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RESUMEN 

La pandemia del COVID-19 ocasionada por el virus del SARS-CoV-2, ha provocado un gran 

número de pérdidas humanas y afectado la economía mundial. A pesar de que inicio en marzo 

del 2020, sigue siendo una pandemia en curso con casos que siguen en aumento. El desarrollo 

de tecnologías para la producción rápida de vacunas (como las basadas en el ARNm y 

adenovirus) y los anticuerpos monoclonales, han permitido reducir el número de defunciones y 

la gravedad de los síntomas. En paralelo, han surgido los nanoanticuerpos como una alternativa 

terapéutica para el tratamiento de la COVID-19. Breve descripcion de un nanoanticuerpo. Uno 

de los casos más notables por su efectividad es el nanoanticuerpo trivalente mNb6-tri que tiene 

la capacidad de neutralizar al virus del SARS-CoV-2. La búsqueda de opciones para la 

producción de este nanoanticuerpo a bajo costo y a escala industrial, es un requerimiento que 

será indispensable para su producción masiva y adquisición accesible por parte de la población. 

En este sentido, la microalga Chlamydomonas reinhardtii se ha usado con éxito para producir 

proteínas terapéuticas funcionales a bajo costo, por lo que resulta una gran opción para producir 

nanoanticuerpos contra el SARS-CoV-2.  En este trabajo se planteo como objetivo principal la 

transformación genética del genoma de C. reinhardtii con un casette de expresión que contiene 

al gen mNb6tri en configuración trivalente y el promotor RIA3/PROMC inducible por salinidad. 

Los resultados obtenidos revelaron la integración exitosa del transgen en células de C. reinhardtii 

y se identificaron por southern blot seis diferentes líneas transgénicas; interesantemente, una de 

ellas presento un alto número de copias en su genoma. El desarrollo de estas líneas transgénicas 

nos permitiría analizar posteriormente los niveles de expresión de mNb6tri y su afinidad de unión 

al virus del SARS-CoV-2.  

 



 

 
 

ABSTRACT 

The pandemic caused by the SARS-CoV-2 virus has generated millions of human losses and 

significantly affected the world economy and the lifestyle to which society was accustomed, 

however, thanks to technological advances it has been possible to obtain treatments to reduce 

the severity of the symptoms caused by the virus. Among these are mainly RNA vaccines and 

monoclonal antibody cocktails that have proven to be quite useful in treating the disease, another 

example being nanoantibodies derived from camelids, whose physical and chemical 

characteristics give them advantages over conventional antibodies, in addition, their production 

is less expensive. One of the most prominent nanobodies recently developed is mNb6tri which 

has the ability to neutralize the SARS-CoV-2 virus. On the other hand, the microalgae 

Chlamydomonas reinhardtii has been successfully used to produce functional therapeutic 

proteins at low cost, making it a great option for producing nanoantibodies against SARS-CoV-2. 

Through transformation by biobalistics, in this project the genome of C. reinhardtii was genetically 

modified with an expression cassette containing the mNb6tri gene in trivalent configuration and 

for its expression the promoter inducible to salinity RIA3/PROMC. 6 transgenic lines were 

identified through southern blot, confirming the integration of transgene in C. reinhardtii cells. The 

largest number of copies was identified in the L2 line, however, the level of expression of mNb6tri 

in the transgenic lines will be analyzed later by RT-qPCR as well as the binding capacity of 

recombinant mNb6tri to its target by ELISA.
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INTRODUCCIÓN 

El síndrome respiratorio agudo severo    por Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), es capaz de infectar al 

ser humano ocasionando una enfermedad definida como “COVID-19”. Esta enfermedad ha 

infectado a 585.1 millones de personas y ocasionado la muerte de 6.4 millones de personas a 

nivel mundial. En México se han registrado 6.8 millones de personas infectadas y la muerte de 

328,437 (WHO, 2022). La alta tasa de infección ha ocasionado el surgimiento de una serie de 

variantes clasificadas como Variantes de preocupación (“VOC”, por sus siglas en inglés) donde 

se encuentran las variantes Omicron (B.1.1.529), Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1) 

y Delta (B.1.617.2), que han demostrado su aumento en la capacidad de transmisión, de 

virulencia y/o han presentado un cambio en la clínica de la enfermedad (WHO, 2022). 

Actualmente, las alternativas terapéuticas disponibles para hacer frente a esta pandemia son las 

vacunas, los anticuerpos monoclonales, así como, la píldora PAXLOVID desarrollada por Pfizer, 

para uso en casos de emergencia (Díaz & Toro, 2020; Pfizer,2022). Sin embargo, la aparición 

constante de nuevas mutaciones podría dar lugar a una mayor transmisibilidad y potencial de 

resistencia a los métodos terapéuticos disponibles (Callaway, 2022). En este sentido, la 

generación de nuevas terapias como los nanoanticuerpos podrían representar una alternativa útil 

para el tratamiento del SARS-CoV-2 (Huo et al., 2020; Wrapp et al., 2020). Los nanoanticuerpos 

presentan numerosas ventajas, entre ellas, la capacidad de acceder a nuevos epitopos en 

regiones que de otra manera no podrían alcanzarse, dicha actividad es importante ya que 

generalmente estas regiones participan en inhibición de enzimas o neutralización de receptores 

(Desmyter et al., 2015). 

Recientemente se han reportado dos nanoanticuerpos denominados H11- H4 y SARS-VHH72 

que tienen una alta afinidad hacia el dominio de unión al receptor de la proteína espiga S del 

SARS-CoV-2 (Huo et al., 2020; Wrapp et al.,2020). H11-H4 se une a través de las regiones 

determinantes de complementariedad uno, dos y tres (CDR1, CDR2 y CDR3) de la proteína 

espiga S bloqueando la unión a la Enzima Convertidora de Angiotensina II (ACE2) y neutralizando 

al virus (Huo et al., 2020).     Por su parte, VHH-72 es capaz de bloquear la interfaz de unión al 

receptor de ACE2 impidiendo el ingreso del virus a la célula de una manera eficiente (Wrapp et 

al.,2020). Sí bien, los estudios sugieren que el uso de los nanoanticuerpos de manera 

independiente son prometedores para el tratamiento del SARS-CoV-2, se ha demostrado que, el 

uso de nanoanticuerpos trivalentes es una opción mucho más potente. Este es el caso del 
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nanoanticuerpo trivalente mNb6tri, que demostró unirse al virus causante de la enfermedad del 

COVID-19 en tres epitopes, proporcionandole más estabilidad y una acción ultrapotente, por lo 

tanto, resulta bastante interesante estudiar su producción como proteína recombinante (Schoof et 

al., 2020). 

Para la producción de nanoanticuerpos se utilizan diferentes plataformas de expresión que van 

desde bacterias hasta sistemas de expresión algal. Estos sistemas basados en el uso de 

microalgas representan una gran alternativa a las plataformas convencionales, pues a pesar de 

que es   un procedimiento en desarrollo presenta numerosas ventajas tales como costos bajos de 

producción, un sistema optimizado para la selección y expresión de proteínas y es fácilmente 

escalable (Sarsaiya et. al., 2019). 

Entre los sistemas de producción algal se encuentra Chlamydomonas reinhardtii, una microalga 

biflagelada que ha demostrado ser un modelo ideal para la producción de proteínas 

recombinantes de interés industrial; además, puede ser empleada para la producción de 

enzimas, biocombustibles y co-productos nutracéuticos (Scranton et al., 2015). En temas de 

productos terapéuticos, Jarquín-Cordero et al. (2020) demostraron el potencial biomédico de esta 

microalga para el tratamiento de hipoxia tisular aguda y crónica, expresando factores de 

crecimiento (hVEGF-165, hPDGF-B y hSDF-1) promoviendo la idea de utilizar algas transgénicas 

para enfoques de cicatrización de heridas, por otro lado, en 2019 Pang et. al. publican un estudio 

donde demuestran que C. rienhardtii tiene la capacidad de expresar la glicoproteína lactoferrina 

(LF), proteína de defensa contra microorganismos presente en el lactosuero de la leche humana, 

de manera factible, proponiendo como alternativa la producción comercial de lactoferrina a través 

de un sistema comestible utilizando C. reinhardtii. 

C. reinhardtii no requiere de tierras cultivables, crece fotosintéticamente usando energía luminosa 

y CO2 como fuente de carbono, aunque también puede utilizar acetato, además posee un riesgo 

nulo de contaminación viral o por endotoxinas bacterianas (Scaife et al., 2015). Su sencilla 

manipulación ha permitido la transformación genética exitosa del núcleo, cloroplastos y 

mitocondrias a través de diferentes métodos como transformación por biobalística, 

electroporación, perlas de vidrio y la mediada por Agrobacterium tumefaciens (Kumar et al., 2004; 

Neupert et al., 2012; Economou et al., 2014; León et al., 2007). En este sentido, C. reindhardtii 

es una excelente alternativa para la producción de nanoanticuerpos que neutralicen el virus del 

SARS-CoV-2. Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo fue la transformación genética de 

C. reinnhardtii con mNb6-tri que codifica para un nanoanticuerpo ultrapotente que neutraliza al 

virus del SARS- CoV-2 fusionado al promotor RIA3/PromC inducible por salinidad (Beltran et al., 

2019). 
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CAPITULO I 

1. ANTECEDENTES 

1.1 Generalidades de SARS-CoV-2 

En diciembre de 2019, surge una enfermedad desconocida en Wuhan, Hubei, China, 

específicamente en un mercado local de mariscos, identificada en ese momento como “neumonía 

atípica”. El agente causante fue identificado y caracterizado en primera instancia en enero de 

2020 por Zhou et. al (2020), después de haberse confirmado 2,794 casos, 80 muertes y 33 casos 

registrados en 10 diferentes países. A partir de una serie de análisis de secuenciación de 

muestras de ADN de pacientes diagnosticados con “neumonía atípica” se demostró que el 

patógeno pertenecía a las especies de SARS-CoV, el cual fue denominado coronavirus 2 del 

síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2). Este virus fue catalogado como parte de una 

familia de virus conocida como coronavirus, el séptimo coronavirus en infectar a humanos. Estas 

cepas pueden causar una serie de síntomas que van desde el resfriado común hasta 

enfermedades con un mayor      grado de complicación como tromboembolia y/o la insuficiencia 

multiorgánica que pueden llevar a la muerte (WHO, 2020). SARS-CoV es responsable de un 

síndrome respiratorio agudo severo y MERS-CoV causante del síndrome respiratorio de Oriente 

Medio, alcanzaron una cifra de 8098 infectados y 774 muertes en el año 2002, respectivamente. 

Estos virus tienen en común que son altamente patógenos para los humanos y sus reservorios 

originales son los murciélagos (Oliva, 2020). 

El genoma de SARS-CoV-2 es de 29,891 pb, consiste de seis marcos de lectura abiertos (ORF, 

por sus siglas en inglés); dos tercios de su ARN viral lo abarcan ORF1a y ORF1b que 

corresponden al gen de la replicasa viral. Estos dos marcos de lectura codifican dos poliproteínas 

de gran tamaño llamadas pp1a y pp1ab que posteriormente serán transformadas 

proteolíticamente para producir 16 proteínas no estructurales. El resto del genoma codifica para 

cuatro proteínas estructurales de gran importancia: 1) la glicoporteína espiga (S), 2) la proteína 

de membrana (M), 3) las proteínas de nucleocápside (N) y 4) las proteínas de envoltura (E) (Zhou 

et. al., 2020; Oliva, 2020). 

