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Resumen 

Los Hantavirus son un grupo de organismos zoonóLcos causantes de un importante número de 

enfermedades en los seres humanos. El virus Andes es un Lpo de Hantavirus reportado en Sudamérica, 

causante de un síndrome cardiopulmonar y el único que se transmite de persona a persona. En la 

actualidad no existen tratamientos aprobados por la FDA contra la infección provocada por el virus de los 

Andes. Sin embargo, inducir Dtulos elevados de anLcuerpos contra las glicoproteínas Gn y Gc está 

estrechamente relacionado con un aumento en la tasa de supervivencia al virus. En el presente trabajo 

de invesLgación se evaluó el efecto inmunitario en gallinas ponedoras de una proteína recombinante 

basada en las glicoproteínas de membrana Gn y Gc del virus Andes. Los anDgenos recombinantes se 

expresaron y aislaron a parLr del clon 11 G1+G2 previamente desarrollado lo que requirió de varias 

etapas: fermentación, ruptura en molino de bolas, solubilización, replegamiento y concentración de los 

anDgenos proteicos. Los anDgenos recombinantes Gn y Gc se obtuvieron en concentraciones de 1,30 

hasta 1,80 mg/mL en un volumen de 2 mL. Los anDgenos obtenidos se emplearon para elaborar 

formulaciones con el adyuvante de Freund en sus formas completa e incompleta para inmunizar a cuatro 

gallinas ponedoras (Gallus gallus domes7cus, raza Leghorn Brown), de un año de edad, 1,8 kg de peso, 

sanas y en condiciones de crianza apropiadas. La inmunización se realizó cada semana durante 42 días y 

se recolectaron muestras de sangre y huevos. A parLr de las muestras recolectadas se realizó el ensayo 

de inmunoabsorción ligado a enzimas del Lpo indirecto obteniéndose Dtulos altos en la yema de huevo a 

parLr del día 42 después de realizada la primera inmunización, esto indica que la técnica de 

inmunización con los anDgenos recombinantes produjo una respuesta inmunitaria favorable contra las 

glicoproteínas de superficie Gn y Gc del virus Andes.  

Palabras clave: Hantavirus, anDgenos recombinantes, inmunoglobulinas Y 
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Abstract 

Hantaviruses are a group of zoonoLc organisms responsible for a significant number of diseases in 

humans. The Andes virus is a type of Hantavirus reported in South America, causing a cardiopulmonary 

syndrome and being the only one transmised from person to person. Currently, there are no FDA-

approved treatments for Andes virus infecLon. However, inducing high anLbody Lters against the Gn 

and Gc glycoproteins is closely associated with an increased survival rate against the virus. In this 

research work, the immune effect in laying hens of a recombinant protein based on the Gn and Gc 

membrane glycoproteins of the Andes virus was evaluated. The recombinant anLgens were expressed 

and isolated from the previously developed clone 11 G1+G2, which required several stages: 

fermentaLon, ball mill breakage, solubilizaLon, refolding, and concentraLon of the protein anLgens. 

Recombinant Gn and Gc anLgens were obtained at concentraLons ranging from 1.30 to 1.80 mg/mL in a 

volume of 2 mL. The obtained anLgens were used to prepare formulaLons with Freund's adjuvant in 

both complete and incomplete forms to immunize four laying hens (Gallus gallus domes7cus, Leghorn 

Brown), breed one year old, 1.8 kg in weight, healthy, and raised under appropriate condiLons. 

ImmunizaLon was performed weekly for 42 days, and blood and egg samples were collected. From the 

collected samples, an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed, yielding high Lters in 

the egg yolk starLng on day 42 aver the first immunizaLon. This indicates that the immunizaLon 

technique with the recombinant anLgens produced a favorable immune response against the surface 

glycoproteins Gn and Gc of the Andes virus. 

Keywords: Hantavirus, recombinant anLgens, immunoglobulin Y. 
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Capítulo 1 

Introducción 

Formulación del problema y antecedentes 

Los Hantavirus (HV) son un conjunto importante de organismos zoonóticos que causan gran 

interés en el campo de la salud pública (Mittler et al., 2019). Forman parte del orden Bunyaviridae, 

familia Hantaviridae, y constituyen un género con gran número de especies distintas tanto a nivel 

genético como patológico. Los Hantavirus son un grupo de virus de ARN monocatenario y sentido 

negativo (D’Souza & Patel, 2020; Kell, 2022).  

En los seres humanos, la infección producida por Hantavirus da como resultado dos síndromes 

clínicos en dependencia de la especie de HV y su origen geográfico: el síndrome cardiopulmonar por 

hantavirus (SCPH) y la fiebre hemorrágica con síndrome renal (FHSR) (Avšič-Županc et al., 2019; 

Ermonval et al., 2016). El FHSR es consecuencia de los HV que se ubican principalmente en el continente 

europeo y el continente asiático (Lupi et al., 2017). Los principales síntomas de esta enfermedad 

incluyen fiebre, dolor de cabeza, mialgias, trastornos gastrointestinales y distintos niveles de 

insuficiencia renal aguda (Mattar et al., 2015). A diferencia del FHSR, el SCPH conduce a una enfermedad 

más grave, con tasas de letalidad de aproximadamente 30 a 50 % (Avšič-Županc et al., 2019). El SCPH se 

localiza en el continente americano y se presenta generalmente como consecuencia de dos tipos de HV: 

el virus Sin Nombre (VSN), que se localiza en América del Norte y el virus Andes (ANDV), cuyos casos han 

sido registrados en América del Sur (Galeno et al., 2002). Los síntomas tempranos de SCPH son similares 

a FHSR en cuanto a fiebre y malestares generales; sin embargo, en las fases finales los pacientes tienden 

a desarrollar edema pulmonar agudo e insuficiencia respiratoria que requiere ventilación mecánica 

(Jonsson et al., 2008).  
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Cada año se reportan más de 200000 casos alrededor del mundo de infecciones producidas por 

HV y la tasa de mortalidad varía desde el 12 % en el caso del FHSR y del 40 % para el SCPH de acuerdo 

con la especie de virus (Wei et al., 2022).  

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Organización Panamericana de la 

Salud (OPS), los países más afectados por Hantavirus son Brasil (5243 casos), Argentina (1350 casos) y 

Chile (1028 casos) (Organización Panamericana de la Salud/Organización Mundial de la Salud, 2019). 

El SCPH representa un problema emergente para Sudamérica, causado por el desmesurado 

crecimiento de las zonas urbanas que buscan cada vez con mayor frecuencia expandir las tierras 

destinadas para la agricultura y ganadería en ecosistemas donde habitan los reservorios de HV 

(Figueiredo et al., 2014). 

Cada HV se encuentra asociado con un solo huésped reservorio causando una infección 

permanente en el huésped para la cual normalmente son asintomáticos y puede ocurrir durante unos 

meses e incluso toda la vida del animal (Mittler et al., 2019). En el caso particular del virus de los Andes 

el huésped reservorio es el ratón de cola larga (Oligoryzomys longicaudatus) (Pizarro et al., 2019). El 

principal mecanismo por el cual los HV se transportan del huésped a los seres humanos es mediante 

aerosoles que, son eliminados a partir de la orina, heces, saliva y en menor frecuencia por la mordedura 

de roedores infectados (Olano & Walker, 2009).  

El genoma viral de los HV está compuesto por tres segmentos de ARN de cadena sencilla y 

polaridad negativa (Serris et al., 2020). Entre los segmentos que componen al ARN del virus se 

encuentran, un segmento corto que codifica la proteína de la nucleocápside, un segmento largo que 

codifica a la polimerasa y un segmento mediano que codifica a la proteína precursora (GPC) de dos 

glicoproteínas de superficie viral (G1 y G2 o Gn y Gc) (Hussein et al., 2011; Muyangwa et al., 2015).  

La denominada tecnología IgY fue introducida en los años 90 y consiste en usar diferentes 

antígenos para inmunizar gallinas ponedoras con el objetivo de producir anticuerpos IgY en la yema de 
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sus huevos (Karachaliou et al., 2021). Esta tecnología ha producido gran cantidad de aplicaciones para 

diagnóstico, profilaxis y tratamientos de distintas enfermedades dentro de la medicina y veterinaria 

(Yakhkeshi et al., 2022). 

Las gallinas ponedoras se inmunizan normalmente mediante vacunación y en dependencia del 

grado de inmunogenicidad del antígeno se pueden obtener altos títulos de anticuerpos después de tres 

o cuatro inmunizaciones refuerzo (Pauly et al., 2011). 

Justificación del problema 

En la actualidad no existen productos biológicos, tratamientos ni vacunas aprobadas por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) contra la infección que 

produce el virus de los Andes (Beltrán-Ortiz et al., 2017). Sin embargo, se han realizado investigaciones 

clínicas donde se demuestra que inducir títulos elevados de anticuerpos neutralizantes (AcN) contra las 

glicoproteínas Gn y Gc tiene una estrecha relación con un aumento en la supervivencia de ANDV 

(Engdahl et al., 2021).  

Las glicoproteínas Gc y Gn forman un complejo, con cuatro subunidades cada una (Gavrilovskaya 

et al., 1998) demostraron que el complejo Gn/Gc puede interactuar con integrinas b3, de tal modo que 

esta interacción facilita la entrada del virus a la célula diana (Hussein et al., 2011). El proceso de 

replicación de los HV ocurre generalmente en las células endoteliales y en macrófagos (Gavrilovskaya et 

al., 1998). 

El mecanismo por el cual los anticuerpos neutralizantes protegen a las células de patógenos 

consiste en la capacidad que tienen para unirse a la superficie de las partículas virales, en el caso de los 

HV los AcN se dirigen de manera particular a Gc de tal manera que se inhibe la fusión viral (Engdahl et 

al., 2023). 

La inmunidad pasiva se plantea como un enfoque terapéutico con gran potencial para tratar la 

infección producida por HV y hace referencia a la transferencia de anticuerpos de un organismo a otro 
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(Marcose & Hammarström, 2015), este tipo de inmunidad otorga protección de manera inmediata sin 

embargo, el efecto inmunitario resulta ser de corta duración debido a que no se produce una respuesta 

de memoria (Mak et al., 2014). 

Gracias al desarrollo de nuevas tecnologías en áreas relacionadas a la biología molecular, 

inmunología e ingeniería genética se ha logrado mejorar el diseño de tratamientos (Ellis et al., 2013), 

como en el caso de las vacunas, donde se presentan nuevas y mejores estrategias que implican el uso de 

proteínas recombinantes para inducir una respuesta inmunitaria favorable hacia diferentes tipos de 

patógenos (Cid & Bolívar, 2021). 

El auge producido por el incremento de este tipo de tecnologías está relacionado de manera 

directa con su alta eficiencia, costos bajos y su capacidad de ser altamente aprovechable (Pollet et al., 

2021). Permite producir de manera rentable proteínas recombinantes en diversos sistemas de expresión 

entre los que se destacan organismos como bacterias y levaduras (Tripathi & Shrivastava, 2019). 

