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Resumen 

COVID-19 es una enfermedad causada por una familia de virus denominados 

coronavirus SARS-CoV-2. La infección viral se caracteriza por diversa sintomatología 

como fiebre, tos, dificultad respiratoria, irritaciones gastrointestinales, neumonías, 

choque séptico, falla multiorgánica, acidosis metabólica, disfunción de la coagulación e 

inclusive la muerte. Estos síntomas han variado en relación a las mutaciones del virus. 

En Ecuador, se han reportado alrededor de 593.664 casos confirmados con un total de 

34.189 fallecidos hasta la fecha enero 2022. La alta tasa de contagio ha provocado el 

colapso del sistema de salud, por lo tanto, resulta evidente la necesidad de desarrollar 

métodos de diagnósticos, tratamientos y vacunas efectivas para controlar la pandemia.  

En este estudio, se expresó y purificó las proteínas recombinantes Spike (PrS1) y RBD 

(PrRBD1) en huéspedes procariotas y eucariotas respectivamente, y se evaluó la 

inmunogenicidad de estos antígenos en ratones Balb/c. Se logró demostrar alta eficacia 

en la inducción de la respuesta humoral temprana del modelo animal pues se 

obtuvieron altos niveles de anticuerpos neutralizantes a partir de una sola dosis con 5 

ug de antígeno. Además, la aplicación de una segunda dosis reforzó y prolongó la 

respuesta por un periodo de 42 días, y la utilización del adyuvante completo de Freund 

incrementó hasta tres veces la producción de anticuerpos neutralizantes específicos de 

las proteínas PrS1 y PrRBD1. 

Palabras Claves: 

 INMUNOGENICIDAD 

 PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES 
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Abstract 

 

COVID-19 is a disease caused by a family of viruses called SARS-CoV-2 coronaviruses. 

Viral infection is characterized by diverse symptoms such as fever, cough, respiratory 

distress, gastrointestinal irritations, pneumonia, septic shock, multiorgan failure, 

metabolic acidosis, coagulation dysfunction, and even death. These symptoms have 

varied in relation to those affected by the virus. In Ecuador, around 593,664 confirmed 

cases have been reported with a total of 34,189 deaths as of January 2022. The high 

rate of contagion has caused the collapse of the health system, therefore, the need to 

develop diagnostic methods, treatments and effective vaccines to control the pandemic 

is evident. 

In this study, recombinant Spike (PrS1) and RBD (PrRBD1) proteins were expressed 

and purified in prokaryotic and eukaryotic hosts respectively, and the immunogenicity of 

these antigens was evaluated in Balb / c mice. It was possible to demonstrate high 

efficiency in the induction of the early humoral response of the animal model due to high 

levels of neutralizing antibodies were obtained from a single dose with 5ug of antigen. In 

addition, the application of a second dose strengthened and prolonged the response for 

a period of 42 days and the use of complete Freund's adjuvant increased up to three 

times the production of specific neutralizing antibodies for the PrS1 and PrRBD1 

proteins. 

Key words: 

 INMUNOGENICITY 

 RECOMBINANT PROTEINS 

 ANTIBODY NEUTRALIZERS 
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Capítulo I: Introducción 

Antecedentes 

La enfermedad COVID-19 fue reportada por primera vez en Wuhan, provincia de 

Hubei, China. El agente causal de la enfermedad es un nuevo coronavirus que el 

Comité Internacional de Taxonomía de Virus denominó SARS-CoV-2 (Pastrian, 2020). 

Este virus ha demostrado ser altamente contagioso y transmisible entre los seres 

humanos y ha causado millones de casos de muerte a nivel mundial, por lo que la 

comunidad científica rápidamente ha dirigido sus esfuerzos hacia la búsqueda de 

opciones de tratamiento, métodos de diagnóstico y sobre todo al desarrollo de vacunas 

que controlen la pandemia (Firas et al., 2020). 

El 11 de enero del 2020, se realizó el análisis genómico y estructural del virus 

SARS-CoV-2, lográndose así determinar la importancia de la proteína espiga o spike (S) 

en la entrada celular del virus a través de la interacción entre el dominio de unión al 

receptor (RBD) del virus y el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 

(ACE2) del huésped (Chung, Thone, & Kwon, 2021). Desde entonces S y RBD se 

convirtieron en proteínas de relevancia para el desarrollo de las vacunas COVID-19, 

gracias a su capacidad de inducir una respuesta inmune mediada por anticuerpos 

neutralizantes (Tong, Lin, & Tran, 2020). 

En marzo del 2020, ya existía una lista de candidatos vacunales contra COVID-

19 desarrollados a partir de plataformas convencionales como proteínas recombinantes, 

virus atenuados, virus inactivados y partículas similares a virus; y también nuevas 

plataformas como vacunas de ácidos nucleicos y de vectores virales  (Urbiztondo, 

Borràs, & Mirada, 2020). Sin embargo, las proteínas recombinantes de las subunidades 

virales S y RBD han destacado por su estabilidad y escalabilidad (Silveira, Moreira, & 

Mendonca, 2021). 
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La tecnología de proteínas recombinantes nació en el siglo XX a partir de  

numerosos descubrimientos entre los que se incluyen el aislamiento de la enzima ADN 

ligasa por Geller en 1967,  la identificación y aislamiento de enzimas de restricción por 

Werner Alber, Hamilton Smith y Daniel Nathans en 1970, el establecimiento del proceso 

de transformación de células bacterianas Escherichia coli  con ADN foráneo por Cohen 

en 1971, el diseño del primer vector plasmídico para clonación por Cohen y Boyer en 

1973, y la producción de insulina recombinante de uso comercial en humanos 

denominada humulina en 1977 (Thieman & Palladino, 2010).  

Es así que las proteínas recombinantes surgieron como resultado de los 

avances en la ingeniería genética y proteómica, y hoy en día constituyen los principales 

productos de la industria biotecnológica y son aplicables en el sector alimenticio, textil, 

energético, ambiental y farmacéutico (Guevara et al., 2013).  

Hasta el momento se han reportado 66 vacunas para COVID-19 basadas en 

antígenos proteicos recombinantes (Pollet, Chen, & Strych, 2021), y se han realizado 

numerosas publicaciones, por ejemplo, Yang et al. (2020) desarrollaron una vacuna con 

una proteína recombinante de los residuos 319-545 del RBD de la proteína S de SARS-

CoV-2, la misma que fue expresada usando el sistema de baculovirus y que indujo una 

potente respuesta funcional de anticuerpos en ratones, conejos y primates no humanos. 

Así mismo, Liang et al. (2021), produjeron la proteína recombinante trimérica Spike de 

SARS-CoV -2 (S-Trimer) en células CHO y luego evaluaron la inmunogenicidad de 

estos antígenos en primates no humanos donde verificaron un alto nivel de anticuerpos 

neutralizantes y respuestas inmunes celulares sesgadas por una respuesta Th1.  
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Justificación 

A nivel mundial, la Organización Mundial de la Salud (OMS), ha reportado 

alrededor de 263.563.622 casos confirmados de COVID-19 y un total de 5.232.562 

fallecidos. El mayor porcentaje de contagio se registra en la región de las Américas 

(36.93%), seguido por Europa (33.46%), Sudeste del Asia (16.92%), Mediterráneo 

oriental (6.38%), Pacífico Oeste (3,91%) y África (2.40%) (Organización Mundial de la 

Salud, 2021). 

En Ecuador, según los datos reportados por el Ministerio de Salud Pública 

(MSP), se tienen cerca de 593.664 casos confirmados de COVID-19 y 34.189 fallecidos 

hasta enero 2022 (Servicio Nacional de Gestión de Riesgos y Emergencias, 2022). La 

necesidad de una vacuna resulta evidente para frenar los contagios, ya que los centros 

médicos han colapsado frente al aumento de casos en el país (Sarasty et al., 2020). 

Las vacunas de subunidades recombinantes han mostrado ser seguras y 

rentables, sin embargo, suelen ser menos inmunogénicas, lo que se puede corregir con 

la adición de adyuvantes (Karch & Burkhard, 2016). La producción de proteínas 

recombinantes es una de las estrategias biotecnológicas de mayor uso ya que permite 

la obtención de grandes cantidades de proteínas de interés de forma rápida y fácil 

(Guevara et al., 2013). Las herramientas celulares y moleculares requeridas para la 

producción de estas proteínas son accesibles y se encuentran disponibles (Rosano, 

Morales, & Ceccarelli, 2019), por lo cual el desarrollo de proteínas recombinantes que 

actúen como antígenos de SARS-CoV-2 son una plataforma de vacuna que puede ser 

implementada en el país a nivel de laboratorio.  

Una vez obtenidos estos antígenos recombinantes es necesaria la aplicación de 

ensayos de inmunogenicidad que evalúen la capacidad de las proteínas para inducir 

una respuesta inmunitaria.  Estos ensayos se realizan para cualquier tipo de 
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biomolécula, debido a que proporcionan información sobre los perfiles de eficacia y 

seguridad de las mismas (Pineda et al., 2016).  

La importancia de la presente investigación radica en determinar si las PrS1 y 

PrRBD1 de SARS-CoV-2 producidas a nivel de laboratorio son capaces de inducir 

respuestas inmunitarias en ratones BALB/c de modo que se logre establecer una base 

para el futuro desarrollo de vacunas contra COVID-19 en el país ya que la evaluación 

de la inmunogenicidad es uno de los parámetros más relevantes al momento de aprobar 

los candidatos vacunales.  

Objetivos Generales y Específicos 

Objetivo General 

Determinar la inmunogenicidad de las proteínas recombinantes S espiga (Spike) 

y RBD de SARS-CoV-2 en el modelo animal BALB/c. 

Objetivos Específicos 

 Determinar la especificidad y concentración óptima de las proteínas 

recombinantes S espiga (Spike) y RBD. 

 Inocular al modelo animal BALB/c con las dos proteínas recombinantes y realizar 

el respectivo seguimiento de los parámetros de bienestar animal. 

 Evaluar el grado de inmunogenicidad generado por el modelo BALB/c frente a la 

inoculación con las dos proteínas recombinantes. 
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Capítulo II: Revisión Bibliográfica 

Enfermedad de coronavirus SARS-CoV-2 

La enfermedad COVID-19 apareció en diciembre del año 2019 en Wuhan, 

provincia de Hubei, China, constituyendo el tercer brote de coronavirus (CoV) en 

humanos en estas últimas décadas (Dhama et al., 2020). COVID-19 es provocada por 

el coronavirus de tipo 2 causante del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) 

y se presenta en los seres humanos ya sea con infecciones asintomáticas o cuadros 

clínicos con síntomas que van desde resfriados comunes hasta enfermedades graves 

acompañadas de fiebre, tos, dificultad para respirar, irritaciones gastrointestinales, 

neumonías e inclusive la muerte (Sharma, Ahmad, & Lal, 2021). 

Se conoce que aproximadamente el 30% de las personas infectadas con SARS-

CoV-2 desarrollan síntomas, mientras que el 70% restante son pacientes asintomáticos. 

Así mismo, el 25% de la población infectada requiere hospitalización por sintomatología 

grave (Carbone et al., 2021). La tasa de letalidad de la enfermedad varía en cada país, 

pero, existen comorbilidades como diabetes, hipertensión, cáncer, enfermedades 

pulmonares obstructivas y enfermedades cardiovasculares que se asocian con un 

incremento en la mortalidad (Rastogi et al., 2020). 

Patología COVID-19 

El SARS-CoV-2 actúa de diferente manera en cada paciente de acuerdo a su 

predisposición genética, estado inmunológico y enfermedades asociadas (Rastogi et al., 

2020). Sin embargo, de manera general las manifestaciones clínicas de los pacientes 

con COVID-19 incluyen fiebre, tos seca, fatiga, dificultad para respirar, dolores 

musculares, diarrea, náuseas, disnea, leucopenia, linfopenia, trastornos del olfato y 

gusto, y altos niveles de citocinas en plasma. En los casos críticos se presenta el 

síndrome de dificultad respiratoria, insuficiencia respiratoria, choque séptico, falla 
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multiorgánica, acidosis metabólica, disfunción de la coagulación y muerte (Wang et al., 

2020). 

Los sistemas afectados durante la enfermedad COVID-19 incluyen el sistema 

respiratorio pulmonar, neurológico, gastrointestinal, cardíaco, renal y vascular 

mostrando variada sintomatología según el grado de enfermedad (Machhi et al., 2020). 

En cuanto a la patología pulmonar se han reportado tejidos pulmonares con 

descamación de neumocitos, membranas hialinas, edemas, infiltrados inflamatorios 

mononucleares intersticiales, lesiones microvasculares y microtrombos (Calabrese et 

al., 2020).  

COVID-19 afecta a niños, adultos y adultos mayores, sin embargo, el riesgo de 

muerte incrementa en pacientes mayores de 60 años (Tiruneh et al., 2021).  Los 

pacientes en un rango de edad de 0 y 17 años han mostrado menor frecuencia y 

gravedad de la enfermedad, mientras que aquellos en el rango de 65 a 85 años tienen 

un nivel más alto de inflamación por citoquinas lo que conduce a una expresión grave 

de la enfermedad (Chauhan, Soni, & Jain, 2021). En la Figura 1 se observa un esquema 

de la patología y fisiología de la enfermedad COVID-19. 
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Figura 1 

Patología y fisiología del COVID-19 

 

Nota. Tomado de “The Natural History, Pathobiology, and Clinical Manifestations of 

SARS-CoV-2 Infections” (p.372), por Machhi et al., 2020, Journal of neuroimmune 

pharmacology: the official journal of the Society on NeuroImmune Pharmacology, 15(3). 

Coronavirus tipo 2 causante del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) 

SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario no segmentado de sentido 

positivo de aproximadamente 30 Kb causante de la enfermedad COVID-19 (Kim et al., 

2020). La clasificación taxonómica del virus SARS-CoV-2 se describe en la Tabla 1. 
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Tabla 1 

 Clasificación taxonómica de SARS-CoV-2 

Coronavirus tipo 2 causante del síndrome respiratorio 

agudo severo (SARS-CoV-2) 

Dominio Riboviria 

Grupo IV (Virus ARN monocatenario positivo) 

Reino Orthornavirae 

Filo Pisuviricota 

Clase Pisoniviricetes 

Orden Nidovirales 

Familia Coronaviridae 

Subfamilia Orthocoronavirinae 

Género Betacoronavirus 

Subgénero Sarbecovirus 

Especie Coronavirus relacionado con SARS 

Nota. Adaptado de “Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2”, por Schoch CL 

et al., 2020, NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation, resources and tools. 

Database (Oxford), Taxonomy ID: 2697049 

El virus SARS-CoV-2 cuenta con 14 marcos de lectura abiertos (ORF) y 

genómicamente está compuesto por una región no traducida 5’ (UTR), complejo de 

replicación (ORF1a y ORF1b), gen de proteína espiga o spike (S), gen de proteína de 

envoltura (E), gen de la membrana (M), gen de la nucleocápside (N), región no 

traducida 3’, ORF estructurales no identificados y cola poli A (Rastogi et al., 2020). En la 

Figura 2 se detalla la organización del genoma del virus SARS-CoV-2. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2697049&lvl=3&srchmode=1&keep=1&unlock
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Figura 2  

Estructura Genómica del virus SARS-CoV-2 

 

Nota. Tomado de “SARS coronavirus 2: from genome to infectome” (p.318), por Rastogi 

et al., 2020, Respiratory research, 21(1). 

Las fotografías tomadas con microscopía electrónica han revelado que SARS-

CoV-2 tiene forma esférica con diámetros de 60 a 140 nm. Está rodeado por una 

envoltura que contiene a las nucleocápsides virales dispuestas en simetría helicoidal. 

