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Resumen 

Las glicoproteínas Gn y Gc de la superficie de los hantavirus cumplen un papel fundamental en 

el ciclo de infección viral al permitir la unión y entrada del virus en la célula diana. Los hantavirus 

pertenecientes a la familia Bunyavirales son los agentes etiológicos de enfermedades zoonóticas 

transmitidas por aerosoles de orina, heces y saliva de roedores. En América del Sur, países como 

Chile y Argentina reportan casos donde la cepa de los Andes o Virus de los Andes, que se 

transmite de persona a persona, causa el síndrome cardiopulmonar por Hantavirus caracterizado 

por dificultad respiratoria y cardiovascular, cuya letalidad varía entre el 30% y el 50%. En el 

presente trabajo se propuso a Gallus gallus domesticus como plataforma para la producción de 

anticuerpos IgY contra proteínas recombinantes Gn y Gc de la envoltura del Virus de los Andes, 

mediante inmunización con ADN plasmídico solo y acomplejado con polietilenimina. La 

evaluación del vector pENTRY-GPC, que expresa las glicoproteínas de superficie Gn y Gc, 

amplificado en E. coli cepa Top10 electrocompetente se realizó mediante inmunofluorescencia 

que mostró la expresión y distribución de las glicoproteínas en la membrana plasmática de la 

línea celular HEK-293FT. Los inmunoensayos con IgYs de yema de huevo obtenidas 47 días 

después de la primera inmunización mostraron especificidad de los anticuerpos para las 

proteínas recombinantes Gn y Gc. Además, se comparó la expresión temporal del título de 

anticuerpos en suero y en yema mediante ELISA indirecto. El grupo experimental inmunizado 

con ADN acomplejado con polietilenimina obtuvo mayor título de anticuerpos en yema, 

específicos para la proteína recombinante Gn y Gc lo que sugiere que la estrategia de 

inmunización con ADN solo y acomplejado con polímeros catiónicos en Gallus gallus domesticus 

produce una respuesta inmune efectiva contra las glicoproteínas Gn y Gc de la envoltura del 

virus de los Andes. 

Palabras clave: Hantavirus, Inmunización con ADN, Producción de IgY. 
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Abstract 

Gn and Gc glycoproteins on the surface of hantaviruses play a key role in the viral infection cycle 

by allowing virus binding and entry into the target cell. Hantaviruses belonging to the Bunyavirales 

family are the etiological agents of zoonotic diseases transmitted by aerosols of rodent urine, 

feces and saliva. In South America, countries such as Chile and Argentina report cases where 

the Andes strain or Andes Virus, which is transmitted from person to person, causes Hantavirus 

cardiopulmonary syndrome characterized by respiratory and cardiovascular distress, whose 

lethality varies between 30% and 50%. In the present research, Gallus gallus domesticus was 

proposed as a platform for the production of IgY antibodies against recombinant proteins Gn and 

Gc of the Andes virus envelope, by immunization with plasmid DNA alone and complexed with 

polyethylenimine. The evaluation of the pENTRY-GPC vector, expressing the Gn and Gc surface 

glycoproteins, amplified in electrocompetent E. coli strain Top10 was performed by 

immunofluorescence showing the expression and distribution of the glycoproteins in the plasma 

membrane of the HEK-293FT cell line. Immunoassays with egg yolk IgY obtained 47 days after 

the first immunization showed specificity of the antibodies for recombinant Gn and Gc proteins. 

In addition, the temporal expression of antibody titer in serum and yolk was compared by indirect 

ELISA. The experimental group immunized with DNA complexed with polyethylenimine obtained 

a higher titer of antibodies in yolk, specific for the recombinant Gn and Gc proteins, suggesting 

that the immunization strategy with DNA alone and complexed with cationic polymers in Gallus 

gallus domesticus produces an effective immune response against the Gn and Gc glycoproteins 

of the Andes virus envelope. 

Keywords: Hantavirus, DNA immunization, IgY production. 
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Capítulo 1 

Introducción 

Formulación del problema 

Las glicoproteínas Gn y Gc de la superficie de los hantavirus (HV) son las encargadas 

de la unión y entrada del virus en la célula diana (Cifuentes-Muñoz et al., 2014; Guardado-

Calvo & Rey, 2021; Mittler et al., 2019)es por esto que durante años han sido objeto de 

investigación para comprender el ciclo de infección viral de los mismos (Serris et al., 2020). 

Los Hantavirus, pertenecientes al orden Bunyavirales , familia Hantaviridae, son 

organismos biológicos responsables de enfermedades zoonóticas (Vaheri et al., 2021), 

permanecen de manera asintomática en roedores hasta su transmisión al ser humano por 

medio de aerosoles producto de su saliva, orina y heces (Mittler et al., 2019). En función de su 

distribución geográfica, los HV localizados en Europa y Asia como el Hantaan virus (HTNV), 

Puumala virus (PUUV) y Dobrava virus (DOBV) son considerados Hantavirus del Viejo Mundo 

(Dheerasekara et al., 2020) mientras que los VH predominantes en América que incluyen el 

virus Sin Nombre (SNV) y el virus de los Andes (ANDV) son llamados Hantavirus del Nuevo 

Mundo (D’Souza & Patel, 2020). 

En América del Sur, países como Chile y Argentina han reportado casos desde el año 

1995 donde el Virus de los Andes (ANDV) es el agente causal del síndrome cardiopulmonar por 

Hantavirus (HCPS) (Abdulla et al., 2021), caracterizado por síntomas como fiebre, escalofríos, 

mialgia y tos (Llah et al., 2018) que derivan en dificultad respiratoria y cardiovascular cuya 

letalidad varía entre el 30% y el 50% (Duehr et al., 2020).  

En la actualidad, no se registran vacunas o tratamientos para el síndrome 

cardiopulmonar por Hantavirus (HCPS) que estén aprobados por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (Saúl et al., 2021). Los casos 
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registrados se manejan con cuidados paliativos hasta que el virus sea eliminado por el 

organismo (Dheerasekara et al., 2020). 

Siendo una enfermedad emergente, varios investigadores han trabajado para encontrar 

un tratamiento exitoso, enfocándose en vacunas de ADN (Engdahl et al., 2021), vacunas de 

subunidades (Bae et al., 2021), anticuerpos neutralizantes (nAbs) (Rissanen et al., 2023)y 

anticuerpos policlonales (pAbs) (Williamson et al., 2021). Los estudios mencionados se han 

realizado en hámsteres sirios dorados infectados con el Virus de los Andes (ANDV), ya que es 

el único modelo animal del síndrome cardiopulmonar por Hantavirus (HCPS) (Warner et al., 

2021). 

Dentro de este contexto, los anticuerpos neutralizantes (nAbs) obtenidos del plasma de 

pacientes convalecientes han reducido en un 14% la tasa de letalidad atribuida al HCPS (Vial et 

al., 2015) y se han posicionado como una herramienta terapéutica prometedora. Sin embargo, 

la FDA aprobó el uso de anticuerpos humanos como tratamiento para enfermedades 

respiratorias, como la producida por el virus SARS-CoV2, únicamente en ensayos clínicos y 

como un medicamento de emergencia (Nina Garcia & Cussi Coronel, 2020). 
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Justificación del problema 

La autorización de la FDA para el uso de nAbs sugiere que la inmunización pasiva es 

una estrategia válida para mitigar enfermedades virales (Mittler et al., 2022) e impulsa el 

desarrollo e investigación de nuevas terapias basadas en anticuerpos policlonales (pAbs).  

Los anticuerpos son inmunoglobulinas séricas (Ig) ampliamente utilizadas en la 

investigación para generar pruebas de diagnóstico y tratamientos terapéuticos (Pereira et al., 

2018), comúnmente, se obtienen anticuerpos policlonales (pAbs) a partir de mamíferos como 

conejos, ratones, cerdos y ovejas (Abbas et al., 2018). Y aunque su producción y aplicaciones 

se han estudiado ampliamente (Rissanen et al., 2021) los pAbs obtenidos en mamíferos no 

pueden ser utilizados directamente, en su lugar, deben pasar por un proceso de humanización 

para evitar que el cuerpo receptor los reconozca como agentes extraños (Vanhove et al., 2021) 

lo que genera altos costos (alrededor de US$100/g) (Abbas et al., 2018) y mayor tiempo de 

producción (Jyothilekshmi & Jayaprakash, 2021).  

La búsqueda de alternativas más eficientes y económicas ha hecho que las 

inmunoglobulinas Y (IgY) producidas por aves, reciban especial atención debido a su similitud 

con las inmunoglobulinas G (IgG) presentes en mamíferos (Yakhkeshi et al., 2022). La 

inmunoglobulina sérica se transfiere de la madre a la yema de huevo aportándole inmunidad a 

sus futuras crías y denominándola IgY proveniente de yema (Amro et al., 2018). 

