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Resumen 

La pandemia ocasionada por la enfermedad COVID-19 ha sido responsable de millones de 

muertes a nivel mundial, particularmente de aquellas personas más vulnerables. En Ecuador se 

han reportado más de 975 mil casos y más de 35 mil muertes a causa de COVID-19, desde el 

año 2020 hasta agosto de 2022. COVID-19 es una enfermedad infecciosa respiratoria causada 

por el virus SARS-CoV-2, mismo que ha demostrado ser altamente infeccioso y capaz de mutar 

con gran velocidad; convirtiéndose en uno de los agentes patógenos más preocupantes en la 

actualidad. Muchos investigadores y empresas farmacéuticas han enfocado sus esfuerzos en el 

desarrollo de estrategias para enfrentar y controlar la infección recurrente ocasionada por 

SARS-CoV-2, una de ellas la vacunación. El estudio de la respuesta humoral y celular frente al 

SARS-CoV-2 ha impulsado el desarrollo de diversas plataformas vacunales, incluyendo a 

aquellas basadas en proteínas recombinantes.  

En este estudio se extrajo ARN a partir del bazo de ratones BALB/c, previamente inmunizados 

con una plataforma de vacunación basada en las proteínas S y RBD recombinantes del virus 

SARS-CoV-2. El ARN se analizó mediante RT-qPCR con el fin de evaluar la activación de las 

diferentes poblaciones de linfocitos T, mediante la expresión de las proteínas de superficie 

TCR, CD4 y CD8, y sus respectivos presentadores de antígeno CMH-I y CMH-II. Se logró 

evidenciar que CMH-II y los linfocitos T CD4+ fueron significativamente más estimulados que 

CMH-I y los linfocitos T CD8+. Además, de que el tratamiento dado por la proteína S 

recombinante y suplementado con adyuvante, así como el esquema de vacunación compuesto 

por dos dosis; fueron los más estimulantes para las células efectoras y de memoria asociadas a 

la inmunidad celular.  

Palabras clave: Expresión génica, Presentación de antígeno, Gen endógeno, Inmunidad 

adaptativa celular. 
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Abstract  

The pandemic caused by the COVID-19 disease has been responsible for millions of deaths 

worldwide, particularly among the most vulnerable people. In Ecuador, more than 975 thousand 

cases and more than 35 thousand deaths due to COVID-19 have been reported, from 2020 to 

August 2022. COVID-19 is a respiratory infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus, 

same that has proven to be highly infectious and capable of mutating with great speed; 

becoming one of the most worrying pathogens today. Many researchers and pharmaceutical 

companies have focused their efforts on developing strategies to confront and control the 

recurrent infection caused by SARS-CoV-2, one of them being vaccination. The study of the 

humoral and cellular response against SARS-CoV-2 has promoted the development of various 

vaccine platforms, including those based on recombinant proteins. 

In this study, RNA was extracted from the spleen of BALB/c mice, previously immunized with a 

vaccination platform based on the recombinant S and RBD proteins of the SARS-CoV-2 virus. 

The RNA was analyzed by RT-qPCR in order to evaluate the activation of the different 

populations of T lymphocytes, through the expression of the TCR surface proteins, CD4 and 

CD8, and their respective antigen presenters MHC-I and MHC-II. It was shown that MHC-II 

molecule and CD4+ T lymphocytes were significantly more stimulated than MHC-I molecule and 

CD8+ T lymphocytes. In addition, that the treatment given by recombinant protein S and 

supplemented with adjuvant, as well as the vaccination scheme consisting of two doses; were 

the most stimulating for effector and memory cells associated with cellular immunity. 

Keywords: Gene expression, antigen presentation, Endogenous gene, Cellular adaptive 

immunity. 
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CAPÍTULO I: Introducción 

Antecedentes 

El síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es el agente causal 

de la enfermedad viral denominada como COVID-19, cuyo primer caso fue detectado en la 

ciudad de Wuhan, China en diciembre de 2019 y luego se propagó por todo el mundo (Alamri 

et al., 2021; Gusev et al., 2022; L. Singh et al., 2021). Desde el año 2020 se han reportado más 

de 567 millones de casos y 6.3 millones de muertes a nivel global; y en el Ecuador más de 956 

mil casos y 35 793 muertes a causa de esta enfermedad (World Health Organization, 2022).  

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario, con polaridad positiva y con una 

longitud aproximada de 30000 ribonucleótidos. Posee una envoltura con un diámetro cercano a 

125 nm y pertenece al género Betacoronavirus donde se incluyen otros virus de ARN 

responsables de importantes epidemias, como lo son el síndrome respiratorio agudo severo 

(SARS) causado por el SARS-CoV en el año 2002 y el síndrome respiratorio de Oriente Medio 

(MERS) por MERS-CoV en el año 2012 (Boechat et al., 2021; Harbour et al., 2021; Pachetti 

et al., 2020).  

Múltiples investigaciones sugieren que esta enfermedad se originó por una infección de 

tipo zoonótica a partir de coronavirus que infectan al murciélago de herradura (Rhinolophus 

affinis) y al pangolín malayo (Manis javanica), pues se ha detectado un 96.2 y 92.4% de 

identidad con SARS-CoV-2, respectivamente (Banerjee et al., 2021). Su curso clínico es 

variable, pudiendo presentarse desde una enfermedad leve o asintomática hasta una 

enfermedad muy grave como el síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), seguido de 

neumonía grave, insuficiencia multiorgánica y muerte (Sternberg & Naujokat, 2020; Toor et al., 

2021; Yu et al., 2021). 

Se ha determinado que los síntomas de COVID-19 surgen durante los 14 días 

posteriores a la exposición al virus, estos pueden incluir fiebre, tos, dolor de cabeza, fatiga, 

diarrea, arritmias cardíacas, malestar general, vómitos, mialgias, dificultad para respirar y 
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pérdida del gusto o el olfato (Gusev et al., 2022; L. Singh et al., 2021). Sin embargo, al tratarse 

de un virus de ARN la tasa de mutación es significativamente alta, lo que influye directamente 

con la modulación de la virulencia y con la capacidad de evolución, características que mejoran 

la adaptación del virus en cualquier ambiente y que podrían modificar la sintomatología de la 

enfermedad (Van Dorp et al., 2020). La recombinación genética de SARS-CoV-2 ha generado 

dos variantes de gran relevancia para la salud pública, la variante Delta (B.1.617.2) y la 

variante Ómicron (B.1.1.529); que destacan por su mayor transmisibilidad tanto presintomática 

como asintomática (Alexandridi et al., 2022; Soraci et al., 2022). 

Como estrategia para la lucha contra la pandemia de COVID-19 se han acelerado los 

procesos para desarrollar vacunas eficientes. Las vacunas consisten en preparados biológicos 

que proporcionan inmunidad adquirida activa frente a un determinado antígeno. Actualmente 

existen 198 vacunas candidatas en ensayos preclínicos y 169 en etapas clínicas de desarrollo; 

de las cuales 54 corresponden a vacunas de subunidades producidas mediante técnicas de 

proteínas recombinantes (Ndwandwe & Wiysonge, 2021; World Health Organization, 2022). 

La respuesta inmunitaria adaptativa es fundamental para combatir las infecciones 

virales en los seres humanos. De Alwis et al. (2021) reportaron la generación de una respuesta 

adaptativa celular robusta caracterizada por una alta expresión de linfocitos T CD8+ específicos 

del antígeno viral, al analizar mediante citometría de flujo el bazo de ratones C57BL/6J 

inoculados con una vacuna basada en ARN de autotranscripción y replicación de la proteína 

espiga del SARS-CoV-2.  

Harbour et al. (2021) informaron hallazgos similares, al inocular la proteína S 

recombinante del SARS-CoV-2 en ratones C57BL/6N y observar una respuesta sólida de 

linfocitos T CD8+, una respuesta detectable de linfocitos T CD4+ y títulos altos de anticuerpos 

neutralizantes IgG, dirigidos principalmente al dominio S1 de la proteína S. Además, registraron 

que la conjugación del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (CMH-II) con el 

extremo carbono terminal de la proteína S provoca la degradación del antígeno viral.  
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Justificación 

 La rápida propagación del virus SARS-CoV-2 alrededor de todo el mundo, la alta tasa 

de mutagenicidad del virus, el elevado índice de contagios y fallecidos a causa de COVID-19; 

en conjunto hoy en día constituyen una de las mayores preocupaciones para la salud pública 

mundial (Acurio-Páez et al., 2021). La investigación de la enfermedad y su agente causal es 

fundamental para construir una base de conocimientos que permitan el desarrollo de 

medicamentos y vacunas que contrarresten sus efectos negativos (De Alwis et al., 2021).   

 El virus del SARS-CoV-2 es inusualmente eficaz para evadir la activación de respuestas 

inmunes innatas tempranas, por lo que se ha optado por enfocar las investigaciones en la 

respuesta inmunitaria adaptativa. La respuesta inmunitaria adaptativa implica la coordinación 

de las células inmunitarias T y B para controlar y erradicar las infecciones virales causantes de 

enfermedades en los seres humanos, además de promover una respuesta inmunitaria duradera 

y eficaz (Echeverría et al., 2021; Sette & Crotty, 2021). 

 Investigaciones previas han determinado que la secuencia codificante para la proteína 

espiga (S) del SARS-CoV-2 está altamente conservada en todos los coronavirus que infectan al 

ser humano (Huang et al., 2020). Además, dicha proteína cumple un rol fundamental en la 

patogénesis, transmisión y virulencia de este antígeno, debido a que el dominio de unión al 

receptor (RBD) de la subunidad S1 interactúa con el receptor de la enzima convertidora de 

angiotensina del huésped (ACE2) y se une a la membrana celular para inicial la infección 

(Kumavath et al., 2021).  

 El bazo es un órgano de gran interés para el estudio de la respuesta inmune adaptativa, 

pues se conoce que es el órgano linfoide secundario más grande del cuerpo y que desempeña 

una amplia gama de funciones inmunológicas como la activación y regulación de la respuesta 

de las células T y B mediante la interacción con las células presentadoras de antígeno (APC), 

además de otros procesos como la hematopoyesis y depuración de glóbulos rojos (Abbas 

et al., 2018; Lewis et al., 2019).  
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 El éxito de las vacunas depende de la respuesta y la memoria inmunitaria; por lo que es 

crucial comprender el mecanismo de acción de la respuesta adaptativa frente al virus del 

SARS-CoV-2 (Jordan, 2021). En Ecuador todavía no se han desarrollado estudios relacionados 

con la inmunidad adaptativa celular en huéspedes murinos, que permitan establecer una base 

científica para el desarrollo de vacunas. Por lo que este estudio es de carácter exploratorio y 

permitirá diagnosticar aspectos esenciales relacionados con el tema.  

 Dada la importancia de la proteína S y el rol esencial de RBD en la replicación viral del 

SARS-CoV-2, así como del protagonismo del bazo en la respuesta inmune adaptativa del 

huésped, se ha planteado el presente proyecto para proporcionar un punto de referencia que 

permita comprender los desafíos que enfrenta el sistema inmune adaptativo y direccionar 

estudios futuros relacionados con el desarrollo de vacunas para prevenir la propagación 

continua y la recurrencia estacional de COVID-19 en el Ecuador. 

Objetivos 

Objetivo General 

Evaluar la respuesta inmune adaptativa mediante la expresión génica en un modelo de 

ratón BALB/c post infección de la proteína espiga (S) y el dominio de unión al receptor (RBD) 

del SARS-CoV-2. 

Objetivos Específicos 

Extraer ARN a partir de tejido de bazo de ratón BALB/c previamente inoculado con la 

proteína S y RBD recombinantes del virus SARS-CoV-2 (PrS1 y PrRBD1). 

Cuantificar la expresión génica del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH-I y 

CMH-II) y moléculas CD4 y CD8 responsables de la respuesta inmune adaptativa mediante RT-

qPCR cuantitativa.  

Evaluar los niveles de expresión de CMH-I, CMH-II, CD4 y CD8 durante la respuesta 

inmune adaptativa en ratones BALB/c infectados con PrS1 y PrRBD1. 
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CAPÍTULO II: Marco teórico 

Virus 

Los virus son entidades simples, compuestas por complejos supramoleculares que les 

permiten llevar a cabo diversas actividades biológicas. Pueden presentarse como viriones en 

forma de partículas orgánicas estáticas, inactivas y latentes por largos períodos de tiempo, 

cuando no han establecido contacto con una célula huésped; o como virus activos cuando han 

entrado en contacto con la célula huésped por lo que adquieren la capacidad de autorreplicarse 

(Wang-Shick, 2017). 

En el año de 1971 se propuso un método sencillo y lógico para clasificar a los virus, 

denominado “Clasificación de Baltimore”. Este método se fundamentó en la naturaleza 

genómica y mecanismo de replicación de los virus, para categorizarlos en siete grupos, como 

se observa en la Figura 1: Grupo I de virus de ADN bicatenario (ADNbc), Grupo II de virus de 

ADN monocatenario (ADNmc), Grupo III de virus de ARN bicatenario (ARNbc), Grupo IV de 

virus de ARN monocatenario de sentido positivo (ARNmc +), Grupo V de virus de ARN 

monocatenario de sentido negativo (ARNmc -), Grupo VI de virus de ARN monocatenario 

retrotranscrito (ARNmc - RT) y Grupo VII de virus de ADN bicatenario retrotranscrito (ADNbc - 

RT) (Tennant et al., 2018).  

Coronavirus 

Los coronavirus están categorizados en el Grupo IV de la clasificación de Baltimore, 

debido a que poseen ARNmc de sentido positivo con envoltura. Estructuralmente se 

caracterizan por poseer glicoproteínas en forma de picos que se proyectan desde la superficie 

de su envoltura y un genoma de hasta 33.5 kilobases (kb), considerado uno de los más 

grandes entre los virus de ARN (Kaye et al., 2021). Los coronavirus pueden derivarse en una 

subfamilia denominada Orthocoronavirinae, que consta de cuatro géneros designados como 

alfa, beta, gamma y deltacoronavirus (Coronaviridae Study Group of the International 

Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).  
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Los alfacoronavirus y los betacoronavirus infectan exclusivamente a especies de 

mamíferos, mientras que los gammacoronavirus y los deltacoronavirus infectan huéspedes 

aviares. Además, se conoce que las infecciones por coronavirus tanto en humanos como en 

animales, se asocian con enfermedades respiratorias y entéricas (V’kovski et al., 2021). 

Algunos coronavirus como HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 y HCoV-HKU1, son 

causantes de resfriados leves y estacionales en seres humanos. Sin embargo, otros como 

SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 han demostrado ser más alarmantes al ser capaces de 

causar patologías respiratorias graves y potencialmente mortales, cuando infectan células 

epiteliales bronquiales, neumocitos y células del tracto respiratorio superior (V’kovski et al., 

2021; Yan et al., 2022). 

Figura 1  

Clasificación de los virus según Baltimore 

 

Nota. La relación del genoma (ADN o ARN) de cada grupo de virus con el ARNm se indica 

mediante una línea continua (transcripción) o una línea de puntos (sin transcripción). ss: 

cadena simple, ds: cadena doble, (+): polaridad positiva, (-): polaridad negativa y RT: 

Transcripción inversa. Adaptado de “Molecular Virology of Human Pathogenic Viruses” (p. 13), 

por Wang-Shick, R., 2017, Elsevier. 
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El virus SARS-CoV-2 

El virus SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, con 

envoltura que pertenece a la familia Coronaviridae, su taxonomía se describe en la Tabla 1. 

Comparte su organización genómica con otros virus del mismo género que han sido 

responsables de importantes epidemias en años pasados, un 79% de identidad de secuencia 

con el SARS-CoV y un 50% con el MERS-CoV (B. Hu et al., 2021). Su genoma posee un 

tamaño de 29903 pb, con 14 marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican 9860 aminoácidos 

y estos a su vez dan lugar a 29 proteínas tanto estructurales como no estructurales, ilustradas 

en la Figura 2 (Barreto-Vieira et al., 2022; Huang et al., 2020). 

Tabla 1 

Clasificación taxonómica del SARS-CoV-2 

Categoría Descripción 

Dominio Riboviria 

Grupo  IV (ARNmc +) según Baltimore 

Reino  Orthornavirae 

Filo Pisuviricota 

Clase Pisoniviricetes 

Orden Nidovirales 

Suborden Cornidovirineae 

Familia Coronaviridae 

Subfamilia Orthocoronavirinae 

Género Betacoronavirus 

Subgénero Sarbecovirus 

Especie  Coronavirus relacionado con el síndrome respiratorio agudo grave 

Subespecie Coronavirus 2 del síndrome respiratorio agudo grave 

Nota. Adaptado de “The species severe acute respiratory syndrome-related coronavirus: 

Classifying 2019-nCoV and naming it SARS-CoV-2” (p.539) por Coronaviridae Study Group of 

the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020, Nature Microbiology, 5(4). 
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Figura 2 

Organización genómica del SARS-CoV-2 

 

Nota. UTR: Regiones no traducidas del genoma. ORF: Marcos de lectura abiertos. Nsp: 

Proteína no estructural. Adaptado de “SARS-CoV-2 and the Host Cell: A Tale of Interactions” 

(p. 4), por Pizzato et at., 2022, Frontiers in Virology, 1(815388). 

Replicación in vivo del virus SARS-CoV-2 

 La infección de SARS-CoV-2 ocurre principalmente en células epiteliales linfáticas de la 

mucosa nasal, neumocitos alveolares tipo II, células conjuntivales de superficie y enterocitos en 

el intestino (Bartleson et al., 2021). El ingreso del antígeno al huésped estimula la secreción de 

interferones (IFN) que activan tanto la respuesta inmune innata como la expresión de la 

proteína ACE2 que es un receptor de membrana celular. La interacción de ACE2 con la 

proteína espiga (S) del virus, induce una escisión proteolítica mediada por la proteasa 

transmembrana serina 2 (TMPRSS2), la catepsina L o la furina, enzimas propias del huésped 

que permiten la fusión de la membrana plasmática del virus con la célula y facilita el ingreso del 

virus a su interior, dejando a su disposición la maquinaria de replicación (Pizzato et al., 2022; 

Yan et al., 2022).  
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Los ORF se dividen en dos partes, ORF1a y ORF1b dispuestos en los primeros dos 

tercios del genoma viral en sentido 5’ a 3’ como se indica en la Figura 2, mismos que se 

traducen directamente por acción de ribosomas celulares, en dos poliproteínas pp1a y pp1ab. A 

continuación, pp1a y pp1ab son procesadas por la proteasa viral similar a la papaína (PLpro) y 

la proteasa viral principal (Mpro), generando 16 proteínas no estructurales (Nsps1-Nsps16) que 

en conjunto constituyen el complejo de replicación-traducción (RTC) (V’kovski et al., 2021). 