Cuando se realizó la descripción del genoma del SARS-CoV-2, la gran parte de la población 
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infectada compartía la misma información genética de la cepa original (identificada por primera 

vez en Wuhan, China) (Winger y Caspari, 2021), sin embargo, conforme la pandemia fue 

avanzando, se descubrieron a finales de 2020 una serie de modificaciones en el genoma del 

virus alterando algunas de sus características que impactaron en la afinidad e interacción con el 

huésped (Harvey et. al., 2021) resultando en el surgimiento de las variantes de preocupación y 

las variantes de interés, clasificadas así por la Organización Mundial de Salud; las VOC se 

distinguen por generar cambios en la epidemiología del COVID-19, así como un aumento de la 

virulencia que repercute en la eficacia tanto de las vacunas disponibles como de las medidas de 

salud pública (WHO, 2022), entre estas se encuentran, la variante Alpha localizada por primera 

vez en Reino Unido, se identificaron 23 mutaciones aumentando su porcentaje de transmisión 

en un 56% con respecto a las demás variantes y en un 61% el riesgo de muerte, además, 

demostró resistencia ante algunos anticuerpos monoclonales dirigidos al dominio de unión al 

receptor (“RBD”, por sus siglas en inglés) y al dominio N terminal de la proteína espiga (Jogalekar 

et al. 2021), por otra parte, la variante Beta contiene 21 mutaciones con un porcentaje de 

transmisión de aproximadamente 50% más que otras variantes, fue identificada por primera vez 

en Sur África, y en un estudio Wang et al. (2021) evidenció la capacidad de esta variante para 

neutralizar la mayoría de los anticuerpos monoclonales disponibles. La variante Gamma se 

estima que es 2.6 veces más transmisible que el resto de las variables con 21 mutaciones en la 

proteína espiga y fue detectada por primera vez en Brasil en noviembre del 2020 (Boehm et al., 

2021), mientras que la variante Delta fue identificada por primera vez en India con 21 mutaciones 

y ha demostrado disminuir la eficacia de las vacunas disponibles hasta el momento (Dhawan et 

al., 2022). Todas estas variantes se han visto opacadas por la aparición de la variante Omicron 

reportada por primera vez en Sur África, sin embargo, desde su primer reporte, se esparció a 

otros países y regiones, superando el número de casos de cualquier otra variante gracias a sus 

más de 60 mutaciones identificadas siendo las más destacadas en la proteína espiga del SARS-

CoV-2 (He et al., 2021). 

Las variantes de interés son aquellas que pueden aumentar la gravedad de la enfermedad, y son 

caracterizadas por causar transmisiones comunitarias significativas, un ejemplo de esta fue la 

variante Epsilon identificada por primera vez en Estados Unidos en 2020, sin embargo, según la 

Organización Mundial de la Salud actualmente no se encuentra circulando ninguna variante de 

interés (WHO,2022) 
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1.1.1 Estructura  

El SARS-CoV-2 es considerado un beta coronavirus (Fig 1.1A) que contiene un ARN de cadena 

sencilla (ssRNA, por sus siglas en inglés) de aproximadamente 27-30 kb (Wang et al., 202), 

rodeado por “puntas” que correspondan a las glicoproteínas espiga S (o proteínas Spike) con 

una longitud aproximada de 8 a 12 nm y un total de 1273 aminoácidos (Fig 1.1B). Esta proteína 

es responsable de la unión y fusión del virus con las membranas celulares del huésped. La 

distribución de las proteínas    S alrededor del virus lo asemeja a una corona, motivo por el cual es 

conocido como coronavirus. La proteína S se encuentra conformada por una subunidad S1 N- 

terminal que contiene el dominio de unión al receptor (RBD, por sus siglas en inglés) y una unión 

S2 C- terminal que contiene la proteína de fusión, dichas subunidades son indispensables para la 

interacción virus-hospedero (Huang et al., 2020) (Fig 1.1B). Por otra parte, la proteína M es 

responsable del transporte transmembranal de nutrientes, liberación de partículas virales y la 

eventual formación de la envoltura del virus. Las proteínas N protegen el material génico viral 

mientras que la proteína E participa en el ensamblaje y liberación del virus (Fig 1.1B) (Pastrian, 

2020; Oliva, 2020). 

 

 

Figura 1. 1 A) Figura representativa 3D del virus SARS-CoV-2 (Tomado del National Institute of Health, 
Model ID: 3DPX-013323) B) Estructura del SARS-CoV-2 que comprende las proteínas de membrana (M), 
nucleocápside (N), envoltura (E), proteína espiga (S) y una cadena de ARN sencilla; además, se presenta 
la estructura detallada de la proteína espiga compuesta por la subunidad S1 y S2 que incluye el dominio 
de unión al receptor (Adaptado de Oliva,2020). 

A) 

B) 
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1.1.2 Mecanismo de infección 

Para que el virus pueda entrar a la célula huésped es necesario que la proteína S encuentre un 

sitio que le permita unirse a la superficie de la célula diana, en este caso, serían los receptores 

de ACE-2, la enzima convertidora de angiotensina que es expresada en los pulmones, arterias, 

corazón, riñones e intestino (Escobar et al, 2021). De esta manera, una vez que la proteína se 

une a ACE-2, un complejo proteolítico denominado Proteasa Transmembranal de Serina 2 

(TMPRSS2) que se encuentra asociada a la superficie de la célula huésped, procesa el complejo 

llevando a la escisión de ACE-2 y a la posterior  activación de la proteína espiga lo que facilita el 

ingreso del virus al huésped (Figura 1.2) (Rabi et.al., 2020). 

La entrada viral y la infección celular desencadenan la respuesta inmune del huésped 

ocasionando que las células presentadoras de antígeno (APC) interioricen al virus ya sea por  

 

fagocitosis o endocitosis, posteriormente, el antígeno (virus) es presentado al complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) clase II. De esta manera, los linfocitos T- helper (Th) interactúan con el 

complejo de antígeno-MHC en la membrana de APC produciendo una señal que conduce a la 

activación de la célula Th (Sebina y Pepper., 2018). El objetivo de este mecanismo es activar a 

las células T-citotóxicas que reconocerán y destruirán células alteradas; por otro lado, 

promoverán la secreción de citosinas para contribuir a la activación de células B que al interactuar 

con el antígeno pueden diferenciarse en células plasmáticas que secretan anticuerpos. Dichos 

anticuerpos se unen al antígeno y facilitan su eliminación del cuerpo (Fig 1.3). (Kindt et al., 2007; 

Figura 1. 2 Mecanismo de infección de SARS-CoV-2 en la célula huésped. A) Reconocimiento de la 
proteína espiga con ACE-2. B) Escisión de ACE-2 a través de la proteasa transmembrana de serina 2. C) 
Entrada viral gracias a la activación de la proteína espiga. Tomada de Rabi et al., 2020. 
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Rabi et. al., 2020).  

 

1.2 Anticuerpos 

Los anticuerpos son glicoproteínas solubles que juegan un papel importante en la respuesta 

inmune, esta es la razón por la cual se han utilizado por muchos años para el tratamiento de 

diferentes enfermedades como el anticuerpo Trastuzumab que ataca células HER2 encontradas 

Figura 1. 3 Representación del mecanismo de acción del sistema inmune contra antígenos. 
(Tomado de Kindt et al., 2007) 
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en cáncer de mama (Slamon et al, 2001), el anticuerpo Alemtuzumab ataca células CD52 en 

leucemia crónica (Lundin et al., 2002) , y el anticuerpo Rituximab que se utiliza como terapia 

contra el Linfoma no Hodkin(McLaughlin et al., 1998). Estos son algunos que se destacan en la 

larga lista de tratamientos contra tumores cancerígenos. La conformación de un anticuerpo 

convencional consta de dos cadenas pesadas (denominadas dominios variables VH y constantes 

CH) y dos cadenas ligeras idénticas (dominio  variable VL y constante CL) unidas mediante 

enlaces disulfuro (Jovčevska y Muyldermans, 2019). La parte estructural que permite que se 

lleve a cabo la unión al antígeno está conformada por los dominios VH y VL        unidos por un enlace 

disulfuro (Fig. 1.4) (Khodabakhsh et al., 2019).  

 

A pesar de sus numerosas aplicaciones, los anticuerpos convencionales tienen una serie de 

limitantes debido a que proceden de células  murinas. Entre estos inconvenientes se encuentra la 

activación de una respuesta inmunogénica en los pacientes que ocasiona su neutralización; 

además, su gran tamaño (14.2 nm x 8.2 nm x 3.8nm, 150 kDA) limita su penetración hacía el 

tejido tumoral (Awwad y Angkawinitwong, 2018). Las únicas vías de administración intravenosa 

y subcutánea también son una limitante (Jones y Martino, 2016)  

 

Uno de los problemas más grandes en torno al sistema de los anticuerpos es que solo pueden ser 

expresados en células de mamíferos lo que   se traduce en costos de producción altos y por 

consecuencia, su poca accesibilidad por parte de la población.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 4 Estructura de un anticuerpo convencional, conformado por dos cadenas pesadas ( 
dominios variables: VH y constantes: CH) y dos cadenas ligeras (dominios variables: VL y           
constantes: CL) unidas mediante puentes disulfuro. Tamaño de 150 kDa. 
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1.2.1 Los anticuerpos como agentes terapéuticos complementarios a las vacunas  

 

Los anticuerpos tienen el potencial para convertirse en una herramienta importante en el 

combate contra enfermedades infecciosas que normalmente se tratan con vacunas...  Aunque las 

vacunas cumplen su objetivo de fortalecer el sistema inmunológico, no es una acción instantánea 

ni rápida debido a que se necesitan algunos días para generar una respuesta; incluso, en 

algunos casos es necesaria la administración de  múltiples dosis para alcanzar una respuesta 

inmune eficaz (WHO, 2021). Es aquí en donde los  anticuerpos se vuelven de interés pues 

mientras la vacuna actúa, la terapia con anticuerpos    podría ayudar a eliminar el virus debido a 

que brindan una protección rápida (Li et al., 2022). La tecnología de los anticuerpos puede utilizarse 

en personas inmunodeprimidas, niños pequeños y personas mayores, que en ocasiones no 

pueden generar una respuesta efectiva a la vacunación, además, de que algunas vacunas son 

contraindicadas para ellos (Casadevall, 2002).  

El hecho de que los anticuerpos presenten una toxicidad mínima, no formen agregados y no 

reaccionen contra los tejidos del huésped representan una gran alternativa para los tratamientos 

convencionales. Los anticuerpos pueden administrarse como plasma o suero ya sea animal o 

humano, intravenoso o intramuscular (Keller y Stiehem, 2000). Uno de los ejemplos más actuales 

y de gran interés es el uso de los anticuerpos monoclonales contra el COVID-19, actualmente, 

numerosas alternativas se encuentran disponibles comercialmente y otros en ensayos clínicos; 

entre los ya aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas 

en inglés) se encuentran Bamlanivimab y Etesevimab desarrollados por Eli Lilly y Tixagevibam 

desarrollado por AstraZeneca, estas terapias se han indicado para el tratamiento de pacientes 

con síntomas graves de COVID-19 (Kumar et al., 2021). 

Por otra parte, Alsoussi y colaboradores (2021), presentaron un estudio donde se realizó la 

generación y caracterización de un panel de anticuerpos monoclonales de murinos, entre los que 

se destacó 2B04, con una capacidad de neutralizar al virus del SARS-CoV-2 con una 

concentración inhibitoria máxima media de < 2 ng/mL y que actualmente se encuentra en la fase 

III de ensayos clínicos. 
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1.3 Nanoanticuerpos 

A partir de las limitantes presentadas por los anticuerpos monoclonales, los nanoanticuerpos 

(Nbs, por sus siglas en inglés) surgen como una alternativa terapéutica contra diferentes 

enfermedades, incluyendo la actual pandemia de la COVID-19. Provienen de una única región 

variable “VHH” en el sitio de unión de antígeno que forma parte de los anticuerpos de cadena 

pesada de camélidos (HCAbs, por sus siglas en inglés) (Fig 1.5A) (Nguyen et al., 2002). Están 

formados por aproximadamente 120 aminoácidos , sus dimensiones comprenden entre 4 nm x 

2.5 nm x 3 nm, y comúnmente se encuentran con un peso de 12 a 15 kDa (Fig 1.5B). Cuentan con 

un sitio hidrofílico que corresponde a la cadena  ligera de los dominios “VH” brindándoles 

estabilidad y una mayor solubilidad. En cada región variable presentan cuatro regiones marco y 

tres regiones determinantes de complementariedad en contraste con las 6 regiones presentadas 

por los anticuerpos convencionales (Zimmermann et al., 2020). La región CDR3 de los 

nanoanticuerpos es fundamental para la unión antígeno-anticuerpo pues contribuye a la 

diversidad y especificidad de la molécula. CDR3 está formado por alrededor de 18 aminoácidos, 

más largo que los presentados por los anticuerpos provenientes de murinos cuya longitud es de 

12 a 14 aminoácidos. Por otra parte, CDR1/2 asiste en la unión al anticuerpo. La forma alargada 

del CDR3 les permite alcanzar cavidades en antígenos diana inaccesibles para los anticuerpos 

convencionales (Bannas et al., 2020).  