Así mismo, las proteínas espigas que miden de 9 a 12 nm se encuentran ancladas a la 

envoltura dando la apariencia de una corona solar (Dhama et al., 2020). En la Figura 3 

se muestra una fotografía del virus SARS-CoV-2 con microscopía electrónica de 

transmisión.  
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Figura 3 

Virus SARS-CoV-2 

 

Nota. Micrografía electrónica de primer plano de la partícula viral del coronavirus SARS-

CoV-2 en células endoteliales. Tomado de “SARS-CoV-2 identified by transmission 

electron microscopy in lymphoproliferative and ischemic intestinal lesions of COVID-19 

patients with acute abdominal pain: two case reports.” (p.3), por Cardona et al., 2021, 

BMC Gastroenterol, 334 (2021). 

Proteínas de SARS-CoV-2 

SARS-CoV-2 consta de cuatro proteínas estructurales, las glicoproteínas 

espigas (S) que median la entrada del virus a la célula del huésped por medio de 

interacciones con receptores celulares, la proteína de membrana (M) que forma parte 

de la membrana viral y permite la unión del genoma del virus con la superficie interna de 
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la membrana de la célula huésped, la proteína nucleocápside (N) que favorece la 

replicación del ARN ya que participa en la formación de complejos con genoma viral, 

ayuda al ensamblaje del virión y mejora la transcripción viral,  y la proteína de envoltura 

(E) que actúa en el ensamblaje, liberación  y patogénesis viral  (Chung, Thone, & Kwon, 

2021) y dieciséis proteínas no estructurales (nsp1-nsp16) implicadas en los procesos de 

replicación del virus (Wang et al., 2020). 

La glicoproteína Spike de 180 kDa se compone de dos subunidades (S1y S2) 

(Poland, Ovsyannikova, & Kennedy, 2020). La subunidad S1 con el dominio N-terminal 

(NTD) y el dominio C-terminal (CTD) que contiene al dominio de unión al receptor (RBD) 

capaz de unirse al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la 

célula huésped permitiendo la entrada del virus, y la subunidad S2 que se compone de 

los péptidos de fusión (FP), las repeticiones 1 y 2 de heptada (HR1 y HR2), la hélice 

central (CH) y el dominio conector (CT) que permiten la fusión de las membranas del 

virus y del huésped (Walls et al., 2020). 

Por otro lado, el dominio de unión al receptor (RBD) se compone de dos 

subdominios, el subdominio central estructurado por 5 láminas β antiparalelas con 

enlaces disulfuro entre ellas y los subdominios externos formados por bucles con 

enlaces disulfuro (Wang et al., 2020). Tanto la proteína S como su dominio RBD se 

consideran moléculas objetivo para el desarrollo de vacunas COVID-19 por su 

participación en el ingreso del virus (Yang et al., 2020). La morfología y proteínas de 

SARS-CoV-2 se pueden visualizar en la Figura 4. 
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Figura 4  

Estructura del virus SARS-CoV-2 

 

Nota. Tomado de “Coronaviruses and SARS-COV-2” (p.550), por Hasöksüz, Kiliç, & 

Saraç, 2020, Turkish journal of medical sciences, 50(1). 

Respuesta inmunitaria frente a SARS-CoV-2 

El SARS-CoV-2 al igual que otros coronavirus ha desarrollado varias estrategias 

para evadir la respuesta inmunitaria como por ejemplo los bajos niveles de citosina-

fosfato-guanosina (CpG) en el genoma, la glicosilación de elementos esenciales para la 

infección, la protección del ARN y la generación de proteínas virales que impiden la 

respuesta del interferón. A pesar de esto, la unión e ingreso de SARS-CoV-2 por medio 

de ACE2 activan las vías de señalización inmunitaria  (Amor, Fernández, & Baker, 

2020). 

El virus de ARN puede ser detectado por los receptores tipo Toll (TLR7 y TLR8) 

o el gen I inducible por ácido retinoico (RIG-I) de los receptores RLR, lo que a su vez 



32 
 

desencadena inmediatamente la respuesta innata del huésped mediada por la 

señalización con interferón tipo I (INF-I) (Triggle et al., 2021). La respuesta innata busca 

restringir la replicación viral, generar un estado antiviral con el reclutamiento de las 

células como macrófagos, neutrófilos, linfocitos citolíticos naturales (NK) y mastocitos, y 

además promover la inmunidad adaptativa a través de la presentación de los antígenos 

con células dendríticas (Sette & Crotty, 2021). 

Por otro lado, ante la infección por SARS-CoV-2, el sistema inmunológico 

adaptativo produce una respuesta tardía con las células B productoras de anticuerpos 

neutralizantes específicos para SARS-CoV-2, células T CD4+ y células T CD8+ (Sette & 

Crotty, 2021).  Cuando los macrófagos se infectan comienzan la presentación del 

antígeno a las células T, lo que a la vez conduce a su respectiva activación y 

diferenciación y sobretodo inducen la producción de varias citocinas IL-2, IL-7, IL-10, 

TNFα que también activan cascadas inflamatorias y contribuyen a la patogénesis 

(García, 2020). 

En los pacientes con COVID 19, la respuesta humoral mediada por los 

anticuerpos IgM tempranos e IgG tardíos va dirigida a las glicoproteínas de superficie S 

y N del virus y se evidencia entre los 6 y 28 días de la infección; mientras que la 

respuesta celular de T CD4+, CD8+ y las células asesinas naturales muestran actividad 

citotóxica contra las células del huésped infectadas (Triggle et al., 2021) y comienza 

entre los 7 a 10 días post-infección con SARS-CoV-2. Las respuestas de las células T 

durante la infección por COVID19 se ha caracterizado por la predominante 

diferenciación hacia linfocitos T helper 1 (Th1) con alta producción de interferón lambda 

(IFNγ), interleucina IL-2 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) (Poland, Ovsyannikova, 

& Kennedy, 2020). 

Así mismo, la activación de la respuesta del organismo puede manifestarse con 

el síndrome de tormenta de citocinas que consiste en una liberación desregulada de 
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estas proteínas lo que conlleva al reclutamiento de células inmunes necesarias para la 

autodefensa (Machhi et al., 2020).  

La cascada de señalización provocada por el virus induce la secreción de 

citocinas proinflamatorias como IFN I, INF III, TNFα, factor de crecimiento transformador 

beta (TGFβ), interleucina (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18) y quimiocinas como ligandos 2, 

3 y 5 de quimiocina con motivo C-C (CCL2, CCL3, CCL5) y ligandos 8, 9 y 10 de 

quimiocina con motivo C-X-C (CXCL8, CXCL9 y CXCL10). El problema de la tormenta 

de citocinas es la respuesta inflamatoria excesiva en los órganos infectados, lo que 

puede conducir al síndrome de dificultad respiratoria aguda e insuficiencia orgánica 

múltiple en los pacientes (Rastogi et al., 2020). 

Amor, Fernández, y Baker (2020), han indicado que las respuestas inmunitarias 

que ocasiona SARS-CoV-2 incluyen: 1) La activación de la vía de complemento de 

lectina por los glucanos del virus que también son reconocidos por DC-SING para 

mediar la captura del virus por células dendríticas. 2) Las células infectadas inician las 

respuestas inmunitarias innatas ya que liberan moléculas asociadas a patógenos 

(PAMPS) y moléculas asociadas a daño celular (PAMPS). 3) Los virus de ARN 

desencadenan las respuestas guiadas por los receptores TLR, por ejemplo, en ensayos 

in vitro la proteína S es reconocida por TLR-2 activando la vía de NF-kB y la producción 

de IL-8. 4) Así mismo el análisis de sangre periférica y tejidos post-mortem en casos 

graves de COVID-19 mostraron altos niveles de IL-1β, IL-6, monocitos CD14 que puede 

ser un indicador de la activación de la vía del inflamasoma NLRP3 por los receptores 

similares a NOD. 

En la Figura 5 se muestra un esquema resumido de la respuesta inmunitaria 

frente a SARS-CoV-2. 
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Figura 5  

Respuesta inmunitaria frente a SARS-CoV-2 

 

Nota. Tomado de “Update of the current knowledge on genetics, evolution, 

immunopathogenesis, and transmission for coronavirus disease 19 (COVID-19)” (p.2909), 

por Tizaoui et al., 2020, International journal of biological sciences, 16(15). 

Herramientas biotecnológicas 

 Se puede definir como herramientas biotecnológicas al conjunto de técnicas, 

procedimientos y métodos multidisciplinarios que se emplean en la rama de la 

Biotecnología para la creación o modificación de productos o procesos de interés 
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humano (Thieman & Palladino, 2010).Las herramientas biotecnológicas han 

revolucionado los sectores industriales permitiendo la producción de biofarmacéuticos y 

vacunas, el desarrollo de nuevos sistemas de diagnóstico, el incremento en la 

productividad de cultivos agrícolas, la remediación ambiental y sobretodo la 

optimización en la obtención de productos de importancia industrial (Gupta et al., 2016). 

En la Tabla 2 se detallan las características de las herramientas biotecnológicas.  

Tabla 2 

Herramientas Biotecnológicas 

Herramienta  

Biotecnológica 
Características Referencia 

Técnicas de 

cultivo celular 

Permiten el aislamiento de tipos específicos de células 

que luego se cultivan en ambientes controlados que 

promueven su división, crecimiento, multiplicación y 

diferenciación. Son útiles para el estudio de la actividad 

intracelular y la producción de metabolitos de interés 

(Tavira et al., 

2009) 

Técnicas 

moleculares 

Sirven para agregar, eliminar o modificar genes de 

organismos alterando la información proteica. Han sido 

de gran utilidad en la obtención de proteínas 

recombinantes. 

(Gupta et al., 

2016) 

Técnicas 

inmunológicas 

Se basan en la afinidad entre antígeno y anticuerpo por 

lo que se han usado para la detección y cuantificación 

de moléculas a través de diferentes ensayos. 

 (Otero, 

2010) 

Técnicas 

ómicas  

Estas tecnologías permiten el estudio detallado de una 

variedad de moléculas. Se han beneficiado del 

desarrollo de equipos que identifican y miden las 

moléculas de interés, y softwares que analizan los 

datos, almacenan información y permiten la creación de 

redes de interacción. Dentro de las ómics, se incluyen 

la genómica, transcriptómica, proteómica, 

metagenómica, metatranscriptómica y metabolómica. 

(Frigolet & 

Gutiérrez, 

2017) 
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Proteínas recombinantes 

El descubrimiento de la tecnología de ADN recombinante permitió el desarrollo 

en la producción de proteínas recombinantes (Stryjewska et al., 2013). Las proteínas 

recombinantes son las proteínas resultantes de la expresión de un gen previamente 

insertado en un vector de expresión y transformado en un huésped diferente al que 

produce naturalmente dicha proteína (Rosano, Morales, & Ceccarelli, 2019). 

Las ventajas que ofrece la producción de proteínas recombinantes incluyen la 

obtención rápida y fácil de grandes cantidades de proteínas de interés que comparten 

características similares a las proteínas producidas naturalmente y la capacidad de 

otorgar o eliminar características de las proteínas al modificar secuencias de 

aminoácidos con técnicas de mutagénesis dirigida (Guevara et al., 2013).   

Aplicaciones de las proteínas recombinantes 

Las proteínas recombinantes se han expandido en la mayoría de ramas 

industriales incluyendo la farmacéutica, ambiental, alimentaria, energética y textil 

(Guevara et al., 2013).   

En el ámbito farmacéutico, estas proteínas pueden usarse como agentes 

terapéuticos para múltiples enfermedades como, por ejemplo, en la producción de 

insulina humana, hormonas de crecimiento, factores de coagulación, entre otros 

(Stryjewska et al., 2013) o componentes de vacunas como es el caso de la vacuna 

contra hepatitis B elaborada con el antígeno de superficie HBsAg producido en la 

levadura Saccharomyces cerevisiae (Karch & Burkhard, 2016). 

Así mismo, se ha dado especial interés en la producción de enzimas 

recombinantes para su uso industrial. Por ejemplo, la producción de fitasas 

recombinantes en Pichia pastoris y su posterior aplicación en la elaboración de piensos 
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para aves y cerdos (Guerrero, Rodríguez, & Viader, 2007) ; la producción de progalina B 

en Pichia pastoris con características similares a los coagulantes utilizados en la 

industria láctea (Feijoo et al., 2018) o la síntesis de lipasas y fosfolipasas recombinantes 

que pueden usarse como biocatalizadores en la producción de biodiesel, industria de 

cuero o papel y estrategias de biorremediación (Borrelli & Trono, 2015). 

Producción de proteínas recombinantes 

Drago y Sainz (2006), plantearon un esquema general para la producción de 

proteínas recombinantes que consiste en el diseño del vector de expresión y la 

obtención de la secuencia de ADN codificante o inserto de ADN,  la inserción del 

segmento de ADN de interés en el vector de expresión obteniéndose la construcción, la 

transformación de células huésped o sistemas de expresión por métodos físicos o 

químicos, la expresión del gen de la proteína, la recuperación y purificación de la 

proteína recombinante, el control de calidad y validación del producto y finalmente el 

acondicionamiento y almacenamiento de la proteína recombinante.   

El rendimiento de la producción de proteínas recombinantes es variado y 

depende de la complejidad de las proteínas y de los factores que afectan al huésped y 

su maquinaria de síntesis. En la Tabla 3 se detallan los resultados del rendimiento de 

proteína recombinante de varios estudios.  
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Tabla 3  

Ensayos de producción de proteínas recombinantes 

Proteína 

recombinante 

Plataforma de 

expresión 
Rendimiento Referencia 

Glicoproteínas 

humanas (FcγRIIIa, 

ST6GalI, 

inmunoglobulina 

humana G1 ) 

Líneas celulares 

HEK293F y 

HEK293S 

In vitro   

95-120 mg/L 

Subedi et al. 

(2015) 

Anticuerpo de 

fragmento variable de 

cadena única (scFv). 

Escherichia coli 
In vitro 

 25 mg/L 

Sarker, 

Rathore, y 

Gupta (2019) 

Albúmina de suero 

humano (HSA) 
Pichia pastoris 

In vitro     1,6 g/L 

Fermentador  8,86 g/L 

Zhu et al. 

(2018) 

Proteína -L1 de 

HPV16 

Línea celular de 

insecto Sf9 

In vitro     

1,44-1,6 g/L 
Kiasari (2020) 

 

Obtención del Inserto de ADN. El inserto de ADN corresponde a la secuencia 

de nucleótidos que codifica para la proteína de interés que será producida por el nuevo 

huésped (Thieman y Palladino, 2010). Estas secuencias genéticas pueden encontrarse 

disponibles en bases de datos como el Banco de Genes (GenBank), el banco de datos 

de proteínas (PBD), la base de estructuras de proteínas del Instituto Nacional de Salud 

de Estados Unidos (NHI), y la base de datos SPINE del Instituto Europeo de 

Bioinformática (EBI) (Guevara et at., 2013).  

Diseño de Vectores de Expresión. Los vectores de expresión se definen como 

moléculas de ADN capaces de replicarse de manera autónoma a la de los cromosomas 

celulares (Bolívar, 2007). Se pueden emplear vectores plasmídicos bacterianos, 

bacteriófagos, cósmidos y cromosomas artificiales (Thieman & Palladino, 2010). 
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Estos vectores se componen de elementos necesarios para la replicación en la 

célula huésped,  transcripción y traducción del inserto de ADN (González & Fillat, 2018). 

La estructura general de un vector de expresión incluye el origen de replicación que le 

permite al plásmido obtener varias copias del mismo dentro de la célula huésped, el 

promotor donde inicia la transcripción del gen codificante de la proteína de interés, el 

sitio de clonación múltiple que favorece la inserción de la secuencia de ADN en el vector 

gracias a la diversidad de sitios de restricción, marcadores de resistencia a antibióticos 

o genes reporteros que simplifican la tarea de selección de las colonias celulares 

transformadas con el vector (Guevara et al., 2013). En la Figura 6 se muestran los 

componentes del vector de expresión 

Figura 6  

Estructura general de un vector de expresión 

 

Nota. Tomado de “Recombinant protein expression in Escherichia coli: advances and 

challenges” (p.2), por Rosano y Ceccarelli, 2014, Frontiers in microbiology, 5(172). 

