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Resumen 

 

En los últimos años, los biomateriales han tomado importancia en las áreas médicas, 

uno de los campos con mejores perspectivas es el desarrollo de vacunas. La vacunación 

tiene como objetivo proteger a un individuo contra agentes infecciosos al generar una 

respuesta inmune antes de que tenga contacto con el patógeno. Las vacunas actuales 

cumplen su propósito de manera adecuada, sin embargo, tienen algunas limitaciones, tales 

como: vida de anaquel corta, estricto manejo de la cadena fría, algunas tienen el riesgo de 

recuperar su virulencia y la producción puede ser costosa en vacunas recombinantes. Por lo 

anterior, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar las propiedades del péptido amino 

terminal 1-110 aminoácidos de la poliedrina (PH(1-110)) como biomaterial acarreador de 

antígenos. Esta información nos permitirá proponer este biomaterial como acarreador de 

antígenos para mejorar las características de las vacunas. Al péptido PH(1-110) se le fusionó 

la proteína verde fluorescente mejorada (GFP) como modelo de antígeno. En un sistema de 

expresión en baculovirus se obtuvieron nanopartículas (NPs) denominadas PH(1-110)GFP. 

Con un sencillo proceso de lisis y centrifugación se recuperaron partículas con una pureza 

del 80% y con ellas se inmunizaron ratones BALB/c. Al evaluar los sueros se observaron 

títulos altos de anticuerpos IgG específicos a GFP incluso sin el uso de adyuvante. Seis 

meses después se reinmunizaron los mismos ratones con GFP soluble, los títulos de 

anticuerpos incrementaron, sugiriendo que las NPs PH(1-110)GFP generan memoria 

inmunológica. Linfocitos T aislados de bazos de ratones inmunizados con las NPs PH(1-

110)GFP se proliferaron en presencia de la GFP soluble, indicando que además de respuesta 

humoral se produce respuesta celular. NPs PH(1-110)GFP deshidratadas se mantuvieron a 

temperatura ambiente durante un año, después de este tiempo se utilizaron para inmunizar 

ratones y se obtuvo la misma respuesta de anticuerpos que con nanopartículas almacenadas 

a -70°C durante el mismo tiempo, demostrando así la estabilidad que PH(1-110) confiere al 

antígeno fusionado a éste. En conclusión, se propone al péptido PH(1-110) de la poliedrina 

como un sistema acarreador de antígenos para la formulación de vacunas termoestables de 

bajo costo.  

Palabras clave: vacuna, poliedrina, nanopartículas, termoestable 
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Abstract 

 

 In recent years, biomaterials have taken importance in medical areas, one of the 

fields with the best prospects is vaccine development. Vaccination aims to protect an 

individual against infectious agents by generating an immune response before they have 

contact with the pathogen. Current vaccines fulfill their purpose adequately, however, they 

have some limitations, such as: short shelf life, strict management of the cold chain, some 

have the risk of recovering their virulence and the production of recombinant vaccines can 

be expensive. Therefore, the present study aimed to evaluate the properties of the amino 

terminal peptide 1-110 amino acids of polyhedrin (PH(1-110)) as an antigen-carrying 

biomaterial. This information will allow us to propose this biomaterial as an antigen carrier 

to improve the characteristics of vaccines. Green fluorescent protein (GFP) was fused to 

peptide PH(1-110) as a model antigen. In a baculovirus expression system, nanoparticles 

(NPs) named PH(1-110)GFP were obtained. With a simple lysis and centrifugation process, 

particles with 80% purity were recovered and with them BALB/c mice were immunized. In 

the sera tested high titers of GFP-specific IgG antibodies were observed even without the 

use of adjuvant. 6 months later the same mice were reimmunized with soluble GFP, 

antibody titers increased, suggesting that the PH(1-110)GFP NPs generate immunological 

memory. T lymphocytes isolated from spleens of mice immunized with the PH(1-110)GFP 

NPs reacted against soluble GFP, concluding that both the humoral and cellular responses 

are present. Dehydrated PH(1-110)GFP NPs were kept at room temperature for one year, after 

this time they were used to immunize mice and the same antibody response was obtained as 

with particles stored at -70 °C for the same period, demonstrating that the PH(1-110)  peptide 

confers stability to the antigen. In conclusion, the polyhedrin PH(1-110) peptide is proposed 

as an antigen carrying system for the formulation of low-cost, thermostable vaccines. 

 

Key words: vaccine, polyhedrin, nanoparticles, thermostable  
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1.   Introducción 

 

La vacunación ha sido uno de los avances médicos más importantes para la 

humanidad [1]. La Organización Mundial de la Salud (OMS), estima que cada año la 

vacunación salva de 2-3 millones de vidas [2]. Incluso, solo por detrás del agua potable, el 

uso de vacunas se considera como el factor más importante para la reducción de la 

mortalidad por infecciones y parte importante del crecimiento de la población [3]. 

 

1.1   Evolución de las vacunas 

 

 En el área de la vacunación se ha dado un constante trabajo de investigación y 

desarrollo, que ha llevado a la evolución de las vacunas a través de los siglos. El origen de 

la vacunación moderna se remonta al siglo XVIII y se le atribuye a Edward Jenner que, en 

el año de 1796 desarrolló la vacuna contra la viruela publicando sus resultados años 

después (1802) [4]. Posteriormente, surge una nueva era en la vacunación cuando Louis 

Pasteur de manera un tanto fortuita desarrolla la metodología para la atenuación de agentes 

patógenos y en el año de 1880 presenta sus resultados de la vacuna contra el cólera aviar 

(Pasteurella multocida), más adelante desarrolló la vacuna contra la rabia con la cual 

obtuvo mayor fama [3]. Otro avance importante en las vacunas se dio en el año de 1886, 

cuando surge el concepto de las vacunas muertas gracias a los experimentos realizados por 

Daniel E. Salmon y Theobald Smith con la bacteria de la salmonelosis [5]. Con la llegada 

del siglo XX empieza una revolución en las vacunas, se crean los primeros toxoides contra 

la difteria (1923) y el tétanos (1926), además se autorizan las primeras vacunas polivalentes 

para influenza (década de 1940) de Francis y Magill [3, 6] y para la poliomielitis creada por 

Albert Sabin (1954) [7] que fue aprobada hasta 1963, esta última también fue la primera 

vacuna oral con licencia. En las últimas décadas del siglo XX se crearon las vacunas 

conjugadas, y con la llegada de la era de la ingeniería genética y la bioinformática se 

crearon las primeras vacunas subunitarias y recombinantes [3, 8], ya para el siglo XXI se 

aprobaron las primeras vacunas desarrolladas con partículas tipo virus (VLP, por sus siglas 
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en inglés)[9]. En el Cuadro 1, se enlistan a través del tiempo las vacunas aprobadas para 

uso en humanos. 

 

Cuadro 1. Esquema del desarrollo de vacunas humanas (Se indica la fecha de la licencia) 

Viva atenuada Organismo muerto Proteína nativa o polisacáridos Diseñado genéticamente 

Siglo XVIII 

Viruela (1798) 

Siglo XIX 
   

Rabia (1885) Tifoidea (1896)   

 Cólera (1896)   

 Plaga (1897)   

Primera mitad del siglo XX 

Tuberculosis (bacilo 

Calmette- Guérin) (1927) 

 
Tos ferina (1926) 

 
Toxoide diftérico (1923) 

 

Fiebre amarilla (1935) Influenza (1936) 

Tifus (1938) 

Encefalitis por 

garrapatas (1937) 

Toxoide tetánico (1926)  

Segunda mitad del siglo XX 

Polio (oral) (1963) 

 
Polio (inyectada) (1955) 

 
Polisacárido de neumococo (1977) 

 
Hepatitis B antígeno superficial 

recombinante (1986) 

Sarampión (1963) Rabia (cultivo celular) 

(1980) 

Polisacárido de meningococo (1974) Lyme OspA (1998)b 

Paperas (1967) Encefalitis japonesa 

(cerebro de ratón) 

(1992)b 

Haemophilus influenzae tipo b 

polisacárido (1985)b 

Cólera (toxina B recombinante) 

(1993) 

Rubéola (1969) Encefalitis transmitida 

por garrapatas (1981) 

Meningocócico conjugado (grupo C) 

(1999) Reino Unidoa 

 

Adenovirus (1980) Hepatitis A (1996) H. influenzae tipo b conjugado (1987)a 
 

Tifoidea (Salmonella 

Ty21a) (1989) 

Cólera (WC-rBS) 

(1991) 

Hepatitis B (Derivado de plasma) 

(1981) 

 

Varicela (1995)  Polisacárido tifoideo (Vi) (1994)  

Rotavirus (1999)  Tos ferina acelular (1996)  

Cólera (atenuada)b (1994) 
 Ántrax proteínas secretadas (1970)  

Siglo XXI 

Influenza invernal (2003) 

 
Encefalitis japonesa 

(2009) (Células Vero) 

 
Neumococo conjugado (heptavalente) 

(2000)a 

 
Virus del papiloma humano 

recombinante 

(cuadrivalente) (2006) 

Rotavirus (atenuado y nuevo 

reordenamiento) (2006) 

Rotavirus (monovalente) 

(2008)  

Cólera (oral) (2016) 

Cólera (WC 

únicamente) (2009) 
Neumococo conjugado (13-valente) 

(2010) 

Virus del papiloma humano 

recombinante (bivalente) 

(2009) 

 Virus del papiloma humano   

 (9-valente) (2014) 

Meningococo tipo B (factor fH) 

(2014) 

Meningococo tipo B 

(vacunología reversa) (2015) 

Zoster (2006)  Meningococo conjugado 

(cuadrivalente (2005)a 

 

a Polisacárido capsular conjugado con proteínas transportadoras. b Ya no está disponible. 

Modificado de Plotkin y col., 2018 
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1.2   Tipos de vacunas y sus características 

 

 Vacunas inactivadas o muertas: están constituidas por patógenos que no se van a 

replicar, siendo esta una de sus mayores ventajas, además se pueden usar en población 

vulnerable como personas inmunocomprometidas [10]. Los patógenos se amplifican 

principalmente por cultivo celular o huevos y se inactivan por medios químicos como: 

formaldehído, glutaraldehído y β-propiolactona; o por medios físicos como: pH, 

temperatura y luz ultravioleta [11]. La inactivación se da por cambios bioquímicos tanto en 

las proteínas como en el genoma de los patógenos, entre los cambios se encuentran: 

alquilación de ARN y ADN, entrecruzamiento de ADN y ARN con proteínas de la cápside, 

desnaturalización de proteínas de superficie o rompimiento del genoma [12]. Sin embargo, 

tienen algunos problemas asociados. Al ser patógenos inactivados no generan una respuesta 

inmune robusta, por lo que es necesario utilizar adyuvantes [13]. Una inactivación 

deficiente podría generar problemas indeseados. Su manufactura involucra cultivos de 

grandes cantidades del agente infeccioso, lo cual, hace que sean un peligro para el personal 

y el medio ambiente. En el proceso de propagación y purificación de los patógenos, se 

puede contaminar con proteínas no deseadas que pueden llegar a causar reacciones adversas 

como las alergias [14].  

 

 Vacunas atenuadas: son hechas a base de patógenos que se les ha reducido su 

virulencia o la habilidad para causar la enfermedad. La atenuación puede ser por medio de 

pases sucesivos en cultivos celulares, métodos químicos y genéticos [13]. Un beneficio 

importante es que mimetiza la infección natural, su capacidad inmunogénica es más fuerte 

que la de las vacunas inactivadas. Sin embargo, muestran algunas desventajas, son  

termolábiles, si no se logra la atenuación en los patógenos implica un riesgo para los 

individuos, incluso existe el riesgo de revertir la virulencia, siendo este último punto su 

mayor desventaja [10, 15].  

 

 Vacunas fraccionadas y subunitarias (en este apartado se incluyen toxoides, vacunas 

a base polisacáridos y vacunas conjugadas): Las vacunas fraccionadas son formuladas a 
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base de agentes infecciosos desensamblados en sus diferentes componentes. Primero hay un 

proceso de inactivación y posteriormente se fraccionan obteniendo, envoltura externa, 

interna, proteínas de matriz, proteínas nucleares, entre otras, pero la inmunización se realiza 

con el total de fracciones. En el caso de las vacunas subunitarias, una vez inactivados los 

patógenos, se purifican componentes específicos para hacer la vacuna [11, 14]. Los 

toxoides son vacunas elaboradas con la toxina del patógeno a la que se le hace un proceso 

se detoxificación usando métodos químicos, físicos (calor) o ambos. Las vacunas de 

polisacáridos solo incluyen polisacáridos capsulares que son moléculas grandes con 

antígenos repetidos. Por otro lado, las vacunas conjugadas se derivan del enlace covalente 

entre un polisacárido y una proteína portadora que puede ser una toxina de otro patógeno.  