El tercio restante del genoma es expresado por la ARN polimerasa dependiente de ARN 

(RdRp) y los ARNm subgenómicos utilizan los sistemas de transcripción y traducción del 

huésped, para sintetizar proteínas estructurales y accesorias. Las proteínas estructurales son 

proteína espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocápside (N), descritas en la Tabla 2 e 

ilustradas en la Figura 3, mientras que las proteínas accesorias incluyen a ORF3a, ORF3b, 

ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10; cuya función se asocia con la 

modulación de la respuesta inmune del huésped y patogenia viral (Gusev et al., 2022; Yang & 

Rao, 2021).  

Figura 3 

Estructura de la cápside del SARS-CoV-2 

 

Nota. Adaptado de “Pathogenesis, Symptomatology and Transmission of SARS-CoV-2 through 

Analysis of Viral Genomics and Structure” (p. 3), por Rando et al., 2021, MSystems, 6(5). 
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Tabla 2 

Funciones de las proteínas estructurales del SARS-CoV-2 

Proteína estructural  Función  

Proteína S 
Interacción con el receptor ACE2 de la célula huésped y entrada 

del virus. 

Proteína M 

Incorporación de componentes virales en el ensamblaje del virión. 

Contribuye a la estabilización de la proteína N. Deteriora la 

asociación de MAVS con SNX8, alterando la respuesta inmune del 

huésped. 

Proteína E Formación de la envoltura, ensamblaje y gemación del virión.  

Proteína N 

Interviene en el empaquetamiento y autoensamblaje del genoma 

viral. Altera la fosforilación de STAT1/STAT2, IRF3 y la 

translocación nuclear. Evita la inhibición de la traducción del ARNm 

viral. Impide la escisión de GSDMD por caspasa-1. Obstaculiza la 

síntesis de gránulos de estrés. 

Nota. MAVS: Señalización antiviral mitocondrial. SNX8: Nexin 8 que es un regulador positivo de 

la inducción desencadenada por virus de ARN y de la respuesta inmune innata. STAT1/STAT2: 

Transductor de señal y activador de transcripción 1 y 2 respectivamente, son mediadores de 

señalización de INF de tipo I y III. IRF3: Factor regulador de interferón 3. GSDMD: Gasdermin 

D. Adaptado de “SARS-CoV-2 and the Host Cell: A Tale of Interactions” (p. 3), por Pizzato et 

at., 2022, Frontiers in Virology, 1(815388). 

El genoma y proteínas virales se ensamblan en el compartimento intermedio entre el 

retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, luego la partícula viral se fusiona con la membrana 

de la célula que lo contiene y se libera por exocitosis para continuar con el proceso de infección 

y aumento de la progenie viral dentro del organismo huésped, finalizando así el ciclo de 

replicación como se ilustra en la Figura 4 (Yan et al., 2022). 
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Figura 4 

Ciclo de replicación del virus SARS-CoV-2 

 

Nota. Adaptado de “Structural biology of SARS-CoV-2: Open the door for novel therapies” (p. 

2), por Yan W., et at., 2022, Signal Transduction and Targeted Therapy, 7(1). 

Proteína espiga (S)  

La proteína S es una glicoproteína homotrimérica transmembrana que posee un tamaño 

de 1273 aminoácidos y un peso molecular de 180 a 200 kDa, pertenece a las proteínas de 

fusión viral de clase I, está compuesta por un extremo N-extracelular, un dominio 

transmembrana anclado en la membrana viral y un segmento C-terminal intracelular corto 

(Sternberg & Naujokat, 2020).  
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La proteína S del SARS-CoV-2 se encuentra recubierta con moléculas de polisacáridos 

que sirven para camuflarla del sistema inmunológico del huésped. Naturalmente esta proteína 

existe en una conformación de prefusión metaestable e inactiva; misma que al interactuar con 

las proteasas de la célula diana del huésped, experimenta un reordenamiento estructural que 

permite la fusión del virus con la membrana celular (Huang et al., 2020). 

Su estructura ha sido estudiada mediante microscopia crioelectrónica a nivel atómico, 

revelando que la proteína S está conformada por las subunidades funcionales denominadas S1 

y S2, que forman la cabeza y tallo de un halo bulboso en forma de corona que rodea a la 

partícula viral en el exterior, como se observa en la Figura 5 (Kumavath et al., 2021). 

Figura 5 

Estructura de la proteína S del SARS-CoV-2 

      

Nota. A: Se observa el halo bulboso en forma de corona constituido por la proteína S que 

contiene a la partícula viral del SARS-CoV-2. Adaptado de “Structural and functional properties 

of SARS-CoV-2 spike protein: Potential antivirus drug development for COVID-19” (p. 1142), 

por Huang et al., 2020, Acta Pharmacologica Sinica, 41(9). B: Microscopía electrónica HAADF-

STEM de la partícula de SARS-CoV-2 donde se identifica la proteína S. Adaptado de “SARS-

CoV-2: Ultrastructural Characterization of Morphogenesis in an In Vitro System” (p.10) por 

Barreto-Vieira et al., 2022, Viruses, 14(2).  

A B 
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Subunidad S1 

La subunidad S1 corresponde a la sección desde el aminoácido 14 al 685 de la longitud 

total de la proteína S, su función principal es la unión al receptor de la célula huésped. Está 

comprendida por un péptido señal en el extremo N (SP), un dominio N-terminal (NTD) 

conformado desde el residuo 14 al 305 y tres dominios de unión al receptor (RBD) conformados 

desde el residuo 319 al 541 (Huang et al., 2020).   

El péptido señal (SP) consta de los primeros 13 aminoácidos con residuos altamente 

hidrofóbicos que forman una estructura helicoidal, cuya función es guiar a la proteína S hacia 

su destino en la membrana de la célula huésped. Los dominios RBD, son responsables de la 

unión con la región de la aminopeptidasa N del receptor celular huésped ACE2. Mientras que el 

dominio NTD es clave para la interacción con ACE2, pues tiene una alta susceptibilidad a 

mutaciones que mejoran la unión con el receptor (Xia, 2021).  

Subunidad S2 

La subunidad S2 está conformada desde el aminoácido 686 al 1273 de la longitud total 

de la proteína S, su rol principal es la fusión de membrana entre el virus y la célula huésped 

luego de que se ha establecido la unión. Esta subunidad posee un péptido de fusión (FP) 

desde el residuo 788 al 806, dos dominios de repetición de heptapéptido 1 y 2 (HR1 y HR2) 

que ocupan los residuos desde 912 al 984 y desde 1163 al 1213 respectivamente, seguidos del 

dominio transmembrana (TM) desde el residuo 1213 al 1237 y el dominio del citoplasma (CT) 

desde el residuo 1237 al 1273 (Huang et al., 2020).    

El FP se transforma en IFP cuando ocurre la escisión de la proteína S del SARS-CoV-2, 

este péptido sirve para penetrar la membrana de la célula diana e instalar un anclaje en su 

interior, mientras que los dominios TM y CT forman un ancla dentro del virión. Dado que la 

proteína S es un homotrímero, hay tres HR1 y tres HR2 que en conjunto forman un haz de seis 

hélices perpendiculares a la membrana viral. Estos se encargan de regular la fusión, 
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procurando que el virus y la membrana de la célula huésped se acerquen lo suficiente para que 

logren fusionarse (Xia, 2021).  

La fusión de membrana requiere que exista un cambio conformacional en la proteína S, 

lo cual es efectuado por un evento de escisión que ocurre en la superficie celular a pH neutro o 

en el interior de un endosoma a pH reducido. Ambos eventos constituyen las dos vías de 

entrada del SARS-CoV-2 al huésped, la vía de la membrana-TMPRSS2 y la vía del endosoma-

catepsina L respectivamente (Rando et al., 2021; Xia, 2021). 

El cambio conformacional inicia mediante una señal clara de la proximidad entre un 

virus y una célula diana o entre una célula infectada y una célula diana. La señal más probable 

es la activación de proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) expresada en la superficie 

celular del huésped, pero si este no es el caso entonces ocurre una infección a través de 

endocitosis por la vía endosoma-catepsina L (Li et al., 2021; Xia, 2021). 

Respuesta inmunológica 

El sistema inmunológico cumple un rol fundamental en el combate de antígenos 

extraños presentes en la piel, tejidos, tracto gastrointestinal, vías respiratorias y fluidos 

corporales como la sangre (Glick et al., 2014). Se compone de dos líneas de defensa 

conocidas como sistema inmunológico innato o general y sistema inmunológico adaptativo o 

especializado; los cuales están estrechamente relacionados, pero cada uno de ellos consta de 

diferentes tipos de células con funciones específicas (Institute for Quality and Efficiency in 

Health Care, 2020). 

Respuesta inmunológica innata 

La inmunidad innata es la primera línea de defensa frente a un antígeno extraño, es un 

mecanismo inmediato que utiliza el huésped para combatir una infección. Los elementos que 

la componen están disponibles antes del inicio de la infección e incluyen barreras físicas como 

la piel, membranas mucosas, células fagocíticas, sustancias inflamatorias, además de 

mediadores bioquímicos (Actor, 2019).  
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La respuesta inmune innata es independiente del antígeno y carece de memoria 

inmunológica; por lo tanto es inespecífica e incapaz de reconocer el mismo patógeno en el 

futuro (Marshall et al., 2018). Sin embargo, la activación molecular y contacto entre los 

componentes de la respuesta inmune innata con la adaptativa, juega un rol importante y 

complementario para el control exitoso de una infección (Pérez-Galarza et al., 2021). 

Respuesta inmunológica adaptativa 

El sistema inmunológico adaptativo es fundamental cuando el nivel de activación de la 

inmunidad innata es ineficaz frente a un agente infeccioso que ha logrado establecerse dentro 

del organismo. Es la segunda línea de defensa del huésped, cuyas funciones principales son 

el reconocimiento de antígenos extraños específicos, generación de vías inmunológicas 

efectoras enfocadas a eliminar inmediatamente a un patógeno y el desarrollo de la memoria 

inmunológica capaz de reconocer y erradicar un antígeno en particular durante una infección 

futura (Marshall et al., 2018).  

La respuesta inmunológica adaptativa es llevada a cabo por los linfocitos, que son las 

células más específicas del sistema inmune y representan alrededor del 25% de los glóbulos 

blancos en sangre. Los linfocitos se destacan por ser la única célula del organismo que 

expresa receptores distribuidos de forma clonal, específicos y muy diversos frente a muchos 

antígenos; lo cual es producto de un fenómeno de recombinación aleatoria de segmentos de 

ADN durante sus etapas de maduración (Abbas et al., 2018; Rich et al., 2019).  

Los linfocitos se clasifican principalmente en linfocitos B y linfocitos T, propios de la 

respuesta adaptativa humoral y respuesta adaptativa celular, respectivamente. Además, la 

interacción entre ambas respuestas y sus células características, es llevada a cabo mediante 

proteínas solubles como las citoquinas y las quimiocinas (Actor, 2019).  

La respuesta inmune adaptativa es lenta debido a que requiere de un proceso de 

selección y expansión de células específicas para un determinado antígeno, a partir de grandes 

grupos de células B vírgenes y células T dirigidas a diferentes estructuras y secuencias 
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moleculares. Este tipo de respuesta inmunitaria tarda alrededor de 6 y 10 días luego del 

cebado del antígeno. Sin embargo, una vez que ha terminado la diferenciación exponencial de 

células T y B, la infección es erradicada inmediata (Sette & Crotty, 2021).  

Respuesta inmune adaptativa humoral  

La inmunidad humoral se caracteriza por ser el principal mecanismo de defensa frente a 

antígenos extracelulares y sus toxinas; está mediada por las células B, quienes sintetizan y 

secretan anticuerpos en fluidos como la sangre y secreciones mucosas, con el fin de marcar y 

neutralizar al antígeno. Las células B se originan por hematopoyesis y maduran en la médula 

ósea; además se caracterizan por expresar un receptor de unión a antígeno único en su 

membrana que les permite reconocer partículas extrañas directamente, sin necesidad de las 

células presentadoras de antígeno (APC) (Abbas et al., 2018; Rich et al., 2019). 

Los linfocitos B se activan por las células T colaboradoras, que inducen su 

diferenciación a gran escala. Algunos linfocitos B tienden a convertirse en células de memoria 

de larga duración que pueden intervenir en infecciones futuras, mientas que otros se 

transforman en células plasmáticas de vida corta, cuya función es la secreción de grandes 

cantidades de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) solubles para controlar la infección y luego 

sufren apoptosis. Además, en determinadas ocasiones, también actúan como APC para ayudar 

a las células T a reconocer un antígeno específico (Marshall et al., 2018).  

Respuesta inmune adaptativa celular 

La respuesta celular enfocada principalmente en el combate de antígenos intracelulares; 

está mediada por las células T, quienes se originan a partir de las células madre 

hematopoyéticas en la médula ósea y luego se mueven a través del torrente sanguíneo hasta 

el timo para madurar. Cada célula T tiene la capacidad de proliferar y diferenciarse con rapidez 

al recibir una señal dada por una APC, como las células dendríticas y en algunos casos por 

otras células como macrófagos, células B, fibroblastos y células epiteliales que expresan un 
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grupo de proteínas denominado como complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (Abbas 

et al., 2018; Pérez-Galarza et al., 2021).  

Las células T expresan un receptor heterodimérico único de unión a antígenos en su 

membrana denominado receptor de células T (TCR), el cual forma un complejo de llave-

cerradura con el antígeno específico.  Las células T circulan por todo el cuerpo a través del 

sistema linfático y sanguíneo, por lo que tiene una alta probabilidad de interactuar con una APC 

que ha digerido un antígeno y reconocer los residuos de fragmentos unidos al complejo CMH 

específico. El complejo CMH-antígeno activa el TCR de la célula T e induce la secreción de 

citocinas que mejoran la respuesta inmune (Marshall et al., 2018). 

Clasificación de los linfocitos 

Existen subgrupos de linfocitos B y T con diferentes características tanto fenotípicas 

como funcionales. Dichos subgrupos pueden ser identificados por la expresión de proteínas en 

su superficie celular, determinadas con un número “CD” único. El CD se refiere al clúster o 

cúmulo de diferenciación, conformado por un conjunto de proteínas de superficie específicas 

para el fenotipo de una sola célula o linaje celular. Las proteínas CD se utilizan principalmente 

para determinar la función, medir la variación de la proporción e identificar la distribución de 

poblaciones celulares en pacientes sanos y con enfermedad (Abbas et al., 2018; Actor, 2019).  

Los linfocitos B pueden ser foliculares, que son los más numerosos y activos; además 

de linfocitos B de la zona marginal y linfocitos B-1. Mientras que los linfocitos T se clasifican en 

cooperadores CD4+ y citotóxicos CD8+. Cada subgrupo puede encontrarse en diferentes 

localizaciones anatómicas y en proporciones variadas. La Tabla 3 resume las principales 

características de los diferentes tipos de linfocitos (Marti et al., 2017; Rich et al., 2019). 
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Tabla 3  

Clasificación de los linfocitos y sus principales características 

Tipo de 

Linfocito 

 

Función 

Receptor 

para 

Antígeno 

Especificidad 

Marcador 

de 

fenotipo 

Porcentaje de linfocitos 

totales (%) 

Sangre 
Ganglio 

linfático 
Bazo 

Linfocitos B 

foliculares 

Producción de 

anticuerpos 

Ig de 

superficie 

Diversa frente a 

muchos tipos de 

moléculas 

Receptor 

Fc, CMH II, 

CD19+, 

CD23+ 

5-20 20-25 40-45 

Linfocitos B de 

zona marginal 

Producción de 

anticuerpos 

Ig de 

superficie 

Limitada frente a 

un limitado grupo 

de moléculas  

IgM, 

CD27+ 
2-3 3-5 7-10 

Linfocitos B-1 
Producción de 

anticuerpos 

Ig de 

superficie 

Limitada frente a 

un restringido 

grupo de 

moléculas 

IgM, CD43, 

CD20, 

CD27, 

pero no 

CD70 

1-3 Inusual Inusual 

        

Linfocitos T 

CD4+ 

cooperadores 

Activa linfocitos 

B y macrófagos 

Estimula la 

inflamación 

Heterodímero 

αβ-TCR 

Diversa frente a 

complejos 

péptido-CMH II 

CD3+, 

CD4+, 

CD8- 

35-60 50-60 50-60 

Linfocitos T 

CD8+ 

citotóxicos 

Mata células 

cancerosas o 

infectadas con 

antígenos 

intracelulares 

Heterodímero 

αβ-TCR 

Diversa frente a 

complejos 

péptido-CMH I 

CD3+, 

CD4-, 

CD8+ 

15-40 15-20 10-15 

Linfocitos T 

reguladores 

Suprime la 

función de otros 

linfocitos para 

mantener la 

tolerancia frente 

a lo propio 

Heterodímero 

αβ-TCR 

Frente a 

complejos 

péptido-CMH II de 

antígenos propios 

y algunos 

extraños  

CD3+, 

CD4+, 

CD25+, 

FoxP3+ 

Inusual 10 10 

Linfocitos T 

citolíticos 

naturales 

(TNK) 

Suprime o activa 

respuestas 

innatas y 

adaptativas 

Heterodímero 

αβ-TCR 

Limitada frente a 

complejos 

glucolípido-CD1 

CD56+, 

CD16+, 

CD3+ 

5-30 Inusual 10 

Linfocitos T γδ 

Función 

cooperadora y 

citotóxica en la 

respuesta innata 

Heterodímero 

γδ-TCR 

Limitada frente a 

antígenos 

peptídicos y no 

peptídicos  

CD3+, 

CD4+ y 

CD8 

variable 

Inusual Inusual Inusual 

Linfocitos T 

invariantes 

asociados a 

mucosas 

(MAIT) 

Función 

cooperadora y 

citotóxica en el 

intestino 

Heterodímero 

αβ-TCR 

Limita frente a 

metabolitos 

bacterianos 

CD3+ y 

CD8+ la 

mayoría 

5 Inusual Inusual 

Nota. Ig: Inmunoglobulina, CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad, CD: Clúster de diferenciación. 