  

Figura 1. 5 A) Estructura de un anticuerpo de cadena pesada de cámelido de aproximadamente 
90kDA. B) Estructura de un nanoanticuerpo que corresponde a la región variable (VHH) de un 
anticuerpo de cámelido con un peso de aproximadamente 15 kDa. 

A) 

B) 
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1.3.1 Propiedades de los nanoanticuerpos. 

Además de sus ventajas estructurales frente a los anticuerpos convencionales, los 

nanoanticuerpos cuentan con una serie de propiedades físicas y químicas que los hacen 

destacarse, cuentan con una vida útil prolongada hasta 4°C (Muyldermans, 2013). Debido a su 

contenido de aminoácidos hidrofílicos tienen una buena solubilidad en agua, tolerancia al 

aumento de temperaturas (60-80°C y varias semanas a 37°C), resistencia a la degradación 

proteolítica, exposición a un rango de pH de 3.0 – 9.0, soporta presiones elevadas (500 – 750 

MPa) y a la desnaturalización química (p.ej. urea 6– 8 M) (Khodabakhsh et al., 2019; Bannas et 

al., 2020).  

En términos de producción, debido a su estructura monomérica y al hecho de que no necesitan 

modificaciones post-traduccionales, es posible su expresión en sistemas microbianos como 

Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (Brunner y Schenck, 2020; Yang y Shah, 2020). 

Por otra parte, es posible   producirlos en cantidadesque van desde 25 y 200 µg/mL (Iwaki et 

al.,2020) esto permite que la manufactura tenga bajos costos y exista una disponibilidad 

constante de producto (Hassanzadeh-Ghassabeh et al., 2013). Otras de las propiedades de los 

nanoanticuerpos es que pueden ser administrados en diferentes vías ya que tienen la capacidad 

de pasar la barrera sangre-cerebro y migrar a sitios donde los anticuerpos convencionales no 

pueden acceder, por otra parte, los nanoanticuerpos son bastante modulares, esto permite 

generar varias configuraciones de ellos ya sea en configuración bivalente o trivalente que 

reconocen el mismo epítopo para aumentar su afinidad (Fig 1.6) o bien se pueden unir otras 

moléculas efectoras (Bannas et al., 2020).  

 

 

 

Figura 1. 6 Diferentes configuraciones en las que se pueden encontrar los nanoanticuerpos. A) 
monovalente, un solo nanoanticuerpo, B) bivalente, dos nanoanticuerpos idénticos unidos, C) 
Trivalente, tres nanoanticuerpos idénticos unidos, D) biespecífico, unión de dos nanoanticuerpos 
diseñados para reconocer dos antígenos diferentes. 

A) B) C) D) 
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Diferentes modificaciones de los nanoanticuerpos han sido actualmente generadas. Un ejemplo 

son los intracuerpos que tienen la capacidad de plegarse en diferentes entornos intracelulares 

como el núcleo o el citosol (Figura 1.7B) (Stocks, 2004). Otra de las modificaciones ha llevado a 

la creación de transcuerpos (Figura 1.7D) que puede ser considerada como una alternativa para 

tratamientos debido a que el nanoanticuerpo será capaz               de cruzar la membrana celular para 

funcionar intracelularmente, este se encontrara unido a productos que penetran la célula como el 

sistema se secreción bacteriano tipo III. Los chromobodies (Figura 1.7C) son otra de las 

tecnologías de gran interés debido a que tienen la característica de estar unidas a proteínas 

fluorescentes, que pueden ser utilizadas para visualización en tiempo real de estructuras 

celulares endógenas o procesos celulares (Steeland, 2016). Las microburbujas o nanoburbujas 

son estructuras conformadas por una capa de lípidos o proteínas capaz de contener gas, y 

pueden unirse a nanoanticuerpos para utilizarse como  agente de contraste para la obtención de 

imágenes por ultrasonido, un ejemplo de esto es, una nanoburbuja unida al nanoanticuerpo Anti-

PSMA (antígeno membrana prostático específico) que ha facilitado la visualización de imágenes 

relacionadas con el cáncer de próstata (Fan et al., 2015) (Figura 1.7F). Una de las tecnologías   

más prometedoras de este enfoque son los polimerosomas, vesículas esféricas huecas con un 

núcleo acuoso hidrófilo rodeado por una membrana anfífilica, es decir que es capaz de ser 

soluble en agua (hidrófila) y a la vez tiene un lado hidrófobo que rechaza el agua, por lo que 

resultan altamente estables, en dicha membrana se pueden unir nanoanticuerpos (Figura 1.7G), 

es así, como en 2015, Zou et al., unieron a los nanoanticuerpos anti-HER2 y anti-GFP a 

polimerosomas, demostrando que el polimerosoma unido a anti-HER2 puede unirse con gran 

especificidad a células de cáncer de seno que expresan receptores HER2, representando una 

gran opción como herramienta de diagnóstico médico. En la figura 1.5 se puede observar la 

representación esquemática de los constructos mencionados.  
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1.3.2 Mecanismo de producción.  

La clonación en fagos es la metodología que permite clonar nanoanticuerpos   para su posterior 

expresión; para ello, se genera una librería de “VHHs” (nanoanticuerpos) y se da el proceso de 

biopanning (técnica de selección por afinidad) para posteriormente introducirse en sistemas de 

expresión adecuados (Deffar et al., 2009). 

Para iniciar con la construcción de la librería es necesaria la inmunización de camélidos, que 

comprenden alpacas, llamas o camellos. Estos últimos son la opción de preferencia debido a su 

alta proporción de anticuerpos de cadena pesada en comparación con los anticuerpos normales 

(Sanaei et al.,2019). La inmunización se da siguiendo un protocolo de 5 o 6 inyecciones, una por 

semana de aproximadamente 0.5 mg de proteína (Desmyter et al., 2015). El objetivo de la 

inmunización es obtener linfocitos como fuente de ARNm que podrá ser utilizado para preparar 

ADNc. Una vez extraído el ARNm, se delimita la región de interés “VHH” con primers   específicos 

para distinguirlos de los “VH” de los anticuerpos convencionales, una tarea sencilla ya que 

estos son más largos que los contenidos por los Nbs. Se realiza la técnica de PCR obteniendo 

Figura 1. 7 Diferentes adaptaciones de los nanoanticuerpos. A) estructura de un anticuerpo 
convencional B) Intrabody, C) Chromobody unido a proteínas fluorescentes, D) Estructura de 
un transbody E) estructura de un anticuerpo de cadena pesada de camélido, F) 
Nanoanticuerpos unidos a nanoburbujas G) Nanoanticuerpos unidos a un polimerosoma. 
(Adaptado  de Steeland et al., 2016).  

G) F) E) 

A) 
B) 

C) 

E) 
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secuencias de 400 pb que corresponden a los nanoanticuerpos, que serán las que se introducirán 

al vector de clonación adecuado, en este caso son los fagos el vector más utilizado y 

transformados en células de E. coli     (Sanaei et al., 2019). Es posible realizar un análisis de la 

biblioteca para identificar la presencia de aglutinantes específicos de antígenos a través de 

rastreo directo de colonias o mediante el cribado o “biopanning”, permitiendo una selección con 

un alto grado de afinidad y una selección de los mejores clones expresados por la bacteria (Figura 

1.8) (Deffar et al., 2009). 

Debido a que los nanoanticuerpos se expresan a través de un solo gen, no requieren de 

modificaciones post-traducciones; por lo tanto, hay numerosos sistemas de expresión que 

pueden ser utilizados para obtener una gran cantidad de Nbs (Sanaei et al., 2019). Debido a que 

este proceso es fácilmente escalable, abre la oportunidad a otro tipo de sistemas de expresión 

como las levaduras y hongos para aumentar el nivel de producción. Aunque los sistemas 

mencionados anteriormente pueden ser prometedores, también presentan algunos 

inconvenientes como ciertos niveles de degradación de productos (Deffar et al., 2009). 

 

Figura 1. 8 Esquema donde se representa el proceso de producción de nanoanticuerpos a partir de la 
inmunización de camélidos. (Tomado de Sanaei, et al., 2019).  
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1.3.3 Aplicaciones de los nanoanticuerpos en la medicina. 

Debido a las numerosas propiedades y características estructurales de los nanoanticuerpos, 

tienen un sin fin de aplicaciones biotecnológicas y clínicas, entre las que destacan las terapias contra 

enfermedades infecciosas, venenos y toxinas, cáncer, enfermedades crónicas, enfermedades 

degenerativas e incluso como herramientas de diagnóstico a manera de marcadores. Actualmente 

algunos de estos nanoanticuerpos ya se encuentran en fases clínicas para su posterior comercialización 

(Tabla 1.1) y otros ya se encuentran a la venta como Caplacizumab® de la compañía Sanofi, fue el primer 

nanoanticuerpo comercial para tratar la enfermedad Púrpura Trombocitopénica Trombótica (PTT), entre 

otros se encuentra Alexa Fluor® de la compañía ThermoFisher Scientific que se utiliza en microscopía 

de fluoresencia.  

 

Tabla 1. 1 Nanoanticuerpos con diferentes aplicaciones médicas 

Aplicación Nanoanticuerpo Target Enfermedad Referencia 

Terapia contra 
enfermedades 

infecciosas 

VHH batch 
203027 

Rotavirus Diarrea 
Sarker et al. 

(2013) 

Nano-85; Nano-
25 

dominio VP1  Norovirus 
Garaicoechea 
et al. (2015) 

H5-VHHb 
Hemaglutinina 

H5 
H5N1 Influenza 

Ibanez et al. 
(2011) 

αNP-VHHs Nucleoproteína Influenza A 
Ashour et al. 

(2015) 

aHA-7 
Hemaglutinina 

HA1 
H5N2 Influenza 

Tillib et al. 
(2013) 

Vobarilizumab 
ALX-0171 

RSV 
Infecciones 

respiratorias 
agudas 

Detalle et al. 
(2016) 

Terapia contra 
venenos y toxinas 

F7Nb HNc 
Envenenamiento 

de escorpión 
Yardehnavi et 

al. (2014) 

VHH2-Fc; C2; and 
C20 

α-Cobratoxin 
Veneno de Naja 

kaouthia 
Richard et al. 

(2013) 

JKH-C7; JIK-B8; 
and VNA2-PA 

Anthrax Bacillus anthracis 
Moayeri et al. 

(2015) 

DF5; DA5; DA2; 
A18; H7/B5 

Neurotoxina 
botulinica A - E 

Botulismo 
Baghban et 
al. (2014) 
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A4.2, A5.2, A20.1, 
and A26.8 

Toxina CDTa 
Clostridium 

difficile 
Hussack, G. et 
al. (2011) 

Terapia contra 
enfermedades 

degenerativas y 
crónicas 

Ozoralizumab 
ATN-103 

TNF 
Artritis 

reumatoide 

Kratz y 
Elsadek 
(2012) 

Vobarilizumab 
ALX-0061 

IL6 
Artritis 

reumatoide 
Van Roy et al. 

(2015) 

Vobarilizumab 
ALX-0761 

IL17A, IL17F, 
IL17A/F 

Psoriasis 
Svecova et al. 

(2019) 

Caplacizumab 
ALX-0681 ALX-

0081 

Factor de Von 
Willebrand 

Púrpura 
trombocitoénica 

trombótica 

Scully et al. 
(2019) 

α-ADAMTS-5 
nanobody M6495 

ADAMTS-5 Osteoartritis 
Pereira et al. 

