios 

linfáticos y a tejidos efectores no organizados como por ejemplo, al pulmón y al tracto genital (42). 

De este modo, una inmunización intranasal, estimula la respuesta inmune, no sólo en el NALT, sino 

que además, es efectiva para inducir inmunidad sistémica, en la mucosa gástrica, y en el tracto 

respiratorio y genital.    

 Si bien, en principio, dentro de la inmunología había mucho desconocimiento sobre el 

sistema inmune en las mucosas, se le está dando cada vez más importancia debido a que muchas 

infecciones ocurren por esta vía y por lo tanto, su estudio sería fundamental para poder generar 

protección frente a estas infecciones mediante la inducción de inmunidad específica en los sitios de 

entrada del patógeno. 
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3.3.1. Inmunidad de mucosas contra HIV 

 

 La transmisión natural de HIV ocurre predominantemente a través de las superficies de 

mucosas, la cual representa la primera barrera de defensa del hospedador para combatir la 

infección causada ya sea por virus libre o por células infectadas. Una vez cruzada esta barrera, una 

pequeña población fundadora de células infectadas es establecida rápidamente (22). Luego, ocurre 

una expansión viral local durante la primera semana, se establece la infección en los órganos 

linfoides secundarios y más tarde, la infección se propaga sistémicamente. Por lo tanto, una gran 

Figura 5: Rutas de inmunización de mucosas y compartimentalización de las funciones efectoras 
(42).  

Las diferentes rutas de inmunización de mucosas se indican con flechas, dentro de los recuadros. Se 
identifican además los sub-compartimientos del MALT. En el cuadro superior izquierdo, se mencionan las 
diferentes rutas de inmunización y los sitios de mucosas en los que se detecta inmunidad específica.    
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oportunidad para prevenir la infección por HIV es desarrollar estrategias dirigidas a la pequeña 

población fundadora infectiva en la mucosa, relativamente homogénea genéticamente, en la primera 

semana de infección (37, 43). 

 Las mucosas que juegan un papel fundamental en la infección por HIV son las del tracto 

gastrointestinal y genital. Diversas evidencias, tanto en el modelo de inmunodeficiencia de simio 

como en pacientes infectados con HIV, indican que el virus produce la depleción de los linfocitos T-

CD4 de los tejidos linfoides asociados a mucosas y establece reservorios virales en los mismos 

durante la infección primaria (27, 44, 45). Otros estudios donde analizan el mecanismo implicado 

indican que la destrucción celular se produciría por la infección directa de los linfocitos T-CD4 de 

memoria predominantemente de las superficies de mucosas y su posterior lisis inducida 

directamente por el virus o por linfocitos T citotóxicos específicos (46). Esto demuestra la 

importancia de los tejidos de mucosas en la infección, y más aún, la presencia de inmunidad 

específica en estos sitios se correlaciona con protección frente a HIV, lo cual es evidenciado en 

varias cohortes de personas expuestas seronegativas por la presencia de IgA específica (47-50), y 

también por células T específicas en la mucosa cervical (51). Por otro lado, en un estudio realizado 

con un grupo de 113 trabajadoras sexuales de Kenia de alto riesgo (52), el análisis estadístico 

reveló que la presencia de IgA neutralizante en mucosa genital, así como la proliferación sistémica 

HIV-específica en PBMCs circulantes en el momento del reclutamiento se correlacionaba con el 

hecho posterior de no contraer la infección. Todos estos antecedentes demuestran la importancia en 

el desarrollo de estrategias de vacunación capaces de inducir inmunidad local frente al HIV que 

controlaría la replicación del virus en las mucosas, frenándolo en las primeras etapas de la infección 

e inhibiendo su posterior diseminación sistémica. Esta hipótesis quedó demostrada en un estudio en 

el que la presencia de linfocitos T-CD8 específicos en el tracto genital de macacos se 

correlacionaba con la protección frente al desafío intravaginal con un virus de la Inmunodeficiencia 

de Simio (SIV) patogénico (53). 
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3.4.  La importancia de inducir una respuesta celular T-CD8 para vacunas contra HIV  

 

 Debido a la dificultad de generar anticuerpos neutralizantes con reactividad cruzada frente a 

la gran variedad de envolturas de HIV y tras el fracaso de los dos primeros grandes ensayos en fase 

III (VAX003 y VAX004) el foco en cuanto a vacunas, se centró en el desarrollo de esquemas de 

inmunización capaces de generar una respuesta celular T citotóxica fuerte y amplia. La habilidad de 

los linfocitos T-CD8 de controlar la replicación viral está sustentada por diversos estudios realizados 

tanto en el modelo de SIV en primates (54, 55) como por los estudios en humanos (56-59) que 

presentan control de la infección.  

 Gran parte de los ensayos clínicos actuales utilizan la inmunización secuencial de vacunas 

basadas en diferentes vectores (principalmente vectores de ADN y vectores virales atenuados), ya 

que se la considera actualmente como la estrategia más eficaz para generar respuestas inmunes 

celulares potentes y de gran avidez (60-63). Sin embargo, una pregunta clave por responder es si 

las características de la respuesta celular inducida (tales como el tiempo y cinética, magnitud y 

calidad) en los individuos vacunados será suficiente para tener un impacto en la replicación inicial 

del virus en mucosas y en los subsecuentes niveles de carga viral en la periferia (64). 

 

3.5. Esquema de inmunización “Prime-boost”: Sistema de administración del antígeno  

 

 Debido a que las vacunas tradicionales no han sido capaces de contener infecciones tales 

como Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium falciparum o HIV, que resisten la inmunidad 

humoral (62), se han investigado nuevas estrategias con el fin de generar una respuesta inmune 

celular. Ente ellas, se han estudiado diferentes sistemas de administración del antígeno, incluyendo 

vacunas de ADN, vectores virales y bacterianos recombinantes, formulaciones de proteínas unidas 

a adyuvantes y partículas “virus like” recombinantes.  

 A mediados de los 90, las vacunas de ADN parecían prometedoras como vacunas 

preventivas y terapéuticas frente a diferentes enfermedades ocasionadas por patógenos 
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intracelulares incluyendo HIV (65). En paralelo, se comenzaron a estudiar vectores virales 

recombinantes para ser usados como vectores vacunales, como aquellos basados en poxvirus y 

adenovirus. Sin embargo tras los primeros estudios se observó que estos vectores tampoco 

producían los niveles de respuesta celular T-CD8 requeridos para generar protección contra 

infecciones, incluso cuando se utilizaba más de una dosis del vector, estrategia denominada “boost 

homólogo” (65). Esto se debe a que este tipo de inmunizaciones repetidas en las que se emplea el 

mismo tipo de vector, genera un incremento de los anticuerpos y células T específicas no sólo frente 

al antígeno si no además, frente al vector, lo cual no permite una eficiente expresión y presentación 

de los antígenos recombinantes en las subsiguientes inmunizaciones. De este modo, no se genera 

un incremento de la respuesta inmune celular ni tampoco la humoral frente a los antígenos 

recombinantes que deben expresarse correctamente tras la inmunización (66). 

 Para mejorar la eficacia de los vectores basados tanto en ADN como en los virus 

recombinantes, se combinaron ambas estrategias, lo cual se denominó “prime-boost” en inglés, y se 

refiere a la inmunización por aplicación de dosis seriadas y heterólogas (combinación de diferentes 

vectores de inmunización). Un primer reporte importante que funcionó como prueba de concepto de 

la inmunización prime-boost heteróloga fue la obtención de protección en ratones frente a un 

desafío con Plasmodium Yoelii la cual fue mediada por células T-CD8. Estos ratones habían sido 

previamente inmunizados con un prime de virus influenza recombinante seguido de un boost con 

virus Vaccinia. Esta secuencia de inmunización fue crucial, ya que en el orden opuesto no inducía 

protección (67). Luego, múltiples ensayos experimentales en diversos modelos animales también 

han demostrado la eficacia de este tipo de estrategia para generar respuestas celulares específicas 

no sólo de gran magnitud sino también de una calidad superior, reportando un incremento en la 

inducción de células T-CD4 y CD8 en diferentes modelos, incluyendo tuberculosis (68), HIV (69), 

virus del papiloma humano (HPV) (70) y el virus del Ébola (71). La eficacia de esta estrategia de 

inmunización se basa en que la dosis del prime genera células T de memoria frente al antígeno 

específico que son luego amplificadas con el boost aplicado desde otro vector vacunal. De este 
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modo, se evita la respuesta celular inmune dirigida contra el vector vacunal utilizado en la primer 

inmunización y así se optimiza la amplificación de la respuesta. 

  

3.5.1. Vectores de ADN 

 

 Una de las estrategias muy utilizadas en ensayos de vacunas, es el uso de ADN 

recombinante que consiste en la introducción en un tejido apropiado de ADN que expresa un 

antígeno específico frente al cual el sistema inmune genera una respuesta. Las ventajas de este tipo 

de vectores vacunales frente a las vacunas tradicionales, se mencionan a continuación (72): 

 Son baratas, fácil de desarrollar y producir 

 Son seguras (sin riesgo de infección), estables y fácil de manipular 

 Respuesta inmune enfocada en el antígeno de interés 

 Inducción de respuesta inmune humoral y celular 

 La expresión in vivo permite que la proteína resultante se ensamble en su estructura 

normal (o aproximada) con las modificaciones post-traduccionales correspondientes 

 Una combinación de plásmidos podría ser usado como vacuna de amplio espectro. 

 

 Por otro lado, entre las desventajas, podemos mencionar: 

 Limitado a inmunógenos proteicos. 

 Inducción de anticuerpos frente al ADN. 

 Podría haber inducción de tolerancia inmunológica.  

 Vacunas de ADN podrían tener baja inmunogenicidad 

 Riesgo de integración al ADN genómico 

 

 El vector de ADN puede ser empleado, no sólo como vector vacunal para generar una 

respuesta inmune específica frente a un antígeno en particular, sino que además, puede ser 

utilizado para expresar moléculas capaces de modular la respuesta inmune, cumpliendo la función 
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de adyuvante. Por ejemplo, los vectores de ADN recombinante que expresan citoquinas (73) (IL-12, 

IL-15, GM-CSF, IL-18), quemoquinas (CCL19, CCL28) (74), o determinadas proteínas bacterianas, 

o virales, con conocida función adyuvante. 

  

3.5.2. Vectores poxvirus 

 

 El miembro prototipo de la familia Poxviridae es el virus Vaccinia, el cual fue utilizado como 

vacuna a virus vivo para erradicar la viruela humana (smallpox). Este virus, ha sido muy estudiado 

como posible vector vacunal debido a las propiedades que posee (66), las cuales se mencionan a 

continuación:  

 Amplio rango de huésped 

 Facilidad para generar virus recombinantes que expresan una amplia variedad de 

antígenos foráneos (permite la inserción de grandes fragmentos de ADN) 

 Altos niveles de expresión de proteínas a partir del virus recombinante 

 Confiere protección a animales inmunizados con el virus recombinante 

 

 El genoma de los poxvirus está compuesto por ADN doble cadena con una longitud de 130 a 

300 kb. El ciclo de replicación inicia con la unión del virus a glicosaminoglicanos presentes en la 

superficie de la célula para luego fusionarse con la membrana (Figura 6) (75). Existen dos tipos de 

partículas capaces de infectar una célula: virus maduro intracelular (IMV, intracellular mature virus) y 

virus extracelular envuelto (EEV, extracellular enveloped virus). La diferencia entre ambas radica en 

el número de membranas que la envuelven y las glicoproteínas presentes en ellas, generando que 

utilicen distintos mecanismos para entrar a la célula (75). Luego de la fusión a la membrana celular, 

ingresa el core viral al citoplasma manteniendo la integridad de la estructura. La ARN polimerasa y 

factores de transcripción del virus permiten la expresión de genes tempranos dentro del core viral. A 

continuación, mediante un mecanismo poco conocido, el genoma se desnuda, se libera al 

citoplasma y funciona como templado para la replicación del ADN y subsecuente expresión de 
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genes intermedios y tardíos. A medida que se obtiene el producto de los genes tardíos, las 

partículas virales se van ensamblando, en principio como IMV pero luego son envueltos con 

membrana derivada del aparato de Golgi para formar virus intracelular envuelto (IEV, intracellular 

enveloped virus). Esta última partícula pierde una membrana al fusionarse con la membrana celular 

y forma el virus asociado a la membrana celular (CEV, cell-associated enveloped virus), el cual se 

disemina a células vecinas o se libera como EEV. Las IMV son liberadas al ambiente extracelular 

cuando la célula se lisa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Ciclo de replicación del virus Vaccinia (75). 

IMV: Virus maduro intracelular, EEV: Virus extracelular envuelto, IEV: Virus intracelular envuelto, GAGs: 
Glicosaminoglicanos 
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 Los poxvirus son capaces de modificar tanto el entorno intracelular como el extracelular de la 

célula infectada debido a la expresión de ciertas proteínas virales que modulan una amplia gama de 

respuestas de defensa antiviral. Algunas de las respuestas del huésped en las que el virus 

interviene modificándolas son: la apoptosis, la inducción de la respuesta a interferón, el estrés 

inducido por cascadas de señalización, la presentación de antígeno por el complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) y la modulación de factores proinflamatorios en respuesta a la infección 

(75). 

 

3.5.2.1. MVA (Virus Vaccinia Ankara Modificado)  

 

 El virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) es una cepa atenuada del virus Vaccinia, que se 

aisló luego de 570 pasajes de la cepa CVA (Chorioallantois vaccinia virus Ankara) por fibroblastos 

de embrión de pollo (FEPs) perdiendo una gran cantidad de ADN de su genoma. El análisis de la 

secuencia completa del genoma de MVA reveló que posee grandes deleciones (aproximadamente 

30 kb), que incluyen varios genes relacionados con la virulencia y el rango de huésped (76). 

Además de la pérdida de estos genes de Vaccinia con funciones inmunomoduladoras, MVA perdió 

la capacidad de replicar productivamente en la mayoría de las células de mamífero sin comprometer 

la síntesis de proteína viral (66). Estas propiedades permiten que MVA sea más seguro que el virus 

Vaccinia como vector vacunal ya que el virus no puede diseminarse por el organismo y además, 

puede expresar genes foráneos que van a ser mejor reconocidos por el sistema inmune debido a la 

pérdida de los genes que le permiten evadirlo. Un importante antecedente de este virus, es que fue 

administrado como vacuna para la viruela sin mostrar complicaciones a más de 120.000 individuos, 

incluyendo a personas consideradas de riesgo a la vacuna de la viruela convencional (77).  

 El MVA se transforma de este modo, en un potencial vector vacunal que es ampliamente 

utilizado tanto en ensayos preclínicos como clínicos ya que estimula la respuesta inmune celular, 

necesaria para generar vacunas frente a patógenos donde la respuesta inmune humoral no es 

suficiente para generar protección (78, 79). 
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3.5.3. Estrategia prime-boost por ruta de mucosas  

 

 Debido a la necesidad de desarrollar vacunas de mucosas óptimas para diversos patógenos 

que ingresan al organismo por esta vía y en donde la generación de inmunidad celular T es muy 

importante para evitar la infección, una estrategia para combinar ambas características es el uso de 

inmunizaciones prime-boost por vía de mucosas. En cuanto al estudio en HIV, en algunos trabajos 

se combinaron cada uno de los vectores por rutas diferentes, como por ejemplo, inmunización 

intranasal/intramuscular (80, 81), generando altos niveles de respuestas inmunes tanto sistémica 

como en mucosas. Sin embargo, se ha visto que la inmunización por vía de mucosas 

(intranasal/intranasal) también puede generar ambos tipos de respuesta (82). Un antecedente 

importante, fue un trabajo realizado por la directora del presente trabajo de tesis, donde se utilizó 

una estrategia ADN-prime/MVA-boost por ruta intranasal junto con la toxina colérica (CT) como 

adyuvante (ver sección 3.7 de Introducción). El resultado obtenido fue la inducción de una potente 

respuesta inmune celular específica para el antígeno Env de HIV, tanto en el bazo como en el sitio 

efector del tracto genital y en ganglios linfáticos drenantes de la mucosa genito-rectal. Además, 

generó anticuerpos específicos en mucosa de tracto genital (39). Así mismo, en otro trabajo de los 

mismos autores se utilizó el mismo MVA recombinante en combinación con un vector de influenza 

atenuado (Flu-prime/MVA-boost) también por ruta intranasal (intranasal/intranasal), resultando 

efectiva la estrategia en la inducción de respuesta específica sistémica y en ganglios drenantes de 

mucosa genito-rectal (83). Esto demuestra que la inmunización ADN/MVA por ruta intranasal podría 

ser una estrategia adecuada para generar inmunidad frente a HIV. 

 

3.6. Selección de antígenos y rutas de inoculación 

 

 Para generar respuestas inmunes tanto celulares como humorales de gran amplitud, 

magnitud, calidad y suficiente durabilidad en estrategias de inmunización contra HIV, es necesario 

estudiar diferentes estrategias de inmunización, seleccionando el antígeno y la ruta de inoculación. 
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 En el momento de seleccionar el antígeno frente al cual se va a inducir la respuesta inmune, 

hay que tener en cuenta diversos factores, como por ejemplo: la antigenicidad, inmunogenicidad, 

función, variabilidad genética, nivel y tiempo de expresión viral. El virus del HIV, posee diversas 

proteínas con diferentes funciones que podrían ser utilizadas como antígeno de una vacuna: las 

estructurales, las que poseen función enzimática y las accesorias. Una de las estrategias utilizadas, 

es inducir una respuesta inmune dirigida a la glicoproteína de envoltura de HIV (Env). Esta proteína 

es estructural, y se encuentra inserta en la envoltura del virus teniendo como función principal, servir 

de receptor para unirse al CD4 de linfocitos T y así poder infectar a la célula. La generación de 

inmunidad frente a Env posee la ventaja de que, al encontrarse expuesta en la superficie viral, el 

sistema inmune puede reaccionar frente al virus apenas ingresa al organismo, lo cual evitaría que el 

virus pueda interaccionar con las células para infectarlas. Además, se sabe que esta proteína posee 

epítopes que son altamente inmunogénicos. Una de las desventajas de Env, en cambio, es que las 

regiones conservadas se encuentran altamente glicosiladas, y por lo tanto, el reconocimiento 

antigénico es menos eficiente y además, las zonas expuestas son muy variables (84). Estas 

dificultades son muy importantes en el intento por desarrollar una vacuna capaz de generar 

anticuerpos neutralizantes, y es por eso también, que se busca generar inmunidad celular y no 

humoral. 

 Cabe destacar que la mayoría de los estudios clínicos que se están llevando a cabo 

actualmente, utilizan como antígeno a Env sólo o en combinación con otros antígenos de HIV para 

poder obtener una respuesta más amplia. 

 En cuanto a la ruta de inoculación, casi todos los ensayos clínicos que se han realizado para 

vacunas de HIV, han sido por ruta sistémica y se han centrado en el estudio de la respuesta inmune 

sistémica. Sin embargo, para obtener respuestas inmunes significativas en mucosas, por lo general 

se requiere la inmunización local de las mismas (85). Llamativamente, estudios comparativos entre 

rutas de inoculación sistémicas y de mucosas realizados en macacos mostraron que la vacuna al 

ser administrada en sitios inductores de mucosas resultaba mucho más efectiva para generar 

respuestas celulares protectivas de alta avidez en comparación con la misma vacuna administrada 
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por ruta sistémica (86, 87). De todas las rutas de inoculación que se han ensayado con antígenos 

de HIV en forma experimental: oral, rectal, intravaginal, intranasal, etc, una de las más adecuadas y 

prometedoras es la intranasal. Esta ruta funciona como un buen sitio inductor para generar 

respuestas en la mucosa del tracto genital femenino (entre otras mucosas) debido a la particularidad 

del sistema común de mucosas (88), por lo que en ensayos clínicos para HIV, la están utilizando 

(89-91) (Ver figura 5). Cabe destacar, que se encuentran actualmente aprobadas dos vacunas 

comerciales para uso humano de administración intranasal (FluMist y NASOVAC), ambas para 

influenza. Otras vacunas aprobadas por ruta de mucosas, corresponden a aquellas de aplicación 

oral (42).  

 

3.7. Aplicación de adyuvantes de mucosas 

  

  La respuesta inmune innata y adaptativa se encuentran relacionadas entre sí de manera que 

señales de la inmunidad innata modulan la calidad de la respuesta específica inducida. Justamente, 

una forma de modificar la respuesta adaptativa es mediante el uso de moléculas adyuvantes. 

 La eficacia de una vacuna al ser administrada por ruta de mucosas puede ser incrementada 

agregando adyuvantes de mucosas como aquellos basados en toxinas o en citoquinas, las cuales 

activan células del sistema inmune innato y adquirido. Uno de los adyuvantes de mucosas más 

estudiado (en forma experimental) hasta el momento es la toxina colérica (CT, cholera toxin) (92) 

(ver sección 3.7.2 de Introducción). Sin embargo, la CT no se encuentra aprobada para uso humano 

por lo que se están buscando actualmente moléculas capaces de reemplazarla (93). El estudio de las 

citoquinas y señales co-estimulatorias que influencian los programas de transcripción y que regulan 

la diferenciación celular T de memoria, va a ser crucial para poder manipular las respuestas 

generadas por vacunación (94). De hecho, hasta ahora las estrategias utilizadas respecto a la 

inclusión de diferentes citoquinas, quimioquinas y moléculas inmunomodulatorias para potenciar 

respuestas de memoria han sido en su mayoría empíricas.  
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 En cuanto al uso de adyuvantes con antígenos de HIV, se han reportado resultados positivos 

administrando citoquinas (como GM-CSF, IL-12, IL-2, IL-18) junto con antígenos por ruta de mucosas 

y evaluando la respuesta en sitios de mucosas distantes (95, 96).  

  

3.7.1. Interleuquina 12  

 

La interleuquina 12 (IL-12) es una citoquina producida principalmente por monocitos, 

macrófagos, células dendríticas y células B. Está compuesta de dos subunidades, p35 y p40, unidas 

covalentemente. Entre las funciones principales de IL-12, se encuentran la inducción de la 

producción de IFN-Ȗ por parte de las células natural killer (NK) y células T, y la diferenciación de 

células T naϊve en Th1. También se ha visto que favorece las respuestas CTL, sugiriendo un rol 

clave para IL-12 en el desarrollo de inmunidad mediada por células (97).  

Existen muchos antecedentes que demuestran los beneficios de IL-12 para ser utilizado en 

inmunoterapias contra el cáncer y además, como adyuvantes de vacunas tanto contra el cáncer (98) 

así como también para enfermedades infecciosas, entre las cuales se incluye HIV (99). Esta 

citoquina ha sido administrada en ensayos clínicos en forma de proteína recombinante (100), o a 

través de un vector de ADN (99, 101). La rutas de inmunización utilizadas para este adyuvante es 

por vía intravenosa y subcutánea. En relación al uso de IL-12 como adyuvante de mucosas, ha sido 

utilizado en numerosos estudios, y más específicamente su administración por ruta intranasal ha 

dado buenos resultados para diferentes infecciones en ratones (102-104). En humanos, en cambio, 

no hay reportes de su uso por ruta intranasal. 

 

3.7.2. Subunidad B de la toxina colérica 

 

 La toxina colérica (CT del inglés) es una enterotoxina de Vibrio Cholerae que está 

compuesta de una subunidad A (CTA) enzimáticamente activa, con actividad ADP-

ribosiltransferasa, la cual es responsable de su efecto tóxico, y un pentámero de subunidades B 
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(CTB), que es necesaria para la endocitosis de CTA luego de la unión al receptor gangliósido GM1. 

La CT es capaz de activar células dendríticas debido al incremento de los niveles de AMPc celular, 

induciendo su maduración fenotípica y funcional (105). 