Las inmunoglobulinas Y (IgY) son el tipo de anticuerpos (Ac) séricos que se encuentran en mayor 

cantidad en anfibios, reptiles y aves (X. Zhang et al., 2017). Tripathi & Shrivastava (2019) plantean la 

posibilidad de una vacuna que utilice la transferencia pasiva de IgY para ingresar al organismo 

anticuerpos neutralizantes que tienen la capacidad de combatir al virus mientras que el sistema inmune 

genera las barreras de defensa necesarias para combatir la infección  

Los anticuerpos son transferidos de las madres a sus crías a través de la yema de sus huevos con 

la finalidad de generar en ellos inmunidad mientras se encuentran desarrollando su propio sistema 

inmune (Leiva et al., 2020). Según (X. Li et al., 1998) a partir de una gallina inmunizada es posible extraer 

en un tiempo aproximado de 6 semanas 298 g de IgY. 

Las gallinas ponedoras producen inmunoglobulinas IgY y se almacenan en la yema de sus huevos 

durante la fase de incubación para otorgar protección a sus crías en el transcurso de los primeros días 

posteriores a la eclosión (Dias da Silva & Tambourgi, 2010). A diferencia de la producción de anticuerpos 
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en mamíferos las IgY resultan ser mejor para el bienestar del animal puesto que no requiere que el 

animal sangre para obtener estas moléculas (Marcq et al., 2015). 

Las ventajas que presenta la inmunoterapia pasiva mediante el uso de anticuerpos IgY incluyen 

la posibilidad de recolectar y purificar de manera relativamente sencilla estas moléculas después de 

exponer gallinas ponedoras a tratamientos de inmunización con un antígeno de interés (Pérez de la 

Lastra et al., 2020). Otro punto a favor de los anticuerpos IgY recae en su incapacidad de producir 

respuesta alérgica, por lo que resultan seguros para administrar en mamíferos bajo un amplio rango de 

condiciones de pH y temperatura (Agurto-Arteaga et al., 2022). 

 La falta de tratamientos para los HV en particular para el virus Andes, considerando sus altas 

tasas de letalidad y su capacidad única de transmisión de persona a persona posiciona al uso de 

inmunoglobulinas Y como una posible solución terapéutica con múltiples beneficios y menores costos 

que sus contrapartes las inmunoglobulinas G obtenidas a partir de mamíferos de tal manera que, la 

mejora de los procesos de producción de este tipo de anticuerpos puede ser a largo plazo una terapia 

rentable y eficaz. 

Por todo lo descrito anteriormente se propone el siguiente trabajo de investigación que tiene 

por objetivo evaluar el efecto inmunitario de un precursor recombinante de las glicoproteínas Gn y Gc 

derivadas del Hantavirus, previamente desarrollado por el laboratorio de Fisiopatología y Biofármacos 

de la Universidad de Concepción, en gallinas ponedoras (Gallus gallus domesticus). Para ello se realizó la 

expresión y aislamiento de las glicoproteínas Gn y Gc del virus Andes, un tipo de Hantavirus causante del 

síndrome cardiopulmonar en Sudamérica, para la posterior inmunización de gallinas ponedoras y 

finalmente se determinarán títulos de anticuerpos IgY mediante ensayos inmunológicos. 
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Objetivos 

Objetivo general 

 Evaluar el efecto inmunitario en aves con proteínas recombinantes derivadas del Hantavirus. 

Objetivos específicos 

• Expresar y aislar proteínas antigénicas del Hantavirus a partir del clon 11 G1+G2 previamente 

desarrollado. 

• Inmunizar a Gallus gallus domesticus con las proteínas antigénicas purificadas para la posterior 

recolección de sangre y huevos. 

• Determinar la antigenicidad de las proteínas aisladas mediante ensayos de inmunización en 

gallinas ponedoras. 

Hipótesis 

Las proteínas recombinantes derivadas del Hantavirus tienen efecto inmunológico en aves. 

 

 

 

 

 

 

 



  26 

 

 
 

Capítulo 2 

Marco teórico 

Hantavirus 

 El género Orthohantavirus (Hantavirus) perteneciente a la familia Bunyaviridae (MarDnez et al., 

2020), comprende a un gran número de virus con envoltura lipídica que se replican en el citoplasma de 

las células del hospedero y poseen un genoma de ARN trisegmentado (Muranyi et al., 2005). A lo largo 

de los años, los HV han sido causantes de un importante número de enfermedades en los seres 

humanos, por tal razón se han catalogado como una amenaza para la salud pública a nivel mundial (Bi et 

al., 2008). De acuerdo a la clasificación de BalLmore, los HV al ser virus de ARN de senLdo negaLvo y 

transcribirse para producir ARNm pertenecen a los virus del grupo V (Koonin et al., 2021). 

Los HV se pueden clasificar en dos grandes grupos: Hantavirus del Viejo Mundo, donde se 

incluyen el virus Hantaan (HTNV), el virus Puumala (PUUV) y el virus Dobrava (DOBV), y Hantavirus del 

Nuevo Mundo que incluyen el virus Andes y el virus Sin Nombre (R. L. Brocato & Hooper, 2019). Los 

Hantavirus del Viejo Mundo se localizan principalmente en Asia y Europa provocando en los seres 

humanos fiebre hemorrágica con síndrome renal (FHSR), mientras que los Hantavirus del Nuevo Mundo 

han sido reportados en América y conducen a los pacientes infectados a un síndrome cardiopulmonar 

(SCPH) (Barry et al., 2005). 

Tanto FHSR como SCPH son enfermedades de carácter mulLfactorial causando respuestas del 

sistema inmune y las células endoteliales. Además de trombocitopenia e hipoxia que coadyuvan el 

desarrollo de la enfermedad, a pesar de ser síndromes bastante diferentes comparten ciertas 

caracterísLcas comunes principalmente la capacidad que poseen los HV para infectar células 

endoteliales induciendo en el proceso a la permeabilidad capilar lo que conduce a una fuga de líquido 

hacia tejidos y órganos provocando un edema (Gorbunova et al., 2010). 
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Figura 1. 

Distribución de los Hantavirus alrededor del mundo 

 

Nota. Kim et al., 2021. 

En la actualidad, no existe un tratamiento o vacuna aprobada por la FDA para la infección 

causada por HV, los infectados reciben anLbióLcos, anLpiréLcos y analgésicos que ayudan a controlar los 

síntomas causados por la enfermedad (Mir, 2010). Para realizar el diagnósLco de la infección causada 

por HV se uLlizan, pruebas serológicas, detección del ARN viral mediante RT-PCR, inmunohistoquímica y 

culLvo viral (Galeno A. et al., 2000). 

Biología celular y molecular del virus 

Los viriones que pertenecen a este género consisten en parDculas circulares o pleomórficas con 

un diámetro que oscila entre 120 a 160 nm y una envoltura lipídica con espesor de aproximadamente 5 

nm (Vaheri et al., 2013). El genoma de los Hantavirus está compuesto por tres segmentos de ARN 

monocatenario de senLdo negaLvo (Hepojoki et al., 2012). Los segmentos se organizan de acuerdo a su 

tamaño: pequeño (S; 1,8 – 2,1 kb), grande (L; 6,5 – 6,6 kb) y mediano (M; 3,7 – 3,8 kb) (Serris et al., 

2020). El segmento S codifica para la proteína de la nucleocápside (proteína N), el segmento L codifica a 
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la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y el segmento M que codifica al precursor de la 

glicoproteína (GPC) (Jeeva et al., 2019).  

GPC se escinde después del proceso de traducción, en dos unidades estructurales las 

glicoproteínas Gn (70 kDa) y Gc (55 kDa), la maduración del precursor Lene lugar en el reDculo 

endoplasmáLco de la célula (Meier et al., 2021). Las glicoproteínas Gn y Gc se localizan en la envoltura 

del virus y forman un complejo en forma de espiga heterotetramérica que es de gran importancia para el 

reconocimiento y entrada hacia la célula huésped (Rissanen et al., 2017). 

Durante su ciclo vital los HV atraviesan por varias etapas, inicialmente se adhieren a la superficie 

del huésped por medio de uniones entre sus receptores y las glicoproteínas Gn y Gc, posteriormente la 

parDcula viral ingresa en el huésped mediante endocitosis independiente de clatrina a conLnuación, el 

RdRp transcribe al ARN viral  que posteriormente se traduce en proteínas virales que se concentran en la 

membrana celular finalmente, las parDculas virales salen de la célula hospedera por fusión de la vesícula 

biliar con la membrana (Koehler et al., 2022). 

Figura 2. 

Representación esquemá7ca de la estructura del Hantavirus 

 

Nota. D’Souza & Patel, 2020. 
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La fase de replicación de los HV ocurre principalmente en las células endoteliales, macrófagos, 

células epiteliales, podocitos, células tubulares del riñón y alveolares de los pulmones, linfocitos y células 

dendríLcas causando edema pulmonar o hemorragia aguda (Koehler et al., 2022; Mackow et al., 2014). 

El proceso mediante el cual el virus ingresa a las células huésped ocurre por medio de la unión de las 

glicoproteínas virales Gn y Gc a las integrinas b3 localizadas en la superficie celular del huésped y 

posterior endocitosis (Muranyi et al., 2005). Gn desempeña un papel importante en la unión viral y en el 

control de la fusión, mientras que Gc es una proteína de fusión clase II que induce la unión entre las 

membranas del virus y del huésped (Engdahl et al., 2021). Además, la glicoproteína de superficie Gc 

experimenta cambios en su conformación a causa de una disminución del pH en el endosoma como un 

mecanismo para intervenir en la fusión entre las membranas endosómicas virales y las del huésped 

(Engdahl et al., 2023).  

Virus Andes 

Se reportó por primera vez en el año de 1995 al suroeste de ArgenLna (López et al., 1997). El 

virus de los Andes es el principal agente causante del SCPH en países de América del Sur, sobre todo en 

ArgenLna y Chile con más de 900 casos registrados desde su primer reporte en la década de los 90 

(Padula et al., 2004). El principal reservorio del virus es el ratón de cola larga (Oligoryzomys 

longicaudatus) (Torres-Pérez et al., 2010). Hasta la actualidad el virus Andes es el único Lpo de HV del 

que se Lene evidencia documentada de transmisión de persona a persona (R. L. Brocato & Hooper, 

2019). Un estudio realizado por (Ferrés et al., 2007) demostró que la transmisión de persona a persona 

presenta mayor riesgo cuando se da en parejas sexuales, mientras que cuando el contacto se da de 

manera no sexual el riesgo disminuye. El avance en la búsqueda de tratamientos para el HV ha sido 

limitado por la ausencia de un modelo animal prácLco (Hooper et al., 2001), sin embargo, varias 

invesLgaciones (Mashys et al., 2010; Prescos et al., 2014; Slough et al., 2020; Vergote et al., 2021) 

señalan que para el caso parLcular del ANDV el mejor modelo de estudio es el hámster sirio 
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(Mesocricetus auratus) debido a que al momento de contraer la infección los animales presentan una 

enfermedad que resulta bastante similar al SCPH que se produce en humanos (Wahl-Jensen et al., 2007).  