(2018) 

Vobarilizumab 
ALX-0061 

IL6 
Lupus 

eritematoso 
sistémico 

Van Roy et al. 
(2015) 

Terapia contra el 
cancer 

5F7GCC Proteína M Mieloma múltiple    

cAb-CEA5-β-
lactamase 

CEA Cancer de colon 
Cortez-

Retamozo et 
al. (2004) 

68-GaNOTA-anti-
HER2 VHHI 

HER2 
Metástasis 

cerebral en cáncer 
de mama 

Xavier et al. 
(2013) 

[131I]-SGMIB 
anti-HER2 VHHI 

HER2 Cáncer de mama 
Pruszynski et 

al.  (2013) 

[213Bi]Bi-DTPA-
sdAb 

HER 2 Cáncer de ovario 
Dekempeneer 
et al. (2020) 

Bispecific 
nanobody-

derived CAR-T 
cells 

CD19/CD20 Linfoma B 
Xing et al. 

(2017) 

Visualización de 
biomarcadores 

2Rs15d HER 2 Tumores HER1 
Vaneycken et 

al. (2011) 

5F7 HER 2 Tumores HER2 
Rakovich et 
al. (2014) 
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sdAb 4.43 IGFBP7 
Tumores 

cerebrales 
Iqbal  et al. 

(2011) 

1E2; 6E10 HGF 
Tumores que 
expresan HGF 

Lemaire et al. 
(2014) 

 

1.3.4 Nanoanticuerpos contra SARS-CoV-2. 

Ante la necesidad de disponer de diferentes alternativas terapéuticas, se han desarrollado varios 

nanoanticuerpos con la capacidad de neutralizar    al SARS-CoV-2. Estos nanoanticuerpos 

presentan diferentes conformaciones tales como monoméricos, homotriméricos, 

heterobivalentes, triméricos y bivalentes. Han sido expresados exitosamente en diferentes 

sistemas que van desde bacterias (E. coli), líneas celulares (Línea celular Expi 293) hasta 

levaduras (Pichia pastoris). Su concentración inhibidora media máxima (IC50) varía en cada uno 

de ellos, con concentraciones que van de 120 pM a 540 nM, dicha concentración indica la 

cantidad necesaria de nanoanticuerpo que se necesita para inhibir, en este caso, el virus del 

SARS-CoV-2 en un 50%, así como también, varía la afinidad de unión a RBD en concentraciones 

que van de <1 pM a 60 nM, la diferencia entre este valor y el IC50 reside en que el primero mide 

la afinidad de unión del inhibidor y no depende de la concentración del blanco, mientras que, el 

segundo es la concentración necesaria para reducir la actividad del blancoa la mitad por lo que 

la concentración si es un factor relevante, además, que este no funciona como un indicador 

directo de afinidad (Burlingham y Widlanski, 2003) (Tabla 1.2). 

 

Tabla 1. 2 Nanoanticuerpos contra el virus SARS-cov-2 causante de la enfermedad COVID 19. 

Nanoanticuerpo 
Afinidad de 
unión a RBD   

 (IC50) 
Sistema de 
expresión 

Conformación Referencia 

Nb11-59 21nM 36.7 nM 
Pichia 

pastoris 
Monomérico 

Gai et al. 
(2020) 

S14 4.6 pM 4.93 ng/mL E. coli Monomérico 
Jiang-Fan et 

al. (2021) 
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Ty1 5-10 nM 54nM E. coli BL21 Monomérico 
Hanke et al. 

(2020) 

SP1B4 39.5 nM 0.33 nM 
Linea celular 

Expi 293F 
Monomérico 

Stefan et al. 
(2021) 

SP1D9 8.9 nM 0.45 nM 
Linea celular 

Expi 293F 
Monomérico 

Nb12 <0.0012 nM 11.7 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Monomérico 

Jiangliang et 
al. (2021) 

Nb15 8.5 nM 0.4 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Monomérico 

Nb17 5.59 nM 0.6 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Monomérico 

Nb19 4.72 nM 0.3 nM 
Linea celular 

Expi293 
Monomérico 

Nb30 6.55 nM 6.9 nM 
Linea celular 

Expi293 
Monomérico 

Nb56 3.26 nM 0.9 nM 
Linea celular 

Expi293 
Monomérico 

VHH-72 ~39nM ND P. pastoris Monomérico 
Wrapp et al. 

(2020) 

Re6B06 12 nM 50nM E. coli Monomérico 

Güttler et al. 
(2021) 

Re9F06 4nM 17nM E. coli Monomérico 

Re5D06 2pM 50 pM P. pastoris Monomérico 

Re9B09 ≤ 1pM 167 pM E. coli Monomérico 

Re6H06 ≤ 1 pM 50 pM P. pastoris Monomérico 

Re5F10 29 pM 10 nM E. coli Monomérico 

Re9H01 10pM 167pM E. coli Monomérico 

Re9H03 24pM 167pM E. coli Monomérico 

H11-D4 39 nM ND 
Linea celular 

Expi293 y 
E.coli 

Monomérico 

Huo et al. 
(2020) 

H11-H4 12 nM ND 
Linea celular 

Expi293 y 
E.coli 

Monomérico 
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VHH-E 1.86 nM 60 nM E. coli Monomérico 
Koening et al.            

(2021) 

Nbs 89 108 pM 0.133 nM E. coli Monomérico 

Xiang et al. 
(2020) 

Nbs 20 10.4 pM 0.102 nM E. coli Monomérico 

Nbs 21 < 1 pM 0.045 nM E. coli Monomérico 

Sb23 ND 40 nM E. coli Monomérico 
Tania et al. 

(2021) 

n3021 0.63 nM ND E. coli Monomérico 
Wu et al. 

(2020) 

Sb15 24 nM ND 
Linea celular 

Expi293  
Monomérico 

Walter et al. 
(2020) 

Sb68 37 nM ND 
Linea celular 

Expi294 
Monomérico 

Nb11 60 nM 540 nM E. coli Monomérico Schoof et. al. 
(2020) Nb6 41 nM 370 nM E. coli Monomérico 

Nb12 ND 0.7 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Bivalente 

Jiangliang et 
al. (2021) 

Nb15 ND 0.3 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Bivalente 

Nb17 ND 79 pM 
Linea celular 

Expi 293 
Bivalente 

Nb19 ND 66 pM 
Linea celular 

Expi293 
Bivalente 

Nb30 ND 1.9 nM 
Linea celular 

Expi293 
Bivalente 

VHH-72-Fc ND 0.2 ug/L P. pastoris Bivalente 
Wrapp et al. 

(2020) 

H11-D4-Fc ND 22 nM 
Linea celular 

Expi293 y 
E.coli 

Bivalente 

Huo et al. 
(2020) 

H11-H4-Fc ND 6nM 
Linea celular 

Expi293 y 
E.coli 

Bivalente 

Nb56 ND 0.1 nM 
Linea celular 

Expi293 
Bivalente 

Jiangliang et 
al. (2021) 

aRBD-2-5 59.2 pM ~0.043 nM 
Linea celular 

Expi 293F 
Heterobivalente 

Ma et al. 
(2021) 

aRBD-2-7 0.25 nM ~0.11 nM 
Linea celular 

Expi 293F 
Heterobivalente 
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3F-1B-2A ~0.047 nM 0.71 nM E. coli Trimérico 

Dong et al. 
(2020) 

1B-3F-2A ~ 0.095 nM 0.74 nM E. coli Trimérico 

Nb12 30 nM 65 pM 
Linea celular 

Expi 293 
Trimérico 

Jiangliang et 
al. (2021) 

Nb17 <0.0012nM 18 pM 
Linea celular 

Expi 293 
Trimérico 

Nb19 0.0351 nM 9pM 
Linea celular 

Expi293 
Trimérico 

Nb30 0.820 nM 1.8 nM 
Linea celular 

Expi293 
Trimérico 

Nb56 0.0382 nM 55 pM 
Linea celular 

Expi293 
Trimérico 

Tri-VHH-E ND 0.17 nM E.coli Trimérico 
Koening et al.            

(2021) 

Nb15 <0.016 nM 0.1 nM 
Linea celular 

Expi 293 
Trimérico 

Jiangliang et 
al. (2021) 

mNb6tri <1 pM 120 pM E. coli Trimérico 
Schoof et. al. 

(2020) 

icIC*IC50: Capacidad de neutralización 

* ND: No determinado. 

 

 

1.3.5 Nanoanticuerpo mNb6-tri. 

El nanoanticuerpo mNb6-tri tiene la particularidad de tener una conformación trivalente esto 

quiere decir que al ser trimerico (estar formado por tres moléculas idénticas del mismo 

nanoanticuerpo) (Figura 1.9A) formara tres enlaces con la proteína spike, lo que hace que sea 

mucho más potente que cualquier otro nanoanticuerpo estudiado hasta el momento. mNb6-tri es 

capaz de evitar la unión de ACE2 obstruyendo el sitio de unión y bloqueando los RBD en una 

conformación inactiva, este tipo  de conformación hace referencia a los diferentes estados en los 

que se puede encontrar los RBD: de forma activa o inactiva(Figura 1.9B). Esta acción resulta 

interesante, ya que para otro tipo de nanoanticuerpo no había sido tan efectiva la unión durante 
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el estado inactivo (Schoof et al., 2020). mNb6-tri es una modificación del nanoanticuerpo 

monovalente Nb6 a través de la edición por mutagenesis de los aminoácidos I27Y (Ile27  Tyr) 

en CDR1 y P105Y (Pro105 
 Tyr) en CDR3 (Fig. 1.9C) . Esta conformación permitió su unión a la 

proteína spike sin disociarse por 10 minutos; además, mantuvo la inhibición de SARS-CoV-2 

después de la aerosolización, liofilización o tratamiento con calor por 1 hora a 50°C. Estas son 

de las características que lo hacen una de las mejores opciones para confrontar a este nuevo 

coronavirus, pues se ha demostrado la gran afinidad que tiene por su objetivo convirtiéndolo en 

un nanoanticuerpo ultra potente de acuerdo a Schoof y colaboradores, (2020). 

  

Figura 1. 9 A) Representación gráfica del nanoanticuerpo mNbb6-tri. B) Representación gráfica de la 
unión entre mMb6-tri y la proteína espigua del virus del SARS-CoV-2. C) Secuencia del nanoanticuerpo 
monovalente Nb6 comparada con la secuencia del nanaonticuerpo mNb6-tri, en color azúl se observa 
CDR-1, en color verde CDR-2 y en color amarillo CDR-3. En la secuencia de mNb6-tri en rojo se observan 
los cambios de aminoácidos que se realizaron durante la técnica de mutagénesis. Tomado de schoof et 
al.,2020 
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1.4 Sistemas de expresión de proteínas recombinantes. 

Una proteína recombinante (PR) es aquella que, a diferencia de las proteínas de origen natural, 

pueden ser producidas en un organismo diferente al nativo o que haya sido introducida al 

organismo mediante la tecnología de DNA recombinante. Las PR pueden ser producidas en 

grandes cantidades, lo que las posiciona como una gran alternativa para la producción de 

biofármacos en el área médica (Serrano et al., 2006). 

Para la expresión de proteínas recombinantes, como lo son los nanoanticuerpos, los sistemas 

bacterianos suelen ser los más utilizados, ya que las condiciones de cultivo resultan muy simples, 

es muy fácil su escalamiento, además, la purificación y aislamiento de producto reducen el costo 

de producción. El modelo más utilizado es E. coli debido al gran conocimiento de las funciones y 

características de dicha bacteria, la desventaja se encuentra en que muchas proteínas se vuelven 

insolubles como cuerpos de inclusión y para tratarse, es necesario el uso de reactivos agresivos 

y procedimientos de replegamiento de proteínas (Serrano et. al., 2006). , Recientemente se han 

obtenido concentraciones de nanoanticuerpos en bacterias como E. coli de aproximadamente 25 

y 200 µg/mL obteniendo 1.67-13.33 mg de proteína por cada litro de cultivo (Iwaki et al.,2020) 

Los sistemas de expresión de levaduras como S. cerevisiae y P. pastoris representan un gran 

valor industrial debido a los medios definidos en los que se producen y no es necesario    remover 

endotoxinas bacterianas, lo que logra una reducción del costo de producción (Serrano et. al., 

2006); sin embargo, en ocasiones los productos modificados no son aptos  para el consumo 

humano ya que algunas modificaciones alteran los epitopos de las proteínas dando como 

resultado la reducción de la vida media de la proteína lo que disminuye su actividad terapéutica 

(Akbari et al., 2014). La producción de nanoanticuerpos también ha sido posible en levaduras 

como Pichia pastoris, obteniendo un rendimiento de 51.71 mg/L después de 96 h de cultivo(Chen 

et al., 2019). 