La inmunoglobulina Y (IgY) no provoca una respuesta inmune peligrosa en el receptor 

(Abbas et al., 2018) ya que no muestra reacciones cruzadas en sistemas de mamíferos al no 

interactuar con los receptores Fc, a diferencia de la IgG (Thirumalai et al., 2019). Además, para 

Lu et al., (2020) otros factores como su alta especificidad, costo de fabricación accesible, 

facilidad de manejo y mayor tiempo de almacenamiento hacen que la IgY sea considerada para 

el desarrollo de tratamientos terapéuticos.  
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Las gallinas ponedoras, Gallus gallus domesticus, son una plataforma altamente 

rentable para la producción de anticuerpos policlonales (pAbs) (Li et al., 2022), ya que los 

mismos pueden purificarse directamente de la yema de huevo utilizando métodos sencillos de 

precipitación (Y. Lu et al., 2020), siendo un procedimiento no invasivo para el animal (El-

Kafrawy et al., 2023).  

Se estima que la gallina ponedora produce entre 280 y 325 huevos anualmente 

(Yakhkeshi et al., 2022) y de cada yema se obtiene de 50 a 150 mg de anticuerpos IgY (Mine & 

Kovacs-Nolan, 2002; Xu et al., 2011) (Kovacs-Nolan & Mine, 2012; Xu et al., 2011), de los 

cuales hasta el 10 % son de interés y específicos (Pereira et al., 2018). Esto sugiere que, al 

año, una gallina ponedora es capaz de producir de 20 a 40 g de IgY total (Pauly et al., 2009). 

Las IgY específicas se obtienen mediante la inmunización de las gallinas con antígenos 

complejos como virus y bacterias (Zeng et al., 2021), o con antígenos únicos, entre ellos, 

proteínas y ácidos nucleicos (Bachtiar et al., 2016; Zibaee et al., 2016) que, administrados cada 

cierto tiempo, a manera de refuerzos, garantizan la producción constante de anticuerpos 

(Abbas et al., 2018).  

La inmunización de animales con ADN se ha posicionado como una estrategia atractiva 

para la producción de anticuerpos bioespecíficos (Son et al., 2022) por ser un método sencillo y 

accesible (Accensi et al., 2022). De esta forma el material genético que codifica la proteína de 

interés se administra vía intradérmica (id) o intramuscular (im) (Taslem Mourosi et al., 2022)y 

se generan antígenos específicos (Gloanec et al., 2022).  

Según Saavedra et al., (2021) los pAbs específicos para las glicoproteínas Gn y Gc de 

la envoltura del VH son una posible solución para tratar el síndrome cardiopulmonar por 

Hantavirus (HCPS). Estudios en primates no humanos han confirmado que la inmunización con 
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ADN utilizando un plásmido codificante de las glicoproteínas Gn y Gc del VH genera respuesta 

de anticuerpos neutralizantes (Hooper et al., 2006). 

Esta estrategia fue evaluada en patos obteniendo anticuerpos IgY neutralizantes de las 

glicoproteínas Gn y Gc a partir de la yema de huevo (R. Brocato et al., 2012) y, posteriormente 

replicada en gansos mostrando resultados similares (Haese et al., 2015).  

El objetivo del presente trabajo de investigación es inmunizar a Gallus gallus domesticus 

usando ADN que contiene un vector de expresión con la secuencia GPC (Glicoprotein 

precursor) del VH, a partir de la cual se expresan las glicoproteínas Gn y Gc, para la 

producción de anticuerpos IgY contra la proteína Gn y Gc obtenida mediante un proceso 

productivo recombinante ya establecido por el laboratorio de Biofármacos Recombinantes de la 

Universidad de Concepción, aplicando estrategias de inmunización con ADN solo y 

acomplejado con polietilenimina (PEI). 



25 
 

Objetivos  

Objetivo general 

Producir anticuerpos IgY contra proteínas recombinantes Gn y Gc, en Gallus gallus 

domesticus inmunizadas con ADN solo y acomplejado con polímeros catiónicos.  

Objetivos específicos 

- Evaluar mediante inmunofluorescencia la expresión de las proteínas recombinantes Gn 

y Gc en cultivo celular.  

- Inmunizar Gallus gallus domesticus con dosis de ADN solo y ADN acomplejado con 

polietilenimina (PEI).  

- Comparar mediante ELISA la expresión temporal de anticuerpos en suero y en huevos 

de Gallus gallus domesticus inmunizadas con ADN solo y ADN acomplejado con 

Polietilenimina (PEI). 

Hipótesis 

Los niveles de expresión de anticuerpos IgY de Gallus gallus domesticus, contra 

proteínas recombinantes Gn y Gc, tienen directa relación con la estrategia de inmunización 

utilizada. 
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Capítulo 2 

Marco Teórico 

Hantavirus 

Los Hantavirus son el único género perteneciente al orden Bunyavirales que es 

albergado por roedores pequeños (Engdahl & Crowe, 2020) cuya transmisión a los humanos se 

da principalmente por aerosoles de partículas pequeñas de excremento, orina o saliva del 

animal (Mittler et al., 2019), alrededor de los años 90 en Europa y Asia, estos virus, eran 

considerados como los agentes causales de la fiebre hemorrágica con síndrome renal (HFRS) 

(Wei et al., 2022)provocado por los llamados Hantavirus (HV) del viejo mundo: Hantaan virus 

(HTNV), Puumala virus (PUUV) y Dobrava virus (DOBV)(Avšič-Županc et al., 2019).  

A finales del siglo XX, se describió el síndrome cardiopulmonar por Hantavirus (HCPS) 

en el continente americano como consecuencia de la infección por el virus.  Sin Nombre (SNV) 

y el virus de los Andes (ANDV), también conocidos como los Hantavirus del nuevo mundo 

(Parvate et al., 2019). El VH infecta las células endoteliales vasculares (EC) humanas y afecta 

principalmente los capilares y vasos pequeños, provocando daños vasculares, lesión renal 

aguda y en muchos de los casos, problemas de coagulación (Tariq & Kim, 2022). 

Anualmente se reportan hasta 200 000 casos de infección por Hantavirus alrededor del 

mundo, con una letalidad promedio de 35% (D’Souza & Patel, 2020). Asimismo, se han descrito 

50 especies conocidas, de las cuales más de 24 se consideran patógenas (Saavedra et al., 

2021). 

Características moleculares 

El hantavirus es un virus de ARN monocatenario envuelto en una capa de glicoproteína, 

que se caracteriza por su genoma tripartito de sentido negativo (R. L. Brocato & Hooper, 2019). 

Los segmentos grandes (L), medianos (M) y pequeños (S), codifican respectivamente la 
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proteína L o ARN polimerasa L viral dependiente de ARN (RdRp), el precursor de 

glicoproteínas (GPC) de superficie Gn y Gc (también llamadas G1 y G2) y la proteína de 

nucleocápside viral (NP)(Cifuentes-Muñoz et al., 2014; Serris et al., 2020; Wang et al., 2021; 

Welke et al., 2022). 

La envoltura de glicoproteína está formada por las glicoproteínas Gn y Gc que están 

ancladas a la membrana formando espigas tetraméricas (Guardado-Calvo & Rey, 2021; 

Hepojoki et al., 2010), y al ubicarse en la superficie de los viriones, son las proteínas 

responsables de la unión y entrada viral (Mittler et al., 2019).  

Figura 1  

Representación esquemática del hantavirus 

 

Nota. A) Representación de las partículas del hantavirus (HV), basada en el mapa crio-ET del 

virus. B) Vista ampliada de los picos de la envoltura del virus (Cifuentes-Muñoz et al., 2014). 

Transmisión y distribución 

Los hantavirus se distribuyen por todo el mundo manteniendo como reservorio natural 

algunas especies específicas de roedores (Hamid et al., 2021). La filogenia de estos virus ha 

permanecido cerca de los mismos reservorios, lo que sugiere años de coevolución (Mir, 2010). 

Entre sus huéspedes naturales se encuentran roedores de las familias Cricetidae y Muridae 
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(Wei et al., 2022) en los cuales el VH desarrolla infecciones persistentes y asintomáticas 

(Stock, 2008). 

Los seres humanos se infectan a través de partículas de aerosol producidos por la 

orina, saliva o heces de roedores infectados (Hamid et al., 2021). Sin embargo, en 1996 se 

reportaron los primeros casos de contagio entre humanos (Padula et al., 1998) provocando dos 

síndromes clínicos: fiebre hemorrágica con síndrome renal (HFRS) y síndrome cardiopulmonar 

por hantavirus (HCPS) convirtiendo al VH en un agente potencialmente letal que eventualmente 

generaría problemas de salud pública (Ferro et al., 2020). 

Virus Andes (ANDV) 

En América del Sur, el Virus Andes es considerado el agente etiológico del síndrome 

cardiopulmonar por hantavirus (HCPS) (Martínez et al., 2020) con casos reportados en 

Argentina, Chile, Uruguay y Brasil cuya tasa de mortalidad oscila entre el 40% y el 50% (H. 