Síndrome Cardiopulmonar por Hantavirus 

Los síntomas iniciales que se presentan por el SCPH son: dolores musculares, fiebre, malestar 

general, náuseas, dolor de cabeza, vómitos y dolor abdominal, entre 4 a 10 días después se pueden 

presentar tos y dificultad para respirar (Schmaljohn, 2009). La tasa de mortalidad para el SCPH es 

aproximadamente entre 30 y 50 % (Hussein et al., 2011). El SCPH presenta tres diferentes fases: fase 

prodrómica, fase cardiopulmonar y fase de convalecencia (Llah et al., 2018), en la fase prodrómica se 

presentan síntomas similares a la gripe que pueden durar hasta 45 días, durante la fase cardiopulmonar 

se produce una fuga en los capilares lo que provoca la reducción del gasto cardíaco y edema pulmonar 

(Chang et al., 2007), finalmente en la fase de convalecencia se produce un shock cardiogénico donde se 

requiere asistencia respiratoria y oxigenación por membrana extracorpórea (Akram et al., 2023). 

El virus accede al endotelio vascular por medio de macrófagos alveolares y células dendríLcas 

infectadas, simultáneamente las células endoteliales que se encuentran infectadas producen 

quimiocinas y citocinas proinflamatorias y regulan las moléculas de adhesión en su superficie celular 

atrayendo en el proceso a macrófagos, células T y monocitos los cuales al acumularse en el endotelio 

producen una tormenta de citocinas, adicionalmente el factor de crecimiento del endotelio vascular 

(VEGF) es secretado por las plaquetas, células T y los macrófagos acLvados con el virus por lo que el 

VEGF proveniente de estas células logra alcanzar elevadas concentraciones en la vasculatura del pulmón 

dando como resultado fugas e hiperpermeabilidad de los vasos (MacNeil et al., 2011). 
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Figura 3. 

Representación esquemá7ca del desarrollo del SCPH 

 

Nota. MacNeil et al., 2011. 

Transmisión 

La vía por la cual los seres humanos se infectan con HV es generalmente de carácter zoonóLco, 

se transmite de roedores contaminados a personas por medio de contacto directo con los animales o 

con aerosoles provenientes de sus heces, orina o saliva por varias semanas e incluso meses (Bellomo et 

al., 2023). El mecanismo por el cual se transmite la infección y la gravedad de la misma están 

relacionados directamente con la especie de virus (Mir, 2010). Desde el punto de vista evoluLvo, existe 

evidencia que señala la coevolución a lo largo de los años entre los HV y las diversas especies de 

roedores reservorio (Galeno A. et al., 2000). Cada HV infecta permanentemente y de manera 

asintomáLca a cada huésped reservorio, además, la transmisión a otros mamíferos resulta en infecciones 

no producLvas, mientras que los seres humanos desarrollan enfermedades infecciosas (Ray et al., 2010). 

El virus se manLene circulando en la naturaleza gracias a la facilidad con la que se transmite 

entre las poblaciones de roedores infectados, lo que suele suceder cuando interactúan entre ellos o por 

medio de acicalamiento social y peleas (Polop et al., 2010). La relación entre los HV y sus huéspedes 
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reservorio es en gran medida evolucionada, puesto que presentan varias caracterísLcas que se 

manLenen constantes, como, que la infección se muestre de forma crónica y asintomáLca para el 

huésped y que usualmente se asocia cada virus con una única especie de roedor reservorio 

perteneciente a la familia Muridae (J. C. Young et al., 1998). 

Proteínas recombinantes 

Durante más de tres décadas las proteínas han sido estudiadas como un método de tratamiento 

para un amplio número de enfermedades inicialmente estas proteínas provienen de fuentes humanas 

pero con el desarrollo de la ingeniería genéLca la producción de proteínas terapéuLcas se ha trasladado 

a sistemas de expresión recombinantes que presentan mejoras en cuanto a la pureza, consistencia y 

potencial de contaminación viral de la proteína que se desea administrar (Sethuraman & Stadheim, 

2006). Los sistemas que se uLlicen para la expresión de proteínas deben obedecer a ciertos criterios, 

como la rentabilidad y calidad permanente del producto en la actualidad, los sistemas más destacados 

son: Escherichia coli, Bacilus sub7lis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, 

Kluyveromyces lac7s, Fusarium, Trichoderma y culLvos de células de mamíferos e insectos (Schmidt, 

2004).  

Inmunidad pasiva y anQcuerpos como método de tratamiento 

La inmunidad pasiva hace referencia al método mediante el cual se transfieren anLcuerpos de 

un donante a un receptor con la finalidad de protegerlo frente a un proceso de infección (Sli�a & 

Amanna, 2018), este Lpo de inmunidad otorga protección inmediata al individuo, sin embargo, la 

duración resulta limitada siendo de entre varias semanas a 4 meses (Baxter, 2007). Esta técnica resulta 

una pieza importante dentro del control de enfermedades transmisibles, de esta manera se puede 

prevenir la enfermedad por medio de la interacción entre los anLcuerpos que son suministrados y los 

patógenos invasores (M. K. Young & Cripps, 2013). Recientemente la FDA aprobó el uso de anLcuerpos 
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monoclonales (mAb) contra el virus del Ébola y el COVID-19 raLficando a la inmunización pasiva como un 

método válido para combaLr enfermedades virales (Misler et al., 2022). 

 Los anLcuerpos monoclonales son inmunoglobulinas que poseen alto grado de especificidad 

para un anDgeno o un epítopo determinados (NaLonal InsLtute of Diabetes and DigesLve and Kidney 

Diseases, 2023) además, cuentan con una elevada capacidad para mejorar la respuesta inmune por lo 

que resultan interesantes como una alternaLva para obtener agentes terapéuLcos y profilácLcos en 

infecciones causadas por virus (Pantaleo et al., 2022). A lo largo de los años, se han caracterizado una 

gran canLdad de anLcuerpos neutralizantes para varias familias de virus, para el caso parLcular de los 

HV los anLcuerpos que se han idenLficado atacan al complejo tetramérico que forman las glicoproteínas 

de membrana Gn y Gc (Engdahl et al., 2021). 

Inmunoglobulinas Y  

La tecnología IgY fue presentada a parLr del año 1990 e implica un proceso en el cual se 

inmunizan gallinas ponedoras con el objeLvo de generar inmunoglobulinas Y en la yema de sus huevos 

(Karachaliou et al., 2021). Los anLcuerpos IgY son el Lpo de inmunoglobulina que se encuentra en mayor 

canLdad en la yema y suero de repLles, anfibios y aves (Yakhkeshi et al., 2022). Las inmunoglobulinas Y 

están compuestas por dos cadenas ligeras (L, 25 kDa) y dos cadenas pesadas (H, 65 kDa), por lo que la 

molécula completa Lene un peso aproximado de 167 kDa (Dias da Silva & Tambourgi, 2010). Las IgY 

pasan de la madre al hijo en la etapa latente del huevo brindando al pollito la capacidad de resisLr varias 

enfermedades infecciosas, el transporte trans ovárico de los anLcuerpos tardan aproximadamente entre 

3 a 6 días (Chalghoumi et al., 2009).   

Las IgY presentan una elevada eficacia en el reconocimiento de proteínas que se encuentran 

altamente conservadas en mamíferos debido a la distancia filogenéLca que existe entre especies de 

mamíferos y aves (Yakhkeshi et al., 2022). Los avances en la tecnología IgY señalan que puede emplearse 

para la obtención de anLcuerpos que presenten altos niveles de especificidad frente a un gran número 
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de agentes patógenos (El-Kafrawy et al., 2023). El uso de IgY como terapia presenta ventajas 

significaLvas frente a otras tecnologías, como: bajos costos de producción, es altamente rentable puesto 

que en la yema de huevo se encuentran elevadas concentraciones de IgY, el método no es invasivo, la 

manipulación de las gallinas es sencilla, se evita la manipulación y constante sangrado de animales de 

laboratorio (Müller et al., 2015). 

Gallus gallus domes8cus como modelo animal para obtener anQcuerpos  

 Las gallinas ponedoras producen un volumen de yema de aproximadamente 15 mL y ponen 

entre 5 a 6 huevos semanalmente (Larsson et al., 1993). Los animales inmunizados producen alrededor 

de 100 mg de IgY totales por cada huevo y aproximadamente de entre el 2 al 10 % de estos anLcuerpos 

presentan especificidad para el anDgeno diana (Abbas et al., 2019). El uso de gallinas ponedoras para la 

inmunización presenta ventajas significaLvas en cuanto al bienestar del animal puesto que solo se 

requiere recolectar sus huevos y de este modo se evita recurrir a la extracción de sangre al animal 

(Narat, 2003). Al realizar el proceso de inmunización a las gallinas la canLdad de IgY específicas que se 

obLenen para determinado anDgeno está directamente relacionada con el adyuvante uLlizado, la edad 

del animal, la vía por la que se aplica el anDgeno, dosis, anLgenicidad y peso molecular de la molécula 

que se administra a cada gallina (Aston et al., 2022). 
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Capítulo 3 

Metodología 

Se evaluará la inmunización en aves con proteínas recombinantes derivadas de Hantavirus. Para 

cumplir con el objetivo propuesto se se desarrollaron tres fases. Inicialmente se expresó y aisló las 

proteínas antigénicas del virus a partir de un clon desarrollado por el laboratorio de Fisiopatología y 

Biofármacos de la Universidad de Concepción. A continuación se desarrolló formulaciones con la 

proteína antigénica obtenida y se inmunizó las gallinas ponedoras, se recolectaron muestras de suero y 

huevos desde el día 0 hasta el día 47. Finalmente las muestras fueron procesadas y se determinó la 

antigenicidad del antígeno por medio de ELISA.  

Expresión y aislamiento de las proteínas anQgénicas del Hantavirus a parQr del clon 11 G1+G2 

previamente desarrollado 

Fermentación de Pichia pastoris transformada  

Preparación del inóculo inicial 

El proceso de preparación del inóculo inicial para realizar la fermentación de P. pastoris se 

modificó de Tolner et al., 2006. Se tomó una colonia del clon 11 G1+G2 desarrollado previamente en el 

laboratorio y fue inoculada con 10 mL de medio YP (10 g/L de extracto de levadura y 20 g/L de peptona) 

y glicerol al 2 %. Se incubó en un agitador orbital TU-400 Orbital Shaker Incubator (MRC, Israel) a 30 ºC y 

agitación constante de 150 rpm durante 24 horas. Al finalizar las 24 horas se pasó el medio de cultivo a 

un matraz de 1 L que tenía 150 mL de medio YP con glicerol al 2 % y el matraz se incubó a las mismas 

condiciones de temperatura y agitación por 48 horas. El medio de cultivo resultante se pasó a un matraz 

de 2 L con 350 mL de medio YP y glicerol al 2 % incubado bajo las mismas condiciones de temperatura y 

agitación durante 24 horas. Cada paso fue realizado por duplicado por lo cual al final se centrifugó el 

medio de cultivo de uno de los matraces de 2 L y se resuspendió en el medio de cultivo del otro matraz.  
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Inoculación del fermentador  

 El proceso de fermentación de la levadura meLlotrófica Pichia pastoris se desarrolla de manera 

disconLnua con la finalidad de obtener una elevada densidad celular y aumentar la producLvidad del 

proceso (W. Zhang et al., 2002). El protocolo de fermentación de P. pastoris se adaptó de Tolner et al., 

2006. El medio de cul7vo con el clon C11 G1+G2 se pasó a un fermentador de 5 L con medio salino, 

extracto de levadura, bioLna, vitaminas, sales y glicerol a 30 ºC, pH 5,22 y agitación de 500 rpm. El 

proceso de fermentación fue desarrollado en dos etapas, inicialmente se empleó glicerol como fuente de 

carbono durante aproximadamente 24 horas y en la segunda etapa del proceso se agregó metanol al 0,3 

% para inducir al promotor del gen que codifica para la alcohol oxidasa (AOX1) y la producción de Gn y 

Gc. El proceso de inducción duró 72 horas. Se separó la biomasa del sobrenadante por medio de 

centrifugación a 8000 rpm durante 10 min. La biomasa resultante fue almacenada a -80 ºC.  

