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Resumen 

La pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha representado uno de los mayores desa-

fíos sanitarios a nivel global en las últimas décadas. Las vacunas basadas en proteí-

nas multiepitópicas representan una estrategia para combatir a los patógenos virales 

debido a que su diseño racional puede permitir alcanzar una alta eficacia y seguridad 

a la vez que se pueden adaptar fácilmente a nuevas variantes. En este trabajo se 

diseñó, produjo y evaluó una proteína multiepitópica llamada TTC-mep, basada en 

epítopos de la proteína Spike de SARS-CoV-2, que se fusionaron al fragmento C de 

la toxina tetánica (TTC) como acarreador inmunogénico. Se empleó Escherichia coli 

como sistema de expresión para TTC-mep, evaluando diferentes condiciones de in-

ducción para optimizar la expresión, se analizó la solubilidad del antígeno y se imple-

mentaron estrategias de purificación por cromatografía de afinidad a metales inmovi-

lizados (IMAC). La identidad de la TTC-mep se confirmó mediante análisis electrofo-

réticos de inmunodetección. Finalmente, la inmunogenicidad de TTC-mep fue eva-

luada en ratones BALB/c, lo que permitió probar la inducción de anticuerpos específi-

cos para TTC-mep y al TTC; sin embargo, la respuesta humoral frente a la proteína 

Spike fue limitada, lo que sugiere que el plegamiento y la conformación estructural del 

antígeno debe ser optimizado en estudios posteriores. Este estudio demuestra la via-

bilidad de una plataforma bacteriana para la producción de proteínas multiepitópicas 

y establece un marco metodológico para la optimización futura del diseño antigénico, 

con potencial aplicación en el desarrollo de vacunas frente a SARS-CoV-2 y otros 

patógenos emergentes de relevancia en salud pública. 

Palabras clave: SARS-CoV-2, vacuna multiepitópica, E. coli, acarreador. 
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Abstract 

The pandemic caused by SARS-CoV-2 has represented one of the greatest global 

public health challenges in recent decades. Multiepitope protein-based vaccines rep-

resent a promising strategy to combat viral pathogens, as their rational design can 

achieve high efficacy and safety while allowing rapid adaptation to emerging variants. 

In this study, a multiepitope protein named TTC-mep was designed, produced, and 

evaluated. TTC-mep is based on epitopes derived from the SARS-CoV-2 Spike protein 

fused to the tetanus toxin C-fragment (TTC) as an immunogenic carrier. Escherichia 

coli was employed as the expression system for TTC-mep, and different induction con-

ditions were evaluated to optimize protein expression. Antigen solubility was analyzed, 

and purification strategies based on immobilized metal affinity chromatography (IMAC) 

were implemented. The identity of TTC-mep was confirmed by immunodetection-

based electrophoretic analyses. Finally, the immunogenicity of TTC-mep was evalu-

ated in BALB/c mice, demonstrating the induction of specific antibodies against TTC-

mep and TTC; however, the humoral response against the Spike protein was limited, 

suggesting that antigen folding and structural conformation should be optimized in fu-

ture studies. This work demonstrates the feasibility of a bacterial platform for the pro-

duction of multiepitope proteins and establishes a methodological framework for further 

optimization of antigen design, with potential application in the development of vac-

cines against SARS-CoV-2 and other emerging pathogens of public health relevance. 

Keywords: SARS-CoV-2, multiepitope vaccine, E. coli, Carrier. 
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1 Introducción 

La pandemia de COVID-19 evidenció la necesidad de plataformas vacunales rápidas, 

seguras y escalables que puedan actualizarse frente a variantes genéticas del SARS-

CoV-2 y, a la vez, desplegarse en sistemas de salud con limitaciones económicas y 

logísticas. En este panorama, las vacunas de subunidades proteicas y, dentro de ellas, 

los diseños multiepitópicos representan una alternativa atractiva que permiten con-

centrar la respuesta inmune en antígenos inductores de células B y T como objetivo 

de protección, evitando regiones prescindibles y modulando, mediante la arquitectura 

del antígeno y la formulación, la calidad de la respuesta inmunitaria (Fliesler, 2021). 

Las ventajas logísticas son igualmente importantes, estas formulaciones son más eco-

nómicas, más simples de almacenar y seguras que los virus inactivados y, en muchos 

contextos, más compatibles con cadenas de manufactura existentes en países de 

renta media y baja, lo que posibilita una respuesta sanitaria más ágil y autónoma 

(WHO, 2024).  

La experiencia adquirida durante la emergencia de salud pública de importancia inter-

nacional por COVID-19 mostró un conflicto entre velocidad de desarrollo y capacidad 

de implementación. Las vacunas de ARNm ofrecieron una respuesta veloz ante nue-

vas variantes, pero su despliegue masivo implicó cuellos de botella logísticos y de 

infraestructura avanzada, de igual forma la rápida mutación del SARS-CoV-2 obligó a 

una actualización frecuente de los antígenos (Pfizer España, 2020). En este contexto, 

las proteínas recombinantes aparecen como una alternativa de bajo costo, efectivas 

y actualizables. Su fabricación puede realizarse en sistemas microbianos estandari-

zados, su estabilidad es mayor que la de otras formulaciones y su diseño antigénico 

puede adaptarse sin rediseñar toda la plataforma (Singh et al., 2021).  

Es así que en lugar de presentar al sistema inmune la proteína completa del patógeno, 

estas vacunas se basan en péptidos específicos (o diseños multiepítopo) que 
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corresponden a las regiones inmunogénicas relevantes (por ejemplo, epítopes del do-

minio de unión al receptor (RBD) que inducen anticuerpos neutralizantes). Tal enfoque 

permite focalizar la respuesta hacia sitios conservados, reducir reacciones inespecífi-

cas y modular la inducción de inmunidad humoral y celular balanceada, evitando a los 

epítopes que son altamente inmunogénicos, pero no protectores (Liu et al., 2024). 

Por tanto, desde el punto de vista inmunológico, una vacuna multiepitópica ofrece la 

ventaja de focalizar la respuesta en los epítopes protectores. Cuando estos péptidos 

se presentan ensamblados en nanopartículas o conjugados a proteínas portadoras, 

se facilita su reconocimiento por células presentadoras de antígeno (APC), su proce-

samiento y presentación en contextos del MHC I/II para activar células T efectoras. En 

modelos animales se ha demostrado que nanopartículas que incorporan epítopes con-

servados del RBD y de la subunidad S2, ensambladas sobre esqueleto de ferritina, 

inducen respuestas humorales y celulares robustas, con generación sostenida de an-

ticuerpos neutralizantes y activación de linfocitos T productores de IFN-γ, IL-2, IL-4, e 

IL-10 (Liu et al., 2024). 

El diseño de vacunas multiepitópicas enfrenta retos importantes como la generación 

de una respuesta inmunogénica limitada, esto se puede deber, en primer caso, a la 

baja complejidad estructural y a la ausencia de patrones moleculares asociados a pa-

tógenos (PAMPs) que disparen señales innatas robustas, y en segundo caso, debido 

a que la producción recombinante exige plegamiento adecuado y control de la agre-

gación para preservar epítopes conformacionales. Además, péptidos cortos o domi-

nios parciales pueden degradarse con rapidez en el espacio extracelular, disminu-

yendo su biodisponibilidad antigénica (Scheiblhofer et al., 2017). 

Para mitigar estas limitaciones la selección de epítopes debe considerar la capacidad 

de estos para inducir una respuesta inmune con buen grado de cobertura frente a 

variantes y garantizar la estabilidad estructural y la presentación en el huésped. Las 

herramientas inmunobioinformáticas actualmente disponibles ofrecen una aproxima-

ción relativamente efectiva para identificar epítopes B y T con potencial protector a la 
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vez que se descartan aquellos con potencial alergénico, lo cual impulsa el diseño de 

estas vacunas. En el contexto del SARS-CoV-2, se han propuesto diseños que com-

binan epítopes de la proteína S con epítopes T conservados, a  fin de adelantar en el 

desarrollo de vacunas contra variantes emergentes (Rafi et al., 2022). 

De igual manera, estas limitaciones han motivado el uso de acarreadores y adyuvan-

tes que incrementen la captura por células presentadoras, favorezcan la cooperación 

T-dependiente y dirijan perfiles Th1/Th2/TFH acordes con el objetivo de protección 

(Chai, 2021). En este contexto, el fragmento C de la toxina tetánica (TTC), del dominio 

Hc no tóxico, ha cobrado relevancia como acarreador e inmunopotenciador. Modelos 

preclínicos muestran que TTC conserva epítopes T promiscuos capaces de actuar 

como “ayuda” para antígenos fusionados, incrementando la inmunidad humoral y ce-

lular. También, la inclusión del epítopo P2 de la toxina de tétanos (TT) en plataformas 

recombinantes ha aumentado de forma significativa la inmunogenicidad en distintos 

sistemas (Bayart et al., 2022). Este efecto se ha interpretado como un adyuvante fun-

cional ya que TT/TTC no activan directamente a los receptores de reconocimiento de 

patrones (PRRs)como el hidróxido de aluminio, el MF59 o los oligodesoxinucleótidos 

(CpG) pero aprovecha la memoria T preexistente y la promiscuidad de unión a HLA-

DR para mejorar la cooperación B y T y la formación de centros germinales Así, fusio-

nar antígenos pobres con dominios TT/TTC puede elevar títulos y calidad de anticuer-

pos, y potenciar la respuesta celular en escenarios donde la subunidad por sí sola 

sería insuficiente (Wen et al., 2014). 

En términos de adyuvantes, el hidróxido de aluminio sigue siendo una opción clásica 

por su perfil de seguridad y su capacidad de promover respuestas humorales robus-

tas, especialmente útiles cuando el objetivo primario es inducir generación de IgGs 

séricos. Sin embargo, en antígenos de baja complejidad estructural, el hidróxido de 

aluminio puede resultar insuficiente para alcanzar una respuesta inmune elevada si la 

presentación conformacional y la densidad epitópica no se han optimizado, o si no se 

combina con agonistas de PRR (por ejemplo, TLR) que provean señales innatas com-

plementarias). Debido a esto los datos de respuesta humoral (ELISA de IgG, títulos y 
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avidez) debe ser contextualizados tomando en cuenta la arquitectura del antígeno, así 

como la dosis y el intervalo usando en el esquema de inmunización, además de con-

siderar la posibilidad de reactividad cruzada cuando se comparan proteínas recombi-

nantes equivalentes o comerciales de referencia (Scheiblhofer et al., 2017) (Bayart et 

al., 2022.  

El blanco antigénico más explorado para SARS-CoV-2 es la proteína Spike (S), que 

concentra epítopes neutralizantes en el dominio RBD y regiones conservadas en S2. 

Los diseños multiepitópicos permiten combinar secciones dirigidas a B y T de regiones 

clave, con la expectativa de ampliar la cobertura frente a variantes y sostener una 

protección por largo tiempo. No obstante, la arquitectura del antígeno (orden, espa-

ciamiento, longitud y tipo de linkers usados), su conformación post-expresión y la for-

mulación (adyuvante, dosis e intervalo) determinan la magnitud y la calidad de la res-

puesta inducida. De hecho, la inmunogenicidad real de una subunidad fusionada de-

pende tanto de la accesibilidad de epítopes como de la posible competencia con epí-

topes del portador o acarreador. Se ha descrito la llamada “supresión epitópica indu-

cida por portador” en vacunas conjugadas multivalentes, lo que obliga a diseñar con 

cuidado la densidad relativa de epítopes del antígeno principal y del acarreador (Je-

gerlehner et al., 2010). En consecuencia, decisiones como posición de epítopes, lin-

kers, orientación N-/C-terminal son, en realidad, inmunológicamente críticas.  