Singh et al., 2020).  

Actualmente no hay un tratamiento, vacuna o terapia contra HCPS que esté aprobada 

por la OMS o la FDA (S. Singh et al., 2021) es por esto que la intervención médica se basa 

principalmente en el tratamiento de los síntomas hasta que el virus sea eliminado por el 

organismo o el paciente fallezca (Dheerasekara et al., 2020). 

Anticuerpos como tratamiento terapéutico 

Los anticuerpos pueden evitar que las glicoproteínas de virus envueltos o la cubierta de 

virus no envueltos se unan y se fusionen con la membrana celular (Kabanova et al., 2014). 

Además, son capaces de producir la lisis directa del virus o la célula huésped, promueven la 

fagocitosis y liberan sustancias químicas tóxicas como citocinas o especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Y. Lu et al., 2020). 
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Los anticuerpos tienen dos dominios funcionales: dos de fragmento de unión a antígeno 

(Fab) que actúan en la respuesta humoral adaptativa y un fragmento cristalizable (Fc) que 

permite generar distintas funciones efectoras innatas (L. L. Lu et al., 2018). Entre las funciones 

efectoras de los anticuerpos se encuentran: la neutralización de toxinas (Bellows & Jankovic, 

2019), neutralización de la entrada y replicación de patógeno (Xiang et al., 2022), neutralización 

de factores de virulencia microbiana (Gelfat et al., 2022), activación del complemento 

(Chaturvedi et al., 2021), citotoxicidad celular (Doepker et al., 2021) y la inducción de 

fagocitosis celular (Nazha et al., 2020). 

Han sido utilizados como fármacos debido a que funcionan inmediatamente después de 

la administración, lo que presenta una ventaja ante otras estrategias como las vacunas 

(Saavedra et al., 2021). En enfermedades agudas y emergencias médicas se ha usado 

ampliamente el suero hiperinmunizado porque contiene una población mixta de anticuerpos 

neutralizante contra múltiples epítopos (Talaat et al., 2020). A pesar del riesgo de 

hipersensibilidad, la enfermedad del suero y anafilaxia (Bilò et al., 2021), los anticuerpos o 

fragmentos producidos en animales son ampliamente usados. 

Inmunoglobulina Y (IgY) 

La inmunoglobulina Y es el anticuerpo sérico predominante en aves, anfibios y reptiles 

(Lanzarini et al., 2018) es considerada el homólogo de la inmunoglobulina G presente en 

mamíferos, aunque difieren estructuralmente (Larsson et al., 1993). En aves se encuentran tres 

isotipos de inmunoglobulinas IgY, IgM e IgA, que según Carlander et al., (1999) en gallinas 

ponedoras llegan a concentraciones que van de 5 a 15 mg/ml, 1-3 mg/ml y 0,3-0,5 mg/ml, 

respectivamente. 

Durante la formación del huevo, la IgY en el suero se transfiere a la yema a través de un 

receptor en la superficie de la membrana de la yema específico para la translocación de IgY 

(Morrison et al., 2002), mientras que IgA e IgM se depositan en la clara de huevo (Rose et al., 
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1974) (Figura 2). Así la madre le proporciona a sus futuras crías inmunidad humoral contra 

patógenos aviares, durante los primeros días después de la eclosión hasta que su sistema 

inmunitario alcance la maduración (Dias da Silva & Tambourgi, 2010). 

Figura 2  

Paso de la IgY en la formación del huevo 

 

Nota. Distribución de las inmunoglobulinas séricas (IgY, IgA e IgM) de la gallina a través del 

oviducto para formar la clara y yema de huevo (Kovacs-Nolan & Mine, 2012). 

Características moleculares 

La IgY, al igual que su contraparte de los mamíferos, la IgG, se compone de dos 

cadenas ligeras (CL) y dos cadenas pesadas (CH) con pesos moleculares de 25 y 67-70 kDa, 

respectivamente (Grando et al., 2017) cada una con regiones constantes y variables. Las 

regiones variables son críticas para el reconocimiento de antígenos, mientras que las regiones 

constantes proporcionan la función efectora (Lanzarini et al., 2018). Las regiones Fab, similares 

a las inmunoglobulinas de los mamíferos, contienen los sitios de unión al antígeno, mientras 
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que la región Fc contiene los dominios responsables de la activación del complemento para las 

reacciones anafilácticas (Leslie & Clem, 1969; Zhao et al., 2000). 

En las tecnologías de inmunodiagnóstico, IgY es un excelente anticuerpo para usar en 

ensayos inmunológicos con sueros de mamíferos, debido a las propiedades discriminatorias de 

IgY en comparación con IgG de mamíferos (Dias da Silva & Tambourgi, 2010), ya que IgY no 

reacciona con el factor reumatoide y los anticuerpos humanos IgG anti-ratón no activan el 

sistema del complemento y no se unen al receptor Fc (Kovacs-Nolan & Mine, 2012). 

Gallina como fuente de obtención de anticuerpos  

Las gallinas producen entre 50 y 150 mg de anticuerpos IgY total por yema de huevo 

(Xu et al., 2011), una mayor cantidad de anticuerpos en comparación con roedores (Schade et 

al., 2005), lo que reduce considerablemente el número de animales necesarios para la 

producción de anticuerpos.  

En las últimas décadas, la generación de IgY monoclonales y policlonales en gallinas, 

ha avanzado con éxito debido a los bajos costos de mantenimiento y manipulación de estos 

animales frente a los mamíferos (León-Núñez et al., 2022). 
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Figura 3  

Esquema de producción de IgY en gallinas ponedoras 

 

Nota. Esquema de la producción de anticuerpos Igy monoclonales y policlonales en gallina 

ponedora y sus aplicaciones y estado en el mercado de anticuerpos (Yakhkeshi et al., 2022). 

Aunque la IgY, al igual que la IgG, se puede purificar a partir de muestras de sangre del 

animal (Kabanova et al., 2014), en donde aproximadamente se encontraría una concentración 

de 5-7 mg/mL (Dias da Silva & Tambourgi, 2010). La yema de huevo es la fuente indicada para 

la purificación de anticuerpos, desde el punto de vista del bienestar animal (Pereira et al., 2018) 

haciendo que la gallina ponedora sea una plataforma de producción de anticuerpos policlonales 

efectiva (Kovacs-Nolan & Mine, 2012).  

Anticuerpos IgY en inmunización pasiva 

El interés en el uso de anticuerpos para generar nuevas terapias, como la inmunización 

pasiva, se da por la aparición de microorganismos resistentes a los medicamentos, 
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enfermedades persistentes (Kang et al., 2021) y personas inmunocomprometidas que no 

responden a tratamientos convencionales (Casadevall et al., 2004).  

La inmunidad pasiva adquirida involucra suministrar anticuerpos específicos de antígeno 

obtenidos en otro individuo o animal a un individuo susceptible para proporcionarle una 

respuesta inmune rápida (Baxter, 2007; Bessen & Fischetti, 1988) (Figura 4). 

La optimización del proceso productivo de IgY de manera rentable es clave para su uso 

exitoso en la inmunización pasiva (Lévesque et al., 2007). Es por esto que en la última década, 

varios estudios analizan estrategias óptimas para la inmunización de gallinas buscando una 

producción de IgY específicas favorable (Chang et al., 1999; Erhard et al., 2000). 

Figura 4  

Inmunidad activa y pasiva 

 

Nota. a) Inmunidad activa b) inmunidad pasiva con anticuerpos (Kovacs-Nolan & Mine, 2012). 
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Inmunización con ADN  

Las vacunas de ADN involucran la inyección de ADN plasmídico que actúa como un 

vector para la expresión de la proteína de interés en el interior de las células que son 

transfectadas (Rodriguez et al., 1997), generando respuestas inmunitarias humorales y 

celulares que le permiten al individuo contrarrestar una infección con el patógeno (Gurunathan 

et al., 2000). Por esto, se considera una potencial herramienta profiláctica para enfermedades 

que requieren las dos respuestas inmunes, como las causadas por virus (Davis & Whalen, 

1995).  

La inmunización de ADN estimula la respuesta de tipo celular citotóxica mediada por 

linfocitos T CD8+ (Chen et al., 1998), siendo esta una ventaja sobre las vacunas inactivadas o 

de subunidades recombinantes que pueden provocar efectos adversos en el individuo 

inmunizado, además esta estrategia de inmunización posee bajo costo de producción y debido 

a la estabilidad del ácido nucleico, no necesita cadena de frío para su distribución (Boyle et al., 

1997). 

A lo largo de los años, se han evaluado diferentes estrategias de inmunización que han 

demostrado la ventaja de combinar dos o más tipos de vacuna (Ganges et al., 2005). Así, la 

respuesta inmune obtenida puede ser cualitativa y cuantitativamente superior a la obtenida las 

vacunas por separado(Gurunathan et al., 1998). 

