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Resumen 

La viruela símica (mpox), un Orthopoxvirus zoonótico emergente, ha cobrado relevancia 

internacional por su reemergencia y propagación fuera de las regiones endémicas, lo que 

pone de manifiesto su potencial epidémico. Aunque las vacunas basadas en el virus 

vaccinia atenuado han demostrado ser eficaces, su disponibilidad es limitada y la vacuna 

ideal debería formularse con antígenos específicos del virus de la viruela símica (MPXV) 

para ampliar la magnitud y la duración de la respuesta inmunitaria. En este contexto, las 

vacunas multiepitópicas representan una estrategia prometedora. En el presente estudio 

se diseñó y produjo en Escherichia coli una proteína quimérica denominada LTB-MPX, 

que incorpora epítopos de las proteínas A30L y E8L fusionados a la subunidad B de la 

enterotoxina termolábil de E. coli (LTB), utilizada como molécula acarreadora. La proteína 

LTB-MPX se expresó de manera eficiente y se recuperó a partir de cuerpos de inclusión 

mediante procedimientos convencionales de solubilización y renaturalización. Su 

inmunogenicidad se evaluó en un modelo murino, en el que fue capaz de inducir una 

respuesta humoral específica frente a la proteína viral E8L. En conjunto, estos resultados 

sientan las bases para optimizar el diseño de vacunas multiepitópicas dirigidas contra 

MPXV. 

 

Palabras clave: A30L, E8L, proteína quimérica, vacuna recombinante, respuesta 

humoral. 
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Abstract 

Monkeypox (MPX), an emerging zoonotic orthopoxvirus, has gained international 

attention following its re-emergence and spread outside of endemic areas, highlighting its 

epidemic potential. While vaccines based on the attenuated vaccinia virus are considered 

effective, their availability is limited, and the ideal vaccine should be formulated with 

specific MPX antigens to improve the breadth and duration of the immune response. 

Considering that multiepitopic-vaccines represent a promising strategy, in this study a 

chimeric protein called LTB-MPX, which carries epitopes from the A30L and E8L proteins 

fused to the heat labile Escherichia coli enterotoxin B subunit as carrier, was designed 

and produced in E. coli. LTB-MPX was efficiently expressed and recovered from inclusion 

bodies under conventional solubilization and refolding steps. Immunogenicity of LTB-

MPX was assessed in test mice and it was able to induce specific humoral responses 

against the E8 viral target. This study sets the basis for optimizing the design of 

multiepitopic vaccines against MPX. 

 

 

 

Keywords: A30L protein, E8L protein, chimeric protein, recombinant vaccine, humoral 

response.  
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1. Introducción 

1.1. Zoonosis virales y enfermedades emergentes 

La zoonosis viral es cualquier enfermedad o infección causada por un virus 

que ha sido transmitida de un animal vertebrado a un humano (Reed, 2018). La 

transmisión de una zoonosis viral puede ser por contacto directo, indirecto o 

nosocomial; por aerosoles; vertical (intrauterina); y por vectores o artrópodos. Las 

zoonosis representan el 45% de las enfermedades infecciosas emergentes 

(González y Aguilar, 2023). Su incremento se atribuye principalmente a la intrusión 

humana en hábitats silvestres, al cambio climático y al transporte global, factores 

que multiplican los puntos de contacto entre especies. Actualmente, las zoonosis 

virales han cobrado relevancia epidemiológica debido a su rápida propagación y a 

la ausencia de tratamientos y/o vacunas específicas disponibles en el sector salud; 

demostrando vulnerabilidad en la población ante estas.  En las últimas décadas, 

diversas epidemias o pandemias causadas por virus zoonóticos, incluidos el 

coronavirus del síndrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV), el coronavirus del 

síndrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV), el coronavirus de tipo 2 

causante del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), el virus Ébola, el 

virus Nipah y el virus de la viruela símica (MPXV), han evidenciado la vulnerabilidad 

de la población mundial frente a estos agentes infecciosos (Weiss y Sankaran, 

2022). 

El proceso mediante el cual un virus supera la barrera entre especies no 

depende de un único evento, sino de la interacción de factores ecológicos, 

moleculares y sociales. La frecuencia de exposición entre animales y seres 

humanos aumenta con la urbanización no planificada, la modificación del uso del 

suelo, la deforestación, la intensificación de la producción animal y el comercio de 

especies. A ello se suman la movilidad internacional y la concentración de población 

en grandes centros urbanos, que pueden transformar una introducción localizada 

en un problema de alcance regional o mundial. Desde el punto de vista biológico, 

la capacidad del virus para reconocer receptores celulares, replicarse en el nuevo 

huésped y evadir su respuesta inmunitaria determina si la infección será accidental 
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o persistirá mediante la transmisión entre personas. Por esta razón, la prevención 

de zoonosis requiere vigilancia epidemiológica, diagnóstico oportuno y plataformas 

terapéuticas y vacunales capaces de responder con rapidez ante patógenos 

emergentes. 

La experiencia adquirida durante las emergencias recientes también ha 

mostrado que el impacto de un brote no se distribuye de manera uniforme. Las 

poblaciones con acceso limitado a servicios de diagnóstico, tratamiento y 

vacunación suelen enfrentar un mayor riesgo de complicaciones y de transmisión 

persistente. Asimismo, la saturación hospitalaria y la interrupción de programas de 

salud rutinarios pueden, indirectamente, aumentar la carga de otras enfermedades. 

En este contexto, el desarrollo de vacunas seguras, escalables y con requisitos de 

producción accesibles constituye no solo un objetivo científico, sino también una 

estrategia de preparación sanitaria. Las plataformas recombinantes resultan 

especialmente atractivas porque permiten seleccionar componentes específicos del 

patógeno, evitar su propagación durante la manufactura y adaptar el diseño cuando 

surgen nuevas variantes o se identifican antígenos de mayor relevancia 

inmunológica. 

Los brotes de enfermedades infecciosas emergentes representan una carga 

sanitaria, social y económica a nivel mundial. Más allá de la morbilidad y la 

mortalidad, los brotes pueden perturbar los sistemas de salud, el comercio 

internacional, el turismo, la educación y la productividad laboral. La pandemia de 

COVID-19 y el brote de mpox de 2022 pusieron de manifiesto la urgente necesidad 

de contar con estrategias para responder con rapidez a los patógenos emergentes. 

El brote de mpox demostró, además, que los virus considerados restringidos a un 

área geográfica específica pueden expandirse rápidamente y provocar 

emergencias sanitarias internacionales.   

 

1.2. Virus mpox: estructura, patogénesis y situación epidemiológica  

1.2.1. Características generales y estructura del MPXV 

La mpox es una enfermedad zoonótica viral causada por el  MPXV, 

perteneciente al género Orthopoxvirus. Es un virus envuelto con una estructura de 
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ADN de doble hélice.  El virión mide entre 200 y 250 nanómetros, tiene forma de 

ladrillo y su estructura se compone de una envoltura lipoproteica, un núcleo viral, 

un genoma lineal de doble cadena y dos cuerpos laterales, como se muestra en la 

Figura 1 (Carrero & Contreras, 2022). El genoma comprende dos regiones variables 

a ambos lados, compuestas por genes que codifican proteínas relacionadas con la 

virulencia, y una región central conservada (Witt et al., 2023).  Mientras tanto, la 

región central codifica proteínas estructurales y enzimas esenciales, que pueden 

inducir una respuesta de anticuerpos e incluso algunas contienen epítopos que 

desencadenan una respuesta de células T, lo que ofrece protección cruzada contra 

otros Orthopoxvirus (Zhai et al., 2025).  

A diferencia de numerosos virus de ADN que dependen del núcleo de la 

célula huésped, los poxvirus realizan su ciclo replicativo en el citoplasma. Para ello, 

el virión debe transportar o codificar gran parte de la maquinaria necesaria para la 

transcripción, replicación y procesamiento de sus componentes (Witt et al., 2023). 

Esta relativa autonomía explica tanto el tamaño del genoma como la complejidad 

estructural de la partícula viral. La organización del genoma también es importante 

para el diseño de vacunas: la región central tiende a conservar genes esenciales 

para la replicación y la formación del virión, mientras que los extremos albergan con 

mayor frecuencia genes relacionados con el rango de huéspedes, la virulencia y la 

modulación de la respuesta inmunitaria (Zhai et al., 2025). En consecuencia, la 

identificación de antígenos conservados y expuestos en la superficie puede 

favorecer el diseño de prototipos con cobertura frente a diferentes clados, siempre 

que los epítopos seleccionados mantengan su accesibilidad y su conformación 

relevante. 
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Figura 1. Estructura del virión del virus de mpox (MPXV). Representación 

esquemática de los componentes estructurales del virión maduro. Esquema 

obtenido de BioRender; etiquetas añadidas por la autora en Microsoft PowerPoint. 

 

1.2.2. Antecedentes epidemiológicos y manifestaciones clínicas de mpox  

La mpox se reportó por primera vez en 1970 en un niño de nueve años (Beer 

& Rao, 2019). Desde entonces han existido distintos brotes en el continente 

africano; sin embargo, la infección por MPXV se considera una enfermedad 

autolimitada donde, el periodo de incubación es de 6 a 16 días y los pacientes se 

recuperan a las pocas semanas. Aun cuando se ha considerado autolimitada, se 

han descrito casos graves en infantes y en pacientes inmunodeprimidos, con una 

tasa de letalidad del 3-6% (Carrero & Contreras, 2022). Los principales síntomas 

de la enfermedad son sarpullidos con pústulas, dolor de cabeza y corporal, fiebre, 

cansancio y escalofríos, lo cual complica su diagnóstico debido por la similitud con 

otros patógenos, como el virus varicela-zóster, los virus herpes 1 y 2, Treponema 

pallidum o Chlamydia trachomatis (Centros para el Control y la Prevención de 
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Enfermedades, 2023).  

La semejanza clínica con otras enfermedades exantemáticas y de 

transmisión sexual puede retrasar la sospecha diagnóstica, especialmente cuando 

el paciente no refiere contacto conocido con un caso confirmado. La presentación 

clínica puede variar según la vía de exposición, el estado inmunológico, la edad y 

las comorbilidades. Aunque muchos cuadros evolucionan favorablemente, pueden 

presentarse infecciones bacterianas secundarias, compromiso ocular, encefalitis, 

neumonía o enfermedad diseminada. Esta heterogeneidad refuerza la importancia 

de combinar la evaluación clínica con métodos de confirmación molecular. También 

explica por qué la vacunación de grupos con mayor riesgo de exposición o de 

enfermedad grave constituye una herramienta complementaria a la vigilancia de 

contactos y al aislamiento de casos. 

 

1.2.3. Transmisión y patogénesis de la infección por MPXV 

La transmisión entre personas se produce a través de fluidos corporales, del 

contacto con lesiones cutáneas o con materiales contaminados. Tras la exposición, 

el virus penetra en los tejidos adyacentes a través de las mucosas oculares, 

respiratorias, bucales, uretrales o rectales o a través de lesiones cutáneas. 

Posteriormente, se disemina por todo el organismo mediante células inmunitarias 

residentes en los tejidos y en los ganglios linfáticos de drenaje (Kumar et al, 2022; 

Alakunle et al., 2020). Al igual que otros poxvirus, la replicación del MPXV ocurre 

en el citoplasma y se lleva a cabo mediante la ARN polimerasa del virus. La 

patogénesis del MPXV incluye la unión de las partículas virales, la fusión, la 

replicación del genoma viral, el ensamblaje del virión y su liberación de la célula 

huésped infectada (Gong et al., 2020; Shi et al., 2022). Durante estos pasos, se 

producen dos formas infecciosas del MPXV: el virus envuelto extracelular (EEV) y 

el virus maduro intracelular (IMV). El EEV se libera mediante exocitosis y consta de 

una membrana lipídica que envuelve la partícula intracelular IMV originada en el 

aparato de Golgi o en endosomas. Por otro lado, el IMV se libera durante la lisis 

celular y presenta una envoltura lipoproteica estable, lo que lo hace adecuado para 

su transmisión entre animales. La forma EEV expresa 25 proteínas de membrana, 

mientras que la IMV expresa proteínas como A29, A30L, E8L y M1, involucradas 
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en el proceso de entrada de la IMV a la célula (Freyn et al., 2022; Shchelkunov et 

al., 2002).  

La coexistencia de IMV y EEV es relevante para la patogénesis y la selección 

de blancos vacunales, ya que ambas formas contribuyen a distintas etapas de la 

infección. El IMV es estable en el ambiente y favorece la transmisión entre 

huéspedes, mientras que el EEV participa de manera importante en la diseminación 

dentro del organismo y puede facilitar la propagación sin que se produzca lisis 

celular inmediata (Shi et al., 2022). Sus membranas y proteínas expuestas no son 

idénticas; por ello, los anticuerpos dirigidos contra una sola forma podrían no 

bloquear todos los mecanismos de propagación. Una estrategia racional puede 

combinar antígenos de ambas partículas o centrarse en proteínas del IMV que 

participen directamente en la adhesión y la entrada celular. Las proteínas E8L y 

A30L pertenecen a este segundo grupo y, al asociarse con eventos tempranos de 

la infección, representan blancos cuyo reconocimiento inmunitario podría interferir 

con el establecimiento del virus en la célula huésped. 

 

1.2.4. Brotes internacionales y situación epidemiológica actual  

En 2022 se identificaron en diversos países casos de mpox sin antecedente de viaje 

a zonas endémicas, incluidos países de América, Europa y otras regiones (Bunge 

et al., 2022). El 23 de julio de 2022, la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

declaró el brote multinacional de mpox como una Emergencia de Salud Pública de 

Importancia Internacional (ESPII) (Organización Panamericana de la Salud, s/f). 