 La CT ha sido ampliamente utilizada como adyuvante oral experimental debido a su 

capacidad para incrementar la respuesta inmune de vacunas para infecciones entéricas, pero 

también para infecciones respiratorias y del tracto urogenital. Sin embargo, CT es tóxica y puede ser 

acumulada en el nervio y bulbo olfatorio cuando es administrada por ruta intranasal, un mecanismo 

que es dependiente de la unión con el receptor de GM1 (presente en todas las células nucleadas de 

mamífero) (105). Debido a ello, se comenzó a utilizar otra alternativa, que fue la de utilizar sólo CTB 

como adyuvante de mucosas. Si bien, su actividad adyuvante es limitada ya que en ausencia de la 

subunidad A pierde su actividad ADP-ribosiltransferasa, numerosos estudios han demostrado su 

actividad adyuvante en vacunas de mucosas. Debido a los buenos resultados en estudios 

preclínicos, se realizaron también ensayos clínicos, que dieron como resultado una vacuna oral 

llamada Dukoral, que se utiliza en Suecia desde 1991 (y en toda la Unión Europea desde el 2004) 

(106). La vacuna es de administración oral, la cual contiene bacterias inactivadas de V. cholerae de 

diferentes cepas con el agregado de CTB recombinante como adyuvante. Fueron 3 los ensayos 

clínicos que avalaron los beneficios de CTB. El primero de ellos, contó con más de 63.000 personas 

en Bangladesh y comparó Dukoral con la misma vacuna en ausencia de CTB, donde se observó 

mayor grado de protección en presencia del adyuvante (107). 
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OBJETIVO GENERAL  

 

En base a lo expuesto en los antecedentes la HIPÓTESIS GENERAL del presente trabajo 

de tesis se basa en considerar que el desarrollo de estrategias de inmunización que induzcan 

respuestas inmunes específicas, tanto en mucosas como a nivel sistémico, contra patógenos que se 

transmiten por vía de mucosas como HIV, son aspectos fundamentales a investigar en el desarrollo 

de vacunas. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo de tesis doctoral fue: 

 

Desarrollar esquemas de inmunización eficientes en la generación de inmunidad de mucosas 

y a nivel sistémico, mediante el empleo de vectores génicos (ADN) y vectores virales atenuados 

(MVA) que expresan la glicoproteína de envoltura de HIV del subtipo B (EnvB) (ADN-EnvB-

prime/MVA-EnvB-boost) aplicados en un esquema de inmunización intranasal. 

 

Para poder cumplir el objetivo general planteado y en base a lo descripto en los 

antecedentes, se propuso analizar la interacción de la citoquina IL-12 expresada a partir de un 

vector de ADN (ADN-IL-12) con la subunidad B de la toxina colérica (CTB), cuando son aplicadas en 

un esquema de inmunización por ruta intranasal ADN-prime/MVA-boost, donde ambos vectores 

vacunales expresan la glicoproteína de envoltura de HIV del subtipo B (EnvB), estudiando la 

modulación de la respuesta inmune HIV-específica sistémica y en mucosas.  

 

       Los objetivos específicos fueron los siguientes: 

 

 Corroborar la correcta expresión de las proteínas a partir de los vectores de ADN y MVA 

(ADN-EnvB, ADN-IL-12 y MVA-EnvB). 

 Analizar el efecto de ADN-IL-12 en diferentes dosis aplicado sólo durante el prime, en forma 

individual o en combinación con CTB, en este caso administrado tanto en el prime como en 

el boost para potenciar la respuesta inmune celular y humoral en mucosas y sistémica frente 

a la proteína EnvB de HIV.  
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Una vez identificado el esquema de inmunización que generó la mejor respuesta inmune, los 

objetivos específicos fueron: 

 

 Caracterizar in vitro la funcionalidad/calidad de la respuesta celular T inducida a nivel 

sistémico y en mucosas.  

 Analizar la respuesta celular inmune en fase de memoria y caracterizar las distintas sub-

poblaciones T-CD8 específicas. 

 Evaluar in vivo la calidad de la respuesta celular T inducida. 
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1. Reactivos Biológicos  

1.1. Líneas celulares 

 

Las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron: BHK-21, 293T y 3T3.  Las células 

BHK-21 (ATCC Cat No CCL-10) son fibroblastos de riñón de hámster (Mesocricetus auratus). Las 

células 293T (ATCC Cat No CRL-3216) derivan de riñón de feto humano con morfología epitelial y 

se caracterizan por presentar una alta eficiencia de transfección. Las células 3T3 (ATCC Cat No CL-

173) derivan de fibroblastos de embrión de ratón (Mus musculus). Todas las líneas celulares 

utilizadas son adherentes, y fueron mantenidas a 37 °C en una atmósfera húmeda con 5% de CO2 

en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco BRL, USA) suplementado con 2 mM de L-

glutamina (Gibco BRL), 100 U/ml de penicilina (Gibco BRL) y 0,1 mg/ml estreptomicina (Gibco BRL) 

y 10% de suero fetal bovino (SFB, Natocor) (DMEMc 10%). Para su mantenimiento, se realizaron 

pasajes en medio de cultivo. 

 

1.2. Virus 

 

El virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) recombinante que codifica la proteína gp-160 

completa de HIV-1 IIIB (MVA-EnvB) utilizado en este estudio fue previamente descripto (108) y 

gentilmente cedido por el Dr. Mariano Esteban (Madrid, España). 

 

1.3. Vectores de ADN 

 

Se utilizaron dos plásmidos como vectores de expresión eucariota. El plásmido de ADN 

(pCR3) que expresa la proteína gp-120 modificada para el uso optimizado de codones (syngp120 

mn V3 LAI) de HIV-1 (ADN-EnvB) descripto previamente (109) y cedido gentilmente por Jürgen 

Haas (Munich, Alemania). El vector ADN (PI19) conteniendo la secuencia codificante para 

interleuquina 12 (IL-12) murina (genes p35 y p40, ADN-IL-12) (110, 111) fue amablemente provisto 
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por el Dr. Mariano Esteban (Madrid, España). Los esquemas de los plásmidos son descriptos en la 

figura 8 (Resultados, Parte I). 

 

2. Preparación de los stocks de vectores 

2.1. Vectores ADN 

2.1.1. Obtención de ADN plasmídico  

 

Bacterias DH5-α transformadas con ADN plasmídico fueron conservadas en 15% glicerol a 

un temperatura de -80 ºC. Se realizaron estrías en placas de Petri con agar-LB + ampilicina (0,1 

mg/ml) y se dejó toda la noche a 37 ºC para la obtención de colonias individuales. A partir de una de 

ellas, se realizó un cultivo líquido de LB + ampicilina de 5 ml y se crecieron a 37 ºC durante toda la 

noche en agitación. A partir de este cultivo, se generó otro de mayor volumen para realizar la 

extracción del plásmido.    

Los plásmidos fueron purificados mediante el kit de purificación Maxi-prep libre de 

endotoxinas (NucleoBond Xtra Maxi Plus EF, Macherey-Nalgen, Alemania) utilizando material libre 

de pirógenos. El ADN fue resuspendido en una solución salina de TE (5 µg/µl aproxidamente), libre 

de endotoxinas y luego se cuantificó por espectrometría (BIORAD) midiendo la absorbancia a 260 

nm. Luego de cada purificación se corroboró la identidad y calidad del producto obtenido por 

digestión del ADN con las enzimas de restricción apropiadas (Hind III + Not I para ADN-EnvB y Eco 

RI + BamHI para ADN-IL-12) y posterior visualización del patrón de corte mediante la corrida 

electroforética en un gel de agarosa. 

 

2.1.2. Transfección de células con ADN plasmídico 

 

Células 293T y 3T3 crecidas en placas de 6 pocillos hasta un 80-90% de confluencia fueron 

transfectadas con 10 µl de lipofectamina (Lipofectamine 2000, Invitrogen) en 250 µl de medio 

Optimem (Gibco) utilizando 5 μg de ADN plasmídico durante 5 h a 37 ºC en una atmósfera húmeda 
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con 5% de CO2. Luego, se retiró el medio de transfección y se agregó 2 ml de DMEM con 2% SFB 

en cada pocillo. Tras luego de 48 h, en el caso de ADN-IL-12, se recogió el sobrenadante del 

cultivo, el cual se centrifugó para retirar los restos celulares, y se guardó a -80 ºC. En cambio, para 

ADN-EnvB, se obtuvieron las células que fueron centrifugadas y guardadas en seco a -20 ºC.  

 

2.1.3. Control de expresión a partir de los vectores ADN 

2.1.3.1. Interleuquina IL-12 murina 

 

Para corroborar la correcta expresión de la citoquina IL-12 murina se utilizó un kit comercial 

(OptEIA, BD PharMingen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se cuantificó la concentración 

de IL-12 en sobrenadante de cultivos de células 293T y 3T3 previamente transfectadas con el vector 

ADN-IL-12.  

 

2.1.3.2. Proteína gp-120 de HIV 

 

Para corroborar la correcta expresión de gp-120 a partir del vector ADN-EnvB, células 293T 

fueron transfectadas como previamente descripto y luego se realizó un Western Blot (ver sección 

4.1 de Materiales y Métodos).  

 

2.2. Virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) 

2.2.1. Infección de células  

 

Células BHK-21 crecidas y adheridas en placa con 90% de confluencia, fueron infectadas 

con MVA-EnvB diluido en DMEM sin suero e incubadas durante una hora a 37 °C en una atmósfera 

húmeda con 5% de CO2 para permitir la adsorción del virus. Luego se retiró el inóculo viral y 

posteriormente, se agregó DMEM con 2% de SFB y se dejó durante 48 h para luego recoger las 

células infectadas en el caso de la generación de un stock viral o fijar las células en la placa en el 

caso de realizar la titulación por inmunotinción. 
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2.2.2. Generación de stock viral 

 

El virus MVA-EnvB se creció a gran escala infectando células BHK-21 en 25 placas de 150 

mm de diámetro a baja MOI (multiplicidad de infección) de aproximadamente 0,1 según lo descripto 

en el punto anterior (ver sección 2.2.1 de Materiales y Métodos). Se recogieron las células 

infectadas luego de 48 h cuando se evidenció un efecto citopático casi completo y se 

resuspendieron en 9 ml de buffer Tris, (pH 9, 10 mM) para luego guardarlos a -80 ºC hasta su 

posterior purificación.  

 

2.2.3. Purificación del stock viral para inmunizar  

 

El virus fue liberado de las células BHK-21 por sonicación. Para ello, las células mantenidas 

en hielo sufrieron un primer ciclo de sonicación que consistió en 3 pulsos de 10 s de sonicación y 10 

s de descanso. Luego, se centrifugó a 1500 rpm, a 4 ºC durante 15 minutos y se recogió el 

sobrenadante. Al pellet, se agregó 4 ml de buffer Tris, (pH 9, 10 mM) para realizar 2 ciclos más de 

sonicación. Una vez terminados los 3 ciclos y juntados todos los sobrenadantes, se sembró en 

tubos de ultracentrífuga un colchón con 10 ml de sacarosa 45% y se agregó 3,5 ml del 

sobrenadante. Luego de sellar los tubos, se procedió a ultracentrifugar a 30.000 rpm, a 4 ºC durante 

1 h. Finalizado esto, se retiró la sacarosa, y el pellet se resuspendió en 2 ml de buffer Tris (pH 9, 10 

mM) para luego alicuotar y guardar a -80 ºC. 

 

2.2.4. Titulación por inmunotinción. 

 

La titulación del stock viral se realizó por inmunotinción (112). Para esto, células BHK-21 

fueron infectadas como se describió anteriormente (ver sección 2.2.1 de Materiales y Métodos) en 

placas de 6 pocillos, con diferentes diluciones, seriadas al décimo. A las 48 h se lavaron y fijaron 

con metanol-acetona (1:1). Luego de un lavado con PBS se incubó con un anticuerpo policlonal anti-

virus Vaccinia hecho en conejo (USBiological) a una dilución 1:1000 en PBS 3% SFB (1,5 h a 
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temperatura ambiente). Luego de 3 lavados con PBS, se incubó con un anticuerpo secundario anti-

conejo conjugado a peroxidasa hecho en cabra (Sigma-Aldrich) a una dilución 1:1000 en PBS 3% 

SFB, 1,5 h a temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS se revelaron los puntos con una 

solución 0,85 μg/ml de tetrahidrocloruro de 3,3′-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) conteniendo 

0,03% de H2O2 y 0,03% sulfato de níquel (3%). Los focos de infección se evidenciaron por un 

precipitado color negro sobre la monocapa celular. 

Se contaron las unidades infecciosas por pocillo que equivalen a las unidades formadoras de 

placas (UFP) y se calculó la cantidad por ml. El cálculo del título se realizó con la siguiente fórmula:  

 

UFP/ml =                                                x factor de dilución 

                                                                                   

Siendo el volumen de infección 0,4 ml y el factor de dilución (10, 100,1000…) según la dilución en la 

cual se contaron las placas. 

 

2.2.5. Control de expresión de la proteína recombinante a partir de MVA-EnvB 

 

Células BHK-21 infectadas con MVA-EnvB en una placa p60 (ver sección 2.2.1 de Materiales 

y Métodos) fueron recogidas a las 48 h para verificar la expresión de gp-160 mediante la técnica de 

Western Blot (ver sección 4.1 de Materiales y Métodos).  

 

3. Inmunizaciones y manejo de animales 

3.1. Ratones y manejo de animales 

 

Ratones hembras BALB/c (H-2d), libres de patógenos específicos (SPF) de 6 a 8 semanas 

de edad fueron provistos por la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de La Plata, 

Buenos Aires. Los animales, fueron mantenidos en el bioterio del departamento de Microbiología de 

la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. Todos los experimentos fueron llevados 

Número de placas de lisis   

Volumen de infección 
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a cabo siguiendo las normas de buenas prácticas del manejo de animales de laboratorio del Instituto 

de Investigaciones de Animales de Laboratorio, Consejo Nacional de Investigaciones de Estados 

Unidos (Institute of Laboratory Animal Research, Commission on Life Sciences, National Research 

Council). El protocolo fue aprobado por el comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de 

la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires (Número de permiso: 508/2009). 

 

3.2. Inmunización intranasal  

 

Los vectores vacunales junto con los adyuvantes, fueron diluidos en PBS estéril de manera 

que cada dosis tenga un volumen final de 20 µl. Los ratones fueron pesados previamente a la 

inyección de la anestesia por ruta intraperitonal que consistió en una mezcla de xilacina/ketamina 

(100 mg de ketamina y 10 mg de xilacina/kg ratón). Una vez anestesiados, se ubicaron a los ratones 

boca arriba y se procedió a inmunizarlos por ruta intranasal. Para ello, se utilizó una pipeta y se les 

aplicó gota a gota 20 µl de la dosis vacunal a cada uno (10 ul por cada nostril). 

 

3.3. Esquema de Inmunización  

 

Todos los grupos de ratones fueron inmunizados con una primera dosis (prime) de 50 µg de 

ADN-EnvB y 14 días más tarde se administró una dosis de refuerzo (boost) con 107 UFP de MVA-

EnvB por ratón. La dosis y combinación de adyuvantes aplicados en el prime y/o en el boost se 

describen en la tabla 6 (Resultados, Parte II). Brevemente, en los grupos IL-1250 y en IL-12100, el 

ADN-IL-12 fue administrado durante el prime en la dosis indicada (50 o 100 µg). Los grupos CTB y 

CT corresponden a la subunidad B de la toxina colérica (CTB, Sigma-Aldrich) y la toxina colérica 

completa (CT, Sigma-Aldrich) respectivamente. Cada una fue resuspendida en agua tridestilada 

estéril y luego diluida en PBS de manera que la dosis tuviese 10 µg tanto en el prime como en el 

boost. Por último, los grupos IL-1250+CTB e IL-12100+CTB, son la combinación de ambos 

adyuvantes: IL-12 en la dosis indicadas junto con 10 µg de CTB administrado en el prime y 
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Prime: ADN-EnvB (ruta intranasal)

Boost: MVA-EnvB (ruta intranasal)

14 días

10/30/53 días

Sacrificio: Toma de muestras para el análisis de la respuesta inmune

Suero Lavados
vaginales

Respuesta humoral Respuesta celular

Bazo

Sistémica SistémicaMucosas Mucosas

Ganglios cervicales

Drenantes de la 
mucosa nasal

Ganglios ilíacos

Drenantes de la 
mucosa 

genito-rectal

Tracto
genital

nuevamente 10 µg de CTB en el boost. El número de animales de cada grupo experimental varía de 

3 a 6, dependiendo del experimento y es indicado en cada uno de ellos. 

 

3.4. Toma de muestras  

 

Diez, 30 o 53 días luego de la última inmunización (boost), se procedió a la toma de 

muestras. Para ello, previamente se anestesió a los animales con una mezcla de xilacina/ketamina. 

Primero se obtuvo la muestra de sangre por punción cardíaca y, luego del sacrificio por dislocación 

cervical, se obtuvieron muestras de lavados vaginales. A continuación, se extirparon los bazos y se 

extrajeron las muestras de ganglios linfáticos y del tracto genital (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de inmunización y toma de muestras. 

En la parte superior de la figura, se muestra el esquema de inmunización aplicado (prime-boost), 
detallando la ruta y la cantidad de días hasta la toma de muestras. En la parte inferior, se indican las 
muestras obtenidas para el análisis de la respuesta inmune humoral y celular, a nivel sistémico y en 
mucosas. 
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3.4.1. Suero 

 

Las muestras de sangre fueron obtenidas por punción cardíaca de ratones previamente 

anestesiados. La sangre de cada uno de los ratones en forma individual se dejó durante 4 h a 

temperatura ambiente para que se forme el coágulo y luego se mantuvo a 4 °C toda la noche. 

Posteriormente, se separó el suero y tras centrifugar durante 10 minutos a 4.000 rpm para 

asegurarse que no quedaran eritrocitos. Las muestras de suero de los ratones individuales fueron 

guardados a -20 °C. 

 

3.4.2. Lavados vaginales   

 

Las muestras de lavados vaginales fueron obtenidas introduciendo 50 μl de PBS 

conteniendo inhibidores de proteasa en el canal vaginal con una pipeta, y luego, pipeteando 10 

veces a modo de lavado tratando de recuperar el mayor volumen posible (39). Este proceso fue 

repetido 2 veces en cada ratón. Las muestras obtenidas fueron recogidas en un mismo tubo por 

grupo de ratones y luego se centrifugaron para remover restos celulares. Los lavados vaginales se 

conservaron  a -20 °C. 

 

3.4.3. Bazos: Obtención de esplenocitos 

 

Se aislaron los esplenocitos en condiciones estériles usando tamices descartables (cell 

strainers, BD). Se lisaron los glóbulos rojos con una solución de NH4Cl 0,1 M en agua destilada, 

utilizando 4 ml por bazo, durante 4 minutos en hielo. Luego de 2 lavados con medio RPMI 1640 

(RPMI, Gibco BRL) conteniendo 100 U/ml penicilina y 100 μg/ml estreptomicina (Gibco BRL), 2 mM 

L-glutamina (Gibco BRL), HEPES y ȕ-Mercaptoetanol (RPMIc), con 5% SFB (Natocor) (RPMIc 5% 

SFB) se resuspendieron las células en RPMIc con 10% de SFB (RPMIc 10% SFB) y se procedió a 

contar las células en una cámara de Neubauer con azul de tripán. 
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3.4.4. Ganglios cervicales e ilíacos: Obtención de linfocitos 

 

Linfocitos del tejido linfoide asociado a la mucosa nasal (ganglios cervicales) y tejido linfoide 

asociado a la mucosa genito-rectal (ganglios ilíacos) fueron aislados con métodos de rutina. 

Brevemente, se aislaron los linfocitos en condiciones estériles utilizando tamices descartables (cell 

strainers, BD). Luego de 2 lavados con medio RPMIc 5% SFB se resuspendieron las células en 

RPMIc 10% SFB y se procedió a contar las células en una cámara de Neubauer con azul de tripán. 

El rendimiento obtenido en ganglios cervicales fue entre 11,5 y 30 millones de células por ratón. En 

el caso de ganglios ilíacos, el rendimiento fue mucho menor, obteniendo entre 2 y 10 millones de 

células por ratón.  

 

3.4.5. Tracto genital 

 

Linfocitos del tracto urogenital fueron obtenidos como se describió previamente (39, 113). 

Brevemente, el tracto urogenital (vagina, cérvix y cuello uterino) fueron asépticamente removidos y 

el tejido fue abierto longitudinalmente, luego cortado en pequeños trozos y lavados con RPMIc 5% 

SFB. Los segmentos de tejido fueron disociados enzimáticamente con una mezcla de colagenasa 

tipo VIII (Sigma-Aldrich) y dispasa I (Roche Diagnostics, Alemania) diluidos en RPMIc 5% SFB e 

incubados durante 30 minutos a 37 °C con agitación. Se realizaron 3 ciclos de digestión y luego, los 

linfocitos obtenidos (por cada grupo de ratones) fueron enriquecidos poniendo la suspensión celular 

en un gradiente discontinuo de 75% y 40% de Percoll  (Amersham Pharmacia Biotech, Bucks, U.K.). 

Luego de la centrifugación realizada a 1700 rpm durante 20 minutos, la interfase fue extraída, 

lavada y finalmente, las células obtenidas fueron resuspendidas en RPMIc 10% SFB para luego 

contarlas en cámara de Neubauer con azul de tripán. El rendimiento final obtenido en el tracto 

genital fue de aproximadamente 7 millones de células por ratón como máximo.  
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4. Técnicas Inmunológicas  

4.1. Western Blot 

 

El pellet celular se lisó en buffer RIPA (NaCl 150 mM, Tris 10 mM, EDTA 5 mM, SDS 1%, 

Triton X-100 1%, Desoxicolato de sodio 1%) en presencia de inhibidores de proteasas (PIERCE), 

durante 40 minutos a 4 ºC. Luego se centrifugó 20 minutos a 14.000 rpm para separar la fase 

soluble de la insoluble, conservándose el sobrenadante. Se determinó la concentración de proteínas 

totales en el sobrenadante de los lisados mediante el kit Micro BSA Protein Assay (PIERCE) y se 

sembró en un gel de 10% de poliacrilamida con SDS (condiciones desnaturalizantes). Se realizó la 

corrida electroforética (entre 75 y 100 mV, voltaje constante) y luego la transferencia a membrana 

de nitrocelulosa (250 mA, amperaje constante) (Amersham). Se bloqueó la membrana con una 

solución de bloqueo: TBS (10 mM Tris·Cl, 150 mM NaCl, pH 7.5) con 0,05% Tween-20 (TBS-T) y 

2% de BSA (albumina bovina sérica, Sigma-Aldrich). La presencia de EnvB se evidenció incubando 

la membrana con un anticuerpo anti-Gp-120 policlonal hecho en conejo, diluido 1:1000, en solución 

de bloqueo. Luego de 3 lavados con TBS-T, se incubó la membrana con el anticuerpo secundario 

anti-conejo conjugado a peroxidasa (HRP) hecho en cabra (Sigma-Aldrich) diluido 1:2000 durante 1 

h a temperatura ambiente con agitación. Al finalizar esta última incubación, se lavó 3 veces y se 

procedió con la detección de la expresión de las proteínas revelando las membranas con el reactivo 

ECL Western blotting (Amersham) 

 

4.2. Estímulos para evaluar respuesta inmune   

4.2.1. Péptidos 

 

Se utilizó el péptido inmunodominante en la cepa de ratones BALB/c (H-2d) denominado V3, 

correspondiente a la proteína gp-160 y restricto a MHC clase I (p18IIIB-I10 RGPGRAFVTI) 

previamente caracterizado (114, 115). Además, se utilizaron los péptidos PTE (del inglés: Potential 

T-cell epitopes) que fueron obtenidos del programa de provisión de reactivos del Instituto Nacional 
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de Salud de Estados Unidos (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program). El set de 

péptidos PTE consta de 480 péptidos individuales con una longitud de 15 aminoácidos. Estos 

representan las secuencias más frecuentes de cepas de HIV-1 circulantes en el mundo y abarcan 

todos los potenciales epítopes celulares T de la proteína Env con una frecuencia igual o mayor que 

el 15% de los subtipos A, B, C y no ABC. En este trabajo, los péptidos PTE fueron agrupados en 5 

pooles que representan la proteína completa: Gp1201 (73 péptidos, aa 1 a 154), Gp1202 (73 

péptidos, aa 155 a 284), Gp1203 (105 péptidos, aa 285 a 511), Gp411 (114 péptidos, aa 512 a 689) 

y Gp412 (115 péptidos, aa 690 a 842). En todos los casos, los péptidos PTE liofilizados fueron 

resuspendidos en dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) a una concentración de 40 µg/µl y 

conservados  a -20 ºC.  

 

4.2.2. Proteína 

 

La proteína recombinante gp-120 HIV-1 BaL (subtipo B) fue obtenida del programa de 

provisión de reactivos del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH AIDS Research and 

Reference Reagent Program). 