Se ha visto que inmunizar primero con la vacuna de ADN y a continuación aplicar una 

vacunación de recuerdo con vacuna de subunidades, induce una respuesta inmune más 

efectiva que la administración de cada vacuna por separado (Huygen, 2005).  
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Polímeros catiónicos 

Las nanopartículas de polímeros catiónicos tienen la capacidad de formar enlaces con 

proteínas, lo que los hace ideales en aplicaciones biomédicas emergentes (Farshbaf et al., 

2018).  

Actualmente las nanopartículas poliméricas son usadas para mejorar la eficacia 

terapéutica de fármacos solubles e insolubles en agua (Zakeri et al., 2018) y de moléculas 

bioactivas (Patnaik & Gupta, 2013) aumentando su solubilidad, tiempo de retención y 

estabilidad.  

La encapsulación de fármacos en nanopartículas mejora su tolerabilidad, evita la 

degradación inmediata y mejora la absorción en el tejido seleccionado (Heller, 1984). Según 

Carmona-Ribeiro & de Melo Carrasco, (2013) la selección del sistema polimérico apropiado 

para un fármaco es seleccionado de acuerdo a su eficiencia de encapsulación, mejor tiempo de 

retención y biodisponibilidad. 

Las polietileniminas lineales y ramificadas (PEI) son polímeros catiónicos que se han 

utilizado para liberar ácidos nucleicos tanto in vitro como in vivo (Jiang et al., 2019). Debido a 

su carga catiónica, los polímeros ramificados muestran alta eficiencia de transfección y, en 

particular, la PEI de peso molecular de 25 kDa en la administración de genes (Zakeri et al., 

2018). Estos polímeros han sido ampliamente estudiados y modificados con diferentes ligandos 

para lograr la entrega deseada. 
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Capítulo 3 

Metodología 

El objetivo del presente trabajo fue producir anticuerpos IgY contra proteínas 

recombinantes Gn y Gc, en Gallus gallus domesticus inmunizadas con ADN solo y acomplejado 

con polímeros catiónicos. Se transformó por electroporación a E. coli cepa Top10 para 

amplificar el vector pENTRY-GPC, facilitado por el laboratorio de Biofármacos Recombinantes 

de la Universidad de Concepción, a partir de la cual se expresan las glicoproteínas 

recombinantes Gn y Gc, las mismas que se evaluaron mediante inmunofluorescencia en la 

línea celular HEK-293FT. El ADN obtenido se purificó con kits comerciales y se utilizó para 

inmunizar a gallinas ponedoras, una parte se utilizó solo y la otra se acomplejó con 

polietilenimina. Tanto los huevos como las muestras de sangre se tomaron desde el tiempo 0 

hasta el 47, se procesaron y finalmente se comparó la expresión temporal de anticuerpos en 

suero y en yema mediante ELISA. 

Preparación y transformación de E. coli electrocompetentes 

Se utilizó el protocolo de preparación y transformación en medio de cultivo libre de sal 

descrito por Sharma & Schimke, (1996). Se tomó una colonia aislada de E. coli cepa Top10 

desde una placa con medio agar Luria Bertani/estreptomicina (LBE) (MoBio, EE.UU.) que se 

inoculó en 5 mL de medio LB/estreptomicina (BD Bioscienses, EE.UU.) y fue incubada a 37°C 

por 16 horas en agitación a 120 revoluciones por minuto (rpm). Se tomaron 2 mL del cultivo 

previamente incubado y se agregaron en 500 mL de medio LB/estreptomicina, el matraz se 

llevó a 37°C y agitación orbital.  El cultivo creció hasta una densidad óptica (DO) entre 0,5 y 0,8 

y se enfrió en hielo durante 30 minutos para centrifugarse a 3.829 x g por 10 minutos a 4°C. Se 

desechó el sobrenadante, se resuspendió el precipitado en 460 mL de glicerol 10% frío y se 

centrifugó nuevamente a las mismas condiciones.  
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El procedimiento se repitió, resuspendiendo el precipitado en 400 mL de glicerol 10% 

frío, eventualmente en 100 mL y 20 mL, y finalmente en 1 mL. Se hicieron alícuotas de 40 µL y 

se almacenaron a -80°C.  

Se incubaron 5 µL de E. coli cepa Top10 electrocompetente con el vector pENTRY-GPC 

(Figura 5) en hielo por 5 minutos y se traspasaron a una cubeta de electroporación de 0,2 cm 

(BioRad, EE.UU.). Para la transformación, se aplicó un pulso de 2,5 kV mediante el equipo de 

electroporación (MicroPulser, BioRad, EE.UU.) y, enseguida se agregaron 500 µL de medio LB 

para recuperar las bacterias en un microtubo (Eppendorf, Alemania) que se dejó a 37°C 

durante 1 hora. Cumplido el tiempo, se sembraron 200 µL del cultivo en una placa de agar 

LB/kanamicina (Merck, Alemania) que se incubó por 16 horas a 37°C, y posteriormente fue 

almacenada a 4ºC. 

Figura 5  

Diseño del vector pENTRY-GPC 
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De la placa incubada, se tomaron 10 colonias aisladas que fueron sembradas en 10 

minicultivos, los cuales se purificaron por lisis alcalina y posteriormente se digirieron con las 

enzimas Bgl II y Not I.  

Purificación de ADN plasmídico 

 Según Birnboim & Doly, (1979) la purificación del ADN plasmídico de E. coli 

electrocompetente mediante lisis alcalina es un procedimiento simple que permite su análisis 

por electroforesis en gel.  

Se inoculó una colonia aislada de E. coli electrocompetente en 300 mL de medio LB 

suplementado con 300 µL de kanamicina que se incubó a 37°C por 16 horas con agitación 

orbital a 120 rpm. El cultivo fue centrifugado a 6.000 rpm durante 15 minutos y a 4°C. Se 

descartó el sobrenadante y el precipitado se disolvió en 10 mL de Solución I de lisis alcalina 

(Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, pH 8,0 y ARNasa 10 mg/mL) al que se 

le agregaron 10 mL de Solución II de lisis alcalina (NaOH 0,2 M, SDS 1% (p/v)), se mezcló por 

inversión y se dejó reposar a 22-25°C durante 10 minutos. Posteriormente, se adicionaron 10 

mL de Solución III de lisis alcalina (Acetato de potasio 5 M, Ácido acético glacial), se mezcló 

por inversión y se dejó en hielo durante 15 minutos. 

La mezcla se centrifugó a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC, el precipitado se 

descartó, y el sobrenadante filtrado se mezcla con 0,8 volúmenes de isopropanol. La muestra 

fue centrifugada a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se desechó el sobrenadante y el 

precipitado fue resuspendido en 600 µL de agua estéril. La resuspensión de ADN se incubó a 

37°C con 10 µg/mL de ARNasa durante 2 horas. 

Debido a que el ADN obtenido se usaría para las formulaciones de inmunización, se 

realizó una segunda purificación utilizando el kit EZNA Cycle Pure kit (Omega Bio-Tek, EE.UU.) 

según las indicaciones del fabricante. El ADN se visualizó por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%, se cuantificó y la pureza se determinó por la relación de absobancia a 260/280 

y 260/230 nm en espectrofotómetro SpectroStar Nano (BMG LABTECH, Alemania) 
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Descongelación de línea celular HEK-293FT 

Siguiendo la metodología propuesta por Robinson et al., (2021)la descongelación de las 

células HEK-293FT se realizó en baño termostatado a 37°C con agitación. Las células se 

homogenizaron en 1 mL de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

que fue traspasado a un tubo de 15 mL con 4 mL del mismo medio suplementado. El tubo se 

centrifugó a 800 rpm durante 5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado obtenido 

se resuspendió en 1 mL de medio DMEM suplementado con 10% SFB. Las células fueron 

sembradas en una placa de cultivo de 100 mm de diámetro (Santa Cruz Biotechnology, 

EE.UU.) con 10 mL de medio suplementado e incubadas a 37°C, en presencia de CO al 5% y 

con una humedad relativa (HR) del 95%. 

Propagación de línea celular HEK-293FT  

Siguiendo la metodología propuesta por Robinson et al., (2021)se eliminó el medio del 

cultivo a 90-95% de confluencia celular, las células fueron lavadas una vez con PBS y cubiertas 

con 1 mL de tripsina-EDTA 0,25% (Sigma, EE. UU) después, la placa se incubó a 37°C durante 

5 minutos. Al cabo de este tiempo, se agregaron 2 mL de medio suplementado a las células 

con tripsina y se traspasaron a un tubo de 15 mL para centrifugarse a 800 rpm durante 5 

minutos. Se descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 2 mL de medio 

DMEM suplementado con 10% SFB. Las células se contaron en cámara de Neubauer y fueron 

sembradas en placas de cultivo de 100 mm de diámetro. 