Obtención de la Construcción de ADN Recombinante. Se denomina 

construcción a la molécula híbrida o recombinante que se obtiene de la introducción del 

inserto de ADN dentro del sitio de clonación múltiple del vector de expresión mediante 

procesos de corte y ligación enzimática (Guevara et al., 2013). 
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Las enzimas de restricción o tijeras moleculares reconocen secuencias 

específicas en el material genético ya sea el inserto de ADN o el vector de expresión y 

cortan el ADN de doble cadena generando extremos cohesivos. Luego los extremos de 

ambas moléculas de ADN cortadas con la misma enzima de restricción se alinean por 

emparejamiento de bases a través de enlaces de hidrógeno y finalmente la enzima ADN 

ligasa cataliza la formación de enlaces covalentes para que se produzca la molécula de 

ADN recombinante (Thieman & Palladino, 2010).  

Selección de las Plataformas de Producción de Proteínas Recombinantes o 

Huéspedes de Expresión. Los huéspedes de expresión son aquellos organismos 

procariotas o eucariotas que prestarán su maquinaria de síntesis de proteínas para la 

producción de la proteína recombinante y que serán transformados con el vector de 

expresión (Rosano & Ceccarelli, 2014).  Las células hospederas deben ser deficientes 

en proteasas naturales, mantener la estabilidad del vector de expresión, contener los 

elementos genéticos para la expresión, crecer rápidamente en medios simples, y sobre 

todo no ser células patogénicas (García et al., 2013). Se puede emplear como huésped 

de expresión a las bacterias, levaduras, células de insecto, células de mamífero, plantas 

y animales transgénicos (Tripathi & Shrivastava, 2019). 

Bacterias. Escherichia coli fue la primera plataforma para la producción de 

proteínas recombinantes y es un sistema ampliamente usado por los altos rendimientos 

de proteínas y biomasa, cultivos celulares de rápido crecimiento, bajos costos de 

producción y fácil manipulación genética (Assenberg et al., 2013). Sin embargo, E. coli 

puede presentar ciertas desventajas como la falta de expresión de proteínas 

extracelulares, la formación de cuerpos de inclusión y la carencia de maquinaria para 

modificaciones postraduccionales (Francis & Page, 2010).  
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Dentro de las líneas B de E. coli, la cepa BL21 (DE3) es la más empleada en la 

producción de proteínas recombinantes gracias a sus altas tasas de crecimiento, baja 

producción de acetato, deficiencia en sistemas proteolíticos Ion u OmpT, capacidades 

de secreción superiores y control de la expresión por el sistema basado en la ARN 

polimerasa del fago T7 donde la proteína se expresa por inducción con IPTG (Rosano, 

Morales, & Ceccarelli, 2019). 

Levaduras. Las levaduras pueden constituir una alternativa efectiva frente a E. 

coli para la producción de proteínas eucariotas. Pichia pastoris es un huésped 

metilotrófico muy popular en el ámbito industrial por su rápido crecimiento, capacidad de 

realizar modificaciones postraduccionales sencillas, ausencia de contaminación por 

endotoxinas y bacteriófagos, y expresión extracelular. Se ha empleado en la producción 

de proteínas terapéuticas como interferón, eritropoyetina y anticuerpos monoclonales 

(Karbalaei, Rezaee, & Farsiani, 2020).  

Líneas celulares de insectos. Existen más de 940 líneas de insectos 

disponibles, sin embargo, las líneas más utilizadas para la expresión de proteínas 

recombinantes se derivan de lepidópteros como la línea Tn y Sf, y de dípteros como la 

línea Dm (Geisler & Jarvis, 2018). Estos sistemas generalmente ocupan el vector de 

expresión de baculovirus y las proteínas obtenidas se emplean en investigaciones. Las 

ventajas de este sistema son los patrones de glicosilación más avanzados y su 

escalabilidad a grandes volúmenes (Contreras et al., 2014).   

Líneas celulares de mamíferos. Las líneas celulares de mamíferos han sido 

ampliamente usadas en la producción de proteínas recombinantes de mamíferos debido 

a su fácil manipulación, cultivos escalables, altos rendimientos, adecuado plegamiento y 

ensamblaje con proteínas complejas y su capacidad de modificaciones 

postraduccionales (Rue et al., 2019). Las líneas celulares de ovario de hámster chino 
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(CHO) y células 293 de riñón embrionario humano (HEK-293) son las plataformas 

eucariotas de mayor uso (Assenberg et al., 2013). 

La línea celular HEK293 es un sistema de expresión que surgió de la 

transformación de células de riñón embrionario humano con fragmentos de ADN de 

adenovirus humano tipo 5 lo que permitió la inmortalización de la línea celular. Esta 

línea celular es robusta, cuenta con una maquinaria bioquímica que permite realizar 

procesamientos postraduccionales y plegamientos óptimos, fácil de mantener y de 

rápido crecimiento, por lo que se usa ampliamente en investigación y producción de 

proteínas recombinantes (Thomas & Smart, 2005). 

Para la producción de proteínas recombinantes bioterapéuticas, la línea celular 

de mamíferos CHO es la más empleada. Las células CHO se obtuvieron a partir de la 

biopsia del ovario de hámster chino, presentan un crecimiento robusto en medios 

químicamente definidos y libres de suero, y es un sistema muy seguro que permite la 

expresión de proteínas con modificaciones postraduccionales de tipo humano (Hunter et 

al., 2019). Algunos de los problemas que se presentan con el uso de células CHO son 

el mayor tiempo de cultivo y la heterogeneidad fenotípica de los clones (Wang & Guo, 

2020).   

Transformación de los huéspedes y expresión de las proteínas 

recombinantes. La transformación es el proceso mediante el cual se introduce la 

construcción de ADN recombinante en células competentes con el objetivo de que la 

célula huésped emplee su maquinaria para la expresión del mismo (Serrano, 

Hernández, & Fando, 2013). La transformación puede darse por métodos químicos 

como el uso de soluciones de cloruro cálcico ya que los cationes impactan sobre la 

pared celular generando agujeros que permiten la entrada del ADN foráneo o métodos 

físicos como la electroporación donde a través de un choque eléctrico el material 
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genético ingresa a la célula huésped (Thieman & Palladino, 2010). Una vez obtenidas 

las células transformadas con la secuencia de interés se deben establecer las 

condiciones de expresión que aseguren la estabilidad de la proteína, el mayor 

rendimiento y la facilidad en procesos posteriores de purificación. Se debe seleccionar 

el medio de cultivo de las células, las condiciones de crecimiento como temperatura y 

pH, el sistema de cultivo y los parámetros de inducción de la expresión (González & 

Fillat, 2018). 

Purificación de proteínas recombinantes. Los procesos de purificación 

permiten la separación de la proteína recombinante de interés del resto de moléculas 

biológicas como ácidos nucleicos, carbohidratos, lípidos y de otras proteínas. La 

elección del método de purificación dependerá de la localización de la proteína 

recombinante y de sus características. En el caso de las proteínas intracelulares, el 

proceso de purificación inicia con la recolección de la biomasa celular, mientras que 

para las proteínas extracelulares se recoge el medio de cultivo (Thieman & Palladino, 

2010). Las proteínas recombinantes se purifican con procesos de disrupción celular, 

etapas de centrifugación, cromatografía y filtración (Tripathi & Shrivastava, 2019). 

Existen procesos como la precipitación de proteínas donde se emplean 

soluciones como sulfato de amonio, etanol, isopropanol, acetona o dietil éter para 

precipitar las proteínas y separarlas de componentes no proteicos (Thieman & 

Palladino, 2010), y procesos de filtración como la centrifugación, filtración por 

membrana, microfiltración y ultrafiltración donde las moléculas se separan en base a su 

tamaño y densidad o etapas de diafiltración y la diálisis donde las proteínas  pasan de 

zonas muy concentradas a otras menos concentradas a través de membranas 

semipermeables hasta alcanzar el equilibrio (Thieman & Palladino, 2010).  
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En la Figura 7 se esquematizan las etapas de producción de proteínas 

recombinantes que se han mencionado anteriormente.  

Figura 7 

 Esquema de producción de proteínas recombinantes 

 

Nota. Esquema de producción de proteínas recombinantes con las etapas de diseño de 

vectores, obtención del constructo de ADN recombinante, transformación de las células 

huésped, optimización de la expresión de la proteína de interés, escalado de producción 

y purificación de la proteína. Tomado de E. coli Expression, por Company ABclonal, Inc 

2022, ABclonal (https://abclonal.com/bacterial-system/). 

  Procesos de cromatografía. Las etapas de cromatografía se fundamentan en 

la separación selectiva de los componentes de una mezcla a través de una fase 

estacionaria que corresponde a una resina y a una fase móvil donde se mueve la 

proteína de interés (Thieman & Palladino, 2010). En la Tabla 4 se detallan los tipos de 

cromatografía. 
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Tabla 4  

Tipos de cromatografía 

Tipo de 

cromatografía 
Fundamento Características Referencia 

Cromatografía 

de Afinidad 

Unión de las 

moléculas de interés 

a ligandos 

específicos 

- Las etiquetas de afinidad son enzimas, dominios 

proteicos o polipéptidos que se adicionan a la 

molécula diana en su extremo N-terminal o C-terminal 

y que se unen a carbohidratos, biomoléculas, 

quelatos de metales o anticuerpos garantizando una 

purificación rápida, sencilla y eficiente. Por ejemplo, 

las etiquetas His-tag son secuencias de 6 o más 

residuos de histidina que permiten la purificación de 

las proteínas mediante columnas inmovilizadas con 

iones metálicos como Ni2+ y Co2+. 

Thieman & 

Palladino 

(2010); Zhao, 

Li, & Liang 

(2013); 

Spriestersbach 

et al. (2015) 

Cromatografía 

de 

Intercambio 

Iónico 

Separación de las 

moléculas según la 

carga y las 

interacciones de tipo 

electrostático que se 

producen con el 

material de la fase 

estacionaria 

- La carga de las moléculas diana se modifica según 

las condiciones de pH, fuerza iónica y concentración 

de sales. 

- Permite la remoción de productos de la célula 

huésped, compuestos del medio de cultivo, 

endotoxinas, virus, ADN restante, entre otros. 

- Los factores que rigen este proceso son el modelo 

de operación, el modelo de elución, la elección de la 

fase estacionaria y la fase móvil, las velocidades de 

flujo y las dimensiones de la columna. 

- Existen dos tipos de cromatografía de intercambio 

iónico: Cromatografía de intercambio aniónico con 

matrices de grupos funcionales cargados 

positivamente como dietilaminoetilo (DEAE) y amonio 

cuaternario (Q). Cromatografía de intercambio 

catiónico con matrices de grupos funcionales de 

carga negativa como carboximetilo (CM), sulfometilo 

(S) o sulfopropilo (SP). 

Coskun 

(2016); 

Tripathi & 

Shrivastava 

(2019); 

Sánchez et al. 

(2021); 

Cummins, 

Rochfort, & 

O'Connor 

(2017) 
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Tipo de 

cromatografía 
Fundamento Características Referencia 

Cromatografía 

de interacción 

hidrofóbica 

Separación de las 

moléculas 

basándose en las 

propiedades de 

hidrofobicidad  

- La fase estacionaria está cubierta de moléculas 

hidrófobas que interaccionan con los aminoácidos 

hidrófobos de la proteína de interés. 

- La fuerza iónica es el factor clave que modifica la 

hidrofobicidad de la molécula. 

Thieman & 

Palladino 

(2010); 

Tripathi & 

Shrivastava 

(2019) 

Cromatografía 

de exclusión 

por tamaño  

Separación de las 

moléculas de 

acuerdo a su 

tamaño molecular 

- Se emplea en la determinación de pesos 

moleculares de las proteínas o en la reducción de 

concentraciones de sal en la muestra.  

- La fase estacionaria consta de moléculas inertes 

con pequeños poros y las moléculas proteicas migran 

a diferentes velocidades en función de su peso 

molecular 

Coskun 

(2016); 

Thieman & 

Palladino 

(2010)   

 

Verificación de la proteína recombinante. La verificación de la presencia de la 

proteína recombinante luego de los pasos de purificación es una etapa importante en la 

producción. La técnica más utilizada para la separación analítica de las proteínas es 

SDS-PAGE o electroforesis en gel de acrilamida (Thieman & Palladino, 2010). Esta 

técnica consiste en la desnaturalización de las proteínas y la adición de un detergente 

aniónico como el dodecilsulfato sódico que otorga a las proteínas una carga negativa 

proporcional a la masa molecular. Luego, se somete a la mezcla de proteínas a una 

electroforesis vertical en gel de acrilamida permitiendo la migración de las proteínas de 

acuerdo a su masa y finalmente se puede detectar la proteína de interés con técnicas 

de inmunotransferencia como el Western Blot (Nowakowski, Wobig, & Petering, 2014). 

 Western Blot es el método más empleado para el análisis de proteínas y 

consiste en la transferencia e inmovilización de las proteínas del gel de acrilamida en 

membranas de nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno y el sondeo de las proteínas 
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diana mediante reacciones de unión antígeno-anticuerpo que pueden ser detectadas a 

través de señales quimioluminiscentes o fluorescentes y analizadas mediante diferentes 

softwares (Mishra, Tiwari, & Gomes, 2017).  

Inmunogenicidad 

Se denomina inmunogenicidad a la capacidad que tienen las moléculas 

exógenas de generar una respuesta inmune del organismo contra sí misma o con 

moléculas endógenas (Jarvi & Balu-lyer, 2021). La respuesta coordinada de las células, 

tejidos y moléculas del sistema inmunitario frente a microbios patógenos y otras 

moléculas ajenas al organismo se denomina respuesta inmunitaria (Abbas, Lichtman, & 

Pillai, 2015). 

La respuesta inmune contra proteínas exógenas puede desencadenarse por dos 

mecanismos. Una respuesta inmune clásica que surge ante la primera exposición del 

organismo a la proteína reconocida como ajena y se caracteriza por la presencia de 

anticuerpos; y la respuesta producida por exceder los límites de tolerancia inmunológica 

que se da por la administración repetida de proteínas homólogas a las proteínas 

endógenas del organismo  haciendo que se vuelvan inmunogénicas y provoquen 

respuestas autorreactivas (Dingman & Balu-Iyer, 2019). 

La generación de anticuerpos es una respuesta de tipo humoral producida por 

los linfocitos B que se originan y maduran en la médula ósea (Abbas, Lichtman, & Pillai, 

2015). Las células B se originan de una célula madre hematopoyética que luego se 

transforma en un progenitor linfoide común y posteriormente en el progenitor linfoide 2 

que actúa como precursor del linaje de las células B (Anaya et al., 2013). A partir de 

este estadio, las células B se desarrollan hasta células B inmaduras a través de 

diferentes etapas que se caracterizan por variados patrones de expresión de 



48 
 

marcadores celulares y el reordenamiento de los genes que codifican las cadenas 

pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas. 

Las células B inmaduras migran al bazo en un estadio de transición T1, luego en 

el interior del bazo pasan a ser células B T2 que se diferencian en células B maduras 

foliculares y células B de la zona marginal. Además, existe otra población de células B 

denominadas células B1 que se originan en el hígado fetal y que se ubican en la 

cavidad peritoneal y pleural (Anaya et al.,2013). Posteriormente se da la activación de 

las células B maduras a partir del reconocimiento del antígeno lo que induce la síntesis 

de nuevos receptores, la expansión clonal y la diferenciación en células efectoras que 

secretan anticuerpos para eliminar el antígeno y células de memoria que mediaran 

respuestas rápidas y potenciadas en infecciones futuras (Abbas, Lichtman, & Pillai, 

2015).  