Las líneas celulares de mamíferos suelen utilizarse como sistema de expresión para proteínas 

glicosiladas humanas, pues, resultan ser más estables y eficientes obteniendo proteínas con un 

rendimiento de alto nivel. A pesar de sus numerosas ventajas, el mantenimiento de la producción 

de proteínas en este sistema es más costoso comparado con el resto de los sistemas; además, 

el mantenimiento de las condiciones de producción resulta complicadas debido a los 

requerimientos nutrimentales, niveles de oxígeno y alta sensibilidad al estrés (Serrano et al, 2006; 
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Akbari et al., 2014). 

La producción de PR en insectos es similar a los sistemas de mamíferos y tiene la ventaja  de 

realizarse en cultivos estáticos o en suspensión. Aunado a esto, poseen una alta tolerancia a 

cambios de osmolaridad; sin embargo, tiene la limitante de las   proteasas endógenas que llevan 

a una disminución de las concentraciones de producción (Ikonomou et al., 2003). Se han 

reportado rendimientos de proteínas recombinantes producidas en células S2 de insecto que van 

de 0.1-20 mg/L de cultivo. ( Kollewe y Vilcinskas, 2013). 

 

En cuanto a los sistemas basados en algas, estos resultan ser menos costosos comparados con 

las líneas celulares o de insectos, se tiene un excelente control experimental, con rápido 

crecimiento, un gran potencial para realizar modificaciones post traduccionales, y los costos de 

producción resultan más económicos en comparación a las plataformas antes mencionadas. En 

cuanto a las desventajas, son una tecnología naciente a diferencia de las otras plataformas 

(Akbari et al.,2014). Se ha reportado la producción de proteínas recombinantes en microalgas 

que van desde los 250-350 mg/L. (Franklin y Mayfield, 2005) En la tabla 1.3 se presenta una 

comparación de algunas características de los diferentes sistemas de expresión de proteínas 

recombinantes. 

 

 

Tabla 1. 3 Comparación de las características entre diferentes plataformas de expresión de 

proteínas recombinantes. 

Características 

Plataforma 

de expresión 

Costo de 

producción 

Tiempo de 

producción 

Capacidad de 

escalamiento 

Capacidad de 

glucosilación 

Riesgo de 

contaminación 

Bacterias Bajo Corto Alto No Endotoxinas 

Levaduras Medio Medio Alto Si Bajo 

Células de 

mamíferos 
Alto Largo Muy bajo Si Virus-Pirones 

Células de 

insectos 
Alto Medio Medio Si Alto 

Microalgas Muy bajo Corto Alto 
Núcleo: Si 

Cloroplasto: No 
Bajo 
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1.5 Chlamydomonas reinhardtii como modelo para la producción de nanoanticuerpos. 

Las microalgas se han posicionado como un modelo de producción de proteínas recombinantes 

altamente viable (Scaife et al., 2015). Entre las microalgas, se encuentra Chlamydomonas 

reinhardtii, una microalga eucarionte fotosintética en donde se ha llevado a cabo la 

transformación y expresión de transgenes que codifican para anticuerpos monoclonales, 

antígenos para vacunas y proteínas terapéuticas. C. reinhardtii                  presenta una morfología ovoide 

de aproximadamente 10 µm x 3 µm, es biflagelada lo que le permite desplazarse y reproducirse. 

El 40% de su espacio intracelular lo ocupa un único  cloroplasto con forma de copa (Fig 1.10). 

Puede ser cultivada heterotróficamente (en oscuridad con acetato como fuente de carbono), 

mixotróficamente (luz más acetato como fuente de carbono) y fototróficamente (con luz más CO2 

como fuente de carbono). Crece a gran velocidad y tiene la capacidad de duplicar el número de 

células en un perdió de 8 hrs bajo condiciones de fotoperiodo de 12 hrs de luz y 12 hrs de 

oscuridad. Es capaz de ser transformada genéticamente en el núcleo, cloroplasto y mitocondrias 

a través de biobalística, electroporación o Agrobacterium tumefasis. C. reinhardtii representa una 

opción altamente viable como plataforma de producción de proteínas recombinantes ya que es 

una plataforma segura “GRAS” (Generally Regarded As Safe, por sus siglas en inglés) lo que 

indica que está libre de contaminación viral o endotoxinas bacterianas (Rivera et al., 2011; 

Yusibov et al., 2016; Beltran  

et al., 2019). Algunas de las proteínas recombinantes que se han producido en C. reinhardtii 

abarcan la eritropoyetina para el tratamiento de la anemia, la aloficocianina contra el cáncer e 

incluso anticuerpos convencionales, como el 83K7C contra PA83 de Bacillus anthracis 

responsable del ántrax (Yusibov et al.,2016). En cuanto a los nanoanticuerpos únicamente se ha 

reportado un estudio donde se expresaron tres antitoxinas en el cloroplasto de C. reinhardtii. 

Estas antitoxinas se acumulan como proteínas solubles capaces de unirse y neutralizar la 

neurotoxina botulínica. La tecnología de transformación se realizó a través de biobalística 

utilizando microproyectiles de oro que fueron recubiertos con ADN plasmídico. (Barrera et al., 

2015). 
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1.5.1 El promotor RIA3/PromC de la microalga C. reinhardtii. 

El uso de promotores involucrados en la respuesta a condiciones de estrés en C. reinhardtii, es 

de gran utilidad para incrementar la expresión de proteínas recombinantes en el núcleo.  En este 

sentido, Beltran et al. (2019) desarrollaron el promotor inducible por salinidad denominado 

RIA3/Promc C. Este promotor es quimérico, es decir, se encuentra compuesto PromC que 

comprende alpromotor Core y la región no traducida 5’ (UTR) con un total dede 938 pb así como 

a RIA3 de  577 pb que contiene elementos de respuesta a salinidad.  

Posteriormente en 2020, se realizó un estudio por los mismos investigadores donde se puso a 

prueba el promotor quimérico RIA3/PromC, obteniendo aproximadamente 1.6 mg/g de biomasa 

fresca que representa el 17% del total de proteína celular por la línea transgénica inducido bajo 

tratamientos de NaCl y KCl, demostrando que es posible que un cultivo de C. reinhardtii produzca 

proteína recombinante nuclear a concentraciones altas además de no presentar actividad toxica 

o efectos pleiotrópicos, además, se revelaron niveles más altos de actividad GUSPlus a 

concentraciones de 5 mM y 100 mM KCl, considerando que en otros estudios se han reportado 

un 21% de producción de proteínas a través del cloroplasto. 

La importancia del promotor RIA3/PromC reside en que puede aumentar los niveles de expresión 

de proteínas en el núcleo; por lo tanto, puede ser fundamental para potenciar la producción de 

nanoanticuerpos en C. reinhardtii contra el SARS-COV-2.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

JUSTIFICACION 

Losnanoanticuerpos son una gran herramienta ¿cual es la gran herramienta, la producción de 

nanoanticuerpos o los nanoanticuerpos? para la industria farmacéutica y un gran avance en el 

ámbito de la biotecnología, cuyo papel en la solución de problemas actuales se hace cada vez 

más visible e indispensable. Se ha reconocido el uso de los nanoanticuerpos para abordar 

diferentes aspectos del tratamiento y diagnóstico de numerosas enfermedades como las 

ocasionadas por los virus . Los nanoanticuerpos proporcionan una protección rápida son una gran 

alternativa para            personas mayores, niños y personas inmunodeprimidas, donde una vacuna 

puede comprometer su salud; además, sus costos de producción resultan ser menores a otro tipo 

Debido a las ventajas en la producción de los nanoanticuerpos, estos se convierten   en una 

opción viable,  adicional a las  vacunas, para combatir la pandemia del SARS-CoV-2 

La mayoría de las proteínas recombinantes son expresadas en sistemas bacterianos, la 

plataforma mejor caracterizada hasta el momento; sin embargo, plataformas alternas que 

resulten viables económicamente, con mejores rendimientos y con menos potencial de 

contaminación, son deseables. Es por ello que, C. reinhardtii representa un sistema de expresión 

ideal para la producción de nanoanticuerpos ultrapontentes como mNb6-tri que bloquea al SARS-

CoV-2.   La producción de nanoanticuerpos en C. reinhardtii ya ha sido previamente reportada, lo 

que indica que dicho proceso es posible en esta microalga 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

27 
 

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

HIPÓTESIS  

La construcción de expresión pmNb6-tri ingresará a la célula de la microalga Clamydomonas 

reinhardtii mediante la tecnología de biobalística y se integrará al genoma en múltiples copias   

OBJETIVO GENERAL 

Transformar genéticamente a la microalga Chlamydomonas reinhardtii con la construcción 

pmNb6-tri para la generación de diferentes líneas transgénicas 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Clonar la construcción de expresión pmNb6-tri en el vector pUC18 y validar sus componentes 

mediante análisis de restricción. 

2. Detectar colonias transformadas de C. reinhardtii con la construcción de expresión pmNb6-tri 

en medio de selección y por PCR. 

3.  Evaluar la integración y el número de copias de mNb6-tri en C. reinhardtii para identificar 

diferentes líneas transgénicas. 



 

28 
 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

Figura 1. 10 Estrategia experimental empleada para la transformación genética de Chlamydomonas 
reinhardtii. A) Estructura del constructo para la expresión de pmNb6tri generado por GeneART, B) Clonación de 
plásmido, C) Transformación de C. reinhardtii mediante biobalística, D) Caracterización molécular de colonias 
posiblemente transformadas a través de PCR D) Identificación de líneas transformantes por Southern Blot.  
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CAPITULO II  

2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
2.1 Cepa y cultivo de Chlamydomonas reinhardtii 

La cepa silvestre 137c mt+ de C. reinhardtii, aislada en 1945 en Amherst, MA, fue utilizada y 

cultivada  en condiciones de fotoperiodo de 16 hrs de luz/8hrs de oscuridad a 25°C en medio Tris- 

acetato-fosfato (TAP) líquido (Gorman & Levine, 1965, ANEXO I). Se creció el cultivo en 

matraces de 250 mL con un volumen de 50 mL de medio líquido TAP en agitación constante. Para 

el cultivo de C. reinhardti en medio sólido se suministraron 25 mL de medio TAP con agar 

bacteriológico al 1.5%. Ambos medios de cultivo fueron previamente esterilizados a 121°C y 15 

lb de presión por 12 minutos. 

El antibiótico espectinomicina fue adicionado al medio de cultivo TAP a una concentración de 

100 µg/ml como agente de selección. Todo el proceso previamente descrito fue llevado a cabo 

en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar. 

 

2.1.1 Conteo celular de C. reinhardtii. 

El conteo celular se realizó en un hemocitómetro partiendo de 900 µl del cultivo celular en 

condiciones estériles. Posteriormente se agregaron 100 µl de yoduro de potasio para la fijación 

de la muestra, después de 5 minutos se tomaron 15 µl de la muestra fijada y se procedió con el 

conteo.  

El conteo consistió en determinar el número de células dentro de los cinco campos visuales en 

la cuadricula pequeña, siguiendo el sentido de las manecillas del reloj. Se realizaron dos conteos 

por muestra, se obtuvo el promedio y se realizaron los cálculos para determinar el número de 

células por mL de cultivo y el número de células totales en un volumen de 50 ml de  cultivo. 

Para este procedimiento empleamos las siguientes formulas: 

 

1)      C= (P) (50,000) 

 

 

 

Donde, 



 

30 
 

CAPITULO II 

C, es la cantidad de células/mL. 