Transfección con polietilenimina (PEI) en línea celular HEK-293FT 

La transfección se realizó siguiendo el protocolo descrito por Toledo et al., (2009) 

utilizando la relación PEI (µL) : ADN (µg) de 2,5:1. Se preparó una solución de ADN y otra con 

PEI, las dos adicionadas glucosa al 5%. Se agitaron y se dejó reposar durante 10 minutos.  

Las células se lavaron 2 veces con PBS y posteriormente las dos soluciones antes 

preparadas se mezclaron en vortex y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos, 
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se añadieron a la placa junto con medio DMEM hasta un volumen final de 350 µL por pocillo y 

se incubaron a 37°C con CO al 5% y HR al 95% por 5 horas antes de adicionarle 35 µL de 

SFB. 

Inmunofluorescencia para evaluar el plásmido pEntry-GPC  

A una placa de cultivo de 24 pocillos se le colocaron cubreobjetos circulares en el fondo 

y se sembraron 5x104 células HEK293-FT. Al día siguiente, las células se transfectaron por el 

método descrito por Toledo et al., (2009), y para evaluar el plásmido pENTRY-GPC que 

codifica Gn y Gc y el plásmido pENTRY-FSH como control, se adaptó el protocolo de Asakura 

& Kikyo, (2022) por lo que se dejó la placa en incubación por 48 horas a 37°C.   

Pasado este tiempo, las células se fijaron a temperatura ambiente con paraformaldehído 

(PFA) 4% por 30 minutos y fueron lavadas 3 veces con PBS durante 5 minutos, 

inmediatamente, se trató las células con la solución de permeabilización (Tritón 0,2%) por 5 

minutos, nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS y se incubaron con buffer de bloqueo 

(BSA 1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Seguido a esto, las células se lavaron 3 

veces más y se les adicionó el anticuerpo primario (Anti-Gn o Anti-Gc) a una dilución 1/200 

durante 16 horas a 4°C.  

Una vez cumplido el tiempo, las células se lavan nuevamente y se incuban con el 

anticuerpo secundario (Anti-mouse) conjugado con FITC por 4 horas a 22-25°C, vuelven a ser 

lavadas y los cubreobjetos con las células se montan en los portaobjetos con 7 μl de medio de 

montaje Vectashield. 

La expresión de GFP utilizado como control de transfección, se visualizó en el 

microscopio FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies) y para la obtención de las 

imágenes de inmunofluorescencia se usó el Microscopio de Fluorescencia Olympus IX8.  
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Formulaciones para inmunización 

Las dosis de inmunización se realizaron usando 2 formulaciones vacunales compuestas 

por ADN, PEI y glucosa 5%. Las preparaciones empleadas fueron: 

• Formulación A: ADN plasmídico purificado 300 µg/mL 

• Formulación AP: ADN plasmídico purificado 300 µg/mL + PEI 25 kDa + Glucosa 5% 

Inmunización de gallinas ponedoras con ADN 

El esquema de inmunización implementado se adaptó del estudio con patos realizado 

por R. Brocato et al., (2012). A cada grupo experimental se le administró una de las distintas 

formulaciones mencionadas anteriormente. Las inmunizaciones se realizaron en los días 1, 14 

y 28 por inyección intramuscular, el grupo 1 recibió 350 µL de la formulación A y el grupo 2 un 

total de 2 mL de la formulación AP. Diariamente se recogieron los huevos de cada grupo y se 

tomaron muestras de sangre semanalmente hasta el día 47.  

Figura 6  

Esquema de inmunización 

 

Nota. Esquema de inmunización y recolección de muestras para los grupos experimentales. 

Obtención de muestras de suero desde animales inmunizados 

Se tomaron muestras de 1,5-3 mL por punción de la vena basílica izquierda. Las 

muestras de sangre fueron colectadas en tubos de 15 mL y posteriormente centrifugadas a 
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3.000 rpm durante 10 minutos. El suero fue recolectado y alicuotado en microtubos que se 

almacenaron a -20°C hasta su uso. 

Extracción de IgY mediante precipitación 

Se siguió el protocolo para la extracción de IgY por medio de precipitación con 

polietilenglicol (PEG) descrito por Polson et al., (1980). Se transfirió la yema de cada huevo a 

un tubo de 50 mL diferente, en el que se agregó el doble de volumen de PBS y PEG 6000 al 

3,5% y se dejó rodar el tubo en una mesa de mezcla de laminación durante 10 minutos para 

después centrifugar a 10.000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 4°C. Se descartó el 

precipitado y al sobrenadante filtrado se le añadió PEG 6000 al 8,5%, siguiendo las mismas 

condiciones de mezcla y centrifugación, a diferencia de que esta vez se eliminó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 1 mL de PBS al que eventualmentese le 

añadieron 9 mL más, con un volumen final de 10 mL se agregó PEG 6000 al 12% se mezcló y 

centrifugó. El precipitado se resuspendió en 800 µL de PBS. 

Las muestras se dializaron toda la noche en una solución salina de NaCl 0,1% y al día 

siguiente se dializaron 3 horas más en PBS. Las IgY extraídas se alicuotaron en microtubos y 

se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio 

(SDS-PAGE) 

Los geles se prepararon a 10 y 12,5 % de poliacrilamida y con 1 mm de espesor según 

el procedimiento descrito por Laemmli, (1970). Los geles separador y concentrador se 

prepararon de acuerdo a la siguiente tabla. 
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Tabla 1  

Protocolo de preparación de geles desnaturalizantes de poliacrilamida con dodecil sulfato 

sódico (SDS-PAGE) 

 

Gel 
separador 

10 % 

Gel 
separador 

12 % 

Gel 
concentrador 

 
Agua 2,5 mL 2,0 mL 1,0 mL 

Poliacrilamida (Acrilamida 
30% Bisacrilamida 0.8%) 

1,9 mL 2,4 mL 300 µL 

Buffer separador (Tris-HCl 
1.5 M, SDS 10% pH: 8.8) 

1,5 mL 1,5 mL - 

Buffer concentrador (Tris-
HCl 0.5 M, SDS 10% pH: 

6.8) 
- - 444 µL 

PSA 10% 90 µL 90 µL 28 µL 

TEMED 4 µL 4 µL 5 µL 

Nota. Protocolo adaptado de Laemmli, (1970) 

El buffer de corrida se preparó con agentes desnaturalizantes: Tris/HCl 25 mM 

(Calbiochem, Inglaterra), Glicina 192 mM (Calbiochem, Inglaterra) y SDS 0,1% (p/v) 

(Calbiochem, Inglaterra). Las muestras se dejaron correr a 100 V por 2 horas, pasado este 

tiempo, el gel se incubó durante 1 hora en solución de tinción: Azul de Coomassie 0,5 g/l 

(Merck, Alemania), Metanol 10%, (TCL, Chile) y se dejó durante toda la noche en Solución de 

destinción: Metanol 20% (v/v) (TCL, Chile), Ácido acético 10% (v/v) (Merck, Alemania).  

Western Blot 

Finalizada la electroforesis, la inmuno-identificación de las proteínas recombinantes Gn 

y Gc se realizó según el procedimiento descrito por Burnette, (1981). Se transfirieron las 

proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa BA-85 (Schleicher & Schuell, Alemania) en 

una celda de transferencia semi-húmeda (BioRad, EE. UU) a una corriente constante de 0,3 A 

y voltaje máximo de 25 V, durante 30 minutos. La membrana se cortó en secciones que 
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contenían el marcador de peso molecular y la muestra de proteína GnGc y cada una se incubó 

por separado durante 2 horas en solución de bloqueo (leche descremada al 5% en TBS) a 

temperatura ambiente y agitación constante, transcurrido este tiempo, cada membrana se 

incubó con los anticuerpos IgY diluidos 1/50 en leche descremada al 5% con TBS durante toda 

la noche a 4°C. Los anticuerpos IgY utilizados fueron los obtenidos del tiempo 0 y 47 de una 

gallina de cada grupo experimental, IgY anti-Hanta y Anti-histidina. 

Las membranas se lavaron 3 veces con Tween-20 0.1% (v/v) (Sigma-Aldrich, EEUU) 

diluido en TBS, cada lavado duró 10 minutos y se realizó en agitación. 

Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario adecuado 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Nuevamente se realizaron los 3 lavados de 10 minutos 

y se revelaron utilizando el equipo detector de fluorescencia Odyssey® CLx (LiCor Biosciences, 

EE.UU.).  

Cuantificación de IgY totales por Bradford 

Se construyó una curva de albúmina de suero bovino (BSA) (Thermo Scientific, EE.UU.) 

con concentraciones de 2.000,1.500, 1.000, 750, 500, 250, 125, 25 y 0 µg/mL. Se realizaron 

diluciones 1/50 de las muestras a analizar y siguiendo las instrucciones del fabricante, en una 

placa de 96 pocillos se agregaron 5 µL de cada muestra con 200 µL de Reactivo Bradford. 

Inmediatamente, la placa se leyó a una longitud de onda de 595 nm. 