Desde la perspectiva de accesibilidad tecnológica, la expresión en Escherichia coli (E. 

coli) ofrece ventajas de costo, productividad y escalabilidad. Aunque la acumulación 

en cuerpos de inclusión obliga a rutas de solubilización y replegamiento y aumenta el 

riesgo de agregación y pérdidas durante cambios de buffers, una vez optimizado y 

estandarizado, el replegamiento resulta reproducible y transferible a escala industrial 

(De Marco et al., 2019). Para mejorar la recuperación y la homogeneidad, se reco-

miendan ajustes de fuerza iónica, co-solventes y pasos cromatográficos extra, ade-

más de control de endotoxina, la elección de condiciones de inducción (temperatura, 

inductor) y coexpresión de chaperonas son claves de proceso que impactan en la 

fracción soluble y en la calidad final del antígeno (De Marco et al., 2019). Aun con la 
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desventaja del replegamiento, E. coli permanece como un sistema atractivo para pro-

totipos multiepitópicos que aspiran a establecerse como una alternativa vacunal a las 

plataformas ya establecidas. 

Con base en lo anterior, se planteó la siguiente hipótesis: una proteína quimérica fu-

sionada al fragmento C de la toxina de tétanos permite la inducción de respuestas 

humorales específicas hacia epítopes de la proteína S del SARS-CoV-2 en el modelo 

de ratón BALB/c. El objetivo general fue doble, diseñar y producir en E. coli la proteína 

multiepitópica TTC-mep y evaluar su inmunogenicidad con ensayos serológicos. Es-

pecíficamente se seleccionaron epítopes de S, se construyó y expresó el gen en un 

vector adecuado, se optimizó la recuperación y purificación, y se midió la respuesta 

humoral en BALB/c bajo condiciones controladas. 

2  Antecedentes 

2.1 SARS-Cov-2 y su epidemiologia 

Los coronavirus son un grupo de virus caracterizados por causar enfermedades infec-

ciosas del tracto respiratorio en animales y humanos, desde resfriados comunes, 

como en los casos de HCoV-NL63, HCoV-229E, Beta-CoV1 y HCoV-HKU1 (Song et 

al., 2019), hasta cuadros clínicos graves, como el Síndrome Respiratorio de Oriente 

Medio (MERS), identificado por primera vez en 2012, y el Coronavirus del Síndrome 

Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV), detectado en humanos en 2002 (Wit et al., 

2016). 

En 2019, en la provincia de Wuhan, China, se identificó por primera vez el Coronavirus 

del Síndrome Respiratorio Agudo Severo tipo 2 (SARS-CoV-2), responsable de la en-

fermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (Zhu et al., 2020). Este es un virus en-

vuelto perteneciente a la familia Coronaviridae, estrechamente relacionado con el 

MERS y el SARS-CoV. Posee un genoma de ARN monocatenario de cadena positiva 

no segmentado, con al menos 13 marcos de lectura abiertos que generan más de una 

proteína madura partiendo de un solo polipéptido. SARS-CoV-2 está compuesto 
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principalmente por cuatro proteínas estructurales, además de una ARN polimerasa 

dependiente de ARN, una helicasa y dos tipos de proteasas. Posee también una en-

voltura que contiene a la glicoproteína Espícula (proteína S) que le confiere estructura 

y estabilidad (Santos-López et al., 2021). 

Los primeros casos de infección por SARS-CoV-2 fueron reportados en la provincia 

de Hubei, en Wuhan, China, a finales de 2019 (Worobey et al., 2021). A partir de en-

tonces, el virus se propagó a diferentes provincias de dicho país. Para inicios de 2020, 

la enfermedad ya se había extendido a diversas regiones del mundo, con un impacto 

significativo en Europa, particularmente en países como Italia y Francia. El 11 de 

marzo de 2020, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró oficialmente a la 

COVID-19 como una pandemia debido a los niveles alarmantes de contagios y dece-

sos causados por esta enfermedad (WHO, 2020). 

En México, el primer caso importado de COVID-19 se registró el 27 de febrero de 2020 

en un hombre proveniente de Italia (Secretaría de Salud, 2020). A partir de entonces, 

y debido a la llegada de múltiples casos importados, principalmente desde Europa, 

Estados Unidos y Asia, la enfermedad se diseminó por todo el territorio mexicano. 

Entre 2020 y 2022, se identificaron cuatro olas de contagios significativos en el país, 

siendo la de enero de 2022 la más relevante en términos de casos confirmados, mien-

tras que la de febrero de 2021 registró el mayor número de muertes (Secretaría de 

Salud, 2022). 

En 2025 la secretaria de salud de México reportó una tasa de letalidad de la COVID-

19 del 2.9% (Secretaría de Salud, 2025). Dicha tasa varía en función de la edad del 

paciente, la presencia de comorbilidades como hipertensión o diabetes, e incluso fac-

tores étnicos (Lara, 2021). Hasta inicios de 2025, según la Organización Mundial de 

la Salud, se han registrado más de 193 millones de casos acumulados de COVID-19 

en América y más de 280 millones en Europa, con un total de aproximadamente 3 

millones y 2.2 millones de muertes, respectivamente (Our World in Data, 2025). Sin 
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embargo, la cifra real podría ser mayor debido a la presencia de casos asintomáticos 

no detectados y a la falta de pruebas diagnósticas (WHO, 2025).  

2.2 Estructura y mecanismos de infección 

El conjunto de proteínas que conforman al SARS-CoV-2 se puede clasificar en dos 

grupos principales: proteínas estructurales y no estructurales. Las proteínas no estruc-

turales derivan de la proteólisis de las poliproteínas pp1a y pp1ab, codificadas en los 

marcos abiertos de lectura ORF1a y ORF1b en el extremo 5’, dando lugar a las pro-

teínas nsp1 a nsp16. Dentro de este grupo, las proteínas nsp12, nsp13 y nsp14 

desempeñan funciones esenciales en los procesos de transcripción y replicación del 

virus. Por otro lado, se ha reportado que las proteínas nsp6, nsp7 y nsp8 podrían jugar 

un papel clave en la evasión del sistema inmunológico (Pastrian-Soto, 2020). 

En cuanto a las proteínas estructurales, se encuentran la proteína Spike (S), la pro-

teína de membrana (M), la proteína de envoltura (E), la nucleocápside (N) y la hema-

glutinina esterasa (HE). La proteína de membrana (M) posee tres dominios transmem-

branales y participa principalmente en la conformación y estabilidad del virión al inter-

actuar con la proteína de E y la proteína S en la membrana lipídica (Pastrian-Soto, 

2020). 

La proteína de envoltura (E), con un tamaño de 75 aminoácidos, desempeña un papel 

fundamental en el ensamblaje y liberación del virus, así como en la formación de ca-

nales iónicos a través de la membrana lipídica. Esta función es posible gracias a su 

ectodominio N-terminal y su endodominio C-terminal, siendo una característica rele-

vante en la patogénesis de la enfermedad (Arandia-Guzmán & Antezana-Llaveta, 

2020). 

Por otro lado, la proteína de nucleocápside (N) está estrechamente asociada con el 

ARN viral, al cual se une mediante sus dos dominios, el NTD (dominio N-terminal) y 

el CTD (dominio C-terminal), otorgándole protección y organización al asociarse con 

las secuencias reguladoras de transcripción. Además, tiene la capacidad de 
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interactuar con la proteína nsp3, anclando el ARN viral al complejo de transcripción y 

replicación (RTC), lo que facilita su replicación y transcripción. Asimismo, al unirse a 

la proteína M, promueve el empaquetamiento del ARN viral dentro de las partículas 

virales recién formadas (Arya et al., 2021). 

Se ha reportado que la hemaglutinina esterasa (HE) mejora la entrada del virus a las 

células huésped y facilita su diseminación a través de las mucosas debido a su activi-

dad acetiltransferasa, esto a través de su unión a los ácidos siálicos presentes en las 

glicoproteínas de superficie (Arandia-Guzmá  & Antezana-Llaveta, 2020). 

Por último, la glicoproteína S es de gran interés en el diseño de vacunas contra el 

SARS-CoV-2. Con un tamaño aproximado de 150 kDa, está conformada por dos ho-

modímeros altamente glicosilados mediante enlaces N-glicosídicos y asociados a la 

proteína N. Esta proteína otorga al coronavirus su característica estructura de espiga, 

ya que sobresale de la superficie viral. Su secuencia N-terminal es fundamental para 

su transporte al retículo endoplasmático (Arya et al., 2021). La proteína S es la princi-

pal responsable de la entrada del virus en la célula huésped. Para ello, se escinde en 

dos subunidades mediante la acción de proteasas celulares similares a la furina. La 

subunidad S1 contiene el RBD, que interacciona con el receptor de la enzima conver-

tidora de angiotensina 2 (ACE2), mientras que la subunidad S2 forma el tallo de la 

proteína y es responsable de la fusión con la membrana celular (Pastrian-Soto, 2020). 

Cuando la subunidad S1 se acopla a su receptor ACE2, la subunidad S2 sufre un 

cambio conformacional que expone su péptido de fusión, permitiendo la unión de la 

membrana celular con la membrana viral. Sin embargo, antes de esto es necesario un 

procesamiento enzimático de la proteína S, mediado por diversas proteasas. La furina 

escinde la proteína S en sus subunidades S1 y S2 durante la maduración viral, mien-

tras que TMPRSS2 y las catepsinas procesan la subunidad S2 para exponer el péptido 

de fusión y activar la entrada del virus (Pastrian-Soto, 2020). 

La capacidad del virus para infectar un tejido específico en el cuerpo humano está 

determinada principalmente por la presencia del receptor ACE2 en las células de dicho 
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tejido. Las principales zonas de infección del virus se encuentran en el tracto respira-

torio, tanto superior como inferior. En la cavidad nasal, el virus puede infectar las cé-

lulas caliciformes o células de Goblet, responsables de la producción de moco, así 

como las células ciliadas. En los pulmones, el SARS-CoV-2 tiene la capacidad de re-

plicarse en los neumocitos tipo II y en las células epiteliales bronquiales, aunque en 

menor medida (Pastrian-Soto, 2020). 

A pesar de que la COVID-19 se considera principalmente una enfermedad de las vías 

respiratorias, la amplia distribución del receptor ACE2 en diferentes tejidos del cuerpo 

humano permite que el virus infecte diversos órganos y sistemas. Se ha reportado, 

por ejemplo, la infección de enterocitos en el intestino delgado. Asimismo, se ha ob-

servado que el virus puede infectar el tejido cardíaco, los riñones, el tejido hepático y 

el sistema nervioso central (Pastrian-Soto, 2020). Lo anterior resulta en daños en di-

chos tejidos y se asocia con las secuelas sistémicas tras la infección por SARS-CoV-

2. 

 

2.3 Respuesta inmune ante el virus 

Frente a la entrada del virus al organismo, se desencadenan diversas respuestas in-

munitarias para combatir la infección. En primera instancia, células del sistema inmu-

nológico innato, como las células dendríticas y los macrófagos, detectan el virus me-

diante el reconocimiento de PAMPs a través de los PRRs (Coutiño Rodríguez, 2023). 