Las ventajas que tienen las vacunas fraccionadas y subunitarias es que no generan la 

enfermedad, menor riesgo de efectos adversos y pueden ser utilizadas en personas 

inmunocomprometidas. Sin embargo, este tipo de vacunas muestran un efecto inmune 

reducido, por lo que necesitan ser administradas con un adyuvante, además la producción 

es más compleja y costosa porque se debe identificar la fracción o componente causante de 

la infección [10, 13, 16].  

 

 Vacunas recombinantes: son vacunas que utilizan proteínas específicas de los 

agentes infecciosos, pero que son producidas utilizando ingeniería genética [10]. 

Secuencias genéticas son clonadas en un plásmido o un bácmido para su posterior 

expresión en algún organismo diferente al original, algunos sistemas pueden ser bacterianos 

[17], virales [18], levaduras [19], células de insecto [20], células de mamífero [21] e incluso 

células de plantas [22]. Este tipo de sistemas tiene muchas ventajas, se obtienen grandes 

cantidades de la proteína de interés, no hay riesgo de generar la enfermedad, mayor 

estabilidad, sin embargo, son costosos los métodos de producción y necesitan un adyuvante 

para potenciar el efecto [10].  

 

 Vacunas VLP: son vacunas recombinantes, pero que se clasifican en un grupo 

específico por sus características. Son partículas que varían en tamaño de 20-1800 nm [23]. 

La cualidad de esta biotecnología es, que mimetiza la morfología de una partícula viral, 
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pero sin contener material genético, lo que es beneficioso porque no se recombinan, no 

mutan y no se replican. Por otro lado, inducen la respuesta inmune desplegando en su 

superficie los antígenos de interés [24, 25], por ser partículas pequeñas les permite llegar 

libremente a los linfonodos y ser fácilmente endocitados por las células presentadoras de 

antígenos (CPA), tanto la respuesta celular como la humoral son estimuladas [26]. Y entre 

sus desventajas se ha observado una respuesta inmune débil [27], por lo que necesitan 

utilizar adyuvantes, lo que lleva a adquirir las desventajas de los adyuvantes. 

 

 Vacunas de vectores vivos: en el campo de la medicina veterinaria, existen vacunas 

que utilizan a un patógeno como vector. Con ayuda de ingeniería genética un agente 

infeccioso lleva la información genética que codifica para proteínas de otros patógeno que 

se quiere combatir [14]. Se han tratado de utilizar vectores virales como los poxvirus [28] y 

herpesvirus [29], bacterianos (salmonella) y protozoarios (Eimeria), sin embargo, los de 

mayor éxito son los virales. Este tipo de vacunas funcionan mimetizando al agente causal 

de interés para genera una respuesta inmune similar a la que se obtiene con agentes 

infecciosos atenuados, ejemplos de vacunas autorizadas son la vacuna contra Newcastle y 

Marek en aves [30], la vacuna contra la mixomatosis y virus hemorrágico en conejos [31]. 

A pesar de la buena respuesta que se ha obtenido, estas vacunas siguen teniendo 

desventajas como el uso de adyuvantes para mejorar la respuesta, son poco estables a 

temperatura ambiente y su costo de producción es elevado [14].  

 

 Vacunas de ácidos nucleicos: al igual que las vacunas de vectores vivos, solo se han 

autorizado para uso veterinario, un ejemplo es la vacuna contra la enfermedad del páncreas 

del salmón [32]. Se basan en el uso de vectores en los que se ha clonado un gen de un 

patógeno de interés para ser posteriormente inyectado y así expresar algunas de sus 

proteínas dentro del huésped, también se utiliza ARN mensajero de forma directa. Sus 

ventajas son que puede imitar la infección natural, no muestran riesgo de infección y 

estimulan tanto la respuesta celular como la humoral, no representa un riesgo para el 

personal que desarrolla las vacunas y son más estables. Sin embargo, la respuesta inmune 

llega a ser débil cuando se utilizan cantidades insuficientes de ácido nucleico, requieren 
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adyuvante, pueden causar autoinmunidad y si bien hay un costo-beneficio, es elevada la 

inversión para su desarrollo [33, 34]. 

 

1.3   Adyuvantes 

 

 Como se describió anteriormente, el propósito principal de la vacunación es montar 

una respuesta inmune para proteger contra un agente infeccioso específico, sin embargo, la 

mayoría de las vacunas subunitarias necesitan utilizar un aditivo para mejorar esta 

respuesta, a excepción de las vacunas atenuadas y algunas inactivadas. Este aditivo se 

conoce como adyuvante, el cual ayuda a estimular una respuesta inmune robusta, de larga 

duración y con dosis menores [35]. Entre los adyuvantes aprobados para su uso en humanos 

y animales se encuentran: 

 

 Sales de aluminio: entre estos adyuvantes se encuentran el hidróxido de aluminio, 

fosfato de aluminio, el sulfato hidroxifosfato de aluminio amorfo [36]. Las sales de 

aluminio se caracterizan por formar un particulado multivalente junto con el antígeno [37]. 

Se ha demostrado que las sales de aluminio estimulan la respuesta Th2 y en menor grado la 

respuesta Th1 [38]. Además, estas sales mejoran la recepción y presentación por las CPA, 

así como la activación del inflamasoma [39]. Aunque estas sales son bien toleradas por las 

personas y animales, han reportado efectos secundarios como, la formación de granulomas, 

alergia, neurotoxicidad y estimulación exacerbada de la producción de IgE [40, 41]. Las 

sales de aluminio se utilizan desde los años 30 y son las más frecuentemente incluidas en 

las vacunas que se utilizan en humanos [36].  

 

 Adyuvantes de emulsión: en un principio las emulsiones utilizadas seguían la 

formula agua-aceite, pero se observaron efectos adversos drástico con en el adyuvante de 

Freund, limitando su uso en algunas vacunas veterinarias, posteriormente se implementó 

otra metodología que son las emulsiones aceite-agua y son las más utilizadas actualmente 

[36].  En este grupo se encuentran el MF59 formado por escualeno, polisorbato 80, trioleato 

de sorbitán y citrato de trisódio dihidratado [42], el AS03 formado por polisorbato 80 y dos 
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aceites biodegradables: el escualeno y DL-α-tocoferol [43]. Este tipo de adyuvante estimula 

respuesta inflamatoria más fuerte que las sales de aluminio, induce activación de células en 

el sitio de inmunización, favoreciendo la endocitosis de antígenos por células presentadoras 

de antígenos, favorece la producción de anticuerpos y tienen efecto depósito [36, 39]. Entre 

sus efectos adversos se encuentran  dolor y hematomas en el sitio de inyección, así como 

dolor muscular [44], por otro lado se ha hecho una asociación entre el AS03 y narcolepsia 

[35]. Además estos adyuvantes tienen un alto costo [45]. 

 

 Adyuvantes basados en agonistas de TLRs: entre estos se encuentran los CpG-

oligodeoxinucleótidos o CpG-ODN que son moléculas sintéticas de ADN con un esqueleto 

de fosforotionato que contienen motivos de CpG no metilados [46]. Entre las características 

de los CpG-ODN se encuentran la inducción de la respuesta Th1, la activación de las CPA, 

la activación del TLR9 que mejora la respuesta celular y humoral y la flexibilidad en las 

vías de administración, por otro lado se cree que podrían llegar a causar enfermedades 

autoinmunes o choque séptico [47]. También en este grupo de adyuvantes se encuentra el 

AS04 que está compuesto por una sal de aluminio más 3-O-desacil-4′-monofosforil lípido 

A (MPL) que se caracteriza por estimular el TLR4, el reclutamiento de células, producción 

de citocinas y en general de promover las respuesta celular y humoral [48]. Como efectos 

adversos al AS04 solo se ha detectado inflamación, enrojecimiento y dolor en la zona de la 

inyección y como síntoma, mialgias [49]. Otra desventaja es su alto costo [45]. 

 

 AS01B: Es un adyuvante de reciente autorización y que se compone de MPL y QS-

21, este último es un extracto de la corteza de un árbol, Quillaja saponaria, estos dos 

compuestos son formulados en liposomas. Este adyuvante estimula la respuesta de células 

T, la producción de anticuerpos, de citocinas y el reclutamiento de células del sistema 

inmunológico, también se le ha atribuido respuesta inmune prolongada [36]. Entre sus 

efectos adversos se encuentran, dolor, inflamación y enrojecimiento en la zona de la 

inyección, también mialgias, fatiga, fiebre y sudoración [50, 51]. 

 

1.4   Desarrollo de vacunas de nueva generación 
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 Aún con los beneficios y los avances que se han hecho en el área de la vacunación, 

ésta sigue representado un desafío e inversión importante para las economías en desarrollo 

y muchas veces son insuficientes sus propios recursos para cubrir los gastos de vacunación 

[52, 53], además estas naciones representan un foco de importancia epidemiológica a nivel 

mundial porque cuentan con el mayor número de personas vulnerables a enfermedades 

infecciosas, lo que puede provocar brotes que lleguen a convertirse en pandemias como la 

de coronavirus del 2019 (COVID-19) [2, 54]. 

 

 De la misma manera que se busca la reducción de los costos de producción, 

distribución y aplicación de las vacunas, también se busca eliminar o disminuir los efectos 

adversos de las vacunas actuales tanto de los antígenos como de los aditivos, 

principalmente los adyuvantes que llegan a generar granulomas, alergias e incluso se les ha 

atribuido efectos neurotóxicos [55, 56]. La OMS (2013) junto con otras organizaciones 

plantearon en su plan de vacunación, la inversión en investigación y desarrollo de nuevas 

tecnologías que mejoren las características de las vacunas, principalmente en disminuir su 

costo, facilitar las vías de administración y aumentar la termoestabilidad, este último punto 

como objetivo principal ya que la cadena fría representa aproximadamente el 80 % del 

costo de las vacunas [58, 59].  

 

En este sentido, se han ido desarrollando una gran variedad de biomateriales que 

hasta el momento muestran propiedades favorables para el desarrollo de vacunas, 

principalmente mejorando la respuesta inmune, la estabilidad y la disminución de efectos 

adversos. 

 

1.5   Biomateriales   

 

 Liposomas: son vesículas esféricas a base de lípidos de aproximadamente 25-1000 

nm, pueden ser artificiales o provenir de algún microorganismo. Los liposomas están 

conformados por una o dos capas de lípidos que contienen en el centro una unidad acuosa. 
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Son biodegradables, biocompatibles y poco tóxicos [60]. Su importancia inmunológica es 

que inducen tanto respuesta humoral como celular, mientras que su efecto adyuvante es que 

forman un sitio de depósito en el lugar de la inoculación y permite presentar los antígenos a 

las CPA [61]. Sin embargo, su producción es costosa, su estabilidad es poca y es dolorosa 

su aplicación [62]. 

 

Polímeros y copolímeros: un polímero se define como una molécula de una 

subunidad repetida. Mientras que los copolímeros son moléculas repetidas de diferentes 

subunidades [63]. Los principales polímeros utilizados en el desarrollo de vacunas se 

pueden dividir en dos, los sintéticos como, el ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA), 

ácido poli-láctico (PLA), polietilenglicol (PEG) y poliestireno, y los polímeros naturales 

como el ácido poli g-glutámico y el quitosano [64]. Los polímeros se pueden preparar como 

sistema de liberación de diferente manera, encapsulando al antígeno, llevándolo en su 

superficie o simplemente mezclado en una solución [63]. De los sintéticos el más utilizado 

y con mejores resultados es el PLGA, ha mostrado no ser tóxico, estimular la respuesta 

tanto celular como humoral, prolonga el periodo de liberación de antígenos y genera 

respuesta inmune por diferentes vías de inmunización, oral, intramuscular, subcutánea entre 

otras. Por otro lado, el quitosano exhibe algunas bondades como no ser tóxico, modificar su 

forma y tamaño fácilmente, muestra un potencial de adyuvante mejor que el aluminio, 

estimula la fagocitosis y es biodegradable [65–67]. 

