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Enfermedades infecciosas de los animales

Efectos en el 

bienestar animal 

y la seguridad 

alimentaria

Afecciones 

causadas por 

patógenos

Zoonosis: el 75% de las 

infecciones humanas 

emergentes son de origen animal

Órganos humanos más afectados

Respuestas inmunitarias 
fuertes y duraderas

Protección de amplio 
espectro

Discriminación entre los 
animales vacunados e 

infectados

Ausencia de 
recombinación entre las 

vacunas y las cepas

Fabricación barata y fácil 
administración

Vacunas

(Entrican & Francis, 2022; Le et al., 2022; Pan et al., 2021; van Seventer & Hochberg, 2017)

Creado con BioRender
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Vacunas convencionales y de nueva generación

Vacunas 
de ADN y 

ARN

Fácil y rápido 
diseño de los 
constructos

Propiedades 
inmunoestimu

lantes 
intrínsecas 

Presencia in 
vivo temporal 

de la 
proteína 

Fabricación 
por procesos 
genéricos y 

rápidos

Puede 
combinar 
diferentes 
genes o 

rediseñarse

(Bouazzaoui et al., 2021; Entrican & Francis, 2022; Fomsgaard & Liu, 2021; Jorge & Dellagostin, 2017; Le et al., 2022; Liu, 2019)

Creado con BioRender
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Vacunas de ADN vs ARNm

Por la pandemia de COVID-19 en 

2021 se aprobó de emergencia 

las dos primeras vacunas de 

ARNm para humanos 

(Baden et al., 2021; Le et al., 2022; Oluwagbemi et al., 2022; Polack et al., 2020; Xiong et al., 2018; Xu et al., 2020)

Creado con BioRender

Valor del mercado de las 

vacunas de ARNm: decenas de 

miles de millones de dólares
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Vacunas de ARNm

MHC I: se presentan los epítopos a 

los linfocitos T citotóxicos CD8+

MHC II: se presentan los epítopos a 

los linfocitos T cooperadores CD4+

Eliminan células infectadas

Promueven la actividad de CD8+ 

e interactúan con los linfocitos B 

para producir anticuerpos  

(Le et al., 2022; Verbeke et al., 2019; Xiong et al., 2018)
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Vacunas de ARNm – Transcripción in vitro

Cap 5’ UTR

ORF Cola poli(A)

(Karam & Daoud, 2022; Le et al., 2022; Liang et al., 2021; Pilkington et al., 2021; Verbeke et al., 2019; Xiong et al., 2018)
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Vacunas de ARNm – Sistemas de administración 

(Karam & Daoud, 2022; Le et al., 2022; Liang et al., 2021; Pilkington et al., 2021; Verbeke et al., 2019; Xiong et al., 2018)
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General

• Evaluar las bases moleculares para el diseño de vacunas de ARN con
aplicación en veterinaria.

Específicos

• Definir la secuencia para la expresión del ARN mensajero mediante 
herramientas bioinformáticas.

• Estandarizar las condiciones de la transcripción in vitro del ARN mensajero.

• Expresar el antígeno a través de la transfección del ARN mensajero en las
líneas celulares HEK293 y HCT116.

La transfección con el ARN mensajero permite la expresión del antígeno que 

codifica en las líneas celulares HEK293 y HCT116. 

Hipótesis
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Definición de la secuencia para la expresión del ARNm

Hantavirus cepa Andes

Estructura de la unidad 

transcripcional

Clonación en el vector Blue 

Heron pUC MinusMCS

(Moreno Sandoval et al., 2014)

Creado con BioRender y SnapGene
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Amplificación y purificación del plásmido pUC MinusMCS – GnGc

Creado con BioRender
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Digestión enzimática para verificar la identidad de pUC MinusMCS – GnGc

Con tres enzimas de restricción de alta fidelidad, EcoRV, SacI y KpnI

Creado con BioRender
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Linealización de pUC MinusMCS – GnGc

Con dos enzimas de restricción de alta fidelidad, BspQI y NotI

Creado con BioRender
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Estandarización de la transcripción in vitro del ARNm

Creado con BioRender
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Estandarización de la transcripción in vitro del ARNm

Creado con BioRender
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Transfección del ARNm en las líneas celulares HEK293A y HCT116

