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Resumen 

La producción de anticuerpos humanos recombinantes como agentes terapéuticos constituye en 

la actualidad una de las industrias de mayor crecimiento debido a la especificidad y eficiencia 

terapéutica de estas proteínas. Sin embargo, a pesar del continuo avance en el desarrollo 

molecular y estructural de los anticuerpos, sus métodos de producción siguen dependiendo del 

uso de líneas celulares, lo que demanda un alto costo de manufactura e incrementa el precio 

final de estas terapias. Por ello, buscar alternativas que optimicen la producción de anticuerpos 

terapéuticos a gran escala, es un desafío para la biotecnología actual. En este proyecto, se 

evaluaron las condiciones de producción de un anticuerpo humano recombinante en células de 

epitelio de glándula mamaria de cabra (GMGE), para una posterior escalabilidad in vivo, lo que 

buscaría sustituir la producción de estas proteínas complejas en cultivos celulares. Para ello, se 

amplificó un vector adenoviral recombinante que codificaba a un anticuerpo humano, hasta la 

obtención de un título de 1x109 Unidades Formadoras de Color (UFC) por mL. Las células GMGE 

se infectaron con el vector adenoviral amplificado para evaluar la expresión recombinante con 

distintas multiplicidades de infección (MOI): 25, 50, 100, 125 y 150 UFC/mL; y la expresión en 

relación al tiempo se evaluó a las 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas post infección de aquel MOI 

que presentó la mayor expresión recombinante. En este estudio, las condiciones ideales para la 

máxima producción de la proteína se dieron con un MOI de 125 UFC/mL durante 144 horas post 

infección. Además, se evidenció la capacidad de generación de modificaciones post 

traduccionales de las células GMGE debido al peso molecular obtenido del anticuerpo humano 

expresado, lo que asegura la integridad tanto del vector adenoviral como de las proteínas 

recombinantes generadas. Por tanto, se estableció la viabilidad de la producción de un anticuerpo 

humano recombinante en células GMGE, lo que hace factible el escalamiento de la producción 

in vivo e in vitro.  

Palabras claves: Anticuerpo Humano Recombinante, Vector Adenoviral, GMGE, MOI 
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Abstract 

The production of recombinant human antibodies as therapeutic agents is currently one of the 

fastest growing industries due to the specificity and therapeutic efficiency of these proteins. 

However, despite the continuous progress in the molecular and structural development of these 

antibodies, their production methods still rely on the use of cell lines, which demands a high 

manufacturing cost and increases the final price of these therapies. Therefore, searching for 

alternatives that optimize the production of therapeutic antibodies on a large scale constitutes a 

challenge for current biotechnology. In this project, the conditions for the production of a 

recombinant human antibody in goat mammary gland epithelium (GMGE) cells were evaluated 

for subsequent in vivo scalability, which seeks to replace the production of these complex proteins 

in cell cultures. For this purpose, a recombinant adenoviral vector encoding a human antibody 

was amplified to a titer of 1x109 Color Forming Units (CFU) per mL. GMGE cells were infected 

with the amplified adenoviral vector to evaluate recombinant expression at different multiplicities 

of infection (MOI): 25, 50, 100, 100, 125 and 150 CFU/mL; and expression over time was 

evaluated at 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hours post infection of that MOI with the highest 

recombinant expression. In this study, the ideal conditions for maximum protein production 

occurred at a MOI of 125 CFU/mL during 144 hours post infection. In addition, the ability of the 

GMGE cells to generate post-translational modifications was evidenced due to the molecular 

weight obtained from the expressed human antibody, which ensures the integrity of both the 

adenoviral vector and the recombinant proteins generated. Therefore, the feasibility of the 

production of a recombinant human antibody in GMGE cells was established, making the 

upscaling of recombinant proteins in vivo and in vitro feasible as well. 

Key words: Recombinant Human Antibody, GMGE, Adenoviral Vector, MOI 
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Capítulo I: Introducción 

Formulación del problema 

Los anticuerpos terapéuticos han revolucionado a la medicina moderna al presentar 

propiedades biológicas que aumentan la especificidad de los tratamientos y disminuyen las 

interacciones no específicas de los fármacos utilizados en la actualidad (Shepard et al., 2017). 

La introducción de estas proteínas al mercado permitió el desarrollo de nuevas alternativas de 

terapia a varias enfermedades, siendo las de mayor alcance las oncológicas, inmunológicas y 

hematológicas (Grilo & Mantalaris, 2019). 

La producción a gran escala de estos anticuerpos inició a partir de los experimentos de 

Köhler & Milstein (1975), quienes generaron anticuerpos de gran especificidad a partir de la 

fusión de células de mieloma murino con células beta. Mediante esta tecnología, en 1986 el 

primer anticuerpo monoclonal, denominado Orthoclone (OKT3), fue aprobado por la Agencia de 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para su 

comercialización como inmunosupresor para prevenir el rechazo a trasplantes renales (Sanlay 

et al., 2020). Sin embargo, la respuesta inmune no deseada fue generada en el organismo 

humano al reconocer a los fragmentos murinos del anticuerpo como agentes extraños 

(anticuerpos humanos anti-ratón o anti-droga); Por tanto, tecnologías de producción 

alternativas debieron ser desarrolladas (Kumar et al., 2019).  

Al final de los años 80, la tecnología del ADN recombinante permitió la generación de 

anticuerpos quiméricos y humanizados que disminuyeron los problemas de incompatibilidad, a 

la vez que mejoraron la afinidad de unión hacia el antígeno (Lu et al., 2020; Sanlay et al., 

2020). Los anticuerpos quiméricos poseen la región variable donde se encuentra el sitio de 

reconocimiento antígeno-anticuerpo de naturaleza murina mientras que el resto de la estructura 

proteica es de carácter humano (Sanlay et al., 2020). Por otro lado, los anticuerpos 

humanizados contienen únicamente las regiones hipervariables responsables del sitio de 
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reconocimiento de carácter murino, considerándose así, anticuerpos de naturaleza humana 

casi completa (Sanlay et al., 2020). 

A pesar de que el desarrollo de las tecnologías antes mencionadas solucionó los 

problemas de incompatibilidad y mejoró la capacidad de unión antígeno-anticuerpo de los 

fármacos, la mayoría de estas técnicas requieren de una gran cantidad de recursos puesto que 

son llevadas a cabo en cultivos celulares (Carrara et al., 2021; Laible et al., 2020). Debido a 

que los anticuerpos humanos requieren de modificaciones post traduccionales, se deben 

utilizar células de mamífero, pero este sistema de expresión tiene un alto costo de producción y 

es poco escalable (Laible et al., 2020; O’Flaherty et al., 2020). 

También se ha evaluado el uso de animales transgénicos como plataforma de 

producción de anticuerpos (Fallahi & Mohammadhassan, 2020); no obstante el procedimiento 

de inserción genética a partir de embriones presenta una metodología compleja que puede 

desarrollar varios riesgos como la generación de posicionamientos aleatorios de la secuencia 

de interés, alterando así, la funcionalidad natural de los genes huéspedes (An et al., 2019; 

Mocombe, 2020). Además, la eficiencia de producción es baja puesto que no resulta factible 

utilizar esta tecnología en gran cantidad de animales de manera simultánea y requiere de 

meses de espera hasta que el animal crezca y produzcan la proteína de interés (Hunter, 2019). 

En este sentido, aún se precisan de nuevas plataformas de producción que aseguren la 

integridad de la molécula a la vez que logren disminuir los costos de manufactura (Puetz & 

Wurm, 2019). 

El uso de vectores adenovirales como sistema de transferencia de genes dirigida 

específicamente hacia células mamíferas secretoras de proteínas como aquellas de glándula 

mamaria, ha sido considerado como alternativa de producción (Leiva et al., 2021). Estas 

células tienen la capacidad de desarrollar modificaciones post traduccionales, y la transferencia 

de genes a partir de vectores adenovirales es relativamente simple y más económica que la 

transgénesis (Luo et al., 2007). Su uso supone una producción más alta de proteínas, un fácil 
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acceso a la purificación a partir de la leche de cabra (Capra hircus), y con ello, una mejor 

escalabilidad (Laible et al., 2020). 

Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la manipulación de animales es una práctica 

que requiere de varios recursos y personal especializado (Sánchez et al., 2007). Por ello, 

evaluar las condiciones de producción mediante ensayos in vitro permite establecer la 

viabilidad y posibles limitaciones que el escalamiento en animales podría presentar en el 

desarrollo de este tipo de moléculas complejas (Ingle, 2019; Ogorevc et al., 2017).  

Justificación del problema 

Los anticuerpos terapéuticos son la clase de fármacos de mayor inversión y producción 

en los últimos años (Lu et al., 2020). En el 2019, los ingresos de la industria farmacéutica por la 

producción de estas proteínas fue de 115 billones de dólares, y para el 2030 se espera que 

esta cifra alcance los 300 billones de dólares (Lu et al., 2020). A la fecha, existen 113 

anticuerpos aprobados por la FDA para su comercialización (The Antibody Society, 2023).  

Los anticuerpos como fármacos se desarrollan con el objetivo de mimetizar o restaurar 

afecciones del sistema inmunológico de un individuo (Bayer, 2019). Por ello, las enfermedades 

con mayor uso de estos biofarmacéuticos son las autoinmunes, metabólicas, infecciosas, y 

varios tipos de cáncer (Lu et al., 2020). De hecho, 52 de los anticuerpos aprobados en Estados 

Unidos y la Unión Europea están destinados al tratamiento de enfermedades oncológicas (The 

Antibody Society, 2023). 