Esta declaración concluyó en mayo de 2023, tras observarse un descenso 

sostenido de los casos a nivel mundial. Sin embargo, el comportamiento 

epidemiológico del virus continuó evolucionando: durante 2024, la expansión del 

clado I y la detección del subclado Ib en la República Democrática del Congo y en 

países vecinos motivaron una nueva declaración de ESPII. Para comprender la 

gravedad de este escenario, es necesario precisar que el virus del mpox se divide 

en dos linajes genéticos principales: el clado II, responsable del brote de 2022 y 

asociado a cuadros más leves, y el clado I, históricamente vinculado a una mayor 

virulencia (CDC, 2026). La relevancia del emergente subclado Ib radica en que 

representa una mutación adaptada a una transmisión sostenida y eficiente de 
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persona a persona —tanto por vía sexual como por contacto estrecho 

intrafamiliar—, lo que difiere de la dinámica zoonótica de su predecesor (el clado 

Ia) y eleva significativamente el riesgo de propagación internacional de una variante 

más letal. En conjunto, estos acontecimientos muestran que el MPXV tiene la 

capacidad de establecer cadenas de transmisión fuera de las regiones 

históricamente afectadas y que su vigilancia no debe limitarse a los periodos de 

máxima incidencia. También evidencian la necesidad de contar con intervenciones 

preventivas adaptadas a la diversidad genética y antigénica del virus, en particular 

frente a linajes emergentes. 

 

1.3. Tratamiento y estrategias de vacunación contra mpox 

1.3.1. Tratamiento antiviral contra mpox 

Durante el brote internacional, algunos de los principales retos fueron la 

identificación de tratamientos y la aplicación de vacunas autorizadas contra mpox 

basadas en vaccinia pero no diseñadas exclusivamente con antígenos definidos de 

MPXV. En ese periodo, uno de los medicamentos de administración oral 

reconocidos por su eficacia para tratar la viruela del mono fue el tecovirimat. Este 

medicamento es un derivado del 4-trifluorometilfenol que interrumpe los pasos 

finales en la maduración del virus y su liberación desde la célula infectada (De La 

Calle-Prieto et al., 2022). En 2018, el tecovirimat fue aprobado por la Administración 

de Alimentos y Medicamentos (FDA) como tratamiento contra la viruela. En ensayos 

frente a diversos grupos de Orthopoxvirus, demostró una alta actividad antiviral, con 

una disminución significativa de la letalidad. Específicamente, en el el caso de 

mpox, se observó que es eficaz para contrarrestar la enfermedad en animales 

cuando se inicia el tratamiento antes de que aparezcan los primeros brotes de 

sarpullidos (De La Calle-Prieto et al., 2022). En humanos, se administraron durante 

15 días dos dosis diarias de 600 mg a uno de los enfermos del primer brote y se 

observaron pruebas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) negativas en 

muestras de sangre y del tracto respiratorio superior a las 48 h de iniciado el 

tratamiento, sin desarrollar nuevas lesiones a partir de las 24 h de iniciado el 

tratamiento (De La Calle-Prieto et al., 2022).   

Aunque la disponibilidad de un antiviral constituye un recurso importante, el 
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tratamiento farmacológico no sustituye a la prevención. Su efectividad puede 

depender del momento de inicio, de la gravedad del cuadro, de las condiciones del 

paciente y de la sensibilidad del virus. Además, durante una emergencia sanitaria, 

el acceso desigual a los antivirales y a las pruebas diagnósticas puede limitar su 

impacto a nivel poblacional. En consecuencia, el control de mpox requiere una 

estrategia integrada que incluya vigilancia, educación, identificación de contactos, 

reducción del riesgo de exposición, vacunación y tratamiento de los casos que lo 

requieran. El desarrollo de nuevas vacunas continúa siendo pertinente aun cuando 

existan opciones terapéuticas, pues una intervención preventiva puede disminuir 

simultáneamente la incidencia, la transmisión y la probabilidad de complicaciones. 

  

1.3.2. Vacunas disponibles para la prevención de mpox 

Otra estrategia efectiva para el control de las enfermedades infecciosas emergentes 

es la vacunación. A partir del brote de mpox de 2022, algunos países retomaron la 

vacunación contra la viruela con la vacuna ACAM2000. ACAM2000 contiene el virus 

vaccinia vivo, que puede replicarse en el cuerpo humano, por lo que existe una baja 

probabilidad de causar enfermedades en ciertas personas (Taha et al., 2024). Sin 

embargo, a pesar de la aplicación de esta vacuna, continuaron presentándose 

casos recurrentes de personas infectadas por mpox, por lo que el 9 de agosto de 

2022 la FDA emitió una autorización de uso de emergencia para la vacuna 

JYNNEOS en adultos mayores de 18 años y en personas consideradas en riesgo 

de contraer mpox (FDA, 2022). La vacuna JYNNEOS contiene el virus vaccinia, un 

virus relacionado con el virus de la mpox y de la viruela, que ha sido atenuado y, en 

consecuencia, tiene una capacidad replicativa limitada. 

La protección frente a MPXV mediante vacunas contra la viruela se 

fundamenta en la conservación antigénica entre los Orthopoxvirus. No obstante, 

ACAM2000 y JYNNEOS difieren en su capacidad de replicación, perfil de 

seguridad, vía de administración y población candidata. Las vacunas basadas en 

virus completos presentan la ventaja de exponer al sistema inmunitario a un amplio 

repertorio de antígenos; sin embargo, esa misma complejidad dificulta atribuir la 

protección a componentes específicos y puede imponer restricciones en la 

fabricación, la bioseguridad, el almacenamiento o la administración. Estas 
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consideraciones son particularmente relevantes para personas 

inmunocomprometidas y para regiones con infraestructura limitada. Por ello, 

además de optimizar el acceso a las vacunas existentes, resulta conveniente 

estudiar plataformas específicas para MPXV que conserven los determinantes 

antigénicos de interés sin incorporar componentes virales innecesarios para inducir 

la respuesta deseada. 

 

1.3.3. Limitación de vacunas actuales y necesidad de vacunas específicas contra 

MPXV 

Las estrategias basadas en el seguimiento de casos y vacunación lograron el 

control exitoso del brote multinacional de mpox. Sin embargo, es de suma 

importancia señalar que actualmente no existe una vacuna específica contra el virus 

mpox. En este sentido, el desarrollo de una vacuna específica contra el MPXV 

resulta relevante, y uno de los enfoques más directos consiste en vacunas 

formuladas con el patógeno inactivado. Sin embargo, esta técnica a gran escala 

supone un desafío considerable, ya que los riesgos de producir la vacuna son 

elevados. El desarrollo de vacunas ha evolucionado desde plataformas basadas en 

microorganismos completos hacia estrategias de diseño racional, en las que la 

selección de antígenos específicos permite dirigir la respuesta inmune hacia 

regiones altamente conservadas y funcionalmente relevantes del patógeno. Una 

estrategia de vacunación altamente conveniente es la de las vacunas 

multiepitópicas, compuestas por regiones antigénicas específicas conocidas como 

epítopos, cuya ventaja principal es que no requieren el manejo del patógeno vivo y 

pueden producirse en diferentes plataformas de expresión, lo que puede resultar 

en un costo relativamente menor (Hansson, Nygren, & Stahl, 2010).   

Una vacuna específica basada en antígenos definidos permitiría orientar la 

respuesta hacia moléculas conservadas que desempeñan funciones esenciales del 

virus. Este planteamiento puede reducir la presencia de componentes que no 

contribuyen a la protección y facilitar la caracterización de la respuesta inducida. 

Sin embargo, seleccionar un antígeno no consiste únicamente en identificar una 

proteína inmunogénica: también deben considerarse su localización en el virión, la 

accesibilidad para los anticuerpos, la conservación entre clados, la función durante 
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la infección y la capacidad de procesamiento y presentación por las células del 

sistema inmunitario. En las vacunas de subunidades y multiepitópicas, además, la 

estructura final de la molécula, el orden de los epítopos, los conectores y la proteína 

acarreadora pueden modificar la exposición de cada región. El diseño debe, por 

tanto, integrar evidencia bioinformática, estructural y experimental. 

 

1.4. Vacunas multiepitópicas  

1.4.1. Fundamento de vacunas multiepitópicas 

Las vacunas multiepitópicas consisten en la combinación de múltiples epítopos B y 

T provenientes de diferentes proteínas virales dentro de una sola formulación, con 

el objetivo de ampliar la cobertura inmunológica, concentrando la respuesta en los 

epítopos protectores a la vez que se excluyen los inmunodominantes no protectores 

y se favorece la generación de memoria inmunológica (Maleki et al., 2022). Aun 

cuando son capaces de generar respuestas inmunitarias, las vacunas 

multiepitópicas presentan, por lo general, una baja inmunogenicidad debido a su 

complejidad limitada. Por lo tanto, una herramienta utilizada para incrementar su 

potencial inmunogénico consiste en fusionar la secuencia multiepitópica con 

secuencias adyuvantes y/o acarreadoras.  

La posibilidad de reunir determinantes de varias proteínas en una sola 

construcción representa una ventaja frente a la variabilidad viral y permite diseñar 

moléculas con objetivos inmunológicos definidos. Los epítopos de células B 

favorecen la generación de anticuerpos capaces de reconocer el antígeno, mientras 

que los epítopos de células T pueden contribuir a la activación de respuestas 

colaboradoras o citotóxicas y al establecimiento de la memoria inmunitaria 

(Jegerlehner et al., 2010). No obstante, el desempeño de un epítopo aislado puede 

diferir del observado en su proteína nativa. La fusión puede ocultar regiones, 

generar nuevas interfaces, alterar la solubilidad o favorecer la agregación. De igual 

modo, los conectores deben proporcionar una separación suficiente entre dominios 

para limitar las interferencias estéricas y permitir un procesamiento adecuado. Por 

ello, la evaluación experimental de la expresión, la recuperación y la 

inmunogenicidad sigue siendo indispensable, incluso cuando el diseño arroja 

resultados bioinformáticos favorables. 
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Desde una perspectiva productiva, estas vacunas no requieren cultivar 

grandes cantidades del patógeno vivo y pueden expresarse en plataformas 

microbianas, vegetales o celulares. Esta característica reduce los requisitos de 

contención biológica y facilita la modificación de la secuencia. Asimismo, una 

construcción recombinante puede producirse de forma estandarizada y someterse 

a controles fisicoquímicos definidos. Sin embargo, la sencillez conceptual no elimina 

los retos de manufactura: una proteína multiepitópica puede formar cuerpos de 

inclusión, degradarse, adoptar conformaciones no deseadas o perder epítopos 

durante la recuperación. La viabilidad de la plataforma depende, por tanto, de 

equilibrar la inmunogenicidad, la estabilidad, el rendimiento y la complejidad del 

proceso. 

 

1.4.2. LTB como proteína acarreadora 

Diferentes autores han utilizado la subunidad B de la enterotoxina termolábil (LTB) 

de Escherichia coli o el fragmento C-terminal de la toxina de tétanos como 

acarreadores para aumentar la respuesta inmune en prototipos vacunales (Liljeqvist 

y Ståhl, 1999). LTB es una proteína acarreadora ampliamente utilizada como 

adyuvante en el desarrollo de vacunas recombinantes. Su capacidad de unirse al 

gangliósido GM1 de las células presentadoras de antígeno (APC) favorece la 

captación del antígeno que transporta y potencia la activación de la respuesta 

inmune (Kim y Kang, 2019).  

LTB se organiza naturalmente en un pentámero y reconoce con alta afinidad 

al gangliósido GM1 presente en la superficie de diversas células, incluidas las 

epiteliales y las presentadoras de antígeno. Esta interacción puede aumentar la 

captación de moléculas fusionadas a LTB y favorecer su procesamiento (Yin et al., 

2024). Además, se ha asociado con la activación de respuestas humorales y 

celulares y con el aumento de las señales de presentación antigénica (Rezaee et 

al., 2005). En una proteína quimérica, LTB cumple así una doble función: aporta 

una estructura inmunogénica reconocible y actúa como vehículo para epítopos que, 

de manera aislada, podrían ser demasiado pequeños o poco complejos para 

provocar una respuesta robusta. Aun así, la fusión debe conservar tanto la 

accesibilidad de los epítopos como las propiedades estructurales necesarias para 
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que LTB desempeñe su función acarreadora. 

Además de funcionar como proteína acarreadora, LTB posee propiedades 

adyuvantes que incrementan tanto la respuesta humoral como la celular, 

particularmente cuando se administra por vía mucosal o parenteral (Kaushik et al., 

2019). Estas características han permitido su uso en vacunas dirigidas contra 

bacterias, virus y parásitos, lo que ha demostrado incrementar significativamente la 

inmunogenicidad de epítopos que, por sí solos, presentan baja inmunogenicidad 

(Rezaee et al., 2005; Yin et al., 2024). Por ello, LTB representa una molécula 

prometedora para la presentación de epítopos derivados del virus mpox en formato 

de proteínas recombinantes multiepitópicas. 

1.4.3. E. coli como sistema de expresión  

E. coli es una bacteria gramnegativa, de la familia de las enterobacterias, empleada 

como un sistema rápido para la producción de biofarmacéuticos de alto rendimiento 

(Solis-Andrade et al., 2022). Además, se puede cultivar en medios económicos 

alcanzando densidades celulares altas; su genética está muy bien caracterizada y 

se dispone de un número cada vez mayor de vectores de expresión y cepas con 

fenotipos específicos (Wurm et al., 2016). Una de las limitaciones de este sistema 

de expresión es la generación de cuerpos de inclusión, lo que requiere pasos 

adicionales para la purificación, la recuperación y el plegamiento de la proteína 

recombinante a su estado funcional.  