La respuesta de anticuerpos se da a partir de mecanismos dependientes e 

independientes de células T. En una respuesta dependiente, las células T se activan por 

el antígeno y se diferencian en linfocitos T cooperadores que migran a su encuentro con 

linfocitos B que han reconocido el mismo antígeno y lo han interiorizado por endocitosis. 

Luego en la zona extrafolicular, los linfocitos B activan a los linfocitos T cooperadores a 

través de la presentación de péptidos del antígeno asociados a moléculas de la clase II, 

lo que a su vez produce que el ligando CD40L de las células T cooperadoras se una a 

su receptor CD40 en los linfocitos B induciendo la generación de células plasmáticas de 

vida corta y el cambio rápido de isotipo de los anticuerpos. Algunas de las células B 

migran nuevamente a los folículos y proliferan formando centros germinales donde se 

produce mutación somática, cambios de isotipo y selección de células de alta afinidad 

que se diferencian en linfocitos B de memoria que recirculan en la sangre y órganos 
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linfáticos, y células secretoras de anticuerpos de vida larga que se dirigen a la médula 

ósea (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015; Janeway et al., 2001). 

Las células B de la zona marginal y las células B1 presentan una respuesta de 

anticuerpos independientes de linfocitos T. Los antígenos como olisacáridos, 

glucolípidos y ácidos nucleicos son reconocidos por el receptor de las células B lo que 

produce su activación y diferenciación a células plasmáticas sin el apoyo de las células 

T cooperadoras. Los anticuerpos producidos por estas células tienen menor afinidad por 

el antígeno y un limitado cambio de isotipo (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015).  

En los mamíferos se diferencian cinco clases de anticuerpos de acuerdo a la 

cadena pesada que los compone. Los anticuerpos IgA que actúan como línea defensiva 

en las superficies mucosas, IgD que favorecen la selección y homeostasis de los 

linfocitos B vírgenes ya que actúa como receptor del antígeno , lgE  que aparecen ante 

infecciones con parásitos y son los causantes de la sintomatología en reacciones 

alérgicas, IgG que es la inmunoglobulina más abundante en sangre y activa una 

respuesta inmunitaria mediada por el sistema de complemento, la citotoxicidad de 

macrófagos y neutrófilos, y la inmunidad innata al pasar de madre a feto por medio de la 

placenta, e IgM que actúa como receptor de los linfocitos B en su etapa de desarrollo y 

que además activa el sistema de complemento (Alberts et al., 2002). 

Ensayos de inmunogenicidad 

La inmunogenicidad puede evaluarse a partir de un enfoque gradual donde se 

aplican ensayos de cribado que determinan la presencia o ausencia de anticuerpos, 

ensayos de confirmación que determinan la especificidad y ensayos de caracterización 

y neutralización de anticuerpos que evalúen su funcionalidad. Es de gran importancia 

evaluar la inmunogenicidad que causan determinados compuestos, por ejemplo, en el 

caso de productos biofarmacéuticos, la inmunogenicidad puede afectar las 
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características de eficacia y seguridad de los mismos (Pineda et al., 2016). La 

inmunogenicidad puede evaluarse mediante ensayos in vitro e in vivo (De Groot & Scott, 

2007). 

 Los ensayos in vitro son necesarios para identificar los epítopos de mayor 

riesgo inmunogénico y para comprender los mecanismos de respuesta del sistema 

inmunitario. Las técnicas que se suelen usar incluyen el mapeo de epítopos, ensayos de 

unión al complejo mayor de histocompatibilidad, modelados de las interacciones de la 

respuesta innata y adaptativa en líneas celulares y ensayos con células T donde se 

puede evaluar su proliferación, expresión de citocinas intracelulares y la presencia de 

marcadores de superficie celular (Dingman & Balu-Iyer, 2019). Así mismo, en este tipo 

de ensayos destaca la bioinformática que ha permitido el modelamiento computacional 

de las respuestas inmunitarias de los organismos permitiendo la predicción de la 

inmunogenicidad de moléculas diana (Serrano, 2013).  Existen programas 

bioinformaticos que permiten predecir la estructura y función de las proteínas, identificar 

proteínas patógenas por modelos de homología, analizar secuencias genéticas, 

seleccionar inmunoepítopos y predecir las propiedades inmunogénicas de las proteínas 

(Srivastava et al., 2021).  

 Por otra parte, los ensayos in vivo consisten en la exposición de un organismo 

vivo a la molécula problema y se analiza la respuesta de células T y la cantidad de 

anticuerpos neutralizantes producidos (De Groot & Scott, 2007). Para estos estudios se 

han empleado modelos  animales como ratones, ratones transgénicos, primates, entre 

otros; sin embargo el uso de ratones es más frecuente gracias a las facilidades de 

reproducción, alojamiento y manipulación genética (Dingman & Balu-Iyer, 2019). 
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La inmunogenicidad puede describirse en términos de la respuesta de los 

anticuerpos específicos producidos contra la molécula extraña, por lo tanto, es 

importante la detección, cuantificación y caracterización de la misma (Mire et al., 2004). 

Los ensayos más empleados para la detección de anticuerpos son los ensayos 

inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), ensayos de electroquimioluminiscencia 

(ECL) y pruebas de unión a antígenos (Pineda et al., 2016). 

ELISA es un ensayo inmunoenzimático que se fundamenta en la detección de 

antígenos por medio de anticuerpos marcados con enzimas denominados anticuerpos  

conjugados que tienen una función inmunológica y enzimática permitiendo la unión 

antígeno-anticuerpo y la generación de un producto detectable y cuantificable como el 

cambio de coloración (Colque, 2014). En la Figura 8 se observa el esquema del ensayo 

ELISA. 

Figura 8  

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima 

 

Nota: Tomado de Introducción al ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas - Prueba 

ELISA, por Steward, 2021, News Courier (http://www.news-
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courier.com/analysis/articles/an-introduction-to-the-enzyme-linked-immunosorbent-

assay-elisa-test-350024).  

 Los ensayos de electroquimioluminiscencia (EQL) se basan en la emisión de luz 

como producto de reacciones electroquímicas. La luz se produce por la generación de 

moléculas que emiten fotones cuando pasan de un estado excitado a su estado 

fundamental. La electroquimioluminiscencia se puede producir por tres mecanismos, 

EQL de aniquilación donde se da transferencia de electrones entre iones radicales de 

carga opuesta, EQL con correactante que por oxidación o reducción generan 

compuestos intermedios que reaccionan con un luminóforo produciendo una especie 

excitada, EQL catódica donde los fotones se producen a partir de electrodos de metal 

durante la reducción de sustancias como peróxido de hidrógeno u oxalato (Ballesta, 

2009).  

Otras pruebas de unión a antígeno son la contrainmunoelectroforesis que 

permite el contacto entre la muestra y los anticuerpos específicos a través de su 

difusión en un gel de agarosa y empleando un campo eléctrico, técnicas de aglutinación 

donde los antígenos se agrupan si se encuentran en la muestra por la presencia de 

anticuerpos unidos a otras moléculas como látex, inmunocromatografía basada en la 

migración de las muestras a través de una membrana de nitrocelulosa y la detección de 

antígenos con anticuerpos conjugados (Alonso et al., 2005). 

Factores que afectan la inmunogenicidad 

 Durante la evaluación de la inmunogenicidad se deben considerar tres factores  

que se clasifican en factores asociados al tratamiento como la ruta de administración, el 

tiempo de duración del ensayo o la frecuencia de administración, factores asociados al 

individuo de estudio como el estado de su sistema inmunológico o estado genético y los 

factores asociados a las propiedades de la molécula de estudio y a su diseño como el 
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sistema de expresión donde se produjo, patrones de glicosilación o pureza (Barbosa et 

al., 2012; Jarvi & Balu-lyer, 2021).  

Modelos animales 

 Los modelos animales corresponden a especies no humanas empleadas en la 

investigación científica gracias a sus características genéticas y fisiológicas. Estos 

modelos animales han permitido recabar información sobre diferentes patologías, 

estrategias de prevención, técnicas de diagnóstico y posibles tratamientos (Maldonado, 

2016).  

Modelos murinos 

Los modelos murinos se usan ampliamente en estudios de inmunología (Cleary 

et al., 2020), estudios preclínicos de vacunas (Wang et al., 2021) y en el modelamiento 

de numerosas enfermedades humanas (Benavides & Guenet, 2001). Alrededor del 65% 

de las investigaciones científicas se han realizado en ratón Mus musculus a nivel global. 

En Estados Unidos se estima un 90% de roedores utilizados en experimentación, 

mientras que en el Reino Unido se determinó un total de 77% de ensayos con modelos 

murinos (CONICYT, 2009). Las ventajas y desventajas del uso de modelos murinos en 

la experimentación animal se describen en la Tabla 5. 
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Tabla 5  

Ventajas y Desventajas del uso de modelos murinos 

 Descripción Referencias 

Ventajas 

- Fácil adaptación a la vida en bioterios. 

- Manejo y manipulación sencilla. 

- Ciclos de reproducción rápidos y número elevado 

de progenie. 

- Bajos costos de mantenimiento ya que no tienen 

requerimientos nutricionales específicos. 

- Secuencia genómica conocida y procedimientos 

de alteración genética definidos.  

- Numerosas líneas consanguíneas y congénicas 

de ratones disponibles. 

- Alta similitud genética con el ser humano  

Benavides & 

Guenet (2001); 

Wang et al., 

(2021) 

Desventajas 

- No imitan con precisión el fenotipo de las 

enfermedades humanas dificultando el estudio del 

origen y desarrollo de las mismas. Así mismo, en 

estudios de cáncer se ha observado que el origen 

y cariotipo de los tumores difiere entre humanos y 

ratones. 

Rangarajan & 

Weinberg 

(2003) 

Los ratones BALB/c son una cepa consanguínea de ratones albinos producidos 

por primera vez en 1913 por Halsey J. Bagg. Estos ratones se caracterizan por tener su 

pelaje blanco, ojos color rosa, sensibilidad a la luz, susceptibilidad al estrés y ansiedad, 

y altos rendimientos reproductivos. Gracias a sus características se emplean 

generalmente en las investigaciones de inmunología y enfermedades infecciosas 

(Nakamura, 2013).  

La ratones Balb/c son homocigotos en los genes marrón Tyrpl b y albino Tyr c 

(Hedrich & Bullock, 2004). Además, el 95% de los genes de ratón son homólogos a los 

genes de los seres humanos (Barré & Montagutelli, 2015).  Estos ratones tienen 20 
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pares de cromosomas, de los cuales 19 corresponden a autosomas y 1 par a 

cromosomas sexuales. Genéticamente se compone de 23000 genes identificados con 

2700000000 pares de bases y un número de centimorgans de 1500 (The Jackson 

Laboratory, 2009).  

Se han empleado ratones Balb/c en diferentes estudios, por ejemplo, Saha et al. 

(2020), utilizó este modelo murino para evaluar la respuesta de homeostasis de hierro y 

su influencia en las respuestas inflamatorias. Por su parte, Wu et al. (2018), han 

realizado ensayos de xenoinjerto tumoral derivados de pacientes en ratones Balb/c de 

modo que se logre obtener información sobre las características biológicas y rasgos 

patológicos de tumores y con ello asegurar tratamientos personalizados. Así mismo, 

esta cepa se ha caracterizado por su participación en ensayos de inmunogenicidad 

donde han permitido evaluar respuestas de la inmunidad adaptativa como la producción 

de citocinas proinflamatorias e inmunosupresoras y anticuerpos antifármacos (Jiskoot et 

al., 2016). 

Manejo animal: Principio de las 3R  

La experimentación animal garantiza el desarrollo de la ciencia para mejorar el 

futuro del ser humano y de otros seres vivos, siempre y cuando se maneje bajo un 

enfoque ético (Kirk, 2018). Ante la necesidad de un adecuado manejo de los animales 

antes, durante y después de los ensayos se estableció el concepto de las 3R en 1959 

por Russell y Burch (Singh, 2012). La cultura de las 3R en investigaciones con modelos 

animales ha mejorado considerablemente la fiabilidad, validez y reproducibilidad de los 

ensayos, así como también han beneficiado el cuidado animal (Aske & Waugh, 2017). 

Las 3R representan un concepto de reemplazo, reducción y refinamiento de los 

ensayos animales. El reemplazo hace referencia a evitar el uso de animales de 

investigación y optar por ensayos alternativos como métodos in vitro con tejidos y 
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células,  modelos matemáticos e informáticos como simulaciones, o estudios con 

animales menos desarrollados incluyendo microorganismos, anfibios, insectos, entre 

otros. La reducción busca establecer estrategias que minimicen el número de animales 

empleados en el ensayo y la cantidad de pruebas realizadas en los mismos, para ello es 

necesario optimizar la metodología y la muestra estadística, coordinar la investigación 

con otros científicos para intercambiar datos y muestras animales y evitar repetir 

ensayos similares. Finalmente, el refinamiento significa adecuar los ensayos para que 

se disminuya el dolor o estrés que puedan sentir los animales durante la investigación, 

para lo cual es necesario brindar todas las condiciones de bienestar animal durante el 

alojamiento y crianza de los animales, usar anestésicos o analgésicos para evitar 

sufrimiento, y entrenar a los animales para su participación en los ensayos (Sneddon, 

Halsey, & Bury, 2017).  
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Capítulo III: Materiales y Métodos 

 

Localización Geográfica 

El presente proyecto de investigación se desarrolló en las instalaciones del 

laboratorio de Inmunología y Virología de la Universidad de las Fuerzas Armadas – 

ESPE, ubicado en Av. General Rumiñahui S/N y Ambato, Cantón Rumiñahui, Provincia 

de Pichincha, en las coordenadas 0°18'53.5″S 78°26′36.5″W, el mismo que cuenta con 

el aforo necesario y tiene la guía de bioseguridad respectiva para la realización del 

trabajo. 

Obtención de las Proteínas Recombinantes 

 Las proteínas PrS1 y PrRBD1 se obtuvieron a partir de los plásmidos pGBW-

m4136464 y pcDNA3-SARS-CoV-2-S-RBD-8his y se expresaron en células bacterianas 

(cepa BL21) y en las células de mamíferos (HEK293) respectivamente. Este 

procedimiento fue realizado con anterioridad en el Laboratorio de Inmunología y 

Virología bajo el proyecto “Generación de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-

2 como prospecto de desarrollo de vacuna” 2020-PICV-019-INV. 

Purificación de Proteínas Recombinantes 

PrS1 y PrRBD1 con tamaños de 180 KDa y 40 KDa respectivamente se 

purificaron a través de los procesos de diálisis, filtración por centrifugación y una 

combinación de cromatografía de intercambio iónico y de afinidad. El manejo de las 

proteínas se realizó bajo condiciones estériles y con cadena de frío para evitar 

contaminación y degradación de las proteínas. 

Diálisis  

El proceso de diálisis se llevó a cabo en tubos de diálisis de celulosa regenerada 

(Fisherbrand) con MWCO de 12000-14000 Da, para lo cual, se hidrató la membrana 
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previo a su uso durante 20 minutos en agua destilada, se colocó la pinza en la parte 

inferior y se adicionó 6 mL de  muestra PrS1 y 2 mL de PrRBD1 al interior, luego se 

colocó la pinza y el flotador en la parte superior y finalmente se sumergió la membrana 

en buffer PBS 1X (Invitrogen) durante toda la noche a una temperatura de 4°C. 

Filtración por Centrifugación 

Se recuperó 6 mL de  muestra PrS1 y 2 mL de PrRBD1 de la membrana de 

diálisis y se colocó en unidades de filtración centrifuga Ultra-4 Amicon® (Merck) de 

100000 MWCO para PrS1 y 50000 MWCO para PrRBD1, se centrifugó a 5000 G y 4°C 

durante 15 minutos en centrífuga refrigerada Universal 320R (Hettich) y luego se 

recuperó 3,5 mL de PrS1 y 0,3 mL de PrRBD1, y se almacenó en tubos de 0.6 mL y 2 

mL (Eppendorf) en hielo hasta los procesos de cromatografía. Estas unidades de 

filtración son capaces de retener proteínas con pesos moleculares de hasta dos veces 

el tamaño del límite de peso molecular MWCO. 