Ruptura de la levadura Pichia pastoris en molino de bolas  

 Para la ruptura de las células de la levadura se tomó el precipitado proveniente de la 

fermentación y fue resuspendido en tampón de ruptura (PBS 1X, PMSF 0,1 mM, pH 7,4) a una 

concentración de 10 g/100 mL. La ruptura celular fue realizada en el molino de bolas DYNOâ-MILL MULTI 

LAB (WAB, EE.UU.) en 10 ciclos de ruptura. Se recolectó la biomasa rota y se centrifugó a 10000 rpm 

durante 15 min a 4 ºC.  

Solubilización de los antígenos Gn y Gc 

El protocolo de solubilización fue adaptado de Palmer & Wingfield, 2004. Se pesaron 25 g de la 

fracción insoluble de ruptura (obtenida anteriormente) y se resuspendió en tampón de solubilización 

(Urea 8M, b-Mercaptoetanol 10mM, PMSF 0,1 mM, NaOH 20 mM, pH 12). Se incubó durante 1 hora a 45 

ºC, agitándose vigorosamente en vórtex cada 15 min. La muestra solubilizada se centrifugó a 10000 rpm 

durante 15 min a 4 ºC. Se ajustó a un pH 8 con NaH2PO4 y HCl. La fracción soluble se guardó a -20 ºC. 
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Purificación de las proteínas Gn y Gc mediante cromatografía de afinidad a iones metálicos 

inmovilizados (IMAC) 

 Se purificó la fracción soluble modificando el protocolo propuesto por (Bornhorst & Falke, 2000); 

usando el sistema de cromatogra�a Äktaprime plus (GE Healthcare Life Science, Inglaterra), uLlizando una 

matriz Chela7n Sepharose Fast Flowâ (GE Healthcare Life Science, Inglaterra) cargada con sulfato de 

níquel (NiSO4). Se equilibró la matriz con 100 mL de tampón de equilibrio (Urea 8M, b-Mercaptoetanol 10 

mM, Imidazol 5 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8), a un flujo de 1,5 mL/min. A continuación, se cargó a la matriz 

100 mL de la muestra solubilizada, a un flujo de 0,5 mL/min. Una vez pasada la muestra, se lavó la matriz 

con tampón de lavado (Urea 8 M, b-Mercaptoetanol 10 mM, Imidazol 100 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8). A la 

muestra contenida en la matriz se le aplicó un tampón de elución (Urea 8M, b-Mercaptoetanol 10 mM, 

Imidazol 200 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8). Se cargaron 100 mL de tampón de lavado y de tampón de elución 

a un flujo constante de 1 mL/min. Durante cada etapa se recolectaron las fracciones resultantes (no unida, 

lavado y eluido). 

Replegamiento de las proteínas recombinantes Gn y Gc 

Para el replegamiento de la fracción eluida se utilizó el sistema de diafiltración Amicon 8010 

Bioseparations Stirred Cells de 15 mL (Merck, Alemania) con un disco de ultrafiltración Ultracel de 5 kDa 

de Celulosa Regenerada (Merck Millipore, Alemania). El sistema fue conectado a una bomba peristáltica 

NE-900 (SyringePump, EE.UU.) y se incorporó a una plancha de agitación CIMAREC+ (ThermoFisher 

Scientific, EE.UU.).  

Una vez terminado el montaje del sistema, se colocó en el equipo de diafiltración la muestra eluida 

de la purificación y se pasaron 100 mL de tampón de replegamiento (L-Arginina 0,8 M, NaCl 150 mM, 

EDTA 1 mM, Glutatión Oxidado 750 µM, Tris 100 mM, PMSF 0,1 mM, pH 8,3) a un flujo constante de 0,3 

mL/min. Se pasaron 100 mL de tampón de inmunización (Sacarosa 100 mg/mL, PMSF 0,1 mM, pH 7,4) a 
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un flujo constante de 0,3 mL/min. Se abrió el sistema Amicon y se recuperó la fracción que se encontraba 

en el tampón de inmunización y se agregó Tween 20 (Sigma-Aldrich, EE.UU.) 0,02 % v/v. La muestra se 

filtró mediante una membrana de 0,22 µm y se almacenó a -20 ºC. El protocolo para el replegamiento de 

las proteínas fue modificado de Ferré y colaboradores (2005). 

Concentración de las proteínas recombinantes Gn y Gc 

Una vez que los anDgenos proteicos Gn y Gc se replegaron correctamente se procedió a 

concentrarlos. Se uLlizó el sistema de diafiltración Amicon 8010 Bioseparations Stirred Cells de 15 mL 

(Merck, Alemania) con un disco de ultrafiltración Ultracel de 5 kDa de Celulosa Regenerada (Merck 

Millipore, Alemania) incorporado a una plancha de agitación (BioS7râ, EE.UU.) y conectado a un tanque 

de nitrógeno gaseoso. Una vez terminado el montaje del sistema, se colocó en el equipo de diafiltración 

13 mL de la muestra replegada y se pasó nitrógeno a un flujo constante de 0,3 mL/min durante 40 min 

para obtener un volumen final de la muestra concentrada de 2 mL. El protocolo para la concentración de 

proteínas recombinantes se adaptó de Ferré y colaboradores (2005). 

Cuantificación de los antígenos proteicos recombinantes Gn y Gc 

Para cuanLficar las proteínas recombinantes Gn y Gc se  uLlizó la técnica del ácido bicinconínico 

(BCA) y se elaboró una curva de calibración con albúmina de suero bovino (BSA) (Thermo Scien7fic, EE.UU.) 

con concentraciones conocidas de 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 y 0 mg/mL. Para la solución de BCA se 

uLlizó el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scien7fic, EE.UU.). En una placa de 96 pocillos se agregaron 

5 µL de las tres muestras replegadas y 200 µL de la solución de BCA preparada de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. La placa se leyó en un sistema lector de microplacas Synergy HTX (Biotek 

Instruments, EE.UU.)  a una longitud de onda de 562 nm.  
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Inmunización de gallinas ponedoras (Gallus gallus domes8cus) con los anYgenos recombinantes 

purificados para recolección de sangre y huevos 

Preparación de formulaciones an8génicas para la inmunización de las gallinas 

 La formulación inicial se elaboró con 100 µg del antígeno recombinante Gn/Gc y se emulsionó 

con adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EE.UU.) en una proporción de 50:50 de fase acuosa y 

fase oleosa. Para homogeneizar la emulsión se conectó una llave de tres vías (Heuer, India) a dos 

jeringas de 3 mL (Nipro Medical Corporation, EE.UU.), el proceso se detuvo cuando una gota de la 

formulación fue colocada en un vaso de precipitación y conservó su conformación durante 5 min. Se 

realizaron refuerzos semanales a una concentración de 50 µg del antígeno recombinante y se emulsionó 

con el adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EE.UU.). El esquema para inmunizar a las 4 

gallinas fue modificado de Brocato y colaboradores (2012).  

Inmunización de gallinas ponedoras con las proteínas an8génicas Gn y Gc desarrolladas 

 El protocolo de inmunización a las gallinas ponedoras se adaptó de un estudio realizado por 

Brocato y colaboradores (2012). La inmunización se llevó a cabo en cuatro gallinas ponedoras (Gallus 

gallus domesLcus, raza Leghorn Brown) de un año de edad, 1,8 kg de peso y clínicamente sanas. Los 

animales fueron conservados en jaulas de crianza individuales y condiciones de crianza apropiadas. Cada 

jaula contó con suministro alimenLcio especializado para gallinas ponedoras, agua estéril en canLdades 

suficientes y ambiente climaLzado, libre de insectos y otros patógenos con ingreso monitoreado del 

personal. Todas las inmunizaciones fueron aplicadas por medio de inyección intramuscular en el músculo 

pectoral. El volumen de cada dosis se dividió en 250 µL para cada lado del pecho de los animales. 

Recolección de sangre y huevos de las gallinas inmunizadas 

 Se realizó la recolección de muestras de huevos en los días 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 posteriores a 

la inmunización. Para el procesamiento de las muestras los huevos fueron rotulados con el día y número 
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de gallina correspondientes. Una vez terminado este proceso fueron almacenados a 4 ºC para 

evaluaciones posteriores. Mientras los huevos fueron recolectados, se tomó muestras de sangre a cada 

gallina para posterior extracción de suero. Una vez extraído el suero fue almacenado a -20 ºC para 

próximos análisis. 

Determinación de la anQgenicidad de las proteínas aisladas mediante ensayos de inmunización en 

gallinas ponedoras 

Extracción de inmunoglobulinas Y con polie8lenglicol 

 La extracción de las IgY se realizó mediante precipitación con polieLlenglicol (PEG) de acuerdo al 

protocolo descrito por Polson y colaboradores (1980). Se rompió cada huevo, se descartó la clara, se 

conservó la yema y se transfirió cada yema a un tubo Falcon de 50 mL. Se agregó el doble de PBS del 

volumen de la yema y se agregó PEG 6000 al 3,5 %. Los tubos se dejaron en un agitador de rodillos para 

tubos durante 10 min y después se centrifugaron por 20 min a 10000 rpm con una temperatura de 4 ºC. 

Se filtró el sobrenadante y se agregó PEG 6000 al 8,5 %, bajo las mismas condiciones de agitación y 

posterior centrifugación. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 10 mL de PBS, se 

agregó PEG 6000 al 12 % agitándose vigorosamente para homogeneizar. Las muestras fueron agitadas y 

centrifugadas, el precipitado resultante fue resuspendido en 1 mL de PBS. Una vez terminado este proceso 

las muestras fueron almacenadas a -20 ºC. 