 

4.3. ELISPOT: Cuantificación de células T específicas secretoras de IFN-γ o IL-2 

 

El ensayo de ELISPOT fue realizado con linfocitos aislados en fresco y cultivados en RPMIc 

10% SFB como fue descripto previamente (39). Brevemente, placas de 96 pocillos con fondo de 

nitrocelulosa (MultiScreen IP plates, Millipore, USA) se incubaron con el anticuerpo de captura anti-

IFN-Ȗ o anti-IL-2 de ratón diluido en PBS, como indica el fabricante (BD ELISPOT mouse IFN-Ȗ 

ELISPOT pair y BD ELISPOT mouse IL-2 ELISPOT pair respectivamente), toda la noche a 4 ºC. Las 

células fueron sembradas en los pocillos por duplicado o triplicado, entre 0,125×106 a 106 células 

por pocillo, junto con el péptido V3 o los péptidos PTE a una concentración final de 2 μg/ml para 

cada péptido en RPMIc 10% SFB. Como control negativo se utilizó RPMIc 10% SFB con el 
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agregado de 0,08% de DMSO para el V3 y la proporción necesaria para los péptidos PTE (diluyente 

de las soluciones stock de los péptidos). Como control positivo se usó el estímulo inespecífico 

concanavalina A (ConA) en una concentración de 1 μg/ml (Sigma-Aldrich). Las placas fueron 

incubadas durante 24 h a 37 ºC en una atmósfera de 5% CO2 y luego se lavaron 2 veces con agua 

tridestilada incubando de 3 a 5 minutos, seguidos por 3 lavados con PBS con 0,05 % de Tween-20 

(PBS-T). Posteriormente se incubaron las placas durante 16 h a 4 ºC con el anticuerpo de detección 

conjugado a biotina (BD ELISPOT mouse IFN-Ȗ/IL-2 ELISPOT pair) diluido en PBS 10% SFB. Al día 

siguiente se lavó e incubó la placa durante 1 h con estreptavidina conjugada a peroxidasa (HRP, 

BD) diluida 1/800 en PBS 10% SFB. Luego de 6 lavados, 4 con PBS-T y 2 con PBS, se revelaron 

los puntos (spots) con una solución de 1 mg/ml del sustrato DAB (Sigma-Aldrich) conteniendo 

0,03% de H2O2. La reacción se detuvo por lavados con agua. Se adquirió la imagen de cada pocillo 

con un lector de placas de ELISPOT (Cellular Technology Ltd.) mediante el programa InmunoSpot 

Acquisition. El análisis de los datos se realizó con el programa ImmunoSpot (Cellular Technology 

Ltd.). Los resultados se expresan como células secretoras de IFN-Ȗ o IL-2 por millón de células (CS 

IFN-Ȗ o IL-2/106 células). Se restaron los valores de los controles negativos. Se consideró una 

respuesta positiva cuando el valor promedio con el estímulo específico superaba al obtenido en el 

control negativo + 3 veces el desvío estándar. 

 

4.3.1. Ensayo de avidez 

 

El ensayo de avidez funcional definido como el umbral de activación en respuesta a 

concentraciones definidas de péptido exógeno, se realizó mediante la técnica de ELISPOT 

siguiendo protocolos previamente descriptos (116). Se utilizó una única cantidad de células de bazo 

por pocillo (por grupo) estimuladas con diluciones seriadas del péptido V3 (de 20 µg/ml a 0,00002 

µg/ml). El número de células por pocillo fue seleccionado de manera de obtener aproximadamente 

200 CS IFN-Ȗ/pocillo cuando el péptido está en altas concentraciones (en exceso). Se calculó la 

concentración de péptido requerida para inducir el 50% de la respuesta máxima de células 
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secretoras de IFN-Ȗ (DS50, dosis sensibilizante) a través de una curva sigmoidea de dosis-respuesta 

(programa GraphPad). 

 

4.4. Titulación de anticuerpos por ELISA  

 

Se cuantificaron anticuerpos específicos para gp-120 utilizando la proteína purificada gp-120 

LAV (Protein Sciences Corp) en muestras de suero y lavados vaginales siguiendo procedimientos 

descriptos anteriormente (117). Brevemente, se recubrieron placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) 

con la proteína purificada en una concentración de 1 µg/ml diluida en buffer carbonato (0,84 g 

NaHC03 + 0,356 g Na2C03 + 100 ml agua destilada, pH: 9,6). Se recubrieron las placas con 50 

μl/pocillo y se incubó a 4 ºC durante una noche. Las placas se bloquearon 1,5 h a 37 ºC, con PBS-T 

+ 10% SFB. Luego de 3 lavados con PBS-T se agregó 50 µl de los sueros de los ratones 

individuales diluidos en PBS-T + 10% SFB en una dilución de 1/50, o con las muestras de lavados 

vaginales en una dilución 1/5 durante 1 h a 37 ºC. Luego, se lavó la placa y se incubó con 100 µl por 

pocillo del anticuerpo de detección, anti-IgG, IgG1, IgG2a (dilución: 1/5000) para las muestras de 

suero o anti-IgA (dilución: 1/2500) para lavados vaginales durante 1 h a 37 ºC. En todos los casos, 

los anticuerpos de detección eran anti-ratón hecho en cabra (Invitrogen) y estaban conjugados a 

biotina. Luego se lavo e incubó con 100ul por pocillo de estreptavidina conjugada a peroxidasa 

(HRP, BD) diluida 1/1000 en PBS-T 10% SFB durante 45 minutos a temperatura ambiente. Después 

de realizar 6 lavados con PBS-T se reveló el ensayo con el sustrato TMB (Sigma-Aldrich) agregando 

50 µl por pocillo. Se detuvo la reacción con el agregado de 50 µl por pocillo de H2SO4 2 N y se midió 

la absorbancia a 450 nm en un lector de placas de ELISA (Labsystems, Chicago, III.). 

  

4.5. Análisis de la respuesta inmune celular mediante técnicas de citometría de flujo. 

4.5.1. Cuantificación de la producción de citoquinas mediante el CBA kit 

 

Las células de ratón (células de bazo o de ganglio ilíacos) fueron estimuladas en RPMIc 10% 

SFB en placa de 96 pocillos fondo en U por triplicado (106 células/pocillo) con el péptido V3 (2 
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µg/ml) o con la proteína recombinante gp120 HIV-1 BaL (1 µg/ml). Para los controles positivos y 

negativos, se utilizaron células estimuladas con ConA (1 µg/ml), y medio RPMc con el porcentaje de 

DMSO equivalente, respectivamente. Luego de 72 h de incubación a 37 ºC en 5% CO2, los 

sobrenadantes de los cultivos fueron guardados a -80 °C. Para cuantificar la producción de 

citoquinas se utilizó el kit de CBA (Cytometric Bead Array, BD) que cuantifica citoquinas Th1/Th2 

(IFN-Ȗ, TNF-α, IL-2, IL-4 e IL-5) de ratón según las indicaciones del producto. La adquisición de 

datos se realizó en el citómetro de flujo (FACS Canto, BD). Los valores fueron considerados una 

respuesta positiva cuando la cantidad de citoquina cuantificada superaba el valor promedio 

encontrado en el control negativo de cada grupo más 3 veces el desvío estándar.  

 

4.5.2. Ensayo simultáneo de marcación intracelular de citoquinas y actividad citotóxica. 

 

Células de ratón provenientes de bazo o tracto genital fueron estimuladas con el péptido V3 

en una concentración de 2 µg/ml durante 5 h en una placa de 96 pocillos fondo en U (106 

células/pocillo) a 37 ºC en 5% de CO2 en presencia de anticuerpo coestimulatorio anti-CD28 (1 

ng/ml; BD Pharmingen), los inhibidores del tráfico intravesicular brefeldina A (1 µl/ml BD, GolgiPlug) 

y monensina (0,7 µl/ml; BD, GolgiStop) y además, con los anticuerpos monoclonales anti-CD107a y 

anti-CD107b, ambos marcadores conjugados a FITC (CD107a/b-FITC; BD Pharmingen), fueron 

agregados en algunos experimentos. Los controles negativos y positivos, consistieron en células 

estimuladas con RPMIc + 0,08% DMSO, o PMA/ionomicina (10 ng/ml PMA + 250 ng/ml ionomicina 

(Sigma-Aldrich) respectivamente. Luego, las células fueron lavadas e incubadas durante 30 minutos 

a 4 ºC con los anticuerpos de superficie: CD3-APC y CD8-PerCP (BD Pharmingen) y aquellas 

viables fueron identificadas con el kit de tinción fija de células muertas (LIVE/DEAD Fixable Dead 

Cell Stain Kit, Invitrogen). Posteriormente, las células fueron permeabilizadas y fijadas usando el kit 

de fijación/permeabilización (Cytofix/Cytoperm, BD). Para la tinción intracelular se utilizaron los 

anticuerpos anti-IFN-γ-PE, anti-TNF-α-PE-Cy7 y anti-IL-2-FITC en caso de que correspondiera (BD, 

Pharmingen) incubando durante 30 minutos a 4 ºC en oscuridad. Finalmente, las células fueron 
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lavadas 2 veces, y mantenidas a 4ºC hasta la adquisición de datos en el citómetro de flujo (FACS 

Canto, BD). El análisis de los datos fue hecho con el programa BD FACSDiva. El ajuste de los 

valores de voltaje del instrumento y la compensación de fluorescencia fueron realizados cada vez 

que se realizaba un experimento usando células sin marcar y con marcas simples de superficie. 

Controles de isotipo fueron también incluidos en cada experimento. 

 

4.5.3.  Evaluación de proliferación celular específica mediante tinción con CFSE  

 

Se siguió la metodología descripta anteriormente (118). Esplenocitos fueron resuspendidos 

(40x106 células/ml) en PBS + 1% SFB y teñidas con 1,25 µM de carboxifluoresceína succinimidil 

ester (CFSE) (Invitrogen, USA) a 37 °C durante 8 minutos. La reacción fue detenida con SFB y las 

células fueron lavadas con RPMIc. Luego, las células fueron resuspendidas en RPMIc 10% SFB a 

una densidad de 5×106/ml. Las células se cultivaron en una placa de 12 pocillos (107 células por 

pocillo) durante 4 días a 37 ºC en una atmósfera de 5% de CO2 y estimuladas con 2 µg/ml de 

péptido V3, o en ausencia de estímulo (RPMIc 10%, control negativo). Células estimuladas con 

ConA fueron utilizadas como control positivo. Luego de los 4 días, los linfocitos fueron recogidos de 

la placa, contados y lavados con RPMIc para posteriormente marcarlas con anticuerpos de 

superficie (CD3-APC y CD8-PerCP) y las viables fueron identificadas con el kit de tinción fija de 

células muertas (LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen). Las células fueron adquiridas 

en el citómetro de flujo (FACSCanto, BD). 

  

4.5.4. Caracterización de las poblaciones celulares T de memoria 

 

Las células previamente marcada con CFSE y luego de 4 días de estimulación (ver sección 

4.5.3 de Materiales y Métodos) fueron recogidas de la placa, contadas y lavadas con RPMIc. Luego, 

se separaron 106 células para marcar con anticuerpos de superficie anti-CD3-APC, CD8-PerCP, 

CD44-PE-Cy7 y CD62L-APC (BD, Pharmingen). Además, se agregó el marcador de viabilidad de 

tinción fija de células muertas (LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit, Invitrogen). Las células 
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fueron incubadas con los anticuerpos durante 30 minutos a 4 ºC. Finalmente, las células fueron 

lavadas 2 veces, y mantenidas a 4 ºC hasta la adquisición de datos en el citómetro de flujo (FACS 

Canto, BD). El análisis de los datos fue hecho con el programa BD FACSDiva. 

 

4.5.5. Evaluación de citotoxicidad in vivo 

 

El ensayo de citotoxidad in vivo fue realizado como previamente descripto con algunas 

modificaciones (119, 120). Esplenocitos de ratones naïve fueron mezclados y resuspendidos a una 

concentración de 40x106 células/ml en PBS 1% SFB. Luego se separaron en dos poblaciones para 

marcar con dos diferentes concentraciones de CFSE (Invitrogen): 1 µM (CFSEbajo) y con 8 µM 

(CFSEalto). La marcación se realizó a 37 °C durante 8 minutos en oscuridad y fue detenida con un 

volumen de SFB igual al que se llevó a cabo la reacción, pero a temperatura ambiente. Luego de 

lavar con RPMIc 10% SFB, las células CFSEalto fueron pulsadas con el péptido V3 en una 

concentración final de 5 µg/ml durante 30 minutos a 37 ºC. Una vez realizados 3 lavados, las células 

de cada población fueron mezcladas juntas y 20x106 células fueron inyectadas por ruta intravenosa 

en los diferentes grupos de ratones. A las 4 y 16 h luego de la inyección, los ratones fueron 

sacrificados. Se extrajeron los bazos y fueron analizados por citometría de flujo de forma individual. 

La citólisis in vivo fue calculada con la siguiente ecuación: 

 

Citólisis in vivo= 1-                                          x 100 

 

donde la relación = porcentaje CFSEbajo/CFSEalto. 

 

5. Análisis de los Datos  

 

Los análisis estadísticos para comparar la respuesta entre grupos fueron realizados usando 

el programa GraphPad Prism 5. Se emplearon pruebas estadísticas paramétricas (ANOVA de una 

Relación inmune

Relación naïve 
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vía con la corrección de Bonferroni para realizar comparaciones múltiples y la prueba T de student 

para la comparación de dos grupos entre sí) y por otro lado, pruebas no paramétricas (Prueba de 

Mann-Whitney). Para todas las pruebas, se consideró una significancia estadística con un valor de p 

menor a 0,05.  
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Parte I: Caracterización y control de los vectores de inmunización.  

1. Vectores de ADN 

1.1. Descripción de los plásmidos utilizados. 

 

En este trabajo se utilizaron 2 plásmidos recombinantes: uno que expresa la glicoproteína de 

envoltura syn gp-120 de HIV-1 IIIB (ADN-EnvB) y otro que expresa la interleuquina 12 murina (ADN-

IL-12). A continuación, en la figura 8, se muestran los esquemas de cada uno de ellos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En ambos vectores, las proteínas recombinantes son expresadas bajo el promotor de 

citomegalovirus (CMV) y además contienen la resistencia al antibiótico ampicilina (para poder 

seleccionar el plásmido).  

El vector ADN-EnvB, posee un único sitio de corte para las enzimas de restricción Hind III y 

Not I. Como resultado de la reacción de digestión utilizando ambas enzimas simultáneamente se 

obtienen 2 fragmentos: El correspondiente a gp-120 de 1657 pb y la del vector de 5,1 kb. En el caso 

del vector ADN-IL-12, posee 2 sitios de corte para la enzima Bam HI y un único sitio de corte para 

Eco RI. Luego de la digestión se generan 3 fragmentos: El correspondiente a p35 de 800 pb, p40 de 

1500 pb y el fragmento del vector de 4,4 kb.  

Figura 8: Esquema de los vectores de ADN utilizados.  

Esquema del plásmido ADN-EnvB (A) y ADN-IL-12 (B). En ambos casos se muestran los vectores con los 
insertos y los sitios de corte para las enzimas de restricción indicadas con el número de pares de bases 
(pb) de los fragmentos de ADN que se obtienen luego de la digestión con dichas enzimas. Se muestra 
también el promotor, y el gen que confiere resistencia al antibiótico ampicilina. 

pI19-IL-12
4,4 kb de vector + 
2,3 kb de inserto

Promotor
de CMV

p35 p40
IRES

Eco RI
Bam HI

Bam HI

Ampr

800pb 1500pb

pCR3-gp-120
5,1 kb de vector + 
1,6 kb de inserto

Promotor
de CMV

Hind III Not I

Ampr

1657pb

gp-120

B. ADN-IL-12 A. ADN-EnvB
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1.2. Control de la integridad de los vectores de ADN. 

 

Para chequear la integridad de los vectores de ADN y la presencia del inserto, una vez 

realizada cada purificación del plásmido, se tomó una muestra para llevar a cabo la digestión con 

las enzimas de restricción que liberan el inserto en cuestión y luego realizar la corrida electroforética 

en un gel de agarosa para determinar los tamaños de los fragmentos. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 9 se puede observar que tras la digestión de ADN-EnvB (con las enzimas de 

restricción Hind III y Not I) se libera el fragmento correspondiente a gp-120 de 1657 pb (el otro 

fragmento corresponde al vector). En el caso de ADN-IL-12, se observan los dos fragmentos 

(digerido con las enzimas Eco RI y Bam HI), que corresponden a los insertos de 800 y 1500 pb 

aproximadamente que codifican para las subunidades p35 y p40 de IL-12. Se observa además, una 

tenue banda entre 2000 y 2500 pb debido a que la eficiencia del corte con las 2 enzimas de 

restricción simultáneamente no es del 100% (800 pb + 1500 pb = 2300 pb). Debido a ello, además 

se observa una doble banda correspondiente al vector luego de la digestión (a la altura de 4000 y 

5000 pb aproximadamente).  

   

Figura 9: Control de la integridad de los plásmidos por 
electroforesis en gel de agarosa. 

Los plásmidos recombinantes fueron cortados con las 
enzimas de restricción adecuadas y luego, se realizó una 
corrida electroforética en un gel de agarosa 1% para 
verificar su integridad.  

ADN-EnvB: Plásmido recombinante para EnvB.  
ADN-IL-12: Plásmido recombinante para IL-12.  
C: Plásmido sin cortar.  
D1: Plásmido digerido, 15µl.  
D2: Plásmido digerido, 5µl.  
M: Marcador de pares de base. En esta misma calle, los 
números representan los pares de base (pb) de la banda 
inferior. 

gp-120 

p35 

p40 
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1.3. Verificación de la expresión de IL-12 murina a partir de ADN-IL-12. 

 

Si bien, nos aseguramos anteriormente de que el plásmido ADN-IL-12 contiene el inserto, lo 

importante es que además, pueda expresarse correctamente. Para verificar esto, dos líneas 

celulares de diferentes especies, las 3T3 de origen murino y 293T de origen humano, fueron 

transfectadas en pocillos de placas M6 con el plásmido ADN-IL-12 o con el plásmido vacío, sin 

inserto (ADN-vacío) siguiendo la metodología descripta en la sección 2.1.2 de Materiales y Métodos. 

Se dejaron además, células sometidas al mismo tratamiento pero que no recibieron ADN (sin ADN). 

A las 48 h post-transfección se recolectaron los sobrenadantes de los cultivos y se procedió a la 

cuantificación de IL-12 murina mediante un ELISA comercial. La concentración de IL-12 secretada 

en los sobrenadantes fue de 1,8x105 pg/ml en células 3T3 y 2,29x106 pg/ml en las células 293T 

transfectadas con ADN-IL-12 (Figura 10). En cambio, con ADN vacío, solo se encontró 1,4x103 

pg/ml y 7x102 pg/ml en las células 3T3 y 293T respectivamente. La diferencia encontrada en la 

cuantificación de IL-12 en las diferentes líneas celulares seguramente se debe a que las células 

293T poseen más alta eficiencia de transfección que las células 3T3. 

 

  

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

Estos experimentos demuestran que IL-12 murina es correctamente expresada a partir del 

vector de ADN-IL-12, tanto en líneas celulares de origen murino como de origen humano.  

 

Figura 10: Expresión de IL-12 murina en 
sobrenadantes de cultivos de células 
transfectadas con ADN-IL-12.  

Células 3T3 (A) y 293T (B) fueron 
transfectadas con ADN-IL-12 o ADN-vacío. 
Además se realizó un control de células en 
el que se le aplicó el protocolo de 
transfección pero no se le puso ADN (Sin 
ADN). Luego de 48 hs de cultivo, se recogió 
el sobrenadante para cuantificar IL-12 
murina mediante un kit de ELISA. Se indican 
las diferencias estadísticas con ANOVA de 
una vía con la corrección de Bonferroni 
entre los grupos señalados: ***p<0,001. 
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1.4. Verificación de la expresión de la glicoproteína de envoltura gp-120 (EnvB) a partir de 

ADN-EnvB. 

 

Con el fin de corroborar la correcta expresión de la  glicoproteína de envoltura gp-120 de HIV 

a partir del vector recombinante ADN-EnvB, células 293T fueron transfectadas con este plásmido, 

como se describió en la sección 2.1.2 de Materiales y Métodos, y luego fueron utilizadas para 

realizar un ensayo de Western Blot. Se utilizaron como control, células sin transfectar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Como se esperaba para las células transfectadas con  ADN-EnvB,  se observó una banda 

perteneciente a Env de 120 kDa, mientras que en aquellas células sin transfectar, la banda está 

ausente, evidenciado la especificidad del anticuerpo (Figura 11). 

 

2. Virus Vaccinia Ankara Modificado (MVA) 

2.1. Descripción del vector MVA utilizado 

 

El vector viral utilizado en este trabajo fue un MVA recombinante que expresa la proteína gp-

160 de HIV-1 IIIB completa bajo el promotor p7,5 de Vaccinia con temporalidad de expresión 

temprana-tardía (39). El gen viral en donde está insertada la proteína gp-160 corresponde al de la 

timidina kinasa. En la figura 12 se muestra un esquema en el que se detalla la posición de los genes 

mencionados en el vector viral MVA-EnvB. 

 

 

Figura 11: Expresión de EnvB a partir de ADN-EnvB por 
Western Blot.  

Detección de gp-120 por Western Blot a partir de células 293T 
transfectadas con ADN-EnvB y células sin transfectar como 
control (C). A las 48 h, las células se recogieron del cultivo, se 
centrifugaron y los pellet se conservaron para su posterior 
procesamiento para Western Blot. A la izquierda de la figura se 
muestra la proteína que corresponde a la banda y a la derecha,  
el marcador de peso molecular.  



_____________________________________________________________RESULTADOS 

‐ 71 ‐ 

 

tk tkβ-gal envB

p7.5p11

      Mayor dilución                                        Menor dilución 

                              

                  MVA-EnvB 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Purificación y titulación del stock viral para inmunizar 

 

El stock viral MVA-EnvB fue generado y purificado como se describió en la sección 2.2 de 

Materiales y Métodos. Una vez obtenido, se procedió a titular el stock viral por inmunotinción 

siguiendo la metodología descripta en la sección 2.2.4 de Materiales y Métodos.  

 

                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Esquema del gen recombinante envB de HIV inserto en el locus viral tk (timidina 
kinasa).  

Se muestran los promotores p7,5 (de expresión temprano-tardía) y p11 (tardío) a partir de los cuales 

expresan EnvB y β-Gal respectivamente. Esta construcción se encuentra inserta en el locus viral de 
timidina kinasa. 

Figura 13: Foto representativa de la inmunotinción. 

La placa M6 con una monocapa de células BHK-21 fue infectada con diluciones seriadas del stock viral 
de MVA-EnvB. Luego de 48 h, se procedió a fijar las células y realizar la inmunotinción para detectar las 
unidades infecciosas y poder calcular el título viral según se indica en la sección 2.2.4 de Materiales y 
Métodos.
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En la figura 13, se muestra una foto de una placa M6 de BHK-21 empleada en una titulación 

viral revelada por inmunotinción. Como resultado de esto, se obtuvo un título del stock de MVA-

EnvB de 8x109 UFP/ml. Este mismo stock fue utilizado para desarrollar todos los experimentos.  

 

2.3. Verificación de la correcta expresión de la glicoproteína de envoltura gp-160 a partir de 

MVA-EnvB. 

 

Una vez obtenido el stock viral, se realizaron los experimentos correspondientes para llevar a 

cabo la verificación de la correcta expresión de la proteína gp-160 a partir del MVA-EnvB. Para ello, 

monocapas de células BHK-21 fueron infectadas a una MOI de 5 con MVA-EnvB. A las 24 h post-

infección se procedió a cosechar las células que fueron utilizadas para realizar un ensayo de 

Western Blot (Figura 14). Para este ensayo se utilizaron además, células sin infectar como control. 

Los resultados obtenidos muestran una banda específica de 160 kDa, correspondiente a la proteína 

Env (gp-160). 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados previos a la realización de los experimentos de inmunización muestran que 

efectivamente los vectores que se utilizaron a lo largo de este trabajo, tanto los vectores vacunales 

(ADN-EnvB y MVA-EnvB) como el que se utilizó como adyuvante (ADN-IL-12), se encuentran 

íntegros y que expresan correctamente la proteína recombinante. 

Figura 14: Expresión de EnvB a partir de MVA-EnvB por 
Western Blot.  

Se realizó la detección de EnvB por Western Blot a partir de 
células BHK-21 infectadas con MVA-EnvB. También se 
utilizaron células sin infectar como control (C). A la derecha de 
la figura se muestra el marcador de peso molecular, y a la 
izquierda, la proteína que corresponde a la banda.   
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Parte II: Inmunización intranasal con ADN/MVA junto con los adyuvantes ADN-IL-12 y 

CTB: efecto de la dosis y del uso combinado para seleccionar el esquema óptimo de 

inmunización. 