Entre las ventajas de E. coli se encuentran el crecimiento rápido, la facilidad 

de escalado y la disponibilidad de herramientas para controlar la expresión (Rosano 

& Ceccarelli, 2014). Estas cualidades permiten evaluar construcciones en periodos 

relativamente cortos y ajustar variables como la cepa, la temperatura, el inductor y 

el tiempo de cultivo. Sin embargo, una expresión elevada puede superar la 

capacidad de plegamiento de la célula y provocar la acumulación de proteína 

insoluble. Los cuerpos de inclusión no necesariamente representan un producto 

irrecuperable: pueden proteger la proteína frente a la proteólisis y facilitar su 

separación inicial respecto de otros componentes celulares. El reto consiste en 

solubilizar los agregados y retirar gradualmente el agente desnaturalizante para 

recuperar una conformación compatible con la función y la inmunogenicidad. En el 
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caso de proteínas multiepitópicas, este paso es crítico, ya que la recuperación de 

una banda con el peso esperado no garantiza por sí sola la exposición adecuada 

de los epítopos. 

 

1.5. Selección de antígenos para el diseño de una vacuna multiepitópica  

1.5.1. Formas infecciosas de MPXV y selección de antígenos de superficie 

El diseño óptimo de una vacuna multiepitópica del mpox debe considerar la biología 

del orthopoxvirus y la inmunogenicidad de la proteína seleccionada. Como otros 

poxvirus, el virus mpox presenta dos formas: el EEV y el IMV; mencionadas 

anteriormente. Estas partículas virales varían en la glicoproteína de superficie y en 

la composición de la membrana de la envoltura, con los IMV exhibiendo una 

estructura de membrana simple y los EEV, una doble membrana. Las partículas 

más abundantes son los IMV, que se acumulan en las células infectadas y pueden 

liberarse a medida que estas mueren (Tang et al., 2023). Al carecer de una 

membrana lipídica externa, los IMV son estructuralmente más estables, lo que 

aumenta su resistencia al daño externo y prolonga su supervivencia fuera del 

huésped (Schmidt et al., 2011). Mientras que el EEV es frágil y su membrana se 

rompe fácilmente, liberando partículas infecciosas de IMV. Se ha observado que 

las proteínas expuestas de los IMV son capaces de desencadenar una mayor 

producción de anticuerpos neutralizantes y activar las respuestas del complemento. 

Además, estas proteínas de superficie expuesta mejoran el reconocimiento y la 

inactivación del MPXV por parte de las células inmunitarias (Law y Smith, 2001). 

Estudios previos del orthopoxvirus han confirmado que L1R, D8L y A28L son dianas 

de anticuerpos neutralizantes del IMV y las proteínas mencionadas corresponden a 

M1, E8L y A30L del MPXV, respectivamente (Yang et al., 2024).   

La selección de proteínas del IMV responde a su abundancia y estabilidad, 

pero también a su participación directa en el contacto inicial con la célula huésped. 

Los anticuerpos capaces de unirse a componentes de adhesión o de fusión pueden 

obstaculizar etapas previas a la replicación intracelular. En este sentido, la 

correspondencia funcional entre proteínas de MPXV y homólogos de otros 

orthopoxvirus aporta evidencia para priorizar blancos, aunque no reemplaza la 
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validación específica. Las diferencias en la secuencia, la exposición superficial y el 

contexto estructural pueden modificar el reconocimiento. Por ello, el uso conjunto 

de E8L y A30L busca ampliar el repertorio de determinantes incluidos en el prototipo 

y evaluar si epítopos derivados de dos proteínas funcionalmente relevantes pueden 

presentarse de manera eficaz en una sola molécula quimérica. 

 

1.5.2. Proteína E8L   

E8L es una proteína de superficie presente en el IMV. Contiene un dominio 

superficial electropositivo que permite la unión a glicosaminoglicanos (GAG) con 

carga negativa de las membranas de las células blanco para iniciar la infección 

(Chadha et al., 2022, Fantini et al., 2022). El carácter electropositivo de E8L no solo 

facilita la adhesión, sino también puede potenciar el reconocimiento inmunitario 

(Riswana y Punjungsari, 2022). La región expuesta con carga positiva podría 

constituir un sitio antigénico accesible para las células B, capaz de estimular la 

unión de anticuerpos. Esta propiedad fisicoquímica establece un vínculo mecánico 

entre la entrada viral y la activación inmunitaria, lo que hace que E8L sea adecuada 

para el diseño de vacunas basadas en epítopos. Diversos estudios in silico e 

inmunoinformáticos han utilizado con éxito proteínas de envoltura expuestas en la 

superficie similares para identificar epítopos de células B para el desarrollo de 

vacunas (Attique et al., 2026). Estos precedentes respaldan la justificación para 

explorar epítopos derivados de E8L como candidatos a vacunas contra el virus de 

la viruela del mono. La infección iniciada por la unión mediada por E8L 

desencadena una respuesta inmunitaria adaptativa dominada por la activación de 

las células B y la producción de anticuerpos. Las células B reconocen epítopos, lo 

que conduce a la selección clonal y la secreción de anticuerpos. La proteína E8L 

es conservada en los clados de MPXV y de Orthopoxvirus relacionados, lo que 

sugiere estabilidad estructural y relevancia inmunogénica, por lo que constituye un 

objetivo prometedor para el diseño de vacunas. 

La función de E8L durante la adhesión confiere especial interés a los 

epítopos localizados cerca de su región de interacción con los glicosaminoglicanos. 

Si los anticuerpos reconocen una región accesible y funcionalmente importante, 

podrían interferir por impedimento estérico o competir con la unión a la superficie 
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celular. La conservación del blanco es igualmente relevante, pues una respuesta 

dirigida a regiones variables podría perder eficacia frente a otros clados. No 

obstante, la predicción de antigenicidad y accesibilidad constituye una etapa de 

selección y no una demostración de neutralización. Para establecer el valor 

protector de los epítopos, es necesario confirmar el reconocimiento mediante 

sueros inducidos por la vacuna y, posteriormente, evaluar si dicho reconocimiento 

se traduce en la inhibición de la infección. El presente diseño se plantea como una 

plataforma inicial para realizar dicha validación progresiva. 

 

1.5.3. Proteína A30L 

La proteína A30L es una proteína estructural conservada de la superficie viral que 

participa en etapas tempranas de la infección, particularmente en la entrada del 

virión a la célula huésped, facilitando la fusión con la membrana y la formación de 

sincitios. Un sincitio es una célula gigante y multinucleada producto de la fusión de 

varias células. Se considera que esta alteración morfológica facilita la evasión del 

sistema inmunológico y la propagación viral (Jessie y Dobrovolny, 2022). Distintos 

análisis bioinformáticos han identificado regiones de A30L con alta antigenicidad 

(Aktas et al., 2025), con posible capacidad de inducir respuestas de linfocitos B y T. 

Por esta razón, A30L ha sido incluida en múltiples diseños racionales de vacunas 

multiepitópicas junto con otras proteínas de superficie (Wang et al., 2025). Además, 

estudios recientes han demostrado que las proteínas homólogas de las familias 

A27/A29/A30 son capaces de inducir anticuerpos neutralizantes y protección frente 

a Orthopoxvirus relacionados, lo que respalda el interés en A30L como componente 

vacunal (Jia et al., 2026). 

 

1.6. Enfoque del presente proyecto  

En este proyecto se diseñó y evaluó la proteína multiepitópica LTB-MPX, que 

comprende secuencias de las proteínas A30L y E8L del virus de MPX unidas al 

acarreador LTB. La proteína E8L del virus de la viruela símica participa en la 

adhesión viral a los gangliósidos de las balsas lipídicas de la membrana plasmática. 

Su motivo de unión coincide con tres epítopos lineales B expuestos, lo que, en 

teoría, permite la inducción de anticuerpos neutralizantes. Por tanto, E8L es un 
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antígeno vacunal prometedor (Fantini, Chahinian, & Yahi, 2022). Por otro lado, 

A30L es un antígeno asociado a la inducción de respuestas de células T, por lo que 

se considera un antígeno que podría complementar adecuadamente a E8L en el 

diseño de vacunas. La proteína LTB se utiliza como acarreador debido a su alta 

inmunogenicidad y a su capacidad de facilitar la captación de los antígenos 

mediante su interacción con el gangliósido GM1 (Kim y Kang, 2019).   

La construcción integra tres epítopos derivados de E8L y dos de A30L en 

una proteína recombinante fusionada a LTB. Este planteamiento reúne tres niveles 

de diseño: selección de blancos virales vinculados a la entrada del IMV, elección 

de regiones antigénicas específicas y uso de un acarreador capaz de aumentar la 

presentación inmunológica. El sistema de expresión en E. coli se eligió por su 

rapidez, disponibilidad y potencial de escalamiento. La evaluación del prototipo 

comprende no solo su producción y recuperación, sino también la determinación de 

la respuesta humoral inducida en un modelo murino y el reconocimiento de los 

antígenos virales incluidos. 

En conjunto, el proyecto busca aportar evidencia experimental sobre la 

viabilidad de LTB-MPX como plataforma para la presentación de epítopos contra el 

MPXV. Más que asumir que todos los componentes seleccionados generarán una 

respuesta equivalente, el estudio permite identificar qué dianas se reconocen tras 

la inmunización y qué aspectos del diseño requieren optimización. Esta 

aproximación es relevante para las vacunas multiepitópicas, ya que su desarrollo 

suele comenzar con ciclos sucesivos de diseño, expresión, caracterización y 

evaluación inmunológica. Los resultados obtenidos pueden orientar modificaciones 

en el número, la secuencia u el orden de los epítopos, así como estudios posteriores 

sobre la funcionalidad de los anticuerpos, la respuesta celular y la protección en 

modelos de desafío. 

 

2. Antecedentes  

2.1. Vacunas autorizadas y necesidad de plataformas específicas contra 

MPXV 

El MPXV, perteneciente al género Orthopoxvirus de la familia Poxviridae, comparte 
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una elevada homología antigénica con el virus de la viruela (Variola virus), por lo 

que las vacunas desarrolladas originalmente contra la viruela han demostrado 

conferir protección cruzada frente a la infección por MPXV (Deputy et al., 2023). Se 

estima que la vacunación contra la viruela proporciona aproximadamente un 85 % 

de protección frente a mpox, debido a la conservación de múltiples proteínas 

estructurales entre ambos virus. Sin embargo, tras la erradicación mundial de la 

viruela en 1980 y la suspensión de los programas de vacunación, la inmunidad 

poblacional frente a los Orthopoxvirus disminuyó considerablemente, lo que 

favoreció la reemergencia de brotes de mpox en distintas regiones del mundo (Lu 

et al., 2023).  

Actualmente existen vacunas autorizadas, como las derivadas del virus 

vaccinia atenuado, que han demostrado ser eficaces para reducir la gravedad de 

mpox. No obstante, estas vacunas presentan diversas limitaciones relacionadas 

con su disponibilidad, costo, posibles efectos adversos y el empleo de virus vivos o 

replicativos, que son de especial preocupación en individuos 

inmunocomprometidos (Gruber, 2022; Kandeel, 2023). Estas limitaciones han 

impulsado el desarrollo de nuevas plataformas vacunales más seguras, específicas 

y escalables, entre las que destacan las vacunas recombinantes, de ácidos 

nucleicos y multiepitópicas.  

El brote de mpox de 2022 ha acelerado considerablemente el desarrollo de 

vacunas específicas contra MPXV. Si bien se ha observado una protección cruzada 

conferida por vacunas derivadas del virus vaccinia, las investigaciones recientes se 

han enfocado en identificar antígenos propios de MPXV capaces de inducir 

respuestas humorales y celulares más amplias. Como resultado, han surgido 

plataformas vacunales, entre ellas vacunas de ARNm, de proteínas recombinantes 

y formulaciones multicomponentes, cuyo objetivo es combinar antígenos 

provenientes tanto del IMV como del EEV. 

 

2.2. Vacunas multicomponente contra MPXV: evidencia experimental  

Uno de los primeros trabajos que reportaron experimentalmente esta estrategia fue 

el de Zhang et al. (2023), quienes diseñaron una serie de vacunas de ARNm que 

codificaban diferentes combinaciones de las proteínas M1R, E8L, A29L, A35L y 
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B6R. Los autores demostraron que las formulaciones que integraban múltiples 

antígenos inducían títulos significativos de anticuerpos neutralizantes, además de 

respuestas celulares con predominio Th1 y protección frente al desafío con virus de 

vaccinia en ratones. Estos resultados respaldaron la necesidad de combinar 

antígenos derivados de las dos formas infectivas del virus (IMV y EVV), en lugar de 

utilizar inmunógenos individuales.  

Posteriormente, Tai et al. (2025) ampliaron este concepto mediante un 

cribado sistemático de proteínas de superficie de MPXV. Su estudio identificó doce 

antígenos —A21, A29, M1, H3, A17, A30, A28, H2, I2, G2, A35 y B6— con 

capacidad neutralizante y demostró que la incorporación simultánea de múltiples 

proteínas incrementaba significativamente la protección conferida por vacunas de 

ARNm. Además, desarrollaron un inmunógeno enriquecido en epítopos de linfocitos 

T (MPX-EPs), demostrando que la combinación de inmunidad humoral y celular 

proporcionaba una protección superior frente al desafío viral. Estos resultados 

ponen de manifiesto que el éxito de una vacuna contra MPXV depende no solo de 

la inducción de anticuerpos neutralizantes, sino también de una activación 

adecuada de la respuesta celular. 