A partir de este reconocimiento, dichas células desencadenan la producción de citoci-

nas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina-

6 (IL-6), las cuales contribuyen a la promoción y coordinación de la respuesta inflama-

toria. Se ha reportado que los pacientes con COVID-19 presentan niveles elevados 

de ciertos marcadores inflamatorios, principalmente proteína C reactiva, ferritina y pro-

calcitonina, siendo estos valores más altos en los casos de mayor gravedad (Hou et 

al., 2020).  
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Una respuesta inmune innata descontrolada y exacerbada puede promover el desa-

rrollo de COVID-19 grave, particularmente en pacientes con comorbilidades o en 

aquellos con una predisposición genética a una mayor activación inflamatoria. En es-

tos casos, la respuesta inmune innata, mediada por células como los macrófagos y 

neutrófilos, genera una tormenta de citocinas. Este fenómeno se caracteriza por un 

aumento descontrolado de citocinas proinflamatorias como TNF-α e IL-6, las cuales 

contribuyen a la inflamación sistémica y a la disfunción de órganos. La tormenta de 

citocinas puede llevar a lesiones pulmonares, edema pulmonar y falla respiratoria, que 

son características de los casos graves de COVID-19. El exceso de citoquinas infla-

matorias también puede inducir la activación de las vías de piroptosis, un tipo de 

muerte celular programada inflamatoria, que exacerba aún más la inflamación y el 

daño tisular (McGonagle, O'Donnell, Sharif, Emery, & Bridgewood, 2020). 

Además, se ha observado que la disfunción del sistema endotelial y la hipercoagula-

bilidad son mecanismos clave en el desarrollo de complicaciones graves, como el sín-

drome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y la trombosis. Los pacientes graves 

presentan alteraciones en la permeabilidad vascular y una activación endotelial gene-

ralizada, lo que favorece la formación de microtrombos y contribuye a la progresión 

de la enfermedad. (Xu, Ilyas, & Weng, 2022) 

 

La respuesta inmune adaptativa contra el virus está mediada por la activación de lin-

focitos T y linfocitos B. Los pacientes con COVID-19 generan una respuesta de linfo-

citos T CD4+ cooperadores y CD8+ citotóxicos. En conjunto, estas células permiten 

una respuesta coordinada y compleja contra la infección, eliminando las células infec-

tadas y activando a los linfocitos B para la producción de anticuerpos específicos con-

tra el patógeno (Hou et al., 2020). En contraste, se ha observado que los pacientes 

con cuadros graves de COVID-19 presentan linfopenia, es decir, una disminución sig-

nificativa en el conteo de linfocitos T, lo que podría traducirse en una respuesta inmune 

comprometida (Chen & Wherry, 2020). 
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Dentro de la respuesta inmune adaptativa, la respuesta humoral constituye una parte 

fundamental y está mediada por la activación de linfocitos B específicos contra el pa-

tógeno. Durante los primeros 15 días de la infección, los pacientes generan principal-

mente inmunoglobulinas A (IgA) e inmunoglobulinas M (IgM) dirigidas contra las pro-

teínas S y N, alcanzando su punto máximo al final de la segunda semana posterior al 

inicio de los síntomas. Posteriormente, los niveles de estos anticuerpos disminuyen, 

dando paso gradualmente a la producción de inmunoglobulinas G (IgG). Estas suelen 

ser detectables entre los días 10 y 14 después del inicio de los síntomas, alcanzan su 

pico máximo entre las 3 y 4 semanas, y pueden mantenerse en títulos elevados du-

rante varios meses o incluso años, dependiendo de la gravedad de la enfermedad y 

de la generación de células B de memoria (Galipeau et al., 2020). 

Diferentes subtipos de inmunoglobulina G (IgG) se generan como parte de la res-

puesta humoral. Se ha identificado que IgG1 e IgG3 son los principales subtipos neu-

tralizantes contra la proteína S del SARS-CoV-2 (Galipeau et al., 2020).  Además, es-

tas inmunoglobulinas participan en la activación del sistema del complemento y, al 

unirse a los receptores FcγRI (CD64) y FcγRIII (CD16) en macrófagos y células NK, 

promueven la citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Se ha observado que las sub-

clases de IgG, IgG1 e IgG3 tienen un efecto protector muy significativo contra el virus. 

Específicamente la IgG3 ha reportado una potencia neutralizante de hasta 50 veces 

mayor en comparación con otras subclases (Abebe & Asmamaw, 2023).  

En términos generales, las inmunoglobulinas G desempeñan un papel indispensable 

en la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2, ya que contribuyen a la neutralización 

del virus, la activación del sistema del complemento, la citotoxicidad dependiente de 

anticuerpos y la generación de memoria inmunológica. Lumley (2021) y colaboradores 

reportaron una reducción del riesgo de reinfección durante al menos 6 meses en indi-

viduos con títulos elevados de anticuerpos IgG anti-S, correlacionando estos niveles 

con la protección contra la enfermedad a largo plazo. 
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Este conjunto de acciones coordinadas por el sistema inmune permite, en la mayoría 

de los casos, la erradicación de la infección. Sin embargo, la eficacia de esta respuesta 

puede verse comprometida por factores como la edad y la presencia de comorbilida-

des (Lara, 2021).  Además, se ha observado que una mayor carga viral en el momento 

de la infección puede inducir una respuesta inmune más intensa, lo que podría derivar 

en una evolución clínica más grave (Vega-de LoPresti et al., 2022). Asimismo, el sur-

gimiento de nuevas variantes del virus puede disminuir la eficacia de la respuesta 

inmune, ya que algunas de ellas tienen la capacidad de evadir la acción de los anti-

cuerpos neutralizantes generados en infecciones previas. 

 

2.4 Vacunas contra COVID-19 

Desde el inicio de la pandemia causada por SARS-CoV-2, el desarrollo de vacunas se 

convirtió en una prioridad mundial para mitigar la morbilidad y mortalidad. En diciem-

bre de 2020 se autorizó el uso de emergencia de la vacuna de Pfizer-BioNTech en 

Estados Unidos, marcando un hito en el desarrollo rápido de vacunas para hacer 

frente a patógenos emergentes, lo cual representa retos no sólo científicos sino regu-

latorios y de financiamiento (Mayo Clinic, 2022). En los meses siguientes, otras plata-

formas como las vacunas de Moderna, AstraZeneca/Oxford, Sinovac, Sputnik V y 

Janssen también recibieron autorizaciones de uso de emergencia, ampliando el arse-

nal global frente al virus (PAHO, 2024). A lo largo del año 2021 y 2022 se otorgaron 

licencias completas o ampliadas a algunas de estas vacunas, conforme se acumula-

ban más datos de seguridad y eficacia (Mayo Clinic, 2022).  

Las vacunas contra COVID-19 pueden clasificarse según la tecnología empleada para 

inducir una respuesta inmune protectora. Entre las principales plataformas destacan: 

vacunas de ácido nucleico (ARN mensajero, mRNA), vacunas basadas en vectores 

virales, vacunas de virus inactivados y de subunidades proteicas (o recombinantes). 

Las vacunas de mRNA (por ejemplo, Pfizer-BioNTech y Moderna) se fundamentan en 

la administración de RNA con la meta de que las células del hospedero sinteticen la 
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proteína S del virus y desencadenen una respuesta inmunitaria sin usar el virus com-

pleto. Las vacunas basadas en vectores usan virus modificados (por ejemplo, adeno-

virus no replicantes) para introducir genes del SARS-CoV-2 a las células diana, con la 

consecuente producción de dicho antígeno. Las vacunas de subunidades contienen 

proteínas virales purificadas o partes de ellas (usualmente la proteína S) e incluyen 

adyuvantes para incrementar la inmunogenicidad (Kudlay, Svistunov, & Satyshev, 

2022). En muchos países, las plataformas de virus inactivado, como las de Sinopharm 

o Sinovac, también fueron usadas ampliamente, especialmente en contextos con me-

nor capacidad para el desarrollo de vacunas recombinantes (PAHO, 2024) 

El impacto de la vacunación contra COVID-19 en la pandemia ha sido sustancial. La 

difusión global de dosis vacunales ha ralentizado las tasas de hospitalización y 

muerte, al menos en las olas dominadas por variantes sensibles. Según datos de Our 

World in Data 2024, desde el inicio de la campaña se han administrado miles de mi-

llones de dosis globalmente. Estas campañas masivas también contribuyeron a la re-

ducción de la presión en los sistemas sanitarios y facilitaron la reapertura progresiva 

de actividades sociales y económicas. No obstante, la emergencia de nuevas varian-

tes con mutaciones en la proteína S ha retado la eficacia de las vacunas originales, 

obligando a actualizaciones de formulaciones y dosis de refuerzo periódicas (Kalinke 

et al., 2022). Por otro lado, dado que la respuesta inmune decae con los años, se 

recomienda tener refuerzos anuales para mantener la inmunidad. 

El cronograma de aprobación de estas vacunas se aceleró debido a la crisis sanitaria, 

se optimizaron procesos regulatorios, se adaptaron fases de ensayo y se utilizaron 

datos acumulados en tiempo real para la toma de decisiones. Por ejemplo, en 2020 la 

FDA otorgó aprobación completa a la vacuna de Pfizer-BioNTech, bajo el nombre “Co-

mirnaty” para personas de 16 años en adelante (Kalinke et al., 2022). En etapas pos-

teriores, se autorizaron formulaciones adaptadas para nuevas variantes y se mantuvo 

la autorización de emergencia mientras se evaluaban nuevas versiones de la vacuna 

(CDC, 2024) 
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2.5 Vacunas basadas en proteínas y multiepitópicas 

Las vacunas basadas en proteínas y multiepitópicas representan una estrategia inno-

vadora en la lucha contra enfermedades virales, como la COVID-19. Estas vacunas 

están diseñadas para inducir respuestas inmunológicas amplias al presentar múltiples 

epítopos del patógeno. En el caso del SARS-CoV-2, la proteína S ha sido el principal 

objetivo para el diseño de vacunas. Por ejemplo, la vacuna CHIVAX 2.1 utiliza un con-

junto de diez péptidos inmunogénicos provenientes del RBD de varias variantes del 

virus, incluidas Delta y Omicron. Esta vacuna demostró una efectividad significativa 

en la inducción de anticuerpos neutralizantes y respuestas inmunológicas tanto humo-

ral como celular en modelos murinos (Vega Rojas et al., 2024). 

De manera similar, un estudio reciente que evaluó la efectividad de la proteína quimé-

rica LTp50, diseñada tambein a partir del RBD, demostró que esta vacuna inducía 

respuestas inmunológicas tanto humoral como celular. En particular, se observó que 

LTp50 era capaz de generar anticuerpos neutralizantes potentes contra la variante 

BA.5 del virus. Este hallazgo resalta la capacidad de la proteína quimérica para activar 

tanto la respuesta de anticuerpos, como la respuesta de células T, lo que sugiere su 

potencial como candidato para una vacuna eficaz contra las variantes emergentes del 

SARS-CoV-2 (Wong-Arce et al., 2024). 

Otro ejemplo de esto es la vacuna SCB-2019, desarrollada por Clover Biopharma-

ceuticals, basada en una proteína S recombinante y estabilizada en su conformación 

de prefusión, la cual ha sido evaluado en ensayos clínicos fase 2 y 3 con resultados 

prometedores, demostrando una eficacia del 67.2 % frente a casos totales de COVID-

19, así como una seguridad alta (Bravo et al., 2022). Otro caso es la vacuna ZF2001, 

basada en el dímero de RBD, que en estudios clínicos demostró seguridad y eficacia 

frente a formas sintomáticas y graves durante al menos seis meses (Dai et al., 2022).  