 

1. IL-12 administrada desde un vector ADN (ADN-IL-12) posee un efecto adyuvante al ser 

administrado por ruta de mucosa intranasal  

 

Estudios previos han demostrado la eficacia de la ruta de inoculación intranasal para inducir 

una respuesta inmune de mucosas en esquemas de vacunación en los cuales se emplearon 

vectores MVA (66). Sin embargo, el efecto de ADN-IL-12 como adyuvante intranasal de mucosas 

durante un esquema de inmunización ADN/MVA no había sido descripto en forma tan exhaustiva en 

bibliografía. Con tal finalidad, ratones hembras BALB/c fueron inmunizados de acuerdo a como se 

describe en la tabla 5, donde se muestra que todos los grupos fueron inmunizados por ruta 

intranasal en base a un esquema de inmunización ADN/MVA. En el día 0, un grupo de ratones 

recibió una primera dosis o prime de 50 µg de ADN-EnvB y al día 14 recibieron un refuerzo o boost 

de MVA-EnvB en una dosis de 107 UFP (grupo sin adyuvante). Un segundo grupo recibió además 

en el prime, 50 µg de ADN plasmídico sin inserto (ADN-vacío) y un tercer grupo, 50 µg de ADN 

recombinante para IL-12 (ADN-IL-12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos Prime: Día 0 (Ruta intranasal) Boost: Día 14 (Ruta intranasal) 

Sin adyuvante ADN-EnvB    MVA-EnvB  

ADN-vacío ADN-EnvB + ADN-vacío (50 µg) MVA-EnvB 

ADN-IL-12   ADN-EnvB + ADN-IL-12 (50 µg)  MVA-EnvB  

Tabla 5. Esquema de inmunización intranasal ADN/MVA: Efecto de ADN-IL-12 

Grupos de ratones fueron inmunizados con un esquema de inmunización ADN/MVA por ruta intranasal. En 
el día 0, todos los grupos de ratones fueron inmunizados con el prime de ADN-EnvB en una dosis de 50 µg 
y al día 14, recibieron el boost de MVA-EnvB en una dosis de 107 UFP. El tipo de vector de ADN y 
cantidad aplicada en el prime como adyuvante están indicados en la tabla. 
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A los diez días de la última inmunización, se analizó mediante ELISPOT el número de 

células secretoras de IFN-Ȗ por millón de células (CS IFN-Ȗ/106 células) específicas para Env (anti-

péptido V3, p18IIIB-I10, restricto a MHC clase I) en células de bazo. Los resultados obtenidos son 

mostrados en la figura 15, donde se puede observar que la magnitud de la respuesta generada en el 

grupo inmunizado con ADN-IL-12 fue significativamente mayor (p<0,01) en comparación al grupo 

inmunizado en ausencia de adyuvantes o al grupo ADN-vacío. Este incremento fue de 1,7 veces. 

La respuesta obtenida en el grupo sin adyuvante (sin ADN) y en el inmunizado con ADN-

vacío fue de igual magnitud, con un promedio de 134 y 129 CS IFN-Ȗ/106 células respectivamente. 

Esto demuestra que en el modelo murino utilizado, ADN-IL-12 posee un efecto adyuvante cuando 

es aplicado con la dosis del prime y que esto se debe a la acción de IL-12, descartando la 

posibilidad de un efecto adyuvante inespecífico debido a las posibles secuencias CpG que 

estuviesen presentes en el vector ADN desde el cual se expresa la citoquina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ADN-IL-12 junto con CTB cooperan en la inducción de una respuesta inmune celular de 

mayor magnitud frente a un antígeno de HIV-1, tras la inmunización intranasal. 

 

Una vez demostrada la correcta expresión de IL-12 como así también su efecto adyuvante 

tras ser administrada en los esquemas ADN/MVA, el próximo objetivo consistió en analizar la acción 

adyuvante de ADN-IL-12 en combinación con CTB. 

Sin 
ADN 

ADN-
vacío

ADN-
IL-12 

Figura 15. Evaluación del efecto adyuvante de ADN-IL-12 luego de 
la inmunización intranasal ADN/MVA frente al antígeno de HIV.  

Grupos de 4 ratones BALB/c fueron inoculados como se describe en la 
tabla 5. A los diez días del boost, se cuantificó la respuesta celular 
inmune específica frente al péptido de Env mediante el ensayo de 
ELISPOT en mezclas de células de bazo. Las barras representan el 
número promedio de células secretoras de IFN-Ȗ por millón de células 
(CS IFN-Ȗ/106 células) + el desvío estándar. Cada determinación fue 
evaluada en pocillos por triplicado. Valores obtenidos en los pocillos de 
los controles negativos fueron sustraídos (sin estímulo). Se indican las 
diferencias estadísticas con ANOVA de una vía con la corrección de 
Bonferroni entre los grupos señalados: **p<0,01.  
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Se diseñaron diferentes esquemas de inmunización ADN/MVA aplicados por ruta intranasal, 

sumando una totalidad de 7 grupos los cuales se muestran en la tabla 6. Todos los grupos de 

ratones recibieron la misma dosis de ADN-EnvB (50 µg) en el prime y de MVA-EnvB (107 UFP) en el 

boost. Sumado a este esquema de inmunización basal, cada grupo difería entre sí en la 

administración de los adyuvantes, la dosis aplicada, o la ausencia del mismo (Grupo sin adyuvante: 

control). 

 

 

 

 

 

 

 

Diferentes reportes previos han demostrado que la dosis de IL-12 inclusive cuando es 

administrada desde una vector de ADN como en este caso, puede tener un efecto significativo en la 

respuesta adyuvante final ejercida sobre la respuesta inmune adaptativa frente al antígeno de 

interés (101, 110, 121). 

En base a estos antecedentes se decidió evaluar si la dosis del vector ADN que expresaba 

IL-12 tenía algún efecto sobre la respuesta inmune generada, para lo cual se compararon dos 

grupos de ratones que recibieron ADN-IL-12 en el prime en las siguientes dosis: 50 μg (Grupo IL-

1250) y 100 μg (Grupo IL-12100). Por otro lado, se analizó el grupo inmunizado con CTB que recibió 

este adyuvante tanto en el prime como en el boost en una dosis de 10 μg (Grupo CTB) y se lo 

comparó con el esquema de inmunización aplicado en el grupo control para evaluar si CTB funciona 

Grupo Primera dosis (Prime): Día 0  

Ruta intranasal  

Refuerzo (Boost): Día 14  

Ruta intranasal 

Sin adyuvante ADN-EnvB    MVA-EnvB  

CT  ADN-EnvB + CT (10 µg)  MVA-EnvB + CT (10 µg)  

IL-1250  ADN-EnvB + ADN-IL-12 (50 µg)  MVA-EnvB  

IL-1250+CTB  ADN-EnvB + ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (10 µg)  MVA-EnvB + CTB (10µg)  

IL-12100  ADN-EnvB + ADN-IL-12 (100 µg)  MVA-EnvB  

IL-12100+CTB  ADN-EnvB + ADN-IL-12(100 µg)+ CTB (10 µg)  MVA-EnvB + CTB (10 µg)  

CTB  ADN-EnvB + CTB (10 µg)  MVA-EnvB + CTB (10 µg)  

Tabla 6. Esquemas de inmunización intranasal 

Todos los grupos fueron inmunizados con un esquema de inmunización ADN/MVA por ruta intranasal. En 
el día cero, los grupos de ratones fueron inmunizados con el prime de ADN-EnvB, en una dosis de 50 µg. 
Al día 14, recibieron el boost de MVA-EnvB en una dosis de 107 UFP (unidades formadoras de placa). Los 
adyuvantes utilizados y la dosis administrada en cada uno de los grupos se detallan en cada caso. 
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como adyuvante de mucosas en esquemas de inmunización ADN/MVA. Otros dos grupos fueron 

inmunizados con la combinación de ADN-IL-12 en las 2 dosis utilizadas acompañada de CTB 

durante el prime y la aplicación nuevamente de CTB en el boost (Grupo IL-1250+CTB y el Grupo IL-

12100+CTB) con el fin de estudiar si la combinación de ambos adyuvantes generaba una respuesta 

inmune mayor en comparación a los esquema de inmunización en donde fueron aplicados los 

adyuvantes en forma individual. Como control positivo se utilizó al grupo inmunizado con CT tanto 

en el prime como en el boost, ya que está reportado que es un potente adyuvante de mucosas (39, 

105). 

A los diez días de la última inmunización, se analizó la respuesta celular inmune específica 

generada a nivel sistémico en células de bazo y también, en ganglios linfáticos drenantes de la 

mucosa nasal (ganglios cervicales, sitio inductor) y de la mucosa genito-rectal (ganglios ilíacos, sitio 

efector). En la figura 16 se muestran los datos obtenidos en un experimento representativo, en el 

cual se evaluó la respuesta inmune específica frente a  Env con un ensayo de ELISPOT.  

En el bazo (Figura 16A, panel superior) se puede observar que las dos dosis de ADN-IL-12 

aplicadas en forma individual con el antígeno generaron una respuesta similar, representando un 

incremento de aproximadamente 2 veces con respecto a la magnitud encontrada en el grupo sin 

adyuvantes (aunque estas diferencias no alcanzaron la significancia estadística). Lo mismo sucede 

cuando CTB es aplicada: hay un incremento de la respuesta inmune de 2 veces con respecto del 

grupo sin adyuvantes (que tampoco llega a ser estadísticamente significativo). En cambio, en los 

grupos en los que se administró CTB durante la dosis del prime junto con ADN-IL-12 y luego CTB 

en el boost, se observó un incremento significativo en el número de células secretoras de IFN-Ȗ con 

respecto al grupo que recibió la misma dosis de ADN-IL-12, pero en ausencia de CTB (grupo IL-1250 

frente al grupo IL-1250+CTB, p<0,001 e IL-12100 en comparación con IL-12100+CTB, p<0,01). Cabe 

destacar que la menor dosis de ADN-IL-12 + CTB (IL-1250+CTB) es la que generó la mayor 

respuesta (Figura 16A). 
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 Figura 16. Respuesta celular inmune inducida por la co-administración de adyuvantes de 
mucosas en un esquema de inmunización intranasal ADN/MVA frente al antígeno de HIV.  

Grupos de 4 ratones BALB/c fueron inoculados como descripto anteriormente en el esquema de 
inmunización mostrado en la tabla 6. (A) 10 días luego de la inmunización con MVA, se cuantificó la 
respuesta celular inmune específica frente a Env mediante el ensayo de ELISPOT, en mezclas de células 
de bazo, ganglios cervicales (GC) y ganglios ilíacos (GI). Las barras representan el número promedio de 
células secretoras de interferón-Ȗ por millón de células (CS IFN-Ȗ/106 células) + el desvío estándar de un 
experimento representativo de 2 a 6 realizados. Cada determinación fue evaluada en pocillos por 
duplicado o triplicado. Valores obtenidos en los pocillos de los controles negativos fueron sustraídos. Se 
indican las diferencias estadísticas con ANOVA de una vía con la corrección de Bonferroni entre los 
grupos señalados: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (B) Resumen de los resultados obtenidos en todos los 
experimentos desarrollados. Las barras claras representan el promedio de los incrementos en la 
magnitud de la respuesta inmune celular específica en comparación al grupo sin adyuvante. Las barras 
oscuras, representan el porcentaje de experimentos donde la aplicación de los adyuvantes generó una 
respuesta inmune celular específica significativamente incrementada en comparación con el grupo sin 
adyuvantes. Para este análisis, se utilizó la prueba T de Student donde se compararon cada uno de los 
grupos con adyuvante de cada experimento con su respectivo control sin adyuvante (comparación entre 
dos grupos).    
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Cuando la respuesta se estudió en ganglios cervicales e ilíacos, al igual que lo observado en 

bazo, la aplicación individual de los adyuvantes, ya sea ADN-IL-12 en cualquiera de las dos dosis 

como así también CTB, no generaron un incremento significativo de la respuesta inmune celular en 

comparación al grupo que no recibió los adyuvantes. Sin embargo, ambos esquemas en donde se 

utilizaron ADN-IL-12 junto con CTB (las dos dosis) generaron las respuestas de mayor magnitud en 

ganglios cervicales y ganglios ilíacos (Figura 16A, panel medio e inferior) sin observar diferencias 

significativas entre las dosis de 50 y 100 μg de ADN-IL-12. 

En la figura 16A se graficaron valores representativos de varios experimentos realizados. Sin 

embargo, pudimos observar que la respuesta obtenida en cada uno de los experimentos en forma 

individual era variable. Por este motivo, se analizó también el promedio de incrementos en CS IFN-

Ȗ/106 de células observados en los grupos inmunizados con los adyuvantes en relación al grupo 

control (sin adyuvantes) y el porcentaje de experimentos en los cuales la aplicación de los 

adyuvantes generaron un incremento significativo en la respuesta celular inmune (% eficacia de 

adyuvante). En la figura 16B se muestra que en general, la aplicación de los adyuvantes generó un 

incremento de los dos parámetros. Un análisis más detallado de este estudio nos permitió ver que al 

aplicar ADN-IL-12 en dos diferentes dosis, los resultados obtenidos no son los mismos ya que en 

ganglios cervicales e ilíacos, el porcentaje de eficiencia del adyuvante es mayor con la dosis de 50 

µg de ADN-IL-12 en comparación con la dosis de 100 µg. Además, en los ganglios ilíacos no hay un 

incremento de la respuesta celular inmune en el grupo IL-12100 en comparación al control. Todo esto 

demuestra que la menor dosis de ADN-IL-12 induce una mejor respuesta celular inmune en ganglios 

drenantes de mucosas (a nivel sistémico, la respuesta es similar en ambos grupos)  

Al combinar ADN-IL-12 (en las dos dosis) con CTB, los resultados en bazo muestran que hay 

un 100% de eficiencia del adyuvante para ambas dosis. Sin embargo, el promedio de incrementos 

en la respuesta celular en el grupo IL-1250+CTB en relación al grupo sin adyuvantes es de 7,5 veces 

(un promedio de 1257 frente a 185 CS IFN-Ȗ/106 células) mientras que en el grupo IL-12100+CTB es 

de sólo 3 veces. Por otro lado, en ganglios ilíacos, el porcentaje de eficiencia del adyuvante es de 

100% en el grupo IL-1250+CTB y de 50% en IL-12100+CTB. Por lo tanto, cuando ambos adyuvantes 
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se combinan, los mejores resultados se obtienen al emplear la dosis de ADN-IL-12 de 50 µg tanto a 

nivel sistémico como en mucosas. Lo más destacable de este análisis es que el único grupo de 

inmunización donde el porcentaje de eficacia del adyuvante fue del 100% de los experimentos 

realizados en cada uno de los tejidos analizados fue en donde se aplicó ADN-IL-12 en una dosis de 

50 µg junto con CTB, y en este grupo es donde se observó el mayor promedio de incrementos de la 

respuesta celular en bazo. 

En conjunto, estos resultados demuestran que el esquema de inmunización aplicado en el 

grupo IL-1250+CTB generó los mejores resultados en términos de incrementos en el número de 

células T-CD8 específicas secretoras de IFN-Ȗ y también en el porcentaje de la eficacia de 

adyuvantes (100% de los experimentos para todos los tejidos estudiados). Estos resultados 

demuestran que, al menos en el bazo, la dosis de 50 µg de ADN-IL-12 generó un efecto del tipo 

sinérgico con CTB. 

 

3. La incorporación de ADN-IL-12 y CTB también induce mayor respuesta inmune humoral 

específica en comparación con el grupo inmunizado en ausencia de adyuvantes 

 

El estudio de los niveles de anticuerpos en un esquema de inmunización intranasal frente a 

gp-120 de HIV con la combinación de IL-12 y CTB ya se ha estudiado previamente en un trabajo 

publicado hace unos años, donde se demostró que ambos adyuvantes actuaron sinérgicamente 

incrementando la respuesta inmune humoral específica a nivel sistémico y en mucosas (122). Sin 

embargo, en el modelo que se utilizó, tanto el antígeno como la citoquina fueron administrados 

como proteínas recombinantes. Si bien en este trabajo de tesis se ha utilizado una combinación de 

vectores vacunales que se caracteriza por incrementar predominantemente la rama celular de la 

respuesta inmune específica, se ha reportado la generación de anticuerpos específicos luego de la 

inmunización con ADN/MVA por ruta de mucosas (39).   

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el próximo objetivo consistió en el análisis de la 

respuesta inmune humoral específica inducida tras los diferentes esquemas de inmunización 
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+ CTB
IL-1250 IL-12100
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A. B.

D.C.

mostrados en la tabla 6.  Para ello, a los diez días de la última inmunización se extrajo la sangre de 

los ratones (4 por grupo), se procesó para obtener el suero de cada uno de ellos y luego se 

cuantificaron los niveles de anticuerpos inducidos a nivel sistémico mediante un ensayo de ELISA 

diseñado en el laboratorio (Ver la sección 4.4 de Materiales y Métodos). Se analizaron los niveles de 

IgG totales y de diferentes subclases (IgG1 e IgG2a) específicos para gp-120 en los sueros de cada 

uno de los animales en forma individual.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Respuesta inmune humoral específica sistémica frente a la proteína gp-120 de ratones 
inmunizados con los adyuvantes de mucosas. 

Diez días del boost con MVA, se cuantificaron los niveles de anticuerpos específicos para gp-120 
mediante el ensayo de ELISA. Se cuantificaron los niveles de IgG (A), IgG2a (B) y de IgG1 (C) en sueros 
de ratones individuales diluidos 1/50. Cada punto representa el valor promedio de absorbancia medido a 
450 nm de determinaciones por duplicado. Las líneas representan las medianas y la línea de puntos es el 
corte para una respuesta positiva. Se consideró una respuesta positiva cuando el valor promedio de la 
muestra superaba el promedio de muestras de ratones sin inmunizar (naïve) + 3 veces el desvío 
estárdar. La relación IgG1/IgG2a para cada uno de los ratones se muestra en (D). Se indican las 
diferencias estadísticas con la prueba de Mann Whitney entre los grupos señalados: *p<0,05 
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En la figura 17A se puede observar que en el grupo inmunizado sin adyuvantes, solo 1 de 4 

ratones generó una respuesta positiva para IgG. Cuando se compararon los niveles de anticuerpos 

entre este grupo y aquellos inmunizados con adyuvantes, se puede observar un incremento 

significativo de la respuesta humoral en el grupo inmunizado con la dosis de 50 µg de ADN-IL-12, 

con CTB, y con la combinación de ambos (IL-1250+CTB) (p<0,05). En cambio, no se observó un 

incremento con la dosis de 100 µg de ADN-IL-12, y al combinarlo con CTB los niveles de 

anticuerpos aumentaron levemente (p>0,05).  

Al evaluar más en detalle las subclases de anticuerpos IgG sistémicos inducidos, se pudo 

observar en el análisis de IgG2a, que los niveles observados en los grupos inmunizados con 

adyuvantes no tuvieron un incremento significativo en comparación al grupo control (p>0,05). Sin 

embargo, IL-1250+CTB fue el grupo con la mayor mediana de absorbancia encontrada (Figura 17B).  

Para el caso de IgG1 (Figura 17C), el patrón encontrado en cuanto a los niveles de 

anticuerpos de cada uno de los grupos es muy similar al observado para IgG total: Solo 1 de los 3 

ratones mostraron una respuesta positiva en el grupo control, y al compararlo con los grupos 

inmunizados en presencia de adyuvantes, los que poseen incrementos significativos de la respuesta 

en comparación al control (p<0,05) son los mismos que en IgG total. Además se observaron 

diferencias en el grupo IL-12100+CTB. 

Luego de analizadas las subclases de IgG por separado, evaluamos la relación IgG1/IgG2a 

para conocer el perfil de la respuesta inmune humoral. En la figura 17D se graficaron los resultados 

obtenidos. La aplicación de CTB sola o su combinación con cualquiera de las dos dosis de ADN-IL-

12, incrementaron significativamente la relación IgG1/IgG2a en comparación a los que se observó 

en el grupo sin adyuvantes. En cambio, cuando se aplicó ADN-IL-12 en forma individual, ya sea en 

la dosis de 50 o 100 µg, no se observaron cambios en comparación con el grupo control. 

El próximo objetivo consistió en el análisis de la respuesta humoral específica en mucosa de 

tracto genital, para lo cual se determinaron los anticuerpos IgA específicos en muestras de lavados 

vaginales. En la figura 18 se muestran las medianas de los incrementos en la absorbancia de IgA 

con respecto a los niveles encontrados en ratones sin inmunizar (naïve). Como se puede observar 



_____________________________________________________________RESULTADOS 

‐ 82 ‐ 

 

Sin 
adyuvante
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+ CTB
IL-1250 IL-12100
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en la figura, los valores obtenidos en cada uno de los grupos mostraron una  gran dispersión. Los 

grupos en los cuales se detectó una menor variabilidad fueron el grupo sin adyuvantes, el de CTB 

sola y el de IL-1250+CTB. En este último, se encontró un incremento estadísticamente significativo 

con respecto al grupo sin adyuvantes, siendo la respuesta generada 4,1 veces mayor que el 

encontrado con el grupo control. Los otros grupos que también generaron una mayor respuesta 

estadísticamente significativa fueron IL-1250, IL-12100+CTB y CT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como conclusión de los resultados obtenidos en esta segunda parte, se pudo comprobar 

que el esquema de inmunización ADN/MVA por ruta intranasal aplicado junto con los adyuvantes 

ADN-IL-12 (en dosis de 50 o 100 µg) o CTB en forma individual generaron un leve incremento de la 

respuesta medida como CS IFN-Ȗ/106 células en muestras de bazo, ganglios drenantes de la 

mucosa nasal y genito-rectal. En cambio, cuando ambos adyuvantes fueron aplicados juntos (ADN-

IL-12 + CTB, en las dosis de 50 y 100 µg), la respuesta fue estadísticamente mayor en cada una de 

las muestras analizadas (Figura 16A). Más específicamente, entre los grupos IL-1250+CTB e IL-

12100+CTB, no hubo diferencias entre sí en cuanto a la magnitud de la respuesta en ganglios 

drenantes de mucosas (ganglios cervicales e ilíacos), pero en cambio, en bazo, la respuesta fue 

mayor en el grupo IL-1250+CTB (Figura 16A). Este grupo en particular, fue el único que tuvo una 

respuesta positiva en el 100% de los experimentos realizados (Figura 16B).  

Figura 18. Respuesta inmune humoral 
específica en mucosas frente a la proteína gp-
120 de ratones inmunizados con los 
adyuvantes de mucosas. 

Diez días del boost con MVA, se cuantificaron los 
niveles de anticuerpos específicos para gp-120 
mediante el ensayo de ELISA. Se cuantificaron los 
niveles de IgA en lavados vaginales en pooles de 
4 a 6 ratones y diluidas 1/5. Los datos representan 
la mediana de incrementos en los valores de 
absorbancia de los grupos de ratones de los 
diferentes experimentos con respecto a los 
valores detectados en muestras de ratones sin 
inmunizar (naïve). Se indican las diferencias 
estadísticas con la prueba de Mann Whitney entre 
los grupos señalados: *p<0,05 
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En el estudio de la respuesta humoral, se pudo observar que no todos los grupos de 

inmunización generaron un incremento de los niveles de anticuerpos. Este es el caso de IL-12100, 

donde no se observó un incremento respecto del grupo sin adyuvantes en los niveles de  IgG, IgG1 

y de IgG2a sistémica ni tampoco de IgA en mucosas. Esto contrasta con lo ocurrido en el grupo 

inmunizado con una dosis de 50 µg de ADN-IL-12 (IL-1250) donde se pueden observar estos 

incrementos, excepto por IgG2a donde los niveles de anticuerpos no fueron superiores para ninguno 

de los grupos inmunizados con adyuvantes. En el grupo CTB, sólo se incrementaron los niveles de 

anticuerpos sistémicos, pero no de IgA en mucosas. En los grupos inmunizados con la combinación 

de adyuvantes, tanto en IL-1250+CTB como IL-12100+CTB, se encontraron mayores niveles de IgA 

en mucosas y mayor IgG1 sistémica respecto al control (sin diferencias estadísticas entre las dosis 

de 50 y 100 µg), pero en cuanto a IgG total sistémica, sólo se observó un incremento en el grupo IL-

1250+CTB. 