Sin embargo, el costo asociado a la producción de anticuerpos terapéuticos en cultivos 

celulares encarece el precio final de estas terapias (Carrara et al., 2021). En promedio, se 

estima que la terapia con anticuerpos monoclonales para tratar patologías como el cáncer es 

de USD 100.000 superior que el tratamiento de cualquier otra enfermedad por año (Hernandez 

et al., 2018). Esto se correlaciona con el costo de producción de estas moléculas que varía 

entre USD 50 - 100 por gramo en células CHO (Kelley, 2009). Por tanto, establecer nuevos 

procedimientos para producir anticuerpos terapéuticos humanos a menor costo, de manera que 
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se incremente su accesibilidad, es un desafío para la biotecnología actual (McDonnell et al., 

2022). 

En este aspecto, la generación de anticuerpos humanos a partir de glándula mamaria 

de mamíferos ha demostrado ser una plataforma adecuada para la obtención industrial de 

glicoproteínas recombinantes (Leiva et al., 2021). De manera específica, las cabras han 

probado ser una plataforma rentable y a gran escala de anticuerpos monoclonales debido a su 

tiempo de gestación relativamente corto, a su abundante producción de leche, y a su costo de 

mantenimiento relativamente bajo en comparación a otros sistemas de producción (Hua et al., 

2021; Laible et al., 2020).  

La glándula mamaria de estos animales resulta ideal para la producción de anticuerpos 

recombinantes debido al aumento de expresión de las proteínas propias de la leche durante la 

etapa de gestación y lactancia (Clark, 1998; Zhang et al., 2019). De esta manera, se pueden 

aprovechar los promotores y elementos regulatorios en estas etapas para una alta producción 

de las secuencias genéticas insertadas de interés, como en este caso, de anticuerpos humanos 

recombinantes (Maga & Murray, 1995; Moura et al., 2011).  

De igual manera, el procedimiento resultaría ser más práctico que aquel utilizado en 

animales transgénicos, puesto que la morfología de la glándula se presta a una inserción 

directa del vector de transferencia desde el pezón del animal, hacia sus ductos alveolares que 

es donde se producen naturalmente las proteínas (Montesino & Toledo, 2006). 

Por ello, considerando que el uso de animales requiere de recursos y de personal 

especializado, en el presente trabajo se propone la evaluación de las condiciones de 

producción de un anticuerpo humano recombinante en células de epitelio de glándula mamaria 

de cabra (GMGE) para su posterior escalabilidad in vivo e in vitro. Para ello, se planteó el uso 

de un vector adenoviral como sistema de transferencia de un gen que codificaba a un 

anticuerpo humano, y su viabilidad de producción recombinante se evalúo a partir de un ensayo 

de infectividad (Agilent Technologies, 2016). Con ello, y la evaluación de la integridad de la 
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proteína recombinante expresada, se puede determinar la viabilidad de un escalamiento de 

producción recombinante in vivo e in vitro. 

Objetivos 

Objetivo general 

Evaluar las condiciones de producción de un anticuerpo humano recombinante en 

células de glándula mamaria de cabra. 

Objetivos específicos 

Amplificar el vector adenoviral correspondiente al anticuerpo humano recombinante a 

través de la línea celular HEK-293A. 

Expresar el anticuerpo humano recombinante mediante la transducción de células de 

glándula mamaria de cabra con los vectores adenovirales amplificados. 

Determinar los niveles de expresión recombinante mediante técnicas analíticas. 

Hipótesis 

La transducción de células de glándula mamaria de cabra con una multiplicidad de 

infección de 100 UFC/célula presenta una mayor expresión de anticuerpo recombinante que 

una menor o mayor multiplicidad de infección. 
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Capítulo II: Marco teórico 

Anticuerpos humanos 

Los anticuerpos son proteínas pertenecientes al sistema inmunológico generados a 

partir de células B que reconocen a sustancias extrañas al cuerpo humano (Lu et al., 2020). 

Estas sustancias son conocidas como antígenos y el objetivo de los anticuerpos es unirse a 

ellos para generar una respuesta inmunitaria que los neutralice (Luo et al., 2022). Los 

anticuerpos son estructuras conformadas por cadenas de aminoácidos, dos pesadas de 50 kDa 

y dos ligeras de 25 kDa, resultando en un peso molecular de 150 kDa (Castelli et al., 2019). La 

estructura del anticuerpo se divide en fragmentos de acuerdo a los distintos dominios de las 

cadenas. El fragmento de unión al antígeno (Fab) se encuentra constituido por los dominios 

variable ligero (VL) y variable pesado (VH), mientras que el fragmento cristalizable (Fc) está 

conformado por los dominios constante ligero (CL) y constante pesado (CH1-3) (Figura 1) 

(Higel et al., 2016).  

Figura 1 

Estructura de una inmunoglobulina G con las posibles modificaciones y alteraciones que puede 

presentar 

 

Nota. Tomado de “N-glycosylation heterogeneity and the influence on structure, function and 

pharmacokinetics of monoclonal antibodies and Fc fusion proteins” (p. 95), por Higel et al., 
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2016, European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics : Official Journal of 

Arbeitsgemeinschaft Fur Pharmazeutische Verfahrenstechnik e.V, 100. 

Existen dos tipos de anticuerpos dependiendo de su sitio reconocimiento al antígeno: 

monoclonales y policlonales (Ascoli & Aggeler, 2018). Los anticuerpos monoclonales reconocen 

a un sitio específico del antígeno y son generados a partir de la clonación de un tipo específico 

de células (Singh et al., 2020), mientras que, los anticuerpos policlonales se dirigen hacia 

distintos sitios de reconocimiento de los antígenos y son producidos por la clonación de 

distintos tipos de células (Figura 2) (Ascoli & Aggeler, 2018).  

Figura 2 

Tipos de anticuerpos monoclonales y sus fragmentos 

 

Nota. Tomado de “Therapeutic monoclonal antibodies: ScFv patents as a marker of a new class 

of potential biopharmaceuticals” (p. 33), por Pucca et al., 2011, Brazilian Journal of 

Pharmaceutical Sciences, 47.  

Anticuerpos humanos terapéuticos  

Anticuerpos humanos son desarrollados para el reconocimiento específico de proteínas 

o células patógenas dentro del cuerpo humano (Aziz et al., 2022). Esta respuesta terapéutica 

se encuentra dirigida especialmente a enfermedades como el cáncer (Zahavi & Weiner, 2020), 

desordenes autoinmunes (Hörner et al., 2022), afecciones cardiovasculares y distintos tipos de 

infecciones (Grilo & Mantalaris, 2019; Santos et al., 2018).  
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Fragmentos de anticuerpos son desarrollados con el objetivo de disminuir la unión 

antígeno-anticuerpo inespecífica y disminuir las reacciones inmunogénicas (Figura 2) (Bates & 

Power, 2019). Los fragmentos más comunes dentro de la investigación biomédica son los 

fragmentos variables de cadena única (scFV) y de unión al antígeno (Fab) (Kholodenko et al., 

2019). Los scFV son un solo polipéptido constituido por las regiones variable ligero y variable 

constante de la inmunoglobulina (Khaing et al., 2021); mientras que los fab están conformados 

por la región constante y la región variable de las cadenas ligeras y pesadas del dominio de 

unión al antígeno (Wang et al., 2022). 

Tabla 1 

 Ejemplos de anticuerpos terapéuticos actualmente en comercialización 

Anticuerpo 

terapéutico 

Enfermedad (Año de 

aprobación por la FDA) 

Compañía Ingresos generados 

en el 2018 (USD) 

Adalimumab 

(Humira) 

Artritis reumatoide (2002) 

Psoriasis (2008) 

Uveítis (2018) 

 

AddVie $19.9 bn 

Nivolumab 

(Opdivo) 

Melanoma (2015) 

Carcinoma de células 

renales (2015) 

 

Bristol-Myers 

Squibb 

$7.6 bn 

Pembrolizumab 

(Keytruda) 

Cáncer de cabeza y cuello 

(2016) 

Linfoma (2018) 

Cáncer cervical (2018) 

 

Merck & Co $7.2 bn 
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Anticuerpo 

terapéutico 

Enfermedad (Año de 

aprobación por la FDA) 

Compañía Ingresos generados 

en el 2018 (USD) 

Trastuzumab 

(Herceptin) 

Cáncer de mama (1998) 

Cáncer gástrico (2010) 

 

Roche $6.8 bn 

Bevacizumab 

(Avastin) 

Cáncer colorectal (2004) 

Carcinoma de células 

renales (2009) 

Glioblatoma (2011) 

Roche $6.8 bn 

Nota. Tomado de “Development of therapeutic antibodies for the treatment of diseases” (p. 29), 

por Lu et al., 2020, Journal of Biomedical Science, 27. 

Producción de anticuerpos humanos recombinantes 

La tecnología del ADN recombinante permite la expresión de proteínas de interés 

mediante el aislamiento e inserción de su secuencia genética en organismos receptores 

(Nambisan, 2017; Y. Wang et al., 2019). Estos organismos o sistemas de expresión, pueden ser 

bacterias, levaduras, plantas, animales y distintas líneas celulares (Puetz & Wurm, 2019). El 

uso particular de cualquiera de estos organismos huésped depende de la estructura de la 

proteína de interés que se busque expresar, especialmente en relación a las modificaciones 

post traduccionales que ciertas moléculas complejas requieren (Mizukami et al., 2018).  