Purificación de proteínas por Cromatografía de Intercambio Iónico 

Inicialmente, se procedió con el empaquetamiento de la columna en el tubo de 

una jeringa de 10 mL adicionando 8 mL de la resina DEAE Sepharose Fast Flow 

(Sigma-Aldrich), se dejó decantar la resina durante 2 horas y se retiró el sobrenadante 

de la parte superior con micropipeta. Después, la columna se almacenó a 4°C durante 

toda la noche en posición vertical y al siguiente día se armó el sistema con filtro de 

jeringa PES 0.22 µm (Thermo Scientific) y regulador de flujo, que se utilizó más 

adelante para la recuperación de las fracciones purificadas. En cada etapa de 

purificación se obtuvo 0,4 mL de PrS1 y 0,6 mL de PrRBD1. En la  Figura 9 se muestra 

la columna DEAE Sepharose Fast Flow empleada en la purificación de las proteínas por 

cromatografía de intercambio iónico. 
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Figura 9 

Columna DEAE Sepharose Fast Flow 

 

A continuación, se prepararon las soluciones que se detallan en el Anexo 1 para 

proceder con la purificación de las proteínas PrS1 y PrRBD1. Estas soluciones se 

prepararon en cámara de bioseguridad tipo II AC2-3S2 (ESCO) utilizando agua 

destilada estéril, se ajustó el pH a 7.5 y luego se filtraron las soluciones con filtros de 

jeringa PES 0.22 µm (Thermo Scientific). 

Se acondicionó la columna de DEAE Sepharose Fast Flow a temperatura 

ambiente para evitar la formación de burbujas de aire durante la purificación de las 

proteínas recombinantes y se preparó la muestra adicionando la proteína en el buffer de 

inicio (Buffer Tris HCl 20mM (Invitrogen) pH=7.5) en relación v/v de 1:5 para 

acondicionarla al pH y fuerza iónica esperados. Posteriormente, se lavó la columna con 

12 mL de agua destilada estéril y filtrada, luego se equilibró la columna con 12 mL de 

buffer de inicio y se agregó el volumen total de muestra preparada. Después se 

procedió con el gradiente de elución lineal haciendo lavados de 12 mL con los buffers 

de elución del 1 al 6 (Buffer Tris HCl 20mM pH=7.5 con NaCl 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 1M 
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(Fisher Chemical)), se recolectó las diferentes fracciones en tubos estériles y se 

cuantificaron empleando el equipo NanoDropTM 2000 (Thermo Scientific) con una 

longitud de onda de 280 nm. Finalmente se lavó la columna con 12 mL de la solución de 

lavado (H2Od con NaCl 2M) y 12 mL de etanol al 20% (Haymankimia), y se almacenó 

nuevamente a 4°C en posición vertical hasta su posterior uso.  

Las fracciones de lavado que mostraron concentraciones más altas de proteína 

se sometieron a filtración por centrifugación y se utilizaron como muestra para la 

siguiente etapa de purificación.  

Purificación de proteínas por Cromatografía de afinidad  

Esta etapa de purificación se llevó a cabo en la columna de sefarosa 

inmovilizada con níquel HisTrapTM HP 5 mL (Cytiva), para lo cual se preparó las 

soluciones detalladas en el Anexo 2. Estas soluciones se prepararon en cámara de 

bioseguridad tipo II AC2-3S2 (ESCO) utilizando agua destilada estéril, se ajustó el pH a 

7.4 y luego se filtraron las soluciones con filtros de jeringa PES 0.22 µm (Thermo 

Scientific). 

Así mismo se preparó la muestra a purificar en un tubo estéril adicionando 600 

uL de fosfato de sodio 0.1 M (Fisher Chemical), 300 uL de cloruro de sodio 5 M (Fisher 

Chemical), 30 uL de imidazol 3 M (Sigma Aldrich), el volumen de proteína recuperada 

en la cromatografía de intercambio iónico y el volumen restante de agua destilada estéril 

y filtrada hasta completar un volumen final de 3 mL. Las proteínas PrS1 y PrRBD1 se 

adicionó por goteo para evitar la formación de precipitados y se ajustó el pH a 7.4 antes 

y después de colocar las proteínas. 

Posteriormente, se lavó la columna con 20 mL de agua destilada estéril y filtrada, 

luego se equilibró con 25 mL de buffer de unión (Fosfato de sodio 20 mM, Cloruro de 

sodio 500 mM, Imidazol 30 Mm), se adicionó la muestra previamente preparada y 



61 
 

filtrada con filtro PES 0.22 µm (Thermo Scientific), y se realizaron lavados con 25 mL de 

buffer de unión, después se lavó la columna con 25 mL de buffer de elución A (Fosfato 

de sodio 20 mM, Cloruro de sodio 500 mM, Imidazol 500 mM) y 25 mL de buffer de 

elución B (Fosfato de sodio 50 mM, Cloruro de sodio 300 mM, Imidazol 250 mM). Al 

finalizar, se adicionó 20 mL de etanol al 20% para retirar la proteína restante de la 

columna y se almacenó a 4°C en posición vertical. Se cuantificaron las proteínas PrS1 y 

PrRBD1 en cada paso de lavado y se realizó filtración por centrifugación de las 

fracciones que mostraron mayor concentración. Las muestras se colocaron en tubos de 

0.6 mL (Eppendorf) y se almacenaron a -20°C hasta su uso. 

Western Blot de proteínas purificadas 

 La técnica de Western Blot se empleó para determinar la presencia y 

especificidad de las PrS1 y PrRBD1 obtenidas luego del proceso de purificación. Se 

prepararon las soluciones detalladas en el Anexo 3.  

Se ensambló el sistema de polimerización del equipo Mini-PROTEAN Tetra Cell 

(Bio-Rad) y se prepararon los geles de concentración (upper) al 4% de acrilamida y 

geles de separación (lower) al 8% para PrS1 y al 12% para PrRBD1 de acuerdo a la 

Tabla 6. 

Tabla 6  

Preparación de geles de acuerdo al porcentaje de acrilamida 

 
Gel 

(%) 

H2Od 

(mL) 

Acrilamida/bis 

37.5:1 40% 

(mL) 

Buffer Lower o 

Upper (mL) 

APS 

10% 

(uL) 

TEMED 

(uL) 

Gel de 

concentración 
4 3.2 0.5 1.25 25 5 

Gel de 

separación 

8 5.4 2 2.5 50 10 

12 4.4 3 2.5 50 10 
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 Así mismo, se prepararon las muestras bajo condiciones desnaturalizantes y 

reductoras para ello se calculó el volumen de proteína correspondiente a 20 y 25 ug en 

masa de la PrS1 y PrRBD1 de acuerdo a la ecuación 1. Se colocó el volumen de 

proteína en tubos de PCR y se adicionó el volumen restante de buffer de carga 4x hasta 

completar el volumen total de solución.  

𝑉𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 =
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 (𝑢𝑔)

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑢𝑔 𝑢𝐿⁄ )
                 (Ecuación 1)  

Luego se colocaron las placas en el tanque de electroforesis vertical, se añadió 

el buffer de electroforesis 1X, se cargó 10 uL de las muestras previamente preparadas y 

se hizo migrar las proteínas PrS1 y PrRBD1 en el gel de acrilamida con una corrida 

electroforética de 120V durante 1 hora y 45 minutos.  

Se cortó la membrana de nitrocelulosa (Whatman) y el papel Whatman en 

dimensiones de 8.5 cm de ancho y 5.5 cm de largo, luego se retiró el gel de separación 

y se sumergieron en buffer de transferencia Towbin durante 10 minutos. Después se 

transfirieron las proteínas desde el gel de acrilamida a la membrana de nitrocelulosa en 

medio semi seco empleando el equipo Trans-Blot Turbo (Bio-Rad) programado para 

tres ciclos de transferencia de 2.5 A, 25 V y 7 minutos. Tras la transferencia, se 

procedió a teñir la membrana de nitrocelulosa con solución de rojo Ponceau (Sigma 

Aldrich) durante 15 minutos con agitación, luego se realizaron tres lavados con agua 

destilada hasta observar bandas definidas. 

El inmunomarcaje de las proteínas inició con el lavado de la membrana de 

nitrocelulosa con buffer TBS 1X en agitación por 10 minutos, seguido de la incubación 

de la membrana con solución de bloqueo (Buffer TTBS, BSA 5% (Sigma Aldrich)) a 

temperatura ambiente durante 1 hora y agitación constante, luego se realizaron lavados 
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de 10 minutos cada uno con buffer TTBS y agitación. Se incubó nuevamente la 

membrana con solución de anticuerpo primario (Buffer TTBS, BSA 3%, suero de ratón 

de los ensayos de inmunogenicidad 1:500) durante toda la noche a 4˚C y con agitación 

constante.  

Al siguiente día se lavó la membrana y se incubó con solución de anticuerpo 

secundario (Buffer TTBS, Anti-mouse IgG de cabra conjugada con HRP (Invitrogen) 

1:20000) por 1 hora y 30 minutos a temperatura ambiente, agitación y protegido de la 

luz. Finalmente se realizaron los lavados y se adicionó 800 uL de la solución de sustrato 

(Peróxido y luminol del Kit Clarity ECL western Substrate (Bio-Rad) 1:1) sobre toda la 

superficie de la membrana, se dejó incubar por 5 minutos en oscuridad, luego se reveló 

en el equipo ChemiDoc MP (Bio-Rad) y se analizaron las bandas con el software 

ImageLab (Bio-Rad). 

Inoculación de ratones BALB/c con proteínas recombinantes 

 En el estudio se emplearon 61 ratones hembras y machos del género Mus 

musculus cepa BALB/c de aproximadamente 8 semanas de edad obtenidos del bioterio 

del Laboratorio de Inmunología y Virología de la Universidad de las Fuerzas Armadas 

ESPE. Durante los ensayos, los ratones se alojaron en jaulas certificadas (Tecniplast) 

con comida y agua a su disposición y se aseguró las condiciones de temperatura, 

humedad, ciclo de luz y asepsia adecuadas para el bienestar animal.   

Se trabajó con 6 grupos correspondientes a los tratamientos con adyuvante PrS1 

Completo (PrS1 + Adyuvante + PBS) y PrRBD1 Completo (PrRBD1 + Adyuvante + 

PBS), tratamientos sin adyuvante PrS1+PBS y PrRBD1+PBS, y tratamientos control 

Adyuvante + PBS y PBS. Se realizó el marcaje de los ratones por medio de la técnica 

de perforación en las orejas y se pesó a los animales, luego se inocularon las 

soluciones de acuerdo al tratamiento por vía subcutánea en los ratones Balb/c. 
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Se realizaron dos ensayos de inoculación para evaluar la inmunogenicidad a 

corto y largo plazo. 

Ensayo de inmunogenicidad a corto plazo  

Este ensayo a corto plazo tuvo una duración de 15 días y se inoculó 33 ratones 

(6 ratones con PrS1 Completo, 6 ratones con PrRBD1 Completo, 6 ratones con PrS1 + 

PBS, 6 ratones con PrRBD1 + PBS, 5 ratones con Adyuvante + PBS y 4 ratones con 

PBS) aplicando una sola dosis de 200 uL de solución a cada ratón con 5 ug de la PrS1 

y PrRBD1 respectivamente. Se empleó el adyuvante incompleto de Freund (Sigma 

Aldrich) y PBS 1X estéril para la preparación de las soluciones que luego se filtraron con 

filtros de jeringa PES 0.22 µm (Thermo Scientific).  

Ensayo de inmunogenicidad a largo plazo  

Este ensayo tuvo una duración de 42 días y se inoculó 28 ratones (6 ratones con 

PrS1 Completo, 5 ratones con PrRBD1 Completo, 5 ratones con PrS1 + PBS, 5 ratones 

con PrRBD1 + PBS, 4 ratones con Adyuvante + PBS y 3 ratones con PBS). Se 

aplicaron dos dosis de 200 uL de solución a cada ratón con 5 ug de la PrS1 y PrRBD1 

respectivamente en el día 0 y el día 28 del ensayo. En la primera inoculación se empleó 

adyuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich) y en la segunda inoculación el 

adyuvante completo de Freund (Sigma Aldrich).  

Obtención de suero de ratones BALB/c 

 La toma de muestra de sangre se realizó a partir del seno venoso submandilar 

de los ratones BALB/c. Se recolectó aproximadamente 150 a 200 uL de sangre (5 

gotas) de 2 ratones de cada grupo seleccionados al azar, luego se limpió la zona de 

punción con torundas de algodón y se revisó que los ratones estuvieran en buen estado 

de salud. Posteriormente se dejó reposar las muestras de sangre durante toda la noche 

a temperatura ambiente y se recuperó el suero en tubos de 0.6 mL (Eppendorf) que se 
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almacenaron a 4˚C. En el ensayo a corto plazo, la toma de muestras sanguíneas se 

realizó los días 1, 7 y 15, mientras que, en el ensayo a largo plazo, se realizó los días 

14, 28 y 42. Al finalizar los ensayos, se extrajo sangre de todos los individuos de 

experimentación. 

Evaluación de la inmunogenicidad producida por las proteínas recombinantes 

 La evaluación de la respuesta inmunitaria generada por las PrS1 y PrRBD1 

inoculadas en el modelo animal BALB/c se realizó a partir de la técnica inmunológica 

ELISA indirecto aplicada a los sueros de los ratones del ensayo. 

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas indirecto (ELISAi) 

 El ensayo ELISAi se realizó para determinar la presencia de anticuerpos en las 

muestras de suero recuperadas de los ratones en los diferentes ensayos. 

Para sensibilizar las placas high binding de 96 pocillos (COSTAR), se preparó la 

solución de antígeno (desde 0.2 ug/pocillo) disolviendo las PrS1 y PrRBD1 en la 

solución de sensibilización (Buffer Carbonato-Bicarbonato de Sodio). Luego se dispensó 

100 uL/pocillo de la solución de antígeno PrS1 y PrRBD1 de acuerdo al plan de placa, 

se selló la placa con parafilm y se incubó en cámara húmeda a 4˚C durante toda la 

noche. Al siguiente día, se eliminó la solución de antígeno por inversión y se realizaron 

lavados de la placa con 180 uL/pocillo de solución de lavado (PBS 1X estéril 

(Invitrogen), Tween 20 0.05% (Sigma Aldrich)). A continuación, se dispensó 200 

uL/pocillo de solución de bloqueo (leche descremada (ChemCruz)) de acuerdo al plan 

de placa y se incubó la placa sellada con parafilm en cámara húmeda a 37˚C durante 1 

hora y 30 minutos.  

Posteriormente se eliminó la solución de bloqueo por inversión y se realizaron 

nuevamente lavados de la placa, luego se dispensó 100 uL/pocillo de solución de 

anticuerpo primario (suero de ratón de los ensayos de inmunogenicidad o sueros 
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control) de acuerdo al plan de placa y se incubó en cámara húmeda a 37˚C durante 2 

horas. Así mismo, al finalizar el periodo de incubación se eliminó la solución de 

anticuerpo primario restante y se lavó las placas, después se colocó 100 uL/pocillo de 

solución de anticuerpo secundario (Anti-mouse IgG de cabra conjugado a fosfatasa 

alcalina (Sigma Aldrich)) de acuerdo al plan de placa y se incubó en cámara húmeda a 

37˚C durante 1 hora y 30 minutos. Post incubación se eliminó la solución de anticuerpo 

secundario y se lavó la placa, se añadió 50 uL/pocillo del sustrato TMB T0440 (Sigma 

Aldrich) y se incubó la placa a temperatura ambiente durante 15 minutos protegido de la 

luz. Finalmente se midió las absorbancias en un espectrofotómetro a 370 nm y se 

analizó los datos con el software GraphPad Prism. Se emplearon controles del ensayo 

ELISAi para verificar la validez de la técnica y controles negativos para establecer el cut 

off (valor límite de detección de las muestras positivas y negativas).  