Cuan8ficación de inmunoglobulinas Y  

Se elaboró una curva de calibración con albúmina de suero bovino (BSA) (Thermo Scien7fic, 

EE.UU.) con concentraciones conocidas de 2; 1,5; 1; 0,75; 0,5; 0,25; 0,125 y 0 mg/mL. En una placa de 96 

pocillos de fondo plano (Thermo Scien7fic, EE.UU.) se agregaron 5 µL de las muestras diluidas a una 

relación de 1:5 en PBS y 200 µL de Reactivo de Bradford. La placa se leyó en un sistema lector de 

microplacas Synergy HTX (Biotek Instruments, EE.UU.) a una longitud de onda de 595 nm.  
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Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

Se adaptó el protocolo descrito por Engvall & Perlmann, 1971 para el ensayo de inmunoabsorción 

ligado a enzimas de las inmunoglobulinas G (IgG). En una placa de 96 pocillos de fondo en U MaxiSorp 

para ELISA (Thermo Scien7fic, EE.UU.) se agregó la proteína recombinante GnGc diluida en tampón de 

recubrimiento (NaHCO3 35 mM, Na2CO3 15 mM, pH 9,4-9,6) a una concentración de 10 µg/mL. Se incubó 

por una noche en cámara húmeda a 4 ºC. 

Los pocillos recubiertos con las proteínas recombinantes fueron lavados con tampón de lavado 

(PBS-Tween 0,05 %). Se añadió a cada pocillo 250 µL de solución de bloqueo (leche descremada 3 %, PBS) 

y se dejó incubar por 1 hora en cámara húmeda a 37 ºC. A continuación, se lavó la placa 3 veces y se 

agregó suero de las gallinas inmunizadas por duplicado, a diferentes diluciones (1:250, 1:500, 1:1000, 

1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000, 1:64000 y 1:128000) en leche descremada 1 % y PBS-Tween 

0,05 %. Se dejó incubar a 37 ºC en cámara húmeda durante 2 horas.  

Los pocillos se lavaron 3 veces y se agregó anticuerpo secundario anti-IgY conjugado a HRP (leche 

descremada 1 %, PBS-Tween 0,05 %). La placa se incubó por 1 hora bajo las mismas condiciones y se lavó 

4 veces más añadiendo 100 µL/pocillo de Ultra TMB-ELISA (Thermo Scien7fic, EE.UU.). Se dejó incubar por 

10 min en cámara húmeda y oscuridad. Para detener la reacción se agregó en cada pocillo 50 µL de H2SO4 

2,5 N. Finalmente, se leyó la placa en un sistema lector de microplacas Synergy HTX (Biotek Instruments, 

EE.UU.) a una longitud de onda de 450 nm. 

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 

La presencia de la proteína recombinante y las IgY, se evaluó con geles de poliacrilamida al 10 y 

12, 5 % respectivamente, con un espesor de 1 mm de acuerdo con la metodología descrita por Laemmli 

(1970). En la tabla 1 se describen los reactivos usados para preparar los geles separador y concentrador. 

Para la electroforesis se utilizó el sistema Mini-PROTEANâ Tetra Cell (BIO-RAD, EE.UU.). En los pocillos se 
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cargaron 1,5 µL del patrón de peso molecular RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa 

(MaestroGen, EE.UU.) y 20 µL de muestra. Se agregó tampón de corrida (Tris/HCl 25 mM, Glicina 192 mM, 

SDS 0,1 %) y se corrieron las muestras a 100 V durante 90 min. Terminada la electroforesis se dejó el gel 

incubando 1 hora en Azul de Coomassie R-250, se destiñó el gel con solución de destinción (metanol 20 

%, ácido acético 10 %). El gel fue escaneado usando el sistema de imágenes Odysseyâ CLx (LI-COR, EE. 

UU.).   

Tabla 1.  

Protocolo de preparación de geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio 

 Gel separador 
10 % 

Gel separador 12,5 
% Gel concentrador 

Agua destilada 2,5 mL 2 mL 1 mL 
Poliacrilamida (Acrilamida 30 %-
Bisacrilamida 0,8 %) 1,9 mL 2,4 mL 300 µL 

Tampón separador (Tris-HCl 1,5 M, 
SDS 10 % a pH 8,8) 1,5 mL 1,5 mL - 

Tampón concentrador (Tris-HCl 0,5 M, 
SDS 10 % a pH 6,8)  - - 444 µL 

Persulfato de amonio (PSA) 10 % 90 µL 90 µL 28 µL 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 4 µL 4 µL 5 µL 
Nota. Modificado de Laemmli, 1970 

Western Blot 

Al terminar la separación de las proteínas recombinantes Gn y Gc por SDS-PAGE se transfirieron a 

una membrana de nitrocelulosa utilizando un equipo de transferencia semiseco (BioRad, EE.UU.) a 0,3 A, 

25 V durante 45 min. La membrana de nitrocelulosa se bloqueó con leche descremada al 5 % diluida en 

TBS a 4 ºC durante una noche. A continuación, se incubó con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de 

ratón (Clontech, EE.UU.) diluido 1:5000 en leche descremada al 5 % en TBS durante 2 horas a temperatura 

ambiente y agitación constante. Se realizaron tres lavados con TBS durante 10 min cada uno, la membrana 
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se incubó con el anticuerpo secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, 

EE.UU.) diluido 1:10000 en leche descremada al 5 % en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente 

manteniendo agitación constante. Se realizaron tres lavados con TBS durante 10 min cada uno. La 

membrana se analizó con el sistema de imágenes Odyssey (LI-COR, EE.UU.). 

Análisis estadístico 

Los Dtulos de los anLcuerpos IgY obtenidos mediante ELISA se analizaron analíLcamente 

mediante la prueba de Shapiro Wilks y gráficamente para determinar normalidad y para la 

homocedasLcidad se uLlizó el test de Levene e igualmente se realizó el análisis gráfico. Posteriormente 

se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparación de medias de Tukey al 5 % con 

la finalidad de analizar si exisLeron diferencias significaLvas entre los Dtulos obtenidos en diferentes días 

(0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42). 
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Capítulo 4 

Resultados 

Para evaluar el efecto inmunitario del antígeno recombinante Gn y Gc derivado del Hantavirus 

en gallinas ponedoras se expresó, aisló, purificó y concentró la proteína a partir del clon 11 G1+G2, 

previamente seleccionado por el Laboratorio de Biofarmacos Recombinantes de la Universidad de 

Concepción. Se desarrollaron formulaciones con la proteína antigénica obtenida y los adyuvantes 

completo e incompleto de Freud para inmunizar gallinas ponedoras y recolectar huevos para extraer y 

concentrar inmunoglobulinas Y. Se determinó la antigenicidad de la proteína recombinante mediante 

ensayos de ELISA.  

Expresión y aislamiento de las proteínas anQgénicas del Hantavirus a parQr del clon 11 G1+G2 

previamente desarrollado. 

Producción de las proteínas recombinantes Gn y Gc por medio de fermentación de Pichia pastoris 

transformada 

Para la expresión de los anDgenos Gn y Gc, se realizó una inducción  de 72 horas del clon 11 

G1+G2 en un fermentador a escala piloto de 5 L con medio de culLvo salino suplementado con bioLna, 

glicerol, extracto de levadura y vitaminas, la temperatura del proceso fue de 30 ºC , el pH de 5,22 y se 

mantuvo en agitación controlada de 500 rpm. La fermentación se realizó en dos etapas inicialmente, se 

empleó glicerol como fuente de carbono durante 20 horas y posteriormente se uLlizó 0,3 % de metanol 

para la inducción. La fase de inducción duró 72 horas obteniéndose un incremento de biomasa (peso 

húmedo) de aproximadamente 150 g/L hasta 211 g/L. Se evaluó la expresión de las proteínas Gn y Gc 

por medio de SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras teñido con azul de Coomassie y Western Blot 

incubado con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo 

secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Para evaluar la 
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expresión de los anDgenos recombinantes Gn y Gc se tomó el pellet de fermentación a través del Lempo 

(0, 8, 16, 24, 36, 40, 48, 64 y 72 horas después de la inducción) y se cargó las muestras a parLr del carril 

número 2, el carril 1 se dejó libre para evitar contaminación de las muestras. Como control posiLvo del 

Western Blot, se uLlizó una proteína con un tag de hisLdinas 6X (Sigma-Aldrich, EE.UU.). En el Western 

Blot se observó a parLr del carril número 3 una banda a una altura aproximada de 70 kDa y otra banda a 

la altura de 55 kDa, correspondientes a los anDgenos recombinantes Gn y Gc respecLvamente, que se 

marcan más en función del Lempo de inducción (Figura 4). Al finalizar el proceso de fermentación el 

pellet resultante se almacenó a -80 ºC. 

Figura 4. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras y 

Western Blot de la expresión de GnGc en el 7empo 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teñido con azul de Coomassie. b) Western Blot con 

el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-

ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Carril PM: marcador de peso molecular 

RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril C+: control posiLvo, carril 1: 

vacío, carril 2: 0 horas, carril 3: 8 horas después de la inducción, carril 4: 16 horas después de la 

inducción, carril 5: 24 horas después de la inducción, carril 6: 36 horas después de la inducción, carril 7: 

a) b) 
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40 horas después de la inducción, carril 8: 48 horas después de la inducción, carril 9: 64 horas después 

de la inducción, carril 10: 72 horas después de la inducción. 

Ruptura de la levadura Pichia pastoris en molino de bolas  

La biomasa obtenida previamente en la fermentación del clon 11 G1+G2 fue resuspendida en 

tampón de ruptura. La ruptura de la célula se requirió pues la proteína se expresó de manera insoluble 

formando cuerpos de inclusión en el citoplasma de la levadura. Se rompieron 10 g/100 mL de levadura 

en 10 ciclos de ruptura en molino de bolas DYNOâ-MILL MULTI LAB (WAB, EE.UU.). A parLr de una 

fermentación de 5 L se obtuvieron 10 g de biomasa. Se evaluó la expresión de las proteínas 

recombinantes Gn y Gc mediante SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras teñido con azul de 

Coomassie y Western Blot incubado con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, 

EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, 

EE.UU.). En el carril número 1 se cargó la muestra correspondiente a la ruptura celular, desde el carril 

número 2 hasta el carril 8 se cargaron diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128) de la 

muestra correspondiente a la ruptura celular. Tanto en el SDS-PAGE como en el Western Blot se 

observaron bandas marcadas a una altura de 75 kDa y 55 kDa respecLvamente, lo que confirmó la 

presencia de las proteínas recombinantes Gn y Gc después de la ruptura celular. Sin embargo en la 

dilución 1:128 ubicada en el carril número 8 las bandas se observan muy tenues. Para el caso del 

Western Blot las bandas a la altura de 55 kDa no se observan desde el carril número 4 (Figura 5). Al 

finalizar el proceso de ruptura el pellet resultante se almacenó a -20 ºC.  
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Figura 5. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras y 

Western Blot de la expresión de GnGc tras ruptura celular 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10 % en condiciones reductoras teñido con azul de Coomassie. b) Western Blot con 

el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-

ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Carril PM: marcador de peso molecular 

RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril 1: muestra de la ruptura 

celular, carril 2: dilución 1:2 de la muestra de la ruptura celular, carril 3: dilución 1:4 de la muestra de la 

ruptura celular, carril 4: dilución 1:8 de la muestra de la ruptura celular, carril 5: dilución 1:16 de la 

muestra de la ruptura celular, carril 6: dilución 1:32 de la muestra de la ruptura celular, carril 7: dilución 

1:64 de la muestra de la ruptura celular, carril 8 dilución 1:128 de la muestra de la ruptura celular.  

