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RESUMEN 

 

El SARS-CoV-2, causante de la pandemia de COVID-19 desde diciembre de 

2019, ha tenido un profundo impacto global en la salud pública, la economía 

y la sociedad. Las vacunas de subunidades recombinantes han surgido como 

una estrategia crucial debido a su seguridad y eficacia, utilizando fragmentos 

específicos del virus para inducir una respuesta inmune sin exponer al 

organismo al virus completo. En este estudio se presenta la proteína 

quimérica TTC-RBD, que combina el fragmento C de la Toxina Tetánica con 

el dominio RBD del SARS-CoV-2, producida en E. coli. Se lograron 

rendimientos de 195 µg/L de proteína purificada replegada bajo condiciones 

estandarizadas, indicando la robustez y replicabilidad de los métodos 

desarrollados. A pesar de la formación de cuerpos de inclusión que requirieron 

solubilización y replegamiento, TTC-RBD demostró inmunogenicidad en 

ratones BALB/c con Al(OH)3 como adyuvante, con una respuesta modesta, 

sugiriendo la exploración de otros adyuvantes para mejorar su eficacia. 

 

Palabras clave: COVID-19, vacunas de subunidades, E. coli, adyuvante, 

respuesta humoral. 
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ABSTRACT 

 

SARS-CoV-2, which caused the COVID-19 pandemic in December 2019, has had a 

profound global impact on public health, the economy, and society. Recombinant 

subunit vaccines have emerged as a crucial strategy due to their safety and efficacy, 

using specific fragments of the virus to induce an immune response without exposing 

the body to the entire virus. This study presents the chimeric protein TTC-RBD, which 

combines the C fragment of the Tetanus Toxin with the RBD domain of SARS-CoV-

2, produced in E. coli. Yields of 195 µg/L of refolded purified protein were achieved 

under standardized conditions, indicating the robustness and replicability of the 

methods developed. Despite the formation of inclusion bodies that required 

solubilization and refolding, TTC-RBD demonstrated immunogenicity in BALB/c mice 

with Al(OH)3 as an adjuvant with a modest response, suggesting the exploration of 

other adjuvants to improve its efficacy. 

 

Keywords: COVID-19, subunit vaccines, E. coli, adjuvant, humoral response. 
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1 Introducción 

 

El Coronavirus del Síndrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), causante 

de la COVID-19, es un microorganismo altamente patógeno y transmisible (Polatoğlu 

et al., 2023). Desde su emergencia en diciembre de 2019, en la ciudad de Wuhan, 

China, causó una pandemia que ha tenido un impacto significativo, afectando 

especialmente a la salud pública, la economía y la sociedad en su conjunto, 

desencadenado una crisis sanitaria sin precedentes. 

 

El impacto de la COVID-19 ha sido enorme. Hasta julio de 2024, se han confirmado 

más de 600 millones de casos en todo el mundo y más de 6,5 millones de muertes. 

Estados Unidos ha sido uno de los países más afectados, con más de 90 millones de 

casos y 1 millón de muertes (Fondo de las Naciones Unidas para los Niños [UNICEF], 

2020). 

 

Las repercusiones de la pandemia han ido más allá de la salud. Los confinamientos y 

otras medidas restrictivas han provocado una interrupción económica significativa, con 

una reducción del PIB mundial del 3,1% en 2020. Millones de personas han perdido 

sus empleos y muchos negocios han cerrado de manera permanente. La educación 

también se ha visto gravemente afectada, con el cierre de escuelas que impactó a más 

de 1,6 mil millones de estudiantes en el punto álgido de la crisis (Mathieu et al., 2020). 

 

La pandemia ha exacerbado las desigualdades existentes, afectando 

desproporcionadamente a ciertas poblaciones. Las minorías raciales y étnicas, 

especialmente las comunidades negras e hispanas, han sufrido más por el COVID-19. 

Estas disparidades se deben a varios factores sociales de la salud, como mayores 

tasas de condiciones médicas preexistentes, menor acceso a la atención médica y 

mayor exposición al virus debido a los tipos de trabajos que realizan muchos miembros 

de estas comunidades (Vasquez, 2020). 
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Los niños también han sido gravemente afectados, con el cierre de escuelas, 

interrupciones en servicios esenciales y un mayor riesgo de violencia y abuso. Los 

niños más pobres han sido los más perjudicados, perdiendo acceso a vacunas vitales 

y enfrentando mayores riesgos de desnutrición y otros problemas de salud (Vasquez, 

2020). 

 

La pandemia de COVID-19 ha sido una crisis mundial de gran magnitud, cuyas 

consecuencias perdurarán por años. Abordar los efectos persistentes y desarrollar 

sistemas de salud más robustos y equitativos serán prioridades esenciales para la 

comunidad internacional en el futuro próximo. 

 

Los principales signos y síntomas asociados a la infección por COVID-19 son tos seca, 

rinorrea, cefalea, fiebre y cansancio, así como anosmia, ageusia y una variedad de 

manifestaciones en distintos órganos y sistemas (Instituto Mexicano del Seguro Social, 

2021; Mohammed et al., 2022). Esta diversidad y complejidad de presentaciones 

clínicas hacen que tanto el diagnóstico como los posibles tratamientos para COVID-19 

sean un reto para el personal de salud. 

 

Los gobiernos de todo el mundo han implementado varias medidas para controlar la 

propagación del virus, incluyendo confinamientos, restricciones de viaje y el uso 

obligatorio de mascarillas. La creación y distribución de vacunas contra el COVID-19 

han sido una prioridad, con más de 12 mil millones de dosis administradas a nivel 

mundial hasta julio de 2024. Sin embargo, la distribución de las vacunas ha sido 

desigual, y muchos países de bajos ingresos todavía luchan por vacunar a una parte 

significativa de sus poblaciones (Fondo de las Naciones Unidas para los Niños 

[UNICEF], 2020). 

 

A medida que la investigación científica ha trabajado en comprender y combatir la 

enfermedad, se han logrado avances significativos en el desarrollo de vacunas 

seguras y eficaces contra el SARS-CoV-2; siendo éstas un pilar fundamental en la 
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lucha contra la pandemia. Entre las plataformas vacunales disponibles actualmente, 

las vacunas de subunidades recombinantes han demostrado ser una opción 

prometedora dado que se basan en la producción de proteínas específicas del virus, 

lo que desencadena una respuesta inmune protectora sin exposición al virus completo, 

ofreciendo una mayor seguridad respecto a las vacunas que implican la manufactura 

empleando al virus completo, el cual tiende a ser más reactogénico. Además, la 

producción de vacunas de subunidades se realiza en un conjunto de plataformas de 

expresión, lo que facilita su desarrollo en diferentes entornos tecnológicos y en general 

su producción a gran escala es relativamente simple y rentable (Solís-Andrade et al., 

2022). Hasta el momento, las vacunas de subunidades aprobadas en México contra el 

SARS-CoV-2 son NVX-CoV2373 (Novavax), Abdala (Empresa Laboratorios AICA), 

SOBERANA 02 y SOBERANA PI (Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN)).  

 

A pesar de las ventajas que confiere el empleo de vacunas de subunidades, su 

desarrollo implica algunos desafíos; por ejemplo, la necesidad de múltiples dosis 

debido a su inmunogenicidad modesta en comparación con las vacunas que utilizan el 

patógeno completo inactivado o atenuado. Una estrategia para mejorar la capacidad 

inmunogénica de este tipo de vacunas consiste en incluir adyuvantes y sistemas de 

entrega a la formulación, así como el uso de acarreadores (Liljeqvist & Ståhl, 1999) 

Una molécula que puede ser empleada como acarreador inmunogénico es el 

fragmento C de la Toxina Tetánica (TTFC o TTC). Anteriormente, se ha reportado que 

éste tiene actividad adyuvante, tanto en un esquema de coadministración como en uno 

de fusión genética con el antígeno vacunal (Bayart et al., 2022). 

 

En este trabajo se desarrolló una proteína quimérica llamada TTC-RBD, basada en el 

fragmento C de la Toxina Tetánica y el dominio de unión al receptor (RBD) del SARS-

CoV-2. Se empleó E. coli como plataforma de expresión y se establecieron los 

métodos para su producción, así como su posterior purificación a partir de cuerpos de 

inclusión y su replegamiento. También se evaluó en ratones BALB/c la 
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inmunogenicidad de TTC-RBD en formulación con Alum como adyuvante y en un 

esquema de inmunización por la ruta subcutánea.  

 

2 Antecedentes 

2.1 Pandemia de COVID-19 

Desde finales de diciembre de 2019, muchos países comenzaron con la elaboración 

de estrategias para hacer frente a una de las más devastadoras crisis sanitarias del 

siglo XXI: la pandemia de COVID-19 (Yıldırım & Ashraf, 2023). Esta pandemia tuvo un 

enorme impacto tanto social como económico, en especial para los países en 

desarrollo. Solamente en México, dejó cerca de 7 millones de casos confirmados y 

más de 300,000 defunciones hasta junio de 2023 (Cita sugerida: Organización 

Panamericana de la Salud / Organización Mundial de la Salud Resumen de la 

situación, s/f). A nivel mundial, se han registrado más de 600 millones de casos 

confirmados de COVID-19 y más de 6,5 millones de muertes hasta julio de 2024 

(United Nations & Economic Commission for Latin America and the Caribbean 

[ECLAC], 2020). 

 

En términos de mortalidad, los países de bajos ingresos han sido los más afectados, 

con una tasa promedio del 34%. Les siguen los países de ingresos medios con un 14% 

y los países de altos ingresos con un 10%. Cabe resaltar que, aunque los países más 

pobres han presentado más dificultades en términos de salud, los países de ingresos 

medios han experimentado el mayor impacto en el decremento del PIB, seguidos por 

los países de altos ingresos (Naseer et al., 2023; Sanchez, 2021).  

 

A través de una actualización epidemiológica emitida en enero de 2024, la OPS/OMS 

indicó que, aún en 2023, se registraron niveles elevados de enfermedad respiratoria 

aguda asociada a varios virus, entre ellos el SARS-CoV-2, se informó también que en 

2024, este virus todavía permanece en circulación, por lo que es preciso continuar con 
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los esfuerzos para aumentar la vacunación, principalmente en población vulnerable 

(Organización Panamericana de la Salud / Organización Mundial de la Salud [OPS / 

OMS], 2024). 

2.1.1 Fases de la pandemia 

Desde los primeros casos reportados a finales de 2019 hasta el presente, esta crisis 

ha pasado por varias fases, cada una con sus propios desafíos y respuestas por parte 

de los gobiernos y la comunidad internacional. Una mejor manera de comprender lo 

acontecido es atendiendo al contexto histórico y social de cada una de las fases. 

 

Fase Inicial: El Brote en Wuhan 

A finales de 2019, se reportaron los primeros casos de una nueva enfermedad 

respiratoria en Wuhan, provincia de Hubei, China. Las autoridades chinas 

identificaron rápidamente el nuevo coronavirus, denominado SARS-CoV-2, que 

causa la enfermedad conocida como COVID-19 (Pinazo-Hernandis, 2020). Con 

el aumento de los casos en Wuhan, las autoridades chinas tomaron medidas de 

contención, como el cierre de mercados, restricciones de movimiento y 

confinamiento de la población. Sin embargo, el virus ya se había propagado a 

otros países, y para enero de 2020, se habían reportado casos en varias 

naciones. 

 

Fase de Propagación Global 

 

Debido a la rápida expansión del virus, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) declaró el 30 de enero de 2020 que el brote era una Emergencia de Salud 

Pública de Importancia Internacional (ESPII) (OPS/OMS, 2022). En marzo de 

2020, la OMS declaró la pandemia, reconociendo que el SARS-CoV-2 se había 

extendido globalmente, afectando a múltiples países y regiones. 

 

Durante esta fase, los gobiernos implementaron diversas medidas de salud 

pública para intentar frenar la propagación del virus. Estas incluyeron el cierre de 
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fronteras, restricciones de viajes, confinamientos, cierre de escuelas y negocios 

no esenciales, y el uso obligatorio de mascarillas, entre otras (Martinez, 2023). 