Creado con BioRender

HEK293A: células de riñón de embrión humano; HCT116: células de carcinoma colorrectal humano
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Transfección del ARNm en las líneas celulares HEK293A y HCT116

Creado con BioRender

HEK293A: células de riñón de embrión humano; HCT116: células de carcinoma colorrectal humano



METODOLOGÍA

21

Evaluación de la viabilidad celular 

Creado con BioRender
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Análisis de la expresión del antígeno

Creado con BioRender

Lisis celular Análisis SDS-Page y Western Blot
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Definición de la secuencia para la expresión del ARNm

(Corbett et al., 2020; DeGroot et al., 2018; Li et al., 2016; J. Liu et al., 2022; Moradian et al., 2020; W. Sun et al., 2021; N.-N. Zhang et al., 2020)

Nota. Codón de inicio en verde, codón de parada en rojo y secuencia Kozak en negrita.
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Purificación de pUC MinusMCS – GnGc

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

purificación del plásmido pUC MinusMCS – GnGc 

 

Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb; 

1, plásmido purificado (flecha roja). 

pUC MinusMCS – GnGc 

(DeGroot et al., 2018; Downey, 2003)

Concentración del plásmido: 

Tamaño del plásmido:

Tras la lisis alcalina: 1,95 µg/µL  

Tras añadir ARNasa A: 1,54 µg/µL 

Tras purificar con kit: 0,9 µg/µL

6.9 kb
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Digestión enzimática para verificar la identidad de pUC MinusMCS – GnGc

SacI + EcoRV: 

1. 4460 pb 

2. 2454 pb

SacI

1. 6914 pb

SacI + KpnI

1. 3677 pb

2. 3237 bp

(Ejeskär et al., 2006; Moradian et al., 2020)
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Linealización de pUC MinusMCS – GnGc

(Corbett et al., 2020; W. Sun et al., 2021)

BspQI

1. 6.6 kb 

2. 289 pb

NotI

1. 6.9 kb

Concentración: 

Plantilla linealizada con BspQI: 0,14 µg/µL 

Plantilla linealizada con NotI: 0,2 µg/µL 
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Estandarización de la transcripción in vitro del ARNm

(Karam & Daoud, 2022; Schlake et al., 2012)

Tamaño 

ARNm:

3.7 kb

Concentración ARNm 

con cap 5’: 0,5 µg/µL
Concentración ARNm (BspQI): 1,6 µg/µL kb

Concentración ARNm (NotI): 1,4 µg/µL kb
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Evaluación de la viabilidad celular 

(Bouazzaoui et al., 2021; Li et al., 2016; Zhao et al., 2016)
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Análisis de la expresión del antígeno

(Avci-Adali et al., 2014; W. Sun et al., 2021)

Tamaño de las 

proteínas:

Gn: 80,5 kDa

Gc: 57 kDa
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Análisis de la expresión del antígeno

(Mitra & Tomar, 2021; Karam & Daoud, 2022)

1 2 3 4 5 6 7

Tamaño de las 

proteínas:

Gn: 80,5 kDa

Gc: 57 kDa
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El correcto diseño de la unidad transcripcional simulando las características del 
ARNm eucariota maduro y aplicando optimizaciones a los elementos 
estructurales básicos mejoran la expresión del ARN mensajero. 

La estandarización de las condiciones de la transcripción in vitro, mediante la 
purificación de la molécula y la eliminación de ARNasas, contribuye a evitar la 
degradación del ARN mensajero y aumentar su estabilidad. 

La transfección del ARN mensajero con PEI resulta tóxico para las células, 
mientras que su administración con Lipofectamina no tiene efectos significativos 
en la viabilidad celular. 
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Se recomienda tomar las precauciones necesarias durante el trabajo con el ARN 
para evitar su contaminación y degradación, preferiblemente tener un lugar de 
trabajo y material exclusivo para su manipulación.

Se sugiere eliminar completamente el suero fetal bovino antes de la transfección 
y el análisis de la expresión del antígeno para que no exista interferencia. 

Se recomienda probar la transfección del ARNm transcrito in vitro con 
nanopartículas lipídicas y nucleósidos modificados para evitar su degradación e 
incrementar la eficacia de traducción.

Se sugiere no utilizar PEI como reactivo de transfección de ARN mensajero por 
su alta toxicidad para las células de mamíferos. 
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