Sistemas de expresión 

Bacterias 

Las bacterias fueron el primer sistema de expresión usado para la producción de 

proteínas recombinantes a partir de inserción genética (Moura et al., 2011). Las ventajas de 

estos organismos para la producción recombinante es su rapidez de crecimiento, alta densidad 

celular, uso de medio de cultivo económico y sencillo, y su facilidad de transformación de ADN 

exógeno (Amann et al., 2019; Rosano & Ceccarelli, 2014). Por otro lado, las desventajas que 
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presentan es una baja expresión recombinante, complejidad en el proceso de purificación y 

carencia de la maquinaria necesaria para el desarrollo de modificaciones post traduccionales 

importantes como la eliminación de péptido señal, glicosilación y procesamiento proteolítico 

(Dyck et al., 2003; Yang et al., 2022).  

Levaduras 

Las levaduras son microorganismos de crecimiento rápido y de alta densidad celular 

que resulta ideal para un escalamiento industrial en fermentadores (Mizukami et al., 2018). 

Estos organismos presentan un alto rendimiento de expresión, generación de plegamiento 

proteico correcto, presencia de glicosilación, y facilidad de purificación ya que excreta las 

proteínas generadas al medio extracelular (Lestari & Novientri, 2021). Sin embargo, dentro del 

proceso de glicosilación, las levaduras generan N-glicanos hipermanosilados con más de 100 

residuos de manosa adicionales que pueden generar respuesta inmunogénica en los humanos 

(Mizukami et al., 2018).  

Líneas celulares mamíferas 

Las líneas celulares mamíferas poseen la maquinaria de glicosilación con mayor 

similitud a la humana (Donini et al., 2021). Las células del ovario de hámster chino (CHO) son 

las más estudiadas y utilizadas para la producción de proteínas terapéuticas debido a su 

crecimiento en suspensión como células individuales lo que favorece el escalamiento en 

biorreactores (Kim et al., 2020). Estas células permiten la amplificación del gen, tiene un alto 

rendimiento de expresión, permiten mejorar las estrategias de selección y desarrollan un 

correcto plegamiento proteico (Mizukami et al., 2018). Sin embargo, las células no humanas 

generan epítopos altamente inmunogénicos como la galactosa-α-1,3-galactosa (α-gal) y el 

ácido N-glicolilneuramínico (NGNA), lo cual afecta la funcionalidad de la proteína expresada 

(Biaggio et al., 2015).  

Líneas celulares humanas como las células de riñón embrionario humano 293 

(HEK293) son otra alternativa para la expresión de proteínas por sus ventajas de producción 
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recombinante como su rápido crecimiento (Noh et al., 2019), desarrollo celular normal sin la 

necesidad de suero como nutriente, capacidad de escalamiento de producción a cultivo por 

suspensión, y su alta receptividad hacia la inserción de genes de interés (Tan et al., 2021). Sin 

embargo, debido a los requerimientos nutricionales que estas células necesitan, la desventaja 

de este sistema recae en los altos costos de producción (Tan et al., 2021).  

Entre los avances tecnológicos para el mejoramiento de líneas celulares, la ingeniería 

de células permite la adición de aquellas enzimas humanas necesarias para asegurar la 

integridad de la proteína con las modificaciones post traduccionales humanas, o por otro lado, 

la inhibición de enzimas no humanas que pueden causar respuesta inmunogénica no deseada 

en el cuerpo humano (Chai et al., 2020; Nguyen et al., 2021). 

Animales transgénicos 

Los animales transgénicos como sistemas de expresión son ideales para generar las 

modificaciones post traduccionales necesarias de las proteínas y obtener un alto rendimiento 

de producción (Tripathi & Shrivastava, 2019). Entre los animales que han sido genéticamente 

editados para este objetivo se encuentran los gallinas, conejos, cerdos, ovejas, cabras y vacas 

(Alvarado et al., 2019). Cada uno de estos presenta ventajas y desventajas en relación al 

rendimiento de producción, facilidad de purificación de las proteínas, entre otros (Ghanbari et 

al., 2022).  

Actualmente, las fuentes de obtención más comunes de proteínas a partir de animales 

transgénicos son la leche y los huevos, en el caso de los mamíferos y las gallinas, 

respectivamente (Tripathi & Shrivastava, 2019). Sin embargo, las limitaciones que presenta el 

uso de estos organismos son los patógenos zoonóticos que podrían estar presentes en las 

preparaciones proteicas donde se encuentran las moléculas de interés (Amann et al., 2019; 

Tripathi & Shrivastava, 2019).  



 

 

28 

Glándula mamaria de cabra como sistema de expresión recombinante 

La glándula mamaria de cabra es de tipo exocrina apocrina de composición túbulo-

alveolar cuyas células epidérmicas producen proteínas de suero (β- lactoglobulina y α-

lactoalbúmina) y caseínas (αs1, αs2, β y κ) (Clark, 1998; Moura et al., 2011). Estas células 

transcriben los genes de las proteínas a niveles elevados especialmente durante la etapa de 

gestación y lactancia (Xuan et al., 2022). Además, la expresión de estas proteínas se 

encuentran reguladas de manera positiva por hormonas lactogénicas como la progesterona, 

estrógenos, insulina, glucocorticoides y prolactina (Sadovnikova et al., 2021), por lo que un 

aumento de la producción de proteínas se da especialmente durante la etapa de gestación de 

estos animales (Truchet & Honvo-Houéto, 2017). 

La producción de proteínas recombinantes mediante inserción genética resulta práctico 

en glándula mamaria puesto que la morfología de este órgano permite la inserción directa del 

vector de transferencia por el pezón del animal hacia sus conductos alveolares (Figura 3) 

(Montesino & Toledo, 2006).  

Figura 3 

Estructura interna de la glándula mamaria de cabra 

 

Nota. Tomado de “Ubres de ovejas y cabras: Introducción a la anatomía y fisiología”, por Sanz, 

2021 (https://aboutsmallruminants.com/es/aspectos-basicos-ubre-ovejas-cabras/). 
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Línea celular de glándula mamaria de cabra (GMGE) 

Las líneas celulares se generan para el estudio del comportamiento celular, regulación 

de genes, y optimización de producción de proteínas (Tripathi & Shrivastava, 2019). Por ello, 

Sánchez et al. (2007) desarrollaron una línea celular de epitelio de glándula mamaria de cabra 

(GMGE) a partir de Capra hircus, para el estudio de la regulación de crecimiento, respuesta 

hormonal y propiedades bioquímicas de la glándula mamaria.  

Las características que presenta esta línea celular no transformada, es una morfología 

epitelial y una respuesta a inhibición de la proliferación por contacto entre células (Sánchez et 

al., 2007). Además, a pesar de que la presencia de hormonas es indispensable para la 

expresión de proteínas de la leche (Xuan et al., 2022), esta línea celular únicamente requiere 

de insulina y del factor de crecimiento epidérmico, tanto para la producción de proteínas, como 

para su tiempo de duplicación (Sánchez et al., 2007).  

Adenovirus como vectores de transferencia de genes 

Vector adenoviral  

Los adenovirus son virus no envueltos cuyo genoma se compone de ADN lineal de 

doble cadena de aproximadamente 36 kb (Diaz, 2021). Su estructura consiste en una cápside 

compuesta en su mayoría por hexosas, bases pentosas y fibras que protegen al ADN 

adenoviral (Figura 4) (Mendonça et al., 2021). Los adenovirus de los serotipos humanos 2 y 5 

son los más estudiados y caracterizados por lo que son estos los más usados para la 

transferencia de genes (Syyam et al., 2022).  

El mecanismo de infección temprano de estos virus consiste en su entrada a la célula 

por endocitosis a partir de la unión de la fibra y base pentona de su cápside viral con el receptor 

“Coxsackie y adenovirus” (CAR) e integrinas presentes en la superficie celular, respectivamente 

(Mendonça et al., 2021). En el citoplasma celular, el adenovirus se libera de los endosomas 

mediante su proteína VI que al interactuar con el citoplasma, desencadena su función lítica, y 

permite el escape del endosoma (Coughlan, 2020). El adenovirus libre, migra hacia el núcleo 
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celular mediante redes de microtúbulos, importinas e histonas, donde realiza su proceso de 

replicación y transcripción viral (Figura 4) (Pied & Wodrich, 2019).  

Figura 4 

Entrada clásica de un vector adenoviral a la célula 

 

Nota. Tomado de “Factors Which Contribute to the Immunogenicity of Non-replicating 

Adenoviral Vectored Vaccines” (p. 6), por Coughlan, 2020, Frontiers in Immunology, 11.  

Dentro de su genoma, se han clasificado a los distintos genes de acuerdo a la etapa 

infectiva en la que se expresen y el efecto de su producto génico en la fisiología de la célula 

huésped (Luo et al., 2007). De acuerdo al orden de transcripción, los genes tempranos (E1-4) 

están implicados en la expresión de genes virales, replicación de ADN viral e inhibición de la 

apoptosis celular (Jennings & Parks, 2023; Luo et al., 2007). Los genes tardíos (L1-5) expresan 

las proteínas de la cápside adenoviral (hexosas, pentosas y fibras), por lo que tienen como 

función el ensamblaje del virus (Mendonça et al., 2021).  