Aunque las vacunas de ARNm representan una de las estrategias más 

prometedoras, no están exentas de ciertas limitaciones. Principalmente, estas 

exigen temperaturas de almacenamiento ultracongeladas (entre -90 °C y -60 °C, en 

algunos casos), lo que dificulta su acceso en regiones en desarrollo. Además, su 

desarrollo y mantenimiento logístico suelen ser más elevados que los de las 

vacunas tradicionales con virus atenuados (Ali et al., 2021). Con frecuencia 

requieren esquemas de refuerzo continuos para mantener niveles óptimos de 

inmunidad frente a nuevas variantes. Recientemente ha aumentado el interés en el 

desarrollo de vacunas recombinantes basadas en proteínas, debido a su 

estabilidad, seguridad y facilidad de producción a gran escala. 

En este contexto, Yang et al. (2024) evaluaron distintas combinaciones de 

las proteínas A29, E8, M1, A35 y B6 como candidatos vacunales recombinantes. 

Los autores observaron que las formulaciones multicomponente inducían 

respuestas humorales robustas, producción de IFN-γ y anticuerpos neutralizantes 

persistentes hasta seis meses después de la inmunización. Además, demostraron 
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que M1 constituye un antígeno indispensable para maximizar la producción de 

anticuerpos neutralizantes, mientras que A35 desempeña un papel importante en 

la inducción de la respuesta celular. 

Un ejemplo representativo de los desafíos asociados a la validación 

experimental de candidatos vacunales recombinantes fue reportado por Ahuja et al. 

(2025), quienes desarrollaron una plataforma vacunal multivalente basada en una 

proteína autoensamblable de tipo nanocage (NSP-10) fusionada con diferentes 

antígenos de MPXV y expresada en E. coli. Los autores diseñaron tres 

inmunógenos recombinantes (Mpx-V1, Mpx-V2 y Mpx-V3) con el objetivo de 

identificar la formulación con las mejores propiedades de expresión, estabilidad e 

inmunogenicidad. Sin embargo, únicamente Mpx-V3, compuesto por los antígenos 

E8L y H3L, pudo recuperarse satisfactoriamente para su caracterización y 

evaluación biológica. El constructo Mpx-V1 presentó una expresión insuficiente 

para continuar con el procesamiento, mientras que Mpx-V2, aunque se expresó 

predominantemente en forma de cuerpos de inclusión, no pudo purificarse debido 

a su fuerte asociación con proteínas bacterianas contaminantes, lo que impidió 

recuperar una proteína con la pureza necesaria para estudios posteriores. Como 

consecuencia, ambos candidatos fueron descartados en la etapa de producción y 

únicamente Mpx-V3 fue sometido a procesos de solubilización, renaturalización y 

evaluación inmunológica, en los que demostró su capacidad para inducir una 

respuesta humoral robusta y proporcionar protección frente al desafío con vaccinia 

y MPXV.  

Este trabajo evidencia que la obtención de proteínas recombinantes con 

potencial vacunal constituye uno de los principales retos en el desarrollo de vacunas 

de subunidades. Aunque el diseño computacional puede identificar inmunógenos 

con propiedades teóricas favorables, su producción experimental depende de 

múltiples factores relacionados con la expresión heteróloga, el plegamiento 

proteico, la formación de cuerpos de inclusión, la eficiencia de los protocolos de 

solubilización y renaturalización, así como de la posibilidad de recuperar proteínas 

estructural y funcionalmente íntegras. En este sentido, el éxito en la obtención de 

un candidato vacunal no depende únicamente de la selección de los antígenos, sino 

también de la viabilidad del proceso de producción. 
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2.3. Diseño inmunoinformático de vacunas multiepitópicas  

Los avances en inmunoinformática y vacunología reversa logrados en la última 

década han permitido el desarrollo de vacunas basadas en epítopos específicos 

capaces de inducir respuestas humorales y celulares específicas (Khan et al., 

2022). Las vacunas multiepitópicas tienen la capacidad de ampliar la cobertura 

inmunológica, concentrando la respuesta en los epítopos protectores a la vez que 

se excluyen los inmunodominantes no protectores y favoreciendo la generación de 

memoria inmunológica (Maleki et al., 2022). 

Entre sus principales ventajas destacan la ausencia de material infeccioso, 

una mayor seguridad, la posibilidad de incorporar epítopos altamente conservados 

entre distintas variantes virales y la facilidad para modificar el diseño conforme 

surgen nuevas cepas. Asimismo, estas vacunas permiten eliminar regiones 

potencialmente alergénicas o de baja inmunogenicidad, optimizando la respuesta 

inducida por el inmunógeno (Rcheulishvili et al., 2023). 

Diversos grupos de investigación han empleado herramientas 

bioinformáticas para diseñar candidatos vacunales multiepitópicos frente a MPXV, 

evaluando parámetros como la antigenicidad, la estabilidad estructural, la cobertura 

poblacional, la interacción con receptores inmunitarios y la inmunogenicidad 

mediante simulaciones computacionales (Ahmad et al., 2026; Attique et al., 2026; 

Rcheulishvili et al., 2023; Singh et al., 2022).  

Uno de los primeros trabajos fue desarrollado por Swetha et al. (2022), 

quienes diseñaron un candidato vacunal multiepitópico utilizando herramientas de 

inmunoinformática para seleccionar epítopos conservados de distintas proteínas 

estructurales del virus. Posteriormente, evaluaron las propiedades fisicoquímicas 

del inmunógeno, realizaron modelado tridimensional, estudios de interacción con 

receptores tipo Toll y simulaciones de respuesta inmune, y concluyeron que la 

proteína diseñada presentaba características favorables para inducir una respuesta 

protectora. 

De manera similar, Ramprasadh et al. (2023) desarrollaron un inmunógeno 

multiepitópico mediante vacunología reversa e incorporaron análisis adicionales de 

dinámica molecular para evaluar la estabilidad estructural del constructo. Sus 
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resultados mostraron una elevada antigenicidad y una interacción estable con 

receptores inmunitarios, lo que respalda el potencial de estas estrategias para el 

desarrollo de vacunas contra MPXV. 

Aunque estos estudios han mostrado resultados prometedores, la gran 

mayoría permanece en la fase in silico y existe un número limitado de trabajos que 

validen experimentalmente dichos diseños mediante producción recombinante y 

evaluación inmunológica. 

 

2.4. Brecha de validación experimental y fundamento de LTB-MPX 

Desde el brote internacional en 2022l, se ha observado un incremento 

considerable en el número de estudios centrados en el desarrollo de vacunas 

específicas contra MPXV. La mayoría de estas investigaciones emplea 

herramientas de inmunoinformática para identificar epítopos B y T, diseñar 

proteínas quiméricas, evaluar propiedades fisicoquímicas, realizar análisis 

estructurales y predecir la interacción con receptores del sistema inmune (Swetha 

et al, 2022; Yang et al., 2024;). 

Sin embargo, una limitación recurrente de estos trabajos es que la validación 

experimental sigue siendo escasa. Son escasos los estudios que han logrado 

expresar las proteínas diseñadas, purificarlas y evaluar su capacidad para inducir 

respuestas inmunológicas en modelos animales. En consecuencia, es necesario 

desarrollar plataformas experimentales que permitan corroborar las predicciones 

bioinformáticas y avanzar hacia candidatos vacunales con potencial de aplicación 

clínica. 

En este contexto, el desarrollo de la proteína quimérica LTB-MPX, integrada 

por epítopos derivados de las proteínas E8L y A30L fusionados a LTB, representa 

una estrategia orientada a contribuir a la validación experimental de vacunas 

multiepitópicas frente al MPXV mediante su producción, purificación y evaluación 

de su inmunogenicidad. 
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3. Justificación  

La mpox, enfermedad causada por un ortopoxvirus zoonótico emergente, ha 

adquirido relevancia internacional tras su reemergencia y diseminación fuera de las 

regiones tradicionalmente endémicas, lo que ha evidenciado su capacidad para 

generar brotes y constituir un problema de salud pública. Aunque las vacunas 

basadas en el virus vaccinia proporcionan protección cruzada contra el MPXV, su 

disponibilidad es limitada y algunas presentan restricciones asociadas con su perfil 

de seguridad. Además, al haberse desarrollado originalmente contra la viruela, no 

fueron diseñadas específicamente con antígenos propios de MPXV. Por ello, resulta 

pertinente explorar nuevas estrategias vacunales que permitan inducir respuestas 

inmunitarias dirigidas contra componentes específicos del virus. 

En este contexto, las vacunas multiepitópicas representan una alternativa 

prometedora, ya que permiten integrar en una misma construcción diferentes 

secuencias antigénicas seleccionadas y producirlas mediante sistemas 

recombinantes accesibles. Este enfoque puede favorecer el desarrollo de 

formulaciones específicas, seguras y optimizables. Por tanto, la producción y 

evaluación inmunológica de la proteína quimérica LTB-MPX, constituida por 

epítopos de las proteínas E8L y A30L fusionados a LTB como acarreador, permitirá 

generar evidencia experimental sobre el potencial de esta plataforma para inducir 

respuestas humorales específicas y contribuir al desarrollo futuro de vacunas de 

subunidad contra la mpox. 

 

4. Hipotesis  

La proteína quimérica LTB-MPX será capaz de expresarse y recuperarse en E. coli 

y, tras su administración por vía subcutánea en un modelo murino, inducirá una 

respuesta humoral específica contra el constructo y los antígenos derivados de 

MPXV incluidos en su diseño. 

 

5. Objetivos  

5.1. Objetivo General  

Evaluar la inmunogenicidad en un modelo murino de la proteína quimérica LTB-

MPX, basada en un acarreador y en secuencias del virus de la viruela símica, en 
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términos del curso temporal y tipo de respuesta inmune humoral inducida bajo un 

esquema de vacunación parenteral, con la finalidad de determinar su potencial para 

el desarrollo de un prototipo de vacuna de subunidad.  

 

5.2.  Objetivos Específicos  

 

• Caracterizar in silico el diseño de la proteína quimérica LTB-

MPX mediante la predicción de sus propiedades fisicoquímicas, la 

solubilidad, la estabilidad, la estructura tridimensional y la 

antigenicidad.  

• Obtener la proteína quimérica LTB-MPX en E. coli 

recombinante mediante protocolos de expresión, solubilización 

con agentes caotrópicos y renaturalización mediante diálisis.  

• Evaluar la capacidad de la proteína quimérica LTB-MPX para 

inducir respuestas humorales sistémicas de IgG en ratones tras su 

administración mediante un esquema de inmunización por vía 

subcutánea.  

• Caracterizar el perfil de la respuesta inmune inducida por la 

proteína LTB-MPX mediante la determinación de las subclases de 

IgG, a fin de evaluar el equilibrio Th1/Th2. 

• Analizar la persistencia de la respuesta humoral inducida por 

la proteína LTB-MPX mediante la cuantificación de los niveles de 

IgG específicas a los 3 meses posteriores a la finalización del 

esquema de inmunización. 

6. Metodología  

6.1. Validación bioinformática del diseño de LTB-MPX  

La secuencia de aminoácidos de LTB-MPX se analizó mediante diversas 

herramientas bioinformáticas. Sus propiedades fisicoquímicas, incluyendo peso 

molecular, punto isoeléctrico, composición de aminoácidos, coeficiente de 

extinción, vida media, índice de inestabilidad e índice alifático, así como el valor 
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GRAVY, se determinaron mediante ProtParam. La predicción de la estructura de la 

proteína se realizó mediante los programas en línea AlphaFold y UCSF ChimeraX, 

versión 1.12. Adicionalmente, se evaluaron la antigenicidad, la solubilidad y el 

potencial alergénico del constructo utilizando VaxiJen v2.0., Scratch Protein 

Predictor y AllergenFP v1.0, respectivamente. Los resultados se interpretaron de 

acuerdo con los algoritmos y los valores de corte establecidos por cada plataforma.  

 

6.2. Expresión de proteína LTB-MPX en E. coli  

Para la expresión de la proteína recombinante LTB-MPX se utilizó la cepa E. coli 

Rosetta (DE3) previamente transformada con el vector de expresión pET-15b-

MPXe. Se preparó un preinóculo con 25 mL de medio LB adicionando los 

antibióticos ampicilina (100 μg/ml) y cloranfenicol (40 μg/ml). En condiciones 

estériles, se inoculó con una asada de colonias previamente seleccionadas y 

cultivadas en una placa de agar LB. Se dejó crecer por 24 h a 37 °C con agitación 

a 180 rpm. Para inocular, en cuatro matraces de 500 mL se agregaron 10% de 

preinóculo, 250 mL de medio LB estéril suplementado con los antibióticos 

correspondientes y se incubaron a 37 °C a 180 rpm hasta alcanzar una densidad 

óptica (OD600nm) de 0,6-0,7. Una vez alcanzado el valor deseado, se indujo con 

lactosa a una concentración de 1,5 g/L. Los cultivos inducidos se incubaron durante 

16 h a 30 °C con agitación constante. 