Solubilización de los anPgenos recombinantes Gn y Gc 

 La proteína requiere ser solubilizada para poder ser purificada dado que después de la ruptura 

se encuentra de manera insoluble y los anDgenos recombinantes Gn/Gc no se expresan. Para solubilizar 

la proteína se tomó el pellet insoluble de la ruptura celular y fue resuspendido en tampón de 

solubilización que conLene: urea 8 M, b-Mercaptoetanol 10 mM, PMSF 0,1 mM y NaOH 20 mM a un pH 

de 12. La muestra se centrifugó y el pellet obtenido se resuspendió en PBS. Se determinó la presencia de 

los anDgenos recombinantes en la muestra insoluble, la muestra solubilizada y la muestra inicial 

proveniente de la ruptura sin solubilizar usando SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras teñido con 
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azul de Coomassie y Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, 

EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, 

EE.UU.). En el SDS-PAGE para el carril número 1 que contenía la fracción insoluble de la proteína no se 

observaron bandas marcadas lo que sugiere que las proteínas no se expresan cuando se encuentran de 

manera insoluble. Se presentaron bandas marcadas a una altura de 70 kDa en los carriles 2 y 3 

correspondientes la muestra solubilizada con 8 M de urea y a la muestra de la ruptura sin solubilizar lo 

que corresponde al peso molecular del anDgeno recombinante Gn. Para el caso de la proteína 

recombinante Gc no se visualizó con claridad una banda marcada a la altura correspondiente sino varias 

bandas marcadas a una altura de 35 y 50 kDa. En el Western Blot se presentaron bandas marcadas a una 

altura de 70 kDa en los carriles 1 y 2 correspondientes a la muestra de la ruptura sin solubilizar y la 

muestra solubilizada con 8 M de urea respecLvamente lo que corresponde al peso molecular del 

anDgeno recombinante Gn. Para el carril número 3 que contenía la fracción insoluble de la proteína no 

se observaron bandas marcadas lo que sugiere que las proteínas no se expresan cuando se encuentran 

de manera insoluble. En el caso del anDgeno recombinante Gn se observó una banda a la altura de 50 

kDa en el carril número 2 correspondiente a la muestra solubilizada con 8 M de urea.  
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Figura 6. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras y 

Western Blot de la expresión de GnGc tras solubilización 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10% teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras. Carril PM: marcador 

de peso molecular RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril 1: 

muestra insoluble, carril 2: muestra solubilizada con 8M de urea, carril 3: muestra de la ruptura sin 

solubilizar. b) Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con 

el anticuerpo secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Carril 

PM: marcador de peso molecular RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), 

carril 1: muestra de la ruptura sin solubilizar, carril 2: muestra solubilizada con 8M de urea, carril 3: 

muestra insoluble. 

Purificación de los anPgenos recombinantes Gn y Gc mediante IMAC 

 Una vez obtenida la fracción soluble mediante la solubilización de las proteínas recombinantes 

Gn y Gc se procedió a purificarlas. El proceso se realizó por medio de cromatogra�a de afinidad a iones 

metálicos inmovilizados (IMAC) en una columna que contenía una matriz Chela7ng Sepharose Fast Flow 

a) 
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cargada con níquel. El cromatograma obtenido de la purificación se midió a una absorbancia de 280 nm. 

Cada pico que se observó en el cromatograma fue directamente proporcional a la canLdad de proteína 

que se encuentra en cada fracción (no unida, lavado y eluido). La fracción no unida presentó una 

absorbancia mayor (450 mAu) que la fracción de lavado (200 mAu) y la eluida (230 mAu) (Figura 7). Se 

recolectó cada una de las fracciones obtenidas en la purificación y se evaluó la expresión de los 

anDgenos proteicos por medio de SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras teñido con azul de 

Coomassie y Western Blot con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con 

el anticuerpo secundario anti-ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). La 

expresión de las proteínas recombinantes Gn y Gc se analizó en cada una de las fracciones (carril 1: 

fracción no unida, carril 2: lavado y carril 3: eluido). Tanto en el SDS-PAGE como en el Western Blot se 

presentaron bandas marcadas a una altura de 70 kDa en los carriles 1, 2, 3 y 4 correspondientes a la 

muestra solubilizada con 8M de urea, fracción no unida, lavado y eluido respecLvamente lo que 

corresponde al peso molecular del anDgeno recombinante Gn. Para el caso de la proteína recombinante 

Gc en el SDS-PAGE se visualizaron varias bandas marcadas a una altura de 35, 48 y 50 kDa en los carriles 

1 y 2 mientras que en los carriles 3 y 4 las bandas marcadas corresponden a una altura de 50 kDa. En el 

Western Blot no se observaron bandas por debajo de los 70 kDa (Figura 8).  
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Figura 7. 

Cromatograma de purificación de la proteína recombinante GnGc 

 

Nota. FNU: fracción de proteínas no unidas a la matriz, L: lavado con 100 mM de imidazol y E: elución 

con 200 mM de imidazol. 

Figura 8. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras y 

Western Blot de la proteína recombinante GnGc purificada 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10% teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras. b) Western Blot con 

el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-
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ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Carril PM: marcador de peso molecular 

RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril 1: muestra soluble, carril 2: 

fracción no unida, carril 3: lavado, carril 4: eluido. 

Replegamiento y Concentración de los anPgenos recombinantes Gn y Gc mediante un sistema de 

diafiltración 

Los anDgenos recombinantes Gn y Gc purificados que se recolectaron en la fracción de elución 

durante el proceso de purificación fueron replegados usando el sistema de diafiltración Amicon (Merck, 

Alemania) conectado a una bomba peristálLca (SyringePump, EE.UU.) e incorporado a una plancha de 

agitación (ThermoFisher Scien7fic, EE.UU.). Se pasó tampón de replegamiento y tampón de inmunización 

a un flujo constante de 0,3 mL/min al finalizar se recuperó la muestra retenida en tampón de 

inmunización. El proceso de replegamiento de los anDgenos recombinantes Gn y Gc a parLr de la elución 

resultante en la purificación se repiLó 3 veces obteniéndose un volumen aproximado de 13 mL en cada 

replegamiento.  

Para la concentración de las proteínas se uLlizó el mismo sistema de diafiltración Amicon (Merck, 

Alemania) incorporado a una plancha de agitación (BioS7râ, EE.UU.) y conectado a un tanque de 

nitrógeno gaseoso. Se pasó el nitrógeno a un flujo constante de 0,3 mL/min para obtener un volumen 

final de la muestra concentrada de 2 mL. El proceso se repiLó para cada muestra que se replegó 

anteriormente. Para la evaluación del replegamiento y concentración de las proteínas recombinantes se 

uLlizó SDS-PAGE al 10% en condiciones reductoras teñido con azul de Coomassie y Western Blot con el 

anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-

ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Se observaron bandas a una altura de 

70 kDa lo que corresponde al peso molecular de la proteína recombinante Gn. Para el caso del anDgeno 

recombinante Gc en el SDS-PAGE se visualizaron varias bandas marcadas tenuemente a una altura entre 
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48 y 63 kDa en los carriles 2, 3, 5 y 7 mientras que en los carriles 1 y 4 no exisLeron bandas por debajo 

de 70 kDa. En el Western Blot se presentaron bandas marcadas a una altura de 55 kDa en los carriles 5 y 

7, bandas marcadas tenuemente a la misma altura en los carriles 2, 3, 4 y 6 mientras que, en el carril 

número 1 no se marcaron bandas debajo de 70 kDa (Figura 9). Finalmente se realizó la cuanLficación de 

los anDgenos recombinantes concentrados por medio de la técnica de BCA donde fue elaborada una 

curva estándar con concentraciones conocidas de BSA (Figura 10). A parLr de la curva de calibración se 

obtuvo mediante regresión lineal la siguiente ecuación: 

𝑦 = 0,4260𝑥 + 0,02110	

donde, y representó a la absorbancia y x correspondió a la concentración de las proteínas recombinantes 

Gn y Gc en mg/mL, con un coeficiente de determinación igual a 𝑅! = 0,9604. 

En la tabla 2 se muestran el volumen y la concentración obtenidos para cada muestra del 

replegamiento que fue concentrada. 

Figura 9. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras y 

Western Blot de la proteína recombinante GnGc tras replegamiento y concentración 

 

Nota. a) SDS-PAGE al 10% teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras. b) Western Blot con 

el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratón (Clontech, EE.UU.) y con el anticuerpo secundario anti-

a) 
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ratón AlexaFluorâ 680 de cabra (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). Carril PM: marcador de peso molecular 

RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril 1: muestra eluida, carril 2: 

replegamiento 1, carril 3: concentración del replegamiento 1, carril 4: replegamiento 2, carril 5: 

concentración del replegamiento 2, carril 6: replegamiento 3, carril 7: concentración del replegamiento 

3. 

Figura 10. 

Curva estándar de albúmina de suero bovino (BSA) para cuan7ficar la concentración del replegamiento 

de los anjgenos recombinantes Gn y Gc por medio de la técnica de BCA 

  

Nota. Para cada replegamiento concentrado se realizó una curva estándar diferente. 

Tabla 2.  

Volumen y concentración de los anjgenos recombinantes Gn y Gc para cada replegamiento realizado 

Replegamiento Volumen (mL) Concentración (mg/mL) Volumen (mL) 
1 13 1,50 2 
2 13 1,80 2 
3 13 1,30 2 
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Inmunización de gallinas ponedoras (Gallus gallus domes8cus) con los anYgenos recombinantes 

purificados para recolección de sangre y huevos 

Preparación de formulaciones an8génicas para la inmunización de las gallinas 

Se preparó una formulación con los anDgenos recombinantes Gn y Gc obtenidos anteriormente y 

con los adyuvantes completo e incompleto de Freund que permiten incrementar la potencia, modular y 

mantener la respuesta inmunológica contra las proteínas Gn y Gc. Las formulaciones se prepararon para 

inmunizar a cuatro gallinas ponedoras. Para la primera formulación se uLlizaron los anDgenos 

recombinantes Gn y Gc con el adyuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y se realizaron 

refuerzos del anDgeno con el adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, EE.UU.) cada 2 semanas. 

Para las formulaciones se preparó una emulsión de agua en aceite (50:50) (Figura 11 a) y se homogenizó 

hasta obtener una emulsión cremosa (Figura 11 b) que se verificó al colocar una gota en un vaso de 

precipitación con agua y mantuvo su forma durante el Lempo (Figura 11 c). La primera formulación se 

realizó con 100 µg de los anDgenos recombinantes para cada gallina por otro lado, las dosis de refuerzo 

fueron formuladas con 50 µg de las proteínas Gn y Gc. 
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Figura 11. 

Formulaciones an7génicas desarrolladas para obtener IgY contra los anjgenos recombinantes Gn y Gc 

 
Nota. a) Formulación en proporción 50:50 fase acuosa/fase oleosa. b) Emulsión homogenizada. c) 

Criterio de evaluación de la conformación de la emulsión en el Lempo. 