Una revisión de la literatura actual revela que las vacunas de subunidades representan 

una plataforma madura para la producción de vacunas eficaces y seguras para hacer 

frente a las variantes. Sin embargo, el uso de vacunas multiepitópicas ha sido limitado 
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y representa un nicho de posibles innovaciones al ofrecer una estrategia que permita 

una mejora en la eficacia a largo plazo mediante diseños basados en epítopes con-

servados y el uso de acarreadores inmunogénicos que permitan la inducción de inmu-

nidad a largo plazo. Los retos en estos diseños abarcan la selección de adyuvantes 

adecuados o estrategias de entrega eficientes y la selección de los epítopes más re-

levantes para lograr tal meta (Heidary et al., 2022). En ese sentido, las vacunas mul-

tiepitópicas pueden considerar esquemas donde se combinen diferentes plataformas 

y esquemas de inmunización para ampliar tanto la magnitud como la calidad de la 

respuesta (Zhang et al., 2022) 

 

2.7 Respuesta Inmune adaptativa y mecanismos de protección inducidos por 

vacunas 

Las vacunas están diseñadas para imitar una infección controlada que inicie la inmu-

nidad innata y posteriormente la respuesta inmune adaptativa de modo que se gene-

ren anticuerpos neutralizantes, células T efectoras y células de memoria capaces de 

prevenir infección o enfermedad grave ante exposiciones futuras. En general, la ma-

yoría de estos biofármacos logran protección clínica a través de anticuerpos séricos o 

mucosales que bloquean la infección. Estos anticuerpos, en cantidad y calidad ade-

cuadas, constituyen la base de la protección de numerosas vacunas (Plotkin, Orens-

tein, Offit, & Edwards, 2024). En la COVID-19, diferentes análisis han mostrado que 

los títulos de anticuerpos neutralizantes se asocian estrechamente con la protección 

frente a la enfermedad severa y, en menor nivel, contra la infección (Khoury et al., 

2021). No obstante, la inmunidad celular contribuye de manera decisiva a limitar la 

progresión de la enfermedad y a proporcionar una respuesta amplia frente a diferentes 

variantes, por lo que la protección inducida por vacunas resulta del trabajo sinérgico 

de la respuesta humoral y celular (Barouch, 2022) 

Al inicio de la respuesta inmune, la protección depende de la interacción entre la in-

munidad innata y adaptativa en el sitio de inyección y en los ganglios linfáticos de 
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drenaje. Ahí los adyuvantes y los patrones moleculares asociados a patógenos, acti-

van receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en células dendríticas y otras 

APC, lo que promueve la generación de citocinas y quimiocinas, la maduración celular, 

el aumento de moléculas MHC y la migración hacia los ganglios (Asociación Española 

de Pediatría, 2024). 

Una vez en los ganglios, estas señales condicionan la polarización de las células T 

CD4⁺, favoreciendo respuestas Th1 frente a patógenos virales y la diferenciación de 

células T foliculares cooperadoras (Tfh). Estas últimas dirigen las reacciones en los 

centros germinales donde se define la magnitud, la afinidad y la persistencia de la 

respuesta humoral mediante la generación de células inmunes de larga vida y células 

B de memoria (Asociación Española de Pediatría, 2024). 

En la rama humoral, tras la presentación antigénica y la cooperación de células T foli-

culares cooperadoras (Tfh), los centros germinales posibilitan el cambio de isotipo, la 

hipermutación somática y la selección de clonas de mayor afinidad. De este proceso 

surgen plasmocitos de larga vida residentes en la médula ósea y células B de memoria 

capaces de responder con rapidez ante una reexposición al antígeno (Asociación Es-

pañola de Pediatría, 2024). 

En humanos vacunados con plataformas contra SARS-CoV-2 se han documentado 

respuestas de centros germinales persistentes, así como una cooperación entre Tfh y 

células B específicas de la proteína S/RBD. Esto pudiera explican la progresiva mejora 

en la potencia y amplitud de los anticuerpos tanto con el tiempo como tras dosis de 

refuerzo (Turner et al., 2021) 

A nivel mucosal, estudios han señalado un papel relevante de las respuestas tempra-

nas de IgA neutralizante, particularmente en vías respiratorias. Este hallazgo sugiere 

que la inducción de anticuerpos en mucosas podría contribuir a limitar la replicación 

inicial del virus y reducir la transmisión (Sterlin et al., 2021). 
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La inmunidad mediada por células T constituye otro pilar de protección. Las células T 

CD8⁺ citotóxicas eliminan células infectadas, mientras que las CD4⁺ Th1 favorecen 

respuestas antivirales efectivas y apoyan a las células B. Esta respuesta reconoce 

epítopes más conservados y se mantiene frente a variantes, disminuyendo el riesgo 

de enfermedad grave aún con la disminución de anticuerpos neutralizantes (Moss, 

2022). De manera complementaria, las células T de memoria residentes en tejidos de 

pulmón y mucosas promueven una respuesta rápida en el sitio y limita la diseminación, 

lo que las convierte en un objetivo clave de nuevas vacunas para patógenos respira-

torios (Zheng et al., 2022). 

Los títulos de anticuerpos neutralizantes se han identificado como indicadores de pro-

tección contra COVID-19 grave. En el análisis de Carpp et al. (2024), se observó que 

la eficacia de la vacuna Ad26.COV2.S contra COVID-19 grave aumentaba con el nivel 

de anticuerpos neutralizantes. La protección contra la enfermedad grave aumentó de 

un 63.1% en individuos con títulos indetectables (<4.8975 IU50/ml) a un 85.2% en 

aquellos con títulos apenas cuantificables (5.2 IU50/ml). Además, los individuos en el 

percentil 90 de títulos (30.2 IU50/ml) mostraron una eficacia del 95.1%. Estos datos 

sugieren que niveles más bajos de anticuerpos neutralizantes pueden ofrecer protec-

ción contra la enfermedad grave, mientras que niveles más altos podrían ser necesa-

rios para prevenir la infección. 

La durabilidad y la calidad de la protección dependen de varios factores como la mag-

nitud y afinidad de anticuerpos neutralizantes, la amplitud de reconocimiento, robustez 

de memoria B y T y microambiente generado por adyuvantes y formulación (Asocia-

ción Española de Pediatría, 2024). En el caso de vacunas de subunidades proteicas 

y multiepitópicas estos elementos son especialmente críticos ya que requieren adyu-

vantes potentes que promuevan respuestas sostenidas, y estrategias de presentación 

que optimicen el diseño del antígeno (Pulendran, Arunachalam, & O’Hagan, 2021) 
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2.8 Adyuvantes para vacunas 

Los adyuvantes son componentes esenciales en numerosas vacunas modernas, di-

señados para potenciar la inmunogenicidad del antígeno administrado. Su función 

central es modular la respuesta inmune innata en el sitio de inyección, promoviendo 

la activación de células presentadoras de antígeno y facilitando el desarrollo de res-

puestas adaptativas más robustas y duraderas (Awate et al., 2013). Esto resulta par-

ticularmente importante en vacunas de subunidades proteicas o epitópicas, que por sí 

solas suelen presentar baja inmunogenicidad debido a la ausencia de patrones mole-

culares asociados a patógenos (PAMPs) (Mekonnen, Kassa, & Tadesse, 2021). 

Los mecanismos de acción de los adyuvantes incluyen la prolongación de la disponi-

bilidad del antígeno, la promoción de inflamación local y producción de citocinas y 

quimiocinas que reclutan células inmunes, así como la estimulación de los PRR, como 

los Toll-like receptors (TLR) o NOD-like receptors (NLR), desencadenando señales 

que favorecen la maduración de células dendríticas y la polarización de linfocitos T 

(O’Hagan & Fox, 2015). 

Entre los adyuvantes más utilizados destaca el hidróxido de aluminio, introducido en 

1926 y aun ampliamente empleado en vacunas humanas, este adyuvante favorece 

una respuesta predominantemente de tipo Th2 e incrementa la producción de anti-

cuerpos (Reed et al., 2013). Otros ejemplos relevantes incluyen MF59, una emulsión 

de aceite en agua utilizada en vacunas contra influenza que estimula quimiotaxis ce-

lular; AS03, otra emulsión oleosa con escualeno y α-tocoferol, aplicada en vacunas 

pandémicas; y CpG oligodesoxinucleótidos, que activan TLR9 y potencian respuestas 

Th1. Más recientemente, se han diseñado adyuvantes basados en nanopartículas y 

liposomas que facilitan la entrega del antígeno, con capacidad para direccionar la res-

puesta hacia perfiles específicos (Ko & Kang, 2018) (Garçon, Vaughn, & Didierlaurent, 

2012) (Shirota, 2017) 

En el contexto de SARS-CoV-2, los adyuvantes han sido críticos para el éxito de pla-

taformas de subunidades proteicas. Vacunas como Novavax (NVX-CoV2373) utilizan 
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la matriz adyuvante Matrix-M, un complejo de saponinas en nanopartículas que pro-

mueven una respuesta humoral y celular equilibrada, demostrando eficacia compara-

ble a vacunas mRNA (Heath et al., 2021). Del mismo modo, candidatos como SCB-

2019 han empleado combinaciones de adyuvantes (CpG 1018 + alumbre) que permi-

ten alcanzar inmunogenicidad competitiva con plataformas más innovadoras (Bravo 

et al., 2022) 

Los adyuvantes no solo amplifican la magnitud de la respuesta inmune, sino que tam-

bién influyen en su calidad y durabilidad y pueden orientar la respuesta hacia inmuni-

dad humoral o celular, la generación de memoria y la amplitud de protección frente a 

variantes. Este papel central los convierte en un componente indispensable para el 

diseño de vacunas epitópicas, donde la potencia inmunogénica del antígeno aislado 

requiere ser complementada por otro estímulo inmunológico (Pulendran, Arunacha-

lam, & O’Hagan, 2021). 

2.9 Toxoide tetánico y TTC como adyuvantes y acarreadores 

El toxoide tetánico es la forma detoxificada, estable e inmunogénica de la toxina tetá-

nica que se emplea desde hace décadas en vacunas humanas como proteína porta-

dora (carrier) en vacunas conjugadas como la Hib, meningocócicas y neumocócicas. 

Al conjugar polisacáridos capsulares a un carrier proteico como TT, un antígeno origi-

nalmente T-independiente se transforma en T-dependiente, con generación de anti-

cuerpos de alta avidez y memoria inmunológica eficaz en lactantes y otros grupos 

vulnerables (WHO, 2023) (WHO, 2025). Esta explica el éxito de las vacunas conjuga-

das en la reducción drástica de enfermedad invasiva por bacterias encapsuladas. 

Desde el punto de vista del mecanismo, la proteína portadora aporta epítopes T CD4⁺ 

“universales” que proveen ayuda a linfocitos B específicos, en este caso del polisacá-

rido, habilitando centros germinales, cambio de isotipo e hipermutación somática. En 

el caso de TT, se han caracterizado epítopes como el P2 (TT830–844) y P30, con 

capacidad de unirse a múltiples alelos HLA-DR y de ser reconocidos en la mayoría de 
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los individuos previamente expuestos o vacunados. Estos epítopes TT pueden poten-

ciar subunidades recombinantes o antígenos pobres incrementando títulos de anti-

cuerpos y la calidad de la respuesta (Wen et al., 2014). 

Estructural y funcionalmente acoplamiento y accesibilidad de epítopes condicionan la 

magnitud y durabilidad de la respuesta. Un desafío conocido es la “supresión epitópica 

inducida por portador” (CIES), la inmunidad preexistente frente al carrier puede des-

viar la respuesta hacia epítopes del portador y atenuar la inmunidad frente al antígeno 

principal, fenómeno documentado en vacunas conjugadas multivalentes (Jegerlehner 

et al., 2010) 

Junto al TT completo, han cobrado relevancias variantes genéticamente detoxificadas 

y versiones optimizadas como 8MTT, evaluados como alternativas portadoras con in-

munogenicidad comparable y ventajas de proceso (Chang et al., 2022). 