Finalmente, los resultados descriptos en esta parte demuestran que el grupo de ratones que 

fue inmunizado con ADN/MVA por ruta intranasal aplicando el esquema IL-1250+CTB (ADN-EnvB+ 

ADN-IL-12 (50 µg) + CTB / MVA-EnvB + CTB) generó la mayor respuesta inmune celular medida 

como células secretoras de IFN-Ȗ. Con este esquema de inmunización, también pudimos observar 

un incremento en la respuesta inmune humoral. Por lo tanto, se continuó el trabajo con el objetivo 

de evaluar más detalladamente el perfil de la respuesta celular inmune específica, en términos de 

amplitud y calidad de la respuesta del grupo IL-1250+CTB en comparación con el grupo sin 

adyuvantes. 
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Parte III. Caracterización de la respuesta celular inducida mediante la inmunización 

ADN/MVA con los adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + CTB: estudio de la amplitud y 

calidad de la respuesta.  

 

1. La co-administración intranasal de ADN-IL-12 y CTB en inmunizaciones ADN/MVA mejora 

la magnitud de la respuesta inmune celular específica (a nivel de IFN-γ e IL-2) en la mucosa 

de tracto genital. 

 

La finalidad de inmunizar a los animales por ruta de mucosas es para justamente, inducir una 

respuesta inmune en esos sitios. La elección de la ruta de inmunización (intranasal) se realizó de 

manera de poder generar una respuesta inmune específica, en particular en el tracto genital, que es 

la mucosa por la cual el virus de HIV ingresa mayormente al organismo. Por tal motivo, debido a la 

importancia de generar una respuesta antiviral potente en estos sitios, se analizó si la combinación 

de adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + CTB en el esquema de inmunización ADN/MVA podía inducir 

un incremento de la respuesta inmune celular en la mucosa de tracto genital. Para ello, se analizó la 

respuesta inmune tanto en ganglios drenantes de la mucosa genito-rectal (ganglios ilíacos) como en 

tracto genital de ratones inmunizados con el esquema IL-1250+CTB comparando dicha respuesta 

con la del grupo sin adyuvantes (control) (Tabla 6). A los 10 días de aplicado el esquema de 

inmunización se cuantificó mediante un ensayo de ELISPOT, el número de células secretoras de 

IFN-Ȗ y de IL-2 (CS/106 células) específicas para el antígeno de Env como una medida de la calidad 

de la respuesta celular (Figura 19).  

En primer lugar, analizamos los resultados obtenidos en ganglios ilíacos. Como se puede 

apreciar en la figura 19A, no solo se observa un incremento significativo en la cantidad de células 

secretoras de IFN-Ȗ específicas en el grupo IL-1250+CTB (mostrado anteriormente en la figura 16A) 

sino que además aumentó el número de células secretoras de IL-2 en 2,6 veces respecto a la 

respuesta encontrada en el grupo control (p<0,01).  
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En segundo lugar, analizamos la respuesta celular específica en el sitio efector de mucosas, 

es decir, en el tracto genital, debido a la relevancia que implica en este trabajo poder inducir, luego 

de aplicado el esquema de inmunización, una respuesta inmune sitio específica de gran magnitud 

para que potencialmente pueda contener una futura infección por HIV (figura 19B). Efectivamente, 

los resultados mostraron una optimización de la respuesta celular en la mucosa genital con el 

esquema de inmunización IL-1250+CTB, detectando en este grupo 356 CS IFN-Ȗ/106 células (SD: 

8,48) mientras que en el control, se detectaron 147 CS IFN-Ȗ/106 células (SD: 8,48) (p=0,00164) 

(Figura 19B).   

Por otro lado, aunque el número de células específicas secretoras de IL-2 detectadas en el 

tracto genital fue menor al encontrado para IFN-Ȗ, también se encontró una tendencia a una mayor 

respuesta en el grupo IL1250+CTB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Análisis de la respuesta inmune celular específica en mucosa genital a los 10 días de la 
inmunización del grupo sin adyuvantes y el grupo ADN-IL-12 (50 µg) + CTB. 

Grupos de 6 ratones BALB/c fueron inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-
IL-12 (50 µg) + CTB (barras oscuras). Se cuantificó la respuesta celular inmune específica frente al 
péptido de Env a los 10 días de la inmunización en mezclas de células de  ganglios ilíacos (A) y tracto 
genital (B) mediante el ensayo de ELISPOT. Las barras representan el número promedio de células 
secretoras de IFN-Ȗ o de IL-2 por millón de células (CS/106 células) + el desvío estándar por duplicado o 
triplicado de un experimento representativo de 3 realizados. Los valores obtenidos en los controles 
negativos (medio sin estímulo) fueron sustraídos. Se indican las diferencias estadísticas con la prueba T 
de Student entre grupos: **p<0,01; ***p<0,001 
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Cabe agregar que también se cuantificó el número de células secretoras de IL-2 en bazo de 

ratones de este grupo donde se obtuvo una respuesta incrementada respecto al control (163 CS IL-

2/106 células en el grupo sin adyuvantes y 331 en el grupo IL-1250+CTB, p<0,001). 

Los datos detallados en este apartado demuestran claramente los beneficios de la co-

administración de ADN-IL-12 y CTB en un esquema de inmunización de mucosas ADN/MVA para 

mejorar la respuesta celular específica en sitios de mucosas blancos de HIV como en el tracto 

genital y ganglios ilíacos que drenan la mucosa genito-rectal. 

 

2. Las mejoras generadas en la respuesta celular T debido a la administración de ADN-IL-12 

junto con CTB fueron mantenidas durante la fase de memoria de la respuesta. 

 

Los resultados descriptos en las secciones previas fueron analizados luego de 10 días del 

esquema de inmunización indicando que, de los diferentes esquemas utilizados, el que resultó más 

óptimo para generar una respuesta adecuada frente a EnvB tanto sistémica como en tejidos blancos 

de mucosas, fue el utilizado en el grupo IL-1250+CTB. Por lo tanto, se prosiguió el trabajo evaluando 

si las mejoras encontradas en este grupo se encontraban presentes a tiempos tardíos de la 

inmunización. Para ello, se analizó la respuesta celular inmune frente a Env mediante un ensayo de 

ELISPOT en los diferentes tejidos a los 30 y 53 días de aplicado el esquema de inmunización del 

grupo IL-1250+CTB y se comparó la magnitud de la respuesta con el grupo inmunizado en ausencia 

de adyuvantes (Figura 20). Los resultados demuestran que en bazo, el grupo IL-1250+CTB generó 

un incremento de 2 y 3 veces en el número de células secretoras de IFN-Ȗ y de IL-2 

respectivamente, con respecto al grupo sin adyuvantes a los 30 días del boost. A tiempos aún más 

tardíos (53 días post-inmunización), se continúan observando diferencias significativas entre grupos.  

Estos resultados indican que en el bazo, los incrementos en el número de células T-CD8 

específicas secretoras de IFN-Ȗ y de IL-2 observados en tiempos tempranos (10 días) en el grupo 

IL-1250+CTB con respecto al grupo control, fueron mantenidos en la fase de memoria (30 y 53 días) 

a pesar de la disminución de la respuesta. 
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Indudablemente, un importante hallazgo fue que el esquema de inmunización seleccionado 

resultó más eficiente para inducir una respuesta inmune celular específica de memoria de mayor 

magnitud tanto en los ganglios drenantes de la mucosa genito-rectal como en el sitio efector del 

tracto genital.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cuantificación de células secretoras de IFN-γ y de IL-2 a los 30 y 53 días de la 
inmunización con MVA. 

Grupos de 6 ratones BALB/c fueron inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-
IL-12 (50 µg) + CTB (barras oscuras). Se cuantificó la respuesta celular inmune específica frente al 
péptido de Env mediante el ensayo de ELISPOT, en mezclas de células de bazo (A), ganglios ilíacos (B) 
y tacto genital (C) a los 30 y 53 días después de la inmunización con MVA. Las barras representan el 
número promedio de células secretoras de IFN-Ȗ o de IL-2 por millón de células (CS/106 células) + el 
desvío estándar por duplicado o triplicado de un experimento representativo de 2 o 3 realizados. Valores 
obtenidos en los pocillos de los controles negativos  (medio sin estímulo) fueron sustraídos. Se indican las 
diferencias estadísticas con la prueba T de Student entre grupos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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En ganglios ilíacos (Figura 20B), luego de 30 días de aplicado el esquema de inmunización, 

el incremento en el número de CS IFN-Ȗ/106 células observado fue de 2,2 (p<0,05), mientras que 

luego de 53 días, la diferencia detectada entre ambos grupos se acentúa más, resultando de 3,5 

veces (p<0,001). Con respecto al análisis del número de células secretoras de IL-2 a los 30 días de 

la inmunización, la respuesta fue 1,35 veces mayor  (p<0,05). En cuanto a los resultados obtenidos 

en el tracto genital (Figura 20C), sólo se pudo evaluar la respuesta de IFN-Ȗ ya que la cantidad 

células específicas para IL-2 fue escasa.  En este tejido, la respuesta tanto a los 30 como a los 53 

días en el grupo IL-1250+CTB mostró un incremento de aproximadamente 2,5 veces en el número 

de CS IFN-Ȗ/106 células con respecto al grupo sin adyuvantes (a los 53 días, p<0,01).     

El análisis de la respuesta celular T-CD8 a los distintos tiempos de aplicado el esquema de 

inmunización (10, 30 y 53 días) muestra que la combinación de adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + 

CTB genera una respuesta sistémica y en mucosas suficientemente superior a la obtenida en el 

grupo control a los 10 días de aplicado el esquema de inmunización, como para que esta respuesta 

siga manteniendo una diferencia significativa a lo largo del tiempo (30 y 53 días).    

 

3. Análisis del perfil funcional celular T luego de la inmunización ADN/MVA con ADN-IL-12 + 

CTB: Incrementos en la capacidad citotóxica y en la amplitud de las citoquinas producidas. 

 

Para que una respuesta inmune celular T pueda llevar a cabo su función protectiva frente a 

los patógenos intracelulares es importante, no sólo generar una respuesta de gran magnitud, sino 

además, que sea de calidad. Debido a ello, los siguientes estudios del presente trabajo de tesis 

estuvieron centrados en la evaluación de diferentes aspectos que poseen relevancia en cuanto a la 

calidad de la respuesta celular T. 

Una de las formas en las que se evalúa la calidad de la respuesta T es el estudio de la  

polifuncionalidad celular, definida como la capacidad que poseen las células T específicas en forma 

individual de realizar múltiples funciones efectoras simultáneamente. Diferentes trabajos han 

descripto que esta propiedad se encuentra altamente asociada con la protección mediada por estas 
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células (123, 124) y se ha descripto para HIV que en varios casos la polifuncionalidad celular se ha 

correlacionado con un control viral parcial (125). En base a estos reportes es que en varios ensayos 

clínicos de vacunas, la polifuncionalidad celular ha sido utilizada para monitorear la respuesta 

celular T (126-128). 

Entre las funciones efectoras de las células T-CD8 con actividad antiviral, se encuentran la 

citotoxicidad medida por la capacidad de degranulación (evaluada por la proporción de células 

CD107a/b+) y la producción de citoquinas o quimioquinas.  

En base a lo descripto anteriormente se decidió analizar la calidad de la respuesta generada 

en los ratones del grupo control inmunizados sin adyuvantes (ADN-EnvB/MVA-EnvB) en 

comparación con aquellos inmunizados según el esquema del grupo IL-1250+CTB (ADN-EnvB + 

ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (10 µg)/ MVA-EnvB + CTB (10 µg)). 

En primera instancia, se realizaron los experimentos de evaluación de la calidad de la 

respuesta celular T a los 10 días luego de la aplicación del esquema de inmunización en 

esplenocitos de los animales de los dos grupos inmunizados. Se evaluó en las células T-CD8 

específicas para el antígeno de Env la capacidad de degranular (CD107 a+/b+) y de producir las 

citoquinas IFN-Ȗ, IL-2 y TNF-α mediante marcación intracitoplasmática y posterior análisis por 

citometría de flujo (las condiciones utilizadas para la realización del ensayo se describen en el punto 

4.5.2. de Materiales y Métodos).  

Para poder realizar este análisis, se realizaron dos ensayos de citometría en paralelo debido 

a la limitante del equipo de citometría de flujo que permite utilizar hasta 6 colores simultáneamente. 

Para ambos casos, se utilizaron el marcador de viabilidad, los marcadores de superficie CD3 y CD8, 

y los marcadores para detectar la producción de IFN-Ȗ y TNF-α. Los experimentos se diferenciaron 

entre sí, en que en uno de ellos se cuantificó IL-2, y en el otro CD107a/b. De este modo, se 

pudieran evaluaron en total 4 funciones. El esquema de la estrategia de gating utilizada en este 

ensayo se muestra en la figura 21. Los porcentajes de la combinación de las dos o tres funciones 

efectoras que pudieron ser analizadas con estos dos experimentos se realizaron con el software 

FACS Diva. Hay que tener en cuenta que, debido a que fueron dos experimentos separados, no se 
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pudieron analizar la combinación IL-2 con CD107a/b ni tampoco las células con capacidad para 

ejercer las 4 funciones efectoras en forma simultánea.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

En la figura 22A se analizó el porcentaje de células T-CD8 específicas capaces de cumplir 

cada una de las funciones por separado. Se puede observar que en el grupo IL-1250+CTB se 

detectaron mayores porcentajes de células T-CD8 que producen IFN-Ȗ (p<0,01) y TNF-α (p<0,01) 

en comparación con el grupo control (ADN-EnvB/MVA-EnvB) inmunizado sin adyuvantes. Así 

mismo, también se encontró que los esplenocitos provenientes del grupo IL-1250+CTB, mostraron 

mayores porcentajes de células T-CD8 específicas para el antígeno con capacidad de ejercer 

APC

Linfocitos
No dobles

Vivas

CD3+
CD8+

IFN-γ

Figura 21. Esquema de la estrategia de gating utilizada para el estudio de polifuncionalidad por 
citometría de flujo. 

Se graficó el forward scatter (FSC) versus el side scatter (SSC) en un dot blot. El primer parámetro mide 
su tamaño relativo y el segundo, la granularidad relativa o complejidad interna. Se seleccionó la 
población de linfocitos según los parámetros anteriores y luego se tomaron las células individuales (no 
dobles). A partir de esta población celular, se excluyeron las células muertas del análisis, para identificar 
a las células CD3+/CD8+. Finalmente, con esta subpoblación celular, se cuantificó la producción de 

citoquinas (sólo se muestra IFN-γ a modo de ejemplo) o del marcador de citotoxicidad (CD107a/b).  
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citotoxicidad (CD107a/b) (0,825% en el grupo IL-1250+CTB frente a 0,355% en el grupo control, 

p<0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Modulación de la respuesta celular T en su capacidad citotóxica y el patrón de  
producción de citoquinas en bazo. 

La calidad de la respuesta inmune fue evaluada en grupos de ratones BALB/c inmunizados en ausencia 
de adyuvantes (barras claras) o con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (barras oscuras) a los 10 días del boost en 
células de bazo. (A) Se determinó por citometría de flujo mediante tinción intracitoplasmática la proporción 
de la producción de citoquinas (IFN-Ȗ, IL-2 y TNF-α) y citotoxicidad (CD107a/b+) específica de las células 
T-CD8+ frente al péptido de Env. (B) Porcentaje de células monofuncionales (1fx), bifuncionales (2fx) y 
trifuncionales (3fx) del total de células T-CD8+ específicas. (C) Porcentaje de células T-CD8+ específicas 
detallando la función que posee. Las barras representan el promedio +SD para duplicados de mezclas de 
células de 6 ratones donde se sustrajeron los valores obtenidos con medio sin estímulo. Diferencias 
estadísticas entre grupos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 con la prueba T de Student. 
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Luego se analizó la polifuncionalidad celular como la proporción de células T-CD8 

específicas capaces de ejercer una, dos o tres funciones efectoras simultáneamente (Figura 22B). 

Los resultados demuestran que el grupo IL-1250+CTB posee significativamente mayor proporción de 

células bifuncionales, representando el 0,4% del total de células T-CD8 en este grupo, y solo un 

0,077% en el grupo sin adyuvantes (p=0,022). Si sólo se tiene en cuenta a las células específicas, 

donde consideramos que el 100% son la suma de las células que poseen alguna función, aquellas 

que poseen 2 funciones alcanzan el 45% en el grupo IL-1250+CTB y 15% en el grupo control. 

Al analizar en detalle cuáles son las funciones efectoras llevadas a cabo por las células T-

CD8 específicas detectadas como mono, bi o tri-funcionales (Figura 22C) pudimos observar que las 

diferencias significativas encontradas en las células bifuncionales entre ambos grupos, se deben a 

las células con capacidad de producir simultáneamente IFN-Ȗ y TNF-α (p<0,01) y a aquellas con la 

capacidad de degranular (CD107a+/b+) y secretar IFN-Ȗ (p<0,001). Este análisis nos permitió 

observar además que, si bien no se encontraron diferencias significativas en los porcentajes totales 

de células trifuncionales entre grupos (Figura 22B), sí se hallaron diferencias entre ambos grupos 

respecto a las células T-CD8 con capacidad de producción simultánea de IFN-Ȗ, IL-2 y TNF-α 

(p<0,001) (Figura 22C). 

Tras los resultados positivos en células de bazo, se consideró importante continuar los 

estudios de calidad de la respuesta celular llevando a cabo un análisis similar al anterior, pero en 

tracto genital, para así poder caracterizar el perfil funcional de las células T-CD8 de la mucosa 

(Figura 23A). En este caso, las marcaciones que se realizaron fueron como anteriormente para 

bazo, pero se llevó a cabo un solo experimento debido a que lamentablemente, el rendimiento de 

células que se obtiene luego de procesar el tracto genital es bajo, y no alcanzaba para realizar todas 

las determinaciones. Por lo tanto, se analizó la producción de IFN-Ȗ, TNF-α y la capacidad de 

degranular (CD107a/b+), de las células T-CD8. Se optó por la determinación del marcador CD107a/b 

frente a IL-2 ya que la producción de esta citoquina fue analizada anteriormente mediante el ensayo 

de ELISPOT.  
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Figura 23. Modulación de la respuesta celular T en su capacidad citotóxica y el patrón de  
producción de citoquinas en mucosa genital. 

La calidad de la respuesta inmune específica frente al péptido de Env fue evaluada en grupos de 6 
ratones BALB/c inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB 
(barras oscuras) a los 10 días del boost. (A) Células de tracto genital fueron analizadas por citometría de 
flujo mediante tinción intracitoplasmática y se cuantificó la proporción de la secreción de citoquinas (IFN-Ȗ 
y TNF-α) y citotoxicidad (CD107a/b+) específica de las células T-CD8+. (B) Porcentaje de células 
monofuncionales (1fx) y bifuncionales (2fx) del total de células T-CD8+ específicas. (C) Porcentaje de 
células T-CD8+ específicas detallando la función que poseen. (D) Células de ganglios ilíacos fueron 
estimuladas con el péptido de Env durante 72 h y luego, se recogió el sobrenadante para medir 
citoquinas con el CBA kit. En todos los casos, valores obtenidos en los controles negativos (medio sin 
estímulo) fueron sustraídos. Se indican las diferencias estadísticas con la prueba T de Student entre 
grupos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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Al analizar el porcentaje de células T-CD8 específicas para cada una de las funciones, 

comprobamos que en el grupo IL-1250+CTB se detectó una mayor proporción de células específicas 

que producen IFN-Ȗ en comparación con el grupo sin adyuvantes (p=0,038) (Figura 23A). Este 

resultado concuerda con lo que ya se había detectado al evaluar la respuesta específica en células 

de tracto genital mediante ensayos de ELISPOT (Figura 19B). Por otro lado, al evaluar la capacidad 

citotóxica que poseían las células específicas, se encontró una tendencia a mayores porcentajes en 

el grupo inmunizado con los adyuvantes en comparación con el grupo control, pero sin llegar a ser 

estadísticamente significativo (p=0,07). A diferencia de lo encontrado en esplenocitos, en células de 

tracto genital no se pudieron detectar células específicas productoras de TNF-α en ninguno de los 

dos grupos.  

En el estudio de la polifuncionalidad en células de tracto genital (figura 23B y C) 

encontramos que, mientras que el grupo IL-1250+CTB presentaba células bifuncionales con 

capacidad de secretar IFN-Ȗ y degranular (CD107a/b) simultáneamente, en el grupo inmunizado sin 

adyuvantes, no se encontraron células con estas características.  

Con el fin de evaluar un poco más en detalle la calidad de la respuesta en la mucosa genital, 

se realizó otro ensayo con células de ganglios ilíacos para el estudio del patrón de secreción de 

diferentes citoquinas en sobrenadantes de cultivos de células luego de estar 72 h estimuladas con el 

péptido de Env. La cuantificación se realizó mediante el kit CBA que cuantifica 5 citoquinas (IL-2, 

IFN-Ȗ y TNF-α de perfil Th1; IL-4, IL-5 de perfil Th2) simultáneamente mediante citometría de flujo. 

Lamentablemente, este mismo ensayo no se pudo realizar con células del tracto genital debido a 

que el número de células que se consigue por experimento es bajo, y por lo tanto, limita la cantidad 

de experimentos que se pueden realizar para analizar diferentes aspectos de la calidad de la 

respuesta inmune.  

En la figura 23D se puede observar que en el grupo inmunizado con la combinación de 

adyuvantes, se encontraron mayores niveles de las citoquinas IL-5, IFN-Ȗ y TNF-α con respecto al 

grupo sin adyuvantes. También se cuantificó IL-4, de perfil Th2 que no pudo ser detectado en 

ninguno de los dos casos. La cuantificación de citoquinas por el método de CBA en células de 
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ganglios ilíacos sugiere que tras la inmunización aplicada en el grupo IL1250+CTB se incrementan 

principalmente citoquinas de perfil Th1 (IFN-Ȗ y TNF-α) y también se evidencia un incremento en la 

respuesta Th2 (IL-5). 

Los resultados demuestran que ADN-IL-12 (50 μg) + CTB no sólo incrementa la magnitud de 

la respuesta celular inmune, sino que también mejora la calidad de la respuesta inducida en 

términos de polifuncionalidad celular tanto en células de bazo como en la mucosa genital. 

 

4. En la fase de memoria, la inmunización con ADN-IL-12 + CTB modula el patrón de 

secreción de citoquinas. 

 

Con el fin de conocer el patrón de secreción de diferentes citoquinas a tiempos tardíos de la 

inmunización, ratones inmunizados fueron analizados a los 30 y 53 días del boost evaluando en 

células de bazo la secreción de citoquinas Th1/Th2 en los sobrenadantes de los cultivos 

estimulados in vitro durante 72 h mediante el kit de CBA (Figura 24). Luego de 53 días de la 

inmunización, al analizar la secreción de citoquinas cuando las células fueron estimuladas con el 

péptido de Env, se pudo observar un incremento en los niveles de IL-2, IFN-Ȗ y TNF-α en el grupo 

IL-1250+CTB en comparación al grupo sin adyuvantes (Figura 24A). Estos resultados mostraron un 

perfil de secreción de citoquinas similar al detectado a tiempos más cortos post-inmunización (a 10 

días del boost) evaluado en ese caso por tinción intracitoplasmática mediante citometría de flujo 

(figura 22A).  

Cuando las células fueron estimuladas con la proteína gp-120, como era de esperar para un 

esquema de inmunización ADN/MVA, se observó un patrón Th1 de secreción de citoquinas (IFN-Ȗ, 

IL-2, TNF-α) que fue mucho más marcado cuando se administraron los adyuvantes ADN-IL-12 + 

CTB tanto a los 30 como a los 53 días del boost (Figura 24B).  

Por lo tanto, lo mostrado anteriormente indica que durante la fase de memoria de la 

respuesta celular, al igual que en la fase aguda, se pudo observar un incremento en la secreción de 

una variedad de citoquinas, preferentemente las de perfil Th1 en el grupo IL-1250+CTB. 
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5. Evaluación de la reactividad cruzada: El reconocimiento de péptidos heterólogos es mayor 

en el grupo inmunizado con los adyuvantes IL-1250+CTB. 