 

Nanopartículas de proteínas de autoensamblaje (SAPNs) y péptidos de 

autoensamblaje (SAPs): incluyen proteínas virales, proteínas de compartimentos de 

bacterias y ribonucleoproteínas de células eucariontes (vaults). Las vaults contiene 96 

unidades de proteína y tienen un tamaño aproximado de 40 nm de ancho por 70 nm de 

largo, y se ensamblan en forma de barril, el antígeno es empacado dentro cuando se 

mezclan [68]. La ferritina, es una proteína bacteriana que naturalmente forma 

nanopartículas de 24 unidades idénticas de aproximadamente 12 nm [69], han mostrado ser 

excelentes mimetizadores estructurales y antigénicos de virus, lo que hace que sean buenos 

para estimular la respuesta inmune humoral [70]. Las nanopartículas SAPs, son unidades 



10 
 

pensadas para desplegar múltiples copias de antígenos (60 copias en promedio), de 

aproximadamente 25 nm de tamaño [71]. Los antígenos pueden ser agregados en el N- o C- 

terminal de cada monómero del SAP. Estas partículas, han mostrado estimular tanto la 

respuesta humoral como la celular [72]. Un ejemplo de proteína de autoensamblaje es la 

poliedrina, que es una proteína que al autoensamblarse forma la estructura denominada 

poliedra y que es producida por los baculovirus, virus que infectan de manera exclusiva a 

insectos. Esta propiedad de autoensamblaje de la poliedrina en trabajos recientes ha 

demostrado potencial  como acarreador de proteínas,  estimula la producción de anticuerpos 

y en su forma nativa tiene características de termoestabilidad [73, 74]. Las características 

de la poliedrina son deseadas en las vacunas, pero hasta ahora han sido poco estudiadas en 

este campo. 

 

1.6   Baculovirus y su ciclo de vida 

 

Los baculovirus son virus patogénicos de los insectos, que se caracterizan por tener 

un ciclo de vida (Figura 1) en el que se pueden diferenciar dos fases [75], la primera es la 

infección temprana en la que las poliedras o cuerpos de oclusión (OB, por sus siglas en 

inglés oclussion bodies) conteniendo los viriones, son ingeridos por una larva de insecto. 

Dentro del intestino medio, por la acción del pH alcalino y de proteasas se disuelven las 

poliedras, liberándose los virus, los cuales, infectan las células de la pared intestinal, donde 

se replican y de donde son liberados los virus gemados (BV, por budded virus en inglés) 

que llevan membrana celular, y a través de la hemolinfa infectan todas las células del 

insecto. En la segunda etapa, muchos de los virus replicados, entran al núcleo, donde son 

ocluídos en una matriz proteica, a estos virus se les denomina virus derivados de oclusión 

(ODV, por occlusion-derived virus en inglés). Está matriz proteica que forma los OB tiene 

como función proteger a los virus cuando el insecto se descomponga totalmente y estén 

libres en el medio ambiente hasta que otro insecto llegue a ingerirlos [75–77]. 
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Figura 1. Ciclo de vida de los baculovirus. 1) Los cuerpos de oclusión (OB) que se 

encuentran en el ambiente son ingeridos por una larva de un insecto. 2) Los OBs llegan al 

intestino medio de la larva. 3) Por acción del pH alcalino se degradan los OB. 4) Los virus 

liberados de los OBs penetran en las células ayudados por enzimas virales. 5) Las 

nucleocápsides son liberas en citoplasma y el ADN llega al núcleo. 6) El genoma queda 

expuesto y empieza la replicación y traducción de genes tempranos. 7) Ensamblaje del 

genoma dentro de las nucleocápsides. 8) Empieza la infección de otros órganos por los 

BVs. 9) Replicación y traducción de genes tardíos, se acumulan cuerpos de oclusión en el 

núcleo. 10) Lisis celular, muerte del organismo y liberación al ambiente de los OBs. 

Modificado de Haase y col., [78]. 

 

   1.6.1   Poliedras y poliedrina 

  

Los baculovirus de la fase tardía denominados ODVs se encapsulan en un cristal 

denominado cuerpo de oclusión o poliedra, esta estructura tiene la función de proteger y 

mantener viables a los baculovirus en el medio ambiente durante décadas [79]. Las 

poliedras son resistentes a la degradación de condiciones ambientales, incluso dentro del 

intestino del huésped los protege de la degradación enzimática [77, 80, 81]. 
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Las poliedras están formadas casi en su totalidad por una proteína, la poliedrina 

[75]. La poliedrina, dependiendo el baculovirus tendrá diferente número de aminoácidos. 

Sin embargo, para este trabajó se tomó de referencia la poliedrina (Figura 2A) de 

Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), que es una proteína de 

245 aminoácidos (aa) con un peso molecular de ~29 kDa, esta proteína forma trímeros 

(Figura 2B) y al unirse cuatro subunidades de trímeros (dodecaedro) (Figura 2C) forma la 

celda unitaria del cristal que por múltiples repeticiones forma los OBs o poliedras (Figura 

2D) [75, 82–84]. Para que se formen los cuerpos de oclusión es necesario que haya 

interacciones de tipo iónicas, hidrofóbicas y puentes disulfuro (Figura 2) [83, 84]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación de la estructura del cristal de poliedrina y formación de la 

poliedra de núcleopoliedrovirus. A) Representación de los diferentes plegamientos de la 

poliedrina. La región de las hélices centrales H1/2 estabilizan las estructuras tetraédricas. 

Las moléculas se colorean en un gradiente de azul N-terminal a rojo C-terminal (CT). B) 

Ensamble trimérico, cada color representa una molécula de poliedrina. C) Representaciones 

de los grupos tetraédricos, se resalta en el centro la localización y funciones de las regiones 

helicoidales N-terminales. D) Microscopía electrónica de barrido, se muestra la poliedra de 

Wiseana nucleopolyhedrovirus (WNPV). Se observan huellas de virus en las partículas. 

Modificada de Coulibaly y col., [83]. 
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2.   Antecedentes 

 

 La primera poliedra recombinante de la que se tiene registro, fue hecha por el grupo 

de Fraser y col., [85]. En este trabajo insertaron un péptido de 9 aa (aminoácidos 98-106) 

de hemaglutinina del virus de influenza (HA) en diferentes posiciones de la secuencia de la 

poliedrina, lo que lograron fue obtener poliedras con diferentes conformaciones. Muchos 

investigadores a raíz de esto vieron potencial en la poliedra para formular vacunas, 

inmunoensayos, desarrollar insecticidas biológicos y sistemas de expresión de proteínas 

[76]. 

 

 Para 1991, Jarvis y col., [86] descubrieron la región de aminoácidos de la poliedrina 

que es necesaria para que se siga autoensamblando, esta región abarca del aminoácido 19 al 

110  y también identificaron la región que contiene la señal de localización nuclear 

(KRKK, posición 32-35).  

 

Más adelante, Je y col., (2003) [87] fusionaron la proteína verde fluorescente al C-

terminal de la proteína completa de poliedrina, pero lo que observaron fue que no se 

formaba la poliedra, sin embargo,  cuando se combinaba la expresión de la poliedrina 

quimérica con la poliedrina silvestre (wt) sí se lograba obtener poliedras, las cuales se 

podían observar con luz ultravioleta (UV) porque las poliedras ahora tenían fluorescencia 

por la GFP.  

 

Uno de los primeros estudios que evaluó la respuesta inmunológica generada por 

poliedras recombinantes fue llevado a cabo por McLinden y col., (1992) [88], su grupo 

produjo poliedras que contenían un péptido de la hemaglutinina (HA) del virus de la 

influenza en el amino terminal de la poliedrina de AcMNPV. Con las poliedras 

recombinantes se inmunizaron ratones. Primero solubilizaron las partículas y las 

administraron con adyuvante, produciendo así anticuerpos específicos contra la HA. 

Pasaron varios años para que Lee y col., en 2012 [89] evaluaran la inmunogenicidad de la 

glicoproteína E2 del virus de la fiebre porcina clásica. En este estudio utilizaron la poliedra 
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de Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus (BmNPV). Inmunizaron ratones BALB/c con las 

poliedras solubles purificadas, pero solo lograron detectar una pobre respuesta contra el 

antígeno de interés. Ese mismo año Kim y col., [90] fusionaron las glicoproteínas gB y gC 

del virus de pseudorabia a la poliedrina, utilizando el mismo sistema de BmNPV 

expresaron las poliedras recombinantes, ellos no inmunizaron animales, únicamente 

hicieron la evaluación de las partículas in vitro y ambas proteínas fueron reconocidas por 

anticuerpos específicos tanto a poliedrina como a gB y gC .  

 

En nuestro grupo, Sampieri y col., haciendo un análisis de la estructura secundaria 

de la poliedrina identificaron una región importante para su autoensamblaje. La región se 

encuentra en 1-110 aa y están constituida por dos dominios, cada domino formado por dos 

betas plegadas seguidas de una alfa hélice. En el estudio fusionaron la GFP como reportero 

en la región C-terminal del péptido 1-110 aa de la poliedrina (PH(1-110)GFP). Cuando 

coexpresaron PH(1-110)GFP con la poliedrina silvestre (wt) observaron que PH(1-110)GFP era 

incorporada a las poliedras canónicas. También observaron que al expresar de manera 

individual en células de insecto a PH(1-110)GFP se formaban agregados amorfos en el núcleo 

de las células, estos agregados no contenían baculovirus y en su mayoría eran de tamaños 

nanométricos, que podían purificarse con centrifugaciones a baja velocidad [73]. Mientras 

que las poliedras wt son de formas regulares, pueden llegar a medir hasta 2 μm y en su 

interior conservan baculovirus [77]. También se reportó que la inmunización de ratones con 

PH(1-110)GFP generaba anticuerpos contra GFP y no causaba inflamación en el sitio de 

inoculación [91]. Sin embargo, no se exploraron títulos de anticuerpos, isotipos de 

inmunoglobulinas, respuesta celular y respuesta de memoria. 
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3.   Justificación 

 

Las partículas de origen proteico muestran ventajas para ser usadas como sistemas 

de liberación de moléculas. Varios estudios han utilizado estás partículas como 

acarreadores de antígenos con propósitos vacunales. Entre las ventajas que se han 

demostrado en el uso de acarreadores particulados en las vacunas son: la purificación 

basada en centrifugaciones a velocidades relativamente bajas, mejorado la separación de 

otros componentes celulares. Por ser partículas proteicas muestran biocompatibilidad con 

los sistemas biológicos, tanto in vitro como in vivo son bien aceptados. Además, los 

acarreadores ayudan a la estimulación del sistema inmunitario, lo que mejora la respuesta a 

patógenos. También se ha demostrado que algunos acarreadores dan estabilidad a los 

antígenos, impidiendo su fácil degradación. 

 

Las ventajas que presentan los acarreadores particulados de origen proteico 

generalmente no se presentan en las vacunas que están en el mercado. Muchas de las 

vacunas comerciales necesitan métodos especializados para la purificación de los 

antígenos. Para mejorar la respuesta inmunológica, los antígenos son acompañados de un 

adyuvante, sin embargo, los efectos adversos que se han reconocido en vacunas también 

son atribuidos a los adyuvantes. Por otro lado, la estabilidad de las vacunas depende de la 

integridad de la cadena fría, si ésta es vulnerada se pierde la efectividad y se reduce la vida 

de anaquel del biológico.  

 

Se ha demostrado que la molécula proteica PH(1-110) tiene la capacidad de formar 

partículas, y aún después de fusionarle alguna proteína de interés sigue formando 

partículas. La formación de partículas por parte de PH(1-110) podría utilizarse como 

acarreador de antígenos para su uso en vacunas.  Sin embargo, no se ha caracterizado su 

efecto biológico en la respuesta inmune, es decir, si estimula la respuesta humoral, celular y 

de memoria o si presenta efecto adyuvante. De igual manera, no se ha establecido si PH(1-

110) conserva su propiedad de termoestabilidad que se observa en su forma silvestre y si esta 

propiedad es compartida al antígeno fusionado. De confirmarse la termoestabilidad, 
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reduciría el costo que implica la cadena fría. Demostrar los efectos inmunológicos y de 

termoestabilidad de las partículas PH(1-110) servirá para proponer a este péptido como un 

candidato para el desarrollo de vacunas de nueva generación. 
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4.   Hipótesis 

 

Los antígenos integrados en nanopartículas de poliedrina son termoestables y 

generan una respuesta inmune robusta y específica sin necesitar de adyuvantes.  
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5.   Objetivos 

5.1   Objetivo general 

 

 Caracterizar la respuesta inmune y de termoestabilidad de las nanopartículas PH(1-

110)GFP. 

 

5.2   Objetivos específicos 

 

• Producir y purificar nanopartículas de poliedrina PH(1-110)GFP. 

• Evaluar la morfología de PH(1-110)GFP. 

• Determinar la relación dosis respuesta. 

• Evaluar la respuesta inmunológica humoral y celular. 

• Determinar si las nanopartículas generan memoria inmunológica. 

• Evaluar el efecto adyuvante de las nanopartículas de poliedrina.  

• Estimar la estabilidad de las nanopartículas en diferentes condiciones de 

temperatura.  

• Medir la respuesta inmune generada con nanopartículas de diferentes tamaños. 