Por otro lado, el TTC, correspondiente al dominio no tóxico Hc (~50 kDa), ha demos-

trado propiedades de inmunopotenciación en configuraciones de fusión o coexpresión. 

Modelos preclínicos muestran que TTC conserva epítopes T promiscuos, capaces de 

actuar como un ayudante para antígenos fusionados, elevando tanto la inmunidad hu-

moral como celular (Bayart et al., 2022). En rotavirus recombinante la inclusión del 

epítopo P2 de TT incrementó significativamente la inmunogenicidad (Wen et al., 2014). 

Se ha sugerido que el papel de TT y TTC puede entenderse como un “adyuvante 

funcional” ya que no activan directamente receptores innatos como los adyuvantes 

clásicos (alumbre, MF59, CpG), pero su memoria T preexistente y promiscuidad de 

epítopes da un efecto potenciador, especialmente con vacunas proteicas o epitópicas, 

donde el antígeno requiere ayuda externa (Avci & Kasper, 2019) (Pichichero, 2013). 

3 Justificación 

El acceso oportuno y equitativo a vacunas durante crisis sanitarias es fundamental 

para contener su propagación, pero en países de renta media y baja, como México, la 
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producción local enfrenta limitaciones tecnológicas y económicas. Durante la pande-

mia de COVID-19, estas dificultades se reflejaron en retrasos y dependencia de im-

portaciones, evidenciando la necesidad de desarrollar plataformas vacunales accesi-

bles y adaptables. En este contexto, las vacunas basadas en proteínas representan 

una alternativa viable por su menor costo, facilidad de almacenamiento y requerimien-

tos de infraestructura más sencillos que las tecnologías de ARN o virus atenuados. 

No obstante, las vacunas de subunidades presentan baja inmunogenicidad y requie-

ren estrategias que mejoren la presentación del antígeno. El uso del fragmento C de 

la toxina tetánica como acarreador puede potenciar la respuesta inmune al actuar 

como un patrón molecular asociado a patógenos y facilitar la activación de linfocitos. 

Así, el desarrollo de una vacuna multiepitópica basada en la proteína S del SARS-

CoV-2 acarreada por este fragmento se propone como una estrategia innovadora que 

no solo fortalecería la capacidad tecnológica nacional, sino que también contribuiría a 

la autonomía en la producción de biofármacos de respuesta rápida ante futuras emer-

gencias sanitarias. 

 

4  Hipótesis 

Una proteína quimérica fusionada al fragmento C de la toxina de tétanos permite la 

inducción de respuestas humorales específicas hacia epítopes de la proteína S del 

SARS-CoV-2 en el modelo de ratón BALB/c 
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5  Objetivos 

5.1 General 

Diseñar y producir en E. coli recombinante una proteína multiepitópica TTC-mep con-

tra el SARS-CoV-2 empleando el fragmento C de la toxina de tétanos y determinar sus 

propiedades inmunogénicas en ratones BALB/c. 

5.2 Específicos  

• Seleccionar epítopes relevantes de la proteína Spike del SARS- Cov-2 para la 

inducción de respuestas humorales y celulares. 

• Obtener el gen codificante de TTC-mep y construir un vector para su expresión 

en E. coli. 

• Establecer las condiciones para la expresión de la TTC-mep. 

• Estandarizar un proceso cromatográfico para la recuperación de la TTC-mep 

• Determinar las propiedades inmunogénicas de la TTC-mep en ratones BALB/c 

en términos de respuesta humoral. 

 

6  Material y métodos 

6.1 Selección de epítopes y construcción del vector  

Se obtuvo la secuencia de aminoácidos de la proteína S del SARS-CoV-2 a partir de 

la base de datos de la plataforma Protein Data Bank,. Posteriormente, mediante un 

análisis bioinformático utilizando las herramientas BepiPred-2.0 y NetMHCpan-4.0, se 

seleccionaron epítopes con potencial para inducir una respuesta inmunogénica tanto 

humoral como celular. Una vez definidos los epítopes, se procedió al diseño de una 

proteína multiepitópica, a la cual se le fusionó la secuencia correspondiente al frag-

mento C de la toxina del tétanos, así como un linker flexible de lisina. La secuencia de 
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ADN codificante para dicha proteína fue optimizada para su expresión en Escherichia 

coli utilizando el vector de expresión pET-15b. 

 

6.2 Transformación de cepa bacteriana y expresión de la proteína 

Se generaron células competentes de Escherichia coli cepa Rosetta (DE3), partiendo 

de 2 mL de un preinóculo de la misma cepa que se adicionó a 200 mL de medio LB 

(10 % de bacto-peptona, 5 % de extracto de levadura y 10 % de NaCl). Este se incubó 

a 37 °C con agitación constante (250 rpm) hasta alcanzar una densidad óptica a 600 

nm (DO₆₀₀) entre 0.4 y 0.6. Posteriormente, el cultivo se colocó en un baño de hielo 

durante 20 minutos y se centrifugó a 2800 ×g durante 10 minutos a 4 °C. La pastilla 

de biomasa se lavó tres veces con una solución 0.1 M de CaCl₂ y se resuspendió en 

glicerol al 15 %, generando stocks de 50 µL para su almacenamiento a -80 °C. 

La transformación de las células competentes se realizó mediante choque térmico. 

Para ello, los stocks en glicerol se descongelaron en hielo, se adicionaron 100 µg de 

ADN y se incubaron nuevamente en hielo durante 15 minutos. Posteriormente, se so-

metieron a una incubación a 42 °C durante 1 minuto, seguida de un retorno al baño 

de hielo por otros 15 minutos. A continuación, se agregaron 500 µL de medio LB y se 

incubó a 37 °C durante 60 minutos con agitación constante. La mezcla se sembró en 

placas de medio LB suplementadas con ampicilina (100 mg/L) para la selección de 

colonias transformadas. Para inducir la expresión de la proteína recombinante, se ge-

neraron preinóculos en medio LB correspondiente al 10 % del volumen final del cultivo, 

adicionados con ampicilina (100 mg/L) y cloranfenicol (40 mg/L), y se incubaron du-

rante 24 horas a 37 °C con agitación constante. Posteriormente, el preinóculo se trans-

firió al volumen restante de medio LB, también suplementado con los mismos antibió-

ticos en igual concentración, y se dejó crecer hasta alcanzar una DO₆₀₀ entre 0.6 y 

0.8. En ese punto, se indujo la expresión mediante la adición de lactosa a la 
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concentración establecida (1 o 15 g/L), incubando durante el número de horas corres-

pondientes a la corrida experimental. 

 

6.3 Extracción de proteína soluble e insoluble 

La biomasa de los cultivos se recuperó por centrifugación a 7000 ×g durante 10 minu-

tos a 4 °C, con el fin de proceder a la lisis celular. La pastilla de biomasa se resuspen-

dió en una solución hipertónica (100 mM de Tris-HCl, sacarosa al 20 % (p/v), pH 7.4) 

en una proporción de 1 mL por cada 100 mg de biomasa. Posteriormente, las células 

se recuperaron nuevamente por centrifugación bajo las mismas condiciones y se re-

suspendieron en una solución hipotónica (agua filtrada) en una proporción de 1 mL 

por cada 40 mg de biomasa. La lisis celular se llevó a cabo mediante ultrasonicación 

(dispositivo GEX130PB, Twinsburg, OH, EUA), aplicando 9 ciclos de sonicación de 30 

segundos a una amplitud del 70 %, seguidos de 30 segundos de reposo, todo ello en 

un baño de hielo. Se tomó una alícuota del lisado celular, la cual se etiquetó como 

“proteína total”. El resto del lisado se centrifugó a 7000 rpm durante 15 minutos para 

separar las proteínas agregadas en cuerpos de inclusión (fracción insoluble) de las 

proteínas solubles presentes en el sobrenadante. Tras la centrifugación, el sobrena-

dante se recolectó y se designó como “proteína soluble”, mientras que el precipitado 

se identificó como “cuerpos de inclusión”. Ambas fracciones se conservaron a −20 °C 

hasta su posterior análisis. 

 

 

6.4 Lavados de cuerpos de inclusión  

Para el análisis de la fracción insoluble, la pastilla correspondiente a los cuerpos de 

inclusión se resuspendió en solución hipotónica en la misma proporción previamente 
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utilizada. Posteriormente, se centrifugó a 7000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, repi-

tiendo este procedimiento dos veces más. Con el objetivo de eliminar restos celulares 

y proteínas contaminantes, la pastilla fue solubilizada en PBS 1× con Tritón X-100 al 

1 %, en una relación de 2.5 mL por cada 50 mL de cultivo. Esta proporción se mantuvo 

constante en los siguientes pasos con diferentes soluciones tampón. La muestra fue 

sometida a ultrasonicación (Dispositivo GEX130PB Twinsburg, OH, EUA), aplicando 

de 6 a 9 ciclos de 30 segundos de sonicación al 70 % de amplitud, seguidos de 30 

segundos de reposo, manteniéndose en todo momento en baño de hielo. Posterior-

mente, las muestras se incubaron durante 20 minutos en hielo y se sometieron a una 

nueva centrifugación bajo las mismas condiciones. Este proceso de lavado se repitió 

una vez más con PBS 1× + Tritón X-100 al 1 % y posteriormente con PBS 1× única-

mente. Para la solubilización de los cuerpos de inclusión, la pastilla fue resuspendida 

en un tampón compuesto por 4 M de urea y 20 mM de fosfato, pH 7.4, y se sometió 

nuevamente a ultrasonicación, incubación y centrifugación bajo las mismas condicio-

nes descritas previamente. El sobrenadante recuperado se etiquetó como fracción S4. 

El resto de la pastilla fue resuspendida en un segundo tampón compuesto por 8 M de 

urea, 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl, pH 7.4. Esta suspensión se sometió a ultra 

sonicación y centrifugación para recuperar el sobrenadante, que se etiquetó como 

fracción S5. Finalmente, el residuo restante de la pastilla fue resuspendido nueva-

mente en el mismo tampón, sometido a ultra sonicación y dejado en incubación a 4 °C 

durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugó y el sobrenadante recuperado se 

etiquetó como fracción S6. Todas las fracciones recuperadas (S4, S5 y S6) fueron 

almacenadas a -20 °C. 

 

6.5 Purificación y replegamiento de la proteína 

Las fracciones de proteína soluble, así como las derivadas de cuerpos de inclusión 

(S5 y S6), fueron purificadas mediante cromatografía de afinidad por metal inmovili-

zado (IMAC), utilizando una columna Chelating Sepharose Fast Flow (Pharmacia 
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Biotechnology, Estocolmo, Suecia), cargada con iones Ni²⁺ y equilibrada previamente 

con buffer de unión. La muestra de proteína soluble fue resuspendida en un tampón 

compuesto por 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl y pH 7.0, e inyectada en la columna 

en fracciones de 1 mL, a una velocidad de flujo de 0.025 mL/min. Las fracciones S5 y 

S6 fueron inyectadas bajo las mismas condiciones. La elución de las proteínas se 

realizó con un tampón de elución compuesto por 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl, 

y 500 mM de imidazol, ajustado a pH 7.0. Se recolectaron tanto las fracciones adsor-

bidas como las no adsorbidas para su posterior análisis mediante electroforesis en gel 

de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). En el caso de las fraccio-

nes S5 y S6, se realizó un proceso de replegamiento proteico mediante diálisis, utili-

zando una membrana con un punto de corte molecular entre 6 y 8 kDa. Para el reple-

gamiento, se emplearon secuencialmente los siguientes tampones: primero, un tam-

pón de fosfato 20 mM con 4 M de urea, ajustado a pH 7.1; posteriormente, un tampón 

de carbonato 50 mM, complementado con 10 % (v/v) de glicerol y 0.01 % (v/v) de 

Tween 20, ajustado a pH 9.2; y finalmente, un tampón compuesto por 10 % (p/v) de 

sacarosa y 0.01 % (v/v) de Tween 20. Cada diálisis duró 24 horas a 4 °C. 