Análisis Estadístico 

 Los datos de las concentraciones de PrS1 y PrRBD1 obtenidas en las diferentes 

etapas de purificación y los datos de los niveles de anticuerpos específicos para PrS1 y 

PrRBD1 en los sueros de ratones inoculados se expresaron en términos de media ± SD 

(desviación estándar).  

Para determinar la diferencia significativa entre los distintos tratamientos 

aplicados en los ensayos de inmunogenicidad a corto y largo plazo se aplicó la prueba 

paramétrica ANOVA de una sola vía. Así mismo, las comparaciones múltiples de los 

distintos tratamientos se realizaron mediante el método de Tukey. En ambos métodos 

se trabajó con un nivel de significancia de 0.05 y un nivel de confianza del 95%. Los 

análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software GraphPad Prism. 
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Capítulo IV: Resultados 

Obtención de proteínas recombinantes 

 Las proteínas PrS1 y PrRBD1 fueron expresadas en plataformas procariotas y 

eucariotas respectivamente. Las células E. coli BL21 produjeron la proteína S de forma 

intracelular por lo que se aplicó un protocolo de ruptura celular que permitió la 

recuperación de la PrS1 con rendimientos de 16.34 ± 1.93 mg de PrS1 / L de medio de 

cultivo, mientras que las células HEK 293 expresaron extracelularmente la PrRBD1 con 

rendimientos de 71. 23 ± 13.62 mg de PrRBD1 / L de medio de cultivo. 

Purificación de proteínas recombinantes 

Rendimientos de los procesos de purificación 

 PrS1 y PrRBD1 se sometieron a los procesos de diálisis, filtración por 

centrifugación, cromatografía de intercambio iónico y cromatografía de afinidad. En 

cada etapa se cuantificó las concentraciones de proteína, las mismas que se detallan en 

la Tabla 7. 

Tabla 7  

Concentraciones de PrS1 y PrRBD1 en las etapas de purificación 

Etapas de purificación 
Concentración de 

PrS1 (mg/mL) 

Concentración de 

PrRBD1 (mg/mL) 

Proteína sin purificar 3.32 ± 1.04 4.89 ± 0.18 

Diálisis 2.15 ± 0.46 3.44 ± 0.54 

Filtración centrífuga 2.60 ± 1.07 27.35 ± 7.15 

Cromatografía de 

intercambio iónico 
2.20 ± 0.30 7.88 ± 3.12 

Cromatografía de 

afinidad 
1.49 ± 0.28 4.72 ± 2.72 
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En la Figura 10 se muestran los porcentajes de rendimiento calculados en 

función de la masa de proteína recuperada de las etapas de purificación con 

cromatografía de intercambio iónico y de afinidad. 

Figura 10 

Rendimientos del proceso de purificación de PrS1 y PrRBD1 

 

 

Nota. Valores porcentuales de los rendimientos calculados en función de la masa de 

proteína PrS1 y PrRBD1 de las etapas de purificación con cromatografía de intercambio 

iónico y de afinidad. 

Se puede observar que el proceso de diálisis para PrS1 y PrRBD1 produjo una 

reducción inferior al 50% de la concentración inicial de las muestras. Por otro lado, en el 

proceso de filtración por centrifugación, la PrRBD1 se concentró hasta 7 veces su valor 

inicial, mientras que la PrS1 mantuvo valores homogéneos de concentración durante 

todas las etapas. 

Además, se identificó que el protocolo de cromatografía de intercambio iónico 

resultó ser más efectivo en la purificación de PrRBD1 con un rendimiento de 71.11% 

(4.21 mg) en comparación a PrS1 que obtuvo 6.77% (0.26 mg). Por el contrario, el 

protocolo de cromatografía de afinidad en columna de níquel permitió una mayor 
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recuperación de PrS1 con el 53.18% (0.30 mg) de rendimiento en contraste a la 

recuperación de PrRBD1 con 22.36% (0.98 mg).  

Análisis de pureza y especificidad de las fracciones purificadas 

Posterior al proceso de purificación de PrS1 y PrRBD1, se realizó Western Blot 

de las fracciones purificadas. En el caso de la PrS1, se obtuvieron bandas de 174, 94, 

68 y 40 KDa correspondientes a la proteína S de longitud completa, subunidad S1, 

subunidad S2 y RBD respectivamente en todas las fracciones como se indica en la 

Figura 11.  

Figura 11  

Western Blot de las fracciones purificadas de PrS1 

 

Nota: Western Blot de fracciones de PrS1en gel de separación al 8% de acrilamida. Se 

cargó 20 ug de PrS1y la membrana se incubó con suero de ratón inoculado con 

tratamiento PrS1 Completo (Día 42) como anticuerpo primario. PrS1 sin purificar (carril 

1), PrS1 luego del proceso de diálisis (carril 2), PrS1 luego de filtración centrífuga en 

tubos amicon (carril 3), PrS1 luego de cromatografía de intercambio iónico en columna 
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DEAE Sefarosa (carril 4), PrS1 luego de cromatografía de afinidad en columna de 

Sefarosa inmovilizada con níquel eluida con buffer A (carril 5) y buffer B (carril 6).  

Por su parte, las fracciones purificadas de PrRBD1 mostraron patrones de 

bandas diferentes en cada carril como se indica en la Figura 12, sin embargo, la banda 

de 40 KDa corresponde a RBD. 

Figura 12  

Western Blot de las fracciones purificadas de PrRBD1 

 

Nota: Western Blot de fracciones de PrRBD1 en gel de separación al 12% de 

acrilamida. Se cargó 25 ug de PrRBD1y la membrana se incubó con suero de ratón 

inoculado con tratamiento PrRBD1 Completo (Día 42) como anticuerpo primario. Suero 

Bovino Fetal (carril 1), Control: Medio DMEM + Antibiótico (carril 2), PrRBD1 sin purificar 

(carril 3), PrRBD1 luego del proceso de diálisis (carril 4), PrRBD1 luego de filtración 

centrífuga en tubos amicon (carril 5), PrRBD1 luego de cromatografía de intercambio 

iónico en columna DEAE Sefarosa (carril 6), PrRBD1 luego de cromatografía de afinidad 

en columna de Sefarosa inmovilizada con níquel eluida con buffer A (carril 7) y buffer B 

(carril 8), marcador Protein Dual Color Bio-Rad (carril 9).  
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El análisis de pureza de la PrS1 y PrRBD1 en sus distintas etapas de 

purificación se realizó con el Software ImageLab, donde se obtuvieron los valores del 

porcentaje de pureza que se detallan en la Tabla 8.   

Tabla 8  

Porcentajes de pureza de las fracciones de PrS1 y PrRBD1 purificadas 

Etapas de purificación 
Porcentaje de pureza 

de PrS1 (%) 

Porcentaje de pureza 

de PrRBD1 (%) 

Proteína sin purificar 31.71 42.30 

Diálisis 49.79 27.50 

Filtración centrífuga 42.41 20.90 

Cromatografía de 

intercambio iónico 
71.33 34.64 

Cromatografía de 

afinidad Buffer A 
47.34 88.27 

Cromatografía de 

afinidad Buffer B 
30.08 54.60 

 

Antes de la aplicación del protocolo de purificación, ambas proteínas mostraron 

porcentajes de pureza por debajo del 50%. Luego de dializar las muestras, la PrS1 

incrementó su pureza en un 18%, mientras que PrRBD1 disminuyó un 15%. Así mismo, 

la aplicación de las etapas de filtración centrífuga y cromatografía de intercambio iónico 

fueron más eficaces en la purificación de la PrS1 donde se mostraron porcentajes de 

42.42% y 71.33%, en comparación a la PrRBD1 con valores de 20.90% y 34.64% 

respectivamente. 

 Por el contrario, la etapa de cromatografía de afinidad con columna de níquel 

mostró mayor eficiencia en la purificación de la PrRBD1 con porcentajes de 88.27% y 

54.60%, a diferencia de PrS1 donde los porcentajes de pureza fueron de 47.34% y 
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30.08% para los buffers de elución A y B respectivamente. En ambas proteínas se 

obtuvo mayor pureza al eluir la proteína con el buffer A de mayor concentración de 

Imidazol. 

Modelo in vivo 

 La especificidad y la concentración óptima de las proteínas se determinaron a 

partir de ensayos de inmunogenicidad y afinidad de unión descritos en otras 

investigaciones. Bayarri et al. (2021) evaluaron la especificidad de unión del dominio de 

unión al receptor (RBD) de la proteína Spike (S) con el receptor de angiotensina 2 de 

las células huésped (ACE-2) a partir de interferometría de biocapa y lograron determinar 

una constante de afinidad de 3,34×105 M−1 s−1 y constante de disociación de 5,9×10− 3 

s−1 para las proteínas de tipo salvaje. Tian et al. (2021), también evaluaron la interacción 

de la proteína RBD con ACE2 a través de ensayos de unión a la superficie celular 

mediante citometría de flujo de fluorescencia, y obtuvieron una constante de afinidad 

2.5×104 M−1 s−1 y una constante de disociación de 2.10×10−4 s−1.  Así mismo, Yang et al. 

(2020) mostró que la proteína recombinante RBD purificada tuvo una constante de 

afinidad 1.33×107 M−1 s−1 y una constante de disociación de 2.05×10−2 s−1 a partir de 

ensayos de resonancia de plasmón superficial.  

 La dosis de PrS1 y PrRBD1 aplicadas a los ratones BALB/c en este ensayo fue 

de 5 ug de las proteínas recombinantes. Yang et al. (2020), en su ensayo de 

inmunogenicidad de proteína RBD recombinante probó un intervalo de dosis de 0,1 -20 

ug en ratones, y logró demostrar que la dosis de 5 ug inducía una respuesta humoral 

fuerte con anticuerpos neutralizantes de alta efectividad.  De igual manera, la vacuna 

NVX-CoV2373 (Novavax) que es una vacuna de proteínas recombinantes de Spike de 

longitud completa y está aprobada para su uso en humanos ha mostrado eficiencias de 

hasta el 89.7% aplicando este esquema de dosis (Heath et al.,2021).   
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Evaluación de la tasa de supervivencia y peso corporal de ratones BALB/c 

 En el ensayo de inmunogenicidad a corto plazo se observa para todos los 

tratamientos, una tasa de supervivencia de los ratones BALB/c del 100% hasta finalizar 

el ensayo en el día 15 post-exposición donde todos los animales fueron sacrificados 

(Figura 13 A). Por otro lado, en el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo se 

observan porcentajes de supervivencia del 100% para los tratamientos PrRBD1 

Completo, PrS1 + PBS, PrRBD1 + PBS y Adyuvante + PBS durante todo el ensayo, 

mientras que los tratamientos PrS1 Completo y PBS muestran valores de supervivencia 

del 83.33% al día 31 post-exposición y 66.67% al día 19 post-exposición 

respectivamente. Así mismo, al finalizar el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo se 

sacrificaron todos los animales en el día 42 post-exposición (Figura 13 B). 

Figura 13  

Porcentaje de supervivencia de ratones BALB/c en ensayos de inmunogenicidad 
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Nota: A Representación gráfica del porcentaje de supervivencia de ratones BALB/c en 

el ensayo de inmunogenicidad a corto plazo (15 días post-exposición).   

B Representación gráfica del porcentaje de supervivencia de ratones BALB/c en el 

ensayo de inmunogenicidad a largo plazo (42 días post-exposición). 

En cuanto al peso corporal de los ratones, se observa un incremento en el 

porcentaje de peso corporal para todos los tratamientos aplicados en ambos ensayos 

de inmunogenicidad a corto y largo plazo. En el ensayo de inmunogenicidad a corto 
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plazo, los tratamientos PrS1 Completo, PrRBD1 Completo, PrS1 + PBS, PrRBD1 + 

PBS, Adyuvante + PBS y PBS mostraron incrementos de peso neto de 6.35%, 6.45%, 

11.97%, 3.08%, 6.80% y 7.01% respectivamente (Figura 14 A). De forma similar, en el 

ensayo de inmunogenicidad a largo plazo se obtuvieron incrementos de peso neto de 

0.88%, 13.14%, 7.02%, 12.22%, 9.43% y 5.75% para los tratamientos aplicados 

respecto del peso inicial de los animales (Figura 14 B). Estos resultados evidenciaron 

que no existió toxicidad de las PrS1 y PrRBD1 en ninguno de los grupos experimentales 

durante el ensayo. 

Figura 14  

Porcentaje de peso corporal de ratones BALB/c en ensayos de inmunogenicidad 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

65

70

75

80

85

90

95

100

105

110

115

120

Ensayo de inmunogenicidad a corto plazo

Días post-exposición

P
e

s
o

 c
o

rp
o

ra
l 
(%

)

A

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

65

70

75

80

85

90

95

100

105

110

115

120

Ensayo de inmunogenicidad a largo plazo

Días post-exposición

P
e

s
o

 c
o

rp
o

ra
l 
(%

) PrS1 Completo

PrRBD1 Completo

PrS1 + PBS

PrRBD1+ PBS

Adyuvante + PBS

PBS

B

 

Nota: A Representación gráfica del porcentaje de peso corporal de ratones BALB/c en 

el ensayo de inmunogenicidad a corto plazo (15 días post-exposición).   

B Representación gráfica del porcentaje de peso corporal de ratones BALB/c en el 

ensayo de inmunogenicidad a largo plazo (42 días post-exposición).  

Evaluación de la inmunogenicidad mediada por anticuerpos IgG 

Se evaluó la inmunogenicidad de las PrS1 y PrRBD1 en los días 1, 7 y 15 

después de la inmunización de ratones BALB/c. Se observa que no hubo generación de 

anticuerpos IgG para ninguna de las proteínas recombinantes en el día 1 (Figura 15 A y 

D). Sin embargo, la respuesta de IgG incrementó sustancialmente en los días  
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posteriores obteniéndose para el día 7, valores medios de lectura de absorbancia de 

0.962 ± 0.023 OD y 0.997 ± 0.021 OD para los tratamientos PrS1 Completo y PrS1 + 

PBS en el caso del ELISAi sensibilizado con PrS1, los mismos que mostraron ser 

significativamente superiores a los controles negativos y a los tratamientos control 

Adyuvante + PBS y PBS con un p valor < 0.0001. Por el contrario, en el ELISAi 

sensibilizado con PrRBD1 se obtuvieron valores de 0.116 ± 0.022 OD y 1.094 ± 0.021 

OD para los tratamientos PrRBD1 Completo y PrRBD1 + PBS que fueron superiores a 

los controles negativos y tratamientos control con p valor de 0.0037 y < 0.0001 

respectivamente (Figura 15 B y E).  

A los 15 días post inoculación, se observó en las placas ELISAi sensibilizadas 

con PrS1 valores medios de 1.486 ± 0.234 OD y 1.425 ± 0.289 OD para PrS1 Completo 

y PrS1 + PBS y en las placas ELISAi sensibilizadas con PrRBD1 valores medios de 

0.214 ± 0.117 OD y 1.353 ± 0.051 OD para PrRBD1 Completo y PrRBD1 + PBS. Estos 

valores fueron significativamente superiores a los controles negativos y tratamientos 

control con p valores < 0.0001 para los tratamientos PrS1 Completo, PrS1 + PBS, 

PrRBD1 + PBS y 0.0002 para PrRBD1 Completo (Figura 15 C y F).  