Adaptado de “Inmunología celular y molecular” (p. 22), por Abbas et al., 2018, Elsevier.  
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Origen de los linfocitos T 

Los linfocitos al igual que todas las células sanguíneas se originan a partir de las células 

troncales multipotentes o mejor conocidas como células troncales hematopoyéticas (HSC), 

derivadas de órganos linfáticos generadores como la médula ósea y el hígado fetal. Las HSC 

maduran y se transforman en progenitores linfocíticos, capaces de generar células linfoides 

innatas, linfocitos B y linfocitos T. Los progenitores linfociticos derivados de la médula ósea dan 

lugar a linfocitos B foliculares, linfocitos B de la zona marginal y linfocitos T con receptores αβ. 

Mientras que los progenitores linfocíticos generados en el hígado fetal, antes del nacimiento, 

dan lugar a los linfocitos B-1 y linfocitos T con receptores γδ (Rich et al., 2019).  

Los progenitores de los linfocitos B maduran en la médula ósea, mientras que los 

progenitores de los linfocitos T se trasladan y maduran en el timo. Durante su estancia en el 

timo, los linfocitos expresan receptores de antígeno y desarrollan capacidades funcionales, que 

dan lugar a células maduras y listas para recircular por el torrente sanguíneo hacia los órganos 

linfáticos secundarios (Abbas et al., 2018).  

La primera etapa de diferenciación de HSC es el compromiso del linaje linfoide, el cual 

depende de varios factores como la señalización de células del estroma, factores de 

crecimiento, citoquinas, quinasas y moléculas de superficie como Notch-1. La acción conjunta 

de Notch-1 con GATA-3, promueve el desarrollo del linaje de linfocitos T con receptores 

principalmente αβ. Además, la interleucina 7 (IL-7) es clave para el desarrollo, proliferación y 

supervivencia de los progenitores celulares de los linfocitos T, debido a que es producida por 

las células del estroma de la médula ósea y por las células epiteliales del timo (Marti et al., 2017; 

Taniuchi, 2018).  

Maduración de los linfocitos T 

La maduración tímica es fundamental debido a que solo entre el 1 y 3% de progenitores 

celulares de los linfocitos T que ingresan al timo logran sobrevivir los pasos de selección y 

madurar completamente, la Figura 6 esquematiza dicho proceso. Inicialmente, los progenitores 
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de linfocitos T transportados por la sangre, atraviesan el endotelio de las vénulas postcapilares 

en la región de la unión corticomedular del timo.  Los precursores de linfocitos T inmaduros o 

también denominados timocitos, colonizan el timo gracias a la unión de quimiocinas (CC) con 

receptores específicos. Los timocitos en este punto no expresan el TCR, CD3, CD4 ni CD8; por 

lo cual se los llama timocitos con doble negatividad (DN) en un estado de prolinfocito T de 

maduración. Luego de su llegada, los timocitos DN se mueven desde el seno subcapsular y 

región cortical externa, hacia la corteza del timo, gracias a la unión de la quimiocina CCL25 con 

el receptor CCR9 (Coico & Sunshine, 2015; Marti et al., 2017).  

En la corteza ocurren los estados de maduración, que incluyen la expresión de TCR αβ 

o γδ por primera vez, seguido de la maduración de timocitos en linfocitos CD4+ o CD8+. Los 

timocitos (DN) pasan del estadio prolinfocito T al estadio prelinfocito T, cuando se producen 

recombinaciones productivas en procesos de reordenamiento génico, que en el 90% de los 

casos genera la subunidad β del receptor TCR. El complejo prelinfocito T emite señales que 

inhiben la formación de timocitos DN, eliminación de subunidades β con reordenamientos no 

productivos y promueve la transición de timocitos DN a timocitos con doble positividad (DP). 

Los timocitos DP expresan la subunidad α de TCR mediante reordenamiento génico y 

consecuentemente expresan heterodímeros αβ-TCR totalmente formados (Taniuchi, 2018).  

También en la corteza ocurre un proceso de selección positiva, en el cual se verifica que 

los receptores TCR de los timocitos DP puedan reconocer con avidez baja a los complejos de 

CMH unidos con péptidos propios. Los timocitos DP que reconozcan CMH-I se convertirán en 

timocitos de una sola positividad (SP) del linaje CD8+ y los que reconozcan CMH-II se 

convertirán en timocitos SP del linaje CD4+. Aquellos que no expresen un reordenamiento 

productivo de la subunidad α y aquellos que reconocen moléculas propias de CMH con alta 

avidez son considerados autorreactivos y son eliminados mediante un proceso de selección 

negativa que induce su apoptosis. Aunque, algunos de ellos son seleccionados por células 

dendríticas y macrófagos para convertirse en linfocitos T reguladores CD4+ cuya función será 



40 

 

evitar reacciones autoinmunitarias. A su vez, aquellos timocitos cuyos receptores no reconocen 

moléculas propias presentadas por CMH se los considera defectuosos y también mueren por 

apoptosis en un fenómeno denominado “muerte por abandono” (Hwang et al., 2020; Rich et al., 

2019). 

Figura 6  

Maduración de los linfocitos T 

Nota. Se muestra la ruta general de maduración de los linfocitos T desde el origen de los 

precursores linfocíticos en la médula ósea hasta el proceso de maduración en el timo y 

posterior recirculación a través de los órganos linfáticos secundarios. Adaptado de “Lymphocyte 

Updates - Cancer, Autoimmunity and Infection: Lymphoid Hematopoiesis and Lymphocytes 

Differentiation and Maturation” (p.9) por Marti et al., 2017, InTech. 

Los timocitos DP que logran superar los procesos de selección en la corteza y se 

trasforman en timocitos SP, se trasladan a la médula del timo mediante la unión de las 

quimiocinas CCL21 y CCL19 con el receptor CCR7. En este punto, ocurre un segundo proceso 

de selección negativa mediado por el regulador autoinmune (AIRE) expresado por las proteínas 
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epiteliales medulares. Además, ocurren procesos de diferenciación funcional y fenotípica en 

linfocitos T (SP) CD4+ CD8- o CD8+ CD4-. Finalmente, los linfocitos inmunológicamente 

competentes y maduros, abandonan la médula tímica, a través de un gradiente de 1-fosfato de 

esfingosina, para formar parte de los linfocitos periféricos e ingenuos, listos para ser activados 

por una APC (Marti et al., 2017; Taniuchi, 2018).  

Activación de los linfocitos T 

Los procesos de señalización e interacción celular durante la etapa de maduración en el 

timo, proporcionan al huésped un extenso repertorio de células T con receptores de antígeno 

únicos y específicos, originados por recombinación somática y capaces de reconocer una 

amplia gama de antígenos (Coico & Sunshine, 2015). Los linfocitos T maduros llegan a los 

órganos linfáticos secundarios o periféricos, que incluyen a los ganglios linfáticos, el bazo y 

tejidos mucosos; donde circulan en un estado de reposo a través de una red reticular de 

fibroblastos y pueden adquirir capacidades funcionales únicamente al ser activados por la 

interacción con una APC (Abbas et al., 2018).  

Existen tres etapas que comprenden la activación de los linfocitos T; la primera etapa 

corresponde a la presentación del antígeno. Durante esta etapa, las APC dotadas de 

receptores de reconocimiento de patrones (PPR) específicos para los patrones asociados a 

patógenos (PAM), migran hacia los ganglios linfáticos para encontrar un determinado antígeno; 

y luego lo degradan hasta formar fragmentos peptídicos con una longitud adecuada para unirse 

a los surcos específicos de las moléculas CMH y ser exhibidos a los linfocitos T vírgenes (Tai 

et al., 2018).  

La siguiente etapa consiste en el reconocimiento del antígeno por el complejo TCR, el 

cual está formado por la asociación no covalente entre el receptor TCR y las subunidades de 

proteínas CD3 γ, δ, ε y ζ, como se muestra en la Figura 7. El receptor TCR posee la capacidad 

de reconocer fragmentos de antígenos unidos a CMH y también autoantígenos; consta de 

cadenas α y β con dominios variables y constantes que se encuentran unidos entre sí por 



42 

 

enlaces disulfuro. Los dominios variables tanto α como β poseen tres regiones hipervariables o 

conocidas como regiones determinantes de la complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3). 

CDR3 es la región de mayor tamaño y juega un rol fundamental en la unión con el antígeno, 

debido a que sufre un cambio conformacional diagonal que permite la unión específica del 

receptor al complejo péptido-CMH (Coico & Sunshine, 2015; Rich et al., 2019).  

Figura 7  

Esquema del complejo TRC y correceptores CD4 y CD8 de linfocitos T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. La carga asociada a los enlaces disulfuro de los residuos transmembrana es indicada 

como básica (+) y ácida (−). Lck: Tirosina quinasa. ITAM: Motivos de activación basados en 

tirosina de inmunorreceptores. Adaptado de “Clinical Immunology: Principles and Practice” (p. 

72), por Rich et al., 2019, Elsevier. 
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Las subunidades de CD3 se encuentran unidas por interacciones hidrofóbicas y aunque 

no tienen un rol directamente involucrado con el reconocimiento del antígeno, su función 

principal es la transmisión de señales desencadenadas por el TCR a través de motivos de 

activación basados en tirosina de inmunorreceptores (ITAM) presentes en su cola 

citoplasmática. Los ITAM consisten en repeticiones en tándem de una secuencia con tirosina, 

presente tres veces en la cadena CD3 ζ y una vez en las cadenas CD3 γ, δ y ε; como se 

muestra en la Figura 7 (Hwang et al., 2020).    

La tercera y última etapa de activación de los linfocitos T, consiste en la captación de 

dos señales claves. La señal 1 está dada por la unión del TCR con el complejo péptido-CMH; la 

cual induce la fosforilación de ITAM mediante la acción de proteínas tirosina quinasas y facilita 

la interacción de otras moléculas efectoras o coestimuladores con el complejo TCR y 

correceptores CD4 o CD8, según el caso. El contacto físico de los coestimuladores con la 

interfaz CD y TCR, da lugar a una estructura diana denominada Sinapsis Inmunitaria (SI) que 

se convierte en la señal 2 de activación (Abbas et al., 2018; Tai et al., 2018).  

Las células T captan la señal 1 luego de varias horas durante las cuales se ha 

producido una señalización sostenida a través de múltiples TCR, asegurando la estimulación 

eficaz de las vías de transducción de señales, mismas que conducen a la activación de los 

factores de transcripción nuclear. Mientras que la señal 2 es trasferida a través de ITAM del 

dominio citoplasmático de CD3, luego de que se ha establecido la estructura SI. La vía 

coestimuladora mejor caracterizada, está dada por el receptor de superficie del linfocito T 

denominado CD28 que tiende a unirse a las moléculas coestimuladoras B7-1 (CD80) y B7-2 

(CD-86) expresadas en la superficie de las APC. Sin embargo, se ha detectado otras señales 

que también forman parte del constructo SI como CTLA-4 con CD80, CTLA-4 con CD86, LFA-1 

con ICAM-1, LFA-1 con ICAM3 y CD2 con LFA-3, ilustrados en la Figura 8A (Abbas et al., 

2018; Coico & Sunshine, 2015). 



44 

 

Figura 8  

Mecanismo de activación de los linfocitos T  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Señal 2 de la activación dada por la unión de receptores de superficie del linfocito T 

con coestimuladores expresados en la superficie de las APC. Adaptado de “Immunology: A 

short course” (p. 155), por Coico, R. & Sunshine, G., 2015, John Wiley & Sons Ltd. B: Vías de 

señalización implicadas en la activación del linfocito T. TCR emite señales que activan a las 

tirosinas quinasas (PTK), como LCK y ZAP-70. PTK fosforila y activa la fosfolipasa Cγ1 

(PLCγ1). PLCγ1 hidroliza al fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) y produce diacilglicerol (DAG) e 

inositol trifosfato (IP3).  IP3 estimula el aumento de calcio intracelular, activando la fosfatasa 

calcineurina y ésta desfosforila NFAT permitiendo su translocación al núcleo. A su vez, DAG 

induce la actividad de RAS-GRP1 y activa RAS, el cual se une y estimula la quinasa RAF1, 

dando lugar a una cascada de serina/treonina quinasas (MAPK) que permite la translocación 

nuclear de las quinasas ERK. Además, DAG activa el complejo CARMA/BCL-1/MALT1, que 

fosforila a la quinasa IκB (IKK) y luego ésta fosforila a IκB-α, lo que en consecuencia libera NF-

κB al núcleo. Los factores de transcripción NFAT, NFκB y los derivados de la vía MAPK regulan 

la transcripción de genes críticos para la activación de células T, como IL-2. Adaptado de 

“Clinical Immunology: Principles and Practice” (p. 187), por Rich et al., 2019, Elsevier.  

A B 
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La captación consecuente de las señales 1 y 2, desencadena un conjunto de vías de 

señalización que son dirigidas por citocinas, moléculas coestimuladoras, quimiocinas, integrinas 

y metabolitos, como se ilustra en la Figura 8B. Dichas vías de señalización promueven la 

activación y diferenciación de las células T vírgenes en subtipos específicos de células efectoras 

y de memoria, que dotan de la capacidad de migrar a cualquier tejido y responder ante una 

infección. Sin embargo, en algunos casos la captación simultanea de las señales 1 y 2 o la 

ausencia de una vía coestimuladora podía significar una señal de apagado para las células T, 

por lo que se traduciría en un estado de tolerancia, clon incompetente con respuesta nula o 

eliminación del linfocito T (Rich et al., 2019; Tai et al., 2018).    

El proceso de activación de los linfocitos T también implica la expresión de moléculas de 

superficie que modulan las respuestas inmunológicas mediante mecanismos de 

retroalimentación positiva al incrementar la magnitud de activación de los linfocitos T y 

retroalimentación negativa al inhibir la activación hasta un límite seguro para proteger al 

organismo de una respuesta inapropiada, evitando así enfermedades autoinmunes e 

inflamatorias (Abbas et al., 2018; Hwang et al., 2020).  

Los coestimuladores y las citocinas presentes durante la activación, inducen factores de 

transcripción específicos para la diferenciación de un determinado grupo de células T, según 

los requerimientos del huésped para combatir al antígeno, como se ilustra en la Figura 9.  Las 

células T CD4+ activadas pueden diferenciarse en linfocitos T reguladores inmunosupresores 

(Treg) o linfocitos T efectores inflamatorios como los T auxiliares (Th1, Th2, Th9, Th17 y Th22) 

y los T auxiliares foliculares (Tfh). Este tipo de células están definidas en función a la 

producción de citocinas proinflamatorias como el interferón (IFN-γ) y los factores de necrosis 

tumoral (TNF-α o TNF-β) (Marti et al., 2017). 
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Figura 9  

Activación y respuesta de los linfocitos T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Esquema de respuesta de los linfocitos T tras el reconocimiento del antígeno en el 

huésped. Adaptado de “Inmunología celular y molecular” (p. 210), por Abbas et al., 2018, 

Elsevier. 

Al igual que las células T CD4+, las células T CD8+ pueden diferenciarse en linfocitos 

con una misión regulatoria (Tc1, Tc2, Tc9 y Tc17); de los cuales el más caracterizado ha sido 

Tc1 o denominado linfocito citotóxico (CTL), cuya función es la eliminación directa de células 

infectadas, dañadas, disfuncionales y tumorales; por medio de la acción de IL-2 e IL-12, 

altamente citotóxicas que permiten la expresión de altos niveles de IFN-γ, TNF-α, granzimas y 

perforinas (Marti et al., 2017). Al erradicar la infección las células efectoras son eliminadas por 

fagocitosis para devolver el organismo a un estado de homeostasis, pero algunas de ellas se 

conservan como células de memoria principalmente en tejidos mucosos, piel y en órganos 

linfáticos; mismas que dotan de la capacidad para diferenciarse exponencialmente durante 

futuros encuentros con el mismo antígeno (Marshall et al., 2018; Sette & Crotty, 2021).  
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Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) 

El CMH comprende un conjunto de genes estrechamente relacionados que se heredan 

como una unidad y son responsables de la coordinación de la respuesta inmune tanto innata 

como adaptativa. Se sabe que el CMH está presente en todos los vertebrados y que en el ser 

humano se lo conoce como sistema de antígenos leucocitario humano (HLA) (Grifoni et al., 

2021). Cumple un rol fundamental en la respuesta inmunológica frente a patógenos como virus, 

bacterias, hongos y parásitos; así como también interviene en procesos de trasplante, 

autoinmunidad, cáncer, respuestas a fármacos y vacunas, entre otros (Rich et al., 2019).   

Los principales tipos de CMH incluyen al CMH de clase I (CMH-I) que se expresa en la 

superficie de todas las células nucleadas y al CMH de clase II (CMH-II) que se expresa en la 

superficie de células epiteliales y células inmunes como las células B, monocitos, macrófagos y 

células dendríticas. La función primordial de CMH-I y CMH-II durante la respuesta inmune, es la 

presentación de fragmentos peptídicos derivados de antígenos fagocitados y células 

infectadas, a las células T CD8+ y CD4+ respectivamente (Pérez-Galarza et al., 2021). 