Para el desarrollo de adenovirus recombinantes, las modificaciones (inserciones y 

deleciones) se dan en sitios específicos de los genes E1-E4 considerando que no son 

esenciales para el virus (Wold & Toth, 2013). Dependiendo del gen al que se haya realizado la 

deleción, los procesos fisiológicos normales del virus se ven alterados, como en la capacidad 

de empaquetamiento, reducción de efectos citopáticos y en la disminución de la respuesta 

inmunitaria del huésped (Luo et al., 2007; Singh et al., 2018). Por ello, la deleción de sus genes 
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E1-E4, responsables de la replicación viral, generan un virus de replicación defectuosa ideal 

para el funcionamiento como vector de material genético hacia distintos tipos de células y 

tejidos (Diaz, 2021; Gao et al., 1996; Luo et al., 2007).  

Figura 5 

Estructura del adenovirus y su organización genómica con los genes de interés: tempranos 

(E1-4) y tardíos (L1-5) 

 

Nota. Tomado de “ Adenoviral Vector-Based Vaccines and Gene Therapies: Current Status and 

Future Prospects” (p. 55), por Singh et al., 2018, IntechOpen. 

A partir del conocimiento de la función de los genes E1-E4 en la infección viral, se 

desarrollaron modificaciones en el genoma de estos vectores adenovirales para mejorar la 

transducción de material genético en líneas celulares, y aumentar su eficiencia y seguridad 

como vectores en terapia génica (Bulcha et al., 2021). En la Figura 6 se observan 3 

generaciones de vectores adenovirales. La primera generación es un constructo con los genes 

E1 y E3 eliminados (Liu & Seol, 2020). La segunda generación además de las anteriores 

deleciones mencionadas, fueron removidos los genes E2 y E4 (Chang, 2021); y la tercera 

generación consiste únicamente en los sitios ITRs y la señal de empaquetamiento (Bulcha et 

al., 2021). 
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Figura 6 

Generaciones de vectores adenovirales 

 

Nota. Tomado de “Helper virus-free gutless adenovirus (HF-GLAd): A new platform for gene 

therapy” (p. 567), por Liu & Seol, 2020, BMB Reports, 53. 

Línea celular para la amplificación viral: HEK293A 

La línea celular HEK-293 fue desarrollada en 1977 a través de la infección adenoviral de 

células de riñón embrionario humano con ADN de adenovirus tipo 5 (Abaandou et al., 2021). La 

línea transformada resultante expresa el producto génico E1 A/B del adenovirus, necesario 

para la replicación viral al codificar proteínas que inician el ciclo viral (Luo et al., 2007). Esta 

línea celular se ha constituido como una de la más importante para la amplificación de vectores 

adenovirales (Tan et al., 2021).  

Sistema Adeasy 

La tecnología Adeasy consiste en una metodología para la producción de proteínas a 

partir de la inserción de material genético de interés en células huéspedes con adenovirus 

como vector de transferencia de genes (Agilent Technologies, 2016). Esta técnica fue 

desarrollada por He et al. (1998) y se basa en tres fases: el acoplamiento de la secuencia de 

interés a un plásmido de transferencia, la generación del plásmido adenoviral recombinante a 
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partir de recombinación homóloga, y la generación de vectores adenovirales mediante líneas 

celulares mamíferas. Para su optimización, la recombinación homóloga se realiza en 

Escherichia coli y la amplificación de los vectores adenovirales en la línea celular HEK-293A 

por la presencia de los genes E1 necesarios para la replicación viral (Bi et al., 2021; Luo et al., 

2007). 

En la primera fase de esta técnica, un constructo genético en forma de ADN 

complementario previamente estructurado y sintetizado es insertado en un vector de 

transferencia de 7.4 kb que contiene un gen de resistencia a kanamicina (Agilent Technologies, 

2016). El plásmido resultante es linealizado con la enzima PmeI y es transfectado a Escherichia 

coli junto con el plásmido “pAdEasy-1” que contiene el ADN genómico del adenovirus (He et al., 

1998). 

El segundo paso consiste en la recombinación homóloga de estos dos vectores dentro 

de E. coli para el acoplamiento de la secuencia de interés en el genoma del adenovirus (Luo et 

al., 2007). La selección de los vectores recombinantes se realiza a partir de ensayos de 

resistencia al antibiótico y mediante análisis de enzimas de restricción (Agilent Technologies, 

2016; Chartier et al., 1996).  

El vector resultante es linealizado con PacI para exhibir sus repeticiones terminales 

invertidas, y ser transducido a células HEK-293 para su ensamblaje y amplificación (Farnós et 

al., 2020; He et al., 1998). 
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Figura 7 

Metodología del sistema adenoviral Adeasy Quantum 

 

Nota. Tomado de “AdEasy Adenoviral Vector System Instruction Manual”, por Agilent 

Technologies, 2016 (https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/240009.pdf). 
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Capítulo III: Metodología 

El presente trabajo se desarrolló en tres etapas. La primera consistió en la amplificación 

del vector adenoviral en la línea celular HEK-293A. Este período permitió obtener los vectores 

adenovirales con título de 1x109 UFC/mL. La segunda etapa consistió en la infección de células 

GMGE a partir de los vectores adenovirales amplificados a distintas multiplicidades de infección 

y la recolección de muestras del sobrenadante de manera diaria durante 6 días 

consecutivamente post transducción. En la última etapa, las muestras se procesaron y 

analizaron mediante técnicas analíticas. 

Vector Adenoviral 

 El vector adenoviral proporcionado en este estudio contenía un casete de expresión de 

un anticuerpo humano recombinante de una sola cadena y el gen reportero de la proteína 

verde fluorescente (GFP). El vector adenoviral fue elaborado a partir de la tecnología Adeasy 

(Agilent Technologies, 2016) por el Laboratorio de Fisiopatología y Fármacos de la Universidad 

de Concepción, Chile. 

La Universidad de Concepción se reserva la identidad del anticuerpo humano 

expresado en este estudio, al ser parte de investigaciones en curso. 

Técnicas básicas para el manejo de líneas celulares 

Descongelación de líneas celulares 

La descongelación de las líneas celulares, HEK-293A (ATCC CRL 1573) y GMGE 

(CIGB, Cuba), se realizaron a partir del protocolo de Gibco (2020).  

El criovial de la línea celular se dispuso en un baño de agua a 37ºC por menos de un 

minuto. Inmediatamente, las células descongeladas se añadieron gota a gota en un tubo de 

centrifugación con 5 mL de medio DMEM y SFB 10%. Las células se centrifugaron a 1000 rpm 

durante 5 minutos, el sobrenadante se descartó y el precipitado se resuspendió en 10 mL de 

medio de cultivo DMEM al 10% de SFB para su posterior siembra en placas de cultivo 

adherente (Corning, EE. UU). En el caso de las células GMGE, el medio de cultivo de 
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crecimiento siempre se suplementó con 10 ng/mL of EGF (Gibco, EE. UU) y 10 ug/mL de 

insulina (Novo nordisk, Dinamarca). Las células se incubaron a 37ºC con 5% de CO2. 

Subcultivo de líneas celulares 

Mediante el protocolo de Gibco (2020), el medio de cultivo metabolizado se descartó de 

la placa y las células se lavaron con PBS (NaCl 8 g/L, KCl 0.2 g/L, Na2HPO4 1.09 g/L, pH 7.2) 

a un volumen aproximado de 0,5 mL por cada 10 cm2 de placa. La solución de PBS se retiró, 

se añadió tripsina (Gibco, EE. UU) a un volumen de 0,3 mL por cada 10 cm2 de placa, y se 

incubó durante 3-4 minutos a 37ºC con 5% de CO2. La acción de la tripsina se neutralizó con 

medio DMEM al 10% de SFB. El medio con las células despegadas se centrifugó durante 5 

minutos a 1000 rpm, el sobrenadante se descartó y las células precipitadas se resuspendieron 

en nuevo medio de cultivo de crecimiento para el subcultivo en placas nuevas. 

Conteo celular 

Las células se lavaron con PBS, se añadieron tripsina y se centrifugaron tal como en los 

pasos realizados para el subcultivo de líneas celulares. Las células centrifugadas se 

resuspendieron con medio DMEM a un volumen mínimo según la cantidad de células 

precipitadas y se tomó una alícuota de 10 uL a la que se añadió 10 uL de azul de tripán (Sigma, 

alemania) (Strober, 2015). Esta solución se añadió en una cámara de Neubauer a un volumen 

de 10 uL y se observaron las células en microscopio (Olympus BH-2) en campo claro. Se 

contabilizó el número de células visibles, y se determinó la cuantificación total a partir de la 

fórmula: 

#𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

𝑚𝐿
=  

#𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎𝑠

# 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑎𝑑𝑟𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑠
× 10.000 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

 

Congelación de líneas celulares 

La congelación de las líneas celulares se realizó a partir del protocolo descrito por Gibco 

(2020). Cultivos celulares con una confluencia del 80-90% se lavaron con PBS, se añadieron 
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tripsina, se centrifugaron y se contabilizaron tal como en la metodología presentada en el 

conteo celular. La concentración de células ideal para congelar fue de 1x106 células/mL por lo 

que, después del conteo celular, se centrifugaron las células y se resuspendieron en un 

volumen de medio de congelación que garantice esa concentración. Inmediatamente, las 

células se dispensaron en criotubos (Sigma, EE. UU) previamente enfriados a 4ºC a un 

volumen de 1 mL por criotubo.  

Para una congelación gradual de las células, los criotubos se almacenaron en el 

recipiente de congelación Mr. Frosty (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) a -80ºC durante 24 

horas y posteriormente se almacenaron en nitrógeno líquido. 