A partir de estos resultados podemos identificar que la producción de 

anticuerpos neutralizantes específicos para S y RBD incrementa con el tiempo post 

inoculación, también se observa que el uso del adyuvante incompleto de Freund no 

potencia la respuesta inmune de los individuos de estudio ya que no existen diferencias 

significativas entre los tratamientos de Proteína + Adyuvante + PBS y los tratamientos 

Proteína +PBS. Por otra parte, no existe reactividad cruzada entre los anticuerpos 

dirigidos a Spike y los anticuerpos dirigidos a RBD pues existen diferencias 

significativas entre las medias de tratamientos que emplean PrS1 y PrRBD1 con p valor 

< 0.0001. 
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Figura 15  

Resultados ELISAi para ensayo de inmunogenicidad a corto plazo 
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Nota: A, B y C Valores de absorbancia del ensayo ELISAi en placas sensibilizadas con 

PrS1 e incubadas con sueros de ratones del ensayo de inmunogenicidad a corto plazo 

tomadas los días 1, 7 y 15 respectivamente (cut off = 0.529). D, E y F Valores de 

absorbancia del ensayo ELISAi en placas sensibilizadas con PrRBD1 e incubadas con 

sueros de ratones del ensayo de inmunogenicidad a corto plazo tomadas los días 1, 7 y 

15 respectivamente (cut off = 0.098). ** p = 0.003, *** p = 0.0002, **** p < 0.0001 

En el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo se evaluó la respuesta inmune 

en los días 14, 28 y 42 post inoculación. Los resultados para placas ELISAi 

sensibilizadas con PrS1 (Figura 16 A, B y C) mostraron valores medios de absorbancias 

para los tratamientos PrS1 Completo y PrS1 + PBS de 0.245 ± 0.011 OD y 0.266 ± 

0.045 OD (Día 14), 0.57 ± 0.042 OD y 0.322 ± 0.090 OD (Día 28 post segunda dosis) y 

0.683 ± 0.177 OD y 0.636 ± 0.149 OD (Día 42). Ambos tratamientos fueron 
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estadísticamente superiores a los controles negativos y tratamientos control con p valor 

< 0.0001 durante todos los días evaluados. 

En contraste, las placas ELISAi sensibilizadas con PrRBD1 (Figura 16 D, E y F) 

mostraron valores medios de absorbancias para los tratamientos PrRBD1 Completo y 

PrRBD1 + PBS de 0.288 ± 0.032 OD y 0.297 ± 0.027 OD (Día 14) y 0.929 ± 0.25 OD y 

0.754 ± 0.043OD (Día 42), sin embargo, los resultados en el día 28 muestran una 

reducción significativa de la respuesta inmune obteniéndose valores medio de 0.137 ± 

0.001 OD para PrRBD1 + PBS, 0.116 ± 0.002 OD para PrRBD1 Completo, 0.117 ± 

0.003 OD en PrS1 Completo y 0.116 + 0.003 OD en PrS1 + PBS. Estos tratamientos 

mostraron valores superiores a los controles negativos con p valor < 0.0001, 0.0008, 

0.0003 y 0.0006 respectivamente.  

Los resultados indican que la adición de una segunda dosis ayuda a mantener e 

incrementar la respuesta inmune mediada por anticuerpos IgG en los ratones por un 

periodo de 42 días, así mismo, el adyuvante completo de Freund empleado en la 

segunda inoculación potencializa la respuesta inmunitaria en los tratamientos con 

ambas proteínas a diferencia del adyuvante incompleto de Freund en el ensayo de 

inmunogenicidad a corto plazo, ya que los resultados en los días 28 y 42 muestran 

diferencias significativas con p valor < 0.0001 entre los tratamientos con y sin 

adyuvante. 

Además, en los sueros del día 28 para ELISAi sensibilizado con PrRBD1 se 

muestra una respuesta cruzada con los anticuerpos dirigidos a Spike lo que se debería 

a que la subunidad RBD también forma parte de la proteína Spike y por tanto puede ser 

reconocida por los anticuerpos de RBD. 
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Figura 16  

Resultados ELISAi para ensayo de inmunogenicidad a largo plazo 
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Nota: A, B y C Valores de absorbancia del ensayo ELISAi en placas sensibilizadas con 

PrS1 e incubadas con sueros de ratones del ensayo de inmunogenicidad a largo plazo 

tomadas los días 14, 28 y 42 respectivamente (cut off = 0.118). D, E y F Valores de 

absorbancia del ensayo ELISAi en placas sensibilizadas con PrRBD1 e incubadas con 

sueros de ratones del ensayo de inmunogenicidad a largo plazo tomadas los días 14, 28 

y 42 respectivamente (cut off = 0.114). *** p = 0.008, **** p < 0.0001 
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Capítulo V: Discusión 

La enfermedad viral COVID 19 causada por el coronavirus SARS-CoV-2 

representa un problema de salud pública a nivel mundial. La ausencia de tratamientos y 

vacunas conocidos para este tipo de infecciones empeora la situación, pues no existen 

mecanismos para frenar la propagación potencial del virus (Dhama et al., 2020). Ante 

esta problemática, la comunidad científica ha dirigido sus esfuerzos al desarrollo de 

vacunas contra COVID-19 que sean eficientes y seguras (Chung, Thone, & Kwon, 

2021). La mayoría de candidatos vacunales que se han desarrollado hasta el momento 

utilizan plataformas convencionales como el uso de subunidades proteicas 

recombinantes (Urbiztondo, Borràs, & Mirada, 2020). En 2021, se reportaban alrededor 

de 72 candidatos vacunales de proteínas recombinantes de las cuales 16 se encuentran 

en fase clínica y 56 en fases preclínicas (Pollet, Chen, & Strych, 2021). Tres vacunas 

basadas en proteínas se encuentran aprobadas para fase, aquí se incluyen Novavax, 

vacuna Finlay del Instituto de Cuba y otra vacuna del instituto de Rusia (Lee et al., 

2021). 

SARS-CoV-2 cuenta con 4 proteínas estructurales S, N, M y E que actúan como 

epítopos de las células T y B, por tanto, son capaces de generar respuesta inmunitaria 

(García et al., 2021). Sin embargo, las proteínas S y su dominio RBD constituyen 

objetivos inmunodominantes que participan en la entrada del virus a las células huésped 

y han mostrado tener una respuesta específica de anticuerpos (Premkumar et al., 

2020), por lo cual fueron seleccionados como proteínas recombinantes en este estudio. 

El problema de emplear estos antígenos como subunidades recombinantes surge por 

las múltiples mutaciones del virus SARS-CoV-2 en estas regiones (Chung, Thone, & 

Kwon, 2021), ya que se ha observado que dichas mutaciones le otorgan a las variantes 
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la capacidad de escapar de la respuesta inmunitaria inducida por las vacunas (Yang et 

al., 2021). 

En la producción de proteínas recombinantes, uno de los principales objetivos es 

alcanzar altos niveles de expresión de las proteínas, para ello existen diferentes 

factores que influyen en el proceso, entre estos se incluyen el diseño del vector de 

expresión, las características del gen, el tipo de promotor, la elección del organismo 

huésped, el proceso de fermentación incluyendo el medio de cultivo y los parámetros de 

producción (García et al., 2013). En relación a la elección del organismo huésped, se 

han realizado numerosas investigaciones sobre la producción de las PrS1 y PrRBD1 de 

SARS-CoV-2 a partir de diferentes sistemas de expresión  (Pollet, Chen, & Strych, 

2021).  

Esposito et al. (2020), reportó rendimientos de 5 mg de proteína Spike 

trimérica/L de medio de cultivo empleando como huésped a las células HEK293, 

mientras que García et al. (2021), obtuvo 15 mg de proteína S1/L de medio de cultivo 

con células Expi293. Así mismo, McGuire et al. (2021) obtuvo rendimientos de 100 mg 

de fragmentos de Spike de SARS-CoV-2/L de medio de cultivo al fusionar estas 

proteínas con módulos de unión a colinas (CBMs) y expresarlas en Escherichia coli. En 

este trabajo, se utilizó E. coli BL21 para la producción de la PrS1 y se obtuvo un 

rendimiento de 16.34 ± 1.93 mg de PrS1/ L de medio de cultivo, lo que nos indica que la 

producción de PrS1 en sistemas procariotas resulta ventajosa en comparación al uso de 

sistemas eucariotas. Los altos rendimientos en los niveles de PrS1 puede relacionarse a 

la adición de la etiqueta His en el extremo N terminal, ya que este proceso favorece la 

síntesis de ARN y expresión proteica en sistemas bacterianos (Gräslund et al., 2008). 

En cuanto a la PrRBD1, los ensayos realizados por García et al. (2021) 

mostraron rendimientos de 40 mg/L en células Expi293, mientras que Castro et al. 
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(2021), tuvo 90 mg/L en hospederos celulares humanos HEK293-E6 y Expi293FTM. Al 

emplear plataformas como levaduras, los rendimientos de proteína RBD son mayores. 

Lee et al. (2021) durante la caracterización y evaluación de su vacuna RBD219-N1C1 

obtuvieron 237 mg/L en Pichia Pastoris, así mismo, Zang et al. (2021) produjo un RBD 

monomérico recombinante con un rendimiento total de 200 mg/L.  En este estudio, se 

obtuvieron valores de 71. 23 ± 13.62 mg de PrRBD1/L de medio de cultivo. Es 

importante destacar que a diferencia de los huéspedes bacterianos, la línea celular 

HEK293 se caracteriza por su facilidad de transfectabilidad, capacidad de realizar 

modificaciones postraduccionales complejas y alta productividad de proteínas 

recombinantes (Tan et al., 2021), lo que permite la producción de proteínas con mayor 

similitud a las proteínas de mamíferos y así limita la influencia de las propiedades de la 

molécula de estudio en los ensayos de inmunogenicidad (Barbosa et al., 2012; Jarvi & 

Balu-lyer, 2021).  

Una vez expresadas las proteínas es necesaria la aplicación de métodos de 

purificación que permitan eliminar compuestos biológicos ajenos a la proteína de interés  

(Thieman & Palladino, 2010). La elección de las etapas de purificación depende en gran 

medida de las características de la proteína como tamaño, solubilidad, ubicación, entre 

otras. Así mismo, estos procesos deben ofrecer altos rendimientos en la recuperación 

de la proteína y eficacia en la purificación (Tripathi & Shrivastava, 2019), ya que la 

pureza de las proteínas es un factor  que puede influir directamente en los resultados de 

los ensayos de inmunogenicidad (Barbosa et al., 2012; Jarvi & Balu-lyer, 2021). En este 

estudio, se planteó un esquema de purificación de las PrS1 y PrRBD1 empleando los 

procesos de diálisis, filtración por centrifugación, cromatografía de intercambio iónico y 

cromatografía de afinidad esperando obtener altos rendimientos y pureza de las 

muestras. 
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El proceso de diálisis permite la separación de pequeñas moléculas a través del 

mecanismo de difusión empleando membranas permeables selectivas, lo que puede 

producir la dilución de la muestra hasta menos del 50% (Andrew, Titus, & Zumstein, 

2002), este efecto se evidencia en la reducción de las concentraciones de ambas 

proteínas, por la cual se obtuvo concentraciones de 2.15 ± 0.46 y 3.44 ± 0.54 mg/mL en 

el proceso de diálisis aplicado a PrS1 y PrRBD1 respectivamente.  

La filtración por centrifugación se realizó con unidades de filtración centrífuga 

Ultra-4 Amicon® (Merck). En el caso de la PrS1 se obtuvieron factores de concentración 

significativamente inferiores a los reportados por el fabricante. La PrS1 tuvo una 

concentración de 2.60 ± 1.07 mg/mL, a diferencia de la PrRBD1 que obtuvo 

concentración de 27.35 ± 7.15 mg/mL incrementando hasta 10 veces su concentración 

inicial. Los bajos rendimientos en la recuperación de la proteína pueden deberse a las 

características de la muestra, las condiciones de temperatura y pH a las que se expone 

la muestra y al tiempo de contacto con la superficie del filtro (Merck, 2018), ya que todos 

estos parámetros afectan considerablemente la estabilidad de la proteína. En relación a 

la pureza, se obtuvieron bajos porcentajes de pureza de PrS1 y PrRBD1 de 42.41% y 

20.90% respectivamente. Estos resultados también se evidenciaron en la evaluación de 

estas unidades filtradoras por Johnsen et al. (2016), donde se identificó que estos filtros 

de centrifugación tienen una baja selectividad para muestras proteicas.  

La cromatografía de intercambio iónico se emplea en la purificación de proteínas 

recombinantes porque elimina proteínas de la célula huésped, ADN restante, 

componentes del medio de cultivo, entre otros (Tripathi & Shrivastava, 2019). Se 

fundamenta en la separación de compuestos basándose en la carga electrostática 

(Coskun, 2016). Este tipo de cromatografía se ve influenciado por el tipo de matriz de 

resina, la naturaleza hidrofóbica de la superficie y el grado de solvatación producido 
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(Fritz, 2005). Así mismo, Urmann et al. (2011) mostraron la influencia de la masa 

molecular de las proteínas sobre la carga electrostática, de modo que las proteínas de 

mayor masa molecular tenían mayor tendencia a modificar su carga neta por influencia 

de la química de la fase estacionaria. Este aspecto podría explicar los bajos 

rendimientos en la recuperación de la PrS1 con peso molecular alto en comparación 

con la PrRBD1 donde se recuperó el 71.11% de la proteína. 

La cromatografía de afinidad es una de las estrategias más aplicadas para la 

purificación de proteínas. Se fundamenta en la capacidad de retención de la proteína a 

partir de la interacción entre ligandos (Thieman & Palladino, 2010). La etiqueta de 

afinidad His-tag que se agregó a la proteína de interés ofrece un protocolo sencillo de 

purificación por cromatografía de afinidad con metales inmovilizados sin afectar las 

características y propiedades de la proteína de interés (Gräslund et al., 2008). En este 

estudio, se trabajó con una columna de sefarosa inmovilizada con níquel His TrapTM HP 

5 mL (Cytiva) que tiene una afinidad de unión de 40 mg/mL reportada por el fabricante 

(GE Healthcare, 2022). Sin embargo, las proteínas PrS1 y PrRBD1 evidenciaron baja 

afinidad por la columna, pues se obtuvieron concentraciones en las fracciones de 

elución de 1.49 ± 0.28 mg/mL y 4.72 ± 2.72 mg/mL respectivamente.   

Según Bornhorst & Falke (2000) la cromatografía de afinidad por metales 

inmovilizados permite la recuperación de hasta un 90% de las proteínas etiquetadas. 

Así mismo, Farnós et al. (2020) reportó rendimientos superiores al 50% al emplear 

cromatografía de afinidad para la purificación de RBD recombinante. No obstante, en 

este estudio se obtuvieron bajos rendimientos de 53.18% para PrS1 y 22.36% para 

PrRBD1, lo que puede asociarse con la baja accesibilidad de la etiqueta His al momento 

de atravesar la columna debido al uso de agentes quelantes como Tris HCl (Block et al., 

2009). En este estudio, se empleó el buffer Tris HCl en la etapa de cromatografía 
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anterior, debido a que el cloro es el contraión intercambiable que va unirse a la resina 

durante la fase de equilibrio y luego va a ser reemplazado por las proteínas con carga 

negativa (GE Healthcare, 2022).  

Por otro lado, el ensayo Western Blot de las proteínas permitió identificar las 

bandas correspondientes a las PrS1 y PrRBD1 bajo condiciones desnaturalizantes, así 

como también el grado de pureza de cada fracción. El Western Blot de la PrS1 mostró 4 

bandas características de 174, 94, 68 y 40 KDa correspondientes a la proteína S de 

longitud completa, subunidad S1, subunidad S2 y RBD respectivamente, mientras que 

en el western Blot de PrRBD1, se detectó una banda de 40 KDa que corresponde a 

RBD. Estos valores en pesos moleculares varían ligeramente de los reportados por 

Chen et al. (2017), Farnós et al. (2020) y García et al. (2021), lo que puede deberse a 

patrones de glicosilación de las proteínas.  