 

Debido a la importancia de generar vacunas que induzcan una respuesta inmune con 

amplitud, que tengan la habilidad de reconocer múltiples epítopes y/o diferentes variantes de estos, 

se analizó la reactividad cruzada utilizando pooles de péptidos de la proteína gp-160 de diferentes 

subtipos de HIV. Para ello, se realizó un ensayo de ELISPOT utilizando como estímulo un set de 

péptidos PTE (Epítopes celulares T potenciales), el cual está formado por 480 péptidos que 

representan diferentes subtipos de la proteína gp-160: A, B, C y varios subtipos no ABC. Para este 

trabajo, el set de péptidos fue divido en 5 pooles que comprendían los dominios estructurales 

constantes (C) y variables (V) de la proteína: Gp1201 (aa 1 a 154) comprende la primera región 

constante (C1) y variable (V1), Gp1202 (aa 155 a 284) incluye V2 y C2, Gp1203 (aa 285 a 511) que 

abarca desde el loop V3 hasta la región C5 inclusive, y finalmente, los péptidos que comprenden la 

Figura 24. Patrón de secreción de diferentes citoquinas en la fase de memoria. 

Grupos de 6 ratones BALB/c fueron inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-
IL-12 (50 µg) + CTB (barras oscuras). En la fase de memoria se evaluó la respuesta inmune en mezclas 
de células de bazo que fueron estimuladas durante 72 h y las concentraciones de citoquinas fueron 
cuantificadas en los sobrenadantes de los cultivo utilizando el CBA kit para cuantificar citoquinas Th1/Th2 
de ratón. (A) Análisis de muestras obtenidas a los 53 días del boost, donde las células de bazo fueron 
estimuladas con el péptido de Env (V3 loop). (B) células de bazo obtenidas a los 30 y 53 días del boost 
(panel izquierdo y derecho respectivamente), fueron estimuladas con la proteína gp-120 entera. Las 
barras representan los valores cuantificados por simplificado, donde se sustrajeron los valores obtenidos 
en sobrenadante de células sin estímulo (medio de cultivo solo).  
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porción Gp-41 de la proteína, fueron divididos en 2 pooles: Gp411 (aa 512 a 689) y Gp412 (aa 690 a 

842) (Figura 25C).  

Resultados del ensayo realizado a los 10 días luego de la última inmunización mostraron que 

la respuesta total frente a los péptidos PTE de gp-160 (evaluada como la suma de CS IFN-Ȗ/106 de 

células detectada frente a cada uno de los pooles de péptidos) fue significativamente mayor en el 

grupo inmunizado con los adyuvantes (IL-1250+CTB) con respecto al grupo inmunizado sin ellos 

(Figura 25A, panel izquierdo). El incremento de esta respuesta hallado para el grupo IL-1250+CTB 

fue 6 veces mayor (p<0,001). Cuando la respuesta fue estudiada más en detalle teniendo en cuenta 

la cantidad de células reactivas frente a cada uno de los pooles PTE, se observó que las diferencias 

entre los grupos estaba mediada por la respuesta dirigida contra los pooles Gp1201, Gp1203 y 

Gp412 (Figura 25A, panel derecho) siendo mayor en el grupo IL-1250+CTB. En la figura se muestran 

los datos de un experimento representativo de dos realizados. Las diferencias significativas frente al 

pool Gp412 fueron encontradas en los dos experimentos (p<0,01) (barras sombreadas en la figura 

25A). En cambio, la respuesta frente a los pooles Gp1201 y Gp1203 resultaron significativamente 

mayores respecto al grupo IL-1250+CTB en sólo uno de los experimentos (p<0,001 y p<0,05 

respectivamente).  

Con el fin de estudiar si estas diferencias se seguían manteniendo en tiempos más tardíos 

se evaluó la reactividad cruzada a los 53 días después del boost (Figura 25B) y se observó el 

mismo patrón que el encontrado a tiempos tempranos (Figura 25A). La respuesta total frente a 

todos los pooles PTE de gp-160 fue significativamente mayor en el grupo inmunizado con ADN-IL-

12 + CTB, superando entre 3 y 4 veces la respuesta encontrada en el grupo sin adyuvantes 

(p<0,01) (Figura 25B, panel izquierdo). En el análisis individual de cada uno de los pooles, se 

encontraron diferencias significativas frente a las mismas regiones detectadas previamente a los 10 

días del boost (Gp1201, Gp1203 y Gp412) en uno de los experimentos realizados del cual se 

muestran los datos en la figura. En otro experimento independiente, sólo se observaron diferencias 

significativas con el pool Gp412 (barras sombreadas en la figura 25B). 
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Figura 25. Evaluación de la calidad de la respuesta celular T mediante el análisis de la reactividad 
cruzada frente a péptidos de Env de otros subtipos de HIV. 

Grupos de 6 ratones fueron inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-IL-12 (50 
µg) + CTB (barras oscuras). Se cuantificó la respuesta celular inmune específica mediante el ensayo de 
ELISPOT en mezclas de células de bazo estimuladas con diferentes pooles de péptidos PTE de Env. Se 
graficaron los resultados con muestras obtenidas luego de los 10 (A) y 53 (B) días del boost. En el panel 
izquierdo, las barras representan el número acumulado de células secretoras de IFN-Ȗ por millón de 
células (CS IFN-Ȗ/106 células) para el total de los pooles PTE. En el panel derecho, se muestra la 
magnitud de la respuesta frente a cada uno de los pooles. Los datos provienen de 1 experimento de 2 
realizados. Barras representan el promedio + SD de duplicados. Valores obtenidos en los pocillos de los 
controles negativos (sin estímulo) fueron sustraídos. Se indican las diferencias estadísticas con la prueba 
T de Student entre grupos: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (C) Esquema indicando las regiones de gp-120 
y gp-41 incluidas en los diferentes pooles de péptidos PTE. 
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Los resultados descriptos en este apartado demuestran que la inmunización con la 

combinación IL-1250+CTB induce una respuesta celular T capaz de generar un mayor 

reconocimiento de péptidos heterólogos en relación al antígeno expresado desde los vectores 

vacunales, aumentando así la amplitud de esta respuesta en comparación con la inmunización en 

ausencia de los adyuvantes. 

 

6. Mejoras en la avidez funcional celular T tanto en fase aguda como de memoria en el grupo 

IL-1250+CTB. 

 

Otra de las propiedades deseadas de la respuesta celular que se correlaciona con la 

efectividad de la función efectora es la avidez que poseen las células T por el antígeno específico 

(129).  Por tal motivo, se diseñó un ensayo in vitro que permitiera evaluar esta importante función 

celular T que consistió en un ensayo de ELISPOT utilizando células de bazo que fueron estimuladas 

con diluciones seriadas al décimo del péptido específico, siguiendo métodos descriptos previamente 

(Ver sección 4.3.1 de Materiales y Métodos).  A su vez, en los pocillos se puso una cantidad fija de 

esplenocitos de manera tal que, frente a concentraciones máximas u óptimas del antígeno se 

obtuviera el máximo de respuesta (entre 100 y 200 spots o puntos/pocillo). 

La avidez celular T está dada por la capacidad que poseen las células para reconocer a su 

ligando específico en bajas concentraciones. Los resultados se expresaron como la concentración 

de péptido requerida para obtener un 50% de la respuesta máxima celular T específica: DS50 (Dosis 

sensibilizante de péptido requerido para alcanzar el 50% del máximo número de células T 

secretoras de IFN-Ȗ), realizando curvas de tipo dosis-repuesta. 

Se analizó la avidez celular T inducida frente al péptido de Env (V3 loop) en el grupo control 

(ADN-EnvB/MVA-EnvB) y en el grupo inmunizado con el esquema IL-1250+CTB (ADN-EnvB + ADN-

IL-12 (50 µg) + CTB (10 µg)/ MVA-EnvB + CTB (10 µg)) a los 10 y 30 días de inmunizados a los 

ratones. 
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Las células provenientes de los animales del grupo inmunizado con la combinación de 

adyuvantes ADN-IL-12 + CTB mostraron significativamente mayor avidez frente al péptido de Env, 

resultando el valor de DS50 3 veces menor en comparación al grupo inmunizado sin adyuvantes 

(1,18 frente a 3,48 ng/ml respectivamente, p=0,0136) (Figura 26A).  Este resultado indica que las 

células T inducidas tras la inmunización IL-1250+CTB tienen una mayor capacidad para detectar 

concentraciones más bajas del antígeno específico.  

Cabe destacar que esta propiedad de las células T también se analizó a tiempos más 

tardíos, 30 días luego de la inmunización (Figura 26B) y se pudo observar que las diferencias entre 

ambos grupos se seguían manteniendo, e incluso eran mayores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mientras que en el grupo IL-1250+CTB, el valor de DS50 observado a los 10 días de la 

inmunización se mantuvo a los 30 días (1,18ng/ml y 1,96 ng/ml a los 10 y 30 días respectivamente, 

p>0,05), en el grupo sin adyuvantes el valor de DS50 se incrementó en forma significativa durante la 

Figura 26. Estudio de la avidez funcional de células T en muestras de bazo. 

Mezclas de células de bazo de ratones (de 3 a 6 por grupo) inmunizados sin adyuvantes (puntos claros) y 
con IL-1250+CTB (puntos oscuros) fueron analizados con un ensayo de avidez funcional de células T 
específicas para el péptido de Env (V3 loop) a los 10 (A) y 30 (B) días luego de la inmunización. Se 
realizó el ensayo de ELISPOT utilizando diluciones seriadas del péptido de 20 a 0,00002 µg/ml en 
pocillos por triplicado. Cada punto representa el porcentaje promedio de la respuesta máxima. DS50: 
Dosis sensibilizante de péptido requerido para alcanzar el 50% de la máxima producción de células T 
secretoras de IFN-Ȗ. Diferencias estadísticas entre grupos: *p<0,05; **p<0,01 con la prueba de Mann-
Whitney. 
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fase de memoria de la respuesta (3,48 ng/ml frente a 10,56 ng/ml a los 10 y 30 días de la 

inmunización respectivamente, p=0,026), implicando una pérdida significativa en la avidez de la 

respuesta T específica. Durante la fase de memoria, por lo tanto, la diferencia en la avidez celular 

entre ambos grupos de inmunización es incrementada, resultando en el grupo con adyuvantes el 

valor de DS50 5,4 veces menor respecto al valor observado en el grupo control (p=0,0035).     

 

7. El potencial proliferativo de las células T es superior en el grupo inmunizado con IL-12 + 

CTB. 

 

 La necesidad de que las células del sistema inmune (tanto linfocitos B como T) tengan la 

capacidad de proliferar en respuesta a un antígeno específico es una propiedad muy importante en 

el desarrollo de una vacuna, ya que su rápida expansión permitiría responder más eficientemente 

contra patógenos, permitiendo la contención de la infección en primer lugar y eliminarla en última 

instancia. 

 Con el fin de evaluar el potencial proliferativo específico de la respuesta celular T en los 

grupos de ratones inmunizados, se realizó un ensayo de proliferación utilizando el método de tinción 

con CFSE y evaluando la respuesta por citometría de flujo. Esta metodología (descripta en detalle 

en la sección 4.5.3 de Materiales y Métodos) se basa en la tinción de los esplenocitos o células con 

CFSE a una concentración determinada para luego dejarlos estimulando in vitro con el antígeno 

específico durante 4 días. Aquellas células que responden al antígeno y que además poseen la 

capacidad de proliferar, se van a dividir para dar como resultado dos células hijas, y por lo tanto, el 

colorante CFSE se va a repartir en partes iguales en cada una de las células. De este modo, cuando 

estas células son analizadas mediante el citómetro de flujo, las que no proliferaron van a tener la 

intensidad de fluorescencia más alta debido a que conservan el colorante, y aquellas que sí se han 

divido, diluyeron el colorante a la mitad respecto a la célula progenitora y debido a ello, va a tener 

menor intensidad de fluorescencia. 
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 Los experimentos fueron llevados a cabo a los 10, 30 y 53 días luego de aplicado el 

esquema de inmunización en el grupo control (ADN-EnvB/MVA-EnvB) y en el que se aplicó ADN-IL-

12 (50 μg) + CTB  (ADN-EnvB + ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (10 µg)/ MVA-EnvB + CTB (10 µg)) 

(Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados muestran que el porcentaje de células T-CD8 específicas capaces de 

proliferar a los 10 días de inmunizados los ratones, tendía a ser mayor en el grupo IL-1250+CTB en 

comparación al grupo sin adyuvantes (2,3% frente a 1,75% respectivamente), pero esta diferencia 

no alcanzó la significancia estadística. Sin embargo, al analizar la respuesta a tiempos más tardíos, 

tanto a 30 como a 53 días del boost, las diferencias entre ambos grupos fueron más evidentes, 

mostrando un incremento significativo en la capacidad proliferativa. Así a los 30 días, el porcentaje 

Figura 27. Potencial proliferativo de células de bazo. 

La respuesta celular inmune específica fue analizada a los 10, 30 y 53 días del boost en grupos de 
ratones inmunizados en ausencia de adyuvantes (barras claras) o con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (barras 
oscuras). Las mezclas de células de bazo de 6 ratones fueron teñidas con CFSE y estimuladas in vitro 

durante 4 días con el péptido de Env (V3 loop) y luego marcadas con anticuerpos de superficie (CD3 y 
CD8). Las células T-CD8+ con baja intensidad de fluorescencia de CFSE (células que proliferaron) fueron 
determinados por citometría de flujo. Se muestra un gráfico de puntos representativo (panel izquierdo) y 
el porcentaje de células que proliferaron (panel derecho), donde las barras representan el promedio + 
SD de muestras por duplicado. Los valores obtenidos en los pocillos de los controles negativos (medio 
sin estímulo) fueron sustraídos. Se indican las diferencias estadísticas con la prueba T de Student entre 
grupos: *p<0,05. 
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de proliferación específico que se obtuvo tras la inmunización con la combinación de adyuvantes fue 

4 veces mayor respecto a la generada en el grupo control (0,97% frente a 0,21%, p=0,012) y a los 

53 días fue de 1,9 veces (0,63% frente a 0,335%, p=0,039). En conclusión, a tiempos tempranos la 

capacidad proliferativa de las células T específicas en ambos grupos es similar, sin embargo, a 

tiempos tardíos, el beneficio de la inmunización con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB se acentúa, siendo 

significativamente mayor la capacidad proliferativa específica en este grupo.  

 

8. Sub-poblaciones de linfocitos T de memoria: Aumento de células T con fenotipos de 

estadios tempranos de diferenciación luego de la inmunización con  ADN-IL-12 (50 μg) + CTB. 

 

Los resultados de los estudios descriptos anteriormente en las secciones precedentes de 

Resultados, demostraron que la combinación de IL-12 junto con CTB mejoró la respuesta inmune 

celular a tiempos tardíos, tanto en términos de magnitud, amplitud, como de calidad de la respuesta 

celular T.  

En los últimos años se han realizado avances en cuanto a la caracterización de las distintas 

sub-poblaciones de linfocitos T de memoria en relación a los distintos fenotipos y la función de los 

mismos. Se reconocen, típicamente, las células T de memoria central (TMC), las cuales migran a 

tejidos linfoides, y las células T de memoria efectora (TME) que pueden migrar a múltiples tejidos 

periféricos. Recientemente, se ha descripto una tercera población de células T de memoria: Las 

células “naϊve like” o células stem de memoria (TMCS), que poseen alta capacidad proliferativa y son 

multipotentes. Además, tienen la capacidad de diferenciarse en TMC y TME (130).   

El análisis del posible impacto de la aplicación de adyuvantes en mucosas sobre el fenotipo 

celular T en memoria no ha sido explorado en profundidad hasta el momento. Por lo tanto, dada la 

importancia de la caracterización de las distintas subpoblaciones T de memoria, el objetivo siguiente 

consistió en realizar una caracterización del patrón fenotípico de la respuesta celular T de memoria 

inducida. Con el fin de evaluar si las mejoras obtenidas luego de la inmunización con ADN-IL-12 + 

CTB estaban acompañadas por diferencias en la generación de subpoblaciones de memoria celular 
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T específicas, a los 30 días luego de aplicado el esquema de inmunización al grupo sin adyuvante y 

al grupo IL-1250+CTB, se analizó por citometría de flujo la respuesta celular T específica. Para ello 

se utilizó el ensayo de proliferación específica mediante tinción con CFSE en células de bazo que 

fueron estimuladas durante 4 días con el péptido específico o con medio solo. Se utilizaron además, 

marcadores de superficie para seleccionar las células T-CD8 (CD8+) y otros dos marcadores de 

superficie que son empleados para la identificación de las diferentes subpoblaciones celulares T de 

memoria: CD44 (marcador de activación celular) y CD62L (marcador de homing a ganglios linfáticos 

secundarios). Mediante la marcación de las células con estos anticuerpos se clasificaron a las 

células T-CD8 específicas con capacidad de proliferar en 4 subpoblaciones: Células stem de 

memoria o células “naϊve like” (TMCS; CD44L-CD62L+), memoria central (TMC; CD44+ CD62L+), 

memoria efectora (TME; CD44+ CD62L-) y efectora terminal (TET; CD44- CD62L-).  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Caracterización de las subpoblaciones celulares T de memoria inducida luego de la 
inmunización. 

A los 30 días del boost, mezclas de células de bazo de 6 ratones inmunizados sin adyuvantes (barras 
claras) y con IL-1250+CTB (barras oscuras) fueron analizadas por citometría de flujo. Las células fueron 
marcadas con CFSE y estimuladas con el péptido de Env (V3 loop) durante 4 días y luego, las células 
fueron marcadas con anticuerpos de superficie (CD8, CD44 y CD62L). Células T-CD8+ con capacidad 
proliferativa (evaluada con el ensayo de dilución del CFSE) fueron clasificadas en 4 subpoblaciones de 
memoria. (A) Porcentaje de células T-CD8+ que proliferan (panel izquierdo) y porcentaje de células T-
CD8+ que además de proliferar, poseen los siguientes fenotipos: Células stem de memoria (TMCS; 
CD44L- CD62L+), memoria central (TMC; CD44+ CD62L+), memoria efectora (TME; CD44+ CD62L-) y 
efectora terminal (TET; CD44- CD62L-). (B) Porcentaje de células T-CD8+ específicas que expresan los 
fenotipos indicados. Las diferencias estadísticas entre grupos son indicadas: *p<0,05; ***p<0,001 
mediante la prueba T de Student.    
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Como ya se había visto anteriormente (Figura 27), el porcentaje de células T-CD8 que 

proliferan en respuesta al péptido específico fue significativamente mayor en el grupo IL-1250+CTB 

en comparación con el grupo sin adyuvantes, siendo la respuesta 4 veces superior. Al analizar la 

distribución de las subpoblaciones celulares T de memoria en cada uno de los grupos analizados, 

se puede observar que el grupo que recibió la combinación de adyuvantes mostró un incremento 

significativo de la proporción de células T-CD8 específicas con un fenotipo de memoria central 

(0,1455% frente a 0,013%; p<0,05) y de células T stem de memoria (1,14% frente a 0,098%; 

p<0,001) (Figura 28). En la figura 28B se muestra la distribución de las células T-CD8 específicas 

para el antígeno en los diferentes estadios de diferenciación para cada uno de los grupos de 

inmunización. Los resultados demuestran que luego de la inmunización con ADN-IL-12 (50 µg) + 

CTB, las subpoblaciones T de memoria con menores grados de diferenciación (TMCS y TMC) fueron 

incrementadas en forma significativa (82% en IL-1250+CTB y 31% en el grupo sin adyuvantes), 

llevando a la consecuente reducción del fenotipo efector (TME y TET). 

Estos resultados demuestran que, luego de la inmunización con ADN-IL-12 + CTB, se 

incrementan las subpoblaciones de células T de memoria específicas con fenotipos de memoria 

central y las células stem de memoria, con capacidad proliferativa específica frente al antígeno. 

 

9. Ensayo de citotoxicidad in vivo: La aplicación de ADN-IL-12 + CTB generó un incremento 

en la actividad citotóxica in vivo. 

 

Todos los experimentos y ensayos descriptos hasta el momento demostraron los beneficios 

de la co-inoculación de ADN-IL-12 + CTB en el esquema de inmunización intranasal ADN/MVA. Sin 

embargo, quizás una limitación que poseen la mayoría de los ensayos de evaluación de la 

respuesta celular específica es que son estudios ex vivo que son desarrollados in vitro, lo cual 

podría no siempre reflejar lo que sucede in vivo. Por lo tanto, se consideró importante realizar un 

ensayo que permitiera evaluar la calidad de la respuesta celular T inducida, pero in vivo de manera 

tal de realizar el análisis en el contexto del animal.  
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Para poder concretar este objetivo, se realizó un ensayo con el fin de medir el nivel de 

capacidad citotóxica de las células T-CD8 in vivo y así corroborar si las diferencias encontradas en 

los ensayos funcionales in vitro eran reproducidos por un ensayo in vivo.  

Este experimento consistió en la inyección intravenosa de una mezcla de células de bazo 

marcadas con baja concentración de CFSE (CFSEbajo) y células con alta concentración y pulsada 

con el péptido de Env (CFSEalto) en ratones de diferentes grupos (naïve, sin adyuvantes y IL-

1250+CTB). A las 4 y 16 h de la inyección, los animales fueron sacrificados y se analizó la lisis 

específica en células de bazo por citometría de flujo. La figura 29 muestra los resultados obtenidos a 

los 10 y 30 días de la inmunización. En el panel izquierdo, se muestran los histogramas 

representativos de una muestra de ratón de cada uno de los grupos de ratones estudiados, en los 

cuales se pueden observar los dos picos correspondientes a las células inyectadas de CFSEalto 

(pulsado con el péptido específico) y CFSEbajo (no pulsado). En los ratones naïve, ambos picos son 

de tamaño similar a las 4 y 16 h de inyectadas las células, indicando que se recuperaron cantidades 

similares de cada una de las poblaciones marcadas con CFSE. En cambio, en los ratones que 

recibieron el esquema de inmunización intranasal, las células CFSEalto se encontraban en menor 

proporción en relación a la población encontrada de CFSEbajo. Esta diferencia resultó más evidente 

en el grupo inmunizado con IL-1250+CTB. El porcentaje de citotoxicidad in vivo fue analizado a los 

10 y 30 días de la última inmunización. El análisis luego de los 10 días, a las 4 y 16 h de 

transfundidas las células marcadas con CFSE muestra que en el grupo inmunizado con IL-

1250+CTB el porcentaje de citotoxicidad detectada fue superior en comparación al grupo sin 

adyuvantes, siendo el incremento 3,9 y 3,2 veces mayor a las 4 y 16 h respectivamente. Si bien, a 

las 4 h las diferencias encontradas no llegan a ser estadísticamente significativas, a las 16 h, la 

mediana de actividad citotóxica encontrada en el grupo de ratones con adyuvantes fue 

significativamente más alta en comparación con el grupo sin adyuvantes (valores de la mediana: 

53,03% frente a 16,37%, p=0,0043). Este mismo ensayo se realizó durante la fase de memoria de la 

respuesta celular T adaptativa, luego de 30 días de aplicado el esquema de inmunización y se 

analizó la actividad citotóxica a las 16 h de la transfusión (Figura 29). Los resultados obtenidos 
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muestran que la actividad citotóxica aún era detectada en fase de memoria de la respuesta, y al 

comparar los niveles encontrados en cada uno de los grupos, la mediana del valor de citotoxidad fue 

de 3,51% en el grupo sin adyuvantes frente a 17,51% con la combinación de ADN-IL-1250+CTB  

(incremento de 5 veces, p=0,057). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es importante destacar que la realización de estos últimos ensayos nos permitió evaluar 

directamente in vivo la capacidad de las células T específicas de ejercer su actividad pudiendo 

comprobar que el esquema de inmunización optimizado ADN-IL-12 (50 μg) + CTB  (ADN-EnvB + 

ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (10 µg)/ MVA-EnvB + CTB (10 µg)) efectivamente generó un respuesta 

específica mejorada. 

Figura 29. Actividad citotóxica específica de células T in vivo. 

Ratones inmunizados en ausencia de adyuvantes (círculos claros) o con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB 
(círculos oscuros) fueron analizados en un ensayo de citotoxicidad in vivo mediante transferencia 
adoptiva de células marcadas con baja concentración de CFSE como control y células de alta 
concentración de CFSE y con el péptido de Env cargado en su superficie. Luego de 10 y 30 días de la 
inmunización, bazos individuales de ratones naïve, y de los 2 grupos de ratones inmunizados (sin 
adyuvantes y el grupo IL-1250+CTB) fueron analizados en los tiempos indicados luego de la inyección 
intravenosa de células. A la izquierda se muestra un histograma representativo. Los puntos 
representan los resultados obtenidos en cada uno de los ratones. Líneas representan la mediana y se 
muestran las diferencias estadísticas entre grupos: **p<0,01 con la prueba de Mann-Whitney. 
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Estos últimos experimentos nos permitieron demostrar una correlación directa entre los 

ensayos de células T específicas realizados in vitro y las funciones efectoras de las células T 

ejercidas in vivo. 
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El SIDA es una enfermedad que afecta a todo el mundo y a 33 años del inicio de la 

pandemia, aún no se ha encontrado una vacuna efectiva frente al HIV para poder frenar la infección. 