A pesar de estos esfuerzos, el virus se propagó rápidamente, abrumando los 

sistemas de salud de muchos países. Los casos y las muertes por COVID-19 

aumentaron drásticamente, generando una crisis sanitaria, económica y social 

sin igual. 

 

Fase de Desarrollo y Distribución de Vacunas 

 

Debido a la gravedad de la situación, la comunidad científica y farmacéutica se 

movilizó rápidamente para desarrollar vacunas contra el SARS-CoV-2. En tiempo 

récord, se produjeron varias vacunas eficaces, como las de Pfizer-BioNTech, 

Moderna, AstraZeneca y Johnson & Johnson, entre otras (Torres-Cantero et al., 

2022). 

 

La distribución y administración de estas vacunas se convirtieron en una prioridad 

mundial. Sin embargo, el acceso a las vacunas no fue equitativo, con los países 

de altos ingresos obteniendo la mayor parte de las dosis iniciales. Esto generó 

preocupación por la posibilidad de que se crearan "vacunas para ricos" y 

"vacunas para pobres", exacerbando las desigualdades globales. A pesar de 

estos desafíos, los esfuerzos de vacunación lograron avances significativos. Para 

mediados de 2021, varios países habían vacunado a una parte importante de su 

población, lo que comenzó a reducir la carga de la enfermedad y aliviar la presión 

sobre los sistemas de salud (Torres-Cantero et al., 2022). 

 

Fase de Resurgimiento y Variantes 

 

Justo cuando parecía que la pandemia estaba bajo control, surgieron nuevas 

variantes del SARS-CoV-2, más transmisibles y, en algunos casos, más letales. 

Variantes como Alpha, Beta, Gamma y Delta provocaron nuevas olas de 



7 

 

contagios en diferentes partes del mundo, obligando a los gobiernos a reimponer 

medidas de restricción (Torres-Cantero et al., 2022). 

 

La aparición de estas variantes destacó la necesidad de mantener una vigilancia 

constante, adaptar las estrategias de salud pública y acelerar los esfuerzos de 

vacunación. Los países ajustaron sus respuestas, implementando cierres 

temporales, reforzando los protocolos de salud y promoviendo la aplicación de 

dosis de refuerzo de las vacunas. 

 

Esta fase de resurgimiento y variantes demostró la naturaleza dinámica y 

desafiante de la pandemia, y la importancia de contar con sistemas de salud 

resilientes, capacidad de investigación y desarrollo, y una coordinación global 

efectiva para enfrentar amenazas emergentes. 

 

Fase de Transición hacia la Convivencia 
 

A medida que se avanzó en la vacunación a nivel global y se adquirió una mejor 

comprensión del virus y de la enfermedad, los países comenzaron a transitar 

hacia una fase de convivencia con el COVID-19. Esto implicó un gradual 

relajamiento de las medidas más restrictivas, con un enfoque en mantener la 

vigilancia epidemiológica, fortalecer los sistemas de salud y promover la 

vacunación continua (Martinez, 2023). 

 

En esta fase, se buscó encontrar un equilibrio entre la protección de la salud 

pública y la necesidad de reactivar las actividades económicas y sociales. Los 

gobiernos tuvieron que tomar decisiones complejas sobre cuándo y cómo 

levantar las restricciones, considerando factores como las tasas de vacunación, 

la capacidad de los sistemas de salud y la evolución de los indicadores 

epidemiológicos. 
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Además, se hizo evidente la necesidad de abordar los impactos sociales y 

económicos de la pandemia, como la pérdida de empleos, la interrupción de la 

educación, el aumento de la pobreza y las desigualdades. Los esfuerzos de 

recuperación y reconstrucción se convirtieron en prioridades clave para los 

gobiernos y la comunidad internacional (Martinez, 2023). 

 

Hacia una Fase Endémica 
 

En 2024, la pandemia de COVID-19 parece estar entrando en una fase más 

estable, con la integración del SARS-CoV-2 como un patógeno endémico, es 

decir, una enfermedad que se mantiene presente en la población de manera 

recurrente, pero con un impacto más manejable. 

 

En esta fase, el énfasis se ha desplazado hacia la vigilancia epidemiológica 

continua, la adaptación de las vacunas a las nuevas variantes, y el fortalecimiento 

de los sistemas de salud para hacer frente a los brotes estacionales. La población 

también ha ido adquiriendo una mayor inmunidad, ya sea a través de la 

vacunación o de la exposición natural al virus. 

 

Sin embargo, los desafíos persisten. Algunas regiones del mundo aún luchan por 

alcanzar altas tasas de vacunación, y la aparición de nuevas variantes sigue 

siendo una amenaza latente (Pan American Health Organization [PAHO], 2024). 

Además, los impactos sociales y económicos de la pandemia tardarán años en 

ser superados por completo. 

 

La pandemia de COVID-19 ha sido una prueba sin precedentes para la 

humanidad. A lo largo de sus diversas fases, hemos aprendido valiosas lecciones 

sobre la importancia de la preparación, la cooperación internacional, la equidad 

en el acceso a la salud y la necesidad de fortalecer nuestros sistemas de salud 
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pública. Estos aprendizajes serán fundamentales para enfrentar futuras crisis 

sanitarias y construir sociedades más resilientes y equitativas (Martinez, 2023). 

 

2.2 SARS-CoV-2 

 

El SARS-CoV-2 es un virus con un tamaño de entre 65 y 125 nm de diámetro, de la 

familia Coronaviridae. Esta familia se divide en cuatro subgrupos: Alfa (α), Beta (β), 

Gamma (γ) y Delta (δ). Hasta el momento se ha reportado que solamente los 

coronavirus Alfa (α) y Beta (β) son capaces de infectar a humanos, y esto sucede por 

zoonosis, es decir, que la transmisión proviene de un animal (Polatoğlu et al., 

2023;Rothan & Byrareddy, 2020). La cepa inicial del virus percenece al grupo Beta (β), 

de acuerdo con análisis genómicos comparativos (Wu et al., 2020).  

 

El SARS-CoV-2 posee un ARN monocatenario cuyo tamaño varía entre 20 y 32 kb de 

longitud. De acuerdo con Papanikolaou et al., (2022), los virus de ARN muestran altas 

tasas de mutación debido a la ausencia de corrección de errores por parte de las ARN 

polimerasas. Sanjuán & Domingo-Calap, (2016) señalan que la velocidad de mutación 

aumenta en un virus de ARN respecto de uno de ADN, del mismo modo que aumenta 

en un virus monocatenario respecto de uno bicatenario.  

 

En el contexto del SARS-CoV-2, la secuencia genómica de la proteína de espícula (S), 

sobre la cual se profundizará más adelante, se caracteriza por una alta propensión a 

nuevas mutaciones (Ozono et al., 2020). Estas mutaciones se encuentran 

relacionadas con un nivel más alto de replicación viral, mayor afinidad a sitios de unión 

en la membrana celular del hospedero, alta transmisibilidad del virus y aumento en los 

niveles de morbilidad y mortalidad en pacientes infectados (Young et al., 2020). Este 

virus es capaz de generar un gran daño al aparato respiratorio y progresar a una 

enfermedad respiratoria grave o incluso una falla multiorgánica. 
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2.2.1 Variantes 

 

La Organización Mundial de la Salud ha establecido una clasificación para las 

diferentes variantes del SARS-CoV-2 con el fin de evaluar su relevancia virológica y 

clínica, atendiendo a los términos variantes de gran preocupación (VOHC por sus 

siglas en inglés), variantes de preocupación (VOC por sus siglas en inglés), variantes 

de interés (VOI por sus siglas en inglés) y variantes bajo vigilancia (VUM por sus siglas 

en inglés).  

 

Las VOHC consideran a las variantes que llevan al fallo a las pruebas diagnósticas, 

evidencian una reducción significativa en la eficacia de las vacunas, una cantidad 

enormemente alta de casos de infección en vacunados, o muy baja protección inducida 

por las vacunas, reducción significativa de la susceptibilidad a tratamientos y aumento 

de las hospitalizaciones debido a la gravedad de los casos; las VOC hacen referencia 

a aquellas variantes que presentan mayor transmisibilidad, casos más graves de 

enfermedad, reducción en la neutralización por anticuerpos generados previamente, 

así como una menor eficacia de tratamientos o vacunas y dificultad de diagnóstico; las 

VOI incluyen a las variantes con menor neutralización por anticuerpos generados 

previamente, menor respuesta eficaz a tratamientos o pruebas de diagnóstico y un 

aumento previsto en la transmisibilidad o gravedad de la enfermedad; las VUM se 

centran en los linajes que han tenido impacto en las medidas médicas disponibles para 

contrarrestarlos, también incluyen linajes que solían causar formas más graves de la 

enfermedad o transmisión pero que ya no se detectan, linajes con una cantidad 

inusualmente grande de mutaciones antigénicas y presencia en diferentes países, así 

como linajes que habían sido designados como VOI, VOC o VOHC y que actualmente 

se encuentran en circulación a muy bajos niveles. (Centers for Disease Control and 

Prevention [CDC], 2023). Inicialmente se consideró como VOC a las variantes Alfa 

(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P1), Ómicron (B.1.1.529) y Delta (B.1.617.2). 

Mientras que las catalogadas como VOI incluían a Epsilon (B.1.427 y B.1.429), Kappa 
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(B.1.617.1), Mu (B.1.621), Eta (B.1.525), Zeta (P.2), Theta (P.3), Lota (B.1.526) y 

Lambda (C.37) (Polatoğlu et al., 2023). 

 

Durante 2021, se reportó la existencia de deleciones (además de mutaciones) en las 

secuencias codificantes para las proteínas S1-RBD y S2 de distintas variantes del 

SARS-CoV-2. Algo que llamó la atención fue una combinación aparentemente única, 

perteneciente a la variante Delta (del/ D614G/ E484Q), la cual se relaciona con una 

mayor infectividad y transmisibilidad, así como una potencial reducción de la respuesta 

frente a vacunas (Liu et al., 2021). En combinación con lo anterior, la variante Delta 

presenta niveles disminuidos o medios de morbilidad y mortalidad. De acuerdo con 

Papanikolaou et al., (2022), es posible que esta variante intente sobrevivir modificando 

su fuerza en un nivel bajo de actividad. 

 

A partir de noviembre de 2021, comenzó a reportarse que la transmisión de la variante 

Ómicron aumentó dramáticamente respecto a las otras variantes (Figura 1), 

probablemente debido a una mayor capacidad para evadir el sistema inmune, en lugar 

de a un aumento en la producción de carga viral, como sucedió con otras variantes 

(Puhach et al., 2022). La variante Ómicron presenta una serie de deleciones y una 

inserción (Δ69-70, Δ143-145, Δ211-212, ins214EPE), así como un panorama 

mutacional aumentado en las mismas proteínas que la variante Delta: S1-RBD y S2 

(Papanikolaou et al., 2022).  

 

Durante la última revisión (Febrero, 2024), se encontró que tanto las VOC como las 

VOI que circulan actualmente son sublinajes de la variante Ómicron, los cuales han 

sido nombrados con base en su filogenia, siguiendo la nomenclatura Pango (Rambaut 

et al., 2020). De entre éstas resaltan XBB.1.5 y JN.1, consideradas las variantes más 

transmisibles hasta la fecha (World Health Organization, 2024b). 

 

Según sus características genéticas, inmunológicas y estimaciones de crecimiento, 

XBB.1.5 puede continuar circulando a nivel mundial, aunque a niveles bajos, ya que la 
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prevalencia ha seguido disminuyendo y no se han observado aumentos en la gravedad 

de la COVID-19. De acuerdo con la información publicada por la OMS, no se considera 

que XBB.1.5 pudiera generar riesgos adicionales para la salud pública con relación a 

los otros linajes circulantes descendientes de Ómicron (World Health Organization, 

2023). 

 

  

              

 

Actualmente, JN.1 es la variante del SARS-CoV-2 con más prevalencia en todo el 

mundo. Sin embargo, el riesgo hacia la salud aún se considera bajo, por lo que es 

poco probable que la propagación de esta variante aumente, en comparación con otros 

sublinajes de Ómicron (World Health Organization, 2024a). La mayoría de las 

mutaciones tienen un impacto mínimo en las propiedades del virus, sin embargo, 

algunas podrían influir provocando cambios en la tasa de propagación o en la gravedad 

Figura 1. Seguimiento de las variantes del SARS-CoV-2 en México. Recuento de 

variantes desde enero 2021 hasta enero 2024 en territorio mexicano. Rosa claro: 

VOC Delta; Gris claro: Ómicron (Pan American Health Organization [PAHO], 2024) 
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de la enfermedad y sus síntomas. Además, la eficacia de los fármacos terapéuticos y 

las vacunas podría alterarse (Polatoğlu et al., 2023). 