El control de los productos recombinantes incluye la evaluación de la pureza, 

estabilidad, rendimientos e inocuidad de la proteína,  ya que estas características  son 

importantes para ensayos posteriores (Drago & Sainz, 2006). La cromatografía es un 

proceso que ofrece alta pureza y eficacia en la purificación de proteínas recombinantes 

(Tripathi & Shrivastava, 2019), por lo cual se aplicaron dos etapas de cromatografía 

para la purificación de las PrS1 y PrRBD1. Sin embargo, se obtuvieron bajos 

porcentajes de pureza en el proceso de cromatografía por afinidad para PrS1 (47.34% y 

30.08%) y PrRBD1 (88.27% y 41.32%), en comparación a los resultados de Farnós et 

al. (2020), donde se obtuvieron porcentajes cercanos al 95% en la purificación de RBD. 

En todas las fracciones de PrS1 y PrRBD1 aparecieron bandas inespecíficas que 

reducen la eficiencia de la purificación, estas impurezas corresponden a proteínas de la 

célula huésped (Chen et al., 2017) o residuos del medio celular (Tripathi & Shrivastava, 

2019). La contaminación de la proteína de interés puede deberse a que algunas 
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proteínas celulares tienen dos o más residuos de histidina en su estructura, lo que 

produce una unión no específica con la matriz de la columna de cromatografía. Este 

problema resulta más evidente al emplear sistemas de expresión de mamíferos en 

comparación al uso de Escherichia coli (Bornhorst & Falke, 2000).  

Por otra parte, en relación a la utilización de PrS1 y PrRBD1 como componentes 

de futuras vacunas recombinantes, se puede mencionar, que la interacción entre RBD 

de la proteína S y su receptor ACE-2 en el huésped determina la entrada del virus 

SARS-CoV-2 a las células del huésped a través de la membrana celular, esto conlleva a 

la liberación de citocinas que activan a las células inmunitarias y posteriormente 

promueven la activación de linfocitos B generadores de anticuerpos (Fernández et al., 

2021). Por tanto, la especificidad en la unión del antígeno con su receptor es un aspecto 

importante en el desarrollo de medidas preventivas, vacunas, y terapias contra COVID-

19, pues la afinidad puede influir en la capacidad de transmisión del virus y evasión de 

las respuestas inmunitarias (Yang et al., 2021). En este estudio, se emplearon los 

epítopos S y RBD de SARS-CoV-2 gracias a su alta especificidad en la interacción con 

ACE-2, lo que se ha demostrado en otras investigaciones a partir de diferentes ensayos.  

Específicamente para la proteína RBD recombinante se han obtenido constantes de 

afinidad de 1.33×107 M−1 s−1 y constantes de disociación de 2.05×10−2 s−1, indicando alta 

unión con el receptor (Yang et al. 2020).  

Así mismo, la determinación de la dosis óptima y el esquema de dosis en este 

ensayo, se planteó en base a otros ensayos de inmunogenicidad, donde la dosis de 5 

ug de proteína recombinante ha inducido alta producción de anticuerpos neutralizantes 

sin afectar a los organismos de estudio (Heath et al., 2021; Yang et al., 2020).  

En relación a los parámetros de bienestar animal, en este ensayo se evaluó la 

tasa de supervivencia y el peso corporal de los ratones BALB/c. Se evidenció una tasa 
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de supervivencia del 100% en el ensayo de inmunogenicidad a corto plazo en todos los 

tratamientos, mientras que en el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo, los 

tratamientos PrS1 Completo y PBS tuvieron supervivencia del 83.33% y 66.67% 

respectivamente. El deceso de los animales no se debió a la inoculación con las 

proteínas recombinantes, lo que indica que no mostraron toxicidad en la concentración 

empleada. Así mismo, se obtuvo un incremento en el peso corporal de los animales en 

todos los tratamientos para ambos ensayos de inmunogenicidad. Los resultados 

obtenidos indican que no hubo sufrimiento del animal por la aplicación de las proteínas 

PrS1 y PrRBD1 en el ensayo de acuerdo a los criterios de valoración humanitario 

descritos por Wolfensohn & Lloyd (1994), ya que no se observó cambios en la 

apariencia y postura del pelaje de los animales, comportamientos anormales como baja 

movilidad, estado de alerta, depresión y automutilación; o pérdida de peso superior al 

15% debido a una baja ingesta de agua y alimento. 

Para evaluar la inmunogenicidad de las PrS1 y PrRBD1, se optó por inocular 

ratones BALB/c y analizar los niveles de expresión de anticuerpos IgG mediante 

ensayos ELISAi. Tanto la proteína Spike como RBD son antígenos objetivos para el 

desarrollo de vacunas debido a su participación en la entrada del virus SARS-CoV-2 y a 

su capacidad de inducir la producción de anticuerpos neutralizantes que protejan a los 

individuos contra la infección (Law et al., 2021). 

Los ensayos de inmunogenicidad mostraron resultados alentadores respecto del 

uso de estas proteínas en futuras vacunas de antígenos recombinantes PrS1 y PrRBD1. 

Entre los principales resultados se obtuvo: 1) PrS1 y PrRBD1 son capaces de generar 

altos niveles de anticuerpos neutralizantes de manera temprana y con la aplicación de 

una única dosis de inmunización de 5 ug de proteína recombinante, ya que se 

obtuvieron valores medios de absorbancia de 0.962 ± 0.023 OD y 0.997 ± 0.021 OD 
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para los tratamientos PrS1 Completo y PrS1 + PBS en el caso del ELISAi sensibilizado 

con PrS1 y de 0.116 ± 0.022 OD y 1.094 ± 0.021 OD para los tratamientos PrRBD1 

Completo y PrRBD1 + PBS en el ELISAi sensibilizado con PrRBD1. 2) La respuesta 

humoral de los individuos de estudio tuvo una duración de hasta 42 días al aplicar una 

segunda dosis de 5 ug de proteína recombinante, ya que se obtuvieron valores medios 

de absorbancia de 0.683 ± 0.177 OD (Prs1 Completo) y 0.636 ± 0.149 OD (PrS1 + PBS) 

en ELISA i de PrS1, y 0.929 ± 0.25 OD (PrRBD1 Completo) y 0.754 ± 0.043OD 

(PrRBD1+PBS) en ELISA i de PrRBD1.3) El adyuvante completo de Freund potenció 

fuertemente la respuesta inmunitaria. 4) No existió reactividad cruzada entre los 

anticuerpos dirigidos a Spike y a RBD. 

García et al. (2021) indicaron en su ensayo de inmunogenicidad con proteínas 

S1 y RBD la presencia de anticuerpos IgG a partir del día 20 post inoculación de 

ratones Balb/c. Mientras que, Yang et al. (2020) reportó una respuesta de anticuerpos 

neutralizantes a los 7 días de la aplicación de una sola dosis en ratones, conejos y 

primates no humanos.  De manera similar, este ensayo evidenció una respuesta 

temprana con la detección de IgG al día 7 posterior a la inmunización de los ratones con 

PrS1 y PrRBD1. Estos resultados concuerdan con la producción de inmunoglobulinas 

en pacientes infectados con SARS-CoV-2 a partir de los 6 días posteriores a la 

exposición con el virus (Triggle et al., 2021). Además, nos indican que las PrS1 y 

PrRBD1 producidas a nivel de laboratorio son antígenos capaces de producir 

respuestas rápidas y específicas en el organismo con la aplicación de una sola dosis de 

5 ug de proteína recombinante.  

La aplicación de una segunda dosis de las proteínas prolongó la respuesta 

inmunitaria por un periodo de 42 días, donde hubo un incremento de hasta tres veces la 

producción de anticuerpos contra PrS1 y PrRBD1. García et al. (2021) y Liang et al. 
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(2021) también reportaron respuestas de IgG considerablemente elevadas a partir de la 

segunda inoculación. Así mismo, en el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo existió 

una mayor respuesta para la PrRBD1 en comparación a la PrS1, lo que según Sun et al. 

(2021) se debe a la alta concentración de epítopos en el dominio RBD y a la 

participación primordial de la proteína en la interacción con el receptor ACE-2. 

Por otro lado, en este ensayo se observó el efecto del adyuvante completo de 

Freund sobre la respuesta de anticuerpos neutralizantes. Este factor puede resultar de 

gran importancia ya que permite trabajar con valores de dosis inferiores sin afectar la 

respuesta inmunológica en los individuos (Liang et al., 2021).  La mayoría de ensayos 

que emplean adyuvante de Freund, formulan las soluciones en relación de volúmenes 

iguales con el antígeno como en el caso de Ren et al. (2020) y Liu et al. (2020) con sus 

proteínas S1-Fc y RBD-Fc respectivamente. Sin embargo, Li et al. (2020) realizaron las 

formulaciones con el 50% de volumen respecto de los antígenos RBD, S1 y S completa 

y obtuvieron títulos de anticuerpos altos evidenciando una respuesta inmunitaria mayor 

en comparación al uso de otros adyuvantes como adyuvante de aluminio. 

Los adyuvantes son sustancias que aceleran, prolongan o potencian la 

respuesta inmunológica que genera una vacuna. Existen varios adyuvantes empleados 

en experimentación animal para mejorar la respuesta inmunitaria, sin embargo, los 

adyuvantes de Freund son bastante utilizados (Morris et al., 1999).  El adyuvante 

incompleto de Freund se compone de una solución acuosa del antígeno, aceite mineral 

y manoleato, mientras que el adyuvante completo de Freund contiene adicionalmente 

una suspensión de Mycobacterium tuberculosis inactivada por calor (Arias et al., 2007). 

Este tipo de adyuvantes se utiliza en ensayos de inmunogenicidad del antígeno en 

ratones y en el estudio de enfermedades autoinmunes, sin embargo, su uso en 

humanos es restringido porque induce granulomas, abscesos estériles y necrosis 
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ulcerosa en la zona de inoculación (Apostólico et al., 2016). En ratones, se sugiere 

emplear Adyuvante completo de Freund  a una concentración < 0.1 mg/mL de 

Mycobacterium tuberculosis , y aplicar < 0.1 mL si la aplicación es por vía subcutánea 

(NIH OACU, 2019). 

El adyuvante completo de Freund tiene un mayor efecto adyuvante debido a los 

patrones moleculares asociados a microbios como el motivo muramil dipéptido y al 

lípido trehalosa-6-6-dimicolato que activan las respuestas mediadas por los receptores 

NOD2 y lectina tipo C respectivamente (Dubé et al., 2020). En tal sentido, se pudo 

evidenciar en el ensayo de inmunogenicidad a largo plazo, que la aplicación del 

adyuvante completo de Freund potencializa la respuesta inmunológica de los ratones 

inoculados ya que se observaron valores de OD superiores en los tratamientos con 

adyuvante en comparación a los tratamientos sin adyuvante. Liu et al. (2020), también 

obtuvieron una potente respuesta inmunitaria con altos títulos de IgG específicos en 

ratones Balb/c inmunizados con la proteína recombinante RBD-Fc combinada con 

adyuvante completo de Freund en relación volumen 1:1. Así mismo, Pape et al. (2021), 

mostraron que el uso de adyuvante completo de Freund en vacunas de ARN mensajero 

en ratones favorecía la proliferación de células B específicas de los antígenos S1 y RBD 

y, por tanto, producían anticuerpos IgM  e IgG con mayor especificidad al virus.  

Finalmente, respecto de la especificidad de los anticuerpos neutralizantes 

dirigidos a PrS1 y PrRBD1, no hubo reactividad cruzada con los sueros de control 

negativo empleados en el ensayo ELISAi, ni tampoco se evidenció la interacción del 

antígeno PrS1 con los sueros de los tratamientos PrRBD1 y viceversa a excepción del 

día 28 del ensayo de inmunogenicidad a largo plazo, donde se obtuvieron valores 

medios de absorbancia similares entre los tratamientos PrS1 y PrRBD1 en la placa 

ELISAi sensibilizada con antígeno PrRBD1. Estos resultados surgieron debido a que la 
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subunidad RBD forma parte de la subunidad S1 de Spike (Rodríguez & Sanz, 2020), por 

tanto este epítopo también puede ser reconocido por los anticuerpos dirigidos a PrS1. 

La interacción entre el antígeno y el anticuerpo se da por uniones no covalentes y 

reversibles, donde predominan los factores de afinidad y avidez para que se den las 

funciones efectoras de los anticuerpos neutralizantes (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2015). 

Chen et al. (2005), en su estudio identificaron que el dominio neutralizante de los 

anticuerpos generados por una vacuna de virus inactivado que expresa la proteína S de 

SARS-CoV se encontraba superpuesto en la región de unión a ACE-2, lo que indica que 

la mayoría de anticuerpos neutralizantes y monoclonales potentes se dirigen al dominio 

RBD. La proteína Spike generalmente se encuentra en un estado trimérico y la 

interacción entre los anticuerpos neutralizantes se da específicamente con RBD ya que 

es el sitio de unión al receptor ACE-2 y por tanto bloquea directamente el ingreso del 

virus a las células (Yin et al., 2021). 
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Capítulo VI: Conclusiones 

 

Las PrS1 y PrRD1 alcanzaron concentraciones de 1.49 ± 0.28 mg/mL y 4.72 ± 

2.72 mg/mL luego de la aplicación del protocolo de purificación establecido en este 

estudio. Así mismo, mostraron alta especificidad en la interacción antígeno-anticuerpo 

en los ensayos Western Blot donde se logró identificar las proteínas S de longitud 

completa, subunidad S1, subunidad S2 y RBD con pesos moleculares de 174, 94, 68 y 

40 KDa respectivamente.  

La inoculación de ratones BALB/c con dosis de 5 ug de las PrS1 y PrRBD1 no 

afectó la supervivencia y el peso corporal de los animales de experimentación durante 

el periodo de duración de los ensayos de inmunogenicidad, lo que indica que los 

tratamientos aplicados no fueron tóxicos para los ratones BALB/c. 

Los ensayos de inmunogenicidad con las PrS1 y PrRBD1 mostraron la 

capacidad de estos antígenos para generar respuestas de anticuerpos neutralizantes a 

partir del séptimo día post-inmunización. Así mismo se demostró que la aplicación de 

una sola dosis activa la respuesta inmunitaria del modelo animal, sin embargo, la 

adición de una segunda dosis es capaz de potenciar la respuesta inmune hasta 3 veces 

e incrementar su duración por un periodo de 42 días, por lo que es necesaria la 

aplicación de un esquema de inmunización con al menos dos dosis. Adicionalmente se 

pudo evaluar el efecto del uso de adyuvantes como el adyuvante completo de Freund 

en el aumento de los niveles de anticuerpos.  
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Capitulo VII: Recomendaciones 

 

Aplicar etapas de purificación adicionales que ofrezcan valores de rendimiento y 

pureza superiores a los obtenidos en este ensayo. Entre los procesos de purificación se 

puede incluir filtración de flujo tangencial y etapas cromatográficas de mayor resolución 

como cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC) empleando columnas de 

exclusión por tamaño, o cromatografía de interacción hidrofóbica que han mostrado 

eficiencia superior en la purificación de estas proteínas.  

Establecer un ELISA cuantitativo que permita evaluar la respuesta humoral 

mediada por anticuerpos de forma analítica, ya sea a partir de una curva estándar con 

concentraciones de antígeno conocidas y patrones de densidad óptica, o empleando 

diferentes diluciones de los sueros de ratón para establecer el título de anticuerpos 

neutralizantes que arroja un resultado positivo.  

Adicionalmente se puede evaluar la funcionalidad y reactividad cruzada de los 

anticuerpos generados por la aplicación de las PrS1 y PrRBD1 en ratones BALB/c 

frente a una gama de variantes de la proteína Spike de SARS-CoV-2 a partir de 

ensayos de neutralización con el objetivo de determinar la eficacia del candidato 

vacunal con las nuevas cepas del virus. También se recomienda estudiar la respuesta 

de tipo celular causada por las PrS1 y PrRBD1 a través de la identificación de 

marcadores como receptores CD4+ y CD8+ de los linfocitos T y B con técnicas 

moleculares o inmunohistoquímica.  
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