• Realizar una estimación de la dureza de las nanopartículas PH(1-110)GFP  
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6.   Materiales y métodos   

6.1   Generación de baculovirus recombinantes 

 

La generación de los baculovirus recombinantes se llevó a cabo usando el vector de 

expresión pFastbacTM1 del sistema de expresión de baculovirus Bac-to-Bac® (Thermo 

Fisher). Se obtuvieron las NPs PH(1-110)GFP siguiendo un protocolo previamente publicado 

[73]. Bajo el promotor de la poliedrina (polh) se clonaron las primeras 330 pb de la región 

N-terminal de la poliedrina y en su C-terminal se ligó la secuencia genética de la GFP. El 

promotor y la secuencia de la poliedrina correspondieron al virus Autographa californica 

Multiple Nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Para la generación de la poliedra quimérica 

PH-wt-GFP se utilizó el vector de expresión pFastbacTM Dual (Thermo Fisher), siguiendo 

el protocolo de Sampieri y col., [73], se clonó bajo el promotor p10 la poliedrina wt y bajo 

el promotor polh la PH(1-110)GFP. Los baculovirus obtenidos se amplificaron, purificaron y 

titularon siguiendo el protocolo del proveedor (Thermo Fisher). 

 

6.2   Cultivo celular y propagación de baculovirus  

 

 La propagación y titulación de los baculovirus se realizó en la línea celular 

Spodoptera frugiperda, Sf9 (ATCC®). Las células se mantuvieron en medio Grace 

suplementado (Thermo Fisher) con suero fetal bovino (SFB) inactivado al 10%, 

lactoalbúmina 3.30 g/L, extracto de levadura 3.33 g/L, ácido plurónico F-68 1 g/L y 

antibiótico-antimicótico 10 mg/L. Para la producción de las partículas, las células SF9 

(2x10^6 cel/ml) se infectaron con una multiplicidad de infección (moi) de 10 con los 

baculovirus recombinantes y se mantuvieron a 27°C en agitación a 100 rpm durante. 

 

6.3   Purificación de NPs PH(1-110)GFP 

   6.3.1   Purificación por centrifugación 

 

Cumplidas las 72 horas post infección (hpi) se centrifugaron los cultivos a 4200 g 

durante 15 min para recuperar los virus y obtener el botón celular. Los botones de células 
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se suspendieron en solución salina tamponada (PBS; NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, 

Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH 7.4), se lisaron mediante sonicación, con 5 ciclos 

de 20 s x pulsos de 20-30 W (Qsonica 700). Entre cada ciclo se dejó 5 minutos en hielo. Se 

realizaron 5 lavados con PBS a los lisado hasta obtener las NPs PH(1-110)GFP por 

centrifugación a 14000 g y finalmente se suspendieron en PBS.  

 

   6.3.2   Cuantificación de NPs PH(1-110)GFP 

 

 Las partículas PH(1-110)GFP que se obtuvieron para todos los experimentos se 

cuantificaron usando PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher), un ensayo basado 

en la reducción de cobre y la detección colorimétrica del ácido bicinconínico (BCA). 

 

   6.3.3   Electroforesis de proteína  

 

 Se mezclaron por separado partículas PH(1-110)GFP y GFP soluble (Merck 

Millipore) con 5 × Laemmli buffer (50 mM Tris-HCL, 3% SDS, 1% β-mercaptoetanol, 

20% glicerol, 0.7% azul de bromofenol, pH 6.8). Las proteínas fueron separaron en gel de 

electroforesis de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) al 12% a 85 V por 2 h 30 min y fueron 

teñidas usando Coomassie brilliant blue R-250. Para el experimento de los diferentes 

gradientes se siguió el mismo protocolo. 

 

   6.3.4   Identificación de las proteínas por Western blot 

 

Después de correr un SDS-PAGE las proteínas fueron transferidas a una membrana 

de nitrocelulosa (Merck Millipore) durante 1 h a 100 V en cámara húmeda usando solución 

amortiguadora de transferencia (48 mM Tris base, 39 mM glicina, 0.037% SDS, 20% 

metanol). La membrana fue bloqueada con 5% de leche sin grasa en solución 

amortiguadora de Tris (TBS; 50 mM Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NaCl) durante toda la noche 

(ON). Después se colocó el anticuerpo primario específico a GFP (Clontech). El anticuerpo 

fue usado a una dilución de 1:2000 in TBS-T (0.05% Tween) y 0.5% de leche sin grasa, fue 
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incubado durante 3 horas en agitación a temperatura ambiente (RT). Terminada la 

incubación se lavó la membrana 3 veces con TBS-T durante 15 min y se colocó el 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) específico a IgG de ratón 

(Sigma-Aldrich) a una dilución 1:5000 in TBS-T y 0.5% de leche sin grasa. El anticuerpo 

secundario fue incubado 1h a RT. La lectura de la membrana se realizó utilizando el 

sustrato SuperSignal® West Femto (Thermo Fisher), la señal se detectó con el equipo C-

Digit Blot scanner (LI-COR, USA) y el programa Image. 

 

   6.3.5   Evaluación de pureza e integridad de las nanopartículas  

 

La pureza e integridad de NPs PH(1-110)GFP frescas y aquellas almacenadas a RT 

durante 2 años (experimento descrito más adelante) fue llevada a cabo utilizando el equipo 

Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA), equipado con Protein 230 assay 

kit y el programa de análisis Agilent 2100 expert (Agilent technologies, USA). Se realizó 

una microelectroforesis siguiendo el protocolo descrito anteriormente [92] y con las 

indicaciones del desarrollador.  

 

6.4   Caracterización morfológica de las partículas PH(1-110)GFP 

   6.4.1   Microscopía confocal de células infectadas  

 

 Siguiendo el protocolo descrito anteriormente [73], se recuperaron células SF9 

infectadas 72 hpi, se lavaron con PBS e incubaron durante 5 minutos con DAPI (4´, 6-

diamino-2-phenylindole) para marcar el núcleo a una dilución 1:1000 y fueron fijadas en 

portaobjetos con medio de montaje fluorescente DAKO. La GFP se excitó a 473 nm y 

DAPI fue excitado a 405 nm. La fluorescencia de emisión fue colectada a 510 nm para GFP 

y 420 nm para DAPI. Las imágenes fueron tomadas con el microscopio confocal Fluoview 

FV10i (Olympus®, Japan), usando el objetivo de inmersión 60 × NA 1.35 

(UPLSAPO60XO). Para la edición de las imágenes se utilizó el programa, FV10ASW. 
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   6.4.2  Microscopía electrónica de transmisión (TEM, Transmission Electron Microscopy) 

en células 

 

La TEM de células SF9 infectadas con baculovirus recombinantes PH(1-110)GFP se 

llevó a cabo utilizando el siguiente protocolo [73]., brevemente, se centrifugaron las 

células. El botón celular se lavó solución amortiguadora de cacodilato (0.08 м, pH 7.4) y 

fijó con 0.6% de glutaraldehído y 0.4% de paraformaldehído en solución de cacodilato por 

10 min. Post-fijación fue hecha con 1% de tetróxido de osmio en solución de cacodilato. 

Las células fueron incluidas en una resina epóxica en donde se realizaron cortes de 90 nm 

de espesor y fueron contrastadas con acetato de uranilo al 1% por 10 min y con citrato de 

plomo por 2.5 min. Para observar las muestras se utilizó el equipo JEOL JEM 12,000 EXII 

a 80 kV (Jeol USA, EUA).  

 

   6.4.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope) de 

nanopartículas purificadas 

 

Las partículas purificadas fueron fijadas con glutaraldehído al 2.5% en solución 

amortiguadora de fosfatos (0.1 м, pH 7.4), seguido de una post-fijación con 1% de 

tetróxido de osmio en solución de fosfatos, después se deshidrataron con gradientes de 

alcohol, finalmente las muestras fueron secadas a punto crítico y recubiertas con oro para 

su observación de acuerdo al protocolo descrito anteriormente por Sampieri y col., [73]. 

Para la observación se utilizó el equipo JEOL JSM 5410LV (Jeol USA, EUA).  

 

   6.4.4   Determinación de tamaños por análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA, 

Nanoparticle tracking analysis) 

 

Se determinó el tamaño de la NPs utilizando el equipo NanoSight instrument 

(Malvern Panalytical, UK). Las NPs PH(1-110)GFP suspendidas en 1 ml de agua estéril 

fueron inyectadas dentro de una cámara recipiente. Se indicó al equipo realizar 5 lecturas 

por cada muestra procesada para obtener los promedios de tamaños. El programa 
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NanoSight (Malvern Panalytical, UK) determinó el coeficiente de difusión de las partículas 

tomando de referencia el centro de estas y haciendo seguimiento de su movimiento 

Browniano en tiempo real. El programa basado en la ecuación de Stokes-Einstein calculó el 

tamaño de las partículas [93, 94]. 

 

   6.4.5   Experimentos de recuperación de la fluorescencia después de fotoblanqueo 

(FRAP, Fluorescence recovery after photobleaching) de NPs PH(1-110)GFP   

 

Se desarrolló utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Axio 

observer.Z1/7) con el objetivo Plan-Apochromat 63 × / 1.40 de aceite DIC M27 (Carl 

Zeiss, Germany). Para fotoblanquear a las NPs se seleccionó una región de interés (ROI) en 

cada una de ellas y se expuso esta región a un láser de Ar+ de 488 nm con 100% de 

intensidad relativa. El fotoblanqueo duró 2 s aproximadamente, las imágenes se tomaron a 

intervalos de 4 min durante 2 h (pinhole de 40.96 µm). Para la detección se utilizó una 

longitud de onda de 510 nm. La intensidad del láser para tomar las imágenes fue de 1% 

para evitar fotoblanqueo. Las imágenes fueron analizadas con la ayuda del programa ZEN 

2012 (blue edition, Carl Zeiss, Germany) Las imágenes finales y el video fueron editados 

con el programa ImageJ 1.52n (NIH, USA). Como control de la recuperación de la 

fluorescencia se utilizaron partículas quiméricas PH-wt-GFP. 

 

6.5   Animales de experimentación 

 

Todos los animales que se utilizaron durante el desarrollo del proyecto fueron 

provistos por el Bioterio del Instituto de Fisiología Celular, de la UNAM. El protocolo para 

el uso de animales en la investigación fue aprobado por el Subcomité Institucional para el 

Cuidado y Uso de Animales Experimentales (SICUAE) de la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia, UNAM (Protocolo número DC-2017/2-3) y por el Comité Interno 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorios (CICUAL) del Instituto de Fisiología 

Celular, UNAM (Protocolo número LVD102(66)-16). Para el cuidado, alimentación y 
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manejo de los animales se siguieron los lineamientos establecidos por el SICUAE, 

CICUAL y por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

 

 6.6   Inmunización y toma de muestras 

 

Para todos los experimentos se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas 

de edad. La vía de inmunización fue intramuscular (i.m.) con un volumen final de 50 μl. 

Los grupos de ratones recibieron dos inmunizaciones (día 0 y 14), en casos excepcionales 

se especifica en la metodología. La toma de muestra de sangre se realizó en intervalos de 

dos semanas iniciando en el día 0 hasta el final del experimento. Las muestras fueron 

centrifugadas para obtener el suero que posteriormente se congeló a -20 °C. El análisis de 

los sueros se realizó con un ensayo por inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA). En cada 

estudio se describen características particulares. 

  

6.7   Dosis respuesta 

 

Se inmunizaron cinco grupos experimentales con 5 ratones cada uno. Los 

tratamientos fueron los siguientes: grupo 1: PH(1-110)GFP 25µg (una dosis); grupo 2: PH(1-

110)GFP 25µg (dos dosis); grupo 3: PH(1-110)GFP 100µg (una dosis); grupo 4: PH(1-110)GFP 

100µg (dos dosis) y grupo 5: PBS (grupo control). Se tomaron muestras de sangre en 

intervalos de dos semanas durante 6 meses. 

 

6.8   Evaluación del efecto adyuvante 

 

Se comparó el efecto adyuvante de las NPs PH(1-110)GFP contra el hidróxido de 

aluminio (Alum) (InvivoGen, cat. no vac-alu-250). Con los resultados del ensayo previo se 

decidió seleccionar el tratamiento NPs PH(1-110)GFP 25µg para los experimentos 

posteriores. Cinco grupos de animales con 5 ratones cada uno fueron inmunizados de la 

siguiente manera: grupo 1: GFP 25µg; grupo 2: GFP 25µg + Alum; grupo 3: PH(1-110)GFP 

25µg; grupo 4: PH(1-110)GFP 25µg + Alum; y grupo 5: PBS + Alum como grupo control. La 
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dilución usada para el Alum fue 1:1. Se tomaron muestras de sangre para recuperar el suero 

en intervalos de 2 semanas durante 24 semanas para medir la respuesta de inmune de 

anticuerpos y en la semana 4, 16 y 24 se evaluaron títulos de anticuerpos. 