CMH-I y CMH-II son glicoproteínas transmembrana, comparten un pliegue similar de 

unión que se compone de dos dominios y cuya función es adaptarse al péptido del antígeno 

mediante enlaces de hidrógeno e interacción entre aminoácidos para formar el complejo CMH-

péptido (Grifoni et al., 2021). El pliegue, en el CMH-I está compuesto de una sola cadena 

pesada (α) asociada de forma no covalente con un pequeño polipéptido invariable de β2-

microglobulina (β2m) y rodeado por residuos de tirosina en los extremos, que limitan la unión 

de péptidos de un tamaño entre 8 a 11 residuos de longitud. Mientras que en el CMH-II, está 

conformado por dos cadenas (α y β) que permiten el acople de péptidos de entre 10 a 30 

residuos de longitud (Arshad et al., 2022; Wieczorek et al., 2017).  

La unión del péptido es un paso integral para la biosíntesis y ensamblaje del CMH, por 

lo que ocurre antes de su expresión en la superficie celular de las APC. Muchos antígenos 

están conformados por proteínas grandes y complejas, por lo que es crucial que exista un 
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mecanismo de proteólisis que permita romper las estructuras y convertirlas en péptidos más 

accesibles para el CMH; dicho mecanismo es mejor conocido como procesamiento del 

antígeno (Grifoni et al., 2021). 

La vía del CMH-I para el procesamiento de proteínas citosólicas derivadas de antígenos 

endógenos como virus replicados, proteínas bacterianas inyectadas y parásitos fagocitados; 

consiste en la degradación proteolítica a través del complejo citoplasmático de enzimas 

denominado proteosoma.  El proteosoma degrada proteínas mal plegadas o dañadas de 

manera rutinaria mediante mecanismos de ubiquitinación, pero en presencia de IFN-γ, el 

proteosoma potencia sus funciones inmunológicas (Abbas et al., 2018). Los péptidos 

generados por la degradación en el proteosoma son transportados selectivamente al retículo 

endoplásmico mediante un trasportador de péptidos (TAP) y luego se unen a las cadenas de 

CMH previamente ensambladas. El complejo CMH-I-péptido se mueve a través del aparato de 

Golgi hacia la superficie celular, donde se muestra y se presenta a una célula T CD8+ que 

expresa el receptor de antígeno pertinente; como se muestra en la Figura 10A (Coico & 

Sunshine, 2015).  

La vía del CMH-II para el procesamiento de proteínas exógenas se basa en la 

interiorización de proteínas desde el exterior de la célula hacia el citoplasma, mediante 

vesículas intracelulares que se fusionan con endosomas y lisosomas ácidos (pH~4). Dichas 

vesículas contienen enzimas proteasas como las catepsinas, que generan péptidos de menor 

tamaño. Simultáneamente, durante la síntesis de CMH-II en el retículo endoplásmico rugoso, 

una cadena invariable (CD74) se adhiere al surco de unión del CMH con el fin de evitar la unión 

de péptidos propios del huésped y actúa como chaperona para permitir su entrada al complejo 

de Golgi. Luego la cadena invariable se degrada formando un polipéptido invariable asociado a 

clase II (CLIP) que estimula la fusión de las vesículas que contienen al CMH con aquellas que 

contienen fragmentos del antígeno. El intercambio de péptidos entre el complejo CMH-II-CLIP y 

los péptidos derivados del antígeno exógeno es catalizado por la enzima HLA-DM y una vez 
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formado, el complejo CMH-II-péptido sale a la superficie celular y presenta el antígeno a una 

célula T CD4+ que expresa el receptor de antígeno apropiado, tal como se muestra en la Figura 

10B (Rich et al., 2019; Wieczorek et al., 2017).  

Las células dendríticas particularmente son un tipo de APC que tiene la capacidad de 

capturar o ingerir células infectadas por virus o células tumorales a través de vesículas por 

fagocitosis o pinocitosis. Al encontrarse en el citoplasma, dichas células son digeridas por el 

complejo proteosoma y luego son presentados a los linfocitos T CD8+, dando lugar a un 

proceso denominado presentación cruzada (Abbas et al., 2018; Coico & Sunshine, 2015).  

Figura 10  

Presentación de antígenos por CMH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Procesamiento de un antígeno endógeno por el CMH-I y presentación a los linfocitos T 

CD8+. B: Procesamiento de un antígeno exógeno por el CMH-II y presentación a los linfocitos T 

CD4+. Adaptado de “Immunology: A short course” (p. 125 y 126), por Coico, R. & Sunshine, G., 

2015, John Wiley & Sons Ltd. 
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Respuesta inmune frente al SARS-CoV-2 

El SARS-CoV-2 ingresa por el tracto respiratorio superior del huésped y luego se 

propaga hacia otros órganos, especialmente a los pulmones. La respuesta inmune inicia 

durante la incubación del virus en las células de la mucosa oral y nasal, cuando el ARN viral es 

reconocido por receptores innatos del huésped como los TLR7, TLR8 y TLR3; además de los 

receptores tipo RIG (Bartleson et al., 2021). El reconocimiento del antígeno estimula la 

producción de citocinas proinflamatorias que en conjunto generan un ambiente tisular antiviral y 

promueven el reclutamiento de células efectoras; una de ellas las células dendríticas quienes 

migran a los ganglios linfáticos y activan la respuesta inmune adaptativa (Soraci et al., 2022).  

La magnitud de la carga viral inicial y la eficacia de la respuesta inmune innata mediada 

principalmente por INF de tipo I y III, son determinantes para establecer la respuesta inmune 

adaptativa y la condición clínica del huésped (Ricci et al., 2021; Sette & Crotty, 2021). Cuando 

la respuesta inmune innata, inicialmente protectora, se activa de forma desequilibrada puede 

provocar una condición perjudicial de hiperinflamación sistémica temprana y sostenida, seguida 

de daño tisular y mayor expresión de citocinas y quimiocinas que en conjunto dan lugar a un 

fenómeno denominado “tormenta de citocinas”, causante de COVID-19 grave y con 

consecuencias fatales, especialmente en pacientes con comorbilidades preexistentes 

(Kedzierska & Thomas, 2022; Moss, 2022; Toor et al., 2021). Además, se ha reportado que los 

huéspedes de edad avanzada son más susceptibles a desarrollar COVID-19 grave debida a la 

inmunosenescencia, la cual puede dificultar las respuestas tempranas de IFN tipo I, agravar la 

condición de hiperreactividad de la vía de señalización JAK-STAT y sobrecargar a las células 

de su sistema inmunitario (Bartleson et al., 2021). A su vez se ha detectado que CMH puede 

estar asociado a polimorfismos genéticos y que su expresión puede estar influenciada por las 

condiciones hiperinflamatorias del huésped; lo que en consecuencia tiende a aumentar su 

susceptibilidad a desarrollar COVID-19 severo (Shah et al., 2020).   
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La mayoría de epítopos del virus SARS-CoV-2 presentados por CMH a las células T, se 

derivan de proteínas estructurales como las proteínas S y N, tanto en huéspedes humanos 

como en modelos animales. No obstante, se ha informado que la infección por SARS-CoV-2 en 

pacientes con COVID-19 y también en ensayos con líneas celulares epiteliales, tiende a alterar 

la vía de procesamiento de antígenos mediada por CMH-I, es decir la vía de proteasoma. Lo 

cual se ha calificado como un mecanismo de evasión de la respuesta inmune, desarrollado por 

el virus gracias a sus proteínas accesorias ORF6, ORF8, ORF7a y ORF3a (Arshad et al., 2022; 

Nguyen et al., 2021; Yoo et al., 2021).  

La activación de la inmunidad adaptativa ocurre entre los días 7 y 10 tras el ingreso del 

virus a la célula. Se ha registrado la ocurrencia de respuestas tempranas protagonizadas por 

los anticuerpos IgM e IgA secretados por los linfocitos B; seguidas de IgG con un pico máximo 

aproximadamente entre el día 50 al 60 después de la infección, que puede durar hasta 10 

meses (Jordan, 2021). A su vez, la respuesta adaptativa celular ha sido detectable entre los 

días 10 y 20 tras el inicio de los síntomas y se ha visto caracterizada por la mayor prominencia 

de células T CD4+ respecto a células T CD8+ , lo que se ha asociado con el control primario de 

la infección por SARS-CoV-2, en ensayos in vivo con modelos animales (Li et al., 2021; Soraci 

et al., 2022).  

Algunos estudios han demostrado que la inducción rápida de células T CD4+ específicas 

para SARS-CoV-2, es esencial para la eliminación viral acelerada y se asocian con COVID-19 

leve, mientras que la ausencia prolongada podría desencadenar COVID-19 grave o mortal 

(Kedzierska & Thomas, 2022). Este hallazgo se sustenta en que las células T CD4+ poseen la 

capacidad de diferenciarse en una variedad de células auxiliares y efectoras como se ilustra en 

la Figura 11; cuyas  funciones son instruir a las células B para la secreción de anticuerpos 

neutralizantes, ayudar a reclutar células T CD8+, estimular células innatas, así como también 

ejecutar actividades antivirales directas y promover la reconstrucción de tejidos afectados por la 

infección (Painter et al., 2021; Sette & Crotty, 2021).  
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Figura 11 

Respuesta inmune adaptativa específica frente al antígeno SARS-CoV-2 

 

Nota. La figura esquematiza la respuesta inmune adaptativa inducida por una vacuna de ARNm 

del SARS-CoV-2. Las células T inducidas demuestran memoria central e incluyen los 

subconjuntos Tfh y Th1, similar a lo que ocurre durante una infección natural. Adaptado de 

“Rapid induction of antigen-specific CD4+ T cells guides coordinated humoral and cellular 

immune responses to SARS-CoV-2 mRNA vaccination” (p.2), por Painter et al., 2021, bioRxiv, 

1(1). 

Se ha informado que las poblaciones de células T CD4+ y CD8+ de memoria específicas 

para SARS-CoV-2, tienen a disminuir dentro de los 3 y 6 meses luego del inicio de la 

enfermedad. Aunque, luego de los 6 meses se ha detectado la presencia de linfocitos Thf de 

memoria (Kedzierska & Thomas, 2022). La presencia de células T de memoria específicas para 

SARS-CoV-2, residentes en el pulmón está correlacionada con el control de la gravedad en 

caso de una reinfección. Además, se ha observado la inducción de células T de memoria tras la 

vacunación en modelos animales, por lo que se ha alentado al desarrollo de vacunas frente a 
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este antígeno (Moss, 2022). La vacunación masiva de una población es la estrategia más 

efectiva para controlar, eliminar o contener la enfermedad, debido a que promueve la memoria 

inmunitaria y previene consecuencias graves en los casos de reinfección por SARS-CoV-2 

(Lahariya, 2016; Zheng et al., 2022). 

Vacunas  

Las vacunas consisten en preparados biológicos que proporcionan inmunidad adquirida 

activa al huésped, frente a una determinada enfermedad. Su origen se remonta al año 1796, 

cuando Edward Jenner desarrolló la primera vacuna dirigida contra la viruela. Aunque, fue en la 

década de 1960 cuando se estableció de forma definitiva los programas de inmunización y 

desde entonces las vacunas han salvado millones de vidas alrededor de todo el mundo 

(Ndwandwe & Wiysonge, 2021).  

El mecanismo de acción de las vacunas se basa en la estimulación segura de la 

respuesta inmune, empleando una molécula que forma parte del antígeno de interés; con el 

objetivo de generar una memoria inmunitaria específica y de larga duración (Glick et al., 2014). 

Tras la administración de la vacuna, las moléculas antigénicas son reconocidas por las APC del 

sistema inmune innato, lo que desencadena múltiples eventos de señalización que promueven 

el mecanismo de procesamiento de antígenos; los fragmentos peptídicos resultantes son 

conjugados con las moléculas de CMH y luego presentados a los linfocitos T, promoviendo su 

activación y diferenciación en células efectoras y de memoria, que protegerán al huésped frente 

a una infección futura, como se ilustra en la Figura 12 (Ghattas et al., 2021; Pollard & Bijker, 

2021).   
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Figura 12  

Mecanismo de acción de las vacunas 

 

Nota. La figura muestra la activación de la respuesta inmune tras la administración 

intramuscular de una vacuna frente a un antígeno específico. Adaptado de “Vaccine 

Technologies and Platforms for Infectious Diseases: Current Progress, Challenges, and 

Opportunities” (p. 4), por Ghattas et al., 2021, Vaccines, 9(12). 

De manera general, las vacunas están compuestas por una molécula activa derivada 

del patógeno de interés, preservantes, estabilizantes, excipientes y trazas de compuestos 

empleados durante su procesamiento. Algunos de estos compuestos pueden desencadenar 

eventos adversos variables en un rango de serio a moderado; incluyendo hipersensibilidad, 
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efectos neurológicos, autoinmunidad, entre otros; que pueden ser controlados o evadidos 

mediante investigación con ensayos clínicos (Ghattas et al., 2021). 

Dichos ensayos clínicos permiten estudiar la protección conferida por una vacuna, 

mediante análisis de la respuesta inmune inducida y su relación con ciertos criterios, como la 

prevención de la enfermedad, disminución de la gravedad de la enfermedad o la reducción de 

la tasa de hospitalización debida a la enfermedad (Pollard & Bijker, 2021).  Además, todos los 

procesos de desarrollo de vacunas son estrictamente regulados y monitoreados por  

organizaciones internacionales como la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA), 

los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) y la Agencia Europea de 

Medicamentos (EMA) en coordinación con la Organización Mundial de la Salud (OMS) (He 

et al., 2021).  

Plataformas de vacunas  

En la actualidad, existen diferentes tipos o plataformas de vacunas que incluyen a las 

vacunas vivas atenuadas, totalmente inactivadas, conjugadas, basadas en toxinas, basadas en 

subunidades recombinantes, basadas en vectores virales o bacterianos, basadas en ácido 

nucleico (ADN y ARN) y basadas en partículas similares a virus (Ghattas et al., 2021). Las 

vacunas vivas usualmente brindan protección inmunitaria luego de una sola dosis, pero otras 

como las vacunas enteras inactivadas requieren de múltiples dosis para asegurar una 

respuesta satisfactoria frente al antígeno. Las dosis sucesivas se deben aplicar en un intervalo 

de 4 a 8 semanas; y las dosis de refuerzo en intervalos de 6 meses luego de haber completado 

la serie primaria de vacunación (Lahariya, 2016). A continuación, se describen algunas 

plataformas de vacunas dirigidas principalmente a patógenos virales. 

Vacunas vivas atenuadas. Se preparan a partir del antígeno entero y debilitado, 

incapaz de producir enfermedad, pero sí de replicarse y simular un proceso de infección 

natural. Su elaboración implica el uso de técnicas de modificación genética para 

silenciar genes virulentos y métodos físicos asociados a cambio de temperatura, que 
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permiten la atenuación del antígeno. Una sola dosis puede generar una respuesta 

inmune celular robusta sin necesidad de adyuvantes; sin embargo su procesamiento 

requiere personal calificado, riguroso control de calidad, altos costos y en determinados 

casos puede causar enfermedad en pacientes inmunodeprimidos (Pollard & Bijker, 

2021).   

Vacunas enteras inactivadas. Se derivan de una forma muerta del patógeno 

capaz de inducir respuestas humorales frente a múltiples dianas. La inactivación se 

realiza por medio de métodos químicos como el uso de formaldehído, ácido ascórbico, 

peróxido de hidrógeno y otros; que pueden combinarse con métodos físicos que 

incluyen calor, modificación de pH y radiación. Aunque son termoestables y su 

producción es de bajo costo; estas vacunas no son capaces de generar respuestas 

celulares y requieren ser administradas en varias dosis para alcanzar una protección 

duradera (Kudlay & Svistunov, 2022).  

Vacunas de partículas similares a virus. Consisten en un ensamblaje 

macromolecular que aparenta la morfología del patógeno viral natural. Se producen por 

transfección en vectores celulares de mamíferos, vegetales, insectos, levaduras o 

bacterias, que luego son multiplicadas en biorreactores. Son diseñadas con el objetivo 

de inducir inmunidad celular frente a múltiples dianas, sin embargo, presenta desafíos 

en cuanto a su diseño, purificación y almacenamiento; debido a que requieren de 

tecnología especializada y altos costos de producción (Ndwandwe & Wiysonge, 2021).   

Vacunas de péptidos sintéticos. Se basan en péptidos del patógeno que han 

sido catalogados como inmunodominantes. Su procesamiento involucra tecnología 

recombinante y está sujeto a estrictos procesos de síntesis, purificación y 

caracterización (Yadav et al., 2020). Además, requieren la adición de adyuvantes para 

asegurar su reconocimiento por las APC y potenciar la respuesta inmune. Son una de 

las plataformas más seguras para el huésped e inducen respuestas tanto humorales 
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como celulares, aunque están limitadas sólo a unos pocos epítopos (Ghattas et al., 

2021). 

Vacunas basadas en vectores virales. Se derivan de virus diseñados mediante 

ingeniería genética, para codificar genes de uno o más antígenos diana, sin la 

capacidad de replicarse (Glick et al., 2014). Son seguras, fáciles de producir, requieren 

de una sola dosis de administración y resultan altamente inmunogénicas, pues inducen 

respuestas inmunes humorales y celulares potentes. Sin embargo, el uso de vectores 

quiméricos y de biomoléculas derivadas de otras especies distintas al humano,  puede 

ocasionar efectos adversos (Kudlay & Svistunov, 2022).  

Vacunas de ácidos nucleicos. Utilizan información genética que codifica una 

proteína del antígeno de interés, en forma de ADN o ARNm. Para administrarse, este 

tipo de vacunas deben ser encapsuladas en nanopartículas o introducidas directamente 

en las células mediante herramientas de ingeniería genética. Inducen respuestas 

inmunitarias mediadas por células B y células T citotóxicas, luego de expresar la 

proteína diana en la superficie celular. No obstante requieren amplios conocimientos de 

biología molecular e ingeniería genética (Ndwandwe & Wiysonge, 2021). 

Vacunas para COVID-19 

El desarrollo de una vacuna requiere de un amplio entendimiento sobre el 

funcionamiento del sistema inmunitario, la biología del patógeno y las interacciones huésped-

patógeno; por lo que el proceso estándar de desarrollo usualmente es extenso y tedioso 

(Ghattas et al., 2021). Sin embargo, la emergencia generada por la pandemia de COVID-19 

obligó a reducir extremadamente el tiempo de desarrollo y aprobación de vacunas con el fin de 

contrarrestar las muertes y propagación de la enfermedad (Ndwandwe & Wiysonge, 2021). 