Determinación del título de anticuerpos IgY totales mediante ELISA 

El siguiente protocolo fue adaptado a partir del ensayo de inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELISA) para inmunoglobulina G descrito por Engvall & Perlmann, (1971). En una 

placa de 96 pocillos para ELISA (Thermo Scientific, EE.UU.) se adicionaron 50 µL de la 

proteína recombinante GnGc diluida en tampón carbonato de sodio (Na2CO3/ NaHCO3) 50 mM, 

pH 9,4-9,6 (Merck, Alemania) a una concentración de 5 µg/mL. La placa se incubó toda la 

noche a 4°C en cámara húmeda. 
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Al otro día, los pocillos recubiertos fueron lavados 2 veces con PBS-Tween al 0,05%. 

Una vez eliminado el exceso de solución, en cada pocillo se añadieron 250 µL de Leche 

descremada 3% (p/v) (Svelty, Nestlé, Suiza) diluida en PBS y se incubó la placa por 1 hora a 

37ºC en cámara húmeda. Después, la placa se lavó 3 veces con solución de lavado de ELISA y 

se adicionaron 90 µL de los sueros e IgY extraídas de las gallinas a varias diluciones y por 

duplicado, diluidos en leche descremada 1% PBS-Tween al 0,05%. Incluyendo el control 

positivo. Se dejó a 37°C en cámara húmeda por 2 horas. Pasado este tiempo, los pocillos se 

lavaron 3 veces más y la placa fue incubada por 1 hora, a las mismas condiciones anteriores, 

con anticuerpo secundario anti-IgY conjugado a HRP, preparado en leche descremada 1% 

PBS-Tween al 0,05%.  

Se realizaron 4 lavados más a la placa y se añadió 100 µL/pocillo de Ultra TMB-ELISA 

(Thermo Scientific, EE.UU.), se incubó por 10-15 minutos a temperatura ambiente en cámara 

húmeda y oscuridad. La reacción se detuvo adicionando 50 µL de ácido sulfúrico 2.5 N a cada 

pocillo. Finalmente, la placa se leyó a una longitud de onda de 450 nm y los títulos de 

anticuerpos se analizarán mediante ANOVA de dos vías de comparaciones múltiples, a partir 

del test de Sidak. 

 

 



46 
 

Capítulo 4 

Resultados 

El presente estudio se enfocó en obtener ADN plasmídico de buena calidad, 

comprobando su pureza y concentración mediante electroforesis y cuantificación de ácidos 

nucleicos. Como resultado de la inmunización se tomaron las muestras de sangre y huevos 

para comparar el título de anticuerpos específicos para la proteína recombinante Gn y Gc. 

Evaluación de la expresión de las proteínas recombinantes Gn y Gc en la línea celular 

HEK-293FT  

La inmunofluorescencia en células HEK- 293FT transfectadas con los plásmidos 

pENTRY-GPC, precursor de las glicoproteínas Gn y Gc, y pENTRY-FSH usado como control 

de transfección para observar la expresión de proteína fluorescente después de 48 horas 

(Figura 7), permite el análisis de la distribución celular de Gn y Gc en las células.  

Figura 7  

Control de transfección del plásmido pENTRY-FSH. 

 

Nota. Producción de proteína verde fluorescente (GFP) por la línea celular HEK-293FT 

transfectada con el plásmido pENTRY-FSH. Fuente: elaboración propia. 
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La Figuras 8 y 9 muestran las imágenes obtenidas para Gn y Gc, respectivamente, 

sugieren la presencia de proteínas en la membrana plasmática. 

Figura 8  

Inmunofluorescencia de Gn en células HEK-293FT transfectadas con el plásmido pENTRY-

GPC. 

 

Nota. Inmunofluorescencia de Gn en células HEK-293FT transfectadas con el plásmido 

pENTRY-GPC, utilizando anticuerpo monoclonal murino IgG anti-Glicoproteína N de ADNV, 

clon 6B9/F5 (Cat: HNM-6022CX1-5) y anticuerpo policlonal anti-IgG de ratón conjugado con 

FITC producido en cabra (Cat: sc-2356). a) Núcleos teñidos con DAPI. b) Al usar el canal de 

fluorescencia se muestra la acumulación de Gn en un organelo interno. c) Superposición de a) 
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y b) en donde se evidencia la presencia de Gn en el contorno de la célula. Fuente: elaboración 

propia. 

Figura 9  

Inmunofluorescencia de Gc en células HEK-293FT transfectadas con el plásmido pENTRY-

GPC. 

 

Nota. Inmunofluorescencia de Gc en células HEK-293FT transfectadas con el plásmido 

pENTRY-GPC, utilizando anticuerpo monoclonal murino IgG anti-Glicoproteína C de ANDV, 

clon 6C5/D12 (Cat: HNM-6023CY1-5) y anticuerpo policlonal anti-IgG de ratón conjugado con 

FITC producido en cabra (Cat: sc-2356). a) Núcleos teñidos con DAPI. b) Al usar el canal de 

fluorescencia se muestra la acumulación de Gc en un organelo interno. c) Superposición de a) 
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y b) en donde se evidencia la presencia de Gc en el contorno de la célula. Fuente: elaboración 

propia. 

Purificación de ADN plasmídico del vector pENTRY-GPC 

En el gel virtual del programa SnapGene se realizó la simulación de la digestión del ADN 

plasmídico con las enzimas BgI II y Not I (Figura 10) y se obtuvieron 2 bandas con los siguientes 

tamaños moleculares: 4851 pb y 3453 pb.  

Figura 10  

Simulación de la digestión de ADN plasmídico del vector pENTRY-GPC en SnapGene. 

 

Nota. Simulación de un gel de agarosa 1%. Carriles: MW, marcador de peso molecular 1 kb; 1, 

ADN plasmídico del vector pENTRY-GPC sin digerir; 2, ADN plasmídico del vector pENTRY-

GPC digerido con las enzimas Bgl II y Not I. Fuente: Elaboración propia. 

El ADN plasmídico de los 10 minicultivos de E.coli cepa Top10 purificados por lisis 

alcalina se digirieron con las enzimas Bgl II y Not I (Figura 11). Y se evidenció la presencia de 2 

bandas con pesos moleculares de 4851 y 3453 pb, respectivamente, similares a los obtenidos 

mediante la simulación en SnapGene.  
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Figura 11 

Análisis enzimático de ADN plasmídico con las enzimas BgI II y Not I. 

 

Nota. Electroforesis en gel de agarosa 1% del ADN plasmídico purificado pGPC obtenido de 

cada minicultivo de E.coli cepa Top10 transformada con el vector Pentry-GPC, digeridos con 

las enzimas de restricción BgI II y Not I. Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 

kb DNA Ladder; 1-10, ADN plasmídico pGPC digerido con enzimas BgI II y Not I; pGPC, ADN 

plasmídico del vector pENTRY-GPC sin digerir sin digerir. Fuente: Elaboración propia. 

El ADN plasmídico extraído mediante lisis alcalina se incubó con RNAsa 10 µg/mL y, se 

purificó con el kit comercial EZNA Cycle Pure kit a través de mini columnas de centrifugado de 

sílice para llegar a la pureza requerida en la inmunización. Se obtuvo ADN plásmidico con una 

concentración de 900-1.800 µg/mL y pureza de 1,9 (ratio A260/230) que se considera como 

ADN puro al situarse dentro del rango 1,8-2,2 (Figura 12). 
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Figura 12  

ADN plasmídico purificado y sin digerir obtenido del plásmido pENTRY-GPC 

 

Nota. Electroforesis en gel de agarosa 1% del ADN plasmídico pGPC purificado. Carriles: PM, 

marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder; pGPC, ADN plasmídico del vector 

pENTRY-GPC sin digerir sin digerir. Fuente: Elaboración propia. 

Extracción de IgY a partir de yema de huevo de gallinas inmunizadas  

Los anticuerpos extraídos de cada grupo experimental se corrieron en gel 

desnaturalizante de poliacrilamida al 12.5%, las muestras se trataron con β- mercaptoetanol (β-

ME) como agente reductor y así se visualizaron las cadenas pesadas (CH) con un peso 

molecular de 67 a 70 kDa y las livianas (CL) con 25 kDa que componen a la IgY (Figura 13).  
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Figura 13  

Presencia de anticuerpos IgY en huevos de gallinas inmunizadas con ADN solo y acomplejado 

con PEI 

 

Nota. SDS-PAGE al 12.5% en condiciones desnaturalizantes y reductoras, de IgY. a) Gallina A1 

inmunizada con ADN solo. b) Gallina A2 inmunizada con ADN solo. c) Gallina AP1 inmunizada 

con ADN + PEI. d) Gallina AP2 inmunizada con ADN + PEI. Carriles: PM, marcador de peso 

molecular AccuRuler RGB PLUS Prestained Protein Ladder 10-245 kDa; 1, IgY tiempo 0; 2, IgY 

tiempo 7 después de la primera inmunización (DPI); 3, IgY tiempo 14 DPI; 4, IgY tiempo 21 DPI; 

5, IgY tiempo 28 DPI; 6, IgY tiempo 35 DPI; 7, IgY tiempo 42 DPI; 8, IgY tiempo 47 DPI; C+; 

Control positivo. Fuente: Elaboración propia. 