Inmunización de gallinas ponedoras con las proteínas an8génicas Gn y Gc desarrolladas 

 La inmunización se realizó en cuatro gallinas ponedoras de la raza Leghorn Brown clínicamente 

sanas (Figura 12 a). Todas las inmunizaciones fueron realizadas por medio de inyección intramuscular en 

el pecho de cada animal. Cada gallina recibió una dosis de 250 µL a cada lado del músculo pectoral al 

mismo momento (Figura 12 b). 

Al administrar las formulaciones, las gallinas fueron supervisadas para evaluar si presentaban alguna 

alteración en la zona de inyección, algún efecto visible que afectara su comportamiento o algún cambio 

�sico. Los resultados de esta evaluación demostraron que las formulaciones no provocaron alteraciones 

cutáneas, ni cambios del aspecto �sico ni el comportamiento. Sin embargo, a parLr del día 7 la gallina 

número 4 dejó de poner huevos. 

 

a) b) c) 
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Figura 12. 

Inmunización de gallinas ponedoras 

 
Nota. a) Gallus gallus domes7cus, raza Leghorn Brown de un año de edad y 1,8 kg de peso en jaulas de 

crianza individuales. b) Aplicación de inmunizaciones por vía intramuscular. 

Recolección de sangre y huevos de las gallinas inmunizadas 

Se recolectaron muestras de sangre y huevos cada semana desde el día 0 hasta el día 42. Los 

huevos que fueron recolectados se usaron posteriormente para extraer IgY de la yema mediante 

precipitación con polieLlenglicol 6000 (PEG 6000) y con esos anLcuerpos realizar el ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA). Al recolectar los huevos fueron rotulados con el día y el 

número de gallina respecLvamente y almacenados a 4 ºC (Figura 13 a). Mientras se realizó el proceso de 

recolección de huevos, se tomó una muestra de sangre a cada gallina para extracción de suero mediante 

centrifugación por 15 min y posterior recolección del sobrenadante, el suero obtenido fue almacenado a 

-20 ºC (Figura 13 b), para ser usado posteriormente en el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. 

 

 

 

a) b) 

4 3 2 1 
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Figura 13. 

Muestras recolectadas posterior a la inmunización con las proteínas an7génicas Gn y Gc 

  

Nota. a) Huevos recolectados rotulados con número de gallina y fecha de recolección. b) Suero extraído 

a parLr de las muestras de sangre recolectadas. 

Determinación de la anQgenicidad de las proteínas aisladas mediante ensayos de inmunización en 

gallinas ponedoras 

Extracción de inmunoglobulinas Y mediante precipitación con polie8lenglicol 

La expresión de las inmunoglobulinas Y extraídas y concentradas se analizó mediante SDS-PAGE 

al 12,5 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras. Las muestras fueron analizadas a los 

días 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 posteriores a la inmunización con el anDgeno Gn/Gc, en el caso de la gallina 

número 2 el día 35 después de la inmunización no se evaluó debido a que el animal no puso huevos al 

igual que la gallina número 4 que solo puso huevos en el día 0. En el SDS-PAGE se observaron bandas a 

una altura de 65 y 25 kDa lo que corresponde al peso molecular de las cadenas pesadas (H) y las cadenas 

ligeras (L) de las inmunoglobulinas Y respecLvamente (Figura 14). Finalmente se cuanLficó la 

concentración de IgY extraídas de los huevos de las gallinas 1, 2 y 4 a los días 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 

posteriores a la inmunización con el anDgeno Gn/Gc mediante precipitación con PEG 6000 por medio de 

la técnica de Bradford donde se elaboró una curva estándar con concentraciones conocidas de BSA 

a) b) 
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(Figura 15). A parLr de la curva de calibración se obtuvo mediante regresión lineal la siguiente ecuación: 

𝑦 = 0,7084	

donde, y representó a la absorbancia y x correspondió a la concentración de las proteínas recombinantes 

Gn y Gc en mg/mL, con un coeficiente de determinación igual a 𝑅! = 0,9836. 

 La concentración de las inmunoglobulinas Y totales en los huevos tomados de las gallinas 

inmunizadas con los anDgenos recombinantes Gn y Gc presentaron diferencias significaLvas en el día 14 

donde se observó un aumento en la concentración de IgY y en el día 42 donde la expresión fue mayor 

para las tres gallinas (Figura 16). 

Figura 14. 

Evaluación mediante SDS-PAGE al 10 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras de la 

extracción y concentración de inmunoglobulinas Y en las gallinas 1, 2, 3 y 4 

 

 

 

 

 

 

Gallina 1 Gallina 2 
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Nota. SDS-PAGE al 12,5 % teñido con azul de Coomassie en condiciones reductoras. a) Gallina 1 Carril 

PM: marcador de peso molecular RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), 

carril 1: día 0 de inmunización, carril 2: día 7 de inmunización, carril 3: día 14 de inmunización, carril 4: 

día 21 de inmunización, carril 5: día 28 de inmunización, carril 6: día 35 de inmunización, carril 7: día 42 

de inmunización. b) Gallina 2. Carril PM: marcador de peso molecular RGB Plus Prestained Protein 

Ladder 10-245 kDa (MaestroGen, EE.UU.), carril 1: día 0 de inmunización, carril 2: día 7 de inmunización, 

carril 3: día 14 de inmunización, carril 4: día 21 de inmunización, carril 5: día 28 de inmunización, carril 6: 

día 42 de inmunización. 

c) Gallinas 3 y 4. Carril PM: marcador de peso molecular RGB Plus Prestained Protein Ladder 10-245 kDa 

(MaestroGen, EE.UU.), carril 1: día 0 de inmunización gallina 3, carril 2: día 0 de inmunización gallina 4, 

carril 3: día 7 de inmunización gallina 3, carril 4: día 14 de inmunización gallina 3, carril 5: día 21 de 

inmunización gallina 3, carril 6: día 28 de inmunización gallina 3, carril 7: día 35 de inmunización gallina 

3, carril 8: día 42 de inmunización gallina 3.  

 

 

Gallinas 3 y 4 
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Figura 15. 

Curva estándar de albúmina de suero bovino (BSA) para cuan7ficar la concentración de IgY en las 

muestras de huevos de las gallinas 1, 2 y 3 

 

Nota. Para cada gallina se realizó una curva estándar diferente. 

Figura 16. 

Concentración de inmunoglobulinas Y totales en las muestras de huevos de las gallinas 1, 2 y 3 

 
Nota. Concentración de IgY totales extraídas a parLr de la yema en los huevos recolectados de tres 

gallinas ponedoras. 
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Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 

Las inmunoglobulinas Y fueron Ltuladas por medio de ELISA para lo cuál se fijó el anDgeno 

recombinante Gn/Gc a placas de 96 pocillos de fondo en U MaxiSorp (Thermo Scien7fic, EE.UU.). 

Además, se hicieron diluciones seriadas de las muestras de IgY extraídas de suero parLendo de una 

dilución de 1:1000 hasta 1:512000. Mientras que, para las inmunoglobulinas Y extraídas de la yema de 

los huevos se parLó de una dilución de 1:500 hasta 1:256000. Por medio de un test de comparación de 

medias de Tukey se evidenció que los Dtulos de anLcuerpos presentaron diferencias significaLvas entre 

tratamientos además, el mayor Dtulo obtenido tanto en las muestras de suero como en la yema fue 42 

días después de realizada la primera inmunización y la dilución máxima a la que se alcanzaron Dtulos fue 

1:256000 (Figura 17 y Figura 18).  

Figura 17. 

Títulos de inmunoglobulinas Y en suero 

 

Nota. Títulos de inmunoglobulinas Y obtenidos a parLr del suero de cuatro gallinas inmunizadas con el 

anDgeno recombinante Gn/Gc. Test de Tukey p<0,005. 
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Figura 18. 

Títulos de inmunoglobulinas Y en yema de huevo 

 

Nota. Títulos de inmunoglobulinas Y obtenidos a parLr de los huevos de tres gallinas inmunizadas con el 

anDgeno recombinante Gn/Gc. Test de Tukey p<0,005. 

En base a los resultados descritos anteriormente se logró expresar y aislar las proteínas 

anLgénicas del Hantavirus Gn y Gc a parLr del clon 11 G1+G2 con una concentración de entre 1,30 a 

1,80 mg/mL. Los anDgenos aislados fueron uLlizados para realizar formulaciones con el adyuvante 

completo de Freund y el adyuvante incompleto de Freund para inmunizar a cuatro gallinas ponedoras 

durante los días (0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42).  

Se recolectaron muestras de sangre y huevos para la extracción de inmunoglobulinas Y (IgY). 

Finalmente, para determinar la anLgenicidad de las proteínas aisladas se realizó el ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzimas donde se evaluaron los Dtulos de anLcuerpos obteniendo como 

resultado que el mayor Dtulo se obtuvo luego de 42 días de realizada la inmunización. Resultado 

favorable que correspondió con la especificidad de los anDgenos recombinantes Gn y Gc. 
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Capítulo 5 

Discusión 

Las levaduras son células eucariotas con amplio uso en el desarrollo de fármacos y vacunas por su 

capacidad de expresar proteínas de manera similar a las células de mamíferos, gran velocidad de 

crecimiento, mejor expresión de proteínas heterólogas, modificaciones postraduccionales, manipulación 

genéLca relaLvamente sencilla y menores costos (Karbalaei et al., 2020). Las vacunas de subunidades 

recombinantes presentan al menos un Lpo de anDgeno viral que se puede expresar en sistemas 

heterólogos siendo más seguras que las vacunas vivas atenuadas y las vacunas inacLvadas  (M. Wang et 

al., 2016). En el presente estudio se uLlizó la levadura meLlotrófica P. pastoris para la expresión de una 

proteína recombinante que se fundamenta en las glicoproteínas de superficie Gn y Gc, uLlizadas como 

anDgeno recombinante, del virus Andes causante del SCPH en Sudamérica. 

El proceso de producción de proteínas recombinantes independientemente del sistema de 

expresión que se uLlice requiere en una etapa inicial pasar por un proceso de fermentación el cual necesita 

un control riguroso de condiciones como, concentración de la fuente de carbono, temperatura, pH, 

agitación y aireación (Graumann & Premstaller, 2006). El uso de P. pastoris como sistema de expresión 

presenta la ventaja de generar altas densidades celulares de aproximadamente 200 g de peso húmedo por 

litro de fermentación (KasLlan et al., 2017). P. pastoris Lene el promotor de la alcohol oxidasa (AOX1) que 

al ser inducido por metanol puede incrementar la fracción soluble de la proteína hasta el 30 % (P. Li et al., 

2007). La fase de inducción con metanol desarrollada en este estudio duró 72 horas (figura 4) 

obteniéndose una densidad celular desde aproximadamente 150 g/L hasta 211 g/L lo que concuerda con 

lo descrito en la bibliogra�a (KasLlan et al., 2017; P. Li et al., 2007). Una invesLgación de proteínas 

recombinantes producidas en P. pastoris desarrollado por Öberg y colaboradores (2011) señalan que las 

proteínas solubles que se expresan y se purifican a parLr de esta levadura Lenen rendimientos elevados 
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de entre 3 a 6 g/L. Esto indica una aproximación acertada con lo obtenido en la experimentación puesto 

que el rendimiento que presentó la expresión de los anDgenos recombinantes Gn y Gc fue de 2 g de 

anDgeno por L de fermentación (2 g/L).  