Con el pasar de los años, se ha observado un descenso en el número de nuevas infecciones y de 

muertes en el mundo debido al mayor acceso a terapias antirretrovirales sumado a un mayor 

compromiso político, inversiones, programas estratégicos y avances científicos orientados a acabar 

con la epidemia del SIDA. Sin embargo, se calcula que a nivel mundial, de todas las personas que 

viven con HIV, tan solo cerca de la mitad tienen conocimiento de ello y hay indicios de que en 

algunos países se incrementó el comportamiento sexual de riesgo (heterosexual) y que además, 

aumentaron las nuevas infecciones en hombres que tienen sexo con hombres, obstaculizando los 

esfuerzos que se realizan para prevenir la transmisión del HIV. Otra de las problemáticas actuales 

es que hay países en donde los usuarios de drogas inyectables aún constituyen una parte 

considerable de la epidemia nacional y no hay compromiso político para reducir la transmisión del 

virus (6). 

Según la Organización Mundial de la Salud, entre las 10 causas principales de defunción en 

el mundo (entre el 2000 y 2012) se encuentra el HIV/SIDA, ocupando el sexto lugar. Este panorama 

sin duda pone en evidencia la importancia de las investigaciones focalizadas en el desarrollo de 

estrategias de inmunización para HIV capaces de inducir una respuesta inmune potente 

especialmente en sitios de mucosas (ya que el virus se transmite principalmente a través de la 

mucosa genital) con el fin de poder evitar la transmisión del virus. Los avances científicos en este 

ámbito, pueden además ser útiles y aplicables a otras enfermedades infecciosas con impacto en el 

sistema inmune de mucosas. Por este motivo, la relevancia de expandir el conocimiento en cuanto a 

las estrategias relacionadas a vacunas de mucosas es de interés mundial, ya que muchos 

patógenos ingresan al cuerpo a través de las membranas de mucosas y por lo tanto, son necesarias 

vacunas efectivas con la habilidad para proteger estos sitios. Hay que tener en cuenta que, luego 

del desarrollo de la vacuna oral para polio, fueron pocas las nuevas vacunas de mucosas que 

fueron desarrolladas posteriormente y una de las razones por la cual esto ha ocurrido es por la falta 

de adyuvantes seguros y efectivos (42). 
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La mucosa genital, además de ser la ruta principal de transmisión del HIV, es susceptible a 

otros virus también causantes de enfermedades de transmisión sexual como por ejemplo, el virus de 

la hepatitis B (HBV) y el virus del papiloma humano (HPV), cuyas infecciones pueden ser 

prevenidas ya que existen vacunas para ello. Sin embargo, existen otras infecciones virales para las 

cuales, al igual que para el HIV, todavía no se ha encontrado una vacuna efectiva como por 

ejemplo, el virus del herpes simple (HSV) genital y el virus linfotrópico-T humano (HTLV). Con 

respecto al desarrollo de vacunas para HIV, la generación de inmunidad en las superficies de 

mucosas no son el objetivo de la mayoría de las vacunas que se están probando en ensayos 

clínicos a pesar de los estudios que demostraron la importancia de ello  (131), excepto casos 

aislados (89, 132). 

Por todo lo mencionado anteriormente, el objetivo de este trabajo fue el estudio y desarrollo de 

esquemas de inmunización eficientes capaces de generar inmunidad tanto a nivel de mucosas 

como a nivel sistémico frente a un antígeno de HIV. La estrategia de inmunización seleccionada fue 

de prime/boost empleando dos vectores vacunales ampliamente utilizados en la actualidad en 

ensayos clínicos de vacunas, como son los vectores de ADN y el vector viral atenuado MVA, que en 

este caso expresan la glicoproteína de envoltura de HIV-1 del subtipo B (EnvB).  

 

Parte I. Control de expresión de vectores ADN y MVA 

 

Los vectores vacunales recombinantes ADN-EnvB y MVA-EnvB, así como también, el 

adyuvante ADN-IL-12, no fueron generados en este estudio, si no que fueron cedidos gentilmente 

por diferentes laboratorios (ver sección 1.2 y 1.3 de Materiales y Métodos). Estos mismos vectores 

fueron utilizados anteriormente en trabajos ya publicados (39, 108, 110, 133). 

Sin embargo, se realizaron los estudios preliminares pertinentes previos a la realización de 

los experimentos de inmunización para corroborar que todos los vectores expresasen efectivamente 

la proteína recombinante en forma correcta. Esto se realizó porque podría suceder que mutaciones 
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puntuales o deleciones ocurridas durante la replicación del vector (ya sea de ADN o MVA) podrían 

impedir la correcta expresión del inserto de interés.  

Una vez realizados los controles de los diferentes reactivos biológicos, se procedió a 

desarrollar los diferentes experimentos en el modelo murino en los que los respectivos vectores se 

emplearon en los esquemas de inmunización ADN/MVA.    

   

Discusión Parte II. Inmunización intranasal ADN/MVA con la aplicación de adyuvantes 

 

Estudios previos han demostrado que la inmunización por ruta intranasal con esquemas de 

vacunación en los cuales se emplearon vectores MVA es eficaz para inducir una respuesta inmune 

específica de mucosas, utilizando como modelo antígenos de diferentes patógenos (66, 134). El 

modo de administración del antígeno en este trabajo de tesis, fue mediante la estrategia ADN-

prime/MVA-boost, la cual ha sido ampliamente probada y está siendo actualmente empleada en 

diversas pruebas clínicas. La aplicación de estos esquemas de inmunización anti-HIV/SIV por ruta 

intranasal fueron previamente desarrollados en modelos murinos y en macacos (39, 87). En uno de 

estos estudios, se demostró que la vacunación por vía nasal de ADN/MVA, provee una protección 

más significativa de la progresión a SIDA que una vacunación intramuscular (87).  

Para cumplir con el objetivo de desarrollar esquemas de inmunización eficientes, capaces de 

generar inmunidad tanto a nivel de mucosas como a nivel sistémico, se utilizaron varios esquemas 

inmunización con el fin de seleccionar el más adecuado. Todos los grupos de ratones estudiados 

recibieron la aplicación de los vectores vacunales que consistieron en un prime de ADN-EnvB (50 

µg) y 14 días después, el boost con MVA-EnvB (107 UFP) en ratones BALB/c por ruta intranasal. 

Los esquemas de inmunización que se detallan en la tabla 6, se diseñaron de forma tal que cada 

grupo se diferenciaba entre sí, en el uso de adyuvantes. Esto se debe a que en el diseño de 

estrategias de inmunización de mucosas, además de la elección de la ruta de inoculación y de los 

vectores vacunales, la selección de los adyuvantes apropiados es muy importante para poder 

generar una vacuna de mucosas efectiva. Por este motivo, los experimentos que corresponden a 
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esta segunda parte, tuvieron el objetivo de generar una respuesta inmune específica potente con el 

uso de diferentes adyuvante o combinación de ellos.  

Fueron seleccionados 2 diferentes adyuvantes con potencial capacidad de incrementar la 

respuesta celular T sistémica y de mucosas: ADN-IL-12 y CTB. Para ello, se tuvieron en cuenta las 

propiedades de cada uno (ver Introducción, sección 3.7), sus antecedentes en aplicación en 

humanos, sumado a que hasta el momento del inicio del presente plan de tesis existía solamente un 

reporte en el que se analizó los posibles beneficios de la co-administración de las moléculas IL-12 y 

CTB por ruta intranasal en ratones BALB/c. En dicho estudio se utilizó una estrategia de 

inmunización basada en proteínas recombinantes tanto para el antígeno de HIV (gp-120 y gp-140) 

como para el adyuvante IL-12 y sólo fue analizada la capacidad para mejorar la respuesta inmune 

humoral tanto sistémica como en mucosas. Los autores concluyeron que IL-12 y CTB administrados 

por ruta intranasal actúan sinérgicamente para aumentar la respuesta de anticuerpos sistémicos y 

locales específicos para la glicoproteína de HIV (122). Este precedente positivo en cuanto a la 

potencialidad de las funciones de ambos adyuvantes (IL-12 y CTB) sirvió como aval para el diseño 

de los primeros experimentos de este trabajo. Más allá de este antecedente, hay que tener en 

cuenta que son muy escasos los estudios en donde se hayan analizado durante una inmunización 

ADN/MVA el efecto adyuvante de IL-12 por vía de mucosas (135), ni tampoco se ha analizado su 

efecto luego de su combinación con CTB al ser aplicado junto con estos vectores de inmunización. 

          El primer estudio que se realizó en este trabajo de tesis con el esquema de 

inmunización ADN/MVA, fue para comprobar que en nuestro modelo, el vector ADN-IL-12 poseía un 

efecto adyuvante al ser administrado por ruta intranasal y que esto era debido a la expresión de la 

citoquina IL-12 y no al vector de ADN, el cual podría tener un efecto adyuvante per se (136). Este 

estudio previo le da sentido al uso del ADN como vector de expresión de IL-12, el cual es el 

causante del efecto inmunomodulador observado luego de su administración por ruta intranasal. 

Cabe mencionar que este mismo vector de expresión fue utilizado previamente en otro trabajo como 

adyuvante en un esquema de inmunización ADN/MVA donde se analizó la respuesta celular frente 

al antígeno de Nef de HIV-1 en un modelo murino (133). La ruta de inmunización empleada en ese 
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caso fue intramuscular para la dosis de ADN e intraperitoneal para el MVA. Durante ese trabajo, 

también se ha constatado que el vector de ADN-IL-12 genera una modulación de la respuesta 

celular inmune debido a la expresión de IL-12, por lo que por ruta sistémica de inmunización, 

tampoco se genera un efecto adyuvante por parte del vector de ADN.   

Una vez comprobada la efectividad de la aplicación de ADN como vector de expresión de IL-

12, se realizaron los experimentos con los 7 grupos de inmunización (ver Tabla 6) donde fueron 

utilizados los adyuvantes ADN-IL-12 y CTB. Ambos fueron aplicados en forma individual, y en el 

caso de ADN-IL-12 se utilizaron dos diferentes dosis. También se aplicó la combinación ambos. 

Como control positivo, se utilizó al potente adyuvante de mucosas, CT (10 µg tanto en el prime 

como en el boost). Como control negativo, se utilizó un grupo inmunizado en ausencia de 

adyuvantes (ADN-EnvB/MVA-EnvB) para poder compararlo con el resto de los grupos en donde sí 

fueron aplicados alguno de los siguientes adyuvantes (ver tabla  6):   

 ADN-IL-12: Dos grupos de inmunización. En uno de ellos se aplicó una dosis de 50 µg (IL-

1250) y en el otro, 100 µg (IL-12100) durante en el prime. 

  CTB: Un grupo de inmunización. 10 µg administrados tanto en el prime como en el boost 

(CTB). 

  ADN-IL-12+CTB: Dos grupos. La combinación de ambos adyuvantes, utilizando las dos 

dosis de ADN-IL-12 aplicadas en el prime junto con la aplicación de 10 µg de CTB tanto en 

el prime como en el boost (IL-1250+CTB e IL-12100+CTB).     

Los resultados (Figura 16) mostraron que la aplicación de los adyuvantes en forma individual, 

ya sean las dos dosis de ADN-IL-12 (50 y 100 µg) como así también CTB, indujeron un leve 

incremento en la magnitud de la respuesta inmune celular T-CD8 específica para el péptido de Env 

que no alcanzó la significancia estadística (cuantificado por ELISPOT como células secretoras de 

IFN-Ȗ/106 células) en comparación con la inmunización en ausencia de ellos. Esto se pudo observar 

en todas las muestras analizadas (en bazo y en ganglios cervicales e ilíacos). 

Cuando en cambio, ADN-IL-12 (en una dosis de 50 o 100 µg) y CTB fueron administrados 

juntos durante el prime en un régimen de vacunación intranasal ADN/MVA, se generó un incremento 
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en la magnitud de la respuesta celular T-CD8 tanto en tejidos sistémicos (bazo) como también en 

ganglios linfáticos drenantes de la mucosa próxima al sitios de inmunización (ganglios cervicales: 

GC) y más importante aún, en ganglios drenantes de la mucosa genito-rectal (ganglios ilíacos: GI). 

La generación de respuesta anti-HIV en los ganglios ilíacos es destacable, debido a la relevancia de 

producir inmunidad específica en mucosas de tracto genital para evitar la infección por patógenos 

que pudieran ingresar al organismo por esos sitios. 

La magnitud de la respuesta inmune celular en ganglios drenantes de mucosas (cervicales e 

ilíacos) fue similar para las dos dosis de ADN-IL-12 empleadas. En cambio, en el bazo, la menor 

dosis (50 µg) generó un incremento cooperativo con CTB en la magnitud de la respuesta 

detectándose un incremento mayor a  7 veces respecto a la respuesta encontrada en el grupo sin 

adyuvantes, y resultando la respuesta más alta con respecto al resto de los grupos de inmunización. 

Estudios previos han demostrado que la co-administración de antígenos con CTB por vía de 

mucosas puede promover la inmunidad humoral en esos sitios, principalmente, de IgA secretoria 

(85). En el presente estudio se observó que CTB posee un efecto parcial como adyuvante de 

mucosa intranasal en un esquema de inmunización ADN/MVA. Si bien, la respuesta celular T-CD8 

sistémica y en ganglios drenantes de mucosas se incrementó aproximadamente 2 veces con 

respecto al grupo sin adyuvantes, la diferencia no fue significativa estadísticamente y sólo se 

observó un 50% de eficacia del adyuvante. En un estudio previo en el cual, CTB incrementaba la 

respuesta celular T en el tracto genital luego de su administración en su sitio distal por ruta de 

mucosas (inmunización sublingual), el efecto de CTB sola no pudo ser efectivamente evaluado 

debido a que, cuando fue acoplado al antígeno (péptido Pol) la toxina colérica completa (CT) fue 

también administrada durante la inmunización (137). Un hecho similar ocurrió en otro trabajo en el 

cual, se estudió una proteína de fusión que consistía en la subunidad B de la toxina colérica y un 

péptido de 36 residuos correspondiente al ectodominio conservado de la membrana proximal de gp-

41 (CTBMPR649-684). Esta construcción fue utilizada para inmunizar ratones por  diferentes rutas, 

(intraperitoneal e intranasal), y se analizó su potencial para inducir anticuerpos anti-MPR649-684 
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sistémicos y en mucosas. Sin embargo, los esquemas de inmunización intranasal, fueron siempre 

acompañados de CT (138). 

En relación a IL-12, su administración por ruta de mucosas fue previamente descripta y se ha 

demostrado que la citoquina al ser aplicada por estas rutas, resulta efectiva para incrementar la 

respuesta inmune celular sistémica y en mucosas cuando es aplicado con otras moléculas 

adyuvantes (93, 95). Sin embargo, el efecto de la interacción del IL-12 con CTB administrado por 

ruta intranasal no ha sido analizado en detalle. La expresión de IL-12 desde plásmidos de ADN ha 

demostrado ser un candidato prometedor a adyuvante ya que incrementa la respuesta inmune 

celular cuando es aplicado en un esquema de inmunización ADN-prime/Vector viral-boost frente a 

antígenos de HIV o SIV (110, 133, 139).  Resulta interesante, que en un estudio preclínico realizado 

en macacos, se demostró que la inmunización por ruta sistémica con ADN-IL-12 en un esquema de 

inmunización ADN-prime/vector viral adenovirus-boost generó un aumento en el control de la 

replicación de un virus patogénico SIVmac239 que fue administrado luego de aplicado el esquema 

de inmunización a baja dosis y por ruta intrarectal (139). 

Los resultados obtenidos con la aplicación de los adyuvantes demuestran que no sólo es 

importante elegir la combinación adecuada de estos, sino que además, se debe tener en cuenta la 

dosis aplicada de cada uno. Si bien, en algunos tejidos analizados, la dosis de ADN-IL-12 no posee 

efecto en la respuesta inmune cuando es aplicado con CTB (cuando es analizada la respuesta 

como CS IFN-γ/106 células), se pudo observar que el incremento de la dosis puede tener efectos 

negativos en la magnitud de la respuesta inmune (Figura 16).  

Si bien, este trabajo se encontraba enfocado en el estudio de la respuesta inmune celular 

específica debido a que el esquema de inmunización aplicado implicó una combinación de vectores 

que predominantemente modula el perfil celular de la respuesta, también se evaluó en todos los 

grupos de inmunización la respuesta inmune humoral ya que, previamente se han reportados 

anticuerpos específicos luego de la inmunización de mucosas ADN/MVA (39). Por otro lado, el 

análisis del aumento potencial de anticuerpos por la combinación IL-12 y CTB luego de la 

inmunización intranasal fue previamente descripto para gp-120 de HIV-1, con la diferencia respecto 
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a este trabajo, en que se utilizó una formulación de vacuna en la cual, tanto el antígeno como la 

citoquina fueron administrados como proteína recombinante (122). En ese estudio, se encontró que 

IL-12 y CTB actuaban en forma sinérgica para aumentar la respuesta de anticuerpos frente a la 

proteína de HIV-1 tanto sistémica como de mucosas. Teniendo en cuenta todo esto, se decidió 

cuantificar los niveles de anticuerpos específicos anti-Env generados en suero y en lavados 

vaginales. 

Los ensayos mostraron que a nivel sistémico (suero), el grupo inmunizado con la combinación 

de adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (no así, la dosis de 100 µg) generó mayores niveles de IgG 

específicos para la glicoproteína de envoltura comparado al grupo inmunizado sin adyuvantes. Al 

cuantificar las subclases de IgG, se observó un incremento de IgG1 en ese grupo respecto al 

control, y una tendencia de mayores niveles de IgG2a (no significativo en ninguno de los grupos de 

inmunización).  

Cuando se analizó la relación IgG1/IgG2a, se pudo observar que el grupo de ratones 

inmunizados con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB incrementó esta relación en comparación al grupo sin 

adyuvantes. La generación de una respuesta con perfil Th1 produce predominantemente 

anticuerpos IgG2a, y una de perfil Th2 produce predominantemente anticuerpos IgG1 (140). Por lo 

tanto, estos resultados demuestran que, la combinación de adyuvantes modula también la 

respuesta humoral específica hacia un incremento en la relación IgG1/IgG2a, que se relaciona al 

incremento de la respuesta Th2 (colaboración con células B).     

En cuanto al estudio de los anticuerpos en mucosas, se cuantificó IgA específica en los 

lavados vaginales. Los valores obtenidos en las muestras de cada uno de los grupos de 

inmunización fueron en general muy dispersos. Sin embargo, en particular en el grupo inmunizados 

con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB, observamos no sólo un incremento de IgA anti-Env de 4,1 veces con 

respecto al grupo sin adyuvantes, sino que los valores eran más homogéneos entre los diferentes 

ratones del grupo. Estos resultados indicaron que la respuesta inmune humoral sistémica y en 

mucosas puede ser estimulada en un esquema de inmunización intranasal ADN/MVA utilizando la 

combinación de adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + CTB.  
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La relevancia de estos hallazgos de debe a los antecedentes de diferentes trabajos que 

demostraron una correlación entre presencia de inmunidad específica en mucosas y protección 

frente a HIV, principalmente por la presencia de IgA específica en varias cohortes de personas 

expuestas seronegativas (ESN) (47-50). Por otro lado, en el ensayo clínico de fase III realizado en 

Tailandia (RV144) demostraron que los anticuerpos IgG dirigidos contra la región V1V2 de gp-120 

(en partícular, las subclases IgG1 e IgG3) pueden mediar la citotoxidad mediada por células 

dependiente de anticuerpos, los cuales se ha visto que poseen un rol importante en la protección 

contra la adquisición de HIV. Estudios como este sugieren que Env es esencial, y quizás suficiente 

para inducir una respuesta de anticuerpos protectivos contra HIV (141). 

 En conclusión, en esta segunda parte del trabajo de tesis, se pudo demostrar que el esquema 

de inmunización por ruta intranasal que consiste en una primera dosis de ADN-EnvB aplicado junto 

con los adyuvantes ADN-IL-12 en una dosis de 50 µg junto con CTB y un refuerzo con MVA-EnvB 

acompañado nuevamente de CTB (IL-1250+CTB) fue el esquema que generó la respuesta inmune 

celular sistémica y en mucosas de mayor magnitud en comparación con los otros esquemas de 

inmunización, analizado en la fase aguda de la respuesta. Además, también pudimos comprobar 

que este esquema de inmunización también resultó efectivo para generar un incremento de la 

respuesta inmune humoral específica (tanto sistémica como en mucosa genital) respecto a los 

valores encontrados en el grupo control (ADN-EnvB/MVA-EnvB). La combinación de adyuvantes, 

por lo tanto, es capaz de modular tanto la respuesta celular como la humoral, sistémica y en 

mucosas 

 

Discusión. Parte III: Combinación de ADN-IL-12 (50 µg) + CTB 

 

Una vez analizada a grandes rasgos la respuesta inmune celular en los diferentes tejidos y la 

respuesta humoral tanto sistémica como de mucosas en cada uno de los grupos de inmunización, 

se procedió a evaluar más en detalle la respuesta generada en el grupo IL-1250+CTB (ADN-EnvB + 

ADN-IL-12 (50 µg) + CTB / MVA-EnvB + CTB) en comparación con el grupo control (ADN-



_______________________________________________________________DISCUSIÓN 

‐ 119 ‐ 

 

EnvB/MVA-EnvB), estudiando la magnitud, amplitud y calidad de la respuesta. Se seleccionó a este 

grupo debido a que los resultados obtenidos anteriormente en conjunto, mostraron que el uso de 

esta combinación de adyuvantes generaba la respuesta más óptima, tanto en el análisis de la 

respuesta inmune tanto a nivel sistémico como en mucosas.    

Existen evidencias que indican que la inducción de células T-CD8 específicas en la puerta de 

entrada de la mucosa del virus es crucial para controlar la replicación viral y además, retrasar la 

progresión a SIDA (142). Sin embargo, de las múltiples vacunas de mucosas para HIV probadas 

hasta el momento, son pocas en las que ha analizado la respuesta celular específica directamente 

en el sitio efector de la mucosa del tracto genital (137, 143). Por ejemplo, en una publicación 

reciente se describió una estrategia original de inmunización para HIV basada en IL-13Rα2, 

(receptor α2 de IL-13: bloquea la actividad de IL-13 en el sitio de vacunación) la cual inducía 

mejoras en diversas funciones de las células T-CD8 de mucosas. Sin embargo, este efecto fue sólo 

analizado en ganglios linfáticos drenantes de mucosas, como ganglios ilíacos y placas de peyer, y 

como sitio efector de mucosas, los autores sólo evaluaron la respuesta en el pulmón (144).        

 Debido a que en los últimos años el análisis de la respuesta inmune en mucosas, ya sea 

frente al virus del HIV o luego de la  aplicación de posibles vacunas frente al mismo ha tomado 

mayor importancia, se intenta en la actualidad poner a punto la extracción de muestras del tracto 

genital, ya sea de células o de fluidos, para poder utilizarlo en ensayos clínicos. Con el fin de 

estandarizar la toma de muestras de mucosas, se están realizando estudios metodológicos (145, 

146) y de optimización (147). Por otro lado, también se evalúa la aceptabilidad por parte de las 

mujeres a acceder a la extracción de muestras de la mucosa genital (148). De hecho en nuestro 

laboratorio, hace unos años que se está trabajando en este sentido optimizando tanto la toma de 

muestras de mucosa genital femenina como la cuantificación de mediadores solubles y 

fenotipificación de células mononucleares de mucosa cervical. 

Indudablemente, un hallazgo importante de este trabajo de tesis fue demostrar que el 

esquema de inmunización IL-1250+CTB generó una mayor respuesta celular T-CD8 específica en 
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comparación al grupo sin adyuvantes en el tracto genital, el que funciona como un sitio efector de 

mucosas crucial ya que actúa como barrera frente al virus (ver Figura 19). 