 

6.3. Extracción de LTB-MPX 

Las células se recolectaron por centrifugación (7000 × g, 15 min, 4 °C) y se 

resuspendieron en 0,2 mL de tampón de extracción (100 mM de Tris, 20 % de 

sacarosa y pH 7,3) por cada 20 mg de biomasa. Las células se recuperaron 

mediante centrifugación ((7000 × g, 15 min, 4 °C) El sedimento se resuspendió en 

agua inyectable (0,5 mL por cada 20 mg de biomasa, 4 °C La lisis celular se realizó 

mediante sonicación (9 pulsos de 30 s con intervalos de 30 s de descanso y 

amplitud del 70 %) sobre hielo. Las fracciones solubles e insolubles se separaron 

por centrifugación (7000 × g, 15 min), y las proteínas se analizaron mediante SDS-

PAGE (12 %). Se procesaron cultivos no inducidos en paralelo como controles 

negativos. 
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6.4. Análisis de LTB-MPX por SDS-PAGE 

Las fracciones proteicas se analizaron mediante SDS-PAGE (12 %) en condiciones 

reductoras. Las muestras se mezclaron con tampón de carga 5× (312,5 mM de Tris-

HCl, pH 6,8, 50 % de glicerol, 5 % de SDS, 0,05 % de azul de bromofenol, 100 mM 

de DTT), se hirvieron a 95 °C durante 10 minutos y se cargaron en los geles (30 µL 

por carril). Al finalizar la electroforesis, los geles se tiñeron con azul brillante de 

Coomassie R-250.  

 

6.5. Purificación de LTB-MPX  

La fracción proteica insoluble se lavó dos veces con PBS 1× que contenía un 1 % 

(v/v) de Triton X-100, dos veces con PBS 1× y una vez con fosfato 20 mM, urea 4 

M y pH 7,1 para eliminar los restos celulares y las proteínas contaminantes. 

Después de cada lavado, el sobrenadante se sometió a ultrasonidos (dos pulsos de 

30 s con intervalos de 30 s de descanso, a una amplitud del 70 %) sobre hielo y se 

centrifugó (7000 × g, 15 min, 4 °C). El sedimento resultante se resuspendió en 

tampón de solubilización (20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl, 8 M de urea, pH 7,1) 

y se incubó durante toda la noche a 4 °C. Tras la centrifugación (7000 × g, 15 min), 

se recogió el sobrenadante que contenía la proteína recombinante solubilizada. 

Este paso se repitió dos veces. Se recogió el sobrenadante final y se sometió a un 

proceso de replegamiento mediante diálisis utilizando una membrana tubular de 

célula de alta retención con un corte de peso molecular (MWCO) de 12,4 kDa 

(SigmaAldrich). Los tampones utilizados para llevar a cabo el replegamiento, en 

orden secuencial, fueron: tampón Tris 20 mM + urea 6 M + β-mercaptoetanol 1 mM 

+ 0,01 % (v/v) Tween 20 a pH 8, tampón Tris 20 mM + urea 4 M + β-mercaptoetanol 

1 mM + 0,01 % (v/v) Tween 20 + 1 mM de cisteína a pH 8, tampón Tris 20 mM + 2 

M de urea + 1 mM de β-mercaptoetanol + 0,01 % (v/v) de Tween 20 a pH 8, tampón 

Tris 20 mM + 1 mM de β-mercaptoetanol + 0,01 % (v/v) Tween 20 a pH 8, y 10 % 

(p/v) de sacarosa + 0,01 % (v/v) de Tween 20 + 1 mM de β-mercaptoetanol.  

 

6.6. Cuantificación por densitometría  

Las muestras de proteína se cuantificaron mediante densitometría con el programa 
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ImageJ, a partir de una curva de calibración de albúmina sérica bovina (BSA) en el 

intervalo de 100 a 400 µg/mL, con incrementos de 50 µg/mL. Primero, se realizó 

una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% para analizar las muestras de 

proteína antes y después de la diálisis. 
 

6.7. Detección de antigenicidad por Western Blot  

La antigenicidad del LTB-MPX purificado se evaluó mediante Western blot. 

Después de la SDS-PAGE, las proteínas se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa (Sigma-Aldrich) utilizando un tampón de transferencia (39 mM de 

glicina, 48 mM de Tris, 0,037 % de SDS, 20 % de metanol) a 500 mA durante 60 

minutos. Durante el ensayo de inmunodetección, se realizaron tres lavados con 

PBS-T (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 4,3 mM de Na₂HPO₄ y 0,05 % (v/v) de 

Tween-20) entre cada paso. Las membranas se bloquearon durante toda la noche 

a 4 °C con leche descremada al 5 % en PBS (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl y 

4,3 mM de Na₂HPO₄) y se incubaron durante toda la noche a 4 °C con suero 

hiperinmune de ratón anti-CTB (1:500), seguido de un anticuerpo de cabra anti-IgG 

de ratón conjugado con peroxidasa (1:2000) durante 2 horas a 25 °C. La unión de 

los anticuerpos se detectó con el reactivo SuperSignal West Dura (Thermo 

Scientific, EE. UU.) y se visualizó mediante quimioluminiscencia (iBright FL1000). 

Se utilizó una proteína del grupo anfitrión que contiene LTB, con un peso molecular 

de 28 kDa como control positivo, y un extracto proteico total de un cultivo de E. coli 

no inducido sirvió como control negativo. 

 

6.8. Esquema de inmunización 

Se evaluó la inmunogenicidad de LTB-MPX en ratones BALB/c (n = 4, de 12 

semanas de edad) según un protocolo aprobado (CEID2023-03-R1). Se 

establecieron tres grupos experimentales (Tabla 1), cada uno conformado por 

cuatro ratones, a los cuales se les administró, por vía subcutánea (s.c.), el 

tratamiento establecido en los días 1, 14 y 28.  A dos de los grupos se les administró 

5 y 10 µg de LTB-MPX más hidróxido de aluminio [Al(OH)₃], o solo el vehículo (10 

% de sacarosa, 0,01 % de Tween 20) más Al(OH)₃. Los volúmenes de la dosis 

fueron de 200 µL. El Al(OH)₃ se utilizó en una proporción de 1:8 (G Biosciences, 
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EE. UU., n.º de cat. 786-1215). 

 

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

aleatoriamente a los esquemas descritos. 

Grupo  Formulación  
1 5 μg LTB-MPX + Al (OH)3 + 

Vehículo 

2 10 μg LTB-MPX + Al (OH)3 + 

Vehículo 

3 (Control) Al (OH)3 + Vehículo 

 

6.9. Muestras de sangre 

Las muestras de sangre se tomaron de todos los grupos de ratones en los días 0, 

27, 42 y 118. Se centrifugaron las muestras a 4000 × g durante 10 min. 

Posteriormente, se obtuvo el suero y se congeló a -40 °C para análisis posteriores. 

 

6.10. Detección de anticuerpos 

La detección de anticuerpos se confirmó mediante el ensayo de inmunoabsorción 

ligado a enzimas (ELISA). La placa se recubrió con 100 ng/pozo antígeno de interés 

diluido en tampón de carbonatos (15 mM de Na₂CO₃, 35 mM de NaHCO₃, pH 9,6) 

y se incubó durante la noche a 4 °C. Cada paso de incubación fue precedido por 

una serie de lavados con solución PBS 1×. Las placas fueron bloqueadas con una 

solución de leche en polvo descremada a temperatura ambiente durante dos horas. 

Posteriormente, se prepararon diluciones 1:500 de los sueros de prueba y se 

incubaron a 4 °C durante 24 h. Para el marcaje secundario, se utilizó IgG antiratón 

conjugada con peroxidasa de rábano picante (HRP) (dilución 1:2000; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO), seguida de una incubación de 2 h a 25 °C. Finalmente, la 

reacción se llevó a cabo añadiendo una solución de ABTS, compuesta por 0.6 mM 

de ácido 2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) y peróxido de hidrógeno 

(H₂O₂). Para su posterior análisis, se midió la absorbancia a 405 nm después de 60 

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

Waltham, MA, EUA).  



 28 

 

6.11. Conjugados de péptidos con BSA 

En un tubo cónico de 1.5 mL se mezclaron 500 µg de BSA en 500 µL de buffer de 

boratos (50 mM, pH 8.5) con 500 µL de péptido (1 µg/µL) en el mismo buffer. 

Posteriormente, se añadieron 50 µL de glutaraldehído al 0,2% y el tubo se agitó 

suavemente por inversión. La mezcla de reacción se incubó con agitación durante 

2 horas a la oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se agregaron 50 µL de glicina y se 

mantuvo la agitación en la oscuridad durante 30 min. Para detener la reacción, la 

mezcla se colocó en un baño de hielo, y se adicionaron 20 µL de NaBH4 (1 mg/mL). 

Finalmente, el producto se dializó contra PBS. 

 

6.12. Determinación de las subclases IgG1 e IgG2a y estimación del perfil 

Th1/Th2 

Para obtener una aproximación al perfil Th1/Th2 de la respuesta humoral inducida 

por LTB-MPX, se determinaron mediante ELISA indirecto los anticuerpos 

específicos de las subclases IgG1 e IgG2a. Las placas se sensibilizaron con 100 

ng por pozo de la proteína LTB-MPX y se incubaron durante la noche a 4 °C. 

Posteriormente, se realizaron lavados con PBS-Tween 20 al 0,05 % (PBS-T) y los 

sitios de unión inespecífica se bloquearon con leche descremada al 5 % durante 2 

h a temperatura ambiente. 

 

Después del bloqueo, se añadieron los sueros de los grupos inmunizados y del 

grupo control en las diluciones evaluadas, y se incubaron bajo las mismas 

condiciones para ambas subclases. Tras los lavados correspondientes, se 

adicionaron por separado anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de 

rábano (horseradish peroxidase, HRP) específicos para IgG1 o IgG2a de ratón, 

ambos a una dilución de 1:2000. La reacción se reveló con ABTS como sustrato 

cromogénico y la absorbancia se registró a 405 nm. Todas las muestras se 

analizaron por triplicado técnico. 

 

Para el procesamiento de los resultados, se corrigieron las absorbancias de IgG1 e 

IgG2a restando la señal del control negativo. Posteriormente, se calculó la relación 
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entre ambas subclases mediante la ecuación 1.  

 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛
𝐼𝑔𝐺2𝑎
𝐼𝑔𝐺1 =

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎	𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎	𝑑𝑒	𝐼𝑔𝐺2𝑎
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎	𝑑𝑒	𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑎	𝑑𝑒	𝐼𝑔𝐺1 

 

 

7. Resultados  

7.1. Caracterización bioinformática  

El análisis fisicoquímico in silico de LTB-MPX (Tabla 2) mostró una distribución 

prácticamente equilibrada de residuos cargados, con 20 aminoácidos de carga 

negativa y 19 de carga positiva. La proteína presentó una vida media estimada 

superior a 10 horas en E. coli, lo que sugiere una estabilidad intracelular favorable 

frente a la degradación. No obstante, el índice de inestabilidad fue de 46,62, un 

valor superior al umbral de 40, por lo que la proteína se clasificó como 

potencialmente inestable in vitro. Por otra parte, el índice alifático de 73,08 sugirió 

una estabilidad térmica moderada, mientras que el valor de GRAVY de −0,32 indicó 

un carácter predominantemente hidrofílico. Aunque esta propiedad puede favorecer 

la interacción con el medio acuoso, no garantiza la expresión soluble de la proteína, 

ya que la formación de cuerpos de inclusión también depende de factores 

estructurales y de las condiciones de producción. En conjunto, los resultados 

respaldan la viabilidad fisicoquímica del diseño, aunque señalan la necesidad de 

evaluar experimentalmente su estabilidad y solubilidad. 

 

Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas de LTB-MPX 

 

Propiedad Valor 
Longitud 211 aa 

PM 22, 95 Da 

Punto isoeléctrico teórico (pI) 6,43 

Residuos cargados negativamente 

(Asp + Glu) 20 

(1) 
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Residuos cargados positivamente 

(Arg + Lys) 19 

Índice de estabilidad 46,62 

Índice alifático 73,08 

GRAVY (Índice de hidropatía 

promedio) -0,32 

Vida media 10 h  

 

La proteína LTB-MPX tiene una longitud de 211 aminoácidos, un peso molecular 

de 22,95 kDa y un punto isoeléctrico teórico de 6,43. El modelado estructural de la 

proteína recombinante se realizó con AlphaFold y UCSF ChimeraX, versión 1.12 

(Meng et al., 2023) (Fig. 2), lo que reveló que el dominio LTB (azul rey) mantiene 

su estructura secundaria característica, mientras que los epítopos diana (segmento 

rosa, azul claro, amarillo, verde y rojo) se distribuyen espacialmente a lo largo de la 

proteína. Las regiones de conexión (en negro y gris) aseguraron la unión adecuada 

de los epítopos sin alterar el patrón general de plegamiento, lo que sugiere que la 

proteína quimérica conserva su estabilidad estructural. La caracterización 

bioinformática del constructo diseñado LTB-MPX indicó una alta antigenicidad 

(0,91) y, según Scratch Protein Predictor, se predijo que la proteína se acumularía 



 31 

en la fracción insoluble (probabilidad = 0,76). Además, AllergenFP v.1.0 predijo un 

bajo potencial alergénico. 

 

 

Figura 2. Modelado molecular de la proteína LTB-MPX en Chimera. Se destacan 

los siguientes elementos: LTB (en azul), los epítopos diana separados por un 

enlazador de 5 aminoácidos (en gris) y los epítopos diana de A30L (en rojo y verde) 

y de E8L (en rosa, azul claro y amarillo). 

 

7.2. LTB-MPX se expresa en forma de cuerpos de inclusión 

Se utilizó E. coli como huésped de expresión debido a su capacidad para producir 
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proteínas de manera rápida y rentable, así como a la existencia de un marco 

regulatorio sólido, lo que facilita su posible transferencia a la evaluación clínica 

(Rosano & Ceccarelli, 2014). La expresión de la LTB-MPX se evaluó mediante 1,5 

g/L de lactosa, con un tiempo de inducción de 16 h a 30 °C. Estas condiciones se 

seleccionaron con base en un estudio preliminar en el que se analizaron los efectos 

de diferentes temperaturas y concentraciones de inductor sobre los rendimientos 

de proteína recombinante. 