Algunas de las vacunas más destacadas, que fueron autorizadas para uso de 

emergencia frente a COVID-19 incluyen a ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222; Oxford-AstraZeneca) 

con 70.4% de efectividad, BNT162b2 mRNA COVID-19 (Pfizer-BioNTech) con 95% de 
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efectividad, mRNA-1273 (Moderna) con 94.1% de efectividad y vacuna C COVID-19 absorbida 

e inactivada (CoronaVac) con 50.7% de efectividad (Zheng et al., 2022). Sin embargo, el virus 

causante de COVID-19 sigue mutando y generando nuevas variantes, por lo que los esfuerzos 

por desarrollar una nueva y mejor vacuna continúan en pie. Según la Organización Mundial de 

la Salud (2022), existen 198 vacunas en etapas preclínicas y 169 vacunas en etapas clínicas 

de desarrollo; mismas que incluyen a múltiples plataformas de diseño, de las cuales el mayor 

porcentaje corresponde a vacunas basadas en subunidades de proteínas y vacunas basadas 

en ARN, como se muestra en la Figura 13 (Kudlay & Svistunov, 2022; World Health 

Organization, 2022). 

Figura 13  

Vacunas para COVID-19 en etapa clínica de desarrollo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Reporte de vacunas en desarrollo según la OMS. Adaptado de “COVID-19 - Landscape 

of novel coronavirus candidate vaccine development worldwide” (p. 1), por Organización 

Mundial de la Salud, 15 de julio de 2022.  
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Desarrollo de proteínas recombinantes en el laboratorio 

Las proteínas recombinantes son aquellas que se obtienen al expresar un gen clonado 

en un huésped distinto al original, su diseño y producción han contribuido en gran medida al 

campo de la investigación y la medicina. La producción de proteínas recombinantes implica el 

aislamiento o síntesis de un gen de interés a partir de un organismo vivo, luego la introducción 

del gen en un plásmido mediante el uso de herramientas moleculares como las enzimas de 

restricción, seguido de la transformación del huésped utilizando el plásmido diseñado y la 

expresión del gen en dicho huésped (Alberts et al., 2015). 

Los huéspedes utilizados como sistemas de expresión incluyen bacterias, células de 

mamíferos, levaduras, células de insecto, plantas y animales transgénicos. Cada uno de ellos 

con sus propias ventajas y desventajas, por lo que no se puede definir un huésped óptimo 

universal para la expresión de proteínas recombinantes (Glick et al., 2014; Tripathi & 

Shrivastava, 2019).  

Por ejemplo, E. coli proporciona bajos costos de producción, un rápido crecimiento y 

una elevada tasa de expresión; sin embargo, las proteínas resultantes no son glicosiladas y 

pueden sufrir un mal plegamiento. Mientas que los huéspedes como Saccharomyces cerevisiae 

y Pichia pastoris expresan proteínas con modificaciones postraduccionales pero su tasa de 

crecimiento es menor (Fujita et al., 2020; Tripathi & Shrivastava, 2019). 

Proteínas recombinantes del SARS-CoV-2 

Los estudios tanto farmacológicos como virológicos enfocados en el SARS-CoV-2 se 

han visto limitados debido a que la manipulación de este patógeno requiere instalaciones de 

nivel de bioseguridad 3, el cual únicamente se dispone en determinados lugares alrededor del 

mundo. Sin embargo, en enero del 2020 se publicó la secuencia genética del SARS-CoV-2 en 

el banco de genes, permitiendo el acceso público a esta secuencia (Xu et al., 2020).  

Ambos hechos han impulsado al desarrollo de proteínas recombinantes, principalmente 

aquellas proteínas estructurales, que no requieren de instalaciones con un alto nivel de 
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bioseguridad, dado que son incapaces de provocar enfermedades por sí solas (University of 

Wisconsin-Madison, 2021). La expresión de la proteína S del SARS-CoV-2 así como RBD de la 

subunidad S1 de la proteína S, se ha llevado a cabo en los laboratorios mediante la aplicación 

de sistemas de expresión asociados a células humanas cultivadas, células de insectos como 

Sf9, vectores de expresión de baculovirus y en determinados casos sistemas pseudovirales 

como vectores adenovirales o lentivirales; lo que ha facilitado el estudio de la respuesta 

inmunológica in vivo frente a este antígeno y ha impulsado al desarrollo de vacunas (Fujita 

et al., 2020; Zheng et al., 2022).   

Expresión génica in vivo 

La expresión génica es un proceso complejo que consiste en sintetizar un gen funcional 

a partir de la información proporcionada por el ADN en las células, de acuerdo a los 

requerimientos biológicos y fisiológicos de organismos tanto procariotas como eucariotas. La 

expresión génica se define como la producción de un fenotipo observable de un gen e incluye 

procesos como la transcripción y la traducción, que constituyen el dogma central de la biología 

molecular (Buccitelli & Selbach, 2020). Existen genes constitutivos que se expresan de forma 

constante e independiente del ambiente celular y genes inducibles cuya expresión está ligada 

al ambiente y a la posición del ciclo celular (Badigeru, 2021).   

El ADN posee regiones específicas que se encargan de la regulación de la trascripción; 

como los promotores que son regiones altamente conservadas y se ubican aguas arriba del 

sitio de la transcripción, los potenciadores que activan la transcripción, las regiones 

silenciadoras que se encargan de reprimir la trascripción y los aislantes que protegen al gen del 

entorno que lo rodea (K. P. Singh et al., 2018). Durante la transcripción en el núcleo celular, la 

cadena de ADN se desenrolla permitiendo la adición de factores de transcripción que son 

atraídos por las regiones específicas de regulación como la caja TATA, formando un complejo 

que luego permite la unión de la maquinaria transcripcional comprendida por la enzima ARN 



61 

 

polimerasa e inicia la síntesis de la cadena de ARN a partir de la plantilla molde de ADN 

(Alberts et al., 2015).  

La cadena de ARN resultante compuesta por regiones codificantes y no codificantes, 

denominadas exones e intrones respectivamente; se transforma en ARN de tipo mensajero 

(ARNm) por medio de ciertas modificaciones postranscripcionales que incluyen la formación de 

un recubrimiento en el extremo 5’, la poliadenilación del extremo 3’ (cola de poli-A) y la 

eliminación de intrones mediante empalmes alternativos; lo que permite la salida del ARNm 

hacia el ribosoma en el citoplasma celular, para iniciar el proceso de traducción (Nachtergaele 

& He, 2017).  

Figura 14  

Expresión génica in vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Expresión génica en células eucariotas. B: Expresión génica en células procariotas. 

Adaptado de “Molecular Biology of the Cell” (p.315), por Alberts et at., 2015, Garland Science.  

La traducción se lleva a cabo por la lectura de codones, que son grupos de tres 

nucleótidos y sus combinaciones generan aminoácidos diferentes que en conjunto ensamblan 

una proteína (Buccitelli & Selbach, 2020). En la Figura 14 se puede observar un esquema de la 

A B 
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expresión génica tanto en células eucariotas como células procariotas. Al carecer de núcleo 

celular las células procariotas sintetizan ARNm de forma más simplificada y no requieren 

modificaciones postranscripcionales (Badigeru, 2021).    

Ensayos de inmunidad en modelos murinos 

El ratón es el modelo experimental mamífero más dominante en el campo de la 

biomedicina; desde inicios del siglo XX hasta la actualidad ha sido incluido como sujeto 

experimental en múltiples ensayos in vivo. Posee importantes características que han permitido 

llevar a cabo estudios científicos que tardarían décadas, en tan solo 2 años; mismas que  

incluyen una homología genética mayor al 90% con el ser humano, gran capacidad de 

adaptación a diferentes condiciones ambientales, fácil manipulación y transporte debido a su 

tamaño pequeño, reproducción prolífica y tiempo de vida corto (Masopust et al., 2017).  

Aunque el porcentaje de homología es alto, existen ciertas diferencias fisiológicas y 

genéticas que impiden la manifestación de enfermedades humanas en el ratón (Graham, 

2021). Lo que ha impulsado a la creación de nuevas y variadas cepas mediante el 

aprovechamiento de tecnologías de ingeniería genética y de la alta tasa de mutación 

espontánea propia del ratón. Dichas cepas han facilitado la ejecución de ensayos 

experimentales relacionados con cáncer, expresión génica, trasplante de tejidos, enfermedades 

infecciosas, entre otros (Tao & Reese, 2017).   

En 1913 el investigador Halsey J. Bagg logró crear una cepa de ratones albinos que 

mantuvo en criaderos y entrecruzó durante 26 generaciones por 15 años, dando lugar a una 

cepa actualmente conocida como BALB/c (Nakamura, 2013). Los ratones de la cepa BALB/c se 

caracterizan por ser consanguíneos, sensibles a la luz, al estrés y la ansiedad, poseen un buen 

rendimiento reproductivo, su genética se mantiene sin contaminación y son excelentes modelos 

para estudios de inmunogenicidad (Gu et al., 2020). En el campo de la inmunología, el modelo 

murino ha permitido explorar y comprender fenómenos como la interacción antígeno-

anticuerpo, la diferenciación linfoide, la respuesta inmune frente a un determinado antígeno, el 
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rol de CMH polimórfico como regulador del sistema inmunitario de los mamíferos e incluso el 

desarrollo de vacunas (Masopust et al., 2017).  

La inclusión de modelos animales en la investigación está ligada a estrictas 

responsabilidades y normativas de bioética. Los experimentos deben llevarse a cabo siempre y 

cuando se mantenga claro y definido el objetivo de la investigación, procurando el menor 

sufrimiento posible del animal y proporcionándole una buena nutrición, buen ambiente, buena 

salud, experiencias mentales positivas y un comportamiento adecuado del investigador durante 

el desarrollo del experimento (Fenton, 2019; Morales & Aguilar, 2018).  

El principio que rige la ética de la investigación con animales de laboratorio en la 

actualidad fue propuesto por Russell y Burch como el principio de las 3R, por las iniciales de 

Reemplazo, Reducción y Refinamiento (Gonçalves et al., 2016). El Reemplazo se refiere a la 

sustitución de animales superiores vivos por animales menores como los insectos y también por 

ensayos in vitro e in silico. La Reducción pretende disminuir el número de animales utilizados en 

el ensayo mediante estrategias de optimización de la metodología y la recuperación de datos. 

Mientras que el Refinamiento consiste en la disminución de la incidencia o severidad de los 

procedimientos aplicados a los animales durante el experimento (Gorzalczany & Rodriguez, 

2021).  

Técnicas moleculares  

La biología molecular es una ciencia que estudia las características, estructura y función 

de las biomoléculas presentes en las células de los organismos vivos. Su constante evolución 

ha permitido el desarrollo de técnicas experimentales y el avance de la ciencia a nivel 

molecular (Vitale, 2017). Las técnicas moleculares son rápidas, sensibles, altamente 

específicas y permiten el estudio de muestras biológicas basándose en los ácidos nucleicos 

como el ADN y el ARN; una de las técnicas más dominantes es la reacción en cadena de la 

polimerasa y sus variantes, mismas que han permitido estudiar la expresión génica por medio 

de la cuantificación de un producto génico transcrito de forma in vitro (K. P. Singh et al., 2018). 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La PCR convencional o también denominada punto final, es una técnica in vitro 

ampliamente utilizada en investigación y diagnóstico, así como en ciencias forenses, medicina, 

biología y biotecnología (J. Singh et al., 2014). Fue desarrollada por Kary Banks Mullis en el 

año 1983 y consiste en alcanzar múltiples copias de un fragmento de ADN específico a partir 

de una pequeña cantidad de muestra de ADN genómico o de ADN complementario obtenido de 

un extracto de ARN mensajero mediante RT-PCR, debido a la acción de la enzima ADN 

polimerasa (Mullis, 2022).  

La reacción de amplificación se compone de tres fases caracterizadas por una 

temperatura y número de ciclos específicos; la primera fase es la desnaturalización de las 

cadenas de ADN molde y activación de la polimerasa, la siguiente fase consiste en la 

hibridación de los cebadores y la última fase es la elongación donde se sintetiza el amplicón de 

interés mediante la adición de desoxirribonucleósidos trifosfato presentes en la mezcla de 

reacción (Nolan, 2014). La detección del producto amplificado tras una reacción de PCR 

demanda la aplicación de técnicas como la electroforesis horizontal, métodos colorimétricos y 

secuenciación de ácidos nucleicos en combinación con herramientas bioinformáticas (Tamay 

de Dios et al., 2013). 

Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa (RT-PCR) 

 La RT-PCR está diseñada para amplificar un gen de interés a partir de una cadena de 

ARN molde, por acción de una enzima transcriptasa inversa generando copias monocatenarias 

de ADNc que luego pueden ser convertidas en cadenas bicatenarias mediante una PCR 

convencional (Mustafa et al., 2020). Esta técnica es ampliamente utilizada para el diagnóstico e 

investigación de virus de ARN, para ensayos de clonación molecular y de forma más común 

como primer paso para la RT-qPCR. La RT-qPCR consiste en un acoplamiento que da lugar a 

la PCR cuantitativa en tiempo real de transcripción inversa, empleada principalmente en 

estudios de expresión génica a través de la cuantificación del ARNm (Adams, 2020).  
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Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

La qPCR es una técnica más dinámica que la PCR convencional, fue desarrollada por 

Higuchi y sus colaboradores en el año 1992. Esta técnica se fundamenta en la detección y 

cuantificación de una secuencia específica de ADN mediante el uso de reporteros fluorescentes 

y polimerasas de alta fidelidad, de inicio en caliente y rápidas (Alberts et al., 2015). Un 

reportero fluorescente puede ser un tinte de unión al ADN de doble cadena como el colorante 

SYBR Green I o puede ser un tinte conjugado con oligonucleótidos como las sondas TaqMan 

(Adams, 2020; Fraga et al., 2014). No requiere el uso de técnicas para la detección del 

producto, debido a que la qPCR es altamente sensible, rápida y precisa. Además de que 

involucra el uso de sistema con insumos herméticos y ópticos, que impiden la contaminación 

cruzada y permiten la excitación de los fluoróforos (J. Singh et al., 2014). 

Durante la amplificación, el aumento de la señal fluorescente es directamente 

proporcional a la cantidad de copias del producto de PCR, el mismo que incrementa de forma 

exponencial. El punto en el cual la fluorescencia se torna medible, es denominado ciclo de 

umbral o punto de cruce (Ct o Cq) que permite determinar la cuantificación de la expresión 

génica, misma que puede ser absoluta o relativa (Tamay de Dios et al., 2013).  La 

cuantificación absoluta se basa en la construcción de un modelo lineal a partir de una muestra 

estándar diluida en serie, que permite calcular la expresión de las muestras de interés. Mientras 

que la cuantificación relativa consiste en el uso de genes control endógenos del huésped o 

también conocidos como housekeeping, para compararlos con los genes en estudio (Fraga 

et al., 2014). El housekeeping se selecciona de acuerdo al modelo animal u organismo del cual 

derive la muestra analizada; algunos ejemplos son GAPDH, β-actina, HPRT y TBP que son 

empleados en estudios con modelos murinos (Bio-Rad Laboratories, 2019; Svingen et al., 

2015).  
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CAPÍTULO III: Materiales y métodos 

Localización geográfica 

El presente proyecto de investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Inmunología y 

Virología de la Universidad de las Fuerzas Armadas – ESPE, Campus Matriz, Avenida General 

Rumiñahui S/N y Ambato, Sangolquí, Pichincha, Ecuador. Coordenadas 0°18′53″S 78°26′36″O. 

Técnicas y procedimientos de laboratorio 

Diseño de primers  

Las secuencias de los genes de interés se buscaron en la plataforma web del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), se 

descargó en formato FASTA y se realizó un alineamiento múltiple en el software MEGA X 

(https://www.megasoftware.net) utilizando el logaritmo MUSCLE para determinar una secuencia 

consenso. Los primers requeridos se diseñaron a partir de la secuencia consenso en la 

herramienta bioinformática Primer3 (https://primer3.org/), considerando el tamaño de entre 18 a 

22 pb, temperatura de Melting de entre 50 a 70°C y un %GC de 40 a 60%.  

Las propiedades físico-químicas y estructuras secundarias derivadas de los pares de 

primers (forward y reverse) diseñados, se analizaron en la herramienta OligoAnalyzer de IDT 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) y se llevó a cabo un alineamiento de 

secuencias con la herramienta BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Finalmente se verificó la funcionalidad de los pares de primers diseñados mediante una PCR in 

silico, en el software Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html).  Las 

características de los Primers se describen en la Tabla 4.   
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Tabla 4 

Características de Primers para PCR punto final y qPCR 

Primers Secuencia (5’ → 3’) 
Tamaño 

(pb) 

Tm 

(°C) 

THibridación 

(°C) 

Amplicón 

(pb) 

β-Actina 

de ratón 

Forward 

TGCTCTAGACTTCGAGCAGGAGATG 
25 63.7 

62.0 121 
Reverse 

AGCCTCAGGGCATCGGAA 
18 60.9 

TCR 

Forward 

GGTGGCAGTAACAGGAGGAA 
20 62.4 

62.0 175 
Reverse 

TGGTCTGGAGGCCTTGTATC 
20 62.4 

CD4 

Forward 

AGGAAGTGAACCTGGTGGTG 
20 62.4 

62.4 222 
Reverse 

TCCTGGAGTCCATCTTGACC 
20 62.4 

CMH-II 

Forward 

TGAAAGAGCGTTCCAACAACACTCC 
25 65.8 

68.0 244 
Reverse 

AGGAAGGTCAGATAGTGGAATTTGCGG 
27 68.3 

CD8 

Forward 

ATGTGAAGCCAGAGGACAGTGA 
22 62.7 

60.0 236 
Reverse 

CAGGATGCAGACTACCAGCA 
20 62.4 

CMH-I 

Forward 

CTCCTGAAAGTTGCCCTCTG 
20 62.0 

60.0 
       

235 Reverse 

CTCAGGGCCTCATACATGCT 
20 62.0 

Nota. En el laboratorio se disponía de algunos pares de primers, previamente diseñados 

durante la ejecución de proyectos de investigación antecesores.  
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Extracción de ARN  

El ARN se extrajo de muestras de bazo de ratón de la cepa BALB/c previamente 

inoculados con la proteína S y RBD recombinantes (PrS1 y PrRBD1) del SARS-CoV-2, como 

se describe en la Tabla 5, y conservadas a una temperatura de -80°C. Dichas muestras se 

encontraban organizadas en dos grupos correspondientes al ensayo a corto plazo (duración 15 

días) y al ensayo a largo plazo (duración 42 días). 