Etapa 1. Amplificación de vectores adenovirales 

Infección de células HEK-293A con el vector adenoviral 

Una vez las células alcanzaron el 80-90% de confluencia, se realizó un cambio de 

medio con SFB al 2%, se añadió el volumen de adenovirus correspondiente a una multiplicidad 

de infección de 5 partículas virales por célula, y se incubó toda la noche, o en su defecto de 8 a 

14 horas, a 37ºC y 5% de CO2 (Agilent Technologies, 2016). Después del tiempo esperado de 

infección, se realizó un cambio de medio completo y a las 24 horas un cambio de medio parcial 

con DMEM al 2% de SFB. Aproximadamente a las 48 horas de infección, se recuperó todo el 

medio de cultivo junto con las células infectadas, se centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos 

y se resuspendieron las células en medio DMEM sin suero a un volumen del 10% del usado en 

la infección por placa (Agilent Technologies, 2016). 

Fotografías del proceso de infección se tomaron cada 24 horas mediante la estación de 

captura de imágenes celulares FLoid™ (Invitrogen, EE. UU). 

Lisado de células HEK 293A para la recuperación de adenovirus 

Las células recuperadas se dispusieron a tres ciclos de congelación/descongelación a 

temperaturas de -20ºC a 37ºC (Siqueira-Silva et al., 2009). Se centrifugó a 4000 rpm por 10 
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minutos, se recolectó el sobrenadante y se almacenó a -80ºC hasta su titulación y/o siguiente 

uso.  

Titulación de los vectores adenovirales 

La titulación se realizó mediante el método de Unidades Formadoras de Color (UFC) en 

una placa de 96 pocillos (Costar, EE. UU) a partir de diluciones seriadas 1/5 partiendo desde 

una dilución 1/40 de la muestra viral con medio DMEM sin SFB mediante el protocolo 

proporcionado por (Sánchez et al., 2004).  

Las diluciones seriadas fueron realizadas en una placa auxiliar previamente adicionada 

de 160 μL de medio DMEM sin SFB en cada pocillo. Para ello, en los pocillos de la columna 1 

se adicionó 40 μL de la muestra adenoviral previamente diluida (1/40) y con una pipeta 

multicanal se resuspendió un mínimo de 7 veces, se tomó 40 μL de la dilución y se transfirió a 

la siguiente columna. Las puntas de la pipeta se cambiaron en cada dilución. 

Las diluciones preparadas se adicionaron en una placa destinada a la titulación que fue 

sembrada el día anterior con células HEK293A a razón de 5 ∗ 104 células por pocillo en un 

volumen de 100 μL de medio DMEM con SFB al 10%. La confluencia de las células no debió 

superar el 80%. 

El volumen adicionado de las diluciones fue de 40 μL por pocillo y se realizó lentamente 

para evitar desprender la monocapa celular. La placa se incubó a 37ºC con 5% de CO2 y se 

visualizaron las células verdes fluorescente a las 56 - 72 horas de infección en microscopio de 

fluorescencia con luz UV (Olympus BH-2, EE. UU).  

Se contabilizaron las células en las columnas de mayor dilución, y se calculó su 

concentración a partir de la siguiente fórmula: 

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑎𝑑𝑒𝑛𝑜𝑣𝑖𝑟𝑎𝑙 (
𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
) = #𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑒𝑟𝑑𝑒𝑠 ∗ 5# 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑢𝑚𝑛𝑎 ∗ 1000 
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Purificación del adenovirus mediante un gradiente continuo de cloruro de cesio 

La metodología utilizada para la purificación del adenovirus se basó en el protocolo 

presentado por Agilent Technologies (2016) y Su et al. (2019).  

En un tubo de polialómero (Kendro Laboratory Products, EE. UU) se realizó un 

gradiente de cloruro de cesio a partir de la adición de 8 mL de CsCl 1.4 (53 g + 87mL de 10mM 

Tris-HCl pH 7.9) seguido de la adición cuidadosa de 6 mL de CsCl 1.2 (26.8 g +92 mL de 10mM 

Tris-HCl pH 7.9) por las paredes del tubo. Al gradiente realizado se le añadió lentamente 14 mL 

del sobrenadante antes recuperado y titulado, evitando perturbar las soluciones de CsCl. El 

tubo con el gradiente y la muestra se centrifugó a 23 000 rpm durante 90 minutos a 4ºC y con 

una velocidad de desaceleración igual a 0 en ultracentrífuga (Sorvall, EE. UU).  

Una vez formados los halos de adenovirus en el gradiente de CsCl, el exceso de las 

soluciones de CsCl 1.2 y 1.4 se retiraron del tubo con ayuda de pipetas Pasteur (Hirshmann 

Laborgeräte). De igual manera se retiró el halo que contenía los adenovirus defectuosos. 

La muestra resultante del tubo se dispuso en una membrana de poro con un cut off de 

12-14 kDa (Spectra, EE. UU) para retirar los restos de cloruro de cesio mediante diálisis. La 

solución utilizada para la diálisis fue un buffer 10mM Tris, 2 mM MgCl2, 4% de sucrosa, pH 8.0. 

El volumen del buffer utilizado correspondió a 200 veces el volumen de la solución concentrada 

del adenovirus y se cambió cada hora durante tres rondas a 4ºC. 

La solución dializada se recuperó en tubos de centrifugación para su almacenamiento a 

-80ºC hasta su posterior uso, y se tomó una alícuota de 10 μL para su titulación. 

Etapa 2. Ensayo de infectividad del vector adenoviral en células GMGE 

Células GMGE se sembraron a razón de 8 ∗ 105 células por pozo en una placa 

adherente de 6 pocillos (Costar, EE.UU) con medio de crecimiento DMEM al 10% de SFB y los 

suplementos específicos para estas células (10 ng/mL de EGF y 10 μg/mL de insulina). 

Transcurridas las 24 horas, las células tenían a una confluencia del 80% y cada pocillo se 

infectó con una distinta multiplicidad de infección: 0, 25, 50, 100, 125 y 150 UFC/célula con 
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medio DMEM al 2% de SFB y los suplementos antes mencionados (Agilent Technologies, 

2016). 

A las 16 horas post infección, se retiró el medio metabolizado y se añadió medio DMEM 

con los suplementos, pero sin SFB para disminuir la interferencia de proteínas en los 

posteriores ensayos analíticos. Las muestras para determinar la expresión de las proteínas por 

cada MOI consistieron en una alícuota de 500 μL del medio de cultivo total (3 mL) de cada 

pocillo recolectado cada 24 horas post infección. A las 72 horas, se realizó un cambio de medio 

temporal por DMEM al 5% de SFB y suplementos, para disponer a las células de nutrientes y 

evitar su senescencia. Transcurridas 8 horas desde la adición de medio con SFB a las células, 

se realizó un cambio de medio de cultivo con DMEM sin SFB y se continuó con la recolección 

de muestras cada 24 horas hasta las 144 horas de tratamiento. 

Fotografías del proceso de infección se tomaron cada 24 horas mediante la estación de 

captura de imágenes celulares FLoid™ (Invitrogen, EE. UU). 

Etapa 3. Identificación y manipulación de proteínas 

Precipitación de proteínas por ácido tricloroacético (TCA) y deoxicolato de sodio. 

La precipitación de proteínas se llevó a cabo mediante la metodología de Koontz (2014). 

Las muestras de sobrenadante recolectadas se precipitaron a partir de la adición de 

deoxicolato de sodio (1.5 mg/mL) a un volumen en relación 1/10 con el de la muestra. Se agitó 

vigorosamente y se mantuvo en reposo por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se añadió un 

volumen de TCA a la misma relación 1/10 con la muestra, se agitó por 1 minuto y se centrifugó 

a 12000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se descartó y las proteínas precipitadas se 

resuspendieron en un volumen de PBS de acuerdo a la concentración requerida de la proteína.  

Cuantificación de proteínas totales mediante ácido bicinconínico (BCA) 

La cuantificación de proteínas se realizó a partir del protocolo para el ensayo de 

proteínas de Pierce (Thermo Fisher Scientific, 2020). La curva estándar de concentraciones 
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conocidas de albúmina de suero bovino (BSA) se realizó en un rango de 0.05 a 2 μg/uL de 

proteína. La solución A+B se preparó a volúmenes en relación 50:1 (Solución A: B). 

Las muestras conocidas de BSA y aquellas a examinar se añadieron en los pozos de 

una placa de 96 pocillos a un volumen de 5 μL, se adicionó 200 μL de la solución A+B y se 

incubó durante 30 minutos a 37ºC.  

La lectura de la placa se realizó a una absorbancia de 592 nm en lector de placas (BIO-

TEK, EE. UU). 

Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida - SDS 

Para detectar la expresión de la proteína de interés, se realizó una electroforesis 

desnaturalizante de proteínas en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10%. Geles de 

1mm de espesor al 10% de poliacrilamida se prepararon según la metodología desarrollada por 

Laemmli (1970). 

Las muestras de proteínas, previamente precipitadas y resuspendidas en PBS, se les 

añadió buffer de carga (glicerol 10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, Tris-base 0.0625 g/L, 

bromofenol azul 0.001%, pH 6.8) a un volumen de 1 μL por cada 5 μL de muestra proteica. La 

solución resultante se calentó a 95ºC durante 5 a 10 minutos. Las muestras proteicas reducidas 

y el marcador de peso molecular tris-glicina (AccuRuler RGB MaestroGen, EE. UU) se cargaron 

en el gel de poliacrilamida y se corrió en buffer Tris-Glicina (glicina 144 g/L, Tris base 30 g/L, 

SDS 0.1%, pH 8.3.) en una cámara electroforética vertical (Biorad, EE.UU) a una corriente 

constante de 30 mA durante 1 hora y 30 minutos (Sambrook & Russell, 2006).  