 

La predicción de la solubilidad de la proteína LTB-MPX se realizó con la herramienta 

bioinformática Scratch Protein Predictor, la cual reveló que la proteína de interés 

tendería a ser insoluble. El análisis de los resultados de la SDS-PAGE reveló la 

presencia de una proteína predominante de 22,95 kDa en la fracción insoluble 

(Figura 3), mientras que esta banda estaba ausente en la fracción de proteínas 

solubles, lo que indica que la proteína recombinante se acumula en forma de 

cuerpos de inclusión, lo cual concuerda con la predicción obtenida mediante 

Scratch Protein Predictor. 
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Figura 3. Análisis por SDS-PAGE de extractos proteicos de cultivos de 1 L que 

expresan LTB-MPX. Carriles: M, marcador de peso molecular en kDa (Kaleidokope 

BIO-RAD); 1-2, control no inducido; 2, 4, 6, 8, fracciones proteicas solubles; y 3, 5, 

7, fracciones proteicas insolubles de la fase posterior a la inducción. La flecha negra 

indica el peso molecular esperado de la proteína LTB-MPX (~22,95 kDa). 

 

7.3. El LTB-MPX se puede purificar y replegar con éxito 

Se estableció con éxito un método para lograr la purificación y el replegamiento de 

la proteína LTB-MPX sin necesidad de cromatografía, que consistió en seis etapas 

de lavado con soluciones de concentración creciente del agente caotrópico,  lo que 

permitió la solubilización completa de la proteína objetivo (Figura 4A). 

Curiosamente, este enfoque permitió obtener fracciones de alto grado de pureza; 

por lo tanto, la fracción 6 se sometió a un proceso de replegamiento mediante 

diálisis, lo que permitió recuperar una proteína cuya pureza superaba el 90 % 

(Figura 4B). Cabe destacar que esto se logró sin necesidad de recurrir a la 
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cromatografía. 

 

Figura 4. Purificación y cuantificación de la proteína LTB-MPX. (A) Los cuerpos de 

inclusión recuperados de cultivos a escala de 1 L se solubilizaron con agentes 

caotrópicos y se analizaron mediante SDS-PAGE. Carriles: M, marcador de peso 

molecular en kDa (Kaleidokope BIO-RAD); 1, proteína LTB-MPX  en cuerpos de 

inclusión; 2, proteína LTB-MPX  recuperada del sobrenadante de la primera etapa 

de solubilización con PBS 1× que contenía un 1 % (v/v) de Triton X-100; 3, proteína 

LTB-MPX  recuperada del sobrenadante de la segunda etapa de solubilización con 

PBS 1× que contenía un 1 % (v/v) de Triton X-100; 4, proteína LTB-MPX  

recuperada del sobrenadante de la tercera etapa de solubilización con PBS 1×; 5, 

proteína LTB-MPX  recuperada del sobrenadante de la cuarta etapa de 

solubilización con PBS 1×; 6, proteína LTB-MPX  recuperada del sobrenadante de 

la quinta etapa de solubilización con fosfato 20 mM, urea 4 M y pH 7,1; 7, proteína 

LTB-MPX  recuperada del sobrenadante de la sexta etapa de solubilización con 20 
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mM de fosfato, 500 mM de NaCl, 8 M de urea, pH 7,1 

 

 

Figura 4. Purificación y cuantificación de la proteína LTB-MPX. (B) Cuantificación 

de la LTB-MPX mediante densitometría tras las etapas de replegamiento en un gel 

de SDS-PAGE al 12 % teñido con azul de Coomassie.Carriles: 1-5, curva estándar 

de BSA; M, marcador de peso molecular en kDa; 7, proteína LTB-MPX antes del 

replegamiento; 8, LTB-MPX después del replegamiento. La flecha negra indica el 

tamaño esperado de la proteína LTB-MPX (~22,95 kDa). 

 

Utilizar el método de diálisis permitió obtener lotes de proteína pura a 

concentraciones de hasta 287,59 µg/mL, lo que representa un rendimiento de 3,72 

mg de proteína LTB-MPX replegada por litro de cultivo. Se comprobó la 

antigenicidad de la proteína mediante Western blot con anticuerpo secundario anti-
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CTB (Figura 5). 

Figura 5. Evaluación de la antigenicidad de LTB-MPX. Se realizó un análisis de 

Western blot utilizando anticuerpos anti-CTB como marcaje primario. Carriles: M, 

marcador de peso molecular en kDa; 1, control negativo (proteína no relacionada); 

2, proteína LTB-MPX; 3-4, pocillos vacíos; 5-6, proteína no relacionada que porta 

la secuencia de LTB como control positivo (~22,95 kDa, 100 ng); 7-8, pocillos 

vacíos. La flecha negra indica el tamaño esperado de la proteína LTB-MPX (~22,95 

kDa).  

 

7.4. El LTB-MPX induce respuestas humorales en ratones 

7.4.1. Respuesta inmune frente al antígeno LTB-MPX 

Se evaluó la inmunogenicidad de LTB-MPX en ratones BALB/c mediante un 

esquema de inmunización con tres dosis subcutáneas. Las mediciones de los 

niveles de IgG anti-LTB confirmaron la inducción de respuestas significativas en 

comparación con el grupo de control (p < 0,05), sin que se observaran diferencias 

significativas entre los dos niveles de dosis de antígeno después de la tercera 
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inmunización (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX en ratones de prueba. 

Se inmunizó a los ratones por vía subcutánea con LTB-MPX en un esquema de tres 

dosis y se tomaron muestras de suero después de la última dosis de refuerzo para 

realizar pruebas de ELISA con LTB-MPX como antígeno diana, con una dilución de 

1:500. Las barras de error representan la desviación estándar del valor medio de 

absorbancia (n=4). Las diferencias estadísticas se evaluaron mediante ANOVA de 

una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. Los 

asteriscos indican diferencias significativas ***p < 0,001; **** p < 0,0001 respecto al 

grupo de control (vehículo). 
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7.4.2. Respuesta inmune frente a los antígenos diana de mpox 

Para determinar si la proteína recombinante LTB-MPX indujo anticuerpos 

específicos contra las proteínas A30L y E8L, se midieron los títulos de IgG séricos 

mediante ELISA indirecto en placas recubiertas con A30L y E8L. Los resultados 

muestran que hubo una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo 

inmunizado con LTB-MPX en la medición de los anticuerpos de unión a E8L (Figura 

7A), mientras que no se observó una respuesta significativa frente a la proteína 

A30L (Figura 7B). 

 

 
Figura 7. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX en ratones de prueba 

frente a los antígenos diana de mpox. Se inmunizó a los ratones por vía subcutánea 

con LTB-MPX en un esquema de tres dosis y se tomaron muestras de suero 

después de la última dosis de refuerzo para realizar pruebas de ELISA con las 

proteínas E8L (A) y A30L (B) como antígenos diana. Las barras de error 

representan la desviación estándar del valor medio de la absorbancia (n=4). Las 

diferencias estadísticas se evaluaron mediante ANOVA de una vía seguido de la 

prueba de comparaciones múltiples de Dunnett. El asterisco indica una diferencia 

significativa * p < 0,05 respecto al grupo de control (vehículo), mientras que ns 

indica que no hay diferencia.  
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7.4.3. Respuesta inmune frente a péptidos sintéticos  

Para confirmar que la respuesta humoral estaba dirigida a los epítopos de interés y 

no únicamente a la proteína quimérica completa, se sintetizaron péptidos 

representativos de las secuencias seleccionadas y se evaluó su reconocimiento por 

los sueros de los animales inmunizados. Los péptidos sintéticos libres presentaron 

baja reactividad en ELISA, probablemente debido a su reducido tamaño molecular 

y a la limitada adsorción a la placa (Figura 8). 

 

 

 
 

Figura 8. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX en ratones de prueba 

frente a péptidos sintéticos. Se inmunizó a los ratones por vía subcutánea con LTB-

MPX en un esquema de tres dosis y se tomaron muestras de suero tras la última 

dosis de refuerzo para realizar pruebas de ELISA con los péptidos MP1, MP2 y MP3 

como antígenos diana. Las barras de error representan la desviación estándar del 

valor medio de la absorbancia (n=4). Las diferencias estadísticas se evaluaron 

mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett. El “ns” indica que no hay diferencia significativa (p > 0,05) respecto al 

grupo de control (vehículo).  
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7.4.4. Respuesta inmune frente a antígeno LTB-MPX utilizando IgG1 e IgG2a 

como anticuerpo secundario  

Con la finalidad de obtener una aproximación al perfil Th1/Th2 de la 

respuesta humoral inducida por LTB-MPX, se evaluó mediante ELISA la 

presencia de anticuerpos específicos de las subclases IgG1 e IgG2a. Se 

detectó señal en ambas subclases; sin embargo, la absorbancia de IgG1 fue 

mayor que la de IgG2a (Figura 9). A partir de las absorbancias corregidas 

respecto al control, se obtuvo una relación IgG2a/IgG1 de 0,12, lo que indica 

un predominio de IgG1 y sugiere una respuesta humoral principalmente 

asociada a un perfil Th2. No obstante, la detección de IgG2a demuestra que 

la inmunización también indujo un componente asociado a Th1. Por lo tanto, 

LTB-MPX produjo una respuesta humoral mixta, aunque con predominio del 

perfil Th2. 
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Figura 9. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX en ratones evaluando 

respuesta Th1/Th2. Se inmunizó a los ratones por vía subcutánea con LTB-MPX en 

un esquema de tres dosis y se tomaron muestras de suero después de la última 

dosis de refuerzo para realizar pruebas ELISA utilizando LTB-MPX como antígeno 

diana, con una dilución de 1:500, IgG1 e IgG2a a dilución de 1:2000 como 

anticuerpo secundario. Las barras de error representan la desviación estándar del 

valor medio de la absorbancia (n=3). Las diferencias estadísticas se evaluaron 

mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de comparaciones múltiples de 

Dunnett.  Los asteriscos **p < 0,01 indican una diferencia significativa entre IgG1 e 

IgG2a. 

 

7.4.5.  Evaluación de la respuesta inmune frente al antígeno LTB-MPX, tres 

meses después de la última inmunización 

Por último, se analizaron los sueros obtenidos tres meses después de la última 

inmunización mediante ELISA con LTB-MPX como antígeno. Los sueros 

recolectados 3 meses después de la última inmunización mantuvieron una 

respuesta humoral detectable frente a LTB-MPX, lo que sugiere la persistencia de 

anticuerpos específicos (Figura 10). 
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Figura 10. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX tres meses después 

de la última inmunización. Se inmunizó a los ratones por vía subcutánea con LTB-

MPX en un esquema de tres dosis y se tomaron muestras de suero tres meses 

después de la última dosis de refuerzo para realizar pruebas ELISA utilizando LTB-

MPX como antígeno diana, a una dilución de 1:500. Las barras de error representan 

la desviación estándar del valor medio de la absorbancia (n=3). Las diferencias 

estadísticas se evaluaron mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba de 

comparaciones múltiples de Dunnett.  Los asteriscos ****p < 0,0001 indican 

diferencias significativas respecto al grupo de control (vehículo). 

 

7.5. Generación de conjugados de péptidos sintéticos con BSA y evaluación de 

respuesta inmune  

Para mejorar la presentación antigénica de los péptidos sintéticos, se conjugaron 

covalentemente a la BSA mediante glutaraldehído. La BSA proporcionó una 

plataforma de mayor tamaño y múltiples sitios de unión, lo que favoreció tanto la 

inmovilización en la placa como la exposición de los epítopos a los anticuerpos 

presentes en los sueros de los inmunizados. La conjugación se estabilizó mediante 

reducción con NaBH₄ y se confirmó mediante SDS-PAGE. En comparación con la 

BSA no conjugada, los productos mostraron una migración heterogénea hacia 

regiones de mayor peso molecular, con bandas difusas (smear). Este patrón es 

característico con la formación de una mezcla de conjugados BSA-péptido con 

diferente grado de conjugación y entrecruzamiento. (Figura 11). 
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Figura 11. Conjugados de péptido sintéticos con BSA. Carriles: M, marcador de 

peso molecular en kDa; 1, proteína BSA antes de la conjugación; 2, smear del 

conjugado de péptido MP1 con BSA; 3, smear del conjugado de péptido MP2 con 

BSA; 4, smear del conjugado de péptido MP3 con BSA; y 5, smear del conjugado 

de BSA con BSA. 

 

Se evaluó la respuesta inmune específica hacia los epítopos mediante los 

conjugados. Se utilizaron pools de suero provenientes del grupo de control y del 

grupo de dosis de 10 µg. No es posible realizar estadística inferencial clásica entre 

grupos. Por este motivo, se realizó un análisis descriptivo mediante curvas de 

titulación y la comparación del área bajo la curva (AUC) para evaluar las diferencias 

en la respuesta humoral entre los grupos. Se obtuvieron los siguientes resultados 

(Figura 12). 
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Figura 12. Respuesta sistémica de IgG inducida por LTB-MPX en ratones de 

prueba frente a conjugados de péptidos sintéticos con BSA. Se inmunizó a los 

ratones por vía subcutánea con LTB-MPX en un esquema de tres dosis y se 

tomaron muestras de suero tras la última dosis de refuerzo para realizar pruebas 

de ELISA con los conjugados de los péptidos MP1, MP2 y MP3 con BSA como 

antígenos diana. 

 

El análisis de las curvas de titulación mostró diferencias en la reactividad de los 

anticuerpos entre los conjugados evaluados. El conjugado MP1 presentó una mayor 

señal en el pool del grupo de dosis en comparación con el control, y se mantuvo 

detectable en diluciones altas. Este comportamiento se reflejó en un AUC superior 

en el grupo de dosis. En contraste, el conjugado MP2 no mostró un incremento de 

la respuesta humoral en el grupo inmunizado. Por su parte, MP3 mostró un aumento 

moderado de la señal en el pool de dosis en comparación con el control. 