Otra de las ventajas de usar a P. pastoris como sistema de expresión de proteínas recombinantes 

es la secreción de la proteína al exterior de la célula (Karbalaei et al., 2020) sin embargo, tras realizar el 

proceso de fermentación se observó que las proteínas no habían sido secretadas hacia el medio de culLvo, 

sino que se encontraban al interior de la célula formando cuerpos de inclusión. Los cuerpos de inclusión 

son conglomerados de proteínas que se expresan a parLr de genes extraños que no han tenido correctas 

modificaciones postraduccionales ni plegamiento (Bhatwa et al., 2021). Estas moléculas se localizan 

principalmente en el citoplasma de las células y su alta densidad permite que se puedan separar de 

manera sencilla mediante lisis celular (Kumar, 2011). La ruptura celular con molino de bolas es uno de los 

métodos mecánicos más comunes, el choque entre las células y las perlas que conforman al equipo 

produce una tensión lo suficientemente fuerte como para romper la pared celular de la levadura (Ho et 

al., 2008). Por tal moLvo en este estudio se decidió pasar por un proceso de ruptura mecánica a la biomasa 

obtenida durante la fermentación de P. pastoris dando como resultado la fracción insoluble de ruptura de 

los anDgenos proteicos Gn y Gc. 

Aproximadamente el 70 % de las proteínas recombinantes se expresan como cuerpos de inclusión 

por lo que requieren ser solubilizadas antes de purificarse por medio de cromatogra�a y después 

replegarse en una proteína que tenga forma acLva (Hadj Sassi et al., 2017). En este estudio para solubilizar 

los anDgenos recombinantes Gn y Gc se tomó el pellet insoluble proveniente de la ruptura y se resuspendió 

en tampón de solubilización a conLnuación se confirmó la expresión de las proteínas recombinantes 

mediante SDS-PAGE y Western Blot por lo que el proceso de solubilización fue adecuado.  

El pellet resultante del proceso de ruptura en molino de bolas aún posee gran canLdad de 

impurezas como la pared celular, membrana plasmáLca, ADN, ARN, proteínas unidas a la membrana y 
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demás restos celulares (García-Fruitós, 2010). Esto se evidenció al evaluar mediante SDS-PAGE la expresión 

de los anDgenos Gn y Gc tras la ruptura celular (Figura 5). Por lo que el siguiente paso para la producción 

de proteínas recombinantes incluye un proceso de purificación de la fracción soluble recuperada de la 

solubilización (Ryan et al., 2023). Una técnica que se uLliza comúnmente para realizar la purificación de 

proteínas recombinantes que Lenen un tag de hisLdinas 6X, es la cromatogra�a de afinidad por iones 

metálicos inmovilizados, donde las proteínas que Lenen este tag permanecen retenidas en la matriz de la 

columna (Bornhorst & Falke, 2000). En este estudio los anDgenos recombinantes Gn y Gc fueron diseñados 

con un tag de hisLdina se obtuvo un cromatograma medido a una absorbancia de 280 nm (figura 7). La 

tecnología de cromatogra�a de afinidad por metales inmovilizados puede obtener porcentajes de pureza 

entre 40 a 90 %, en este estudio el porcentaje de pureza de los anDgenos recombinantes después de la 

purificación en IMAC fue del 71% lo cual corresponde con lo descrito por los autores (Alsaadi et al., 2023; 

Carratalá et al., 2023; Haridhasapavalan et al., 2022).  

Como se mencionó anteriormente, previo a uLlizar las proteínas recombinantes como fármacos 

terapéuLcos es necesario que se encuentren biológicamente acLvas, cuando se forman cuerpos de 

inclusión en el sistema de expresión el plegamiento de las proteínas no resulta adecuado (Yamaguchi & 

Miyazaki, 2014). Por tal razón en esta invesLgación se decidió replegar la proteína y además concentrarla 

mediante un sistema de diafiltración dando como resultado las concentraciones y volúmenes descritos en 

la tabla 2.  

A parLr de la fermentación, ruptura, solubilización, purificación, replegamiento y concentración 

de los anDgenos recombinantes Gn y Gc con su respecLva evaluación de la expresión proteica en cada 

etapa, se procedió a elaborar formulaciones con los anDgenos recombinantes para inmunizar gallinas 

ponedoras.  

Con la finalidad de producir inmunoglobulinas Y específicas contra un anDgeno diana se puede 

inmunizar gallinas ponedoras y la respuesta inmune que se produce depende principalmente de los 
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siguientes factores: dosis del anDgeno, adyuvante con el que se realizan las formulaciones, la vía por la 

cuál se administra el anDgeno, el intervalo de Lempo entre cada inmunización y las condiciones propias 

de las gallinas (edad, raza, peso, capacidad de puesta de huevos) (Schade et al., 2005). En base a ello en el 

estudio se decidió inmunizar a cuatro gallinas ponedoras de la raza Leghorn Brown, de un año de edad, 

1,8 kg de peso, sanas y en condiciones de crianza apropiadas.  

Estudios realizados por (Camenisch et al., 1999; Tini et al., 2002) señalan que la dosis de anDgeno 

proteico adecuada para administrar a los animales es de entre 10 a 100 µg. En la presente invesLgación 

se inmunizó a cada gallina con una dosis inicial de 100 µg de la proteína recombinante y para los refuerzos 

se uLlizó la mitad de la dosis, es decir 50 µg del anDgeno. La mejor vía para inyectar el anDgeno es 

intramuscular en el músculo pectoral puesto que al inyectar en las patas puede provocar cojera (Schade 

et al., 2005). En este estudio el volumen que se administró a cada gallina fue de 250 µL  de la formulación 

a cada lado del músculo pectoral por vía intramuscular de tal modo que se genere el menor estrés para el 

animal. 

Cada una de las cuatro gallinas uLlizadas en este estudio fueron conservadas en jaulas de crianza 

individuales, con suministro alimenLcio especializado, agua estéril y ambiente climaLzado. Sin embargo, 

llama la atención que la gallina número cuatro no puso huevos después de la primera inmunización. El 

ciclo de puesta en alta producción de las gallinas ponedoras dura aproximadamente 20 semanas a parLr 

de las 50 semanas empieza a disminuir de manera gradual (S. Wang et al., 2019). Además la puesta de 

huevos en las gallinas ponedoras se ve influenciada por una mezcla de factores genéLcos, endocrinos y 

ambientales (Du et al., 2020). El ciclo de postura en el que se encontraba la gallina número 4, factores 

endocrinos, ambientales y genéLcos son una posible causa para que no pusiera huevos a parLr de la 

inmunización y no existe evidencia en la bibliogra�a que indique que el anDgeno suministrado puede ser 

una posible causa de este hecho.  
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El sistema inmunológico de las aves está formado por órganos linfoides primarios y secundarios, 

los órganos primarios incluyen al Lmo y la bolsa de Fabricio mientras que, los órganos secundarios son el 

bazo, la médula ósea, glándula de Harder, entre otros (Chalghoumi et al., 2009). El uso de anDgenos 

proteicos esLmula al sistema inmune para producir anLcuerpos contra esas moléculas, esto se evidenció 

durante la experimentación puesto que se pudo extraer a parLr del huevo de las gallinas los anLcuerpos 

IgY cuya expresión se evaluó en SDS-PAGE observándose las cadenas pesadas y ligeras que conforman las 

inmunoglobulinas Y (figura 14).  

Existen varios métodos para extraer y purificar IgY a parLr de la yema del huevo de gallinas 

ponedoras (extracción con ácido caprílico, PEG y propanol-acetona), en su mayoría estos métodos se 

basan en el uso de polieLlenglicol para precipitar los anLcuerpos y además, eliminar la mayor parte de las 

lipoproteínas para conseguir una fracción hidrosoluble donde se encuentran IgY concentradas (De 

Meulenaer & Huyghebaert, 2001). Según (Amro et al., 2018; Redwan et al., 2021) la extracción de 

inmunoglobulinas Y con PEG 6000 resulta un proceso con altos rendimientos y bajos costos, los autores 

esLman que la concentración de IgY totales usando esta técnica de purificación es de entre 3 a 25 mg/mL. 

En el presente estudio la concentración de IgY que se obtuvo en tres gallinas inmunizadas con los anDgenos 

recombinantes Gn y Gc se encuentra entre 7 y 14 mg/mL después de 42 días de inmunización (figura 17).  

Las inmunoglobulinas Y obtenidas a parLr del suero y la yema del huevo de tres gallinas ponedoras 

inmunizadas con los anDgenos recombinantes Gn y Gc dieron Dtulos a una dilución de 1:256000 42 días 

después de realizada la primera inmunización. De acuerdo a GuLérrez y colaboradores (2010) las gallinas 

ponedoras después de ser inmunizadas pueden obtener Dtulos altos de hasta 1:1000000 a parLr de la 

tercera o cuarta inmunización de refuerzo. En este estudio se realizaron únicamente dos inmunizaciones 

de refuerzo sin embargo, el Dtulo obtenido en la experimentación es aproximado a lo que se esperaría 

después de aplicar dos refuerzos a las gallinas.  
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La obtención de inmunoglobulinas IgY específicas contra las glicoproteínas recombinantes Gn y Gc 

se presenta como un posible método terapéuLco para el Hantavirus causante del SCPH en Sudamérica. 

Los anLcuerpos obtenidos en el presente estudio pueden uLlizarse en análisis posteriores para tratar al 

hámster sirio, el modelo animal de la enfermedad y en un futuro ser un método efecLvo de tratamiento 

del virus. 
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Capítulo 6 

Conclusiones 

• La levadura meLlotrófica Pichia pastoris presenta alto rendimiento (2 g/L ) en la expresión de 

una proteína recombinante basada en las glicoproteínas de superficie Gn y Gc del virus Andes 

causante del SCPH. 

• El uso de la proteína recombinante Gn y Gc como agente terapéuLco requiere de procesos de 

solubilización, purificación, replegamiento y concentración de tal modo que la molécula que 

ingrese al animal se encuentre biológicamente acLva y pueda cumplir su función. 

• El uso de adyuvantes en las formulaciones anLgénicas, como el adyuvante de Freund en sus 

formas completa e incompleta, esLmula y potencia el efecto inmunitario del anDgeno 

aumentando la producción de inmunoglobulinas Y.  

• La inmunización de gallinas ponedoras con los anDgenos recombinantes Gn y Gc presenta altos 

Dtulos de anLcuerpos después de 42 días de inmunización por lo que se evidencia la capacidad 

del anDgeno para generar una respuesta inmune.  
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Recomendaciones 

• Realizar un segundo paso de purificación de los anDgenos recombinantes Gn y Gc para reducir la 

presencia de otras moléculas contaminantes. 

• Verificar la acLvidad biológica de los anDgenos proteicos antes de realizar las formulaciones para 

aplicar a las gallinas ponedoras. 

• Purificar y concentrar las inmunoglobulinas Y obtenidas para eliminar moléculas contaminantes 

antes de aplicarlas en tratamientos. 
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