Para la visualización de las proteínas, el gel se tiñó con azul de coomasie (GE 

Healthcare, Suecia) durante 1 hora, se lavó tres veces con solución de destinción (metanol 

10% y ácido acético 10%) y se reveló en el equipo LI-COR ODYSSEY-Clx mediante el software 

Image Studio v3.1.4. 
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Ensayo de inmunodetección por Western blot 

Para determinar la presencia del anticuerpo humano, se realizó una inmuno-detección 

de la proteína según el procedimiento caracterizado por (Burnette, 1981). El gel de 

poliacrilamida se transfirió a una membrana de nitrocelulosa BA-85 (Schleicher & Schuell, 

alemania) mediante buffer de Tris base 5.8 g/L, glicina 2.9 g/L, metanol 20%, pH 9.2, y el 

equipo de transferencia semi-húmeda (Biorad, EE. UU) con una corriente continua a 0,3 A y 25 

V durante 30 minutos. La membrana se bloqueó con leche descremada al 5% en TBS durante 

una hora. Transcurrido ese tiempo, se adicionó el anticuerpo IgG antihumano de burro Alexa 

Fluor® 790 (nº de cat. 709- 655-149) diluido en relación 1:5000 en TBS Tween (0.1%) durante 

una hora. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con una solución de TBS 1X, Tween20 0,1%, 

SDS 0,01%. La membrana se analizó para la detección de fluorescencia en el equipo 

ODYSSEY-Clx (LI-COR Biosciences, EE.UU.) junto con el software Image Studio. 

Cuantificación y análisis estadístico  

El análisis de cuantificación de la expresión proteica a partir de Western Blot se analizó 

mediante el software ImageJ. Los valores de intensificación de la banda del Western Blot se 

sometieron al análisis de normalidad según Shapiro Wilks y homocedasticidad mediante la 

prueba de Levene; también se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y de diferenciación de 

medias (Tukey al 5%) para analizar la diferencia de expresión recombinante entre MOIs, y una 

regresión lineal para la expresión del anticuerpo recombinante a través del tiempo 
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Capitulo IV: Resultados 

Etapa 1. Amplificación del vector adenoviral 

La multiplicación del vector adenoviral se realizó en la línea celular HEK-293A. En la 

Figura 8 se observa la infección a través del tiempo por la presencia de GFP dentro de las 

células. Se evidencia la propagación de la infección hacia células próximas por el aumento del 

número de células infectadas y la intensidad de fluorescencia cada 24 horas (Figura 8). 

Además, la morfología de las células muestra cambios en el tiempo; las células se 

retraen y se alejan entre ellas a partir de las 24 horas de la infección, y a partir de las 48 horas, 

parecen perder su capacidad de adhesión y forman aglomerados en suspensión (Figura 8). 

Figura 8 

Infección a traves del tiempo de células HEK293A con un vector adenoviral que expresa un 

anticuerpo humano recombinante a un MOI de 5 UFC por célula 

 

Nota. Las fotografías fueron capturadas con un aumento de 100x en campo claro (fila superior), 

campo con emisión de fluorescencia GFP (fila media) y un contraste de ambos (fila inferior). 

Los adenovirus amplificados se purificaron a fin de eliminar todos los restos del medio 

de cultivo y desechos celulares que suelen permanecer después de la lisis celular. En la Figura 
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9, se observa la separación de los componentes de la solución de adenovirus después de su 

purificación mediante un gradiente de cloruro de cesio. Dentro de los componentes separados, 

se distingue un halo blanco fino correspondiente a adenovirus defectuosos (Figura 9.B) y un 

halo blanco grueso correspondiente a adenovirus infectivos (Figura 9.C), por lo que hubo una 

mayor proporción de adenovirus íntegros para la expresión recombinante. 

Figura 9 

Purificación de vectores adenovirales a partir de un gradiente de cloruro de cesio 

 

Nota. Los componentes separados a partir del gradiente se distinguen a partir de A) restos del 

medios de cultivo B) adenovirus defectuosos C) adenovirus infectivos, y D) restos celulares de 

mayor densidad.  

La infección de cada placa de 100 mm de diámetro produjo un aproximado de 1 ∗ 109 

UFC. En total, se realizó la infección adenoviral de 60 placas de 100 mm de diámetro, y 

después de la purificación y diálisis, se obtuvo un total de 50 ∗ 109 UFC. 

Etapa 2. Infección de células GMGE con el vector adenoviral amplificado  

Diferencia de expresión recombinante entre MOIs 

La capacidad de infección del vector adenoviral en células GMGE se evidenció a partir 

de un ensayo comparativo con distintos MOIs adenoviral. En la Figura 10 se observa las 

diferencias en expresión recombinante y en la morfología de las células para tratamiento. 
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Figura 10 

Ensayo de infectividad de un vector adenoviral que expresa un anticuerpo humano 

recombinante a distintos MOIs en la línea celular GMGE 

 

Nota. Las fotografías fueron capturadas con un aumento de 100x en campo claro (columna 

izquierda), campo con emisión de fluorescencia GFP (columna media) y un contraste de ambos 

campos (columna derecha). 
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De acuerdo a la Figura 10, la diferencia de expresión de proteínas entre cada MOI es 

evidente por la cantidad de células infectadas y la intensidad de la fluorescencia que presenta 

cada tratamiento. Estos resultados sugieren que a mayor MOI, mayor es la intensidad de 

fluorescencia, y con ello, de expresión recombinante. Además, diferencias en la morfología de 

las células y la presencia de vacuolas y restos celulares se evidenciaron únicamente en las 

células infectadas con un MOI de 150 UFC por célula (Figura 11). 

Figura 11 

Diferencias morfológicas en células control (-) y en células infectadas con un vector adenoviral 

a un MOI de 150 UFC por célula a las 72 horas post infección 

 

Nota. Existe presencia de aglomerados tanto en células control (-) como en aquellas infectadas 

con adenovirus, sin embargo, en las células infectadas se observa gran cantidad de vacuolas y 

aglomeraciones de células retraídas como la indicada en la imágen derecha. 

Expresión del anticuerpo humano recombinante a través del tiempo 

La expresión del anticuerpo humano recombinante en el transcurso del tiempo se 

evidenció a partir del análisis de la infección adenoviral con un MOI de 125 UFC por célula. En 

la Figura 12 se observa el incremento de la intensidad de la fluorescencia en el citoplasma 

celular cada 24 horas de análisis, mas no un incremento en el número de células infectadas.  

 

Control (-) 150 MOI
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Figura 12 

Ensayo de infectividadad de un vector adenoviral a traves del tiempo en células GMGE 

transducidas con un MOI de 125 UFC por célula 

 

Nota. Las fotografías fueron tomadas con un aumento de 100x en campo claro (columna 

izquierda), campo con emisión de fluorescencia GFP (columna media) y un contraste de ambos 

campos (columna derecha). 
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Hasta las 48 horas de la infección, las células mantenían una distribución homogénea y 

de una sola capa, para a partir de las 48 horas, formar aglomeraciones que se mantuvieron 

adheridas a la placa de cultivo (Figura 12). Además, no se observó desplegamiento evidente de 

las células durante las 144 horas de infección que fueron analizadas. 

Figura 13 

Diferencias morfológicas en células GMGE infectadas con un MOI adenoviral de 125 UFC por 

célula a las 0 horas y 144 horas post infección 

 

Nota. Las células en un tiempo 0 de infección se distribuyen homogéneamente visualizándose 

como una monocapa celular, mientras que, a las 144 horas de infección, existe la presencia de 

aglomerados en forma de domos adheridos a la placa de cultivo. 

Etapa 3. Análisis de la expresión de la proteína 

Diferencia de expresión recombinante entre MOIs 

Mediante inmuno-detección se evidenció la expresión de una proteína con un peso 

molecular aproximado de 63 kDa en todos los tratamientos con distintos MOIs. En la Figura 14 

se observa la diferencia en la intensidad de las bandas, presentando una mayor intensidad 

aquellas pertenecientes a los tratamientos con una mayor cantidad de vectores adenovirales 

por célula. 

0 H 144 H
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Figura 14 

SDS PAGE (10%) y Western Blot de las muestras recolectadas de cada tratamiento con 

distintos MOIs (25, 50, 100, 125 y 150 UFC por célula) a las 72 horas post infección 

 

Nota. La proteína detectada en todos los tratamientos presenta un peso molecular aproximado 

de 63 kDa. Los números debajo de las bandas corresponden a su cuantificación a partir de la 

intensidad de la fluorescencia detectada por el software ImageJ. El control positivo (C+) 

corresponde a un anticuerpo humano IgG comercial con afinidad hacia el mismo antígeno que 

el anticuerpo humano recombinante expresado en este estudio. (PM) Marcador de peso 

molecular tris-glicina (AccuRuler RGB MaestroGen, EE. UU). 