Tabla 5 

Tratamientos aplicados a los modelos de experimentación 

Tratamiento Ensayo corto plazo Ensayo largo plazo 

PrS1 + PBS + Adv n=6 n=5 

PrRBD1 + PBS + Adv n=6 n=5 

PrS1 + PBS n=6 n=5 

PrRBD1 + PBS n=6 n=5 

PBS + Adv  n=9 n=4 

PBS (Ctrl -) n=4 n=2 

Nota. PrS1: Proteína Spike recombinante. PrRBD1: Proteína RBD recombinante. Adv: 

Adyuvante. PBS: Tampón fosfato salino. Ctrl-: Control negativo. 

Cada muestra de bazo de ratón en 700 µL del reactivo de trizol Tri Reagent (Molecular 

Research Center, TR 118), se trituró mediante el uso de una sonda metálica con un 

homogeneizador automático de tejido (OMNI TH), estéril y previamente lavado con agua pura, 

hidróxido de sodio 0.4 M y etanol al 75%. Una vez triturado el tejido, se centrifugó a 12000 

RPM durante 10 minutos a 4°C. 

Para la separación de fases, se recuperó el sobrenadante en un tubo estéril de 1.5 mL 

libre de RNasa, se colocó 200 µL de cloroformo libre de RNasa por cada mL de Tri Reagent, se 

agitó manualmente por inversión y se dejó reposar durante 2 minutos en una gradilla con hielo, 

luego se centrifugó a 12000 RPM durante 15 minutos a 4°C y posteriormente se recuperó la 

fase acuosa donde se encontraba el ARN, en un nuevo tubo de 1.5 mL libre de RNasa.  
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Para precipitar el ARN, se adicionó 500 µL de isopropanol libre de RNasa por cada mL 

de Tri Reagent, se agitó por inversión y se dejó reposar durante 15 minutos en una gradilla con 

hielo y se centrifugó a 12000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Después se examinó la formación 

del pellet de ARN, se descartó el sobrenadante, se lavó con 1 mL de etanol al 75% por cada 

mL de Tri Reagent, se agitó por inversión y se centrifugó a 7500 RCF durante 10 minutos a 

4°C. Finalmente, se descartó el sobrenadante, se dejó secar el pellet en la sorbona extractora 

de gases (BIOBASE, FH1200-A) durante 20 minutos y se resuspendió el ARN en 100 µL de 

agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). 

Determinación de la concentración y calidad del ARN 

Se cuantificó la concentración de ARN (ng/µL) utilizando el espectrofotómetro NanoDrop 

(Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000) y se verificó los radios 260/280 y 260/230 para 

estimar la pureza del ARN extraído. 

 La calidad del ARN se determinó mediante electroforesis horizontal en un gel de 

agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific, S33102). Se cargó 3500 

ng de ARN junto con 2 µL de agua DEPC y 1.5 µL de buffer de carga Blue/Orange 6X 

(Promega, G190A), en cada pocillo del gel. A continuación, se realizó una corrida 

electroforética de 60 minutos a 100 V y 300 mA, y se visualizó las bandas de ARN en un 

transiluminador (Bio-Rad Laboratories, ChemiDoc). 

Purificación de ARN 

El ARN extraído se purificó mediante la aplicación del kit DNasa I libre de RNasa (Life 

Technologies, AM2222), de acuerdo con el protocolo propuesto por el fabricante. Para lo cual 

se preparó una reacción compuesta por una alícuota de 1500 ng de ARN, 4.5 µL de agua 

DEPC y 1 µL de mezcla de DNasa I (2 U/µL) y 10X DNasa I Buffer. Se incubó durante 25 

minutos a 37°C en el termociclador Proflex (Thermo Fisher Scientific, 4483636). Luego se 

adicionó 1 µL de EDTA 5mM y se incubó por 10 minutos a 75°C, para inactivar la reacción 
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enzimática. Posteriormente se cuantificó la concentración de ARN purificado en el 

espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000).  

Síntesis de ADNc  

Para sintetizar ADNc se aplicó una RT PCR, en la cual se empleó el kit de 

retrotranscripción M-MLV Reverse Transcriptase (Termo Fisher Scientific, 28025-013), según el 

protocolo establecido por el fabricante. Para lo cual, se preparó en un microtubo de 0.2 mL una 

reacción con los componentes de la Master Mix 1 descritos en la Tabla 6 y se incubó durante 

10 minutos a 65°C. A continuación, se añadió los reactivos de la Master Mix 2 descritos en la 

Tabla 6 a la mezcla, se homogenizó, se realizó una centrifugación spin y se incubó durante 2 

minutos a 37°C. Luego, se añadió los reactivos de la Master Mix 3 descritos en la Tabla 6 a la 

mezcla, se homogenizó, se realizó una centrifugación spin, se incubó durante 50 minutos a 

37°C y después durante 15 minutos a 70°C. 

Tabla 6 

Reacciones para la síntesis de ADNc  

Reacción Reactivos Volumen (µL) 

Master Mix 1 

Oligo (dT) 12-18 (500 µg/mL) 1 

dNTP Mix 10 mM 1 

ARNm tratado con DNasa I (1 ng 

a 500 ng) 

2 

Agua DEPC 8 

Master Mix 2 

Master Mix 1 12 

5X First-Strand Buffer  4 

DTT 0.1 M 2 

Master Mix 3 

Master Mix 2 18 

M-MLV RT (200 U/µL) 0.8 

Agua DEPC 1.2 

Volumen final por reacción 20 
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Finalmente, se cuantificó la concentración de ADNc sintetizado en el espectrofotómetro 

NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000) y se lo almacenó a -20°C para su 

posterior uso. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final 

Se realizó una PCR punto final utilizando los primers detallados en la Tabla 4 y el kit 

comercial DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific, EP0702). Se calculó y preparó la 

Master Mix para cada par de primer a analizar, con un volumen final de 25 µL en un microtubo 

de 0.2 mL, se realizó una centrifugación spin y se procedió a ejecutar el programa de PCR 

punto final en el termociclador Proflex (Thermo Fisher Scientific, 4483636). 

El programa de amplificación se compuso por un ciclo de desnaturalización inicial de la 

polimerasa a 95°C durante tres minutos, 35 ciclos de desnaturalización de ADNc a 95°C 

durante 30 segundos, 35 ciclos de hibridación durante 30 segundos a la temperatura de 

hibridación (THibridación) respectiva de cada primer indicada en la Tabla 4, 35 ciclos de extensión 

a 72°C durante 30 segundos, un ciclo de extensión final a 72°C durante 10 minutos y un ciclo 

de enfriamiento a 4°C durante un tiempo indefinido. 

Electroforesis en gel de agarosa 

Los productos de la PCR punto final se examinaron mediante una electroforesis 

horizontal en un gel de agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific, 

S33102). Se cargó 10 µL (80 ng) de producto de la PCR en cada pocillo y 3 µL de marcador de 

peso molecular Low DNA Mass Ladder junto con 2 µL de BlueJuice 10X (Thermo Fisher 

Scientific, 10068013). Se ejecutó una electroforesis durante 1 hora a 110V y 300 mA; luego se 

observó el gel en el transiluminador (Bio-Rad Laboratories, ChemiDoc) y se analizó las 

imágenes mediante densitometría, aplicando la herramienta informática Image Lab (Bio-Rad). 
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Cuantificación de la expresión génica mediante qPCR 

La cuantificación de la expresión génica se llevó a cabo mediante PCR en tiempo real 

(qPCR). Para lo cual se empleó el reactivo Go Taq qPCR Master Mix (Promega, A6001). Se 

preparó el Master Mix de acuerdo a la Tabla 7, se dispensó 13 µL por reacción seguido de 2 µL 

de ADNc muestra, en una placa de 96 pocillos conforme a un plan de placa previamente 

diseñado, considerando réplicas de cada muestra. Se selló la placa con un film adhesivo óptico, 

se centrifugó la placa a 1000 RPM por 1 minuto y se colocó en el termociclador CFX Real-Time 

PCR (Bio-Rad). 

El programa de amplificación empleado fue un ciclo de desnaturalización inicial de la 

polimerasa a 95°C durante dos minutos, 35 ciclos de desnaturalización de ADNc a 95°C 

durante 15 segundos, 35 ciclos de hibridación durante 15 segundos a la temperatura de 

hibridación (THibridación) respectiva de cada primer indicada en la Tabla 4, 35 ciclos de extensión 

a 60°C durante 45 segundos, un ciclo de curva de Melting en un rango de 58 a 95°C con un 

aumento de 0.5 °C y un ciclo de enfriamiento a 4°C durante un tiempo indefinido. Al finalizar la 

reacción de qPCR, se analizó los datos en la herramienta informática CFX Maestro (Bio-Rad), 

para determinar tanto la cuantificación absoluta como la cuantificación relativa de la expresión 

de los genes de interés.   

Tabla 7 

Reactivos para qPCR – Reacción 1X  

Volumen de reactivos Volumen de reactivo (µL) 

Go Taq qPCR Master Mix, 2X 7.5 

Primer forward 0.5 

Primer reverse 0.5 

Agua libre de nucleasas 4.5 

Plantilla de ADNc 2 

Volumen total 15 
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Cuantificación absoluta. Por cada ensayo de qPCR se realizó una serie de diluciones 

(1, 1/10, 5/100, 25/1000, 12.5/1000, 6.25/1000 y 3.13/1000) de lipopolisacárido (LPS), para 

construir una curva estándar que permitió calcular el número de copias del gen de interés, 

presentes en la muestra analizada. Para ello se manipuló el umbral del gráfico RFU vs Ciclos 

como el mostrado en la Figura 15A, hasta lograr obtener una curva estándar Cq vs Log (Sq) 

como en la Figura 15B, con un porcentaje de eficiencia entre 90 a 110%, pendiente entre -3.1 a 

-3.6 y un R2 aproximado a 1. El ajuste de la curva estándar se lleva a cabo mediante un modelo 

lineal dado por la Ecuación 1 y la eficiencia se calcula mediante la Ecuación 2 (Bio-Rad 

Laboratories, 2019). Starting Quantity (Sq) corresponde a la concentración inicial de ácido 

nucleico expresado de cada gen y se determina con la Ecuación 3. 

y = mx + b                                                      Ecuación 1 

% E = (10− 
1

𝑚 − 1) ∗ 100%                                             Ecuación 2 

Sq = 10x                                                          Ecuación 3 

donde: y = Cq = Ct; m = slope; b = y - intercept; x = Log10 (Sq) 

Figura 15 

Ajuste de la curva estándar para la cuantificación absoluta mediante qPCR 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Gráfico RFU vs Ciclos donde se indica el umbral. B: Gráfico Cq vs Log (Sq) donde se 

indica los parámetros óptimos para la cuantificación absoluta de un ensayo de qPCR. 

A B 

Umbral 
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Cuantificación relativa. Se empleó el método 2 delta-delta Ct (2−∆∆Ct), considerando 

como muestra calibrador al grupo control tratado con PBS, el gen normalizador al gen 

endógeno β-Actina de ratón y los genes de interés a TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I.  Se 

obtuvo valores promedio del Ct entre las réplicas de todas las muestras, luego se calculó el ∆Ct 

del tratamiento probado con la Ecuación 4 y del calibrador con la Ecuación 5: 

∆Cttratamiento = Ct(Gint,   tratamiento) − Ct(Gnorm,   tratamiento)                             Ecuación 4 

∆Ctcalibrador = Ct(Gint,   calibrador) − Ct(Gnorm,   tratamiento)                                Ecuación 5 

A continuación, se obtuvo un promedio del ∆Ct del calibrador y se lo normalizó con el 

∆Ct de cada tratamiento probado, aplicando la Ecuación 6: 

∆∆Ct = ∆Cttratamiento − ∆Ctcalibrador promedio                                 Ecuación 6 

Finalmente, se determinó el ratio de expresión relativa respectivo para cada caso 

aplicando la Ecuación 7:  

2−∆∆Ct = Relación de expresión relativa normalizada                         Ecuación 7 

Análisis estadístico de datos  

Se generó bases de datos de las variables cuantificadas en el software Microsoft Excel 

y se las analizó en la herramienta informática GraphPad Prism. Se calculó la media ± el error 

estándar (SEM) de cada grupo de datos obtenidos en cada ensayo. Finalmente, la diferencia 

estadísticamente significativa fue analizada mediante ANOVA de dos vías seguido de una 

prueba post hoc de Tukey, para comparación múltiple entre tratamientos, considerando: ns p 

≤0.1, * p≤0.033, ** p≤0.002 y *** p≤0.001. 
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CAPÍTULO IV: Resultados 

 El ARN obtenido a partir de las muestras del bazo de ratones BALB/c estimulados in 

vivo con el inmunógeno, fue purificado y luego transformado en ADNc mediante RT-PCR. El 

ADNc sintetizado se empleó para la amplificación de los fragmentos génicos de interés, a 

través de una PCR punto final. Los productos de la PCR se visualizaron por electroforesis 

horizontal y las imágenes de los geles se analizaron por densitometría. Simultáneamente, se 

cuantificó la expresión génica de los fragmentos de interés, a partir del ADNc molde mediante 

una qPCR y los datos obtenidos se analizaron estadísticamente. Los resultados de cada 

ensayo, se detallan a continuación. 

Extracción y purificación de ARN 

La calidad del ARN extraído a partir de las muestras de tejido pertenecientes a los 

ensayos a corto y largo plazo, fue relativamente buena y se evidenció como tres bandas bien 

definidas e íntegras en cada gel de agarosa al 1.5%. Al tratarse de muestras derivadas de un 

organismo eucariota se determinó que la banda superior corresponde a la subunidad mayor 

(28S) del ARNr, la banda intermedia corresponde a la subunidad menor (18S) del ARNr y la 

banda inferior corresponde a trazas de ARN degradado; como se muestra en la Figura 16.  

La cuantificación del ARN en solución, fue determinada mediante espectrofotometría en 

el equipo Nanodrop, el cual arrojó los valores de concentración en nanogramos por microlitro 

(ng/µL) y determinó las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, mismas que permitieron 

estimar la pureza del ARN extraído. La concentración inicial de las soluciones de ARN 

pertenecientes a los ensayos a corto y largo plazo, disminuyó durante la etapa de purificación 

después de emplear el kit DNasa I libre de RNasa. Dicha reducción en la concentración ocurre 

debido a que la enzima DNasa I, además de actuar como una endonucleasa que digiere las 

cadenas de ADN monocatenario y bicatenario, también puede contener trazas contaminantes 

de RNasas derivadas de su bioprocesamiento, que degradan ligeramente el ARN presente en 

la muestra.  
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Figura 16 

Integridad del ARN   

 

Nota. La figura muestra un gel de agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe, donde se observa 

la subunidad mayor (28S) y subunidad menor (18S) del ARN ribosomal extraído de las 

muestras correspondientes al tratamiento PrRBD1 + PBS y PrRBD1 + PBS + Adv del Ensayo a 

largo plazo.  

Los parámetros de pureza dados por la relación de absorbancia 260/280 y 260/230; 

tuvieron valores promedio de 2.04 y 1.40 respectivamente. El valor de la relación 260/280 

resultante indica que el ARN extraído es puro, mientras que el valor de la relación 260/230 

indica que ha existido una leve alteración de la calidad del ARN debida a la contaminación con 



77 

 

agentes orgánicos durante el proceso de extracción; como por ejemplo algún componente del 

reactivo de Tri Reagent.  

Síntesis de ADNc 

 La RT-PCR se llevó a cabo para convertir una muestra de 500 ng de ARNm molde en 

una cadena monocatenaria de ADNc, para luego emplearla en los ensayos de PCR punto final 

y expresión génica mediante qPCR. Al finalizar el protocolo de transcripción reversa, se logró 

obtener concentraciones promedio de ADNc que variaron en un rango de entre 701.66 ± 7.50 y 

1024.08 ± 99.53 ng/µL, tanto en el ensayo a corto plazo como en el ensayo a largo plazo. El 

ratio de pureza 260/280 tuvo un valor promedio de 1.74 y el ratio 260/230 tuvo un valor 

promedio de 1.70. 

PCR punto final y análisis densitométrico 

Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR punto final a partir del ADNc 

monocatenario se observaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y en todos 

los casos se evidenció la presencia de los amplicones esperados. A su vez, el análisis 

densitométrico permitió realizar una medición aproximada de la expresión génica, mediante una 

cuantificación absoluta de cada gen dada en nanogramos (ng).  

 β-Actina de ratón fue el gen endógeno empleado como control, su amplicón de tamaño 

~121 pb se observó como una banda intensa en todas las muestras correspondientes a los 

ensayos a corto (Figura 17A) y largo plazo (Figura 18A), exceptuando las muestras E1-11 y E1-

28 donde no se identificó claramente la banda posiblemente debido a un incorrecto 

procesamiento. El análisis densitométrico confirmó que no hubo variaciones significativas entre 

los tratamientos de los dos ensayos, en cuanto a la expresión del gen β-Actina (Figura 19A); lo 

cual es un hallazgo coherente debido a que este gen es el control endógeno y constitutivo del 

modelo animal empleado en el ensayo.  