 

   6.8.1   Evaluación de memoria inmunológica generada por las partículas PH(1-110)GFP 

 

En la semana 24 del experimento descrito en el apartado anterior, una vez que los 

títulos de los anticuerpos alcanzaron un nivel cercano al basal, los ratones de todos los 

grupos fueron reinmunizados con 5µg de GFP soluble sin adyuvante a modo de desafío1. Se 

obtuvieron muestras de suero al día 4, 7, 14 y 21 post-reinmunización.  

 

   6.8.2 Tipo de respuesta inmune: TH1/TH2  

 

 Una vez que se determinó la respuesta inmune de memoria, los sueros de la semana 

8 fueron utilizados para determinar el tipo de respuesta inmune, celular o humoral.  Se 

midieron por ELISA los subtipos IgG2a e IgG2b que indican la estimulación de la 

respuesta celular y el subtipo IgG1 que indica respuesta humoral [95, 96]. Finalmente, se 

obtuvo la relación IgG2a/IgG2b para determinar el tipo de respuesta que predomina.  

 

6.9   Evaluación de la respuesta celular 

   6.9.1   Inmunización de ratones 

 

 
 

 

1 La GFP no es una proteína de un patógeno, sin embargo, se siguió el procedimiento de un experimento de 
desafió. 
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Se inmunizaron 5 grupos de ratones (3 ratones por grupo) de la siguiente manera: 

grupo 1: PH(1-110)GFP 25 μg; grupo 2: PH(1-110)GFP 25 μg + Adyuvante y grupo 3: GFP 25 

μg; grupo 4: GFP 25 μg + Adyuvante 5: PBS + Adyuvante. Para este experimento se 

empleó el Adyuvante Completo de Freund (CFA) (Sigma-Aldrich) y Adyuvante 

Incompleto de Freund (IFA) (Sigma-Aldrich). La primera inmunización se realizó con CFA 

y el refuerzo con IFA. Se empleó el Adyuvante de Freund porque a diferencia del hidróxido 

de aluminio se ha observado mayor estimulación de la respuesta celular [39, 67]. Las 

muestras de sangre fueron tomadas durante 6 semanas en intervalos de 2 semanas. 

 

   6.9.2   Ensayo de linfoproliferación 

 

 Se realizó la eutanasia a los ratones en la semana 6. Se diseccionaron los bazos y se 

obtuvieron los esplenocitos mediante perfusión con medio RPMI 1640 (Thermo Fisher). 

Las células fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 suplementado y se incubaron con 5-

(y-6)-Carboxifluoresceína succinimidil éster (CFSE) (Thermo Fisher) como previamente 

fue descrito [97]. Posteriormente, las células se colocaron en microplacas de fondo plano (5 

× 105 células/pozo) y fueron estimuladas con concanavalina a (ConA) (3 µg ml−1) como 

control de proliferación celular, GFP (10 µg ml−1), PH(1-110)GFP (10 µg ml−1) o albúmina 

(10 µg ml−1) como antígeno no relacionado. Las placas se incubaron durante 5 días a 37 °C 

en una atmósfera húmeda con 5% de CO2. 

 

   6.9.3   Citometría de flujo 

 

La proliferación celular se evaluó siguiendo protocolos ya establecidos [97, 98]. 

Después de 5 días las células fueron levantadas y los linfocitos T se marcaron con anti-CD3 

conjugado con Ficoeritrina Cianina 5.1 (PE-Cy™5) (BD Biosciences). La proliferación fue 

determinada por la pérdida progresiva de la fluorescencia de CFSE en cada división celular. 

Los resultados fueron expresados en porcentaje de proliferación. Para el análisis de la 

citometría se utilizó el equipo Attune® Acoustic Focusing Cytometer (sistema azul/rojo) 

(Thermo Fisher, USA) con el programa Attune® Cytometric Software (Thermo Fisher, 
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USA), al menos 10,000 eventos fueron colectados. El análisis final de los datos fue hecho 

usando FlowJo 7.6.2 software (FlowJo LLC, USA). 

 

6.10   Evaluación de la termoestabilidad de PH(1-110)GFP 

 

NPs PH(1-110)GFP fueron separadas en alícuotas de 600 μg cada una y se 

almacenaron en las siguientes condiciones de temperatura: 1) Temperatura ambiente 

deshidratadas (RTD); 2) Temperatura ambiente suspendidas en PBS (RT); 3) 4 °C; 4) 

−20 °C y 5) −70 °C. Después de 1, 3, 6 y 12 meses de mantener las NPs en las diferentes 

condiciones, se tomó una alícuota de cada condición y se inmunizaron ratones, un grupo 

por cada condición más un grupo control (PBS), con 5 ratones por grupo. Las NPs RTD 

fueron deshidratadas usando el vacufugeTM concentrator 5301 (Eppendorf, Germany) a una 

fuerza centrífuga de 240 g a 30 °C por 30 min y fueron resuspendidas en PBS antes de ser 

inyectadas. En este experimento no se utilizó adyuvante. Las muestras de sangre se 

tomaron en intervalos de 2 semanas durante 2 meses.  

 

6.11   Experimentos con partículas de diferentes tamaños  

   6.11.1   Separación de NPs PH(1-110)GFP por gradientes de sacarosa  

 

Las NPs PH(1-110)GFP se separaron en un gradiente discontinuo de sacarosa. Para 

formar el gradiente discontinuo se utilizaron 3 concentraciones diferentes de sacarosa: 40%, 

50% y 60% (w/v) en agua destilada. En la parte superior de los gradientes se colocaron los 

lisados, se realizó una ultracentrifugación a 17738 g (SW 40 ti rotor; Beckman Coulter) por 

10 min a 4°C. Se recuperaron las NPs PH(1-110)GFP de los diferentes gradientes y se 

realizaron 3 lavados con PBS. 

 

   6.11.2   Microscopía confocal de NPs 

 

Las NPs PH(1-110)GFP purificadas fueron fijadas con DAKO en portaobjetos (76x26 

mm). Para obtener las imágenes se utilizó un Microscopio Olympus® IX81 invertido de 
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campo amplio con objetivo de aceite de inmersión NA 60 × 1.42 (Andor Technology South 

Windsor, CT, EE. UU.). Los filtros usados de excitación y emisión fueron 470 y 520/40 nm 

respectivamente. Las imágenes se analizaron con el software ImageJ (NIH, USA). 

   6.11.3   Respuesta inmune inducida por partículas PH1-110GFP de diferentes tamaños 

 

Las partículas separadas en el gradiente discontinuo de sacarosa, fueron 

inmunizadas a grupos de ratones de 5 individuos: grupo 1: PH(1-110)GFP gradiente 40%; 

grupo 2: PH(1-110)GFP gradiente 50%; grupo 3: PH(1-110)GFP gradiente 60%; grupo 4: PH(1-

110)GFP gradiente >60%; grupo 5: PH(1-110)GFP mezcla de gradientes y grupo 6: PBS. 

Todos los tratamientos fueron inyectados sin adyuvante. Se recolectaron muestras de sangre 

durante 10 semanas cada 14 días. 

 

6.12   Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA) 

 

Para determinar los anticuerpos IgG y los subtipos de IgG específicos a GFP, los 

sueros fueron evaluados por ELISA indirecta. Microplacas de 96 pozos fueron tapizadas 

con 50 µL de GFP a una concentración de 1 µg mL−1 en 0.1 м de solución amortiguadora 

de bicarbonato de sodio (pH 9.2) a 4 °C durante toda la noche. Las microplacas se lavaron 

5 veces con 200 µL de PBS con 0.2% Tritón X-100, se bloquearon posteriormente con 300 

µL por pozo de PBS-Tritón + 5% de leche sin grasa por 1 h a 37 °C. Se repitieron los 

lavados y se colocó en cada pozo 50 µL de cada uno de los sueros de ratone diluidos 1:100 

en solución de bloqueo (para los experimentos de los diferentes tamaños de partículas se 

utilizó una dilución 1:400), se incubaron las placas 1 h a 37 °C. Nuevamente se realizaron 5 

lavados y fueron agregados 50 µL de anticuerpo secundario anti-IgG de ratón (Sigma-

Aldrich, USA) a una dilución 1:5000. Para los diferentes isotipos de IgG se utilizó anti-

IgG1 de ratón (Thermo Fisher, USA) diluido 1:3000, anti-IgG2a de ratón (Abcam, UK) o 

anti-IgG2b de ratón (Thermo Fisher, USA) diluido 1:3000, todos conjugados con HRP. 

Colocado el anticuerpo secundario se incubaron 1 h a 37 °C. 5 lavados más se realizaron y 

se agregó 50 µL a cada pozo del sustrato 3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina (TMB) y se 

incubaron a RT por 20 min. Para detener la reacción se agregaron 50 µL de una solución 
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0.16 м de ácido sulfúrico. Finalmente, para hacer la lectura de las placas se utilizó el equipo 

multiskan FC 3.1 (Thermo Fisher, USA) con un filtro de 450 nm. Para la titulación de los 

sueros se realizaron diluciones dobles seriadas iniciando en 1:50 siguiendo el protocolo 

descrito. 

 

6.13   Análisis estadístico 

 

Los resultados fueron expresados como la media ± SD. Todos los experimentos 

fueron repetidos al menos una vez con resultados comparables. Se utilizó la prueba 

estadística ANOVA de dos vías para analizar los datos y las de Tukey o Dunnett como 

pruebas post-evaluación para la corrección de comparaciones múltiples. En el experimento 

de FRAP para obtener el porcentaje de recuperación de fluorescencia, el valor inicial del 

fotoblanqueo (10 min) se restó al valor obtenido al final del experimento (140 min). Para 

calcular las diferencias en el FRAP se utilizó la prueba estadística t de Student de dos colas, 

no pareadas. Se calculó área bajo la curva en porcentaje para comparar poblaciones de 

partículas con respecto a su tamaño.  En la titulación de anticuerpos para determinar el 

punto de corte se utilizó la metodología previamente descrita [99]. Para determinar el 

porcentaje de proliferación, el valor obtenido en el grupo PBS+Alum se restó a los demás 

grupos. Un valor de p <0.05 fue considerado estadísticamente significativo. * p <0.05; ** p 

<0.01; *** p <0.001 y ns = no significativo. Todos los análisis estadísticos se realizaron 

con el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad software, USA). 
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7.  Resultados 

7.1   Expresión de la proteína de fusión PH(1-110)GFP de 42 kDa  

 

 La construcción genética de GFP unida al C-terminal de la proteína poliedrina (1-

110 aa) bajo el promotor de expresión tardía polh (Figura 3A), se clonó en el vector de 

transferencia pFastBac1® para generar baculovirus recombinantes, estos al infectar células 

de insecto permitieron la expresión de la proteína de fusión PH(1-110)GFP, que forma 

nanopartículas como se observa más adelante en la Figura 5A. Para comprobar la 

expresión de la proteína de fusión, se realizaron SDS-PAGE y Western Blot en el que se 

observó la presencia de la GFP fusionada a la poliedrina (Figura 3B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Expresión de la proteína de fusión PH(1-110)GFP en un sistema de 

baculovirus. A) Esquema del casete de expresión de poliedrina (PH(1-110)) fusionada con 

GFP. B) Se muestra SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie y Western Blot de la 

expresión de la poliedrina recombinante usando un anticuerpo anti-GFP. Peso molecular de 

la GFP ~28 kDa y peso molecular de la proteína de fusión PH1-110GFP ~42 kDa. 

M=Marcador de peso molecular. 

 

7.2   Purificación de las nanopartículas por centrifugación 

 

 Las nanopartículas se obtuvieron con alta pureza después de pasos sencillo de 

lavados y centrifugación como se observó en el SDS-PAGE (Figura 3B). Para cuantificar 

la pureza se realizó una microelectroforesis con un Bioanalizador en el que se detectó la 
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banda mayoritaria correspondiente a PH(1-110)GFP (Figura 4A) con una pureza del 80% 

(Figura 4B). Esta pureza se consiguió sin la necesidad de equipo sofisticado o métodos 

complejos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Evaluación de la pureza de NPs PH(1-110)GFP obtenidas por centrifugación. 

A) Se muestra la microelectroforesis de las NPs PH(1-110)GFP. B) Los datos obtenidos con 

el bioanalizador se graficaron para obtener el promedio de porcentaje de pureza. La barra 

de error indica la media ± SD (n = 3). 