 

8. Discusión  

Los brotes de viruela símica, tanto dentro como fuera del continente africano, han 
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generado una gran preocupación en la comunidad científica. Se autorizó el uso de 

dos vacunas diferentes: ACAM2000, una vacuna de segunda generación basada 

en un virus vivo atenuado, y JYNNEOS, una vacuna de tercera generación que 

contiene un virus vivo no replicante, para adultos mayores de 18 años (excluyendo 

mujeres embarazadas o individuos inmunosuprimidos) con el fin de controlar estas 

emergencias de salud pública (Centro para el Control y la Prevención de 

Enfermedades, 2026). Sin embargo, las vacunas que contienen virus vivos o 

atenuados plantean riesgos para la seguridad de las personas con sistemas 

inmunitarios comprometidos, así como para las mujeres embarazadas o lactantes 

(Olivieri et al., 2021). El brote de 2025, causado por el clado 1b, se caracterizó por 

un predominio de casos en la comunidad de hombres que tienen relaciones 

sexuales con hombres (Vivancos, 2022), una población de alto riesgo de contraer 

enfermedades de transmisión sexual. Además, varios estudios han demostrado que 

la protección que brindan las vacunas existentes es limitada (Zaeck et al., 2023; 

Hubert et al., 2023), lo que pone de relieve la necesidad urgente de desarrollar una 

vacuna específica contra el MPXV. 

 

En este contexto, el presente estudio se centró en el diseño y la expresión de una 

proteína recombinante que comprende epítopos de las proteínas A30L y E8L 

fusionados al acarreador LTB de E. coli, como prototipo de una vacuna de 

subunidades multiepitópicas. Las vacunas multiepitópicas representan una 

estrategia precisa y segura para inducir inmunidad específica frente a múltiples 

regiones antigénicas de un patógeno. Al combinar epítopos conservados y 

altamente inmunogénicos, estas vacunas tienen el potencial de estimular tanto las 

respuestas humorales como las celulares, mejorar la protección cruzada frente a 

diferentes variantes y minimizar las preocupaciones de seguridad asociadas a las 

vacunas tradicionales (Mortazavi, 2024). Hasta la fecha, no se han aprobado 

vacunas diseñadas como ensamblajes sintéticos de epítopos seleccionados, en 

gran parte porque diversos estudios y revisiones han destacado los desafíos 

normativos y de desarrollo que plantean. Sin embargo, algunas candidatas, como 

la UB612 para el SARS-CoV-2, han mostrado perfiles favorables de seguridad e 

inmunogenicidad en ensayos clínicos (Li et al., 2025; Wang et al., 2022). El uso de 
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E. coli como sistema de expresión mejora aún más la eficiencia de producción y la 

bioseguridad, ya que no requiere operar en instalaciones de alto nivel de 

bioseguridad (Li et al., 2025). 

 

La caracterización bioinformática de LTB-MPX mostró resultados favorables en 

cuanto a la antigenicidad predicha, aunque también reveló posibles limitaciones en 

su estabilidad y solubilidad. La puntuación de 0,91 obtenida con VaxiJen superó el 

valor de corte de 0,40 establecido para antígenos virales, por lo que el constructo 

fue clasificado como potencialmente antigénico. VaxiJen realiza esta predicción a 

partir de las propiedades fisicoquímicas de la secuencia, sin recurrir a alineamientos 

(Doytchinova & Flower, 2007). Este resultado fue congruente con los ensayos 

experimentales, en los que LTB-MPX indujo anticuerpos específicos y permitió el 

reconocimiento de E8L. Sin embargo, esta predicción no demuestra por sí sola la 

inmunogenicidad ni la capacidad protectora. 

 

A pesar de presentar un carácter predominantemente hidrofílico, determinado por 

un valor de GRAVY de −0,32, SCRATCH Protein Predictor estimó una probabilidad 

de 0,76 de acumulación en la fracción insoluble. Esta predicción coincidió con la 

recuperación experimental de LTB-MPX a partir de cuerpos de inclusión. Por tanto, 

su insolubilidad podría estar relacionada no solo con la hidropaticidad global, sino 

también con el plegamiento de la proteína quimérica, la distribución local de 

residuos hidrofóbicos y las condiciones de sobreexpresión en E. coli (Magnan et al., 

2009). 

 

Por otra parte, el índice de inestabilidad de 46,62 clasificó a LTB-MPX como 

potencialmente inestable in vitro, mientras que su índice alifático de 73,08 sugirió 

una estabilidad térmica moderada. Finalmente, AllergenFP v.1.0 clasificó el 

constructo como no alergénico, lo cual constituye una característica teórica 

favorable para su desarrollo (Dimitrov et al., 2014). En conjunto, los resultados 

respaldaron la viabilidad del diseño de LTB-MPX, aunque las predicciones de 

estabilidad, alergenicidad y solubilidad deben confirmarse experimentalmente. 
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La expresión de la proteína recombinante en E. coli Rosetta (DE3) se caracterizó 

principalmente por la formación de cuerpos de inclusión, un fenómeno común 

durante la expresión de proteínas heterólogas en sistemas bacterianos debido a la 

alta tasa de síntesis y a la capacidad limitada del mecanismo de plegamiento 

proteico (Singh et al., 2015; Rosano et al., 2014). Esta observación concuerda con 

informes previos que indican que la mayoría de las proteínas basadas en LTB 

descritas hasta ahora también se acumulan en forma de cuerpos de inclusión 

(Scerbo et al., 2008). 

 

La localización de LTB-MPX en la fracción insoluble coincidió con la predicción 

obtenida con SCRATCH Protein Predictor, que estimó una probabilidad de 

insolubilidad de 0,76. Aunque el valor negativo del índice GRAVY indicó un carácter 

predominantemente hidrofílico, esta propiedad no garantiza que una proteína se 

exprese de forma soluble. La formación de cuerpos de inclusión también puede 

estar determinada por la velocidad de producción, la distribución local de residuos 

hidrofóbicos y las interacciones entre regiones parcialmente plegadas. En el caso 

de una proteína quimérica, la incorporación de múltiples epítopos y secuencias 

enlazadoras también puede modificar el plegamiento del dominio acarreador y 

favorecer la exposición de regiones con tendencia a la agregación. 

 

Aunque la formación de cuerpos de inclusión requiere etapas posteriores de 

aislamiento, solubilización y renaturalización, también puede ser una ventaja para 

la recuperación de la proteína recombinante. Estos agregados suelen contener una 

proporción elevada de la proteína de interés, presentan cierta resistencia frente a 

la degradación proteolítica y pueden separarse con relativa facilidad del resto de 

los componentes celulares celulares. Por ello, la acumulación insoluble de LTB-

MPX no impidió su recuperación, sino que permitió concentrarla y establecer un 

procedimiento de lavado y solubilización que dio lugar a una fracción de alto grado 

de pureza antes de la renaturalización. No obstante, fue necesario aplicar un 

proceso controlado de eliminación del agente caotrópico para reducir la 

reagregación y favorecer la recuperación de una proteína estable. 
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La recuperación de la proteína LTB-MPX implicó etapas de solubilización y lavado 

secuenciales, seguidas de un proceso de diálisis para su renaturalización, lo que 

resultó en una proteína de alta pureza sin necesidad de purificación cromatográfica. 

Se obtuvo un rendimiento de 3,72 mg de proteína LTB-MPX renaturalizada por litro 

de cultivo. Se ha informado que el uso de E. coli Rosetta (DE3) como sistema de 

expresión produce entre 2,1 y 3 mg de proteína recombinante por litro de 

fermentación (Tegel et al., 2010), mientras que otros estudios centrados en 

proteínas quiméricas basadas en LTB han alcanzado rendimientos de hasta 3,5 

mg/L (Solis-Andrade et al., 2022). Por lo tanto, el rendimiento obtenido tras la 

renaturalización de LTB-MPX se encuentra dentro del rango esperado para este 

sistema huésped. 

 

Este enfoque representa una ventaja significativa en términos de eficiencia del 

proceso y de rentabilidad. Estudios recientes han demostrado que los cuerpos de 

inclusión pueden considerarse relativamente depósitos puros y concentrados de 

proteína, y que el uso de estrategias de solubilización con agentes caotrópicos, 

seguido de un replegamiento controlado puede preservar los elementos 

estructurales nativos y dar como resultado proteínas bioactivas sin recurrir a la 

cromatografía convencional (Singh et al., 2015; Klauser et al., 2023; Maksum et al., 

2022). Del mismo modo, se ha informado de que la eliminación de los pasos 

cromatográficos es factible cuando las condiciones de replegamiento favorecen la 

preservación de la estructura secundaria y terciaria, manteniendo la funcionalidad 

y, en el caso de las proteínas antigénicas, la integridad de los epítopos 

conformacionales (Chura et al., 2022). 

 

La evaluación de la inmunogenicidad tuvo como objetivo detectar la producción de 

anticuerpos frente a las secuencias A30L, E8L y LTB-MPX mediante ELISA. Se ha 

informado en diversos estudios que los epítopos presentes en la proteína LTB-MPX, 

así como en el portador LTB, son inmunogénicos (Swetha et al., 2022; Fantini et 

al., 2022). La respuesta positiva a la proteína E8L inducida por LTB-MPX concuerda 

con los hallazgos de Liu et al. (2025), quienes identificaron esta proteína como uno 

de los antígenos de superficie más inmunogénicos del MPXV. Los epítopos E8L 
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seleccionados también indujeron la producción de anticuerpos específicos, en 

consonancia con los descritos por Shantier et al. (2022). Por el contrario, la falta de 

una respuesta significativa contra la proteína A30L, a pesar de su inclusión en 

varios diseños de vacunas multiepitópicas (Kaur et al., 2024; Aziz et al., 2024; 

Lahimchi et al., 2023), sugiere que no todos los epítopos predichos necesariamente 

inducen respuestas de anticuerpos detectables en condiciones experimentales. 

Esta discrepancia puede deberse a factores como el plegamiento de la proteína, la 

accesibilidad de los epítopos o la eficiencia de la presentación del antígeno. 

Además, el uso de hidróxido de aluminio como adyuvante podría haber influido en 

la exposición y presentación de los epítopos de E8L de manera más efectiva que 

en los derivados de A30L. Tan et al. (2024) y Li et al. (2024) han reportado hallazgos 

similares, en los que las variaciones en la inmunogenicidad entre los antígenos 

recombinantes del MPXV se atribuyeron a diferencias en la conformación 

estructural y la interacción con los adyuvantes, a pesar de que las dosis de antígeno 

eran equivalentes. Los estudios futuros podrían centrarse en evaluar si el uso de 

diferentes enlaces o disposiciones de epítopos da lugar a una respuesta humoral 

diferencial. 

 

La incorporación de A30L complementa el enfoque centrado en E8L al añadir un 

determinante de otra proteína asociada a la entrada viral. En términos de diseño, 

combinar epítopos de distintas dianas puede reducir la dependencia de una única 

interacción y permitir explorar respuestas mediadas por mecanismos 

potencialmente complementarios. Sin embargo, la antigenicidad de una proteína 

completa no garantiza que cualquier fragmento lineal conserve el reconocimiento 

observado en su conformación nativa. La posición del epítopo dentro de la quimera, 

la presencia de conectores y el plegamiento de las regiones adyacentes pueden 

influir en su exposición. Por ello, comparar experimentalmente la respuesta frente 

a E8L y A30L permite valorar no solo la elección de los antígenos, sino también la 

arquitectura particular de la construcción y orientar ajustes futuros en la secuencia 

o en el orden de los epítopos. 

Se evaluó mediante ELISA la presencia de anticuerpos específicos de las subclases 

IgG1 e IgG2a. La detección de ambas subclases demuestra que la inmunización 
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promovió el cambio de isotipo y generó una respuesta humoral específica. En 

ratones BALB/c, la producción de IgG1 se relaciona principalmente con señales 

mediadas por IL-4 y se utiliza como indicador indirecto de respuestas Th2, mientras 

que el cambio de isotipo hacia IgG2a se asocia con la acción del IFN-γ y con 

ambientes inmunológicos de tipo Th1 (Peng et al., 2002). Por lo tanto, la presencia 

simultánea de IgG1 e IgG2a sugiere que LTB-MPX indujo componentes humorales 

asociados a ambos perfiles inmunológicos. 

Sin embargo, la señal correspondiente a IgG1 fue mayor que la detectada para 

IgG2a. A partir de las absorbancias corregidas respecto al control negativo, se 

obtuvo una relación IgG2a/IgG1 de 0,12. Dado que este valor fue menor que 1, los 

resultados sugieren un predominio del componente asociado a Th2. 

Este comportamiento es congruente porque la formulación incluyó hidróxido de 

aluminio, un adyuvante que generalmente favorece respuestas de tipo Th2 y la 

producción predominante de IgG1. En modelos murinos, las formulaciones con 

aluminio suelen generar principalmente IgG1 y una respuesta celular limitada, 

mientras que los estímulos Th1 producen mayores cantidades de IgG2a (Davis et 

al., 1998). En este contexto, la detección de IgG2a en los grupos inmunizados 

podría indicar que algún componente de LTB-MPX contribuyó a ampliar el perfil 

inmunológico inducido por el adyuvante. La presencia de LTB como proteína 

acarreadora podría contribuir a esta respuesta. Se ha reportado que LTB 

incrementa la inmunogenicidad de antígenos fusionados y puede favorecer 

respuestas humorales mixtas. Por ejemplo, da Cunha et al. (2017) observaron 

producción de IgG1 e IgG2a en ratones BALB/c inmunizados con una proteína de 

fusión basada en LTB, incluso en presencia de hidróxido de aluminio, lo cual se 

interpretó como una respuesta mixta Th1/Th2. De manera similar, Kaushik et al. 