 

2.3 Estructura del SARS-CoV-2 

 

El genoma del virus SARS-CoV-2 codifica para dieciséis proteínas no estructurales 

(NSP1–NSP16) como la helicasa y la ARN polimerasa dependiente de ARN, que son 

responsables de la replicación y traducción del virus (Naqvi et al., 2020). También se 

han encontrado siete proteínas accesorias (ORF3a–ORF8), además de cuatro 

proteínas estructurales: Espícula (S), Envoltura (E), Membrana (M) y Nucleocápside 

(N).  

 

La superficie del virus está cubierta por proyecciones de glicoproteína S, que contiene 

a las subunidades S1 y S2. Estas subunidades se organizan de manera que forman 

una estructura distintiva que se asemeja a una corona. Actualmente, la proteína S es 

el objetivo principal de las vacunas contra SARS-CoV-2. Se sabe que la proteína S 

permite al virus detectar los receptores de membrana en el hospedero y dar lugar a la 

fusión para ingresar a la célula (Nejat et al., 2023). 

 

La subunidad S1 se encarga de modular el reconocimiento del receptor a través del 

Dominio de Unión al Receptor (RBD), así como de la interacción con él con ayuda del 

Dominio N-Terminal (NTD) y el Dominio C-Terminal (CTD). La subunidad S2 facilita la 

fusión de la membrana viral al momento de entrar en contacto con la célula hospedera 

e incluye el péptido de fusión (FP), el cual conecta las regiones HR1 y HR2 a modo de 

hélice (Rabaan et al., 2023).  

 

La proteína S se presenta como un trímero, con tres RBD situados en su vértice. En 

su estado de pre-fusión "cerrado", los RBD no pueden unirse a hACE2. Durante la 

entrada del virus, los RBD cambian a una conformación "abierta" para poder unirse a 

hACE2. Después de la pérdida del dominio N-terminal (NTD), el trímero S adopta una 
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conformación post-fusión. La estabilidad de esta nueva conformación depende de la 

reorientación de CTD (Verma et al., 2022). 

 

2.4 Patogénesis 

 

De acuerdo con investigaciones recientes, la manera de infectar del SARS-CoV-2 es 

a través de la interacción del RBD de la subunidad S1 con los receptores de la enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ACE2) ubicados en la membrana de las células 

epiteliales bronquiales y alveolares del hospedero (Jeyanathan et al., 2020).Esta 

entrada requiere de la proteasa transmembrana de tipo II TMPRSS2 para la activación 

proteolítica de la proteína S (Gusev et al., 2022; Ilona et al., 2011). De este modo, S1 

se disocia al mismo tiempo que S2 se repliega, dejando expuesto a FP, lo que permite 

una correcta fusión a la membrana celular. La subunidad S2 se pliega después de que 

FP se inserta en la membrana (Wang et al., 2021). 

 

Una vez dentro de la célula, el ARN del virus se traduce y se genera el complejo ARN 

replicasa-transcriptasa. Este complejo genera nuevas cadenas de ARN, las cuales 

codifican proteínas de importancia para el virus. El ARN y las proteínas estructurales 

son ensambladas como viriones en el retículo endoplásmico rugoso y en el aparato de 

Golgi, para después ser transportados en vesículas y liberarse de las células 

hospederas por exocitosis. Estas nuevas partículas virales pueden propagarse a 

bronquios, alvéolos e incluso a tejidos extrapulmonares (Polatoğlu et al., 2023). 

 

Durante la etapa temprana de la infección, el SARS-CoV-2 comienza a propagarse en 

las vías respiratorias superiores (nariz, senos paranasales, boca, faringe y laringe). 

Después, el virus migra al tracto respiratorio inferior (tráquea, pulmones, bronquios, 

bronquiolos y alveolos) (He et al., 2020). Cabe resaltar que en esta etapa los pacientes 

son altamente infecciosos, incluso si permanecen asintomáticos ya que son capaces 

de eliminar partículas virales mientras realizan actividades cotidianas, como exhalar, 
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hablar, comer, toser o estornudar. El punto máximo de carga viral generalmente se 

alcanza al inicio de los síntomas (He et al., 2020).  

 

Las principales manifestaciones clínicas de la COVID-19 son parte de la respuesta 

innata regulada por citocinas e interferones antivirales, como fiebre, mialgias, tos y 

producción de esputo (Zhu et al., 2023). Se ha descrito (Anka et al., 2021) que, si la 

respuesta mediada por interferón es lo suficientemente fuerte, hay una alta 

probabilidad de controlar la replicación del virus y limitar la gravedad de la enfermedad. 

En cambio, si el paciente no puede erradicar al SARS-CoV-2, éste puede propagarse 

hasta las células epiteliales alveolares tipo II e incluso desarrollar el síndrome de 

dificultad respiratoria aguda (SDRA), así como otras patologías como coagulación 

intravascular diseminada (CID) y embolia pulmonar. A este período se le conoce como 

fase clínica (Zhu et al., 2023). 

 

La fase clínica durante una infección por SARS-CoV-2, se subdivide en tres fases más: 

fase aguda, fase de viremia y fase letal o recuperación. Durante la fase aguda, el 

paciente manifiesta síntomas como disnea, tos y producción de esputo, siendo este 

evidenciado mediante imagenología (Anka et al., 2021). Hay presencia de daño 

alveolar, descamación neumocitaria y mayor permeabilidad de la vasculatura 

pulmonar, lo que desencadena alteraciones en la difusión de oxígeno al resto del 

organismo (Zhu et al., 2023). 

 

El inicio de la fase de viremia ocurre cuando el virus ingresa al torrente sanguíneo. En 

este punto de la infección, es posible llegar a una inflamación sistémica y fallo 

multiorgánico. Es común observar monocitos en piroptosis, un tipo de muerte celular 

caracterizada por la aparición de poros en la membrana celular, hinchazón y una 

consecuente ruptura de membrana, la cual se relaciona con la aparición de una fuerte 

respuesta inflamatoria (Sefik et al., 2022; Zhu et al., 2023). 
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Durante la fase letal, es posible observar un incremento exacerbado tanto de citocinas 

como de factores de coagulación en pacientes en estado grave. Además, se reporta 

un aumento en el daño tisular como consecuencia de la persistencia de apoptosis de 

células infectadas, así como la activación de macrófagos y neutrófilos capaces de 

desencadenar la cascada de coagulación (sobre todo en pulmones) (Zhu et al., 2023). 

Un estudio realizado por McGonagle et al. (2021) señala la presencia de trombosis en 

ciertas venas pulmonares encargadas de la filtración de coágulos. Este podría 

considerarse el origen de una microembolia sistémica, que podría desencadenar 

accidentes cerebrovasculares, lesión renal, isquemia intestinal, entre otros. Esta 

información resalta el hecho de que la COVID-19 no sólo afecta al sistema respiratorio, 

sino que podría considerarse una enfermedad multisistémica. Cabe aclarar que el tipo 

de manifestaciones clínicas presentadas por los pacientes dependen en gran medida 

de la gravedad de la enfermedad (Zhu et al., 2023). 

 

2.5 Respuesta inmune del hospedero de SARS-CoV-2  

 

Existe evidencia de la capacidad de la proteína S del SARS-CoV-2 para unirse a los 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de membrana, especialmente el 

receptor tipo Toll 4 (TLR4). En el aparato respiratorio, específicamente en los alveolos, 

un probable mecanismo es la unión de la proteína S al TLR4, que activa la señalización 

para aumentar la expresión de ACE2 en la superficie celular, facilitando así la 

penetración del SARS-CoV-2 en los alveolocitos tipo II. Esto contribuye a la 

destrucción celular, la inhibición de la producción de surfactante y al desarrollo del 

Síndrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) (Gusev et al., 2022).  

 

Por otro lado, la activación de las células T por el SARS-CoV-2 comprende la 

activación de las células T colaboradoras (Th1) que secretan GM-CSF y conllevan a 

la producción de IL-17. Esta citocina inflamatoria se encarga de reclutar macrófagos y 

neutrófilos en el sitio de infección, estimulando la cascada de citocinas IL-1β e IL-6. La 
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IL-6 es responsable de desencadenar la tormenta de citocinas en pacientes con 

COVID-19 (Rawat et al., 2021). 

 

Al igual que el SARS-CoV y el MERS-CoV, el SARS-CoV-2 suprime la activación del 

sistema inmunológico innato, incluidas las células dendríticas, y atenúa las respuestas 

del interferón antiviral tipo I y tipo III (IFN-I-III) (Jeyanathan et al., 2020). La supresión 

de la actividad del IFN-I-III al inicio de la enfermedad es fundamental para la invasión 

viral ya que el IFN-I-III tiene la mayor eficacia antiviral durante este tiempo. La 

sobreproducción de IFN puede tener un efecto nocivo en las últimas y más graves 

etapas de la COVID-19, ya que también está implicado en la fisiopatología del 

fenómeno de la tormenta de citocinas y la inflamación sistémica asociada. Como 

resultado, se produce una forma grave de COVID-19 con el desarrollo de síndrome de 

dificultad respiratoria aguda (SDRA) y un aumento del nivel de citocinas 

proinflamatorias en plasma, como IL-1β, IL-6, TNF-α, quimiocinas CXCL10 (IP-10), 

CCL2 (MCP-1) y CCL3 (MIP-1α). Esta forma grave de COVID-19 se caracteriza por 

niveles bajos de IFN-I en la sangre en una etapa temprana y niveles elevados de IFN-

I en una etapa tardía (Gusev et al., 2022). 

 

2.5.1 Respuesta humoral 

La respuesta inmunológica humoral contribuye a limitar la infección por SARS-CoV-2 

y evitar futuras reinfecciones. Se ha descrito que, durante el pico de carga viral en 

pacientes infectados por este coronavirus, coincide con la aparición de una respuesta 

de anticuerpos dirigidos principalmente contra la proteína S (Rawat et al., 2021). Se 

ha reportado que los anticuerpos IgM se mantienen hasta la semana 12, mientras que 

los anticuerpos IgG permanecen por tiempos más prolongados. Esto sugiere que los 

anticuerpos IgG podrían representar la principal respuesta inmune humoral contra 

varios tipos de coronavirus, entre ellos el SARS-CoV-2 (Gang et al., 2024).  
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También se ha observado que los anticuerpos que se unen al RBD bloquean la 

capacidad de éste para interactuar con ACE2. Además, aquellos capaces de unirse a 

otros sitios de las proteínas S1 y S2 pueden evitar el cambio conformacional de la 

proteína S y bloquear la fusión a la membrana del hospedero.  

 

Por otro lado, estudios en ratones han identificado niveles elevados de anticuerpos 

IgG2a dirigidos contra la nucleoproteína (N). Este hallazgo sugiere la posibilidad de 

generar protección a través de funciones efectoras mediadas por Fc en lugar de 

neutralizar directamente el virus (Jeyanathan et al., 2020). 

 

2.6 Vacunas aprobadas contra SARS-CoV-2 

 

Actualmente, se cuenta con una extensa lista de vacunas aprobadas contra el virus 

SARS-CoV-2: CanSino, Covaxin, Johnson & Johnson, Moderna, Oxford/AstraZeneca, 

Pfizer/BioNTech, Sinopharm, Sinovac, Sputnik Light, Sputnik V, Novavax, 

KoviVac/Chumakov, IMBCAMS, KCONVAC, Z2001, Abdala, Soberana Plus y 02, 

Sanofi/GSK, Corbevax, COVIran Barekat, QazVac y EpiVacCorona. La mayoría de 

estas vacunas se basan en tecnologías que se consideran tradicionales.  