 

7.3   La fusión de GFP a la poliedrina (PH(1-110)) resulta en la formación de partículas 

 

Por microscopía confocal se observó la formación de partículas fluorescentes por la 

correcta expresión y plegamiento de la GFP y por la propiedad de autoagregación del 

péptido PH(1-110). Se observaron las partículas únicamente en el núcleo (marcado con DAPI) 

de células de insecto (Figura 5A). Con la microscopia electrónica de trasmisión (TEM) 

(Figura 5B) y de barrido (SEM) (Figura 5C) se advierte que las partículas son de 

estructura compacta, sin virus, de tamaños diferentes (nano y micropartículas) y morfología 

irregular. 
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Figura 5. Caracterización morfológica de las partículas PH(1-110)GFP. A) Microscopia 

confocal mostrando la expresión y acumulación de las partículas (en verde) en el núcleo 

(DAPI en azul) de las células de insecto (SF9), 72 horas post infección cuando se logra la 

máxima expresión. B) TEM muestra las partículas compactas e irregulares. C) SEM 

muestra partículas de diferentes tamaños y formas irregulares. 

 

 El límite de difracción de la luz (200nm) no nos permite evaluar el tamaño de las 

partículas más pequeñas por microscopia confocal y al ser partículas irregulares 

dependiendo el corte o la posición SEM y TEM solo nos pueden dar un tamaño 

aproximado. Además, la preparación de las partículas para microscopia puede afectar a las 

partículas. Para determinar con mayor precisión los tamaños de partículas que forma PH(1-

110)GFP se realizó un Análisis de Seguimiento de Partículas (NTA). Como se puede 

observarse en la gráfica de la Figura 6A, hay mucha variación en el tamaño de las 
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partículas desde 50 nm a 1000 nm. El 80% de las partículas se encuentran en el rango de 

50-250 nm (Figura 6B). 

 

 

 

Figura 6. Determinación del tamaño de partículas formadas por la expresión de PH(1-

110)GFP. A) La evaluación de partículas con el NTA muestra las diferentes poblaciones de 

tamaños (picos) de partículas en 1 mL de solución. B) Área bajo la curva (porcentaje) del 

total de partículas y de la población mayoritaria.  Las líneas punteadas indican la SD.  

 

 Para determinar si las NPs son cristales se utilizó la técnica de FRAP (Figura 7A). 

Partículas sólidas como los cristales muestran mayor rigidez y por lo tanto la difusión de 

moléculas en estás estructuras es lenta o nula [100]. Las partículas wt (PH-WT-GFP) al ser 

un cristal, no recuperaron la fluorescencia después de fotoblanquear la GFP. Sin embargo, 

las NPs PH(1-110)GFP morfológicamente diferentes a las wt mostraron recuperación de la 

fluorescencia en un 5% aproximadamente Figura 7B.  
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Figura 7. Recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueo (FRAP) en NPs 

PH(1-110)GFP y PH-WT-GFP. A) Las imágenes de microscopia confocal muestran la 

secuencia de FRAP. En el extremo izquierdo se muestran las partículas PH-WT-GFP 

(arriba) y las nanopartículas PH(1-110)GFP (abajo). En el centro se muestran las partículas 

después del fotoblanqueo y con una flecha roja se señala la zona del fotoblanqueo. En el 

extremo derecho se muestran imágenes 140 minutos después de iniciado el FRAP. B) 

Porcentaje de fluorescencia recuperada después del fotoblanqueo. Las barras de error 

indican la media ± SD; n = 10 para PH-WT-GFP; n = 14 para PH(1–110)GFP. *** p < 0.01 (t 

de Student de dos colas). 
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7.4   Una segunda inmunización con NPs PH(1-110)GFP mejora la respuesta de anticuerpos  

 

Se evaluaron una y dos dosis de dos concentraciones (25 y 100 µg) de NPs PH(1-

110)GFP en ratones siguiendo el esquema de la Figura 8A, se eligieron estas dosis porque se 

había reportado que con dosis de 10 µg la respuesta era poca y corta duración [101]. Al 

evaluar una sola dosis (Figura 8B) con las concentraciones indicadas, se observó una 

respuesta duradera por más de 24 semanas, con ligero incremento en la respuesta con 100 

µg, pero sin diferencia estadística (p <0.001). Al evaluar dos dosis (Figura 8C), se observó 

el mismo comportamiento que con una sola dosis. Los dos tratamientos, 25 µg y 100 µg 

generaron la misma respuesta de anticuerpos durante las 24 semanas, pero con dos dosis la 

respuesta se establece desde la semana 4 (p <0.001), en comparación con la respuesta de 

una sola dosis que va incrementando gradualmente. La respuesta resultó ser igual entre 25 y 

100 µg, pero mejor con 2 dosis por lo que se decidió realizar los siguientes experimentos 

con 25 µg x 2 dosis de NPs PH(1-110)GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Comparación de la respuesta de anticuerpos de NPs PH(1-110)GFP en 

concentraciones y dosis diferentes. A) Se muestra el esquema de inmunización y de toma 
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de muestras de sangre. B) Evaluación de la respuesta de anticuerpos específicos a la GFP 

inducida por una dosis de 25 µg o de 100µg de PH(1-110)GFP. C) Comparación de la 

respuesta de anticuerpos IgG contra GFP producidos por dos dosis de 25 o de 100µg de 

PH(1-110)GFP. La barra de error indica la media ± SD (n = 5). *** p <0.001; ns = no 

significativo. (ANOVA de dos vías, Tukey post-test). 

 

7.5   Las NPs PH(1-110)GFP muestran el mismo efecto adyuvante que el hidróxido de 

aluminio (alum) 

 

 Se comparó la respuesta inmune humoral generada por NPs PH(1-110)GFP y la GFP 

administradas con y sin adyuvante siguiendo el esquema de inmunización descrito en la 

Figura 9A. Las inmunizaciones con adyuvantes de ambos antígenos provocaron respuestas 

inmunes por anticuerpos similares, mientras que la respuesta inmune de NPs PH(1-110)GFP 

sin adyuvante en la semana 16 alcanzó la misma respuesta que los tratamientos con 

adyuvante. Por otro lado, la GFP soluble mostró ser una proteína poco inmunogénica con 

niveles de anticuerpos bajos y de corta duración (Figura 9B). De manera sorprendente el 

efecto adyuvante de PH(1-110)GFP se igualó al de hidróxido de aluminio que, si bien no es 

de los más potentes, sí es el principal adyuvante en las vacunas de uso en humanos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Comparación de la respuesta de anticuerpos producida por NPs PH(1-

110)GFP y GFP soluble. A) Se muestra el esquema de inmunización de ratones y los 

tiempos de toma de muestra de sangre. B) Evaluación de la respuesta de anticuerpos contra 

GFP en ratones inmunizados con PH(1-110)GFP y GFP soluble con y sin adyuvante. La barra 

de error indica la media ± SD (n = 5). *** p <0.001; ns = no significativo. (ANOVA de dos 

vías, Tukey post-test).  
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 Para comparar a detalle la respuesta de anticuerpos inducida por los diferentes 

tratamientos con y sin adyuvante, se titularon los anticuerpos en tres diferentes tiempos. La 

primera titulación fue en la semana 4 (Figura 10A) una vez reflejada la respuesta de las dos 

inmunizaciones, en la que se observó un título de anticuerpos de 1:12800 alcanzado por las 

NPs PH(1-110)GFP sin adyuvante. Para la semana 14 (Figura 10B) se registró el título más 

alto alcanzado por los anticuerpos generados por NPs PH(1-110)GFP y para la semana 24 

(Figura 10C) el título observado fue de 1:6400 para el tratamiento con NPs PH(1-110)GFP 

sin adyuvante. Es clara una respuesta mayor en los tratamientos con adyuvante a lo largo de 

todo el tiempo, sin embargo, es de resaltar el efecto adyuvante que tienen las NPs PH(1-

110)GFP cuyo efecto se extiende al menos por 24 semanas y que al igual que el hidróxido de 

aluminio (un adyuvante estandarizado) en ese punto empieza a disminuir el título de 

anticuerpos. 
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Figura 10. Titulación de anticuerpos producidos por NPs PH(1-110)GFP y GFP con y 

sin adyuvante. A) Se muestran los títulos de anticuerpos alcanzados a la semana 4 post-

inmunización. B) Títulos de anticuerpos alcanzados a la semana 14. C) Títulos de 

anticuerpos que permanecen hasta la semana 24. La línea gris muestra el punto de corte 

para determinar el título de anticuerpos. Dilución doble seriada. La barra de error indica la 

media ± SD (n = 5). 

 

7.6 La inmunización con NPs PH(1-110)GFP responde al desafío contra GFP 

 

 A los ratones, cuyos títulos de anticuerpos específicos a GFP se habían 

determinado, se les realizó un experimento tipo desafío para tener una aproximación a la 

respuesta inmunológica de memoria [102, 103]. Como se observó en el experimento previo, 

los niveles de anticuerpos en sangre disminuyeron en la semana 24 razón por la cual en este 
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punto se realizó un experimento de desafío que consistió en lo siguiente: a todos los 

ratones, sin importar el tratamiento administrado previamente, se les inyectó GFP soluble 

(una quinta parte del tratamiento previo) libre de PH(1-110) y de adyuvante. Se tomaron 

muestras de sangre en los días 4, 7, 14 y 21 (Figura 11A). La respuesta inmunológica de 

memoria es una respuesta adaptativa más rápida, específica y eficiente contra un patógeno 

con el que ya tuvo contacto previo un individuo. Por lo descrito antes, se esperaba que los 

grupos de ratones que habían tenido un primer contacto con GFP y que habían generado 

una respuesta inmune, es decir, que habían producido anticuerpos contra la GFP 

responderían produciendo anticuerpos de manera más rápida que la respuesta primaria, 

títulos más altos y por un mayor tiempo. Lo que se observó fue, que en el día 7 post 

desafío, todos los grupos inmunizados con GFP más adyuvante y el grupo de NPs PH(1-

110)GFP sin adyuvante incrementaron los niveles de anticuerpos en menor tiempo que en la 

primera exposición, a diferencia del grupo que se inmunizó con la GFP soluble sin 

adyuvante, el cual se mantuvo con niveles bajos de anticuerpos anti GFP (Figura 11B). 

Este resultado sugiere que las NPs PH(1-110)GFP podrían generar respuesta inmunológica de 

memoria dirigida a la GFP, además del efecto adyuvante y de la respuesta inmune de larga 

duración. 
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Figura 11. Experimento tipo desafío contra GFP en ratones. A) Se muestra el esquema 

de inmunización, “desafío” y toma de muestras de sangre. Cuadro rojo muestra el tiempo 

de la evaluación de la memoria inmunológica. B) Se observa la respuesta de anticuerpos 

generada después de la reinmunización con GFP soluble, la respuesta se evaluó por 21 días. 

Todos los grupos fueron comparados contra el grupo de PBS + Alum. La barra de erros 

indica la media ± SD (n = 5). * p <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001: ns = no significativo 

(ANOVA de dos vías con Dunnett post-tests). 

 

7.7   La NPs PH(1-110)GFP estimulan respuesta celular de linfocitos T 

 

 Una vez demostrada la respuesta inmune humoral generada por NPs PH(1-110)GFP, 

se evaluó el tipo de respuesta celular. En un primer acercamiento, fue evaluando el perfil de 

subtipos de IgG para inferir si se produce respuesta celular, humoral o ambas [96]. Se 

evaluaron sueros de la semana 8 del experimento descrito en la sección 7.4. Se eligió la 
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semana 8 porque se observó que la respuesta de anticuerpos en este punto se mantiene. En 

los sueros se examinaron los subtipos IgG2a e IgG2b (Figura 12A y 12B 

respectivamente) como indicadores de la respuesta celular y al subtipo IgG1 como 

indicador de la respuesta humoral (Figura 12C). En los ratones inmunizados con GFP 

soluble sin adyuvante no se observan ninguno de estos subtipos de IgG, pero la respuesta 

de los tres subtipos se comporta igual en los grupos inmunizados con adyuvante y en el 

grupo NPs PH(1-110)GFP. Otro hallazgo importante es que los subtipos IgG2a e IgG2b son 

estimulados en menor medida que el subtipo IgG1 tanto con hidróxido de aluminio como 

con PH(1-11)GFP lo que nos indica que es mayormente estimulada la respuesta humoral, 

pero también existe respuesta celular en menor medida, lo que se comprobó obteniendo la 

relación IgG2a/IgG1 (Figura 12D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Respuesta humoral y celular determinada por el perfil de 

inmunoglobulinas. A) Evaluación de IgG2a inmunoglobulina estimulada mayormente en 

respuesta celular. B) Evaluación de IgG2b al igual que la IgG2a está presente en respuesta 

celular. C) Evaluación de IgG21 inmunoglobulina presente en la respuesta humoral. D) 
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Medición de la razón IgG2a/IgG1 para determinar la inclinación de la respuesta humoral o 

celular. La barra de error indica la media ± SD (n = 5). *** p < 0.001; ns = no significativo. 