Los anticuerpos IgY totales se cuantificaron por el método de Bradford, el Azul de 

Coomassie G-250 presente en el reactivo se une a la proteína generando una coloración 

celeste leída a 595 nm, la absorbancia obtenida se comparó con la coloración producto de la 

misma unión en los diferentes puntos de la curva de BSA.  
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El cálculo de la concentración de IgY total presente en las gallinas inmunizadas con 

ADN solo y acomplejado con PEI no reflejó diferencia significativa desde el tiempo 0 hasta el 

28. En el día 35 se observó una mayor expresión de IgY total en las gallinas inmunizadas con 

ADN acomplejado, esta tendencia cambia para el día 47 en el que el ADN muestra mayor 

expresión (Figura 14). 

Figura 14  

Concentración de IgY total en yema de huevo 

 

Nota. Comparación temporal de la concentración promedio de anticuerpos IgY totales 

obtenidos en yema de huevo de gallinas inmunizadas con ADN solo y acomplejado con PEI. 

Fuente: Elaboración propia. 

Inmuno-identificación de las proteínas recombinantes Gn y Gc  

Los análisis en SDS-PAGE desnaturalizante al 10% y Western blot se realizaron para 

comprobar la especificidad de los anticuerpos IgY Anti-GnGc extraídos de yema de huevo. El 

gel desnaturalizante de poliacrilamida en condiciones reductoras mostró bandas entre 48 y 75 

kDa, que pudieran corresponder a las glicoproteínas recombinantes Gn y Gc, según su peso 

molecular teórico de 44,4 y 51,5 KDa, respectivamente. En la inmuno-identificación se utilizaron 

cuatro anticuerpos primarios para verificar la presencia de las proteínas recombinantes Gn y 
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Gc: anticuerpo monoclonal murino anti-histidina (Cat: A00186-100) diluido 1:10.000 (Figura 

15b), anticuerpo policlonal IgY Anti-Hantavirus diluido 1:50 y anticuerpos policlonales IgY de 

yema de huevo de gallinas inmunizadas con ADN solo (A1) y ADN acomplejado con PEI (AP2) 

en tiempo 0 y tiempo 47 posterior a la primera inmunización, diluidos 1:50. Como anticuerpos 

secundarios se usaron anticuerpo policlonal anti-IgG de ratón conjugado con la sonda 

fluorescente AlexaFluor® (680nm) producido en cabra (Cat: A-21057) y anticuerpo policlonal 

anti-IgY de pollo conjugado con la sonda fluorescente AlexaFluor® (790nm) producido en 

cabra. 

La señal que se observó con los anticuerpos Anti-His y Anti-Hantavirus, usados como 

control positivo para el ensayo, corroboró la presencia de las glicoproteínas de superficie 

recombinantes Gn y Gc (Figura 15b y 15c). Los inmunoensayos con los anticuerpos primarios 

IgY extraídos del tiempo 0 no reconocieron las bandas correspondientes a las glicoproteínas 

recombinantes Gn y Gc, debido a ello fueron usados como control negativo para los siguientes 

ensayos (Figura 15d y 15e). 
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Figura 15 

SDS-PAGE desnaturalizante al 10% y Western Blot de las glicoproteínas Gn y Gc con 

anticuerpos primarios de gallinas no inmunizadas 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10% en condiciones desnaturalizantes y reductoras, teñido con azul de 

Coomasie R-250 b) Western Blot utilizando anticuerpo monoclonal murino anti-histidina (Cat: 

A00186-100) diluido 1:10.000. C) Western Blot utilizando anticuerpo IgY Anti-Hantavirus. D) 

Western Blot utilizando anticuerpo IgY de A1 tiempo 0. E) Western Blot utilizando anticuerpo 

IgY de AP2 tiempo 0. Carriles: PM, marcador de peso molecular AccuRuler RGB PLUS 

Prestained Protein Ladder 10-245 kDa; GnGc, proteína recombinante Gn y Gc; Anti-his, anti-

polihisitidina; Anti-Hanta, anti-hantavirus; A1, IgY extraídas del tiempo 0 en gallinas 

inmunizadas con ADN solo; AP2, IgY extraídas del tiempo 0 en gallinas inmunizadas con ADN 

acomplejado con PEI. Fuente: Elaboración propia. 

El inmuno-ensayo específico, Western Blot, usando las IgY Anti-GnGc extraídas de los 

huevos puestos el día 47 después de la primera inmunización (Figura 16), indica la 

especificidad de los anticuerpos después de completar el esquema de inmunización propuesto, 

ya que se marcan las bandas comprendidas entre 63 y 75 kDa, que corresponderían a las 

proteínas recombinantes Gn y Gc. 
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Figura 16  

SDS-PAGE PAGE desnaturalizante al 10% y Western Blot de las glicoproteínas Gn y Gc con 

anticuerpos primarios de gallinas inmunizadas 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10% en condiciones desnaturalizantes y reductoras, teñido con azul de 

Coomasie R-250. b) Western Blot utilizando anticuerpo Anti-Hantavirus. c) Western Blot 

utilizando anticuerpo Anti-GnGc de A1 tiempo 47. d) Western Blot utilizando anticuerpo Anti-

GnGc de AP2 tiempo 47. Carriles: PM, marcador de peso molecular AccuRuler RGB PLUS 

Prestained Protein Ladder 10-245 kDa; GnGc, proteína recombinante Gn y Gc; Anti-Hanta, anti-

hantavirus; A1, IgY extraídas del tiempo 47 en gallinas inmunizadas con ADN solo; AP2, IgY 

extraídas del tiempo 47 en gallinas inmunizadas con ADN acomplejado con PEI. Fuente: 

Elaboración propia. 
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Evaluación de los títulos de anticuerpos IgY totales en yema de huevo y suero 

Los anticuerpos IgY totales se titularon mediante ELISA. Se fijó la proteína 

recombinante Gn y Gc en el fondo de placas de 96 pocillos high binding, y se hicieron 

diluciones seriadas de las IgY obtenidas de la yema y del suero colectado.  

La detección se realizó con un anticuerpo policlonal anti-IgY conjugado a HRP, 

producido en cabra. Los sueros recolectados de los dos tratamientos evidenciaron mayor titulo 

de anticuerpos en el día 42 posterior a la primera inmunización, los títulos de anticuerpos IgY 

totales variaron entre cada grupo experimental: En el grupo A se alcanzaron títulos a una 

dilución máxima de 1/400 (Figura 17) mientras que en el grupo AP la titulación se alcanzó en 

1/800. Se mostró diferencia significativa dentro de cada grupo, entre el día 35 y 42, en donde 

se evidencia el aumento de IgY específicas para proteína recombinante Gn y Gc en sangre.  

Por otra parte, en las IgY obtenidas de la yema de huevo se evaluaron los días 0, 35,42 

y 47 posteriores a la primera inmunización, en donde se muestra el aumento de anticuerpos 

específicos para la proteína de interés en el día 47 (Figura 18) el titulo de anticuerpos obtenido 

de la inmunización con ADN llegó a una dilución máxima de 1/800 mientras que en el grupo AP 

la dilución máxima fue de 1/1600, mediante un análisis ANOVA de dos vías de comparaciones 

múltiples, a partir del test de Sidak, se muestra diferencia significativa entre los dos grupos 

experimentales, excepto en el día 35 en el que el titulo de anticuerpo es bajo en los dos casos. 
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Figura 17  

Titulo de IgY totales en suero 

 

Nota. Títulos de anticuerpos IgY totales inducidos en gallinas inmunizadas con las distintas 

formulaciones vacunales, obtenidos en suero. Los valores representan el promedio ± D.E. 

resultado de un análisis ANOVA de dos vías de comparaciones múltiples, a partir del test de 

Sidak; **, p<0,003; ***, p<0,0008. 
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Figura 18  

Titulo de IgY en yema 

 

Nota. Títulos de anticuerpos IgY totales inducidos en gallinas inmunizadas con las distintas 

formulaciones vacunales, obtenidos en yema de huevo. Los valores representan el promedio ± 

D.E. resultado de un análisis ANOVA de dos vías de comparaciones múltiples, a partir del test 

de Sidak; **, p<0,006; ****p<0,0001; ns, no significativo).  