 

Análisis estadístico 

La producción de la proteína mediante distintos MOI se evaluó a través de la expresión 

relativa de acuerdo a la intensidad de fluorescencia de las bandas en el Western Blot y su 

normalización. Para esta variable, el análisis de varianza (ANOVA) presentó diferencias 

estadísticas altamente significativas, y no hubo diferencias estadísticas para las repeticiones 

(Tabla 2). A partir de este análisis se puede concluir que los MOIs sí contribuyeron en la 

expresión de los anticuerpos recombinantes.  
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Tabla 2 

Análisis de varianza para la expresión relativa de los anticuerpos recombinantes de cada 

tratamiento con a las 72 horas de infección adenoviral 

Fuente de 

variación 
Grados de libertad 

Cuadrados 

Medios 
F calculado Valor P 

MOI 4 1.796 24.40 0.0045* 

Réplica 1 0.008334 0.1133 0.7534ns 

Residual 4 0.07359   

Nota. Valor: p <0.01 (**), no se presentaron diferencias significativas (ns). 

El MOI de 125 UFC por célula produjo la mayor expresión relativa de proteínas 

recombinantes, sin embargo, fue estadísticamente similar al MOI de 100 y 150 (Tabla 3). Por lo 

tanto, se concluye que este es el rango de MOI que produce una mayor expresión del 

anticuerpo recombinante. 

Tabla 3 

Análisis de medias (Tukey 5%) para la variable intensidad de la banda de Western Blot de la 

expresión del anticuerpo recombinante a las 72 horas de la infección adenoviral 

MOI Expresión relativa media Grupo de Tukey 

25M 0.1833 C 

50M 1.058 BC 

100M 1.625 AB 

125M 2.706 A 

150M 1.938 AB 

Nota. Las medias con una letra en común, no son significativamente distintas (p≥0.05). 
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Figura 15 

Expresión relativa del anticuerpo humano recombinante de cada tratamiento con distinto MOI 

adenoviral a las 72 horas de infección 

 

Nota. Los datos se expresan como media ± Desviación Estándar (D.E.). La significación 

estadística entre grupos se determinó mediante ANOVA de una vía de comparaciones múltiples, 

a partir del test de Tukey. Valor: p<0,05 (*), p<0,01 (**), no se presentaron diferencias 

significativas (ns). 

Expresión del anticuerpo recombinante a través del tiempo 

Mediante inmuno-detección se evidenció la presencia de proteínas humanas durante 

todas las horas de estudio (24 a 144 horas) como se muestra en la Figura 16. Considerando 

que hubo un cambio de medio total a las 72 horas post infección (después de haber tomado la 

muestra de aquel día), los resultados sugieren una expresión progresiva de proteínas durante 

las 144 horas de estudio. 
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Figura 16 

SDS PAGE (10%) y Western Blot de las muestras recolectadas cada 24 horas del ensayo de 

expresión recombinante de un anticuerpo humano mediante un MOI de 125 UFC por célula 

 

Nota. La proteína detectada presenta un peso molecular aproximado de 63 kDa. Los números 

debajo de las bandas corresponden a su cuantificación a partir de la intensidad de la 

fluorescencia detectada por el software ImageJ. El control positivo (C+) corresponde a un 

anticuerpo humano IgG comercial con afinidad hacia el mismo antígeno que el anticuerpo 

humano recombinante expresado en este estudio. (PM) Marcador de peso molecular tris-glicina 

(AccuRuler RGB MaestroGen, EE. UU). 

 

Análisis estadístico 

La producción de la proteína en el tiempo se evaluó mediante la expresión relativa de 

acuerdo a la intensidad de fluorescencia de la banda de Western Blot y su normalización para 

las muestras tomadas cada 24 horas post infección. Para esta variable, se realizó un análisis 

de regresión lineal para evaluar el comportamiento de la expresión recombinante mediante la 

ecuación de la recta generada (Tabla 4). Este análisis permite concluir que la expresión relativa 

de los anticuerpos recombinantes varió significativamente cada 24 horas después de la 

infección, y que hasta las 144 horas de análisis, presentó una tendencia positiva de crecimiento 

en relación a la producción.  
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Tabla 4 

Análisis de regresión lineal para la expresión relativa de los anticuerpos humanos 

recombinantes a las distintas horas post infección adenoviral 

Fuente de variación Pendiente R2 Prob>F 

Expresión de anticuerpos 0.02797 0.9231 <0.0001*** 

Nota. ***Diferencias altamente significativas (Valor p<0.001). 

La disminución de expresión del anticuerpo a las 96 horas se debe al cambio de medio 

realizado a 72 horas en el que se retiró completamente el medio de cultivo junto con las 

proteínas expresadas hasta ese día. Sin embargo, la expresión del anticuerpo continuó en 

aumento durante las siguientes horas de estudio, incrementando hasta 3 veces más la 

concentración de proteínas producidas desde las primeras 24 horas post infección 

Figura 17 

Expresión relativa del anticuerpo humano recombinante con un MOI de 125 con intervalos de 

24 horas de infección hasta 6 días de estudio 

 

Nota. Los datos se expresaron como media ± D.E. La pendiente de la recta es de 0.02797, 

mostrando una tendencia positiva hasta finalizar los 6 días de estudio. 
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Capítulo V: Discusión 

La eficiencia y seguridad de la terapia a partir de anticuerpos humanos recombinantes 

para distintas enfermedades ha generado un incremento de la demanda en la industria 

farmacéutica (Tsumoto et al., 2019). Por ello, nuevas formas de producción son continuamente 

evaluadas para aumentar el rendimiento, disminuir los costos de producción y por lo tanto 

reducir los costos del medicamento (Kelley, 2009). Entre las distintas formas de producción, He 

et al. (1998) y Robbins & Ghivizzani (1998) proponen el uso de adenovirus como vectores de 

transferencia de genes codificantes de proteínas. La ventaja de usar adenovirus es su 

capacidad de acoplamiento de constructos genéticos de hasta 7.5 kb, su alta capacidad de 

infección a distintos tipos de células y tejidos, y su alta tasa de replicación (Luo et al., 2007). En 

este proyecto se estudió un vector adenoviral que contenía un casete de expresión de un 

anticuerpo humano recombinante de una sola cadena, y fue elaborado a partir de la tecnología 

Adeasy por el Laboratorio de Fisiopatología y Fármacos de la Universidad de Concepción, 

Chile.  

Durante la primera fase del proyecto, el vector adenoviral se amplificó para comprobar 

su capacidad replicativa y obtener un título viral suficiente para su uso en ensayos posteriores. 

En la Figura 8, se observa el aumento de la intensidad de fluorescencia de GFP y del número 

de células infectadas. Este incremento en el tiempo de la expresión de GFP fue un indicativo de 

una correcta expresión y replicación adenoviral en células HEK293A a partir de un MOI de 5 

UFC por célula, resultados similares a los obtenidos por Wei et al. (2017). Un factor esencial 

para la adecuada amplificación del vector adenoviral, fue el uso de células HEK293A por la 

presencia del gen en trans E1 en su genoma, indispensable para la replicación y 

empaquetamiento de vectores adenovirales no replicativos como el usado en este trabajo (Wu 

et al., 2014). 

Los cambios morfológicos de las células HEK293A iniciaron con una retracción celular 

durante las primeras 24 horas de la infección, y avanzaron hasta adoptar una forma 
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redondeada producto del desprendimiento celular, aspecto también observado por Nowak-

Terpiłowska et al. (2021). Según Walters et al. (2002), durante la etapa temprana de la infección 

adenoviral (30-60h), gran cantidad de pentosas y fibras son liberadas de las células infectadas 

hacia el medio extracelular; estas estructuras de la cápsula del adenovirus interactúan con los 

receptores CAR, heparán-sulfato e integrinas de las células HEK293 y provocan la disociación 

de las uniones estrechas entre células, lo que genera retracción celular (Walters et al., 2002). 

Según Siqueira-Silva et al. (2009) esta es una estrategias del ciclo viral del adenovirus para 

disponer de mayor superficie celular y continuar con su infección y replicación, lo cual también 

se evidenció en los resultados obtenidos en este ensayo, ya que el número de células 

infectadas incrementaron significativamente a través del tiempo. Además, se observó un 

cambio en la coloración del medio de cultivo durante la infección a un ritmo más rápido que en 

condiciones habituales, lo cual se atribuye al cambio de pH por la metabolización de los 

nutrientes del medio de cultivo y por los restos celulares generados por los efectos citotóxicos 

de la infección (Agilent Technologies, 2016). 

La purificación del vector adenoviral mediante una gradiente de cloruro de cesio separó 

las partículas adenovirales infecciosas de las partículas defectuosas en bandas claramente 

distinguibles, lo que es descrito por Agilent Technologies (2016). En la Figura 9 se observaron 

las dos bandas, siendo la de mayor grosor aquella con las partículas adenovirales infecciosas, 

por lo que la mayor parte de los adenovirus amplificados se encontraban íntegros junto con el 

casete de expresión del anticuerpo humano de interés, resultando en un proceso exitoso de 

infección como lo menciona Armendáriz-Borunda et al. (2011). Según Agilent Technologies 

(2016), para que las bandas generadas puedan ser visibles en el gradiente, el título del vector 

adenoviral debe corresponder a un mínimo de 1 ∗ 109 UFC/mL, lo cual estuvo acorde al título 

final obtenido en este ensayo de aproximadamente 15 ∗ 109 UFC/mL en 3.2 mL . 

El ensayo realizado para identificar la multiplicidad de infección óptima de vectores 

adenovirales en la línea celular de glándula mamaria de cabra se realizó a partir del adenovirus 
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previamente amplificado. Este ensayo de infectividad permitió observar los cambios en el 

fenotipo celular producidos por la infección adenoviral, y también comprobar la receptividad de 

las células GMGE a los vectores adenovirales (Agilent Technologies, 2016). 