(ANOVA de dos vías con Tukey post-tests). 

 

 Para corroborar el hallazgo que sugería respuesta inmunológica celular y humoral 

inducida por las NPs PH(1-110)GFP, se realizó un ensayo de proliferación de linfocitos T y 

su posterior evaluación por citometría de flujo. Para realizar este experimento, se siguió el 

esquema de inmunización, eutanasia y disección de bazos de ratones, así como su posterior 

cultivo e inducción de los linfocitos como se indica en la Figura 13A. Una vez desarrollado 

el análisis de proliferación se encontró que los grupos de ratones inmunizados con las NPs 

PH(1-110)GFP con y sin adyuvante tuvieron el mayor porcentaje de proliferación, pero solo 

cuando se estimularon a los linfocitos con NPs PH(1-110)GFP. Lo que se esperaba era que 

solo todos los grupos que vieron a la GFP con adyuvante o con PH(1-110)GFP fueran 

estimulados con la GFP soluble, sin embargo, no fue así, solo el grupo de ratones 

inmunizados con GFP soluble respondió a la GFP soluble, sin embargo, es un dato que se 

tiene que corroborar por la SD muy grande (Figura 13B). Lo que se puede inferir con estos 

resultados es que la NPs PH(1-110)GFP sí estimulan la proliferación de linfocito, lo que 

permite concluir que la respuesta inmune generada por NPs PH(1-110)GFP es humoral y 

celular. Un estudio evaluando las citocinas y poblaciones celulares también ayudaría a 

confirmar la respuesta celular.    
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Figura 13. Inducción de la proliferación de linfocitos T. A) Se muestra el esquema de 

inmunización y la línea del tiempo de la proliferación. B) Se muestra el porcentaje de 

proliferación de linfocitos T (CD 3+) inducida por tres tratamientos: GFP soluble, 

Albúmina (antígeno no relacionado) y NPs PH(1-110)GFP. Se normalizaron todos los grupos 

con respecto al grupo de PBS + Alum (no se muestra). Como control de estimulación se 

utilizó Concanavalina A. La barra de error indica la media ± SD (n = 3). * p <0.05; ** p 

<0.01; *** p <0.001 (ANOVA de dos vías y Dunnett post-tests). 

 

7.8   Las NPs PH(1-110)GFP son estables a temperatura ambiente  

 

Uno de los hallazgos más importantes de la plataforma para el desarrollo de nuevas 

vacunas que propone este trabajo se dio evaluando la estabilidad de las NPs PH(1-110)GFP. 

La termoestabilidad se evaluó conservando alícuotas de partículas PH(1-110)GFP en 

diferentes condiciones de temperatura y humedad e inmunizando ratones como se describe 

en la sección materiales y métodos. Con las partículas que permanecieron almacenadas 
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durante un mes en las diferentes condiciones de temperatura se obtuvieron las mismas 

respuestas de anticuerpos como se esperaba (Figura 14A) y después de 3 meses seguían 

montando la misma respuesta las partículas congeladas, las refrigeradas y las que 

permanecieron en temperatura ambiente (Figura 14B). Sin embargo, en el 6° mes las 

partículas que permanecieron a 4 °C montaron una respuesta menor de anticuerpos, pero las 

partículas a temperatura ambiente generaron el mismo nivel de anticuerpos que las 

partículas de referencia que permanecieron en congelación (Figura 14C). Para la última 

evaluación, al año de conservar las partículas en las diferentes condiciones se obtuvo un 

resultado relevante, las NPs PH(1-110)GFP que previamente se habían deshidratado y 

conservado a temperatura ambiente fue el único tratamiento que mostró la misma respuesta 

de anticuerpos que las partículas congeladas (Figura 14D). Las NPs PH(1-110)GFP 

deshidratadas, conservan la propiedad natural de las poliedras para mantener viables por 

años a los virus que se ocluyen dentro de ellas. La termoestabilidad es una característica 

que se busca en las vacunas de nueva generación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Termoestabilidad de NPs PH(1-110)GFP en diversas condiciones de 

temperatura . A) Gráfica que muestra la respuesta de anticuerpos producidos NPs PH(1-

110)GFP sometidas durante un mes a diferentes condiciones de temperatura y humedad. B) 
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Evaluación de respuesta de anticuerpos 3 meses después de mantener las NPs PH(1-110)GFP 

a diferentes condiciones ambientales. C)  Se muestra la respuesta de anticuerpos 

producidos NPs PH(1-110)GFP sometidas durante 6 meses a diferentes condiciones de 

temperatura y humedad. D) Evaluación de 1 año de la estabilidad de NPs PH(1-110)GFP. 

Todos los grupos fueron comparados contra el grupo de ratones inmunizados con NPs PH(1-

110)GFP que permanecieron a -70 °C. RTD = Temperatura ambiente deshidratadas, RT = 

Temperatura ambiente. Las barras de error indican ± SD (n = 5). * p < 0.05; ** p < 0.01; 

*** p < 0.001; ns = no significativo. (ANOVA de dos vías y Dunnett post-tests). 

 

7.9 El tamaño de las partículas PH(1-110)GFP no modifica la respuesta inmune  

 

 En la literatura hay evidencia de que en tamaño de partículas afecta el nivel de 

respuesta inmune, algunos estudios sugieren que partículas más pequeñas mejoran la 

respuesta, por lo anterior se decidió evaluar la respuesta inmune generada por partículas 

PH(1-110)GFP de diferentes tamaños. Anteriormente se observó que el sistema de poliedrina 

(PH1-110) generaba partículas de tamaños heterogéneos, que abarcan un gran rango de 

tamaños que van de micras a nanómetros. Como era difícil separar tamaño por tamaño, se 

utilizaron gradientes de sacarosa para hacer una separación gruesa, es decir, separar rangos 

de tamaños como se muestra en la Figura 15A. Cada fracción obtenida en el gradiente de 

sacarosa se corrió en SDS-PAGE y se tiño con azul de Coomassie con lo que se observó 

que cada fracción contenía la proteína de fusión PH(1-110)GFP (Figura 15A) y para 

corroborar la presencia de nano y micropartículas cada gradiente se observó en microscopia 

confocal, en cada micrografía se observan partículas (Figura 15B). Con las diferentes 

fracciones de partículas PH(1-110)GFP obtenidos en los gradientes, se inmunizaron ratones, 

incluyendo un grupo con la mezcla de todas las partículas en la misma proporción. Lo que 

se observó fue que en este sistema no se afectó la respuesta utilizando partículas pequeñas o 

grandes (Figura 15C). 
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Figura 15. Respuesta de anticuerpos por partículas PH(1-110)GFP de diferentes 

tamaños. A) Se muestra la separación de partículas PH(1-110)GFP por gradientes de sacarosa 

(derecha). En el gel de SDS-PAGE, se observa la misma pureza de la proteína que forma 

partículas PH(1-110)GFP no importando el tamaño (izquierda). B) La microscopia confocal 

confirma partículas de diferente tamaño (nano y micropartículas) en cada gradiente de 

sacarosa. C) Inmunización de ratones con las partículas PH(1-110)GFP obtenida en los 

diferentes gradientes. Todos los grupos se compararon contra la mezcla de partículas. La 

dilución utilizada para los sueros fue de 1:400.  Barra de error indica la media ± SD (n = 5). 

*** p < 0.001, ns = no significativo. (ANOVA de dos vías, Dunnett post-tests).  
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8. Discusión 

 

Desde sus orígenes el sistema de expresión de baculovirus mostró flexibilidad y 

versatilidad, al principio solo como método para controlar poblaciones de insecto, después 

como sistema de despliegue de proteínas y ahora como sistema de expresión de proteínas 

acopladas a cuerpos de oclusión por su interesante propiedad de autoensamblaje [76]. 

Como se mencionó en la revisión bibliográfica, estos cuerpos de oclusión también 

conocidos como poliedras, les permite a los baculovirus permanecer viables en la 

naturaleza por años, sin importar los cambios de temperatura, humedad, desecación e 

incluso son resistentes a degradación por algunas proteasas [75, 77].  

 

 En esta investigación nosotros decidimos tomar las características naturales de la 

poliedrina y la poliedra para proponer una plataforma para generar vacunas de nueva 

generación, que estimulen una respuesta inmune robusta y con la característica de 

termoestabilidad. Lo primero que se hizo fue obtener partículas recombinantes, como 

estaba reportado anteriormente la poliedrina tiene la capacidad de incorporar proteínas 

extrañas [73, 89, 90] lo que efectivamente se observó en las partículas que obtuvimos 

(Figuras 3 y 5). Sin embargo, nosotros utilizamos la metodología descrita en nuestro 

laboratorio [73], fusionamos el gen de la proteína verde fluorescente al C-terminal de las 

secuencia 1-110 aa de la poliedrina, con lo que obtuvimos las partículas PH(1-110)GFP. 

 

 De manera interesante las partículas que se obtuvieron con la proteína de fusión 

PH(1-110)GFP fueron de tamaños variados pero en su mayoría en el rango nanométrico y un 

porcentaje menor de tamaño superior a la micra, además de tener una forma irregular 

(Figuras 5 y 6), en comparación con los OB o poliedras wt que tienen formas regulares y 

que su tamaño se encuentra por arriba de los 600 nm y que alcanzan los 2μm [77]. Un 

punto importante en esta metodología fue que la GFP sirvió para dos objetivos, el primero, 

facilitar la visualización de las nanopartículas y el segundo, usarlo como modelo 

antigénico, en su forma de partícula. 
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 Además de la caracterización morfológica que realizamos, también pudimos 

contribuir a la descripción física de las partículas. Se sabe que la proteína poliedrina wt 

forma cristales [83, 84], pero no se sabía si las partículas que forman las poliedrinas 

recombinantes conservaban ese estado físico. El experimento de FRAP nos permitió 

descubrir que la estructura de cristal no se conserva en las partículas PH(1-110)GFP. Las 

partículas fluorescentes se sometieron a fotoblaqueo logrando una recuperación de la 

fluorescencia del ~5% en 140 min, a pesar que la recuperación fue lenta esta no se observó 

en las partículas wt y se ha observado que en otros cristales no se recuperan la fluorescencia 

en experimentos de FRAP [100, 104].  

 

 Una vez producidas las partículas el siguiente paso fue purificarlas. La purificación 

de los antígenos es una parte muy importante en la producción de las vacunas, es uno de los 

puntos críticos que se evalúan durante todo el proceso para poder ser aprobadas [11]. Todas 

las vacunas llevan cierto porcentaje de residuos tanto del sistema de producción como de 

purificación, esto aumenta el costo y el tiempo para obtener un antígeno relativamente puro 

[3], con el sistema de poliedrina PH(1-110) se observó que el proceso es fácil, solo 

necesitamos lavados con PBS y centrifugación para obtener partículas con un 80% de 

pureza (Figuras 3, 4 y 15A). Es cierto que hay antígenos con pureza superior, pero para ser 

una prueba de concepto las nanopartículas de poliedrina recombinante se purifican 

fácilmente y aún es una característica que puede mejorarse. 

 

 Una vez comprobada la formación de nanopartículas con el antígeno de interés 

(GFP) y realizada la purificación, se evaluó la respuesta inmune que generaban después de 

inmunizar ratones. Uno de los hallazgos más importantes que arrojó el proyecto fue la 

descripción del efecto adyuvante que tiene la poliedrina (PH(1-110)). La GFP por sí sola no es 

capaz de montar una respuesta inmune, por la que tiene que ser administrada con algún 

adyuvante. En este experimento utilizamos como referencia la respuesta inmune que 

generaba la GFP inyectada con hidróxido de aluminio, este adyuvante es de los únicos que 

está permitido para uso en humanos y se caracteriza por causar fuerte inflamación, lo que 

provoca la incorporación de diferentes células al sitio de inmunización, logrando así un 
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mayor efecto en la producción de anticuerpos por parte de las células plasmáticas [105–

107]. La comparación entre el hidróxido de aluminio y la PH(1-110) nos permitió entender el 

efecto o beneficio de ésta última sobre el antígeno de interés. Las NPs PH(1-110)GFP al igual 

que el hidróxido de aluminio estimularon la producción de anticuerpos específicos contra 

GFP y se alcanzaron títulos elevados de IgG (Figuras 9 y 10) y a diferencia del hidróxido 

de aluminio se había descrito anteriormente que la PH(1-110) genera respuesta inmune a 

pesar de no causar inflamación, lo cual es menos doloroso o invasivo [91]. Además, la 

respuesta de anticuerpos se mantuvo por más de 24 semanas y con una concentración baja 

de proteína, si tomamos en cuenta que en los 25 µg (2 dosis) que se inmunizaron la relación 

PH(1-110):GFP es 1:1, no son 25 µg totales de GFP, en comparación del tratamiento 

GFP+Alum que sí llevaba 25 µg totales de GFP. 