Debido a la importancia de que una vacuna efectiva tenga la capacidad de generar una 

respuesta inmune a largo plazo, se consideró importante evaluar la respuesta celular específica a 

tiempos más tardíos, ya en la fase de memoria. Como era de esperar, luego de 30 y 53 días 

posteriores a la inmunización, la respuesta inmune específica encontrada fue de menor magnitud en 

comparación a la obtenida en la fase aguda. Sin embargo, el efecto adyuvante en el grupo 

inmunizado con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB mantuvo diferencias estadísticamente significativas en 

comparación con el grupo inmunizado sin ellos, tanto en el bazo (respuesta sistémica) como en 

ganglios drenantes de la mucosa genito-rectal y más importante aún en el tracto genital (sitio efector 

de mucosas). Pudimos verificar por lo tanto, que las mejoras detectadas durante la fase aguda de la 

respuesta inmune fueron mantenidas durante la fase de memoria. 

En el desarrollo de una vacuna para HIV, se sabe que no sólo es importante la magnitud de la 

respuesta específica, si no también, la calidad de dicha respuesta. Esto es debido a que las células 

T poseen diversas funciones efectoras con actividad antiviral y el estudio de los distintos aspectos 

de las funciones celulares T brinda información que puede ser muy útil para plantear estrategias que 

mejoren cada una de estas funciones y en última instancia, mejorar la respuesta inmune general 

inducida.  

El análisis de la modulación del perfil funcional celular T en la fase aguda de la respuesta 

luego del esquema intranasal ADN/MVA con ADN-IL-12 (50 µg) + CTB mostró que entre los 

beneficios detectados en la respuesta celular T-CD8 específica se encuentra la generación de 

mayor proporción de células polifuncionales no sólo en las muestras de bazo, sino que además, en 

el tracto genital. Esto significa que se encontró mayor número de células capaces de realizar dos o 

tres funciones antivirales simultáneamente en respuesta al antígeno específico, como la secreción 

de citoquinas o capacidad citotóxica. En particular, en el tracto genital se encontró una mayor 

proporción de células capaces de producir IFN-Ȗ, de células con actividad citotóxica y además, de 

células capaces de realizar estas dos funciones simultáneamente.  
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La importancia de la polifuncionalidad celular T, ha sido ampliamente descripta (123-125) y en 

el contexto de la infección y vacunación frente a HIV, varios estudios han encontrado una asociación 

de la respuesta polifuncional específica como un marcador indicativo de la eficacia celular T (126). 

De este modo, se cuantifica la expresión de IFN-Ȗ, CD107a/b, MIP-1α en forma individual y 

simultánea ya que se correlaciona con la inhibición viral. 

En este trabajo, la combinación de adyuvantes generó tanto en células de bazo como de tracto 

genital, mayor proporción de células T-CD8 específicas para HIV bifuncionales que tenían 

simultáneamente la capacidad de degranular y secretar IFN-Ȗ. Cabe destacar que estas dos 

funciones fueron previamente asociadas con mayor supresión de la replicación viral durante la 

infección aguda por HIV (149). Por otro lado, en otro trabajo también se ha visto una correlación 

entre la supresión viral y células T-CD8 polifuncionales donde una de sus funciones era producir IL-

2 (150). En este trabajo de tesis, se observó que la combinación de adyuvantes generó un 

incremento de células trifuncionales capaces de producir IL-2 y además, IFN-Ȗ y TNF-α.        

Además del estudio de polifuncionalidad en las células de tracto genital, realizamos un ensayo 

con células de ganglios drenantes de la mucosa genito-rectal que nos permitió medir la 

concentración de citoquinas secretadas en sobrenadantes de cultivos al ser estimuladas con el 

antígeno específico en la respuesta aguda. Los datos obtenidos indicaron que en el grupo 

inmunizado con ADN-EnvB + ADN-IL-12 (50 µg) + CTB / MVA-EnvB + CTB se detectaron  mayores 

niveles de determinadas citoquinas (IFN-Ȗ, TNF-α, IL-5). En el bazo, la secreción de diferentes 

citoquinas pudimos analizarlas en la fase aguda de la respuesta mediante citometría flujo, pero 

también en fase memoria, cuantificando los niveles de secreción de citoquinas en sobrenadantes de 

cultivos. La respuesta en el grupo ADN-IL-12 (50 µg) + CTB fue mayor, y estimuló preferentemente 

el perfil Th1 de la respuesta (IFN-Ȗ, TNF-α, IL-2), asociado a un incremento de la respuesta celular 

T-CD8. 

En el desarrollo de una vacuna, es muy importante que tenga la propiedad de reconocer y 

generar una respuesta inmune frente al antígeno con el que se inmunizó, pero también que sea 

capaz de reconocer diferentes variantes de dicho antígeno. En HIV podemos hablar de  dos tipos de 
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variabilidades: a) la variabilidad genética debido a la alta tasa de replicación que posee el virus, 

generando cuasiespecies virales, y por el otro lado, b) la variabilidad generada por los diferentes 

subtipos de HIV en el mundo. En cuanto al primer punto, el reconocimiento de diferentes variantes 

impide la generación de mutantes de escape. Esto es, la variación en la secuencia aminoacídica de 

los epítopes celulares T-CD8, lo cual perjudica el procesamiento antigénico, ya sea por impedir la 

unión a la molécula MHC clase I, o por alteraciones en el reconocimiento con el TCR. En cuanto al 

segundo punto, la variabilidad es mucho más pronunciada debido a los subtipos y a las formas 

recombinantes circulantes (del inglés, CRF). Según la base de datos de HIV de Los Alamos National 

Laboratory (11), existen 9 subtipos, 2 sub-sbutipos y se han reportado hasta 66 CRF. Por ese 

motivo se realizó en este trabajo el ensayo de evaluación de la reactividad cruzada donde los 

resultados demuestran que  ADN-IL-12 (50 µg) + CTB en una inmunización ADN/MVA por ruta 

intranasal indujo mayor amplitud en la respuesta inmune inducida frente a péptidos de Env de 

diferentes subtipos de HIV tanto en la respuesta de fase aguda como de memoria. La inducción de 

una respuesta inmune celular de gran amplitud, capaz de reconocer las péptidos  Env de diferentes 

subtipos de HIV, es una característica deseada para una vacuna de HIV. Esta propiedad podría 

beneficiar la respuesta inmune, ya que existen reportes donde se observó que la respuesta celular 

T-CD8 específica para HIV con mayor eficiencia en el reconocimiento de diferentes variantes de 

epítopes fueron asociados con un retraso en la progresión de la enfermedad (151).  

Otra de las propiedades estudiadas en este trabajo y de destacada relevancia fue la avidez de 

las células T-CD8 específicas generadas tras la inmunización. Las células T con alta avidez 

funcional tienen la capacidad de responder a muy bajas dosis de antígeno, lo cual favorece la 

detección del virus a tiempos tempranos, impidiendo la diseminación a otros tejidos del organismo. 

En cuanto a la infección por HIV, estudios recientes demostraron que individuos con la capacidad 

para controlar la infección poseen células T-CD4 con la habilidad intrínseca para reconocer 

cantidades mínimas del antígeno Gag (152) y que además, la respuesta CTL de alta avidez 

específica para este mismo antígeno y restricta a HLA-B correlacionaban con la supresión viral in 

vivo (153).   
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En relación al impacto potencial que podrían tener las vacunas de mucosas en la avidez 

celular T, estudios previos indicaron la superioridad de la inmunización de mucosas (intranasal) para 

generar mayor avidez en respuestas CTL en comparación a la inmunización por ruta sistémica 

(intramuscular) en un esquema de inmunización prime/boost, basado en una combinación de 

vectores virales Fowlpox/Vaccinia (154). En esta tesis, aunque no se comparó la ruta de 

inmunización de mucosas frente a la sistémica, se pudo demostrar la capacidad de ADN-IL-12 junto 

con CTB para aumentar la avidez funcional de la respuesta celular T-CD8 inducida luego de la 

inmunización intranasal ADN/MVA. Cabe destacar que, las mejoras en la avidez celular T durante la 

fase de memoria indicó que los valores de  DS50 (la concentración de péptido requerida para inducir 

el 50% de la respuesta celular T-CD8 máxima) para el grupo inmunizado con IL-12 (50 µg) + CTB 

fue 5,4 veces menor que lo observado en el grupo control. En cuanto a la influencia que podría tener 

la aplicación de citoquinas o adyuvantes durante la inmunización en la avidez de los clones de 

células T específicas, estudios anteriores han descripto que IL-12 podría promover un incremento 

en la formación de la sinapsis entre células presentadoras de antígeno (CPAs) y células T, llevando 

al reconocimiento de péptidos que son débilmente antigénicos, incluyendo péptidos propios los 

cuales normalmente no se reconocerían (155). Además, se ha observado que la generación de 

CTLs de alta avidez con fenotipo de memoria efectora es dependiente de IL-12 (156). Con respecto 

a CTB y sus efectos como adyuvante sobre la avidez celular T, no se encuentra información hasta 

ahora sobre el tema. 

Recientemente, en un estudio ya publicado realizado por nuestro grupo de investigación, se  

analizó el impacto de la incorporación de ADN-GM-CSF (del inglés: Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor) y ADN-IL-12 como adyuvantes en un esquema de inmunización sistémica 

ADN/MVA utilizando el antígeno de Nef de la variante CRF12_BF como modelo. En aquel trabajo se 

encontró que ADN-IL-12, producía una mejora similar a la reportada en este trabajo en cuanto a  la 

calidad de la respuesta inmune específica en términos de amplitud (reactividad cruzada), avidez 

funcional y además, de la capacidad proliferativa celular específica (133). 
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La capacidad que poseen las células de proliferar en respuesta a un estímulo permite la 

generación de clones que van a montar una respuesta inmune específica para combatir al antígeno 

más efectivamente (52). En este trabajo, se estudió la capacidad proliferativa específica frente a  

Env de las células T-CD8 provenientes de bazo, donde no se observaron diferencias significativas a 

los 10 días entre los dos grupos de inmunización analizados. Sin embargo, en la fase de memoria (a 

los 30 y 53 días), sí se observó mayor capacidad proliferativa en el grupo ADN-IL-12 (50 µg) + CTB 

debido a que en el grupo sin adyuvantes, esta función disminuye rápidamente a lo largo del tiempo, 

y en cambio, en el inmunizado con adyuvantes, esta capacidad es mantenida a tiempos tardíos. 

Las células T de memoria han sido típicamente divididas en 2 subgrupos principales de 

poblaciones: Las células T de memoria central (TMC) y las de memoria efectora (TME). Las TMC se 

encuentran en áreas celulares T de ganglios linfáticos secundarios y poseen muy poca función 

efectora, pero sin embargo se caracterizan por su alta capacidad de proliferar y de diferenciarse a 

células efectoras en respuesta a un estímulo antigénico. Las TME son las células de memoria 

protectiva que migran a los tejidos periféricos inflamados para llevar a cabo sus funciones efectoras. 

En el caso de las células T-CD8, estas funciones implican tener actividad citolítica y producir IFN-Ȗ, 

TNF-α e IL-2 (157). Las subpoblaciones de células T de memoria pueden diferenciarse entre sí por 

la expresión de moléculas de homing a ganglios linfáticos en la superficie de la célula. Uno de los 

marcadores más comúnmente utilizados son CD62L (molécula de adhesión L-selectina) y CCR7 

(receptor para la quimioquina CCL19). La alta expresión de ambos marcadores es lo que define a la 

subpoblación TMC y los niveles más bajos corresponden a TME (158). En este trabajo, se utilizaron 

los marcadores CD62L (molécula de homing a ganglios linfáticos) y CD44 (molécula de activación) 

para poder identificar a ambas subpoblaciones. En este caso, la subpoblación TMC posee un 

fenotipo de alta expresión de CD44 y CD62L (CD44+ CD62L+), y las TME poseen alta expresión de 

CD44 y baja expresión de CD62L (CD44+CD62L-). Las células que presentan en la superficie baja 

expresión de CD44 y alta de CD62L (CD44- CD62L+) eran consideradas naϊve debido a que son 

células que no presentan el marcador de activación, por lo que nunca vieron el antígeno y se 

encuentran en ganglios linfáticos. Sin embargo, estudios realizados más recientemente en ratones 
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demostraron que la subpoblación celular T con fenotipo naϊve teniendo en cuenta sólo dos 

marcadores de superficie, eran muy importantes en la respuesta inmune (159). Estudios más 

exhaustivos demostraron que estas células “naϊve like“ se diferenciaban de las verdaderas  naϊve 

(no estimuladas) debido a su alta capacidad de proliferación (superior a las TMC) y a la expresión de 

otros marcadores como Sca-1, CD122 y Bcl-2 en ratones (160). Esta nueva subpoblación de 

memoria celular T, fue denominada entonces “células T de memoria stem-cell” (TMCS). Esta 

población celular T descripta originalmente en modelos murinos (160, 161), fue luego identificada en 

humanos (126, 162). Debido a la relevancia que se le ha dado en estos últimos tiempos a las TMCS, 

en este trabajo de tesis se consideró importante analizar la distribución de los fenotipos presentes 

dentro de las células T de memoria específicas, para comparar las proporciones de las 

subpoblaciones inducidas luego de aplicado el esquema de inmunización ADN/MVA en ausencia de 

adyuvantes o con la combinación ADN-IL-12 (50 µg) + CTB. La especificidad de las células T-CD8 

para el antígeno de Env se evidenció por su capacidad de proliferar mediante el ensayo de tinción 

con CFSE, lo cual, favorecería la detección de las células TMCS y las TMC en menor medida. Al 

comparar ambos grupos, encontramos que las células de los ratones inmunizados con la 

combinación de adyuvantes mostraron una mayor proporción de células T-CD8 específicas con  

fenotipo TMC (CD44+ CD62L+) y con un fenotipo compatible con la subpoblación TMCS (CD44- 

CD62L+). Por lo tanto, las subpoblaciones de células T que resultaron significativamente 

incrementados luego de la co-administración de ADN-IL-12 + CTB estuvieron asociados con los 

estadios tempranos de la diferenciación celular (TMCS y TMC). (Figura 28). 

Resulta interesante destacar que en otros trabajos previos se ha encontrado un patrón similar 

de la distribución del fenotipo de células T de memoria al encontrado en el presente estudio. En uno 

de ellos, se observó que en individuos vacunados con el virus Vaccinia (VACV), había una 

subpoblación celular T de memoria que presentaba funciones efectoras (polifuncionales) y que esas 

mismas tenían un fenotipo naϊve (163). En otro trabajo, examinaron la relación entre el fenotipo 

celular T-CD8 y la actividad antiviral frente a HIV. Para ello, analizaron 3 grupos de individuos: 

infectados crónicos (HIV+), controladores elite (HIV+) y vacunados contra HIV con un esquema de 
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inmunización prime-boost heterólogo (con vectores ADN y adenovirus). Los resultados de ese 

trabajo mostraron que el grupo de individuos vacunados tenía una mayor proporción de células T-

CD8 específicas de un estadio de diferenciación temprana, incluyendo una alta proporción del 

fenotipo de memoria temprana o “naϊve-like’’, en comparación con los controladores elite, mientras 

que los infectados crónicos son los que poseían la mayor proporción de células de estadios más 

diferenciados (T efectoras) (126).  

En relación a estudios previos de vacunas desarrollados en el modelo murino, en los cuales se 

estudiaron las subpoblaciones de memoria celular T frente a antígenos específicos, se describió que 

una transferencia de células provenientes de ratones vacunados con Mycobacterium bovis BCG, 

expresando un fenotipo “resting/naïve-like” (CD44low CD62Lhigh) similar a la encontrada en la 

presente tesis, fue capaz de proteger a los ratones receptores (Rag-/-) de una infección con la cepa 

virulenta (159), destacando la función protectiva de esta subpoblación celular T. 

La identificación de la población celular T de memoria TMCS en humanos caracterizada por su 

alta capacidad proliferativa y además, por una respuesta antitumoral protectiva hizo que esta 

población sea considerada de gran relevancia para el diseño de vacunas y terapias celulares T 

(162). Por este motivo, en estos últimos años, publicaciones sobre esta nueva subpoblación celular 

T de memoria intentan dar más información sobre su funcionalidad en el contexto de HIV. Así, por 

un lado, se ha visto que las células TMCS dentro la población T-CD4 se las ha relacionado con un 

posible reservorio de HIV que promueve la persistencia viral  (164), y por el otro, dentro de las T-

CD8, las células TMCS se las ha asociado con una mejor prognosis en individuos crónicamente 

infectados  (165). Por lo tanto, los encuentros en el presente estudio en relación a la capacidad de 

ADN-IL-12 + CTB durante la inmunización intranasal ADN/MVA para aumentar la proporción de 

células T-CD8 específicas con un fenotipo TMCS tiene relevancia en el contexto del diseño de 

vacunas.  

Finalmente, se desarrolló un ensayo CTL (linfocitos T citotóxicos) in vivo con el fin de hacer 

más profundo el análisis de la respuesta inmune generada (120). La desventaja de los ensayos in 

vitro y ex vivo frente a los realizados in vivo es que, a pesar de dar información muy importante 
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donde se puede analizar en detalle una característica en particular pudiendo maximizar el control de 

las variables del experimento, no se toma en cuenta la complejidad del microambiente donde la 

respuesta inmune ocurre realmente, y además, no siempre reproduce exactamente la realidad de lo 

que pasa in vivo.  En este trabajo, los resultados demostraron la superior citotoxicidad específica in 

vivo tras la inmunización ADN/MVA incluyendo a los adyuvantes ADN-IL-12 (50 µg) + CTB (Figura 

29). Esto ensayos mostraron la relevancia del innovador esquema de inmunización de mucosas 

ADN/MVA presentado en este trabajo. Un punto muy importante a destacar es que la capacidad 

citolítica específica de las células T-CD8 evaluada in vivo, puede ser considerada una medición 

indirecta de la capacidad protectiva de la inmunidad celular T-CD8 generada. Este concepto fue 

claramente demostrado en el trabajo de Li et. al, previamente publicado (166), en el cual, los 

autores demostraron en ratones inmunizados que hay una correlación directa entre altos niveles de 

actividad citolítica in vivo frente a células blanco marcadas con el péptido Gag y la capacidad 

protectiva frente a la infección con el virus Vaccinia recombinante para Gag. En el presente estudio, 

además de ADN como vector vacunal se utilizó el vector viral MVA recombinante que fue aplicado 

en el boost del esquema de inmunización, por lo que la inmunidad generada frente al vector no 

permitiría el uso del virus Vaccinia como modelo de desafío (debido a la reactividad cruzada entre 

ambos vectores virales). Otro punto importante a tener en cuenta es que, de las diferentes funciones 

efectoras de las células T, la actividad citolítica de las CTLs juega un rol preponderante durante la 

patogénesis SIV/HIV. Una de las principales evidencias de esto es que se ha demostrado 

ampliamente que la reducción de la viremia durante la infección aguda con HI/SIV está 

temporalmente asociada con la aparición de CTLs específicos contra el virus. Además, la respuesta 

CTL es muy importante en la contención del HIV y que el escape de CTL es asociado a rápida 

progresión a SIDA (167). 

En resumen los resultados del presente  trabajo de tesis muestran en conjunto que, los 

adyuvantes ADN-IL-12 + CTB pueden ser utilizados juntos en un esquema de inmunización 

ADN/MVA por ruta de mucosas para potenciar la respuesta inmune generada tanto a nivel sistémico 

como a nivel de mucosas.  
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El mecanismo por el cual IL-12 podría estar potenciando la respuesta inmune es que  

funcionaría como tercera señal en las células T-CD8 naϊve (además de la co-estimulación TCR-

CD28) para obtener una activación óptima, proliferar y diferenciarse en células efectoras (168, 169). 

Por otro lado, otros autores postulan que una señal corta a través de la interacción TCR y B7-CD28 

gatillaría la división celular y que la señal por parte del receptor de IL-12 aseguraría la expansión 

clonal, funciones efectoras y el desarrollo de células de memoria (168). 

 En el caso de CTB, se sabe que es un buen adyuvante de mucosas, lo cual está ampliamente 

comprobado tanto en ensayos preclínicos (170) como clínicos y su uso está aprobado para 

aplicación humana como adyuvante de la vacuna oral frente al cólera (Dukoral), siendo una de las 

pocas vacunas de administración por vía de mucosas que posee licencia. Su mecanismo de acción 

como adyuvante no se conoce con mucho detalle y, paradójicamente, se ha visto que además CTB 

promueve la tolerancia oral frente a antígenos heterólogos (171). Algunos autores utilizan como 

estrategia de inmunización a CTB fusionada al antígeno ya que facilitaría la internalización del 

antígeno acoplado en las células dendríticas y la posterior presentación a través de la molécula de 

MHC clase I a una célula T-CD8 (172). En este trabajo, en cambio, se ha utilizado a CTB mezclado 

con el antígeno al igual que la formulación de la vacuna. El mecanismo de acción, en este caso, es 

diferente. Algunos postulan que el reconocimiento y unión de CTB al receptor GM1 podría estimular 

la upregulación de la expresión de B7-2 (o también conocido como CD86, ligando del receptor 

CD28) en células presentadoras de antígeno (CPA) y promover una respuesta inmune Th2 (170).     

 

La descripción de esta nueva combinación de adyuvantes de mucosas en un estudio preclínico 

que implica el uso de ADN-IL-12 junto con CTB demuestra que podría ser potencialmente utilizado 

en el desarrollo de una vacuna de uso para humanos debido a los beneficios en la modulación de la 

respuesta inmune generada. Ambas moléculas ya fueron probadas en estudios clínicos en forma 

individual, por lo que es factible su uso ya que son seguras. En el caso de IL-12, ya ha sido utilizada 

en estudios clínicos (ya sea como proteína recombinante o expresada a partir de un vector de ADN) 

para diversas aplicaciones, como adyuvante para vacuna de HIV y terapias contra el cáncer (173). 
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Generalmente, se aplica por ruta subcutánea e intravenosa pero esto genera efectos indeseados. 

Por este motivo, una buena alternativa sería su administración por ruta intranasal (100). Sin 

embargo, la dosis a inmunizar por esta ruta no ha sido analizada aún en humanos. 

Respecto a los beneficios de CTB,  podemos decir que no sólo está probada clínicamente 

(107), sino que además, se encuentra disponible la vacuna contra el cólera denominada Dukoral, 

desarrollada en Suecia y aprobado su uso en ese país desde 1991. Esta vacuna contiene a la 

bacteria Vibrio Cholerae inactivada con el agregado de CTB (174) y es de administración oral. Estos 

antecedentes demuestran que sería posible utilizar a ambos adyuvantes en forma conjunta por ruta 

de mucosas para el desarrollo de vacunas en humanos. En este trabajo, se describió la capacidad 

de modular la respuesta inmune en un esquema de inmunización ADN/MVA que también se 

encuentra ampliamente utilizado en ensayos clínicos.  
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Los resultados de este trabajo de tesis demuestran por primera vez que la respuesta inmune 

celular inducida tras un esquema de inmunización intranasal ADN/MVA puede ser incrementada en 

términos de magnitud, amplitud y calidad de la respuesta, por la co-administración de ADN-IL-12 (50 

μg) + CTB como adyuvantes de mucosas. Más específicamente, se enumeran a continuación, las 

conclusiones más importantes obtenidas de los experimentos realizados y los beneficios del uso de 

la combinación de adyuvantes (ADN-IL-12 + CTB): 

 

 La respuesta generada mediante este esquema de inmunización fue de mayor magnitud 

induciendo una elevada respuesta celular T-CD8 específica para HIV a nivel sistémico y más 

importante, en sitios de mucosas tales como tejidos de tracto genital y ganglios ilíacos.  

 La respuesta CTL específica encontrada fue de calidad superior mostrando mayor 

polifuncionalidad, un amplio perfil de citoquinas secretadas, un incremento en la avidez funcional y 

en la capacidad de proliferar.  

 Las mejoras observadas en la fase aguda de la respuesta adaptativa fueron mantenidas 

durante la fase de memoria donde se encontró mayor proporción de las subpoblaciones celulares T 

de memoria específicas con fenotipo correspondiente a estadios de diferenciación temprana (TMC y 

TMCS).  

 Mediante un ensayo de citotoxicidad in vivo se pudo demostrar además que la inmunización 

con la combinación de adyuvantes generó un incremento de la respuesta celular T-CD8 específica 

in vivo.  

 

Por último, todos los estudios realizados en este trabajo de tesis, demuestran que la 

combinación de adyuvantes ADN-IL-12 + CTB podrían ser utilizados en esquemas de inmunización 

ADN/MVA para potenciar la respuesta inmune de mucosas con el fin de desarrollar vacunas para 

enfermedades que hasta el día de hoy, no se cuenta con vacunas efectivas. 
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