(2019) reportaron incrementos significativos de IgG1, IgG2a e IgG2b tras inmunizar 

ratones con un epítopo fusionado a LTB, lo que respalda la capacidad de este 

acarreador para inducir más de una subclase de anticuerpos. No obstante, dado 

que en el presente estudio no se incluyó un grupo inmunizado con el antígeno sin 

LTB, no es posible atribuir directamente la producción de IgG2a a esta proteína 

acarreadora. 
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En conjunto, los resultados indican que LTB-MPX, formulada con hidróxido de 

aluminio, indujo una respuesta humoral predominantemente asociada a Th2, pero 

acompañada de un componente relacionado con Th1, evidenciado por la 

producción de IgG2a. Sin embargo, esta interpretación debe considerarse una 

aproximación indirecta y no una demostración de la polarización funcional de los 

linfocitos T. Las diferencias en afinidad y eficiencia de detección entre los 

anticuerpos secundarios anti-IgG1 y anti-IgG2a pueden influir en la magnitud de las 

señales detectadas. Para confirmar el perfil inmunológico sería necesario 

complementar estos resultados mediante la cuantificación de citocinas como IFN-

γ, IL-2, IL-4 e IL-5, así como mediante técnicas como ELISpot, citometría de flujo 

intracelular o análisis de proliferación de linfocitos T. 

Se realizó un ELISA con péptidos libres basados en los epítopos de las proteínas 

diana A30L y E8L, con el fin de determinar si el esquema inmunológico con LTB-

MPX fue capaz de generar anticuerpos específicos contra dichos péptidos. La 

ausencia de una respuesta significativa en el ELISA realizado con los péptidos 

libres no necesariamente indica que la inmunización con LTB-MPX fuera incapaz 

de inducir anticuerpos contra dichas secuencias. Los péptidos sintéticos utilizados 

son moléculas de bajo peso molecular que pueden adsorberse de manera poco 

eficiente o inestable sobre las placas de poliestireno. En consecuencia, parte del 

péptido puede eliminarse durante los lavados o quedar inmovilizada en una 

orientación que oculte los residuos necesarios para la unión de los anticuerpos. Se 

ha demostrado que la adsorción directa de péptidos pequeños sobre el poliestireno 

puede resultar insuficiente para alcanzar una sensibilidad adecuada mediante 

ELISA (Cuccuru et al., 2012).  

Además de las limitaciones de inmovilización, la falta de reconocimiento puede 

relacionarse con diferencias estructurales entre los péptidos libres y los epítopos 

incluidos en LTB-MPX. Aunque las secuencias evaluadas corresponden a epítopos 

lineales, su presentación en la proteína quimérica está influida por los aminoácidos 

adyacentes, los linkers y la conformación del constructo. En cambio, cuando los 

péptidos se encuentran libres, pueden adoptar conformaciones distintas o presentar 

una elevada flexibilidad, lo que reduce su afinidad por los anticuerpos. La capacidad 

de un anticuerpo para reconocer una secuencia peptídica depende no solo de su 
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estructura primaria, sino también de la conformación y la accesibilidad que adopta 

dicha secuencia durante el ensayo (Loomans et al., 1997). Por lo tanto, los 

resultados negativos obtenidos inicialmente podrían atribuirse tanto a una 

presentación inadecuada de los péptidos como a una concentración insuficiente del 

epítopo disponible en la superficie de la placa. 

Para favorecer su inmovilización y exposición, los péptidos MP1, MP2 y MP3 se 

conjugaron con BSA mediante glutaraldehído. La BSA presenta un mayor tamaño 

y una elevada capacidad de adsorción sobre el poliestireno, por lo que actúa como 

una proteína de soporte que permite presentar múltiples copias del péptido en la 

superficie del pozo. Esta presentación multivalente puede aumentar la densidad del 

epítopo y facilitar la interacción con los anticuerpos presentes en los sueros. La 

conjugación con proteínas acarreadoras, como la BSA, constituye una estrategia 

para mejorar la inmovilización y el reconocimiento de péptidos pequeños en 

ensayos inmunoenzimáticos (Cuccuru et al., 2012). Incluso en estudios serológicos 

contra el MPXV, la conjugación de péptidos con BSA se ha evaluado como una 

estrategia para mejorar el rendimiento de los ELISA basados en epítopos sintéticos 

(Dubois et al., 2012). 

El glutaraldehído permitió establecer enlaces covalentes entre los grupos amino 

disponibles de los péptidos y de la BSA, lo que dio lugar a complejos de mayor peso 

molecular. La formación de estos conjugados fue respaldada por el patrón de 

migración observado en SDS-PAGE, caracterizado por un smear por encima de la 

banda correspondiente a la BSA no conjugada. Este comportamiento es consistente 

con la formación de una población heterogénea de conjugados, en la que las 

moléculas de BSA pueden contener diferentes cantidades de péptido. 

Tras mejorar la presentación mediante la conjugación, MP1 mostró la mayor 

reactividad frente a los sueros de animales inmunizados con LTB-MPX. Dado que 

MP1 contiene un epítopo derivado de E8L, este resultado concuerda con el 

reconocimiento significativo previamente observado al emplear la proteína E8L 

recombinante como antígeno de recubrimiento. En conjunto, ambos ensayos 

respaldan la inmunización con antígenos dirigidos contra al menos una región 

antigénica de E8L y sugieren que el epítopo presente en MP1 fue más accesible o 
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inmunodominante que las secuencias evaluadas en MP2 y MP3. 

Sin embargo, la diferencia entre los conjugados debe interpretarse con cautela, ya 

que la conjugación con glutaraldehído es heterogénea y no permite asegurar que 

todos los péptidos se hayan unido a la BSA con la misma eficiencia, densidad ni 

orientación. Por ello, una mayor absorbancia o una mayor área bajo la curva de 

MP1 puede reflejar tanto una mayor concentración de anticuerpos específicos como 

una presentación más favorable de este péptido en el conjugado. La inclusión de 

BSA tratada bajo las mismas condiciones que el control permite descartar que la 

señal provenga exclusivamente del acarreador o de modificaciones ocurridas 

durante la conjugación. 

La detección de IgG específica contra LTB-MPX, tres meses después de la tercera 

inmunización, demuestra que la respuesta humoral inducida por el antígeno 

persistió más allá de la fase inmediata posterior al esquema de vacunación. 

Después de la exposición al antígeno, los plasmablastos producen anticuerpos en 

las etapas iniciales de la respuesta; posteriormente, la mayoría de ellos desaparece 

durante la fase de contracción, mientras que una fracción de los linfocitos B puede 

diferenciarse en células plasmáticas de larga vida. Estas células pueden alojarse 

en nichos especializados, principalmente en la médula ósea, y mantener la 

secreción de anticuerpos durante periodos prolongados, incluso sin una nueva 

exposición al antígeno (Khodadadi et al., 2019). 

Además de las células plasmáticas de larga vida, la inmunización puede generar 

linfocitos B de memoria, que permanecen en estado de quiescencia y responden 

rápidamente ante una nueva exposición al antígeno. Sin embargo, los anticuerpos 

circulantes y las células B de memoria son componentes distintos de la memoria 

inmunológica. Se ha demostrado que las células plasmáticas pueden sobrevivir y 

mantener anticuerpos específicos durante periodos prolongados, incluso en 

ausencia de células B de memoria (Hammarlund et al., 2017). Por ello, la 

persistencia de IgG contra LTB-MPX es compatible con el establecimiento de una 

respuesta humoral duradera, pero no demuestra directamente la generación de 

células B de memoria. 

La persistencia observada también puede relacionarse con el esquema de tres 
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inmunizaciones utilizado. Las dosis de refuerzo favorecen la reactivación y 

expansión de linfocitos B específicos, así como los procesos de maduración de 

afinidad y diferenciación celular. De esta forma, el esquema de inmunización pudo 

contribuir al mantenimiento de anticuerpos específicos durante el periodo evaluado. 

No obstante, la duración de la respuesta humoral también depende de las 

propiedades del antígeno, del adyuvante, de la vía de administración y de la 

intensidad de la estimulación inicial. En este sentido, se ha demostrado que la 

persistencia de los anticuerpos varía entre distintos antígenos virales y vacunales, 

lo que indica que las características de cada antígeno influyen en la longevidad de 

la respuesta (Amanna et al., 2007). 

En conjunto, la conservación de niveles significativos de IgG durante tres meses 

constituye un resultado favorable para LTB-MPX como candidato vacunal, ya que 

demuestra que la respuesta humoral no se limitó al periodo inmediatamente 

posterior a la última inmunización. Sin embargo, la presencia de anticuerpos 

específicos no confirma que estos posean actividad neutralizante ni que 

proporcionen protección frente a una infección. Para demostrar el establecimiento 

de memoria humoral funcional sería necesario evaluar directamente células B de 

memoria o células plasmáticas de larga vida, analizar la respuesta frente a una 

dosis de refuerzo y determinar la capacidad neutralizante de los anticuerpos. 

Entre las principales limitaciones del estudio se encuentran el reducido número de 

animales por grupo, la ausencia de marcadores celulares, el uso de pools de suero 

para evaluar los conjugados, la falta de caracterización cuantitativa de la eficiencia 

de conjugación y la ausencia de ensayos de neutralización o de desafío viral. Por 

ello, los resultados demuestran inmunogenicidad y reconocimiento antigénico, pero 

no permiten establecer la eficacia protectora. 

 

9. Conclusiones 

La caracterización bioinformática de LTB-MPX indicó que el constructo presenta 

propiedades compatibles con su evaluación como antígeno recombinante. La 

proteína presentó una antigenicidad predicha elevada y un bajo potencial 

alergénico; asimismo, se predijo su acumulación preferente en la fracción insoluble, 
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lo cual coincidió con su comportamiento experimental en E. coli. 

 

La proteína quimérica LTB-MPX se expresó con éxito en E. coli Rosetta (DE3), 

principalmente en forma de cuerpos de inclusión. Su recuperación mediante 

lavados secuenciales, solubilización con urea y renaturalización por diálisis permitió 

obtener una preparación con una concentración de 287,59 µg/mL, una pureza 

superior al 90% determinada por densitometría y un rendimiento, calculado después 

de la renaturalización, de 3,72 mg por litro de cultivo, sin requerir etapas 

cromatográficas. Estos resultados demuestran la viabilidad de producir y recuperar 

el antígeno mediante un proceso relativamente sencillo. 

 

La inmunización subcutánea con LTB-MPX indujo una respuesta sistémica de IgG 

específica contra la proteína quimérica en ratones BALB/c. No se identificaron 

diferencias significativas entre las dosis de 5 y 10 µg tras la tercera inmunización, 

por lo que, bajo las condiciones evaluadas, ambas dosis fueron capaces de inducir 

reconocimiento humoral del antígeno. 

 

Los anticuerpos generados reconocieron de manera significativa la proteína E8L, 

mientras que no se detectó una respuesta significativa frente a A30L. Este resultado 

demuestra que la inclusión de un epítopo en una construcción multiepitópica no 

garantiza, por sí misma, su reconocimiento y que la posición, la accesibilidad, la 

conformación y el contexto estructural de cada secuencia pueden determinar su 

inmunogenicidad. 

 

La relación IgG2a/IgG1 de 0,12 sugiere que la inmunización con LTB-MPX indujo 

una respuesta humoral predominantemente asociada a Th2, lo cual es congruente 

con el empleo de hidróxido de aluminio. No obstante, la detección de IgG2a 

evidencia la presencia adicional de un componente asociado a Th1. Esta 

interpretación representa una aproximación indirecta que deberá confirmarse 

mediante la evaluación de citocinas y respuestas celulares. 

 

Los péptidos sintéticos libres no mostraron un reconocimiento significativo, 
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posiblemente debido a su limitada inmovilización limitada en la placa y a una 

exposición insuficiente de las secuencias antigénicas. La conjugación con BSA 

mejoró su rendimiento en el ELISA y permitió identificar una mayor reactividad 

frente a MP1. Debido a que este péptido contiene una secuencia derivada de E8L, 

el resultado concuerda con el reconocimiento observado frente a la proteína E8L 

recombinante y respalda que LTB-MPX indujo anticuerpos dirigidos contra al menos 

uno de los epítopos incluidos en su diseño. No obstante, las diferencias entre 

conjugados también pudieron deberse a variaciones en la eficiencia, la densidad o 

la orientación de la conjugación. 

 

La respuesta de IgG específica contra LTB-MPX permaneció detectable durante 

tres meses después de la última inmunización, lo que demuestra la persistencia de 

la respuesta humoral durante el periodo evaluado. Este resultado no constituye, por 

sí solo, evidencia directa de células B de memoria ni de actividad protectora, por lo 

que serán necesarios ensayos funcionales y celulares para confirmarlas. 

 

En conjunto, los resultados posicionan a LTB-MPX como una plataforma 

experimental útil para evaluar la inmunogenicidad de epítopos derivados de MPXV. 

El reconocimiento diferencial de E8L y A30L demuestra la importancia de validar 

experimentalmente los diseños inmunoinformáticos y proporciona una base para 

optimizar el orden, el número y la exposición de los epítopos. Aunque todavía no 

puede considerarse una vacuna protectora, el constructo constituye un prototipo 

prometedor para continuar los estudios de neutralización, memoria inmunológica, 

respuesta celular y protección frente a MPXV. 
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