P, el promedio de número de células contadas. 

 

2.      CT: (C)(VT) 

 

Donde, 

CT, son las células totales. 

C, la cantidad de células/ml. 

VT, el volumen total del cultivo. 

2.2 Vectores de transformación. 

2.2.1Vector pmNb6tri 

Para la construcción del vector pmNb6tri se realizó la ligación del plásmido pUC18 de 2,685 pb 

con resistencia a ampicilina (Addgene) al casete de expresión que contenía al gen del 

nanoanticuerpo mNb6tri, sintetizado por la compañía GeneArt; una vez ligado el casete de 

expresión al plásmido pUC18, este quedó conformado de la siguiente manera: El promotor 

inducible RIA3/PromC (Beltrán et al., 2019), la región 5’ UTR, el gen que codifica para el 

nanoanticuerpo mNb6tri con el uso de codón del ADN nuclear de C. reinhardtii. A este gen se le 

incorporó una secuencia para un péptido señal de secreción (Molino et al., 2020), una secuencia 

para una etiqueta de purificación de histidinas (8xH) y un sitio para una proteasa de cisteína 

(TEV). Esta construcción terminó con el 3’ UTR de la subunidad RBC2 del núcleo de C. 

reinhardtii. Seguida a esta construcción de expresión se incorporó la construcción de expresión 

que contiene al gen aadA que codifica una nucleotidiltransferasa que confiere resistencia a los 

antibióticos espectinomicina y estreptomicina (Guzman et al.,2016). El esquema de la 

construcción con sus sitios de restricción se muestra en la figura 2.1. 
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2.2.2 Vector aadA 

El vector aadA fue ensamblado también en el plásmido pUC18, con la región 5’UTR de la 

subunidad RBC2 del núcleo de C. reinhardtii, la secuencia que codifica al gen de resistencia aadA 

y la región 3’UTR de la subunidad RBC2 del núcleo de C. reinhardtii. En la figura 2.2              se muestra 

el esquema de la construcción de expresión aadA con sus sitios de restricción. 

 

 

Para la clonación de cada plásmido se utilizó a la bacteria E. coli cepa DH5a siguiendo el método 

descrito por Bobe y Kent (1996), modificando el tiempo de choque termico a 45 seg. 

 

 

Figura 2. 2  Esquema de la construcción de expresión aadA. Las líneas verticales continuas 
señalan los sitios de restricción de las enzimas XbaI y HindII. Las líneas discontinuas horizontales 
el tamaño de la sección 

Figura 2. 1 Esquema gráfico del ensamblado de las construcciones de expresión mNb6tri y aadA para 
dar lugar al plásmido  pmNb6tri. Las líneas verticales continuas señalan los sitios de restricción para las 
enzimas SacI, EcoRV,SaII, Xho1, SphI,BamHI, XbaI y HindIII. Las líneas discontinuas verticales indican 
el sitio donde se ubica el nanoanticuerpo trivalente mNb6tri, mientras que las líneas discontinuas 
horizontales indican el tamaño de las diferentes secciones. 
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2.3 Verificación de las construcciones de expresión 

Para verificar que las construcciones de expresión fueron generadas de manera correcta, se 

realizó su verificación a través de una digestión enzimática. El ADN plasmídico se cuantificó con 

un Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, DE, USA). La digestión del plásmido se llevó a cabo en 

un tubo Eppendorf de 1.5 ml con los siguientes componentes: 1 ug de ADN plasmídico, 3 µL del 

buffer cutsmart de   NEB,  1 µL de la enzima de restricción , y H2O (grado biología molecular) 

para llegar a un volumen final de 30 uL. Seguidamente, se realizó una incubación a 37°C por 2 

horas en un ThermoStat plus marca Eppendorf. Las enzimas de restricción que se utilizaron 

fueron XbaI, HindIII, SacI, BamHI, SacI y HindII. Posteriormente, se realizó una electroforesis en 

gel de agarosa al 1% (90V por 30 minutos) para fraccionar el ADN digerido. El gel se preparó con 

30 mL de buffer TAE 1X, 0.3 g de agarosa y 3 µL de bromuro de etidio al 1%. Para determinar el 

tamaño de los fragmentos se utilizó un marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA 

Ladder (Thermo Scientific). 

 

2.4 Transformación del núcleo de Chlamydomonas reinhardtii 

Para la transformación genética de C. reinhardtii mediante biobalística se realizó un conteo celular 

de un cultivo de la cepa 137mt+ en medio TAP líquido con  7 días de crecimiento (ver sección 

2.1.1).  Se utilizaron 100 millones de células para cada caja petri conteniendo 25 mL de medio 

sólido TAP. Con un asa acodada se dispersaron las células en el centro de la caja y se   dejaron 

secar por aproximadamente 30 min. 

En total 11 cajas de petri fueron empleadas, cinco para los experimentos de bombardeo con el 

plásmido pmNb6tri, tres para el control positivo y tres para el negativo. El control positivo del 

crecimiento de las células fue la cepa 137mt+ sin bombardear y en medio sin antibiótico, y 

el control negativo consistió de la misma cepa sin bombardear pero con la aplicación del 

antibiótico. El bombardeo de las células se llevó a cabo con microparticulas de oro de 0.6 µm 

recubiertas con el plásmido que contiene al nanoanticuerpo pmNb6tri. Previo al proceso de 

transformación, las micropartículas se mezclaron usando un vortex y se adicionó una cantidad 

de plásmido correspondiente a 5 µg más 50 µl de CaCl2•2H2O(2.5M), y espermidina (0.1M), esta 

mezcla se incubó en hielo por 20 minutos, mezclando cada 4 minutos con ayuda del vortex. Al 



 

33 
 

CAPITULO II 

transcurrir el tiempo de incubación se añadieron 200 µl de etanol absoluto, se centrifugó 1 min a 

13,000 rpm y se descartó el sobrenadante; se repitió este último paso hasta completar 5 lavados, 

finalmente, la pastilla se re suspendió en 30 µl de etanol al 100% y se mantuvo en hielo hasta su 

uso. Posteriormente, 5 µl de la suspensión (partículas de oro más el plásmido) fueron depositados 

en las membranas macroacarreadoras y se secaron en papel  estéril. Una membrana 

macroacarreadora fue requerida por cada disparo. El bombardeo se realizó en una cámara de 

biobalística de BioRad a una presión de vacío de 29 in Hg con membranas de ruptura de 1100 

psi utilizando helio (He) como gas acarreador para generar una presión de 1300 psi, según las 

instrucciones del manual de BioRad. Las cajas bombardeadas y los controles, se incubaron a 

25°C en luz indirecta por aproximadamente 1 día para darles un periodo de recuperación. Una 

vez transcurrido el periodo de recuperación, se procedió al lavado de las cajas utilizando 2000 

µL de medio TAP líquido, los cultivos recuperados fueron plaqueados en cajas de petri con medio 

TAP sólido y espectinomicina a una concentración de 100 µg/ml. Tanto los controles como las 

cajas bombardeadas se separaron en una concentración de aproximadamente 50 millones de 

células por caja de Petri. Las condiciones de cultivo fueron de 16 hrs luz/8 hrs de oscuridad y 

25°C de temperatura. 

Transcurridos aproximadamente 21 días, las colonias que se observaron mejor definidas en las 

cajas bombardeadas fueron cultivadas en matraces de 50 mL con 10 mL de medio líquido TAP 

y espectinomicina (50 µg/ml) con agitación constante (100 rpm) por aproximadamente 7 días. Una 

muestra del cultivo fue tomada  después de los 7 días y se plaqueo en medio TAP sólido con 

espectinomicina a 100 µg/mL para resguardar a 16°C. La parte restante se resguardo a -20°C 

para llevar a cabo una extracción de DNA genómico. 

2.5 Extracción de ADN genómico.  

La extracción del ADN genómico (ADNg) se realizó en 11 muestras putativamente transformadas 

con pmNb6tri utilizando el kit comercial Illustra DNA Extraction Kit PHYTOPURE de GE 

Healthcare.El ADN genómico fue resuspendido en un volumen final de 80 µL de Buffer TE y un 

tratamiento con RNasa A a 37°C por 20 minutos fue posteriormente aplicado. La integridad de 

las muestras fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y teñida con bromuro 

de etidio; la electroforesis se realizó a 90V por 40 minutos. La concentración de ADN en ng/µL 

fue determinada con el Espectrofotómetro NanoDrop Lite de Thermo Scientific. 
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2.6 Diseño de iniciadores 

Un juego de iniciadores específicos para el gen mNb6tri fue diseñado y sintetizado por la 

compañía Sigma-Aldrich. Las características de los oligonucleótidos se presentan en el cuadro 

2.1. Estos iniciadores fueron empleados para la identificación de colonias de C. reinhardtii 

genéticamente modificadas.  

Tabla 2. 1. Características de los iniciadores diseñados y utilizados para la PCR.  

 

2.7 Amplificación de mNb6tri por PCR  

Para la confirmación de las colonias transformadas genéticamente con mNb6tri, se realizó una 

PCR usando los iniciadores previamente descritos. Para cada reacción de PCR se utilizó 1ug de 

ADNg, en una mezcla de reacción que contenía 5µL de Buffer (10x), 3µL de MgCl2 (25 mM), 1µL 

de dNTP’s (10mM), 1µL de cada oligo (sentido y antisentido, 10 µM), 33.8 µL de H2O ultra pura 

y 0.2 µL de Taq Polimerasa, obteniendo un volumen final de 50 µl por reacción. Como control 

negativo se utilizó H2O ultra pura y como positivo ADN plasmídico (pmNb6tri). Las reacciones 

fueron llevadas a cabo en un termociclador Veriti 96-Well termal Cycler de Applied Biosystems, 

con las siguientes condiciones: una predesnaturalización a 95°C por 5 minutos, seguido de 40 

ciclos a 95°C por 30 segundos, una alineación a 60°C por 30 segundos y una elongación a 72°C 

por 30 segundos. Una etapa final de elongación de 5 minutos a 72°C fue adicionada.  El producto 

amplificado fue observado en una electroforesis en gel de agarosa al 1% (A 90 V por 40 minutos) 

teñido con bromuro de etidio. El tamaño esperado del producto amplificado fue estimado en 

relación al marcador de peso molecular 1 Kb plus.  

  Nombre del 
Oligo 

Tm GC% Secuencia 
Tamaño del     

amplicón 

mNb6tri (F) 71.3 60 TACATCTTCGGCCGGAACGC 
220 pb 

mNb6tri (R) 67.1 65 GGTCCGCAGCGCAGTAGTAG 
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2.8 Detección de transgen mNb6tri en líneas de C. reinhardtii 

A partir de 10 µg de ADN genómico de colonias transformadas y de la cepa silvestre, se realizó 

una triple digestión con las enzimas de restricción Bam HI/StuI/NruI en un volumen de 0.5 µL, 1 

µL y 0.5µL, respectivamente. Se emplearon 3 µL de Buffer 3.1 de la marca NEB; y H2O ultra pura 

para obtener un volumen final de 30 µL. Para el control positivo se utilizaron aproximadamente 2 

µg de ADN plásmido en una reacción que contenía 0.5 µL de la enzima Eco RV, 3 µL del Buffer 

3.1 de la marca NEB y H2O ultra para obtener un volumen final de 30 µl. Posterior a la digestión, 

con la finalidad de detectar el transgen mNb6tri en colonias transformadas de C. reinhardti fue 

necesario el marcaje de una sonda de ADN por PCR, donde, se utilizó la polimerasa termoestable 

“Taq Expand Long Template” que permite la incorporación de desoxinucleótidos de uracilo 

marcados con digoxigenina “DIG-dUTP” (ROCHE) conforme se amplifica la región que 

corresponde al gen mNb6tri.  La reacción se llevó a cabo de la siguiente manera: 5 µL del 

plásmido pmNb6tri (1 ng), 1 µL de cada iniciador (tabla 2.1), 2 µL de buffer de reacción expand 

10X, 2 µL de la mezcla de dNTP’s  (2.0 mM de dGTP, dCTP, dATP, 1.3 mM dTTP y 0.7 mM DIG-

dUTP), 0.3 µL de Taq Expand Long Template (1.5U), y se utilizó agua ultra pura para obtener 

volumen de reacción final de 20 µl. El programa de PCR empleado fue el siguiente: un ciclo de 

pre-desnaturalización de 3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 

segundos, alineación a 60°C por 30 segundos, elongación a 68°C por 30 segundos y una etapa 

final de elongación a 72°C por 5 minutos.  