 

6.6 Análisis SDS-PAGE y Western Blot 

Para la evaluación de las diferentes fracciones proteicas, se realizaron análisis me-

diante electroforesis SDS-PAGE. Se emplearon geles desnaturalizantes de poliacrila-

mida al 12 %, y las muestras se prepararon adicionando buffer de carga 5× (500 mM 

de DTT, 250 mM de Tris-HCl, 10 % (p/v) de SDS, 50 % (v/v) de glicerol y 0.1 % (p/v) 

de azul de bromofenol, pH 6.8) en una proporción 3:1 (v/v). La mezcla se desnaturalizó 

calentándola a 95 °C durante 10 minutos. Posteriormente, las muestras se corrieron a 

160 V durante 1 hora y los geles se revelaron mediante tinción con azul de Coomassie. 

Para evaluar la presencia de la TTC-mep, se realizaron ensayos de dot blot y western 

blot. El análisis dot blot se efectuó aplicando 6 µL de cada muestra sobre una 
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membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), fijándolas 

en puntos definidos. La membrana se bloqueó durante 24 horas a 4 °C con una solu-

ción de bloqueo compuesta por 5 % de leche descremada en polvo disuelta en PBS 

con 0.05 % (v/v) de Tween 20. 

Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS + 0.05 % (v/v) de Tween 20 y se 

incubó la membrana durante 24 horas a 4 °C con un anticuerpo primario específico 

contra el fragmento C de la toxina del tétanos (anti-TTC, Novus Biologicals, Littleton, 

CO, EUA), a una dilución de 1:2000. Al finalizar, se repitieron los lavados y se incubó 

la membrana durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario 

anti-IgG de cabra contra conejo, conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP), 

también a una dilución de 1:2000 (Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA). La detección 

se realizó mediante incubación con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal™ 

West Pico (Pierce, Rockford, IL, EUA). 

Para la realización del ensayo western blot, las muestras proteicas se separaron en 

un gel de poliacrilamida bajo las mismas condiciones descritas para SDS-PAGE. Al 

finalizar la migración, en lugar de teñir el gel, se procedió a transferir las proteínas 

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

A partir de este punto, se siguió la misma metodología descrita para el dot blot. 

 

6.7 Evaluación inmunológica 

La evaluación inmunológica de la TTC-mep se llevó a cabo utilizando modelos muri-

nos de la cepa BALB/c, hembras de siete semanas de edad. Se establecieron tres 

grupos experimentales (Tabla 1), cada uno conformado por cinco individuos. Dos de 

los grupos fueron inmunizados con 1 μg y 5 μg de la proteína recombinante, respecti-

vamente, adyuvada con hidróxido de aluminio [Al(OH)₃] (G Biosciences, St. Louis, MO, 

EUA; cat. no. 786-1215) en una proporción 1:5. La mezcla fue ajustada a un volumen 

final de 200 μL utilizando como vehículo una solución amortiguadora de sacarosa al 
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10 % y Tween 20 al 0.01 %. Además, se incluyó un grupo control que no recibió la 

proteína recombinante.  

 

 

 

 

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

aleatoriamente a los esquemas descritos.  

El esquema de inmunización consistió en tres aplicaciones por vía subcutánea los 

días 0, 14 y 28, con toma de muestras sanguíneas para la obtención de suero los días 

27, 42 y 56. Las muestras de sangre fueron recolectadas mediante punción en la cola; 

posteriormente, se permitió la formación del coágulo durante 15 minutos, seguido de 

centrifugación a 3000 rpm durante 10 minutos para la obtención del suero. Los sueros 

fueron almacenados a -20 °C hasta su análisis posterior. 

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

Institucional (CEID-2020-07R1). 

6.8 Determinación de títulos de anticuerpos mediante ELISA 

Se realizaron ensayos de inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) para evaluar la 

presencia de anticuerpos generados contra la proteína S del SARS-CoV-2 en el suero 

de los ratones inmunizados con la TTC-mep. Para ello, se sensibilizó una placa de 

poliestireno de 96 pozos con 200 ng/pozo de la proteína S (subunidades S1 + S2) 

diluida en buffer de carbonatos (15 mM de Na₂CO₃, 35 mM de NaHCO₃, pH 9.6) y se 

incubó toda la noche a 4 °C. Al término de la incubación, la placa fue lavada con PBS 

1× utilizando un lavador de microplacas Wellwash™ (Thermo Scientific™, Cat. No. 

Grupo Formulación 

1 1 μg Proteína. + Al (OH)3 + Vehículo 

2 5 μg Proteína. + Al (OH)3 + Vehículo 

3 Al (OH)3 + Vehículo 
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5165000). Posteriormente, se bloqueó con una solución de leche descremada al 5 % 

en PBS 1× durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de blo-

queo, se agregaron diluciones de los sueros sanguíneos en PBS 1× y se incubaron a 

4 °C durante toda la noche. Al finalizar, la placa se lavó nuevamente como en los pasos 

anteriores y se adicionó un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra contra ratón, con-

jugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) (dilución 1:2000; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO). La incubación se realizó durante 2 horas a temperatura ambiente. Final-

mente, la placa fue lavada por última vez y se añadió la solución de sustrato ABTS, 

compuesta por 0.6 mM de ácido 2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) y pe-

róxido de hidrógeno (H₂O₂). La absorbancia se midió a 405 nm después de 60 minutos 

utilizando un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

EUA). Los títulos de anticuerpos se calcularon como el recíproco de la mayor dilución 

de suero cuyo valor medio de absorbancia (OD) superó el valor del grupo control más 

dos veces la desviación estándar. 

7  Resultados  

7.1 Evaluación de la expresión de la TTC-mep en E. coli por SDS-PAGE 

Condiciones de expresión: 28 °C, 1 g/L lactosa, 16 h 

La expresión de la TTC-mep se llevó a cabo en un sistema de matraz con E. coli en 

100 mL de cultivo a 28 °C durante 16 h e inducido con lactosa a 1 g/L. Los extractos 

celulares se separaron por SDS-PAGE utilizando albúmina de suero bovino (BSA) 

como referencia de peso molecular. Con base en la referencia de BSA, se buscó una 

banda a ~72 kDa correspondiente a la proteína recombinante. En las fracciones total, 

soluble e insoluble se observaron múltiples bandas propias del hospedero; sin em-

bargo, no se detectó una banda definida en 72 kDa o, en su caso, la señal fue tenue 

y no distinguible del fondo, lo que indica un nivel de expresión muy bajo en estas 

condiciones (Figura 1). 
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Figura 1. Análisis SDS-PAGE de los extractos de proteína recuperados tras la expre-

sión en E. coli de la TTC-mep a 28°C por 16 horas. Carriles: 1, Albúmina de suero 

bovino (BSA) como referencia de peso molecular; 2, Fracción de proteína total; 3, 

Fracción de proteína soluble: 4, Fracción de proteína insoluble. 

 

Condiciones de expresión: 15°C, 1 g/L lactosa, 2 h a 10 h 

La expresión de la TTC-mep de forma soluble se evaluó a 15 °C mediante muestreo 

a las 2 y 7 h tras la inducción. El análisis por SDS-PAGE, mostró la presencia de una 

banda que concuerda con el peso molecular teórico de TTC-mep. En comparación 

con la condición previa a 28 °C, la expresión a 15 °C fue mayor, evidenciando una 

mejora en la calidad de la expresión a temperatura reducida. El control sin inducción 

no presentó una banda positiva, confirmando la dependencia de la expresión de la 

proteína ante el proceso de inducción. Estos datos indican que la disminución de la 

temperatura favoreció la acumulación de la proteína en el intervalo evaluado (Figura 

2). 
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Figura 2. Análisis SDS-PAGE de la cinética de expresión de la TTC-mep soluble a 

15°C. Carriles: 1, BSA; 2, Marcador de peso molecular; 3, Muestra a 2 horas; 4, Mues-

tra a 4 horas; 5, Muestra a 6 horas; 6, Muestra a 8 horas; 7, Muestra a 10 horas; 8, 

Cultivos sin inducir. 

 

7.2 Detección por dot blot y evidencia de expresión basal a 15°C, 1 g/L lactosa y 

7 horas de inducción. 

La presencia de la TTC-mep se evaluó mediante un análisis dot blot a partir de frac-

ciones de proteína sin purificar. Las membranas se incubaron con un anticuerpo se-

cundario anti-TTC y se incluyeron controles positivo y negativo. Bajo estas condicio-

nes, se registró una señal intensa para la preparación con la TTC-mep, confirmando 

su antigenicidad. De forma adicional, se detectó una señal en el extracto de E. coli 

transformada sin inducción, lo que sugiere fuga de expresión en ausencia de inductor. 

Por el contrario, el extracto de E. coli sin transformar y el control negativo no mostraron 

reactividad, mientras que el control positivo presentó la intensidad esperada. Estos 

resultados confirman la presencia y antigenicidad de la proteína TTC-mep, aunque 

también confirman un nivel basal de su expresión en E. coli (Figura 3). 
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Figura 3. Análisis Dot Blot de fracción de proteína soluble sin purificar. Se analizarlo 

muestras derivadas de cultivos de E. coli sin inducir, sin transformar y controles.  

 

La expresión de la TTC-mep en la fracción soluble se comparó bajo dos regímenes: 6 

°C durante 6 días y 15 °C durante 10 h. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE. 

A 6 °C por 6 días de expresión se observó una mayor expresión de TTC-mep respecto 

de la expresión a 15 °C por 10 h, lo que indica una mayor acumulación soluble con 

temperatura reducida y tiempo de inducción prolongado. En los controles (cultivo 

transformado sin inducir y cultivo sin transformar, ambos a 15 °C/10 h) no se detecta-

ron señales relevantes. De esta manera se muestra que la disminución de la tempe-

ratura, acompañada de un mayor tiempo de expresión, favorece la acumulación de la 

proteína recombinante (Figura 4). 
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Figura 4. Análisis SDS-PAGE de extractos solubles de la TTC-mep expresados bajo 

diferentes condiciones. Carriles: 1, Cultivo inducido a 6°C por 6 días; 2, Cultivo indu-

cido a 15°C por 10 horas; 3, Cultivo sin inducir incubado a 15°C por 10 horas; 4, Cultivo 

sin transformar incubado a 15°C por 10 horas. 5, BSA 

 

7.3 Cinética de expresión soluble a 6 °C 

La producción de la TTC-mep se monitoreó diariamente por un periodo de 6 días en 

cultivos inducidos y mantenidos a 6 °C. Los análisis por SDS-PAGE evidenciaron una 

expresión positiva de TTC-mep, observándose un aumento progresivo en su acumu-

lación, sin cambios evidentes en los muestreos finales.El patrón de proteínas endóge-

nas se mantuvo comparable entre días y no se apreciaron bandas adicionales en la 

zona de menor peso molecular que sugirieran proteólisis evidente. Con esto podemos 

observar que la incubación prolongada a 6 °C sostiene la acumulación de la proteína 

recombinante en forma soluble a lo largo del periodo evaluado (Figura 5). 
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Figura 5. Análisis SDS-PAGE de la cinética de expresión de la TTC-mep soluble 6°C. 