 

Sin embargo, las vacunas de Moderna/NIH y Pfizer/BioNTech se basan en ARNm 

encapsulados en lípidos y polímeros que codifican la proteína S. La vacuna de Sinovac 

está formulada con el virus inactivado. Las vacunas de AstraZeneca/Oxford, CanSino, 

Johnson & Johnson y Gamaleya Institute se basan en vectores adenovirales. La 

eficacia de estas vacunas varía entre el 60% y el 98%; sin embargo, la aparición de 

variantes con mutaciones en la proteína S (p. ej., B.1.1.7, B.1.315 y P.1) podría 

disminuir dicha eficacia. Además, el uso de vacunas basadas en adenovirus (AdV5 y 

AdV26) tiene el inconveniente de que la población en los países con una alta 

prevalencia de éstos porta anticuerpos neutralizantes contra ellos, lo que disminuye 

aún más la eficacia de la vacuna (Mast et al., 2010).  
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Respecto a las vacunas de subunidades, NVX-COV2373 tuvo una eficacia del 89-

91,6% contra la cepa silvestre, del 86,3-93,2% contra la variante Alfa y del 60% contra 

la variante Beta. CoronaVac, BBIBP-CorV, Covaxin y Abdala tuvieron una eficacia del 

50,6-92,3%, pero no se especificaron las cepas del SARS-CoV-2 (Fiolet et al., 2022). 

La fabricación de vacunas requiere de una alta inversión, y los costos a largo plazo 

están mayormente influenciados por factores económicos vinculados a su desarrollo y 

producción. A estos costos se añaden los relacionados con el proceso de producción, 

construcción y operación de instalaciones de fabricación, así como el debido 

cumplimiento de las regulaciones pertinentes, además de los costos de fabricación 

como materia prima, instalaciones, mantenimiento y mano de obra. Alcanzar una 

producción a gran escala y mejorar la estabilidad ayuda a reducir costos tanto en la 

investigación como en el desarrollo de vacunas (Plotkin et al., 2017). 

 

Durante 2023 y 2024, Merck KGaA desarrolló un sistema de modelado de costos con 

la finalidad de comprender de mejor manera los procesos de fabricación de vacunas, 

considerando costos tanto directos como indirectos desde la investigación hasta el 

empaquetado y la distribución. Se reportó que las vacunas de subunidades y las 

vacunas de partículas similares a virus (VLP) presentan un menor costo de producción 

por dosis (Figura 2). El mayor porcentaje del presupuesto es empleado en equipos, 

instalaciones y ensayos de validación. Este costo es similar en otras plataformas 

vacunales, a excepción de las vacunas de ARNm, las cuáles dedican alrededor del 

80% presupuesto a los materiales requeridos para la producción, razón principal del 

incremento en el costo total (Joséphine Cheng et al., 2023). 
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A pesar de la gran cantidad de vacunas disponibles contra SARS-CoV-2, muy pocas 

personas de países de bajos ingresos han podido recibirlas. Sin embargo, el desarrollo 

de vacunas de subunidades y su aprobación para uso de emergencia, ha contribuido 

al aumento de la tasa de vacunación en América Latina, Medio Oriente y el sur de Asia 

(Wong-Arce et al., 2024). 

 

2.7 Vacunas de subunidades  

 

Las formulaciones de vacunas de subunidades contienen componentes antigénicos 

definidos, generalmente junto con un potente adyuvante. El antígeno puede ser un 

polisacárido, un ácido nucleico o una proteína. En este último caso, la proteína puede 

ser purificada directamente de un patógeno, también puede tratarse de un péptido 

sintético o una proteína recombinante. Las proteínas recombinantes son producidas 

mediante una diversidad de plataformas de expresión, que van desde Escherichia coli 

hasta células de insecto y de mamíferos, las cuales garantizan que el antígeno se 

Figura 2. Contribución porcentual del costo por dosis por plataforma vacunal a 

escalas comerciales (Joséphine Cheng et al., 2023). 



21 

 

produzca a gran escala y tenga una secuencia y pureza definidas, por lo que se da 

lugar a formulaciones altamente seguras (Bill, 2015).  

 

Las proteínas o péptidos empleados en las vacunas de subunidades se consideran 

poco inmunogénicos por si solos dado su bajo nivel de complejidad. Generalmente 

requieren no sólo de un adyuvante, sino también de un esquema de inmunización con 

varias dosis. La mayoría de las vacunas de subunidades contra SARS-CoV-2 

contienen proteína S completa o partes de ella con el objetivo de inducir anticuerpos 

neutralizantes. Actualmente, se conoce que las vacunas de subunidades inducen 

principalmente respuestas de anticuerpos y células T CD4+. También se sabe que, por 

lo general, muestran una respuesta modesta de células T CD8+ (Jeyanathan et al., 

2020). 

 

Las vacunas de subunidades poseen buena estabilidad y condiciones sencillas de 

almacenamiento. Esto las posiciona como una plataforma de vacunas prometedora 

para los países de bajos ingresos donde los problemas logísticos pueden obstaculizar 

la distribución local eficiente (Laotee et al., 2023). 

 

2.8 Escherichia coli como plataforma de expresión génica 

 

La tecnología de expresión genética recombinante se desarrolló hace 41 años en E. 

coli, dando paso a la síntesis recombinante de hormonas humanas (somatostatina en 

1977 e insulina en 1979). Hoy en día, es posible producir una amplia gama de 

productos biofarmacéuticos recombinantes, incluidas hormonas, anticuerpos y 

vacunas. Hasta la fecha, la FDA ha aprobado más de 150 productos biofarmacéuticos. 

Aproximadamente el 20% de estas proteínas son producidas en levaduras, el 30% en 

E. coli y el 50% en líneas celulares de mamíferos e hibridomas (Bill, 2015). 

 

E. coli suele ser la primera opción como plataforma para producir proteínas 

recombinantes ya que es un organismo cuyo cultivo es rápido, económico y con 
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potencial de generar altos rendimientos. Además, los informes que utilizan E. coli como 

célula huésped describen con mayor frecuencia la caracterización inicial del antígeno 

recombinante y la demostración de inmunogenicidad en ratones (Bill, 2015). 

 

A pesar de las ventajas que ofrece esta plataforma, es importante considerar algunas 

problemáticas durante la expresión en E. coli. Debido a la presencia de una membrana 

externa que no es permeable a las proteínas, generalmente E. coli no excreta 

proteínas al medio extracelular. Por lo tanto, se recomienda hacer uso de 

procedimientos como la alteración celular para llevar a cabo la recuperación de la 

proteína intracelular. También es importante considerar que el plegamiento 

inadecuado de proteínas sobreexpresadas conduce a la formación de agregados y 

cuerpos de inclusión, lo que reduce en gran med(Jazini & Herwig, 2013)zini & Herwig, 

2013). 

 

Otro punto que considerar es el hecho de que, al igual que otras bacterias 

gramnegativas, E. coli produce niveles elevados de lipopolisacáridos (LPS), o 

endotoxinas, durante su ciclo de vida. Estas endotoxinas pueden activar respuestas 

inmunitarias y llevar al desarrollo de choque séptico en humanos. Por lo tanto, es 

esencial llevar a cabo una purificación exhaustiva de cualquier proteína con fines 

terapéuticos producida en E. coli, y así conducir a la endotoxina a niveles 

extremadamente bajos antes de su uso terapéutico (Wilding et al., 2019). 

 

Existen otros factores que influyen en la expresión de una proteína soluble, bien 

plegada y activa al utilizar a E. coli. Por ejemplo, las propiedades del gen y la proteína 

a expresar. El ARNm de proteínas humanas contiene codones poco frecuentes, es 

decir, que los ARNt de E. coli correspondientes a ellos suelen ser menos abundantes, 

como aquellos para arginina, prolina, leucina e isoleucina. Esto aumenta la 

probabilidad de que la traducción presente fallas y la expresión se dé a un nivel bajo o 

incluso de manera incorrecta (Francis & Page, 2010). 
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Otro factor que considerar durante la expresión en E. coli es el tamaño de la proteína. 

Canaves et al. (2004) y Gräslund et al.(2008) concuerdan con que la probabilidad de 

expresar una proteína soluble en E.coli disminuye si el peso molecular es elevado. 

Considerándose un tamaño elevado a aquél por arriba de 60kDa. Esto contribuye a la 

teoría de (Francis & Page, 2010) donde se recomienda optar por la expresión de 

dominios proteicos individuales de interés, en lugar de una proteína completa. 

 

De acuerdo con (Klock et al., 2008), los residuos tanto iniciales como finales del 

dominio de interés son capaces de afectar a la expresión y la solubilidad. Esto resalta 

la importancia de determinar los límites adecuados para la construcción del dominio 

de la proteína a expresar. La presencia de regiones de baja complejidad (LCR, por sus 

siglas en inglés) también afecta de manera negativa la expresión de proteínas 

solubles. Las LCR son regiones homopoliméricas, sobrerrepresentaciones de ciertos 

residuos de la proteína las cuales, según Peti & Page, (2007), deberían evitarse 

durante el diseño de una proteína. 

 

El entorno reductor propio del citoplasma de E. coli entorpece la adecuada producción 

de proteínas ricas en disulfuro. Intentar expresar proteínas que presentan enlaces 

disulfuro generalmente resulta en la producción de proteínas insolubles, debido a que 

se presentan mal plegadas, por lo que terminan en cuerpos de inclusión (Francis & 

Page, 2010). 

 

Con la finalidad de mejorar la expresión, se han desarrollado cepas de E. coli 

diseñadas para proteínas que contienen codones poco frecuentes, enlaces disulfuro o 

que son susceptibles a proteólisis. Un ejemplo es la cepa E. coli BL21 y sus derivados 

(cepas designadas como (DE3)), las cuales contienen una copia del gen de la ARN 

polimerasa T7 (el promotor más frecuentemente utilizado para producción de 

proteínas) en su cromosoma, esto posibilita una expresión sencilla y eficiente desde 

vectores de expresión basados en T7 (Francis & Page, 2010). Además, estas cepas 
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son deficientes de proteasas, específicamente ompT y lon, situación que conlleva a 

una mayor expresión y estabilidad protéica (Gottesman, 1990). 

 

Existe también otro tipo de cepas, las cuales se han suplementado con codones poco 

frecuentes, es decir, se les han suministrado plásmidos que codifican ARNt poco 

frecuentes, con la finalidad de promover una expresión eficiente de genes con una alta 

tasa de codones de este tipo. Entre estas cepas, es posible encontrar a Rosetta, 

Rosetta-gami, BL21-RP y BL21-RIL. Rosetta-gami, además, facilita la formación de 

puentes disulfuro gracias a la presencia de mutantes trxB/gor.  

 

Existen cepas con mutaciones en los genes que codifican para las proteínas 

tiorredoxina reductasa (trx/B) y glutatión reductasa (gor) que se encargan de mantener 

un ambiente reductor dentro del citosol de E. coli. Este ambiente favorece la formación 

de puentes disulfuro, lo que permite el adecuado plegamiento de las proteínas 

producidas y se ha demostrado que aumenta los rendimientos de producción (Bessette 

et al., 1999). Sin embargo, se recomienda utilizar a estas cepas solamente cuando la 

proteína de interés necesite de la formación de puentes disulfuro. De lo contrario, estos 

puentes podrían formarse entre proteínas, generando agregados proteicos de alto 

peso molecular (Francis & Page, 2010). 

 

Otros factores que influyen directamente en la solubilidad de las proteínas expresadas 

son las condiciones de cultivo. La temperatura es uno de los principales factores. Al 

manejar temperaturas bajas (15 °C a 25 °C), disminuye la velocidad de crecimiento 

bacteriano, lo que permite un plegamiento adecuado de las proteínas y, en 

consecuencia, una disminución en la formación de cuerpos de inclusión. En este 

sentido, a altas temperaturas (30 °C a 37 °C), existe mayor probabilidad de obtener 

proteínas insolubles y mal plegadas (Baneyx & Mujacic, 2004). 

 

El uso de promotores adecuados también es de suma importancia para la expresión 

eficiente de proteínas solubles. Como se mencionó anteriormente, el promotor T7 es 



25 

 

uno de los más utilizados ya que es altamente efectivo. Sin embargo, en algunas 

ocasiones puede ser necesario modularlo para prevenir la formación de agregados 

proteicos. Otros promotores inducibles como lac, tac y araBAD mantienen un control 

más preciso de la expresión, permitiendo ajustar los niveles de expresión a 

condiciones que favorezcan la solubilidad de la proteína de interés (Makino et al., 

2011).  