El volumen total de la reacción (20 µl) fue visualizado en un gel de agarosa al 1% a 90V por 30 

minutos. La banda obtenida fue purificada utilizando el kit “QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN, 

Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El producto purificado fue 

resuspendido en un volumen final de 53 µL de buffer de elución EB proporcionado en el kit de 

QIAGEN. Posteriormente, fue cuantificado utilizando el NanoDrop Lite (Thermo Scientific) y 

verificado en un gel de agarosa al 1% a 90V por 30 minutos, utilizando 2µl del producto de PCR. 

Una vez obtenida la sonda, se procedió a llevar a cabo la técnica de southern blot siguiendo el 

“DIG Application Manual for filter Hybridization” de ROCHE. 
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3. RESULTADOS 

3.1. Clonación de las construcciones mNb6tri y aadA en el plásmido pUC18. 

La clonación de las construcciones mNb6tri y aadA en el plásmido pUC18 fue logrado de manera 

exitosa al obtener colonias de células blancas en las cajas Petri. Las colonias blancas contienen 

el plásmido recombinante donde se insertó exitosamente el fragmento de interés y se interrumpió 

el gen lacZ; por lo tanto, fueron incapaces de producir a la enzima - galactosidasa que hidroliza 

al sustrato X-gal presente en el medio. Dichas colonias pueden ser observadas en la figura 3.1. 

Figura 3. 1 Resultados de la clonación de las construcciones de expresión de mNb6-tri y aadA. A) Esquema 
de las construcciones de expresión mNb6-tri y aadA que fueron ligados al plásmido pUC18. B) Resultados 
de la transformación del plásmido recombinante en E. coli DH10B. El gen aadA codifica para la enzima 
adenyltransferasa que confiere resistencia al antibiótico espectinomicina. Las colonias blancas indican 
posibles eventos de transformación.   
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3.2 Verificación de los vectores de transformación pmNb6tri y aadA. 

3.2.1 Vector aadA. 

En la figura 3.2A, se muestra el resultado de la verificación del vector de transformación aadA a 

través de digestiones enzimáticas con XbaI y HindII. En el carril número 1 se observan dos 

bandas, una de ellas corresponde al plásmido pUC 18 con un tamaño de 2,686 pb, mientras que 

la otra,  al constructo de expresión aadA, con un tamaño de 1,242 pb. Estos resultados 

confirmaron la integración exitosa del gen aadA al vector pUC 18. Respecto al carril número 2, 

se observa las bandas correspondientes al plásmido circularizado sin digerir con un tamaño de 

3,915 pb. La imagen 3.2 B, representa las partes que conforman la construcción del vector aadA, 

su tamaño y sitios de restricción.   

 

 

 

 

 

 

Figura 3. 2 Verificación de la construcción de expresión aadA en el plásmido pUC18. A) Electroforesis en 
gel de agarosa de la digestión del plásmido recombinante pUC18-aadA con las enzimas XbaI/HindII. Carril 
1: el fragmento de 2686 pb corresponde al plásmido pUC18, mientras que el fragmento de 1242 pb, al gen 
aadA.  Carril 2: plásmido pUC18+aadA sin digerir. B) Esquema de la construcción de expresión aadA que 
representa su conformación, sitios de restricción y tamaño. 
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3.2.2 Vector pmNb6tri 

Con respecto a la verificación del ensamblado del vector pmNb6tri, los resultados se presentan 

en la figura 3.3A. En el carril 1 se muestra la digestión de pmNb6tri con las enzimas XbaI/HindIII, 

las bandas corresponden a la construcción de expresión aadA con un tamaño de 1,242 pb y la 

banda  de 5,776 pb corresponde al plásmido pUC18 y al constructo de expresión mNb6tri de 3,090 

pb que se puede observar en el esquema de la figura 3.3B. En el carril número 2 se comprobó 

que el constructo de expresión mNb6tri estuviera presente en el vector realizando una digestión 

con las enzimas SacI y BamHI. Las bandas resultantes corresponden a mNb6tri con un tamaño 

de 3,090 pb y al resto del vector pUC18 que contiene el constructo  de expresión aadA con un 

tamaño de 3928 pb. En el carril número 3 se realizó la verificación con las enzimas SacI y HindIII, 

cuyos sitios de corte comprende a las construcciones de expresión mNb6tri y aadA con un 

Figura 3. 3 Verificación del ensamblado de las construcciones de expresión pmNb6tri y aadA en el 
plásmido pUC18. A) Electroforesis en gel de agarosa de diferentes digestiones del vector pmNb6tri 
chlamy. Carril 1: digestión del plásmido pUC18 con XbaI/HindIII. Carril 2: digestión de pUC18 con 
SacI/BamHI. Carril 3: digestión del plásmido pUC18 con SacI/HindIII. Carril 4: digestión del plásmido 
pUC18 con SacI. Carril 5: plásmido pUc18 sin digerir. B) Esquema del ensamblaje de las construcciones 
de expresión mNb6tri y aadA para dar lugar al plásmido pmNb6tri y que incluyen los incluyendo sitios de 
restricción y los tamaños de diferentes secciones. 
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tamaño de 4,332 pb, mientras que la segunda banda corresponde al plásmido pUC18 con 2,686 

pb. En el carril número 4 se observa una única banda que corresponde a la digestión de pmNb6tri 

con la enzima SacI, finalmente, en el carril número 5, la banda corresponde a pmNb6tri sin digerir 

con un tamaño de 7,018 pb. 

 

3.3 Transformación de C. reinhardtii mediante biobalística.  

3.3.1 Tranformación de C. reinhardtii con aadA.  

Después de confirmar el ensamblado correcto de cada uno de los vectores, se procedió con la 

transformación de C. reinhardtii. En la figura 3.4A se pueden observar células de C. reinhardtii 

bombardeadas al primer día. Las primeras colonias posiblemente transformadas después de 

transcurridos 10 días a partir del bombardeo. En la figura 3.4B se presentan las cajas 

bombardeadas después de 19 días, donde se lograron identificar colonias mucho más definidas. 

En la figura 3.4C se observan los controles positivos que después de 19 días (figura 3.4E) se 

puede confirmar que continuaron con su crecimiento usual, mientras que las células de la cepa 

silvestre de los controles negativos (Figura 3.4D, 3.4F) al transcurso de los 19 días fueron 

muriendo debido al contenido de antibiótico en el medio. Para comprobar la transformación 

Figura 3. 4 Transformación de C. reinhardtii con el gen aadA utilizando la técnica de biobalística. A) Células 
de C. reinhardtii en medio TAP suplementado con espectinomicina después de 1 día y B) 19 días del 
proceso de transformación. C+: control positivo (cepa silvestre en medio TAP sin antibiótico) C-: control 
negativo (cepa silvestre en medio TAP con antibiótico). Las flechas en la figura indican algunas de las 
colonias posiblemente transformadas. 
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exitosa de las colonias se tomaron dos colonias de cada caja de Petri, y se sembraron en medio 

TAP con espectinomicina (50 µg/ml). Transcurridos aproximadamente 7 días, se realizó la colecta 

y la extracción de ADNg.  

3.3.2 Transformación de C. reinhardtii con pmNb6tri 

En la figura 3.5A se observa la transformación de C.reinhardtii con el plásmido pmNb6tri, en este 

caso, se observaron algunas colonias posiblemente transformadas aproximadamente después 

de 40 días a partir del bombardeo (figura 3.5B), mientras que el crecimiento de las células de la 

cepa silvestre de los controles positivos (figura 3.5C, 3.5BE) se dio de la manera esperada, en 

los controles negativos (figura 3.5D-, 3.5BF) se observa claramente que las cajas petri que 

contenían las células silvestre en medio TAP adicionado con antibiótico murieron durante el 

transcurso de los 40 días, al igual que en la transformación con el vector aadA, se seleccionaron 

colonias posiblmente transformadas y se crecieron en medio TAP liquido con espectinomicina  

 

Figura 3. 5 Transformación de C. reinhardtii con el vector pmNb6tri utilizando la técnica de biobalística. A) 
Células de C. reinhardtii en medio TAP suplementado con espectinomicina después de 1 día y B) 40 días 
del proceso de transformación. C+: control positivo (cepa silvestre en medio TAP sin antibiótico) C-: control 
negativo (cepa silvestre en medio TAP con antibiótico). Las flechas en la figura indican algunas de las 
colonias posiblemente transformadas. 
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3.3.3 Confirmación de la transformación de C. reinhardtii  

Se seleccionaron 11 colonias a partir de la transformación con biobalística y se cultivaron en 

medio TAP líquido, después de 7 días, se colectaron las células y se realizó la extracción de ADN 

genómico de las 11 muestras posiblemente transformadas con pmNb6tri, así mismo se incluyó 

una muestra de células posiblemente transformadas con el vector aadA (Vector vacío, “VV”) y de 

la cepa silvestre de Chlamydomonas reinhardti (Wild type “WT). Como se puede observar en la 

figura 3.6A, el ADN extraido de las 11 muestras tuvo muy buena integridad.  

Con la finalidad de determinar la presencia del transgen mNb6tri en las colonias de C. reinhardtii 

crecidas en el medio de selección, se realizó una PCR con iniciadores específicos para mNb6tri. 

Los resultados revelaron un fragmento de aproximadamente 220 pb en las 11 muestras 

analizadas (figura 3.6B). 

  

Figura 3. 6 ADNg y confirmación de colonias transformadas con el casete de expresión pmNb6tri.  A) 
ADNg obtenido de celúlas de C. reinhardtii sometidas al proceso de transformación B) Detección por 
PCR de colonias de C. reinhardtii transformadas con el gen mNb6tri. La flecha azul indica el amplicón 
de aproximadamente 220 pb del gen mNb6tri.VV: vector vacío que carece de la construcción mNb6tri; 
WT: cepa silvestre sin bombardear. *pmNb6tri: vector de transformación.   
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3.4. Análisis de colonias transformadas mediante Southern blot.  

Para la detección del transgen mNb6tri se seleccionaron y evaluaron por Southern blot seis 

clonas previamente confirmadas por PCR. En la figura 3.7A se observa el resultado de la 

digestión con las enzimas BamHI/StuI/NruI del ADNg de las clonas confirmadas por PCR. En el 

carril 1 al 6 se presenta la digestión de las 6 clonas, en el carril 7 se encuentra la cepa silvestre 

digerida con EcoRV como control negativo, ya que al no estar transformada genéticamente no 

se debería de observar ninguna banda en dicho carril al momento de obtener los resultados del 

para southern blot y por último en el carril 8, se encuentra la digestión del plásmido pmNb6tri (P) 

como control positivo de la técnica. Los resultados revelaron seis líneas transgénicas diferentes, 

siendo la línea 2 (L2) la que presentó mayor número de copias incorporadas en su genoma, 

seguida de la línea 1 (L1) con dos copias y las líneas 3, 4, 5 y 6  (L3-L6) con al menos una copia 

(Fig. 3.7B). Siguiendo el patrón de bandas obtenidas en el southern blot se puede inferir que 

cada clona proviene de un evento único de transformación; por lo tanto, se puedendenominar 

líneas transgénicas independientes (Fig. 3.7B).

Figura 3. 7 Evaluación de la incorporación del transgen mNb6tri en el genoma de Chlamydomonas 
reinhardti. A) Resultado de la digestión con las enzimas BamHI/StuI/NruI del ADNg de seis líneas 
transgénicas. B) Southern blot que muestra el número de copias de mNb6Tri en las seis líneas 
transgénicas evaluadas. WT: C. reinhardtii silvestre; P, plásmido pmNb6Tri digerido con EcorV 
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CAPITULO IV. 