Carriles: 1, BSA; 2 - 7, Muestras día 1 a 6 

 

7.4 Precipitación de la proteína soluble destinada a la purificación por IMAC 

La fracción soluble de la TTC-mep se mantuvo inicialmente en solución hipotónica 

(agua filtrada) y posteriormente se realizó un intercambio de buffer previo a la croma-

tografía por IMAC. Tras el cambio de buffer, se observó la formación de un sedimento 

en el vial, el cual fue analizado por SDS-PAGE, lo que confirmó que corresponde a la 

TTC-mep precipitada, lo que condujo a un rendimiento muy bajo para la purificación 

mediante IMAC de la proteína remanente soluble, observándose señales tenues o no 

detectables en la SDS-PAGE de las fracciones obtenidas (Figura 6). 



35 

 

 

Figura 6. Análisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificación mediante 

IMAC. Carriles: 1, Proteína precipitada en el cambio de buffer; 2, Proteína inyectada 

a IMAC; 3, BSA; 4 - 5 fracciones adsorbidas. 

 

7.5 Evaluación de la fracción insoluble: cuerpos de inclusión 

Ante la pérdida de proteína TTC-mep durante el intercambio de buffer, se decidió ana-

lizar los cuerpos de inclusión del cultivo inducido a 6 °C por 6 días y se sometieron a 

lavados secuenciales (S4–S6). Cada lavado se analizó por SDS-PAGE. En estos la-

vados se detectó una banda de ~72 kDa con intensidad apreciable. De igual manera 

se observó un fondo proteico bajo, lo que indica que una fracción de la TTC-mep se 

recuperó en estas etapas de limpieza. Esto sugiere la disgregación del contenido de 

los cuerpos de inclusión durante el proceso de lavado, manteniéndose la señal en los 

diferentes pasos evaluados (Figura 7). 
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Figura 7. Análisis SDS-PAGE de los lavados de cuerpos de inclusión del cultivo ex-

presado a 6°C por 6 días. Carriles: 1, BSA; 2, Lavado S6; 3, Lavado S5; 4, Lavado 

S4. 

La fracción S5 obtenida del protocolo de lavados de cuerpos de inclusión se sometió 

a purificación por IMAC. En esta estrategia no se observó precipitado en el cambio de 

buffer destinado a la purificación, lo que nos sugiere una mayor estabilidad de la pro-

teína de la fracción insoluble. Sin embargo, el análisis por SDS-PAGE, mostró una 

señal tenue de la proteína objetivo tanto en el material adsorbido como en las fraccio-

nes no adsorbidas. Esto sugiere que la cantidad recuperada tras la carga fue poca y 

que parte del material pudo permanecer en el flujo no retenido o diluirse durante los 

pasos cromatográficos. En conjunto, las fracciones obtenidas evidenciaron una recu-

peración escasa de la proteína a partir de S5 bajo estas condiciones (Figura 8). 
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Figura 8. Análisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificación de la 

TTC-mep mediante IMAC. Carriles: 1, BSA; 2, Fracciones no adsorbidas a partir del 

lavado S5; 3, Fracciones de proteína adsorbida obtenidas del lavado S5. 

 

7.6 Enriquecimiento de la proteína recombinante en la fracción insoluble 

Se modificaron las condiciones de cultivo para maximizar la acumulación de la TTC-

mep en forma insoluble, con el objetivo de disponer de mayor cantidad de material 

para purificación y posterior replegamiento. La expresión se realizó a 28 °C durante 

16 y 48 h, empleando dos concentraciones de inductor (1 y 15 g/L). Los extractos 

soluble e insoluble se analizaron por SDS-PAGE. Bajo estas condiciones, se apreció 

un incremento notorio de la banda compatible con la proteína recombinante en la frac-

ción insoluble al aumentar tanto la concentración del inductor como el tiempo de cul-

tivo, destacando la condición de 28 °C por 48 h con 15 g/L. En contraste, las fracciones 

solubles mostraron baja acumulación de TTC-mep, lo que indica que la combinación 

de mayor concentración de inductor y tiempo de expresión favorece la expresión de 

la proteína en cuerpos de inclusión (Figura 10). 
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Figura 10. Análisis SDS-PAGE de extractos de la TTC-mep soluble e insoluble expre-

sada a 28°C por 16 y 48 horas a diferentes concentraciones de inductor. Carriles: 1, 

BSA; 2, Facción insoluble expresada a con 1 g/L de inductor por 16 horas; 3, Facción 

soluble expresada a con 1 g/L de inductor por 16 horas; 4, Facción soluble expresada 

a con 15 g/L de inductor por 16 horas; 5, Facción insoluble expresada a con 15 g/L de 

inductor por 16 horas; 6, Facción soluble expresada a con 1 g/L de inductor y 48 horas; 

7, Facción insoluble expresada a con 15 g/L de inductor por 48 horas. 

A partir de cultivos bajo las condiciones que conducen a una mayor acumulación de 

TTC-mep (28 °C, 48 h, 15 g/L de inductor), se aislaron cuerpos de inclusión y se rea-

lizaron lavados secuenciales (S4–S6). Los sobrenadantes de cada etapa se analiza-

ron por SDS-PAGE. En los lavados se detectó TTC-mep, con mayor intensidad en las 

fracciones S4 y S5 y menor en la fracción S6. (Figura 11). 

 

1        2           3          4 
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Figura 11. Análisis SDS-PAGE de los lavados de cuerpos de inclusión del cultivo ex-

presado a 28°C por 48 horas. Carriles: 1, BSA; 2, Lavado S4; 3, Lavado S5; 4, Lavado 

S6. 

La fracción S5 obtenida de los cuerpos de inclusión del cultivo a 28 °C por 48 h (15 

g/L de inductor) se sometió a cromatografía por IMAC. Las fracciones obtenidas se 

analizaron por SDS-PAGE. En las fracciones no adsorbidas se detectaron señales 

débiles en ~72 kDa, indicando que una porción de TTC-mep no fue adsorbida por la 

columna. Por otro lado, la TTC-mep adsorbida fue recuperada en distintas fracciones 

durante la etapa de elución, con variaciones moderadas de intensidad entre ellas. (Fi-

gura 12). 

 

Figura 12. Análisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificación de la 

TTC-mep mediante IMAC. Carriles: 1, BSA; 2-14, Fracciones no adsorbidas a partir 

del lavado S5; 15-20, Fracciones de proteína adsorbida obtenidas del lavado S5. 

 

7.7 Selección de fracciones para replegamiento y cuantificación por densitome-

tría 

De la purificación por IMAC se seleccionaron las fracciones más puras para someter-

las al replegamiento. La concentración de la TTC-mep replegada se estimó por den-

sitometría, construyendo una curva estándar con BSA (25–250 µg/mL) y comparando 

la intensidad de las bandas de las muestras replegadas (M2, M4, M5 y M6). En todas 
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las preparaciones se observó una banda predominante del peso molecular esperado 

(~72 kDa), lo que permitió determinar sus concentraciones por interpolación en la 

curva estándar. Estos resultados validan el nivel de pureza y los rendimientos que 

permitieron proceder con la evaluación de la inmunogenicidad de TTC-mep (Figura 

13). 

 

 

Figura 13. Densitometría para determinar la concentración de la TTC-mep replegada. 

Carriles: 1 - 5, curva estándar de BSA (250, 200, 150, 100, 50, 25 µg/mL, respectiva-

mente). 7 – 10, muestras M2, M4, M5 y M6 (Respectivamente) recuperadas tras la 

purificación y replegamiento de la proteína. 

7.8 Respuesta humoral específica por ELISA  

La inmunogenicidad de la TTC-mep se evaluó en términos de la inducción de respues-

tas humorales sistémicas determinadas mediante ELISA indirecto utilizando la propia 

proteína TTC-mep como antígeno de captura. Se analizaron sueros obtenidos el día 

56 del esquema de vacunación en diluciones 1:5 000, 1:10 000, 1:15 000 y 1:20 000, 

comparando grupos control y aquellos que recibieron dos niveles de dosis de antígeno 

(1 µg y 5 µg). Las lecturas de absorbancia mostraron reactividad específica en los 

grupos inmunizados, cuya magnitud correlacionó con la dosis, es decir el grupo inmu-

nizado con 5 µg de TTC-mep presentó valores superiores respecto a los que recibieron 
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1 µg en la mayoría de las diluciones evaluadas. En contraste, el control permaneció 

cercano a los niveles basales a lo largo del rango de dilución. La señal se mantuvo 

detectable en los grupos vacunados hasta 1:20 000, indicando la presencia de IgG 

específicas sostenidas al final del protocolo (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Títulos de anticuerpos IgG séricos inducidos por TTC-mep. La respuesta 

humoral inducida en ratones por TTC-mep fue evaluada mediante ELISA empleando 

dicha proteína como antígeno diana. Se emplearon muestras de suero obtenidas el 

día 56 del esquema de vacunación y en diluciones de 1:5,000, 1:10,000, 1:15,000 y 

1:20,000 empleando un anti-IgG de cabra contra ratón como anticuerpo secundario 

en dilución 1:2000. 

 

7.9 Inmunización con TTC-mep de referencia  

Se inmunizaron ratones (n = 4) con la TTC-mep de referencia adquirida de GenScript 

en un esquema de tres dosis semanales de 5 µg cada una, y los sueros se analizaron 

al día 21 por ELISA indirecto. Para la detección se emplearon tres antígenos de cap-

tura: la propia proteína de referencia, la TTC-mep expresada y purificada de E. coli y 
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la proteína S. Las lecturas mostraron reactividad específica frente a la proteína de 

referencia y, en magnitud comparable o superior, frente a la proteína recombinante 

purificada, evidenciando reconocimiento de epítopes compartidos entre ambas proteí-

nas. En el control de S se observaron valores cercanos al basal, mientras que el grupo 

control sin inmunizar permaneció en niveles mínimos, obtenido al día 21 generación 

de IgG específicas contra la TTC-mep de referencia con capacidad de reconocer a la 

producida en E. coli (Figura 15). 

 

Figura 15. Títulos de anticuerpos IgGs en sueros de ratones (Dilución 1:100) inmuni-

zados con la TTC-mep de referencia obtenidos el día 21 del esquema de inmuniza-

ción. Se utilizaron diferentes proteínas diana: TTC-mep de referencia, TTC-mep ex-

presada y purificada y proteína S, así como un anti-IgG de cabra contra ratón como 

anticuerpo secundario en dilución 1:2000. 

 

Se evaluó la reactividad de los sueros de los ratones inmunizados con la TTC-mep de 

referencia o con la TTC-mep expresada y purificada de E. coli hacia la proteína S 

mediante ELISA indirecto. En ambos esquemas de inmunización se registraron seña-

les de absorbancia bajas, ligeramente superiores al grupo control, y sin diferencias 

marcadas entre los dos grupos inmunizados. Se observó una baja variabilidad en las 
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lecturas y el resultado general indica una reactividad limitada frente a S en estas con-

diciones (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Títulos de anticuerpos IgGs anti-S en sueros de ratones del día 21 del 

esquema de inmunización con la TTC-mep de referencia, con la TTC-mep expresada 

y purificada en dilución 1:100 utilizando un anti-IgG de cabra contra ratón como anti-

cuerpo secundario en dilución 1:2000 

 

8  Discusión  

En este estudio se evaluó la proteína TTC-mep, diseñada como candidato vacunal y 

producida en Escherichia coli, con el propósito de desarrollar nuevos prototipos de 

vacunas frente a SARS-Cov-2. La estrategia experimental incluyó la inducción de la 

expresión a diferentes temperaturas, el análisis de solubilidad, la purificación mediante 

IMAC, el posterior replegamiento de la proteína, así como la evaluación de su capaci-

dad inmunogénica en un modelo murino. Este enfoque experimental se alinea con 

estudios en los que se han empleado plataformas recombinantes microbianas como 

E. coli, las cuales ofrecen alta productividad, bajo costo y capacidad de escalabilidad 
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(Ghaderi et al., 2024). Sin embargo, como se ha observado en estudios previos, esta 

plataforma enfrenta retos inherentes al plegamiento adecuado de las proteínas recom-

binantes y la correcta presentación de los epítopes para inducir una respuesta inmune 

eficaz. Estos desafíos surgen principalmente cuando se emplean promotores fuertes 

y se alcanzan altos niveles de expresión, lo que puede llevar a la formación de cuerpos 

de inclusión afectando la solubilidad y la funcionalidad de la proteína dado que el re-

plegamiento in vitro en ocasiones no garantiza un despliegue adecuado de los epí-

topes (Baneyx & Mujacic, 2004) (Studier, 2005).  