Capítulo 5 

Discusión 

El análisis de la distribución celular de Gn y Gc en HEK-293FT mediante 

inmunofluorescencia es relevante, porque en esta línea celular se producen vectores 

lentivirales (LV) (Perry & Rayat, 2021) que presentan menos efectos mutagénicos adversos a 

comparación de otros vectores virales (Bauler et al., 2019), siendo importantes en el avance de 

la terapia génica. En las Figuras 8 y 9 se identifica la presencia de proteínas en el contorno de 

la célula, lo que sugiere que tanto Gn como Gc podrían estar presentes en la membrana 

plasmática. Esto último coincide con lo predicho por los servidores bioinformáticos (Rissanen et 
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al., 2021) y también con las diferentes investigaciones del orden Bunyavirales (Krylova et al., 

2021) que describen la presencia de Gn y Gc de virus Hantaan en la membrana celular. 

Vinograd et al., (1965) determinaron que el DNA puede adoptar distintas formas 

topológicas, podía encontrarse tanto en forma lineal como circular. Las moléculas circulares, 

además, podían presentarse desde moléculas relajadas hasta enrolladas sobre sí mismas. A 

cada una de estas isoformas se les denominó topoisómeros (Bates & Maxwell, 1997), que se 

consideran las diferentes conformaciones espaciales que pueden adoptar las moléculas de 

ADN circulares covalentemente cerrados (CCCs) 

El proceso de lisis alcalina desnaturaliza el ADN cromosómico de alto peso molecular 

mientras que el ADN circular covalentemente cerrado permanece bicatenario (Birnboim & Doly, 

1979), esto permite la detección del ADN plasmídico recombinante producido por el plásmido 

pENTRY-GPC que al no haber pasado por una digestión, en la electroforesis muestra su forma 

de monómero súperenrollado CCC moviendose más rápido a comparación de otras formas 

debido a su estructura compacta. El plásmido pENTRY-GPC al ser digerido con las enzimas de 

restricción Bgl II y Not I (Figura 11) muestra 2 fragmentos de ADN con peso conocido: 4851 pb 

y 3453 pb, que se confirma con una simulación usando el programa SnapGene, esto quiere 

decir que las bacterias electrocompetentes replican el material genético proporcionado por el 

plásmido pENTRY-GPC. 

La segunda purificación del ADN plasmídico se realizó con un kit comercial siguiendo la 

ficha técnica del fabricante, esto descartó la presencia de cebadores, enzimas de nucleótidos, 

sales y otras impurezas de una muestra de ADN (Paalme & Speek, 2021). Además, al no 

usarse compuestos toxicos como el fenol y cloroformo, el ADN resuspendido en agua estéril 

alcanzó una pureza aproximada de 1,9, lo que hace a la muestra ideal para el proceso de 

inmunización.  

https://www.omegabiotek.com/product/pcr-clean-up-kit-e-z-n-a-cycle-pure/?utm_source=google&utm_medium=ppc&utm_campaign=130133683644&utm_term=pcr%20clean%20up&utm_content=b&gclid=Cj0KCQiArsefBhCbARIsAP98hXSxsNXUOQT1UQWkOp4Vi_oA4H2uekRAUJO-oWm0y9F5gedYFiol2KsaAugSEALw_wcB
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La inmunización con ADN desnudo se considera una terapia génica no viral (Zakeri et 

al., 2018) cuyo éxito depende del desarrollo de un sistema de administración de material 

genético seguro y eficaz. Los sistemas de vectores no virales, basados en polímeros catiónicos 

muestran resultados favorables para la entrega de genes (Zhang et al., 2017) al ser más 

seguros que los sistemas virales que pueden provocar respuestas inmunogénicas (Molinaro et 

al., 2013).  

La extracción de IgY se basa en la eliminación de los lípidos de yema de huevo para 

obtener una fracción soluble en agua (FSA) en la que se encuentran los anticuerpos (Pauly et 

al., 2011), que posteriormente se precipitan (Polson et al., 1980). Una revisión de diferentes 

protocolos para extracción de IgY a partir de la yema de huevo descrita por De Meulenaer & 

Huyghebaert, (2001) establece que la elección del método adecuado debe considerar el grado 

de pureza requerida, la escala de extracción y la tecnología disponible. Todo esto depende en 

gran medida de la aplicación destinada para el anticuerpo. 

La extracción de IgY por precipitación con PEG 6000 se considera un método sencillo y 

fácil de estandarizar a escala de laboratorio, del cual se obtiene anticuerpos IgY totales a 

concentraciones de 3-35 mg/mL aptos para usarse en ensayos inmunológicos como Western 

Blot y ELISA. 

Las glicoproteínas Gn y Gc requieren su co-expresión para un correcto plegamiento 

(Deyde et al., 2005), el proceso de co-expresión de los antígenos establecido en el laboratorio 

de Biofármacos Recombinantes de la Universidad de Concepción, a través de la 

transformación de levaduras, no secreta las proteínas al medio de cultivo sino que Gn y Gc 

quedan retenidos en el interior de las levaduras, formando agregados de alto peso molecular 

por la interacción entre ambas proteínas, esto coincide al analizar los antígenos mediante SDS-

PAGE y Western Blot (Figuras 15 y 16) donde se observa la presencia de Gn y Gc entre 63 y 

75 kDa (Petazzi et al., 2021) que es la posición esperada si estuvieran en su estado 
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monomérico, pero también la aparición de agregados de alto peso molecular que forman 

manchas que se extienden a lo largo de todo el carril. A partir de este ensayo, donde se mostró 

la especificidad de los anticuerpos, se realizaron ELISA indirectos con IgY obtenidas de 

muestras de suero y yema de huevo.  

La respuesta inmune desarrollada en gallinas ponedoras se dio por un esquema de tres 

inmunizaciones (inicial y 2 refuerzos) adaptada de una investigación para la producción de 

anticuerpos policlonales de pato generados por vacunas de ADN (R. Brocato et al., 2012). Se 

decidió emplear dos formulaciones diferentes, en dos grupos experimentales, para evaluar el 

titulo de anticuerpos totales. La inmunización usando el vector pENTRY-GPC solo se considera 

una vacuna de ADN asequible, fácil de usar y capaz de mantener altos niveles de expresión de 

antígenos para provocar inmunidad celular específica (Son et al., 2022); para la segunda 

formulación, el ADN plasmídico acomplejado con PEI se propuso como una alternativa 

novedosa debido a que, en años recientes, la PEI se ha pocisionado como un vector apropiado 

para la entrega efectiva de genes (Zakeri et al., 2018).  

Los anticuerpos obtenidos de yema en el grupo experimental inmunizado con ADN y 

PEI dieron títulos promedio de 1/1600 en el día 47 posterior a la primera inmunización, 

habiendo una diferencia significativa con el grupo inyectado con ADN solo. Sin embargo, en 

comparación con el tiempo 0 o control negativo el aumento de títulos no es significativamente 

alto en ningún grupo, esto es por que para obtener títulos de anticuerpos altos en una 

inmunización con ADN es necesario, según R. Brocato et al., (2012), seguir un esquema de 

inmunización que puede alargarse durante un año con dosis en concentraciones aproximadas 

a 1mg de ADN. 
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Capítulo 6 

Conclusiones 

• La presencia de las glicoproteínas de superficie Gn y Gc en la membrana plasmática de 

las células HEK-293FT, evidencian una transfección exitosa con el ADN plasmídico 

obtenido por lisis alcalina a partir del cultivo de E.coli transformada con el vector 

pENTRY-GPC, demostrando la capacidad del vector para expresar ambas proteínas. 

• Los títulos de anticuerpos de suero obtenidos en el día 42 sugirieron la presencia de IgY 

específica para la proteína recombinante Gn y Gc, y ya que la transferencia de la 

inmunoglobulina a la yema ocurre por un proceso activo donde los ovocitos captan 

mediante receptores específicos la IgY sérica, siendo un proceso que tarda 

aproximadamente 5 días en realizarse, se analizaron los huevos del día 47 posterior a 

la primera dosis. 

• La inmunización de gallinas con ADN solo y acomplejado es capaz de producir una 

respuesta inmune, siendo el grupo experimental inmunizado con ADN acomplejado con 

PEI el que obtuvo mayor titulo de anticuerpos, obtenidos en yema, específicos para la 

proteína recombinante Gn y Gc después de 47 días de la primera dosis.  
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Recomendaciones 

 

• Cambios en el esquema de inmunización como aumento de dosis y refuerzos, podrían 

dar como resultado mejoras en los títulos de anticuerpos IgY totales. Siguiendo 

estrategias de inmunización descritas en investigaciones con gansos y patos, se 

debería contar un dispositivo de inyección de chorro de jeringa desechable (DSJI) el 

cual provoca respuestas de anticuerpos neutralizantes de alto título, particularmente 

después de un refuerzo de largo alcance que podría ser hasta los 588 días después de 

la primera inmunización, también el uso de otros polímeros catiónicos para acomplejar 

el ADN podría aportarle relevancia al estudio. 

• El uso de columnas de desalinización con resina Sephadex G-25 para la purificación de 

IgY extraídas mediante precipitación con PEG, pueden evitar la segunda diálisis del 

proceso, esto además contribuye en la eliminación de contaminantes de bajo peso 

molecular por lo que se obtendrá IgY más pura. 
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