 

El tipo de inductor utilizado también influye en la solubilidad de la proteína producida. 

El isopropil- β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) es un inductor comúnmente utilizado 

para el promotor lac. La desventaja que presenta es que tanto su concentración como 

el tiempo de inducción deben estandarizarse para cada sistema en específico. Existen 

otros inductores como la arabinosa, para el promotor araBAD, que puede ofrecer un 

mejor control de expresión y una mayor proporción de proteínas solubles en el cultivo 

(Terpe, 2006). 

 

Además de los factores mencionados, la composición del medio de cultivo y la 

presencia de agentes estabilizadores son de gran importancia para la producción de 

proteínas en E. coli. La adición de chaperonas moleculares y proteínas que 

contribuyen al replegamiento, como la disulfuro isomerasa, puede mejorar 

significativamente el adecuado plegamiento de las proteínas debido a la correcta 

formación de puentes disulfuro. Estas condiciones contribuyen a la obtención de 

proteínas solubles y activas (Studier, 2005). 

 

La optimización del medio de cultivo es otro punto esencial. El empleo de sales como 

NaCl y KCl es fundamental para mantener la osmolaridad y equilibrio iónico en el 

medio. Sin embargo, a concentraciones excesivas o insuficiente, es posible afectar la 

estabilidad celular y, por lo tanto, la producción de la proteína de interés. Además, las 

sales pueden influir en el comportamiento de las proteínas chaperonas y las asociadas 

al adecuado plegamiento proteico (Studier, 2005). El pH también es de gran 

importancia, pues si se encuentra alejado de los valores óptimos, es capaz de afectar 
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la eficiencia del metabolismo celular y el plegamiento de la proteína. Los nutrientes 

presentes en el medio de cultivo, como las fuentes de carbono, nitrógeno y vitaminas 

también son esenciales (Burgess & Fraenkel-Conrat, 1990). Una formulación 

adecuada del medio de cultivo que proporcione todos los nutrientes necesarios es vital 

para maximizar la producción de proteínas solubles. Por el contrario, la deficiencia de 

nutrientes clave, puede limitar la proliferación bacteriana (Sambrook & Russell, 2001). 

Además, la aireación y la agitación del cultivo son importantes para asegurar una 

adecuada distribución tanto de nutrientes como de oxígeno (Studier, 2005). La adición 

de agentes estabilizadores como detergentes o proteínas estabilizadoras puede 

prevenir la formación de agregados insolubles, permitiendo que las proteínas 

mantengan una conformación adecuada (Rosano & Ceccarelli, 2014). 

 

2.9 Importancia de los adyuvantes en el desarrollo de vacunas 

 

Para que una vacuna sea considerada eficaz debe inducir títulos elevados de 

anticuerpos neutralizantes. En un estudio realizado en 2022 donde, al aplicar a un 

grupo de individuos la vacuna BNT162b2, y tras una infección irruptiva por Ómicron 

BA.1, se descubrió que la mayoría de los sueros obtenidos neutralizan de manera 

robusta los VOC previos del SARS-CoV-2, incluidos BA.1 y BA.2. Esto sugiere que la 

infección por Omicron BA.1 en personas vacunadas activa las células B de memoria, 

que generan anticuerpos neutralizantes dirigidos contra los epítopos de la proteína S 

conservados en las variantes del SARS-CoV-2 hasta Omicron BA.2. (Quandt et al., 

2024). Sin embargo, para que esto suceda, podría requerirse de múltiples dosis o 

ayuda de otras moléculas inmunoestimulantes. Además, es crucial que una vacuna 

pueda inducir niveles protectores de anticuerpos de manera rápida, empleando la 

mínima cantidad de antígeno necesaria (Coffman et al., 2010). Esto no solo disminuye 

los costos asociados con la producción de la vacuna (Joséphine Cheng et al., 2023), 

sino que también la hace más asequible. La inclusión de un adyuvante adecuado en 

la vacuna contra el SARS-CoV-2 puede cumplir con estas exigencias. 
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La mayoría de los adyuvantes inmunoestimulantes actúan como ligandos para los PRR 

y conducen a la secreción de citocinas al mejorar directamente una vía de activación. 

Los adyuvantes pueden dirigirse a casi todas las familias de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR). Esto incluye a los TLR, que reconocen lípidos, 

lipoproteínas, ácidos nucleicos y proteínas; los receptores tipo NOD (NLR), que 

responden a múltiples ligandos como peptidoglicano, flagelina, toxinas y ATP; las 

helicasas (receptores tipo RIG-I, RLR), activadas por ARN citoplasmático; y los 

receptores de lectina tipo C (CLR), que reconocen carbohidratos y lípidos. (Coffman 

et al., 2010).  

 

Los PRR emiten señales a través de vías que incluyen moléculas adaptadoras y 

sustancias intermedias como MyD88, TRIF, RIP2, CARD9 e IPS-1. Estas vías influyen 

en el resultado de la interacción entre el receptor y el ligando. Las vías de señalización 

activan dos rutas transcripcionales clave, involucrando los factores de transcripción 

NF-κB, IRF-3 e IRF-7. Las interacciones entre receptores y ligandos llevan a la 

expresión de genes que codifican citocinas, quimiocinas y moléculas coestimulantes. 

Estas moléculas son cruciales para preparar, expandir y polarizar las respuestas 

inmunitarias(O’Neill & Bowie, 2010). La formación de depósitos, el reclutamiento de 

células inmunes, la activación del inflamosoma, la mejora de la presentación de 

antígenos por las moléculas MHC y la inmunomodulación son diferentes modos de 

acción de los adyuvantes (Bastola et al., 2017). 

 

El adyuvante más utilizado en las vacunas humanas autorizadas es el hidróxido de 

aluminio (Al(OH)₃), conocido comercialmente como Alum, y es uno de los adyuvantes 

más antiguos que se conocen (Moyer et al., 2020). Actualmente, algunas vacunas 

dirigidas contra Difteria, Tétanos, tos ferina, IPV, hepatitis A y B, VPH, meningococo y 

neumococo hacen uso de este adyuvante (Pasquale et al., 2015). Incluso, algunas 

vacunas aprobadas contra SARS-CoV-2 también lo emplean, tales como CoronaVac,  

BBIBP-COrV, Coviran Barkat y Covaxin (virus inactivados) (Fiolet et al., 2022), así 

como Abdala y Soberana 02 (Instituto Finlay de Vacunas, 2021). 
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El Al(OH)₃ tiene grupos hidroxilo en su superficie y se muestra como una estructura 

cristalina compuesta de nanopartículas en forma de aguja, que tienden a agregarse 

hasta un diámetro promedio de 10 µm (Corrado et al., 2024). En la formulación de la 

vacuna, a pH neutro, el Alum tiene una carga positiva, lo cual puede llegar a influir en 

las propiedades de adsorción y el comportamiento del antígeno con el que se trabaja 

(Corrado et al., 2024).  

 

Se ha demostrado que el Al(OH)₃ actúa como un buen adyuvante mediante la 

formación de depósitos en el lugar de la inyección, permitiendo una liberación lenta del 

antígeno. Esto prolonga el tiempo de interacción entre el antígeno y las células 

presentadoras de antígeno (APC). Además, convierte antígenos solubles en formas 

particuladas que se fagocitan fácilmente. A nivel celular, el Al(OH)₃ estimula 

directamente a los monocitos para que produzcan citocinas proinflamatorias que 

activen las células T. Las células Th2 activadas liberan IL-4, que a su vez puede inducir 

un aumento en la expresión de moléculas del MHC de clase II en los monocitos. (Gupta 

& Gupta, 2020). 

 

Las vacunas con adyuvantes tienden a causar una mayor reacción en el lugar de la 

inyección en comparación con las vacunas sin adyuvantes, dado que estos aumentan 

la capacidad de respuesta del sistema inmunológico a los antígenos, pero también 

pueden provocar efectos adversos. Estos efectos incluyen desde inflamación en el 

área de la inyección y formación de abscesos, hasta fiebre e inflamación en las 

articulaciones y ojos. Aunque hay muchos productos que podrían funcionar como 

adyuvantes, solo unos pocos están oficialmente aprobados y se emplean de manera 

efectiva (Bastola et al., 2017).  
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2.10 Proteína TTC-RBD 

2.10.1 La fracción C de la toxina tetánica 

La toxina del tétanos es una enzima del tipo tentoxilisina peptidasa, producida por la 

bacteria Clostridium tetani, que es anaeróbica y forma esporas. Consiste en un 

polipéptido de cadena única con una longitud de 1315 aminoácidos, el cual se procesa 

de manera endógena para dar lugar a una cadena ligera de 52 kDa (457 aa) y una 

cadena pesada de 98 kDa (858 aa). Estas cadenas se unen mediante un puente 

disulfuro para formar una proteína dimérica de 150 kDa. La toxina ejerce su efecto 

tóxico al unirse a receptores específicos en las células nerviosas motoras 

presinápticas, lo cual inhibe la liberación de neurotransmisores, afectando así el 

sistema nervioso motor y autónomo (Brandt et al., 2021). 

 

El fragmento de la cadena pesada de la toxina del tétanos es notable por sus 

propiedades que desencadenan respuestas inmunológicas. Este fragmento es 

particularmente eficaz para inducir la producción de anticuerpos cuando se combina 

con antígenos no relacionados (Brandt et al., 2021).  

 

Se ha reportado que la fracción C de la Toxina Tetánica (también conocida como TTC) 

contiene epítopos universales para los linfocitos T CD4+ humanos, los cuales son de 

vital importancia para la memoria inmunológica (Bayart et al., 2022). Un epítopo de 

interés es el péptido TT830-843, el cual se une a las proteínas MHC y se presenta en 

la superficie de las células presentadoras de antígenos. El complejo TT830-843/MHC 

interactúa con el receptor de las células T y activa una respuesta de linfocitos T. El uso 

de un epítopo adyuvante universal como el TT830-843 puede mejorar la respuesta 

inmunitaria en el desarrollo de vacunas y terapias (Brandt et al., 2021). Además, TTC 

induce la producción de IFN-γ y CD69, ambos implicados en la modulación de la 

respuesta inmune. Por tanto, una alternativa para mejorar la inmunogenicidad de un 

antígeno blanco es la fusión genética a TTC, aumentando no sólo su complejidad sino 
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el sumar los mecanismos específicos ya mencionados para abonar a la respuesta 

inducida hacia el antígeno no relacionado (Bayart et al., 2022). 

 

3 Justificación 

 

A pesar de que se ha logrado contener la pandemia de COVID-19, esta enfermedad 

sigue considerándose un problema de salud a nivel mundial dado que el SARS-CoV-

2 se ha establecido como un patógeno estacional que continuamente genera variantes. 

El desarrollo de vacunas dirigidas contra el SARS-CoV-2 debe considerarse como una 

herramienta de primera línea en la protección contra este virus. Aunque existen un 

conjunto de vacunas aprobadas en el combate contra la COVID-19, esta pandemia 

dejó claro que los países deben asegurar su autonomía en el desarrollo y producción 

de vacunas. Por esta razón es necesario mejorar las estrategias de diseño, evaluación 

y producción de vacunas, de modo que éstas sean más asequibles y cubran en tiempo 

récord la necesidad de vacunar a toda la población.  

 

Las vacunas de subunidades son una alternativa en este campo que ofrece alta 

estabilidad y seguridad, así como una producción relativamente sencilla. Otro 

elemento atractivo es la posibilidad de diseñar antígenos quiméricos que permitan 

acompañar a la secuencia antigénica de interés de un acarreador que mejore su 

capacidad inmunogénica. Tal es el caso del fragmento C de la toxina tetánica. En 

términos de las plataformas de producción, el uso de E. coli recombinante se ha 

consolidado como un enfoque conveniente en países en desarrollo, en términos de 

costo accesible en comparación con las plataformas de células eucariontes, lo cual 

facilita su implementación en plantas industriales bajo buenas prácticas de 

manufactura.  
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4 Hipótesis 

 

La proteína TTC-RBD será expresada eficientemente en Escherichia coli, resultando 

en una proteína inmunogénica en ratones BALB/c, capaz de inducir una respuesta 

humoral específica.  