 

 La memoria inmunológica también tiene un papel importante en la respuesta frente 

a patógenos y es uno de los objetivos que se busca con la vacunación. La memoria 

inmunológica está dada por células B y T de memoria, que reconocen antígenos después de 

tiempo en que se tuvo el primer contacto, haciendo efectiva la protección contra el mismo 

[108]. Con el experimento de desafío se propone que las NPs PH(1-110)GFP, promueven 

memoria inmunológica en contra de la GFP incorporada a ellas, el efecto de memoria se 

evaluó 6 meses después de la primera inmunización con las nanopartículas. Como se 

esperaba las nanopartículas y la GFP con adyuvante mostraron el mismo efecto 

inmunológico que se ha reportado en el hidróxido de aluminio [109] , de manera interesante 

las NPs PH(1-110)GFP que se aplicaron sin adyuvante también mostraron este efecto contra 

la GFP soluble. Sin importar que en un principio el sistema inmune haya visto a la GFP en 

el contexto de las nanopartículas, la respuesta es dirigida a la GFP y al verla de manera sola 

el sistema inmune puede reaccionar contra ella (Figura 11). Otro experimento que ayudaría 

a confirmar la respuesta de memoria inmunológica sería la evaluación de poblaciones 

celulares para identificar células memoria por medio de marcadores de superficie [110, 

111]. 
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En las vacunas siempre se busca que induzcan una respuesta mixta, es decir, que 

estimulen la producción de anticuerpos (también denominada respuesta Th2) y que 

intervengan diferentes poblaciones de células inmunitarias (también denominada respuesta 

Th1) para que la respuesta sea robusta y asegure la protección [3, 112]. El perfil de 

anticuerpos IgG reveló que la respuesta inducida por nanopartículas PH(1-110)GFP era mixta, 

las inmunoglobulinas IgG2a e IgG2b indicadores de respuesta celular y la IgG1 indicador 

de respuesta humoral estuvieron presentes en la respuesta con PH(1-110)GFP [113, 114], pero 

la relación IgG2a/IgG1 indicó mayor tendencia a la respuesta humoral (Figura 12). Por el 

resultado anterior fue preciso realizar un ensayo de proliferación celular, específicamente 

de linfocitos T, su efecto se aprecia mucho en infecciones de patógenos intracelulares [115, 

116].  Los resultados obtenidos nos indican que los grupos que fueron inmunizados con las 

nanopartículas PH(1-110)GFP, sí estimulan la proliferación de linfocitos T, pero este efecto 

estimulador solo se observó cuando los linfocitos de ratones inmunizados con PH(1-110)GFP 

sin adyuvante, vieron a la GFP en el contexto de la poliedrina. El grupo inmunizado con 

PH(1-110)GFP + adyuvante de Freud fue el que estimuló la proliferación en mayor 

proporción (Figura 13) como se ha observado en adyuvantes tipo emulsión [117]. Un 

resultado para el que no tenemos un acercamiento claro es la proliferación que 

aparentemente se genera en linfocitos de ratones inmunizados con GFP libre al hacer 

estimulación con GFP, ya que, en los diferentes ensayos, no muestra respuesta inmune 

significativa. De esta manera se sugiere realizar otros estudios como la medición de 

citocinas y evaluación de poblaciones celulares para complementar la información [115]. 

 

 Como se planteó en la introducción, las vacunas que se utilizan de manera normal 

tanto para uso humano como animal requieren mantenerse en refrigeración desde su 

producción, transporte, almacenamiento hasta su aplicación, esto representa más de la 

mitad del costo de una vacuna [58, 118]. Para resolver el problema de la estabilidad de las 

vacunas varios grupos de trabajo han implementado sistemas basados en biomateriales; 

ejemplos de estos son las nanopartículas con trímeros de hemaglutinina que mostraron 

estabilidad a temperatura ambiente por cerca de 4 meses [119]. Otra propuesta son 

nanopartículas híbridas de lípidos con PLGA donde han tratado de hacer más estables a los 



51 
 

liposomas para mantener protegidos los cargos [120]. Uno de los sistemas que mayor 

estabilidad ha mostrado son los parches de microagujas en los que se han encapsulado 

subunidades del virus de influenza con formulaciones de carbohidratos y después de 24 

meses de mantenerlos a temperatura ambiente, siguen manteniendo su actividad [121], sin 

embargo, el proceso para generar este tipo de parches es complejo y los costos podrían no 

reducirse significativamente. Con el sistema propuesto en este proyecto el hallazgo más 

importante y contribución para la vacunación es la termoestabilidad que las partículas de 

poliedrina PH(1-110) comparte con el antígeno fusionado a ella. Las partículas PH(1-110)GFP 

conservaron su función, montaron una respuesta inmune después de permanecer 12 meses a 

temperatura ambiente, pero más interesante aún fue que solo se tuvieron que deshidratar 

(Figura 14), no necesitaron un procedimiento laborioso como la liofilización que además 

no es un procedimiento que se pueda utilizar en cualquier antígeno [11]. Tampoco se 

necesitó una formulación especial para mantener a los antígenos dentro de las 

nanopartículas, ya que el antígeno y las nanopartículas son una sola entidad. 

 

 Otro resultado interesante es que las NPs PH(1-110)GFP tiene el mismo efecto sin 

importar el tamaño de la partícula que se administre. En muchos trabajos se ha demostrado 

que partículas de menor tamaño mejoran la presentación de antígenos y por lo tanto se ve 

favorecida la respuesta inmune. Nanopartículas de quitosano y PLGA con tamaños menores 

a 500 nm han mostrado un mejoramiento en la fagocitosis y presentación de antígenos, así 

como en la producción de anticuerpos [122, 123], pero también se ha demostrado que 

partículas de PLGA mayores de 5 micras mejoran la respuesta inmune en administración 

pulmonar [124] de la misma manera, partículas de PLA mayores a 2 micras mejoraron la 

respuesta humoral, mientras las de menor tamaño mostraron mayor respuesta celular [125]. 

En el caso de las NPs PH(1-110)GFP se observó el mismo efecto en la producción de 

anticuerpos con partículas grandes y pequeñas (Figura 15). Pero también, no obstante, el 

tipo de respuesta dependerá también de la forma de las partículas y de la vía de 

administración [126]. 
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 Finalmente, este estudio comprueba la propiedad del sistema de partículas PH(1-110) 

para ser usado como acarreador de antígenos. Previamente reportamos la fusión de la 

proteína ORF2 del circovirus porcino tipo 2 al péptido PH(1-110). Se obtuvieron partículas y 

al ser inmunizados ratones se detectaron anticuerpos específicos contra el ORF2 [74]. 

Ahora con la fusión de GFP a PH(1-110) y caracterizar la respuesta inmunológica, 

demostramos la flexibilidad que este sistema tiene para ser usado con diversas proteínas. 
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9.   Conclusión 

 

El fragmento de la poliedrina (1-110) es un fuerte candidato como biomaterial para 

un sistema nuevo de vacunas, muestra respuesta inmune específica contra el antígeno de 

interés, de larga duración, genera memoria inmunológica y estimula las respuestas celular y 

humoral. Además, PH(1-110) tiene efecto adyuvante que mejora e incrementa la respuesta. 

Por otro lado, este biomaterial contribuye a solucionar la poca termoestabilidad de las 

vacunas actuales, lo que permitiría una mejor distribución y el acceso a vacunas por 

cualquier sector de la población, sin el riesgo de perder efectividad si se rompe la cadena 

fría. También ofrece una plataforma para fusionar otras proteínas o péptidos recombinantes 

de interés para formular vacunas, evitando el peligro de la reversión de virulencia de 

algunos patógenos o la poca respuesta inmune de vacunas recombinantes que requieren 

adyuvante. Con esta plataforma se podría dar una respuesta rápida a enfermedades 

emergentes al ser un sistema flexible, sin embargo, aún se deben explorar la fusión de 

proteínas con características y estructuras diferentes. 
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10.   Perspectivas  

 

 Se propone la evaluación de diferentes vías de administración, otro de los 

desarrollos que busca la OMS es que las vacunas sean de fácil aplicación, por eso se 

empezó a probar la administración de las NPs PH(1-110)GFP vía oral, los resultados 

preliminares muestran la producción de anticuerpos, pero con muy bajo título. Y otra vía 

que se intenta explorar es la nasal. 

 

Otra perspectiva se plantea la creación de una vacuna polivalente. Se proponen tres 

metodologías para lograr esto, en la primera se generarían nanopartículas por separado con 

antígenos de diferentes patógenos y se mezclarían antes de la inmunización. En la segunda 

metodología se infectaría un mismo cultivo con dos o más baculovirus recombinantes, cada 

uno portando un antígeno diferente y se esperaría que en las células se formaran 

nanopartículas que compartirán diferentes antígenos, el problema con esta metodología es 

que la expresión de una proteína puede favorecerse más que otra y quizá no todas las 

partículas tendrían la misma carga. La última metodología sería hacer una proteína de 

fusión con péptidos en tándem de diferentes patógenos, sin embargo, la duda sería que se 

formarían aún las partículas y si los antígenos se plegarían correctamente. 
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11.   Abreviaturas y siglas 

   

aa: Aminoácidos 

AcMNPV: Autographa californica Múltiple Nucleopolyhedrovirus 

Alum: Hidróxido de aluminio 

APC: Aloficocianina o Allophycocyanin 

BCA: Ácido bicinconínico 

BmNPV: Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus 

BV: Virus gemados (budded viruses) 

CPA: Células Presentadoras de Antígenos 

CpG-ODN: CpG-oligodeoxinucleótidos  

CT: C-terminal  

CFA: Adyuvante Completo de Freund (Complete Freund’s adjuvant) 

CFSE: 5-(y-6)-Carboxifluoresceína succinimidil éster  

CICUAL: Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorios de la 

UNAM 

ConA: Concanavalina A 

CPA: Células presentadoras de antígenos 

DAPI: 4′, 6-diamino-2-phenylindole 

ELISA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzima (Enzyme linked immunosorbent 

assay) 

FRAP: Recuperación de la Fluorescencia Después de Fotoblanqueo (Fluorescence 

Recovery After Photobleaching) 

GFP: Proteína Verde Fluorescente Mejorada (Green Fluorescent Protein) 

hpi: Horas post infección 

HA: Hemaglutinina 

HRP: Peroxidasa de rábano (Horseradish peroxidase) 

i.m.: Intramuscular 

IFA: Adyuvante Incompleto de Freund (Incomplete Freund’s adjuvant) 

moi: multiplicidad de infección 
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MPL: 3-O-desacil-4′-monofosforil lípido A 

NPs: Nanopartículas 

ns: no significativo 

NTA: Análisis de seguimiento de nanopartículas (Nanoparticle tracking analysis) 

OB: Cuerpos de oclusión (occlussion bodies) 

ODV: Virus derivados de oclusión (occlusion-derived viruses) 

ON: toda la noche (overnight) 

PBS: Solución salina tamponada 

pb: Pares de bases 

PCV2: circovirus porcino tipo 2 

PH: poliedrina 

PH(1-110)GFP: 1-110 aa de la poliedrina con GFP fusionada a su C-terminal 

PE: Ficoeritrina 

PE-Cy™5: Ficoeritrina Cianina 5.1 (Phycoerythrin Cyanin 5.1) 

PEG: Polietilenglicol 

PLA: Ácido poli-láctico 

PLGA: Ácido poli(láctico-co-glicólico)   

ROI: Región de interés  

rpm: Revoluciones por minuto 

RT: Temperatura ambiente (Room temperatura) 

RTD: Temperatura ambiente deshidratadas 

SAPs: Péptidos de autoagregación (Self-Assembling Peptide) 

SAPNs: Nanopartículas de proteínas de autoagregación (Self-Assembling Protein 

Nanoparticles) 

SD: Desviación estándar 

SDS-PAGE: Gel de electroforesis de poliacrilamida con SDS 

SDS: Dodecilsulfato sódico 

SEM: Microscopia Electrónica de Barrido (Scanning electron microscopy) 

SICUAE: Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales de 

la Facultad de Medicina Veterinaria de la UNAM. 
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SFB: Suero fetal bovino 

Sf9: Spodoptera frugiperda 

TBS: Solución amortiguadora de Tris (Tris-buffered saline) 

TEM: Microscopia electrónica de transmisión (Transmission Electron Microscopy) 

Th1: Linfocitos T cooperadores tipo 1 

Th2: Linfocitos T cooperadores tipo 2 

TMB: 3,3′,5,5′- Tetrametilbencidina 

UV: Luz ultravioleta  

VLP: Partículas tipo virus (Virus-like particles) 

WHO: Organización Mundial de la Salud (World Health Organization) 

wt: Silvestre (wild type) 
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