78 

 

Los amplicones correspondientes a TCR de tamaño ~175 pb, CD4 de tamaño ~222 pb, 

CMH-II de tamaño ~244 pb, CD8 de tamaño ~236 pb y CMH-I de tamaño ~235 pb; fueron 

detectados en las muestras pertenecientes a los dos ensayos, como se puede observar en la 

Figura 17 (B, C, D, E y F) y Figura 18 (B, C, D, E y F), respectivamente. Sin embargo, la mayor 

intensidad de banda y la mayor cantidad de muestras que expresaron los genes de interés, fue 

claramente evidenciado en los geles correspondientes al ensayo a largo plazo y luego 

confirmado mediante el análisis densitométrico de cada gen.  

En la Figura 19B, se puede observar que la cuantificación absoluta de TCR presente en 

muestras del Ensayo a largo plazo es mayor que las del ensayo a corto plazo; además de que 

existió diferencias significativas entre los tratamientos PrS1+PBS+Adv, PrRBD1+PBS+Adv 

(donde se detectó el valor más alto) y PrS1+PBS del Ensayo a largo plazo. 

En la Figura 19C se puede observar que la cuantificación absoluta de CD4 fue mayor en 

el ensayo a largo plazo, lo que indica la notable estimulación de la población de linfocitos T 

CD4+ luego de la segunda dosis del inmunógeno. Además, el tratamiento con PrS1+PBS+Adv 

mostró una diferencia significativa respecto a los demás tratamientos. A su vez, en la Figura 

19D se puede notar que la cuantificación absoluta de CMH-II también fue mayor en el Ensayo a 

largo plazo, aunque no se detectó variaciones significativas entre tratamientos.    

La cuantificación absoluta de CD8 mostrada en la Figura 19E fue ligeramente mayor en 

el Ensayo a largo plazo y destaca el tratamiento con PrS1+PBS+Adv. Este hallazgo evidencia 

que dicho tratamiento fue más estimulante para la producción de linfocitos T CD8+, respecto a 

los demás. En cuanto al gen CMH-I, su cuantificación absoluta no presentó variaciones 

significativas entre ambos ensayos, ni tampoco entre tratamientos; excepto por un ligero 

incremento en el tratamiento con PrS1+PBS+Adv del ensayo a largo plazo que fue el valor más 

alto detectado visualmente. 
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Figura 17 

 Gel de agarosa al 1.5% con amplicones correspondientes a muestras del Ensayo a corto plazo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Amplicón de β-Actina de ratón. B: Amplicón del receptor de linfocitos T (TCR). C: 

Amplicón de CD4. D: Amplicón de CMH-II. E: Amplicón de CD8. F: Amplicón de CMH-I. 

A 

B 

C 

D 

E 

F 



80 

 

Figura 18 

 Gel de agarosa al 1.5% con amplicones correspondientes a muestras del Ensayo a largo plazo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. A: Amplicón de β-Actina de ratón. B: Amplicón del receptor de linfocitos T (TCR). C: 

Amplicón de CD4. D: Amplicón de CMH-II. E: Amplicón de CD8. F: Amplicón de CMH-I. 

A 

B 

C 

D 

E 

F 



81 

 

Figura 19 

Análisis densitométrico  
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Nota. Los datos corresponden a las medias ± SEM. La diferencia estadísticamente significativa 

entre tratamientos se muestra por: ns p ≤0.1, * p≤0.033, ** p≤0.002 y *** p≤0.001. 
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Cuantificación de la expresión génica mediante qPCR 

La expresión génica de TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I, se evaluó mediante qPCR 

considerando la cuantificación absoluta y cuantificación relativa. Los resultados obtenidos 

permitieron estimar la densidad de linfocitos T presentes durante la respuesta inmune 

adaptativa celular, frente a los tratamientos aplicados con antígenos del virus SARS-CoV-2.  

Cuantificación absoluta 

La cuantificación absoluta se llevó a cabo mediante el establecimiento de una curva 

estándar correspondiente a las diluciones de LPS; a partir de la cual se calculó el número de 

copias de cada gen en la muestra. En la Figura 20 se puede observar las curvas estándar para 

cada gen, donde se puede notar que los valores de R2 se aproximan a 1 en todos los casos y la 

pendiente oscila entre -4.3338 a -3.2769; además de que los valores de eficiencia 

determinados como indica la Ecuación 2, varían entre 70.12 a 101.91%. 

La Figura 21 muestra los resultados de la cuantificación absoluta de la expresión génica 

mediante qPCR; donde se puede observar que el número de copias medido del gen endógeno 

β-Actina fue muy próximo en todos los tratamientos. También, se puede evidenciar que los 

genes CD4, CMH-II y TCR presentaron el mayor número de copias; mientras que los genes 

CD8 y CMH-I mostraron los valores más bajos en todos los tratamientos. Sin embargo, el 

hallazgo más relevante fue que el tratamiento con PrS1+PBS+Adv estimuló la expresión más 

alta de los genes TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I; en contraste con los demás. 
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Figura 20 

Curvas estándar de la cuantificación absoluta de la expresión génica 
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Nota. Las curvas estándar fueron determinadas mediante el método de fluorescencia SYBR 

Green. A: Ajuste lineal de β-Actina de ratón. B: Ajuste lineal de TCR. C: Ajuste lineal de CD4. 

D: Ajuste lineal de CMH-II. E: Ajuste lineal de CD8. F: Ajuste lineal de CMH-I. 
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Figura 21 

Cuantificación absoluta de la expresión génica asociada a la respuesta inmune celular 
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Nota. Sq: Starting quantity, se refiere al número de copias del gen expresado que se han 

cuantificado. Los datos corresponden a las medias ± SEM. La diferencia estadísticamente 

significativa entre tratamientos se muestra por: ns p ≤0.1, * p≤0.033, ** p≤0.002 y *** p≤0.001. 

Cuantificación relativa 

La Figura 22 muestra los resultados de la cuantificación relativa de la expresión génica 

mediante qPCR; donde se puede notar que hubo diferencias significativas en los tratamientos 

PrS1+PBS+Adv, PrRBD1+PBS+Adv y PrS1+PBS, respecto a la expresión del gen CD4, CD8 y 

CMH-I principalmente. Los ratios indican cuantas veces se expresó el gen respecto al gen 

endógeno control; es decir para el tratamiento PrS1+PBS+Adv, el gen TCR se expresó 3.70 

veces más que β-Actina y de igual manera CD4 se expresó 0.93 veces más, CMH-II 0.82 veces 
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más, CD8 1.55 veces más y CMH-I 1.23 veces más que β-Actina. Lo cual se aplica para los 

demás tratamientos como se evidencia en la gráfica de barras.  

Figura 22 

Cuantificación relativa de la expresión génica asociada a la respuesta inmune celular 
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Nota. Los datos corresponden a las medias ± SEM. La diferencia estadísticamente significativa 

entre tratamientos se muestra por: ns p ≤0.1, * p≤0.033, ** p≤0.002 y *** p≤0.001. 
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CAPÍTULO V: Discusión  

Una de las mayores ventajas de las técnicas moleculares es que permiten la 

cuantificación precisa de un fragmento objetivo de ARN o ADN presente en una mezcla 

compleja, incluso cuando su concentración es muy baja (Fraga et al., 2014). La técnica RT-

qPCR permite analizar la expresión génica, mediante la medición cuantitativa de los niveles de 

transcripción del ARNm, como respuesta a un requerimiento del organismo (Sidova et al., 

2015). El estudio de la expresión génica es esencial para comprender las respuestas biológicas 

de un organismo frente a una sustancia tóxica, un fármaco o una enfermedad de interés. Sin 

embargo, las técnicas empleadas para el análisis de la expresión génica demandan el 

aislamiento de ARN con un alto nivel de integridad (Padhi et al., 2018).  

El ARN es una molécula monocatenaria, altamente inestable y susceptible a la 

degradación post mortem. En los organismos eucariotas, aproximadamente entre el 80 y 85% 

del ARN total, corresponde al ARN de tipo ribosomal (ARNr) de distintos tamaños, incluyendo 

18S, 28S, 5S y 5.8S (K. P. Singh et al., 2018). Las funciones principales del ARNr son 

conjugarse con proteínas para dar lugar a la estructura ribosomal y unirse a las moléculas de 

ARNm y ARNt para iniciar la traducción durante el proceso de expresión génica (Alberts et al., 

2015).  

La calidad del ARN depende principalmente de la presencia de enzimas con actividad 

endonucleasa como las RNasas, que son altamente estables y tienen la capacidad de degradar 

las moléculas de ARN mediante la eliminación de la cola de poli-A y el recubrimiento 5’ del 

ARNm, pero no del ARNr debido a que carece de dichas estructuras. Además, existen factores 

físicos (luz UV, temperatura elevada, otros) y químicos (parafina, aldehídos, otros); que pueden 

ser causantes de la degradación tanto del ARNm como del ARNr (Sidova et al., 2015). Para 

evitar la degradación y contaminación del ARN, el proceso de extracción llevado a cabo en este 

estudio, fue cuidadosamente controlado mediante estrictos protocolos para el manejo de 
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muestras, manteniendo todo el tiempo una cadena de frío, uso de reactivos libres de RNasa y 

limpieza de equipos e insumos.  

El método tradicional y más empleado para determinar la calidad de ARN es la 

electroforesis horizontal, misma que consiste en separar por tamaño a las especies dominantes 

de ARN presentes en la muestra. La evaluación de la integridad del ARN mediante 

electroforesis está dada por la relación de intensidad de banda 28S:18S, donde una proporción 

aproximada a 2:1 indica buena integridad del ARN (Padhi et al., 2018). En este estudio la 

relación de intensidad de banda 28S:18S fue analizada de forma netamente cualitativa. Las 

bandas detectadas fueron observadas como se indica en la Figura 16, donde en casi todas las 

muestras de los ensayos a corto y largo plazo se observó una integridad relativamente buena; 

sin embargo, dicha comprobación fue complementaria al análisis de los ratios 260/280 y 

260/230 de absorbancia dados por el espectrofotómetro Nanodrop. 

Las relaciones de absorbancia son parámetros que permiten estimar la pureza de los 

ácidos nucleicos luego de su extracción o síntesis. La pureza del ADN está dada por un ratio 

260/280 aproximado a 1.8, mientras que la pureza del ARN está dada por un valor aproximado 

a 2.0; este parámetro es considerado el principal indicador de contaminación proteica 

(Boesenberg et al., 2012). A su vez, el valor del ratio 260/230 puede variar entre los valores 2.0 

y 2.2 para considerar puro al ácido nucleico, caso contrario este parámetro indica la presencia 

de compuestos orgánicos indeseados cuya absorbancia es próxima a 230 nm, como el trizol, 

fenol y derivados de guanidina (Fraga et al., 2014). Los ratios 260/280 y 260/230 promedio 

obtenidos en este estudio fueron de 2.04 y 1.40 respectivamente, lo que indica que aunque se 

extrajo un ARN puro, existen trazas de compuestos orgánicos implicados en el protocolo de 

extracción, como el fenol y el tiocianato de guanidina que componen el reactivo Tri Reagent, 

empleado en el protocolo de extracción del ARN (Molecular Research Center, Inc., 2017).  

El ARNm es una de las especies de ARN presentes en las células como resultado de la 

transcripción del ADN. El ARNm experimenta modificaciones postranscripcionales como la 
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formación del recubrimiento en el extremo 5’ y la cola de poli-A en el extremo 3’; además de la 

eliminación de intrones mediante empalme alternativo, que da lugar a una cadena compuesta 

únicamente por regiones codificantes o denominadas exones (Nachtergaele & He, 2017). El 

Oligo (dT), durante el ensayo de RT-PCR permitió delimitar la amplificación únicamente de 

ARNm, debido a la unión complementaria de repeticiones del nucleótido timina con las 

repeticiones de adenina en la cola de poli-A de la cadena molde. De tal manera que la cadena 

del ADNc obtenida estuvo compuesta por la información genética codificante y permitió estudiar 

la expresión de los genes de interés. Además, los valores promedio de los ratios 260/280 igual 

a 1.74 y 260/230 igual a 1.70; se hallan muy próximos a los valores óptimos indicados por los 

autores, lo que revela la obtención de ADNc con una pureza aceptable. 

La pandemia a causa de COVID-19 ha sido responsable de millones de muertes por 

todo el mundo, principalmente de aquellas personas más vulnerables que incluyen a adultos 

mayores, así como a pacientes inmunocomprometidos y con comorbilidades (Z. Hu et al., 2022; 

Sette & Crotty, 2021; Toor et al., 2021). Si bien se ha introducido algunos medicamentos en la 

práctica clínica para el tratamiento de COVID-19, todavía no existe una terapia curativa eficaz y 

segura para tratar esta enfermedad (Kudlay & Svistunov, 2022). Por lo tanto la estrategia más 

prometedora para controlar y prevenir la propagación de COVID-19 es la vacunación (Nguyen 

et al., 2021). 

Las vacunas basadas en péptidos sintéticos o subunidades recombinantes, constituyen 

una de las plataformas más dominantes en el campo de la biomedicina, pues han sido 

utilizadas desde 1986, demostrando ser altamente eficaces y seguras (Zhang et al., 2022). Sin 

embargo, uno de los puntos más críticos durante su desarrollo, es la selección de epítopos 

altamente inmunogénicos y protectores (Ghattas et al., 2021). Algunas vacunas basadas en 

subunidades proteicas aprobadas para uso de emergencia, incluyen a COVOVAX, SARS-CoV-

2: NVX-CoV2373, RBD Dimer, CIGB-66, FINLAY-FR-2, BECOV2A, EpiVacCorona-N, entre 

otras (Soraci et al., 2022; World Health Organization, 2022).  
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Múltiples investigadores han catalogado a las proteínas estructurales S, M y N del 

SARS-CoV-2, como los principales epítopos de la respuesta inmune celular del huésped; 

aunque otras proteínas como ORF3, ORF8, nsp4, nsp3 y nsp12, también suelen ser 

empleados como epítopos pero menos frecuentes (Grifoni et al., 2021; Wragg et al., 2022). Sin 

embargo, la proteína S particularmente a demostrado ser el epítopo preferido, debido a su 

papel durante la entrada viral a la célula huésped (Lázaro et al., 2022; Zhang et al., 2022). 

Algunos estudios de inmunidad han demostrado que las vacunas basadas en la 

proteína S recombinante del SARS-CoV-2, pueden inducir los niveles más altos de anticuerpos 

neutralizantes con capacidad de brindar protección efectiva durante la infección (Soraci et al., 

2022; Wragg et al., 2022). Especialmente los anticuerpos neutralizantes se encargan de 

bloquear al dominio RBD de la subunidad S1 de la proteína S, encargado de la fusión de 

membrana (Lee et al., 2021; Zhang et al., 2022).  Por lo que en este estudio se evaluó una 

plataforma de vacunación basada en las proteínas S y RBD recombinantes del virus SARS-

CoV-2.  

Las vacunas basadas en proteínas recombinantes por sí solas son medianamente 

inmunogénicas, debido al plegamiento incorrecto e ineficiente presentación del antígeno; por lo 

que requieren ser combinadas con adyuvantes específicos, para potenciar su capacidad de 

inducción de respuestas inmunes de larga duración (Z. Hu et al., 2022; Ndwandwe & Wiysonge, 

2021). Lo que puede explicar que aquellos tratamientos que contenían adyuvante fueron más 

eficaces en la inducción de la respuesta inmune celular; particularmente el tratamiento 

PrS1+PBS+Adv que indujo la mayor expresión de CD4 (Figura 19C) y CD8 (Figura 19E), así 

como también de CMH-I y CMH-II (Figura 21 y 22), en este estudio. 

Las oleadas recurrentes de la enfermedad están estrechamente relacionadas con la 

aparición de nuevas variantes de SARS-CoV-2 como Delta y Ómicron, que fueron de gran 

preocupación para la salud pública en todo el mundo (Alexandridi et al., 2022). Actualmente, la 

inmunidad celular se ha convertido en el nuevo enfoque central, debido a que los receptores 
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presentes en la superficie de los linfocitos T pueden reconocer secuencias de aminoácidos 

cortas y altamente conservadas, sin importar la variante viral (Kingstad et al., 2022). 

Particularmente la inmunidad celular es clave para contrarrestar infecciones virales y 

proporcionar memoria inmunológica a largo plazo, incluso cuando las respuestas humorales 

son escasas como ocurre en pacientes inmunodeprimidos; por lo tanto, la inducción de células 

T mediante vacunas se ha convertido en un aspecto de gran interés para la salud (Heitmann 

et al., 2022).  

Muchos investigadores han empleado principalmente técnicas como la citometría de 

flujo, tinción de citoquinas, microarrays y ELISPOT; para estudiar las poblaciones de linfocitos T 

CD4+ y CD8+ inducidos por antígenos del SARS-CoV-2, en órganos linfáticos secundarios de 

modelos murinos y primates no humanos (Elizaldi et al., 2020; Lakshmanappa et al., 2021; 

Lázaro et al., 2022; Lee et al., 2021; Taus et al., 2022; Vogel et al., 2021).  

Lee et al. (2021) detectaron mediante ELISPOT y Citometría de flujo, la estimulación de 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ productoras de IFN-γ y de memoria efectora en el bazo y ganglios 

linfáticos; luego de inmunizar ratones y hámster con una plataforma vacunal basada en 

péptidos altamente conservados de las proteínas S y N del SARS-CoV y el SARS-CoV-2, y 

suplementadas con un adyuvante de ARN derivado del virus de la encefalomiocarditis. Así 

mismo, Lázaro et al. (2022) observaron mediante la técnica de tinción de citoquinas, la 

inducción robusta de linfocitos T CD4+ con un perfil de Th1 y linfocitos T CD8+ secretores de 

IFNγ, TNFα e IL-2, específicos de S, luego de aplicar dos dosis de una vacuna basada en un 

vector viral de poxvirus (MVA-CoV2-S) codificante de la proteína S del SARS-CoV-2, en 

ratones C57BL/6 infectados con este agente viral.  