 

5 Objetivos 

 

5.1 Objetivo general 

Producir en un sistema de E. coli recombinante la proteína TTC-RBD y evaluar su 

inmunogenicidad en un modelo murino. 

 

5.2 Objetivos específicos 

• Realizar ensayos de expresión de la proteína TTC-RBD en E. coli recombinante. 

• Purificar la proteína TTC-RBD mediante técnicas de solubilidad diferencial y 

cromatográficas. 

• Confirmar la integridad, grado de pureza y antigenicidad de la proteína TTC-

RBD obtenida. 

• Evaluar en ratones BALB/c la inmunogenicidad de la proteína TTC-RBD 

obtenida, en términos de la inducción de respuestas humorales. 

 

6 Materiales y Métodos 

6.1 Cepas, materiales y medios de cultivo 

La construcción que permitió la expresión del antígeno TTC-RBD se basa en el 

plásmido pET15b, en el cual fue clonado un gen sintético optimizado codificante de la 

quimera que se constituye del fragmento C de la toxina tetánica y el domino de unión 

al receptor de SARS-CoV-2 fusionado en su extremo C terminal. El vector fue 
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confirmado mediante perfiles de restricción y secuenciación, y posteriormente 

transferido a la cepa Rosetta (DE3) de E. coli. Se cultivó una clona de expresión en un 

matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenía 70 mL de medio LB (10% bacto-peptona, 

5% extracto de levadura y 10% NaCl) suplementado con ampicilina (100 mg/L) y 

cloranfenicol (40 mg/L), a 37 °C y 180 rpm. Para inducir la expresión de la proteína 

TTC-RBD, las células se cultivaron hasta alcanzar una densidad óptica de 0.6 – 0.8 a 

600 nm (OD600), agregando lactosa (15 g/L) e incubando a 28 °C durante 16 h.  

 

6.2 Extracción de proteína 

 

La biomasa bacteriana se recolectó por centrifugación a 7000 rpm, durante 10 min, a 

4 °C y se resuspendió en una solución hipertónica fría (100 mM de Tris-HCl, sacarosa 

al 20% (p/v) y pH 7.4). Se uso una relación de 0.2 mL de esta solución por 20 mg de 

biomasa. Las células se recuperaron por centrifugación a 7000 rpm durante 15 min 

(4°C). La pastilla celular se resuspendió en agua filtrada (solución hipotónica), a razón 

de 0.5 mL por cada 20 mg de biomasa. El rompimiento celular se realizó con los tubos 

de ensayo en baño de hielo aplicando 6-9 ciclos de 30 s en modo encendido y 30 s en 

modo apagado usando ultrasonicación (dispositivo GEX130PB, Twinsburg, OH, EUA) 

a una amplitud del 70%. Posteriormente, la suspensión se centrifugó a 7000 rpm 

durante 20 min (4°C) para recuperar por un lado una pastilla compuesta por cuerpos 

de inclusión y componentes celulares insolubles, y por otro lado el sobrenadante que 

corresponde a la fracción de proteína soluble. El sobrenadante se recuperó y fue 

almacenado a -20°C hasta su posterior análisis. La pastilla (fracción de proteína 

insoluble) se resuspendió en el mismo volumen de solución hipotónica. Enseguida, se 

centrifugó a 7000 rpm por 15 min a 4°C. Este procedimiento se repitió dos veces más, 

con la finalidad de completar tres lavados. La pastilla se recuperó y almacenó a -20°C. 
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6.3 Extracción de cuerpos de inclusión 

 

La fracción insoluble obtenida tras la ruptura celular fue sometida a varios 

procedimientos de lavado. Durante esta sección del protocolo se consideró un mismo 

volumen de resuspensión, el cual equivale a 2.5 mL de buffer por cada 50 mL de cultivo 

inicial. Primeramente, se realizaron tres lavados con agua filtrada y centrifugaciones a 

7000 rpm durante 10 min (4°C). A continuación, la pastilla se resuspendió en PBS 1× 

+ Tritón X-100 1%. La suspensión se llevó a ultrasonicación (dispositivo GEX130PB, 

Twinsburg, OH, EUA) en baño de hielo, aplicando 6-9 ciclos de 30 s en modo 

encendido y 30 s en modo apagado a una amplitud del 70%. Al terminar los ciclos, la 

muestra se incubó en hielo durante 20 min. Este ciclo de lavado se repitió una vez más 

con PBS 1× + Tritón X-100 1% y otra con PBS 1×. Estos lavados se realizaron con la 

finalidad de eliminar componentes celulares y solubilizar proteínas contaminantes. La 

pastilla lavada se resuspendió en un buffer solubilizante que contenía 4 M Urea + 20 

mM fosfato, pH 7.4. La nueva suspensión se llevó a ultrasonicación (bajo las mismas 

condiciones indicadas anteriormente). Enseguida se incubó en hielo durante 30 min. 

Tras una centrifugación a 7000 rpm por 10 minutos (4°C), se recuperó el sobrenadante 

y se almacenó bajo la etiqueta de “S4”. A la pastilla remanente le fue añadido un buffer 

de 8 M urea, 20 mM fosfato, 500 mM NaCl, pH 7.4. Siguiendo con los mismos ciclos 

de centrifugación y sonicación, se obtuvo la fracción “S5” a partir del sobrenadante 

generado. Como último paso, la pastilla resultante se resuspendió en buffer 

solubilizante (8 M Urea, 20 mM fosfato, 500 mM NaCl, pH 7.4) y se llevó a sonicación. 

Posteriormente, se dejó en contacto con el buffer durante la noche a 4°C. Finalmente, 

la suspensión se centrifugó a 7000 rpm durante 10 min para recuperar el sobrenadante 

con proteína recombinante solubilizada, etiquetado como “S6”. Esta muestra fue 

almacenada junto con el resto a -20°C para futuros ensayos. 

6.4 Purificación  

 

Se realizó la separación de proteínas por cromatografía IMAC utilizando una columna 

de 2 mL llena de Chelating Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotechnology, 
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Estocolmo, Suecia). El adsorbente se cargó con iones Ni2+ y se equilibró con buffer de 

unión. Se aplicaron 3 inyecciones de 1 mL del extracto proteico obtenido previamente 

(fracciones S5 y S6) al sistema cromatográfico, con un flujo de 0.25 mL/min. Después 

del lavado de la columna, la elución de la proteína de interés se logró alimentando el 

buffer de desorción (fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, urea 8 M, pH 

7.1). Las fracciones que contenían la proteína de interés con menos impurezas 

correspondieron a aquellas derivadas de la proteína no unida a la resina, como 

consecuencia de que fueron varias proteínas contaminantes las que se unieron a los 

iones inmovilizados (Ni2+). El replegamiento se realizó mediante diálisis empleando 

una membrana de 6-8 kDa de corte. Los buffers utilizados para lograr el replegamiento, 

en orden secuencial, fueron: buffer 1 (fosfato 20 mM + urea 4 M a pH 7.1), buffer 2 

(carbonato 50 mM + glicerol 10% (v/v) + Tween 0.01% (v/v) a pH 9.2) y buffer 3 

(sacarosa 10% (p/v) + Tween 20 a 0.01% (v/v)). 

 

6.5 Análisis SDS-PAGE y Western Blot 

 

Las muestras de proteína se mezclaron con buffer de carga 5× (DTT 500 mM, Tris-HCl 

250 mM, SDS 10% (p/v), glicerol 50% (v/v), azul de bromofenol 0.1%(p/v), pH 6,8) y 

se hirvieron durante 10 min. Las proteínas se separaron utilizando un gel de 

poliacrilamida desnaturalizante al 12% (150 V, 1 hora) y se visualizaron mediante 

tinción con azul de Coomassie. 

 

Para el análisis de Western blot, las proteínas se transfirieron del gel de poliacrilamida 

a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) 

durante 1 h a 500 mA utilizando una cámara de transferencia electroforética (Biorad, 

Hercules, CA, EUA). La membrana se incubó durante la noche en buffer de bloqueo 

(5% de leche en polvo descremada disuelta en PBS + 0.05% (v/v) Tween 20). La 

membrana se lavó posteriormente tres veces con PBS + 0.05% (v/v) Tween 20 y se 

incubó con anticuerpo contra la toxina tetánica (Anti-TTC, Novus Biologicals, Littleton, 

CO, EUA) a una dilución 1:1000. La membrana se lavó e incubó con un anticuerpo 
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secundario anti-IgG de conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rábano a dilución 

1:2000 (Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA) durante 2 h a temperatura ambiente. 

La detección del antígeno se realizó mediante la incubación de las membranas con el 

sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce, Rockford, IL, EUA). 

 

6.6 Evaluación de inmunogenicidad 

 

Para evaluar la inmunogenicidad de TTC-RBD se establecieron 3 grupos de ratones 

BALB/c (machos y hembras de 7 semanas de edad). Los ratones de cada grupo fueron 

inmunizados los días 1, 14 y 28 por vía subcutánea (s.c.) con una formulación de 200 

μL. Los tratamientos se enlistan en la Tabla 1. 

 

 

Grupo Formulación 

1 1 μg TTC-RBD + Al (OH)3 + Vehículo 

2 2 μg TTC-RBD + Al (OH)3 + Vehículo 

3  Vehículo (10% sacarosa, 0.01% Tween 20) 

 

6.6.1 Toma de muestras 

 

Las muestras de sangre fueron extraídas por punción en la cola los días 0, 27, 42 y 

56. Después de la formación del coágulo, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm 

durante 6 min. Los sueros obtenidos se almacenaron a -40 °C hasta la determinación 

de anticuerpos.  

 

Esta metodología se realizó siguiendo un protocolo aprobado por el Comité de Ética 

Institucional (CEID-2020-07R1). 

Tabla 1. Descripción de los grupos experimentales. Los ratones fueron asignados 

aleatoriamente a los tratamientos descritos. El adyuvante de aluminio (Al (OH)3) se 

utilizó en una proporción de 1:5 (G Biosciences, St. Louis, MO, EUA, cat no. 786-

1215).  
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6.7 Determinación de títulos de anticuerpos mediante ELISA 

 

La técnica de ELISA se realizó con la finalidad de medir anticuerpos de unión al RBD 

de la proteína S del SARS-CoV-2. Las placas de poliestireno (96 pozos) se 

sensibilizaron durante la noche a 4°C con la proteína RBD (100 ng/pozo, Sino 

biological cat. no. 40589-V08H4) en buffer de carbonatos (Na2CO3 15 mM, NaHCO3 

35 mM, pH 9.6). Antes de cada uno de los siguientes pasos, las placas se lavaron tres 

veces con PBS 1×, utilizando el lavador de microplacas Wellwash™ (Thermo 

Scientific™, Cat. No. 5165000). Las placas se bloquearon durante 2 h a temperatura 

ambiente con leche descremada al 5% en PBS 1×. Se agregaron diluciones de sueros 

(1:100–1:500) en PBS 1× y se incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente se colocó 

el anticuerpo secundario, pudiendo ser IgM, IgG2a o IgG anti-ratón de cabra conjugada 

con peroxidasa de rábano picante (dilución 1:2000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), que 

comprendió una incubación de 2 h a 25 °C. Finalmente, se añadió una solución de 

sustrato ABTS (0.6 mM de ácido 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) + 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y se midieron los valores de OD a 405 nm después de 

60 min utilizando un equipo MultiskanR FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). 