4.DISCUSIÓN.  

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación se logró confirmar 

que a través de biobalística la microalga Chlamydomonas reinhardtii es capaz de integrar en su 

genoma nuclear múltiples copias de la construcción de expresión pmNb6tri que codifica para un 

nanoanticuerpo trivalente.   

A pesar de que la modificación genética de C. reinhardtii para la producción de proteínas 

recombinantes es más común en el cloroplasto (Torres et al.,2022), se han reportado diversos 

estudios donde se ha logrado exitosamente la transformación del núcleo para obtener diversas 

proteínas recombinantes como el antígeno P24-HIV (Barahimipor et al., 2016), el péptido 

antimicrobial 3xMytichitin-A (Dong et al.,2017) y el interferón alfa 2a (IFN-a2a) (El-ayouty et al., 

2019), demostrando que a través de la modificación genética nuclear, C. reinhardtii es capaz de 

ser utilizada como una biofábrica para la obtención de diversos proteínas de interés 

biotecnológico. 

Para la expresión de proteínas recombinantes, los sistemas que suelen utilizarse son las 

bacterias, levaduras, plantas y células de mamífero (Kögler et al., 2020; Puthenveetil et al., 2020; 

García-Suárez et al., 2021; Schillberg y Spiegel, 2022), sin embargo, estas tecnologías suelen 

presentar algunas desventajas y limitaciones que en ocasiones dificultan su producción. Por 

ejemplo, en el caso de las bacterias, son incapaces de realizar modificaciones postraduccionales, 

por lo que suelen tener problemas para producir proteínas eucariotas (Zhang et al., 2021) , 

mientras que, las levaduras a pesar de tener la ventaja de realizar dichas modificaciones; los 

niveles expresión de proteínas recombinantes suele ser baja (Baghban et al., 2019). Por otra 

parte, las células de mamífero al tener la maquinaria ideal para la modificación de proteínas, 

podría ser la alternativa perfecta para su producción; sin embargo, su cultivo es complejo, lo que 

ocasiona que los costos de producción se eleven en comparación con otras plataformas de 

expresión (Gray, 2001). Las plantas también ofrecen la posibilidad de producir proteínas 

recombinantes a menor costo; sin embargo, debido a sus largos ciclos de crecimiento pueden 

llevar meses antes de ser capaces de obtener la proteína deseada (Chen y Davis, 2016). Las 

microalgas surgen como una opción viable gracias a su rápida división celular y crecimiento 

fotosintético. Estas ventajas permiten escalar fácilmente la producción de proteínas 
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recombinantes a bajos costos y con bajo riesgo de contaminación por endotoxinas, virus o 

pirones (Scaife et. al, 2015). Su capacidad de mantener el cultivo bajo condiciones controladas 

asegura que no haya contaminación cruzada con cultivos alimentarios, que es una de las 

principales preocupaciones en cuanto a la producción de plantas transgénicas (Manuell et al., 

2007). 

El casette de expresión sintético incluye el gen mNb6tri, las secuencias 5’UTR y la región 3’UTR 

del gen nuclear RBCS2 de C. reinhardtii; el uso del codón optimizado para el núcleo es de gran 

importancia ya que anteriormente se ha descrito que la expresión de proteínas en el núcleo de 

C. reinhardtii comparada con la expresión en cloroplasto resulta ser más baja; sin embargo, se 

demostró en diferentes estudios que el uso de codones optimizados para el núcleo de esta 

microalga puede mejorar la traducción de los transgenes a proteínas, según lo reportado por 

Ramos y colaboradores (2017) se mejoró la concentración de proteína aproximadamente 12 

veces más pasando de obtener 1.3mg/L a 15 mg/L con el uso del codoón optimizado además de 

otras etiquetas (Shao y Bock, 2008, Ruecker et al, 2008 ), ya que, hace que coincida el contenido 

de GC del genoma nuclear de chlamydomonas reinhardtii en aproximadamente un 62% 

(Lauersen et al., 2012), concordando con la información reportada por Zhang et al. en 2020 donde 

se describe el aumento de la eficiencia de transformación y la traducción de  transgenes a 

proteínas utilizando promotores quiméricos con RBCS2, mejorando la eficiencia de 

transformación 8 veces, y obteniendo niveles de expresión de la GFP tres veces mayor 

comparado al uso de otros promotores.  

Además de este codón optimizado, el casette de expresión pmNb6tri contiene una secuencia 

que codifica para un péptido señal de secreción “pJP30” reportada por Molino et al. (2018). Una 

de las estrategias para aumentar la expresión de genes ha sido el uso de etiquetas de secreción 

al espacio extracelular o periplásmatico ya que se disminuye la posibilidad de exponer a la 

proteína a proteasas y actividad inhibitoria durante los procesos de expresión (Lauersen et al, 

2012). La posibilidad de secretar proteínas recombinantes al medio permite que los procesos de 

recuperación y purificación sean más sencillos, por lo tanto, menos costosos pues suele 

representar el 12% del costo de producción (Molino et al., 2018).  

Existen diferentes métodos para la transformación genética del núcleo C. reinhardtii, entre los 

que se incluyen electroporación, perlas de vidrio, transformación mediada por Agrobacterium y 

biobalística (Mini et al, 2018; Kim et al., 2019; Barjona do Nascimento Coutinho et al., 2019). 

Anteriormente ya se han publicado una serie de investigaciones donde se ha modificado de 
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manera exitosa el núcleo de C. reinhardtii a través de biobalistica como es el caso de EL-Sheekh 

y colaboradores (2019) que demostraron la transformación genética estable del núcleo de 

Chlamydomonas reinhardtii con el plásmido pBl221aadAGUS que contenía los genes GUS y 

aadA.  

En cuanto a nanoanticuerpos producidos en C. reinhardtii hasta el momento el único artículo 

publicado ha sido el de Barrera y colaboradores (2015) mencionado en el capítulo I de este 

trabajo, lo que indica que el proyecto presentado en esta tesis podriá ser el primero orientado 

para la producción de un nanoanticuerpo contra el SARS-CoV-2 a través de la transformación 

genética del núcleo de Chlamydomonas reinhardtii. 

En este estudio, se logró caracterizar 6 líneas transgénicas a través de southern blot donde se 

observó la presencia de una a más de tres copias incorporadas del transgen en el genoma de 

las diferentes líneas transgénicas. La determinación del número de copias de transgenes suele 

ser de gran importancia para entender los cambios fenotípicos y de expresión de proteínas en 

las plataformas de expresión (Ringel et al., 2018). Anteriormente se ha reportado la 

caracterización de líneas transgenicas en C. reinhardtii a través de southern blot como es el caso 

de las líneas transgénicas (CrB-1, CrP-6, CrP-13, CrX-3, CrX-9) expresando el gen ptxD 

reportadas por Loera et al. (2016), sin embargo, ninguna de estas líneas mostró diferencias en 

la morfología, tamaño y forma en comparación con la cepa silvestre. Rohr y colaboradores (2004) 

determinarion líneas transgécnicas (1,7,13,2,8,12) integrando al transgen ble-RbcS, en este 

caso, los resultados del southern blot mostraton la integración del transgen en la línea 2, sin 

embargo, se reportó silenciamiento en la expresión del transgen. 

Esta diferencia de copias incorporadas en el genoma de las líneas transgénicas pudiera ser 

ocasionada debido al método de transformación utilizado, ya que se han reportado estudios 

donde se menciona que la transformación por biobalística puede incorporar múltiples insertos 

con copias de transgen a las células (Angaji et al., 2010). Como consecuencia de esta diferencia 

podría especularse que la expresión del nanoanticuerpo mNb6tri esté relacionada al número de 

copias de cada línea transgénica. Se tiene reportes que un número alto de copias podría conducir 

a una mayor expresión del transgen (Bradeen et al, 2009; Kong et al., 2009, sin embargo, en 

otros casos un numero alto de copias del transgen puede conducir a un silenciamiento génico 

(Tang et al.,2006.;Strathdee et al., 2006; Ziemienowics et al., 2012).  por lo que es necesario 

caracterizar a varias líneas transgénicas para identificar cual de ellas presenta niveles altos de 

expresión del transgen de estudio y niveles altos de la proteína recombinante correspondiente.
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CAPITULO V 

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 

 
5.1 CONCLUSIONES 

1. La transformación genética del núcleo de C. reinhardtii fue logrado por primera vez y de 

manera exitosa con la construcción pmNb6-tri, la cual codifica para un nanoanticuerpo 

ultrapontente que bloquea al virus del SARS-COV-2.  

2. Se confirmó la integración del gen mNb6-tri en el genoma de C. reinhardtii y se reveló la 

presencia de seis líneas transgénicas con diferentes números de copias.   

 

5.2. PERSPECTIVAS 
 
 
Este estudio tiene como perspectivas la cuantificación de la expresión del gen mNb6tri bajo el 

control del promotor RIA3/PROMC a través de RT-qPCR. De esta manera podríamos conocer si 

el número de copias detectado por la técnica de Southern blot está relacionada con el nivel de 

expresión del transgen y la producción de la proteína recombinante. También se contempla incluir 

a otros promotores para conducir la expresión del gen mNb6tri con fines comparativos, como es 

el caso del promotor quimérico Hsp70A/RbcS2 del vector pChlamy 4. 

Por otra parte, se pretende evaluar la unión del nanoanticuerpo recombinante con el dominio de 

unión al receptor (RBD) de la proteína espiga del virus SARS-CoV-2. Esto, nos permitirá 

identificar la capacidad que tiene mNb6tri producido en C. reihardtii para neutralizar al virus 

responsable por la pandemia del COVID-19. 

Los resultados obtenidos a través de estos experimentos nos permitirán decidir si es viable 

realizar pruebas de neutralización con ratones infectados en colaboración con laboratorios que 

realicen este tipo de investigaciones.  De esta manera se podrá proceder a realizar pruebas de 

unión con el dominio al RBD de las nuevas variantes del virus, y de ser exitosa, se llevará a cabo 

la producción a una mayor escala.  
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ANEXOS. 

I. MEDIO DE CULTIVO TAP. 
TAP medium for 1 L (adjust final pH to 7.0) 

 1M Tris base (e.g.Trizma) 20.0 ml 

 Phosphate Buffer II 1.0 ml 

 Solution A 10.0 ml 

 Hutner's trace elements 1.0 ml 

 Glacial acetic acid 1.0 ml 

*For Tris-minimal medium omit the acetic acid and titrate the final solution to pH 7.0 with 

HCl 

Phosphate Buffer II (for 100 ml) 

 K2HPO4 10.8 g 

 KH2PO4 5.6 g 
Solution A (for 500 ml) 

 NH4Cl 20 g 

 MgSO4•7H2O 5 g 

 CaCl2•2H2O 2.5 g 
Solution Hutner’s trace elements (for 500 ml) 

 H3BO3 5.7 g 

 ZnSO4.7H2O 11 g 

 MnCl2.4H2O 2.53 g 

 FeSO4.7H2O 2.495 g 

 CoCl2.6H2O 0.805 g 

 CuSO4.5H2O 0.785 g 

 Mo7O24(NH4)6.H2O 0.5 g 

 
I. MEDIO DE CULTIVO LB. 

 Medio sólido: 

Se pesan 40 g de LB agar (Sigma) por litro de medio, se disuelve parte del medio en la 

mitad de la cantidad deseada de de agua destilada, una vez disuelto, se afora hasta el 

volumen deseado y se esteriliza en autoclave a 15 lb/cm2,121°C por 12 min. 

En baño Maria a 50°C se atempera el medio de cultivo, y se adiciona ampicilina como 

antibiótico, se agita por inversión y se dosifica en cajas de Petri. 
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 Medio líquido. 

Se pesan 25 g de LB (sigma) por litro de medio, se disuelve el medio en la mitad del 

volumen deseado de agua destilada, posteriormente, se afora al volumen deseado, y 

se esteriliza en autoclave con las mismas condiciones que el medio sólido, se le agrega 

ampicilina una vez se encuentre a temperatura ambiente, y se dosifica según la cantidad 

deseada en tubos. 