El grupo de investigación en el que se realizó este trabajo se han diseñado y evaluado 

proteínas antigénicas como LTB-RBD y LTp50, las cuales fueron producidas en E. coli, 

encontrándose que éstas se expresan en forma insoluble. En estos casos, fue nece-

sario realizar etapas de solubilización utilizando urea 8 M para disolver los cuerpos de 

inclusión, seguidas de una purificación mediante cromatografía de afinidad IMAC y la 

posterior aplicación de técnicas de diálisis controlada para restablecer la estructura 

nativa de las proteínas. Aunque estos métodos han demostrado ser efectivos, es cru-

cial optimizar cuidadosamente las condiciones del proceso para garantizar tanto la 

recuperación como la funcionalidad del antígeno (Solís-Andrade et al., 2022) (Wong-

Arce et al., 2024). 

Los resultados de expresión observados en condiciones a temperaturas bajas son 

congruentes con la mejora de solubilidad por disminución de la velocidad de traduc-

ción y mayor oportunidad para el plegamiento co-traduccional, lo que reduce la forma-

ción de cuerpos de inclusión. Aun así, si se genera una sobreexpresión de proteínas 

es frecuente que una proporción importante del producto se agregue en la fracción 

insoluble por falta de chaperonas y estrés celular (Baneyx & Mujacic, 2004). Hablando 

específicamente del proceso, el protocolo que comprende el lavado de cuerpos de 

inclusión y su solubilización seguida de purificación por IMAC y su replegamiento por 

diálisis se ha consolidado como ruta robusta para la producción de antígenos comple-

jos en E. coli, como se mostró en la expresión tanto de LTB-RBD como de LTp50, 
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donde se obtuvieron purezas mayores al 90 % y cantidades suficientes para la formu-

lación de prototipos de vacunas (Solís-Andrade et al., 2022) (Wong-Arce et al., 2024) 

Un paso crítico en la estandarización de la producción de TTC-mep fue el intercambio 

de buffer previo a la cromatografía. Cambios abruptos en la fuerza iónica y pH en el 

medio favorecen la generación de agregados y precipitación del antígeno, disminu-

yendo el material disponible para adsorción en IMAC (Jiang, Zhang, & Wang, 2025). 

Esto es esperable en proteínas quiméricas con dominios flexibles, donde en estados 

parcialmente plegados pueden ocultar la etiqueta His y disminuir la solubilidad. En 

estos casos la purificación en condiciones desnaturalizantes (6–8 M urea) con un pro-

ceso de replegamiento posterior puede reducir pérdidas tempranas de proteína 

(Wong-Arce et al., 2024).  

La detección de una señal basal de expresión en los cultivos no inducidos mediante 

el análisis dot blot indica que el sistema de expresión no está completamente repri-

mido. Esto concuerda con lo que se conoce como “leaky expression” del sistema T7 

bajo control del operón lac, fenómeno que ocurre debido a que el promotor T7 puede 

presentar actividad residual y permitir una baja actividad de la ARN polimerasa, dando 

lugar a una expresión basal, que, aunque baja, tiene consecuencias importantes: por 

un lado, aumenta el nivel de fondo en los ensayos de detección, y por otro, puede 

afectar la calidad estructural de la proteína. Esto último sucede porque la traducción 

prematura durante las fases de crecimiento celular, cuando el ambiente aún no es 

óptimo para el plegamiento correcto, puede favorecer la formación de agregados o 

proteínas parcialmente plegadas, reduciendo el rendimiento de proteína funcional tras 

la inducción (Dubendorff & Studier, 1991). 

En términos inmunológicos, se observó una clara reactividad frente al antígeno recom-

binante, mientras que la respuesta contra la proteína S nativa fue mucho más débil. 

Existen dos posibles explicaciones para este comportamiento, que no se excluyen 

mutuamente. La primera es que los epítopes B conformacionales, especialmente en 

las regiones RBD/S1, podrían haber tenido un plegamiento o conformación 
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subóptimos después de la etapa de refolding, lo que afectaría su capacidad para in-

ducir una respuesta inmune fuerte. La segunda hipótesis tiene que ver con la arqui-

tectura de los linkers o conectores utilizados, los cuales podrían no estar favoreciendo 

una adecuada exposición de los epítopes, ni permitiendo su procesamiento eficiente 

por el sistema inmunológico a través del MHC II. 

Para la proteína LTp50, se utilizaron linkers de rigidez variable de tipo GPGP en posi-

ciones clave, en comparación con segmentos flexibles de GGGGS entre epítopes. 

Estas diferencias en la rigidez de los linkers tienen un impacto directo en la accesibi-

lidad y la orientación de los epítopes antigénicos, lo que podría explicar las variaciones 

en la respuesta inmune observada (Solís-Andrade et al., 2022). De manera más am-

plia, se ha recomendado el uso de secuencias como GPGPG para epítopes de células 

T helper (HTL) y células B, AAY para células T citotóxicas (CTL), y EAAAK para sepa-

rar dominios grandes o adyuvantes proteicos. Estas secuencias ayudan a modular la 

distancia y la rigidez entre los epítopes, favoreciendo así la interacción con células T 

y la maduración de las células B. En los diseños de vacunas multiepitópicas, es común 

observar títulos de anticuerpos sin capacidad de neutralización, lo cual ocurre debido 

a que las topologías de los epítopes no reproducen correctamente los sitios funciona-

les de bloqueo. Esto resalta la importancia de ajustar el tipo y la longitud de los linkers 

y de reordenar los epítopes de acuerdo con su proximidad en la estructura nativa del 

antígeno, lo cual son pasos clave para mejorar la efectividad de la respuesta inmune 

(He et al., 2020) (Khamjan et al., 2023) 

El uso del fragmento C de la toxina tetánica (TTC) como acarreador en vacunas ba-

sadas en proteínas ha sido ampliamente documentado debido a su capacidad para 

inducir respuestas inmunológicas robustas. Este dominio, al contener múltiples epí-

topes reconocidos por linfocitos T CD4+, facilita la activación de células T auxiliares, 

lo que potencia la respuesta de células B y la producción de anticuerpos específicos. 

Estudios como los de Bayart y col. (2022) han destacado que el TTC, al incluir 13 de 

los 28 epítopes reconocidos por más del 75% de los pacientes, puede ser considerado 

una de las partes inmunodominantes de la toxina tetánica. Además, investigaciones 
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previas han demostrado que la fusión de epítopes de interés con TTC mejora la inmu-

nogenicidad de antígenos dirigidos a células T CD8+, como los antígenos oncogénicos 

E6 y E7 del virus del papiloma humano, al inducir una respuesta robusta de células T 

CD8+ y mejorar la estabilidad del antígeno fusionado (Bayart, 2022).  

Sin embargo, en este trabajo, a pesar de utilizar TTC como parte de la proteína re-

combinante, no se observó una respuesta inmune significativa frente a la proteína S 

en los modelos murinos. Esto puede sugerir que factores como el tipo de linker, la 

conformación del antígeno o la exposición de los epítopes requieren de una posterior 

optimización. A pesar de estos desafíos, el empleo de TTC como acarreador propor-

ciona valiosas lecciones sobre la optimización de la presentación antigénica. Los ha-

llazgos obtenidos aportan al uso de esta plataforma para futuras investigaciones y 

aplicaciones. La experiencia adquirida en la producción y purificación de proteínas 

multipitópicas en E. coli basadas en TTC como acarreador será fundamental para el 

desarrollo de nuevas vacunas, dirigidas por ejemplo a Zika y CHIKV, donde se podrán 

hacer ajustes en los protocolos de solubilización, replegamiento y adyuvantes con el 

fin de mejorar la inmunogenicidad y la efectividad frente a estos patógenos emergen-

tes. 

Desde un punto de vista práctico, la producción de proteínas recombinantes en E. coli, 

incluso cuando estas proteínas se acumulan en una forma insoluble, no es la opción 

ideal cuando se tiene la necesidad de una producción rápida. Sin embargo, en un 

contexto industrial, E. coli resulta ser una opción atractiva debido a sus altas tasas de 

producción a tiempos cortos, la facilidad de purificación y la reducción de proteólisis. 

La principal desventaja es que, al producirse la proteína en una forma insoluble, se 

requiere de procesos adicionales como el replegamiento para recuperar la proteína 

funcional. Una vez que este proceso de replegamiento es optimizado y estandarizado, 

se vuelve reproducible, lo que facilita su implementación a gran escala (De Marco et 

al., 2019). Además, esta tecnología no solo es útil para la producción de una proteína 

recombinante específica, sino que también se puede aplicar a otros patógenos, como 

Zika o CHIKV, los cuales son actualmente un objetivo central en el grupo de 
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investigación. La ventaja de este enfoque es que, al ser un sistema modular, se pue-

den ajustar fácilmente los epítopes y los linkers, y el conocimiento sobre cómo solubi-

lizar y replegar proteínas se puede transferir rápidamente a nuevos proyectos, acele-

rando así la evaluación preclínica de vacunas. 

 

9  Conclusiones 

1. La construcción y producción en E. coli de la proteína recombinante TTC-mep fue 

viable, confirmado la factibilidad del diseño basada en el fragmento C de la toxina 

tetánica (TTC) como acarreador antigénico.  

2. El proceso de expresión, purificación y replegamiento permitió obtener proteína re-

cuperable y purificada, demostrando su aplicabilidad a variantes o grupos de epítopes 

similares.  

3. Los rendimientos y la estabilidad del antígeno fueron adecuados para su caracteri-

zación básica; sin embargo, mostraron pérdidas durante algunos cambios de buffer y 

señales de agregación, lo que indica la necesidad de optimizar las condiciones de 

fuerza iónica y el proceso cromatográfico.  

4. En el modelo murino, el antígeno indujo la producción de IgGs específicas, aunque 

la magnitud de la respuesta humoral fue menor a la esperada y no mostró la potencia 

deseada frente a la proteína S completa, sugiriendo que es necesario mejorar la pre-

sentación de epítopes y/o la formulación. En el contexto de las vacunas virales, la 

inducción de una respuesta humoral dirigida contra proteínas del patógeno es un com-

ponente clave para el establecimiento de una respuesta inmune robusta y protectora. 

5. A pesar de las limitaciones, el estudio valida la factibilidad de la plataforma de pro-

ducción de antígenos multiepitópicos con TTC, proporcionando una base metodoló-

gica clara que permite optimizaciones rápidas en rendimiento, solubilidad y respuesta 
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inmunológica. Estos hallazgos aportan conocimiento relevante para la producción de 

vacunas basadas en proteínas que utilizan acarreadores proteicos como estrategia de 

diseño. 

6. El diseño y el proceso establecidos constituyen un punto de partida sólido para la 

realización de evaluaciones preclínicas que fortalezcan el desarrollo de vacunas re-

combinantes de nueva generación. 
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