Los títulos de anticuerpos IgG se determinaron como el recíproco de la dilución más 

alta de sueros con un valor medio de OD por encima del valor de OD del grupo tratado 

con el vehículo solo (control negativo) más 2 veces el valor de la desviación estándar. 
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7 Resultados 

7.1 La proteína TTC-RBD se produce en cuerpos de inclusión 

 

La expresión de TTC-RBD se realizó en un sistema de matraz (E. coli Rosetta-pET21b) 

y se evaluó utilizando 15 g/L de lactosa como inductor, bajo un período de 16 h, a 28 

°C y 180 rpm. Tras realizar el análisis mediante SDS-PAGE de las fracciones soluble 

e insoluble, se detectó la proteína TTC-RBD, la cual tiene un peso molecular de 70 

kDa, en la fracción insoluble (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análisis SDS-PAGE de los extractos de proteína recuperados tras la 

expresión de TTC-RBD en E. coli. Carriles: 1, γ-globulina de sangre humana como 

marcador de peso; 2, fracción insoluble de cultivo inducido; 3, fracción soluble de 

cultivo inducido. 
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7.2 La proteína TTC-RBD puede solubilizarse con urea 8 M 

 

La proteína TTC-RBD se recuperó de los cuerpos de inclusión, los cuales se 

sometieron a una serie de lavados y etapas de solubilización con buffers a diferentes 

concentraciones de urea. Se obtuvieron las fracciones S4, S5 y S6 (Figura 4), de las 

cuales S5 presentó una mayor cantidad de proteína recombinante, mientras que la 

fracción S6 tiene aparentemente una menor presencia de impurezas. Estas dos 

últimas fracciones se seleccionaron para llevar a cabo la purificación por 

cromatografía. En ambas se utilizó buffer de urea 8 M como agente solubilizante. 

 

 

 

Figura 4. Análisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas a partir del proceso de 

extracción de cuerpos de inclusión. Carriles: 1, fracción S4 (fracción insoluble de 

TTC-RBD solubilizada durante 30 min con 4 M Urea + 20 mM fosfato, pH 7.4); 2, 

fracción S5 (fracción insoluble de TTC-RBD solubilizada durante 30 min con 8 M 

urea, 20 mM fosfato, 500 mM NaCl, pH 7.4); 3, fracción S6 (fracción insoluble de 

TTC-RBD solubilizada durante una noche con 8 M urea, 20 mM fosfato, 500 mM 

NaCl, pH 7.4); 4, γ-globulina de sangre humana utilizada como marcador de peso 

molecular. 

Proteína 

TTC-RBD 
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7.3 TTC-RBD no se adsorbe de manera importante a la columna IMAC 

 

La purificación de TTC-RBD se realizó mediante IMAC empleando una columna de 

cargada con iones Ni2+. Se colectaron fracciones de la proteína no adsorbida a la 

columna (Figura 3), en las que eluyeron proteínas contaminantes junto con la proteína 

de interés; sin embargo, se presentaron fracciones que contenían a ésta con alta 

pureza. Las fracciones seleccionadas correspondieron a S5 debido a que mostró un 

mejor comportamiento respecto a S6 (Figura 5). Se seleccionaron las fracciones 16 y 

17 (con mayor pureza) de la cromatografía para llevar a cabo el replegamiento de TTC-

RBD. 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Análisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificación de TTC-

RBD mediante IMAC. A) Fracciones de proteína no adsorbida obtenidas a partir de 

S5, colectadas tras el lavado de la columna. B) Fracciones de proteína adsorbida, 

obtenidas a partir de S5. 

A B 
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7.4 Cuantificación de TTC-RBD 

 

La proteína TTC-RBD replegada se cuantificó mediante densitometría (Figura 6) 

empleando una curva estándar de BSA (50-300 µg/mL) y un análisis con el software 

ImageJ. La concentración de TTC-RBD fue de 51.93 µg/mL, con un rendimiento de 

194.7 µg de proteína replegada pura por litro de cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Densitometría para determinar la concentración de TTC-RBD. Carriles: 1–

5, curva estándar de BSA (50, 100, 150, 200, 300 µg/mL, respectivamente); 6, 

muestra recuperada tras la purificación y replegamiento de la proteína. 
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7.5 Análisis por Western Blot 

 

La proteína TTC-RBD purificada y replegada fue reconocida por el anticuerpo contra 

la toxina de Clostridium tetani. Al realizarse un ensayo de Western blot, en el que se 

observó la banda inmunoreactiva de aproximadamente 70 kDa, lo cual corresponde al 

peso teórico de la proteína TTC-RBD (Figura 7). Este resultado comprueba la 

integridad de la proteína y el reconocimiento de determinantes antigénicos del 

acarreador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis por Western blot de la proteína TTC-RBD purificada. Se empleó 

un anticuerpo anti-TTC. Carriles: 1, marcador de peso molecular; 2, proteína TTC-

RBD purificada y replegada; 3, fracción S5 obtenida tras la extracción de cuerpos 

de inclusión; 4, control negativo. 
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7.6 Pruebas de inmunogenicidad 

 

La inmunogenicidad de TTC-RBD fue determinada después de administrar a ratones 

BALB/c formulaciones que correspondieron a 200 μL de una dosis de 1 μg o 2 μg de 

antígeno, empleando Al(OH)3 como adyuvante (Figura 8). Al evaluar los niveles de IgG 

anti-RBD, se observó la ausencia de respuesta de IgG tras las primeras dos dosis (día 

27), independientemente del uso de Al(OH)3 como adyuvante (Figura 9-C). Por el 

contrario, el análisis de los niveles de anticuerpos al día 42, tras haber recibido 3 

inmunizaciones, revela una respuesta humoral positiva contra RBD, la cual fue de 

mayor magnitud para el grupo que recibió la dosis de 1 μg (Figura 9-A). Por otro lado, 

se encontró una respuesta más alta de IgG anti-RBD en el grupo de 2 μg al día 56 

(Figura 9-B).  

 

La Figura 10 muestra los títulos de anticuerpos IgG anti-RBD medidos durante los tres 

períodos de sangrado. Se observa que el grupo evaluado con dosis de 2 μg alcanzó 

títulos de 500 en el día 56, es decir, dos semanas después de haber concluido el 

esquema de inmunización. 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de inmunización para determinar la inmunogenicidad de TTC-

RBD en un modelo murino. Los ratones fueron inmunizados por vía subcutánea a 

los días 1, 14 y 28, y se extrajeron muestras de sangre los días 27, 42 y 56.  



43 

 

      

         

 

Figura 9. A) Muestras obtenidas el día 27; B) Muestras obtenidas el día 42; C) 

Muestras obtenidas el día 56. Los niveles de IgG se midieron mediante ELISA 

utilizando RBD como antígeno diana. Los tratamientos para cada grupo 

experimental se describen en la Tabla 1. 

B C 

A 
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Figura 10. Títulos de anticuerpos. Títulos de anticuerpos IgG anti-RBD obtenidos 

durante los días de sangrado 27, 42 y 56. La línea azul muestra los títulos 

generados en el grupo con dosis de 1 μg; la línea rosa muestra los títulos generados 

en el grupo con dosis de 2 μg. Los títulos de anticuerpos IgG se determinaron como 

el recíproco de la dilución más alta de sueros con un valor medio de OD por encima 

del valor de OD del grupo tratado con el vehículo solo (control negativo) más 2 X 

SD (Desviación estándar). 
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7.7 TTC-RBD muestra una mayor respuesta frente a la proteína S de la 

variante Delta 

 

Se evaluó la capacidad del antígeno TTC-RBD para generar anticuerpos IgG capaces 

de reconocer a la proteína S, tanto de la variante Delta como de la variante Ómicron. 

TTC-RBD indujo una respuesta de IgG más alta frente a la proteína S – Delta (Figura 

11). 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

Figura 11. A) Muestras obtenidas el día 42, donde se utilizó la proteína S, variante 

Ómicron, como antígeno diana; B) Muestras obtenidas el día 42, donde se utilizó la 

proteína S, variante Delta, como antígeno diana. Los niveles de IgG1 se midieron 

en muestras de suero a diluciones 1:100 y 1:500 mediante ELISA. Los tratamientos 

para cada grupo experimental se describen en la Tabla 1. 

A B 
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7.8 Análisis de IgM y subclases 

 

Se evaluaron los niveles de IgM, así como de las subclases de IgG para evidenciar el 

tipo de respuesta inmune que TTC-RBD induce en ratones. La Figura 12-A muestra 

un decremento en los niveles de IgM entre los sangrados 1 y 3 (días 27 y 56). Al 

analizar la relación de subclases IgG2a / IgG1 se encontró que la relación IgG2a / IgG1 

para la dosis de 1 μg fue de 0.82, mientras que para la dosis de 2 μg fue de 0.75 

(Figura 12-B). Estos resultados sugieren la inducción de una respuesta inmune con 

sesgo Th2. 

 

        

        

 

8 Discusión  

En este estudio se produjo en E. coli la proteína quimérica TTC-RBD como un enfoque 

para la obtención de un candidato vacunal contra SARS-CoV-2 de fácil producción en 

un sistema simplificado respecto a los enfoques empleados por otros grupos en los 

Figura 12. A) Niveles de IgM; B) Relación IgG2a / IgG1. El análisis se realizó en 

muestras de suero de los días 27 y 56 (dilución 1:100) mediante ELISA utilizando a 

la proteína S como antígeno diana. Los tratamientos para cada grupo experimental 

se describen en la Tabla 1. 

B A 
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que se realiza una conjugación química del antígeno con el acarreador, caso de la 

vacuna desarrollada en Cuba, denominada Soberana. 

 

La proteína TTC-RBD se produjo en E. coli recombinante en forma de cuerpos de 

inclusión, lo cual es común cuando se utilizan plataformas bacterianas de expresión 

en combinación con promotores fuertes. Se ha descrito que cuando el nivel de 

expresión de proteínas supera el 2% del total de proteínas celulares ocurre la 

formación de cuerpos de inclusión (A. Singh et al., 2015). Además, otros factores que 

favorecen una alta tasa de expresión de proteínas recombinantes (como una 

temperatura de inducción elevada, altas concentraciones de inductor o presencia de 

un promotor fuerte) aumentan las posibilidades de que la proteína expresada se 

agregue (A. Singh et al., 2015).  

 

Cuando una bacteria es forzada a producir proteínas recombinantes a altos niveles 

experimenta un alto estrés metabólico, lo que impide que la bacteria tenga la 

capacidad de plegar adecuadamente las grandes cantidades de proteína 

recombinante producida (S. M. Singh & Panda, 2005). La problemática tras la 

generación de cuerpos de inclusión es que estos impiden que la proteína expresada 

se pliegue correctamente, comprometiendo su actividad biológica. Lo anterior impone 

la necesidad de solubilizar los cuerpos de inclusión mediante el uso de altas 

concentraciones de sales caotrópicas como la urea, lo que resulta en una proteína 

desnaturalizada que debe ser sometida a un proceso de replegamiento (Baneyx & 

Mujacic, 2004), el cual requiere de un proceso de optimización para lograr que la 

proteína no se agregue nuevamente y más bien se logre su adecuado plegamiento 

para obtener una proteína estable y funcional (Park et al., 2018).  

 

El RBD de la proteína S del SARS-CoV-2 contiene cuatro enlaces disulfuro en su forma 

nativa, los cuales contribuyen a estabilizar su estructura (lámina β) y conectar las asas 

al motivo de unión al receptor (RBM). Al momento de expresar RBD en E. coli es 
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posible observar enlaces disulfuro no nativos, los cuales conducen a una proteína mal 

plegada que termina expresándose en cuerpos de inclusión (Brindha & Kuroda, 2022). 

 

Si bien, la cepa de E. coli utilizada (Rosetta (DE3)) está diseñada para mejorar la 

producción de proteínas a partir de genes diana clonados en vectores pET, siendo este 

el caso de la proteína TTC-RBD, existen otras cepas con la capacidad de producir 

proteínas mejor plegadas. En 2019 se realizó un estudio comparando a Rosetta (DE3) 

con otras cepas al producir la inmunotoxina DAB 389 IL-2 (Denileukin diftitox). En este 

estudio se explica que un enlace disulfuro puede otorgar propiedades estructurales, 

catalíticas y de señalización a una proteína específica. Sin embargo, la cepa de E. coli 

BL21 (DE3) no puede formar enlaces disulfuro en su medio citoplasmático reductor, 

pero las cepas Rosetta-gami, Origami y Shuffle son cepas bacterianas adecuadas para 

la formación intacta de enlaces disulfuro en el citoplasma debido a las mutaciones 

presentes en las enzimas glutaredoxina reductasa (gor −) y tioredoxina reductasa 

(trxb−) (Zarkar et al., 2020). Otro grupo de investigación reportó la producción de la 

proteína RBD Omicron BA.5 del SARS-CoV-2 en E. coli T7 SHuffle a baja temperatura 

y con alta aireación, obteniendo una proteína con gran rendimiento, alta pureza, 

enlaces disulfuro correctos y propiedades bioquímicas y biofísicas similares a las 

nativas (Wongnak et al., 2023). Esto pone de relieve la importancia de experimentar 

con otras cepas para optimizar la producción de TTC-RBD. 