La RT-qPCR es una técnica molecular empleada de forma más frecuente en el 

diagnóstico y detección de ARN viral en diferentes muestras biológicas; sin embargo, como se 

mencionó anteriormente esta técnica también permite estudiar la expresión génica a partir de 

muestras de ARNm. Griessl et al. (2017) emplearon la técnica RT-qPCR para evaluar la 
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expresión génica en tejidos del pulmón, glándula salival, hígado, bazo y riñón; asociada a la 

infección por citomegalovirus en ratones de la cepa BALB/c y determinaron que la expresión de 

los genes correspondientes al sistema inmune fue más intensa en el bazo. Así también Young 

et al. (2020), utilizaron la técnica RT-qPCR para estudiar la expresión de Th1, Th2, Treg y 

Th17, en muestras de bazo y ganglios linfáticos mesentéricos de ratones salvajes, para evaluar 

la inmunidad adaptativa frente a antígenos presentes en sangre. En este estudio se aplicó la 

técnica RT-qPCR para medir los niveles de expresión de las moléculas TCR, CD4, CMH-II, 

CD8 y CMH-I, asociadas a la inmunidad celular y de esa manera conocer la respuesta del 

organismo modelo frente a un inmunógeno compuesto por subunidades recombinantes del 

virus SARS-CoV-2 (PrS1 y PrRBD1), administrado en dos dosis.   

La RT-qPCR demanda la selección de un gen control endógeno apropiado de acuerdo 

al experimento, modelo animal y tipo de tejido que se va a analizar (Prieto et al., 2003; Svingen 

et al., 2015). Griessl et al. (2017) informaron que los genes de referencia más adecuados para 

el estudio de la expresión génica por la técnica RT-qPCR en el bazo de ratones BALB/c, 

incluyen a β-Actina, β2- microglobulina y HPRT. Las proteínas de actina son altamente 

conservadas, se encargan de la motilidad, integridad, estructura y señalización de las células. 

El gen β-Actina codifica una de seis proteínas de actina, misma que forma parte del aparato 

contráctil y citoesquelético no muscular de las células (Saeed et al., 2020). Es un gen 

endógeno altamente conservado y estable en diferentes tipos de tejidos, incluido el bazo; por lo 

que usualmente es empleado en ensayos de expresión génica como referencia para normalizar 

los niveles de ARN dentro de la célula (Svingen et al., 2015). Lo que evidentemente se pudo 

detectar en este estudio, debido a que la expresión de β-Actina se mantuvo uniforme tanto en 

el ensayo a corto plazo como en el ensayo a largo plazo (Figura 19A) y no presentó diferencias 

significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 21).  

La cuantificación de la expresión génica mediante RT-qPCR es altamente sensible, 

precisa y reproducible (Fraga et al., 2014; Griessl et al., 2017; Young et al., 2020). Los valores 
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de cuantificación génica determinados mediante esta técnica molecular dependen de ciertos 

parámetros como la pendiente de la curva estándar cuyo valor debe variar entre -3.1 y -3.6, el 

coeficiente de determinación (R2) del modelo lineal cuyo valor debe ser próximo a 1 y los 

porcentajes de eficiencia cuyo valor óptimo debe encontrarse en un rango de entre 90 a 110% 

(Bio-Rad Laboratories, 2019). Prieto et al. (2003) estudiaron la expresión génica de β-actina de 

ratón en el bazo y otros tejidos, mediante RT-qPCR; obteniendo una curva estándar 

caracterizada por una pendiente de -3.23, R2 igual a 0.99 y un porcentaje de eficiencia de 1.04 

(104%). En el presente estudio se obtuvo una curva estándar del control endógeno β-actina en 

el bazo de ratón, con una pendiente de -3.6465, R2 igual a 0.9909 y un porcentaje de eficiencia 

de 88.03% (Figura 20A). Mientras que los demás genes estudiados mostraron una pendiente 

que osciló entre los valores -4.3 a -3.3, los porcentajes de eficiencia variaron entre 70.12 a 

101.91% y los valores de R2 se aproximaron a 1 en todos los casos (Figura 20 B, C, D, E y F). 

Si bien existió consistencia entre los resultados obtenidos por densitometría y qPCR, se 

presume que la cuantificación de CD8 y CMH-I tuvo leves variaciones, debido a que estos 

genes presentaron los porcentajes de eficiencia más bajos en el ensayo qPCR (Figura 20 E y 

F).  

La estimulación de TCR es esencial para determinar la activación, el desarrollo, 

diferenciación, proliferación y la supervivencia de los linfocitos T. Una fuerte estimulación de 

TCR favorece la diferenciación de linfocitos cooperadores principalmente de tipo 1 (Th1), 

mientras que una estimulación leve es suficiente para la generación o mejora de los linfocitos 

CD8+ de memoria (Hwang et al., 2020). Sin embargo, la respuesta inmune adaptativa frente a 

péptidos antigénicos, ha demostrado expresar fenotipos celulares principalmente de naturaleza 

CD4+ (Minervina et al., 2021). En este estudio la expresión de TCR fue relativamente alta en 

comparación con las otras moléculas estudiadas (Figura 22), aunque fue evidentemente mayor 

en los tratamientos PrS1+PBS+Adv y PrRBD1+PBS+Adv (Figura 19B), además de 

PrRBD1+PBS (Figura 21).  
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Las células T CD4+ son claves para la inmunidad adaptativa, pues sus funciones 

incluyen la estimulación de las células B, las células T CD8+ y la producción de citoquinas 

antivirales (Wragg et al., 2022). Ensayos in vivo con modelos animales han demostrado que las 

respuestas de linfocitos T CD4+ tienden a ser más dominantes que las respuestas de células T 

CD8+, lo cual se ha relacionado con el control primario de la infección por SARS-CoV-2 o sus 

antígenos (Li et al., 2021; Sette & Crotty, 2021). La magnitud de respuesta de los linfocitos T 

está ligada al tipo de proteína empleada como antígeno (Nguyen et al., 2021); así la proteína 

nsp12 estimula débilmente a las células CD8+, mientras que la proteína S se rige por una alta 

estimulación de células CD4+ y en consecuencia da soporte a la inmunidad humoral (Moss, 

2022). La presentación de antígenos exógenos como las proteínas introducidas mediante la 

vacunación, ocurre a través de la vía del CMH-II que emplea el mecanismo de fagolisosoma y 

procesa el antígeno para presentarlo a las células CD4+ (Coico & Sunshine, 2015). Además, 

existen reportes de que los ratones de la cepa BALB/c poseen una excelente respuesta frente a 

la inmunización, debido a que tienden a expresar fácilmente las células T cooperadoras, luego 

de ser vacunados (Nakamura, 2013). Lo que en conjunto explica los altos niveles de expresión 

de las proteínas CD4 y CMH-II, cuantificados por densitometría (Figura 19 C y D) y qPCR 

(Figura 21 y 22). 

Los linfocitos T CD4+ pueden diferenciarse en algunos fenotipos con diferentes 

funciones efectoras de acuerdo a las citoquinas secretadas en el organismo. El fenotipo Th1 se 

encarga esencialmente de la eliminación de antígenos intracelulares, Th2 se dirige a agentes 

parasitarios extracelulares y se asocia con enfermedades alérgicas, Th17 elimina agentes 

bacterianos y hongos extracelulares, Thf se encarga de estimular la inmunidad humoral 

mediante interacción con linfocitos B y Treg desempeña un rol esencial en la tolerancia a 

antígenos propios y extraños (Luckheeram et al., 2012).  

Estudios de infección por SARS-CoV en modelos animales han demostrado que las 

respuestas de células T CD4+ de tipo Th2 se relacionan con una inmunopatología asociada a la 
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vacunación (Tseng et al., 2012); también se ha informado sobre la presencia del fenotipo Th2 

en pacientes con COVID-19 grave (Chen & John Wherry, 2020). Al contrario, las respuestas 

sesgada por Th1 y Thf se ha asociado con casos de COVID-19 leve (Elizaldi et al., 2020; Toor 

et al., 2021); pues estos fenotipos celulares han demostrado la capacidad para detener la 

replicación viral y reducir el riesgo de complicaciones respiratorias derivadas de la enfermedad 

pulmonar (Lázaro et al., 2022). Además, Vogel et al. y Lakshmanappa et al. (2021), reportaron 

una elevada estimulación de linfocitos T CD4+ de tipo Th1 y Thf en los ganglios linfáticos de 

ratones y macacos rhesus; luego de la vacunación con una plataforma de ARNm codificante de 

las proteínas S y RBD del SARS-CoV-2. Por lo tanto, se presume que la mayor parte de la 

población de linfocitos T CD4+ estimulados en este estudio (Figura 19C, 21 y 22), corresponde 

a los fenotipos Thf cuya función efectora es la estimulación de la inmunidad humoral; lo que 

tiene coherencia con los altos títulos de anticuerpos neutralizantes encontrados por Orozco-

Vega (2022) en un estudio predecesor; sin embargo, esta hipótesis se podría confirmar 

mediante un análisis de citoquinas e interleucinas asociadas a dichos fenotipos.  

Las células T CD8+ son claves para el combate de antígenos intracelulares como los 

virus, estas células se encargan de producir citocinas efectoras y eliminar células contaminadas 

(Pérez-Galarza et al., 2021). El retraso en el reclutamiento de los linfocitos T CD8+ durante la 

infección in vivo, se debe a una función deteriorada de las células dendríticas encargadas de la 

presentación de antígenos, misma que es causada por los mecanismos de evasión del SARS-

CoV-2 (Arshad et al., 2022; Yoo et al., 2021). Algunas plataformas como las vacunas vivas, las 

vacunas basadas en ARNm y vacunas basadas en vectores virales, tienen mayor acceso a la 

maquinaria de procesamiento del CMH-I por lo que poseen la facultad para estimular de 

manera más eficaz la respuesta de las células T CD8+; evento que no ocurre en las plataformas 

basadas en proteínas recombinantes (Minervina et al., 2021; Nguyen et al., 2021). Tal y como 

se evidenció en este estudio, donde la expresión de CD8 y CMH-I fue la más baja, respecto a 

las demás moléculas estudiadas, en todos los tratamientos empleados (Figuras 21 y 22). No 
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obstante, si hubo un aumento de la expresión de CD8 y CMH-I, en el ensayo a largo plazo 

luego de la segunda dosis del inmunógeno compuesto por PrS1+PBS+Adv (Figuras 19 E y F). 

Además, Taus et at. (2022) determinaron que la población de linfocitos T CD8+ se ve mejor 

estimulada por la proteína N del SARS-CoV-2, que por las proteínas S y M. 

La aplicación de dos dosis de una vacuna suplementada con adyuvante, basada en la 

proteína S recombinante del SARS-CoV-2; ha demostrado ser altamente efectiva en la 

inducción de la respuesta inmune adaptativa humoral en modelos murinos (Z. Hu et al., 2022). 

Lázaro et al. (2022) reportaron que un esquema de inmunización compuesto por dos dosis de 

una vacuna basada en un vector viral codificante de la proteína S del SARS-CoV-2 fue 

altamente eficaz para prevenir la replicación del virus, inducir títulos altos de IgG específicos de 

S y RBD, así como también de causar lesiones inflamatorias pulmonares leves. Además, 

Nguyen et al. (2021) reportaron que la aplicación de la segunda dosis de una vacuna inactivada 

(BNT162b2) contra la COVID-19, estimuló significativamente la expresión de linfocitos T CD4+ 

en ensayos in vivo con modelos animales; donde el pico más alto fue detectado tras 7 días 

después de su inoculación (día 28 del ensayo) y la población de células T CD4+ persistió 

durante aproximadamente 200 días más.  

En este estudio se inoculó dos dosis de un prototipo de vacuna compuesto por 5µg de 

PrS1 o PrRBD1 en 200µL de solución (Tabla 5), la primera dosis el día 0 y la segunda dosis el 

día 28 del ensayo; y luego se evaluó la inmunogenicidad generada a los 15 días en el ensayo a 

corto plazo y a los 42 días en el ensayo a largo plazo (Orozco-Vega, 2022). Tanto la inmunidad 

humoral como la inmunidad celular fueron significativamente potenciadas luego de la adición de 

la segunda dosis; lo que se evidencia en este estudio por la expresión elevada de todos los 

genes asociados a la respuesta inmune celular en el ensayo a largo plazo (Figura 19 B, C, D, E 

y F).  

En cuanto a la respuesta adaptativa celular de memoria, se sabe que las citoquinas IL-7 

e IL-15 promueven el desarrollo y supervivencia de los linfocitos T de memoria, mismos que se 
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mantienen en un estado de reposo funcional durante años luego del encuentro con el antígeno; 

aunque este mecanismo todavía no se ha descrito claramente (Abbas et al., 2018). Jordan 

(2021) y Lázaro et al. (2022) reportaron la inducción de respuestas de memoria específicas de 

S, tanto humorales como celulares que se prolongaron hasta por 6 meses luego de la 

inmunización con diferentes plataformas de vacunación. Wragg et al. (2022) afirmó en su 

estudio que las células T CD4+ de memoria específicas de SARS-CoV-2, se han detectado 

luego de 8 y 12 meses después de la infección y corresponden principalmente a los fenotipos 

Th1. Además existen informes de que las células T de memoria específicas del SARS-CoV 

principalmente dirigidas a las proteínas S, M y N; persistían hasta por 17 años después de la 

exposición al antígeno, mientras que las células B secretoras de anticuerpos se extinguían al 

paso de solo unos pocos años, aproximadamente 6 años (Lee et al., 2021; Sette & Crotty, 

2021). Dada la cercanía genética entre SARS-CoV y SAR-CoV-2 (homología del 79.5%) (Shen 

et al., 2022), muchos investigadores estiman que la respuesta de memoria frente a este 

patógeno tendrá una duración igual o mayor a 10 años, como ocurre también con la fiebre 

amarilla (Jordan, 2021).  

No obstante, la mutación continua de SARS-CoV-2 constituye un gran desafío para los 

programas de vacunación, debido a que las vacunas existentes han perdido eficacia y 

consecuentemente ha incrementado la demanda de dosis de refuerzo (Zhang et al., 2022). Se 

ha reportado que la proteína S tiene un alto nivel de mutagenicidad y que las variantes del virus 

han logrado desarrollar estrategias evasivas de la respuesta inmune inducida por la vacunación 

(Arshad et al., 2022). Dando lugar a un nuevo reto para los científicos, quienes se han 

enfocado en buscar e identificar nuevos objetivos antigénicos potenciales, como la proteína N, 

que ha sido reportada como un epítopo capaz de mantener una inmunidad general de larga 

duración y permite combatir múltiples variantes de SARS-CoV-2 (Soraci et al., 2022).  

 La mutación del virus, también ha dado lugar a nuevas rutas de infección alternas a la 

ruta clásica comprendida por ACE2/TMPRSS2 y asociada al sistema respiratorio. Estudios han 



97 

 

reportado la detección de SARS-CoV-2 y sus antígenos derivados, en el bazo y ganglios 

linfáticos de pacientes fallecidos; lo que revela la afectación del sistema inmune debida a 

muerte pronunciada de linfocitos T o linfopenia. Ensayos in vitro mostraron que dicha vía está 

probablemente dada por la proteína superficial de leucocitos, LFA-1 (Shen et al., 2022).  Por lo 

tanto, es esencial desarrollar nuevas estrategias para mejorar las plataformas de vacunación 

existentes y actualmente disponibles, orientadas principalmente a la población más vulnerable.   
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CAPÍTULO VI: Conclusiones 

La integridad del ARN extraído a partir del bazo de los ratones BALB/c, expuestos a los 

diferentes tratamientos inmunogénicos in vivo; se evidenció mediante electroforesis horizontal y 

espectrofotometría. En general se obtuvo altas concentraciones de ARN y sus parámetros de 

pureza 260/280 y 260/230 tuvieron valores aproximados a 2. 

Los resultados del análisis densitométrico y la cuantificación de la expresión génica 

mediante RT-qPCR, revelaron que los tratamientos inmunogénicos basados en PrS1 y PrRBD1 

con adyuvante son altamente eficaces, al inducir respuestas significativamente altas de las 

moléculas TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I asociadas a la respuesta inmune adaptativa 

celular, durante el ensayo a largo plazo. Por lo tanto, se concluye que el régimen de 

vacunación compuesto por dos dosis brindó una respuesta más sólida de linfocitos T y fue 

mucho más eficiente que el régimen compuesto por una sola dosis.  

El prototipo de vacuna basada en proteínas recombinantes empleado en este estudio, 

indujo una fuerte expresión del receptor de los linfocitos T, así como también de la molécula 

CMH-II y estimuló vigorosamente a la población de linfocitos T CD4+. En contraste con la 

activación de los linfocitos T CD8+ y las moléculas CMH-I, que resultó significativamente más 

baja en todos los tratamientos. Este hallazgo reveló que los antígenos PrS1 y PrRBD1 

presentes en el constructo vacunal son procesados por la vía de fagolisosoma del CMH-II, lo 

que tiende a estimular esencialmente células T CD4+ cooperadoras, cuyas funciones son 

activar a las células CD8+ y mantener la inmunidad humoral; así como también promover la 

inmunidad de memoria orientada a la protección del huésped frente a futuros encuentros con el 

mismo antígeno.  
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CAPÍTULO VII: Recomendaciones 

Optimizar el protocolo de qPCR para mejorar los porcentajes de eficiencia obtenidos en 

este estudio, mediante la aplicación de otros genes control murinos o mediante el mejoramiento 

de la curva estándar empleada en la cuantificación absoluta. 

Estudiar la expresión de IL-6 e IL-21 para confirmar si la elevada población de linfocitos 

T CD4+ detectada en este estudio, corresponde a los linfocitos cooperadores foliculares (Tfh) y 

también las citoquinas IFN-γ, IL-12 e IL-2 para determinar si corresponden al tipo Th1.  

Investigar la inmunogenicidad de epítopos alternos como la proteína de la 

nucleocápside y la proteína de membrana del SARS-CoV-2, así como también evaluar 

alternativas de vacunación heteróloga mediante combinación de plataformas vacunales o 

diseño de vacunas multiproteicas, que permitan inducir la expresión de diversos tipos de 

células T.  

Evaluar otros agentes adyuvantes para suplementar la vacuna diseñada en este 

estudio, con el fin de incrementar el potencial inmunogénico, orientado principalmente a la 

activación de los linfocitos T CD8+ específicos del SARS-CoV-2.  
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