Como se observa en la Figura 14, la proteína expresada presentó un peso aproximado 

de 63kDa, que corresponde con el diseño bioinformático de la proteína en estudio cuyo peso 

molecular se predijo en un aproximado de 58 kDa con un sitio potencial de glicosilación.  

Debido a que el anticuerpo expresado presentó un peso molecular mayor al previsto, 

este resultado sugiere que hubo presencia de modificaciones post traduccionales en su 

estructura. Según Sánchez et al. (2007), la línea celular de glándula mamaria utilizada, indujo la 

polifucosilación y la N,N'-diacetilactosediaminilación de los N-glicanos de la eritropoyetina 

humana recombinante. Por ello, se sugiere que el anticuerpo humano recombinante sufrió de 

modificaciones post traduccionales similares a los que se desarrollarían en la glándula mamaria 

de una cabra (Ogorevc et al., 2017). 

Cabe recalcar que el control positivo usado en la inmuno-detección es un anticuerpo 

humano recombinante comercial que tiene como objetivo el mismo antígeno y que a diferencia 

del anticuerpo presentado en este estudio, sí posee todas las cadenas de un IgG. Por ello, la 

banda visualizada corresponde a la cadena pesada de su estructura de 50 kDa.  

Para cuantificar la expresión del anticuerpo recombinante, se evaluaron  las muestras a 

las 72 horas post transducción adenoviral, ya que se ha evidenciado mayores niveles de 

expresión proteica en este tiempo (Mancia et al., 2004). En la Figura 15 se observa que la 

expresión de anticuerpos recombinantes se produjo en todos los tratamientos estudiados, y se 

obtuvieron tres grupos de significancia estadística, y a pesar de la similitud estadística entre los 

MOIs de 100, 125 y 150 (rango A), se evidenció una mayor intensidad de fluorescencia en la 

banda de 125M, lo que sugiere a este MOI como el óptimo para obtener la mayor producción 

de proteínas recombinantes en las condiciones de este ensayo. Según Kossila et al. (2002), la 

eficiencia de expresión de proteínas recombinantes está directamente relacionada con la 
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eficiencia de la infección adenoviral a través de los receptores CAR de las células. En un 

estudio de Gaillet et al. (2007) se diseñaron líneas celulares CHO que expresaban un 

transactivador (CHO-cTA) y células CHO que además sobre expresaban receptores CAR 

(CHO-cTA-CAR) para la producción de proteínas recombinantes a partir de vectores 

adenovirales; y en la evaluación de distintos MOIs adenovirales en un rango de 50 a 500 UFC 

por células, se encontró que el MOI óptimo fue de 500 para ambas líneas celulares, pero con 

una mayor producción de proteínas en las células CHO-cTA-CAR. Estos resultados confirman 

la relación de los receptores CAR con la eficiencia de la infección adenoviral y 

consecuentemente con la producción de proteínas recombinantes. 

En el estudio de Gaillet et al. (2007) la expresión de proteínas recombinantes fue 

directamente proporcional y progresiva con el MOI adenoviral infectado hasta un MOI de 500; 

mientras que en el estudio de (Wen et al., 2018) se evaluó la expresión de una proteína 

recombinante en un rango de 10 a 1250 MOI en células madre mesenquimales de médula ósea 

humana, en el que se evidenció una disminución de la expresión recombinante al MOI de 1250. 

Según, Siqueira-Silva et al. (2009) al igual que en la línea celular HEK-293A, MOIs muy 

elevados, generan un exceso de fibras y pentosas que saturan a los receptores CAR de las 

células y afectan en la adhesión y en las uniones estrechas de las células. Por ello, la 

saturación de estos receptores provoca efectos citotóxicos y con ellos la destrucción de la 

mono capa celular que afecta la expresión de proteínas (Lv et al., 2019; Suchman & Blair, 

2007), aspecto que aparentemente sucede con el MOI 150 en este estudio.  

En el estudio de Parra et al. (2019), se infectaron células proveniente de cáncer 

cervicouterino que contiene el virus del papiloma humano subtipo 16 (SiHa) con un vector 

adenoviral que codificaba a un anticuerpo humano recombinante. El MOI de infección óptimo 

para la mayor producción de la proteína fue de 80, según el análisis realizado a las 72 horas 

después de la infección (Parra et al., 2019). Estos resultados sugieren una mayor receptividad 
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por parte de las células SiHa hacia la infección adenoviral, en comparación con las células 

GMGE, lo cual pudo deberse a una mayor cantidad de receptores CAR en células humanas. 

Para los resultados obtenidos, debido a que la producción de proteínas recombinantes 

con los MOIs de 100, 125 y 150 UFC por célula presentan similitud estadística, no resulta claro 

si la expresión de proteínas recombinantes se puede incrementar con la exposición de MOIs 

más altos, o, por el contrario, podría disminuir su expresión. Por ello, estudios de infectividad 

con un rango más amplio de MOI podría ayudar a aclarar este comportamiento.  

En relación a la producción del anticuerpo a través del tiempo, en la Figura 16 se 

presenta un aumento progresivo de la expresión recombinante hasta las 144 horas del estudio. 

A pesar de que no existen estudios relacionados a la producción de proteínas recombinantes 

en células de glándula mamaria de cabra que analicen la expresión recombinante después de 

las 72 horas, la evaluación de la expresión en otros tipos de células evidencia una producción 

proteica de hasta 20 días post infección (Xu et al., 2013). En un estudio de (Xu et al., 2013) se 

evaluaron dos proteínas recombinantes en células progenitoras de médula ósea de cabra 

(BMPCs) y se demostró que la mayor expresión para ambas moléculas fue a las 96 y 144 

horas post infección. Por otro lado, Wen et al. (2018) produjo un factor de crecimiento en 

células madre mesenquimales de médula ósea (BMSC) a partir de un MOI adenoviral de 250, y 

obtuvo la mayor expresión recombinante a las 72 horas después de la infección. Por lo tanto, 

no se descarta la posibilidad de que la expresión de la proteína pueda continuar después de las 

144 horas, tiempo hasta que se evaluó en este estudio, especialmente porque a este tiempo no 

se evidenció disminución de la tendencia de producción del anticuerpo. 

Según (Sánchez et al., 2007), la línea celular GMGE responde bien a la inhibición de la 

proliferación por contacto, lo cual podría resultar ventajoso en la producción de proteínas 

recombinantes por la necesidad de mantener un control de proliferación de las células 

infectadas (Donaldson et al., 2021). Además, dentro de los cambios morfológicos que se 

desarrollaron en la línea celular a través del tiempo, no se observó ningún cambio evidente, ni 
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desprendimiento de las células, pero sí la generación de aglomerados celulares en forma de 

domos a partir de las 72 horas de la infección. Este mismo comportamiento lo evidenció 

(Sánchez et al., 2007) durante el desarrollo de la línea celular, lo que se debió a la senescencia 

del cultivo celular, exceptuando aquellas células que eran parte del domo. Sin embargo, el 

desarrollo de estas estructuras no fue un limitante en la expresión del anticuerpo, puesto que la 

producción siguió en aumento hasta las 144 horas a pesar de la formación de los domos a 

partir de las 120 horas. 

Con ello, los resultados analizados comprobaron la integridad del vector adenoviral a 

partir de la infección y replicación exitosa en la línea celular HEK-293A. Además, la infección 

con vectores adenovirales en la línea celular GMGE demostró su receptividad a la producción 

de proteínas recombinantes y la presencia de maquinaria de generación de modificaciones 

post-traduccionales. Por tanto, se concluye que el vector adenoviral utilizado presenta una 

capacidad infectiva íntegra para la producción in vivo de proteínas recombinantes humanas en 

glándula mamaria de cabra, y se sugieren estudios complementarios para analizar la viabilidad 

de la producción de anticuerpos recombinantes en células GMGE. 

 

  



 

 

60 

Conclusiones 

 

• Se obtuvieron 50 ∗ 109 UFC de adenovirus infectivo a partir de la amplificación de un 

vector adenoviral en células HEK293A y su purificación mediante un gradiente de 

cloruro de cesio. 

• La línea celular GMGE expresó anticuerpos humanos a partir de la infección con 

vectores adenovirales. La condición óptima para la expresión recombinante es a través 

de un MOI adenoviral de 125 UFC por célula. 

• La producción de anticuerpos humanos recombinantes, hasta el día 6, presentó una 

tendencia positiva de expresión, incrementando hasta 3 veces más la concentración de 

proteínas producidas desde las primeras 24 horas post infección. 

• La eficiencia de infección de los vectores adenovirales depende de la cantidad de 

receptores CAR que poseen las células huésped. 

• La línea celular GMGE generó modificaciones post traduccionales en los anticuerpos 

humanos expresados. 
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Recomendaciones 

 

• Realizar ensayos de producción de proteínas recombinantes a partir de MOIs de 

infección más altos que los analizados en este estudio para comprobar la receptividad 

de las células GMGE a concentraciones altas de adenovirus y su efecto en la expresión 

proteica. 

• Realizar ensayos de producción de proteínas recombinantes en células GMGE durante 

un rango de tiempo mayor al analizado en este estudio (6 días) para determinar la 

cinética de producción de proteínas. Especialmente para identificar el tiempo en el que 

la expresión recombinante alcanza su máxima concentración. 
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