 

Atendiendo a las problemáticas generadas por los cuerpos de inclusión, tras la 

expresión en E. coli, una alternativa a considerar es el empleo de otro tipo de 

plataformas de expresión. Se ha reportado que el empleo de organismos eucariotas, 

como las levaduras y las células de mamífero para la expresión de proteínas ofrece 

ventajas importantes en cuanto a modificaciones post-traduccionales, plegamiento, 

secreción y estabilidad, favoreciendo la actividad biológica y la inmunogenicidad de 

proteínas terapéuticas y vacunas (Daly & Hearn, 2005; Khan, 2013). Un claro ejemplo 

es la vacuna SOBERANA02 que se basa en la proteína RBD conjugada con el toxoide 

tetánico (TT) (una construcción similar a TTC-RBD) producida en células CHO-K1 y 
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que mostró una respuesta humoral temprana, elevada y neutralizante, lo que permitió 

su avance a ensayos clínicos en humanos (Valdés Balbín et al., 2023). 

 

En el caso de la vacuna Abdala, la proteína recombinante C-RBD-H6 PP fue producida 

en la levadura Pichia pastoris. Esta proteína se expresó de manera soluble, además 

de mostrar alta afinidad de unión al receptor de ACE2. C-RBD-H6 PP también mostró 

una alta reactividad con sueros de personas convalecientes y de vacunados de Pfizer-

BioNTech o Sputnik V (Limonta-Fernández et al., 2022). Las levaduras han 

demostrado ser una plataforma de expresión prometedora, ofreciendo la posibilidad 

de producir proteínas solubles bajo los mínimos requerimientos de mantenimiento. 

Diversas vacunas aprobadas se han producido en este organismo, tal es el caso de la 

vacuna contra la Hepatitis B y la vacuna acaricida GAVAC aislada de la garrapata 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (García-Suárez, 2021). 

 

La proteína RBD del SARS-CoV-2 es una proteína pequeña (aproximadamente 32 

kDa) que posee una inmunogenicidad limitada cuando se utiliza por sí sola. Debido a 

esto se han diseñado estrategias para mejorar esta inmunogenicidad. La proteína 

TTC-RBD es una construcción en la que se incluye como acarreador al fagmento C de 

la Toxina Tetánica. Otros grupos de investigación se han dado a la tarea de fusionar 

al RBD con otros acarreadores y analizar la respuesta inmunológica que éstos 

inducen. La α-hemolisina (Hla) es una toxina secretada por Staphylococcus aureus 

capaz de autoensamblarse a la membrana celular del huésped, provocando lisis y 

muerte celular. Se descubrió que un mutante de Hla (mHla) conserva la capacidad de 

autoensamblaje, pero sin la actividad biológica característica, lo que la convierte en 

una alternativa de estudio como proteína acarreadora de ayuda para el ensamblaje de 

antígenos, mejorando la inmunogenicidad y eficacia protectora (Zou et al., 2021). Otro 

ejemplo es la subunidad B de la enterotoxina termolábil (LTB) de E. coli que, en su 

forma pentamérica, se une a los receptores gangliósidos GM1 presentes en la 

superficie de células de mamíferos. La unión a este tipo de receptores permite 
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incrementar la respuesta inmune en el organismo, así como la actividad de unión al 

receptor (Kaushik et al., 2013). 

 

La evaluación de la inmunogenicidad de TTC-RBD realizada en ratones reveló que el 

antígeno es capaz de inducir una seroconversión hacia la proteína espícula tras la 

administración de 3 dosis usando Al(OH)3 como adyuvante. El hecho de requerir tres 

dosis para inducir seroconversión y de que la medida de los títulos fue de 500 indica 

que la inmunogenicidad de esta formulación es modesta. El Al(OH)₃ se eligió como el 

adyuvante en esta evaluación inicial debido a que es ampliamente usado en vacunas 

aprobadas para su uso en humanos. Un estudio reveló la posibilidad de modificar las 

partículas de Al(OH)₃ para administrar al antígeno unido a éstas y así asegurar una 

liberación sostenida hacia los ganglios linfáticos. Esto se logra al unir los inmunógenos 

a las partículas de Al(OH)₃ mediante una técnica de introducción de enlaces peptídicos 

portadores de fosfato (Moyer et al., 2020).  

 

Existen adyuvantes ya reportados que podrían mejorar la respuesta humoral inducida 

por TTC-RBD. Por ejemplo, (Nanishi et al. 2022) reportaron que la adición del 

adyuvante CpG-ODN 2395, el cual es un CpG agonista del TLR9, mejora la 

inmunogenicidad de una vacuna basada en el RBD producido en P. pastoris. Los TLR, 

presentes en varias células del sistema inmunológico, juegan un papel crucial en la 

respuesta inmunitaria innata al reconocer patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMP), como componentes de las paredes celulares bacterianas o ácidos 

nucleicos virales. Cuando un TLR se activa, desencadena una serie de señales que 

afectan la expresión de genes relacionados con la inmunidad y la inflamación, 

incluyendo la producción de citocinas. Esto permite regular de manera positiva tanto 

las respuestas inmunitarias innatas como adaptativas. Los agonistas de TLR se han 

integrado con éxito en vacunas contra el virus de la hepatitis B (TLR4 y TLR9) y el 

virus del papiloma humano (TLR4 y TLR9), así como en terapias inmunológicas contra 

el cáncer (TLR7/8) (Rudicell et al., 2019). Por lo tanto, una perspectiva clave es la 
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evaluación de una formulación que contenga tanto hidróxido de aluminio como un 

agonista de TLRs como adyuvantes.  

 

9 Conclusiones 

La aparición de la variante delta, que adquirió gran relevancia epidemiológica dada su 

marcada patogenicidad y transmisibilidad, impulsó a nuestro equipo de investigación 

a diseñar la proteína quimérica TTC-RBD que porta la variante delta. La expresión de 

este nuevo antígeno en E. coli resultó viable, y condujo a su recuperación como una 

proteína insoluble con rendimientos de 195 µg/L de cultivo inicial, en términos de 

proteína purificada replegada. Las condiciones previamente estandarizadas dentro del 

laboratorio permitieron replegar con éxito el antígeno TTC-RBD, lo que sugiere que los 

métodos desarrollados son sólidos y pueden replicarse. Sin embargo, es conveniente 

reevaluar puntos específicos de la metodología para mejorar los rendimientos de 

producción. Posiblemente escalar esta producción a un biorreactor contribuiría a 

mejorar esta problemática. La proteína TTC-RBD obtenida es inmunogénica, dado que 

fue capaz de generar respuestas de IgG específicas. Sin embargo, la inmunogenicidad 

de TTC-RBD es modesta dado que los títulos fueron de 1:500. La perspectiva para 

mejorar la inmunogenicidad es evaluar otros adyuvantes. 
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11 Glosario 

1. Activación biológica: Proceso por el cual una molécula biológica se convierte 

en activa y funcional. Es decir, que adquiere la capacidad de interactuar con 

sistemas biológicos y producir un efecto fisiológico o farmacológico. Esto puede 
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aplicarse a moléculas, fármacos, proteínas, enzimas, etc. que son capaces de 

desencadenar una respuesta a nivel celular, tisular u orgánico. 

2. Adyuvante: Sustancia que al unirse a un antígeno o al ser inyectada 

simultáneamente con este, aumenta su inmunogenicidad.  

3. Antígeno: Moléculas extrañas o ajenas al organismo (generalmente proteínas 

o polisacáridos), que son reconocidas como "no propias" por el sistema inmune, 

capaces de desencadenar una respuesta inmune específica en el organismo. 

4. Autoensamblaje: Capacidad de ciertas proteínas para ensamblarse por sí 

mismas en estructuras más complejas. 

5. Caso confirmado: Persona que ha sido diagnosticada oficialmente como 

portadora de una enfermedad específica, confirmada mediante pruebas 

adecuadas. 

6. Cepa: Variante de un microorganismo que tiene características genéticas o 

fenotípicas distintas de otras cepas de la misma especie. 

7. Codificante: Que contiene la información genética para la síntesis de una 

proteína específica. 

8. Epidemia: Enfermedad que afecta a muchas personas en una comunidad o 

región durante un período específico. 

9. Epidemiología: Rama de la medicina y la salud pública que estudia la 

distribución, frecuencia, patrones y causas de las enfermedades en poblaciones 

humanas. 

10. Espícula: Estructura en forma de púa que sobresale de la superficie de ciertos 

virus, como el SARS-CoV-2. 

11. Estrategias sanitarias: Conjunto de acciones planificadas y organizadas 

orientadas a proteger y mejorar la salud pública, así como prevenir y controlar 

enfermedades. 

12. Exocitosis: Proceso celular por el cual las vesículas liberan su contenido al 

exterior de la célula. 

13. Expresión de proteínas: Proceso por el cual la información genética contenida 

en un gen se traduce en la síntesis de una proteína funcional. 
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14. Filogenia: Estudio de las relaciones evolutivas entre organismos, 

especialmente a través del análisis de secuencias genéticas. 

15. Formulación: Composición específica de una vacuna o fármaco, incluyendo 

antígenos, adyuvantes y otros componentes. 

16. Fragmento: Parte pequeña o porción de algo más grande, en este contexto, 

una porción específica de una molécula de ADN o proteína. 

17. Fusión: Combinación de dos o más elementos en uno solo, en el contexto 

biológico, puede referirse a la fusión de proteínas o secuencias genéticas. 

18. Gangliósidos: Tipo de lípido complejo que contiene carbohidratos y se 

encuentra en las membranas celulares, participando en diversas funciones 

biológicas. 

19. Incubación: Mantenimiento de una muestra biológica en condiciones 

controladas para permitir que ocurran ciertos procesos, como la incubación de 

cultivos bacterianos. 

20. Inducción: Estimulación de una respuesta biológica o proceso en un 

organismo. 

21. Inmunogenicidad: Capacidad de un antígeno para inducir una respuesta 

inmune en un organismo. 

22. Mutación: Cambio en el material genético de un organismo, que puede ocurrir 

de manera natural o debido a factores externos como radiación o agentes 

químicos. 

23. Pandemia: Propagación mundial de una nueva enfermedad infecciosa que 

causa brotes en múltiples regiones y continentes, afectando a un gran número 

de personas. 

24. Plásmido: Molécula de ADN pequeña y circular que se encuentra en algunas 

bacterias y se puede replicar independientemente del ADN cromosómico. 

25. Post-traduccionales: Modificaciones que ocurren en las proteínas después de 

su síntesis, como la fosforilación o glicosilación. 

26. Prevalencia: Proporción de individuos en una población que presentan una 

enfermedad o condición específica en un momento dado. 
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27. Quimera: Construcción genética que combina elementos de diferentes 

especies o fuentes. 

28. Recombinante: Producto obtenido mediante la manipulación genética de un 

organismo para expresar una proteína o molécula específica. 

29. Replicasa: Enzima que cataliza la replicación del material genético de virus de 

ARN. 

30. Replegamiento: Proceso mediante el cual una proteína desnaturalizada 

recupera su estructura tridimensional activa y funcional. 

31. Secuenciación: Determinación del orden de nucleótidos o aminoácidos en una 

molécula biológica. 

32. Seroconversión: Cambio de ser negativo a positivo en la detección de 

anticuerpos específicos en el suero sanguíneo, indicativo de respuesta inmune. 

33. Solubilizar: Convertir en forma soluble una sustancia que normalmente es 

insoluble. 

34. Transcripción: Proceso mediante el cual se sintetiza ARN a partir de una 

secuencia de ADN. 

35. Transmembrana: Proteína o estructura que atraviesa la membrana celular, 

desempeñando funciones de transporte, señalización, etc. 

36. Transmisibilidad: Capacidad de una enfermedad para ser transmitida de una 

persona a otra, generalmente a través de agentes infecciosos como virus o 

bacterias. 


