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GLOSARIO DE ABREVIATURAS  

 

HCoV   Coronavirus humano 

SARS-CoV-2  Coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo 2 

COVID-19   Coronavirus 2019  

RBD    Sitio de unión al receptor  

NAbs    Anticuerpos neutralizantes  

S    Glicoproteina spike  

M    Glicoproteina de membrana  

E    Glicoproteina envoltura 

N    Nucleocápside  

ACE2    Enzima convertidora de angiotensina 2  

ANP    Aminopeptidasa N  

RII    Respuesta inmunidad innata 

RIA   Respuesta inmunidad adaptativa 

NAbs   Anticuerpos neutralizantes  

BSL2   Laboratorio de bioseguridad 2 

BSL3    Laboratorio de bioseguridad 3 

HEK-293T   Células de riñón embrionario humano 293T 

Huh-7    Células de carcinoma hepatocelular humano   

HEK293T-ACE2  Células de riñón embrionario humano 293T que expresan de forma 

estable el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 

RLUs    Unidades relativas de luminiscencia  

DMEM   Medio Dulbecco's Modified Eagle  

P24   proteína viral p24 del VIH-1 

PEI    Polietilenimina  

ELISA   Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas  

ID50    Dosis inhibitoria del 50% 

VIH-1    Virus inmunodeficiencia humana 1 

Ig   Inmunoglobulinas  
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RESUMEN 

Cuatro coronavirus de dos géneros distintos son endémicos en los humanos: dos 

alfacoronavirus (NL63 y 229E) y dos betacoronavirus (OC43 y HKU1), causan 

frecuentemente enfermedades leves del tracto respiratorio superior y han estado circulando 

en los humanos como virus estacionales. Las infecciones son comunes en todos los grupos 

de edad, sin embargo, son más altas en niños y adolescentes. Los Coronaviridae son una 

familia de virus con genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de aproximadamente 

27 a 32 kilobases. La glicoproteína spike (S) de los coronavirus humanos (HCoV) está 

expuesta en la superficie, y desempeña un papel clave para la entrada viral a la célula 

hospedera, convirtiéndose en el principal sitio de antigenicidad. Por ende, es uno de los 

objetivos de los anticuerpos neutralizantes (NAbs) tras la infección viral. Los NAbs contra 

los HCoV estacionales son comunes en los humanos debido a las infecciones repetidas en el 

tiempo. Los estudios epidemiológicos han descrito que la seroconversión se produce a 

menudo en la infancia y la seroprevalencia puede alcanzar más del 90% para los cuatro HCoV 

estacionales en los adultos. 

El objetivo de esta tesis fue implementar un sistema pseudoviral que permitiera determinar 

anticuerpos neutralizantes contra el coronavirus estacional 229E. Para ello, se generó un 

pseudotipo viral basado en VIH-1 que contiene en su membrana la glicoproteína spike del 

HCoV estacional 229E, el que, para analizar su infectividad, fue transducido en células 

HEK293T-ACE2 y Huh-7, observando una mejor transducción en las células Huh-7 debido 

al nivel de expresión de los receptores celulares de aminopeptidasa N, siendo este el principal 

receptor celular necesario para la entrada viral. Posteriormente, el pseudotipo HCoV 229E y 

SARS-CoV-2, como control, fueron utilizados para medir la cantidad de anticuerpos 

neutralizantes en sueros de pacientes adultos extraído previo a la pandemia del COVID-19. 

En las que se observó 8 de 19 muestras con la presencia de anticuerpos neutralizantes contra 

el HCoV 229E y ninguna contra SARS-CoV-2. El título de anticuerpos neutralizantes fue 

calculado detectando el 50% de la dosis inhibitoria (ID50) con valores desde 43,47 hasta 

756,8, con un promedio de 258,4. Paralelamente, se analizaron muestras pediátricas de 

donantes diagnosticados con coronavirus estacional, observando que el 13% (2/15) de ellas 

se pudo detectar la neutralización para el pseudotipo viral HCoV 229E.  
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En conclusión, se caracterizó y optimizo la producción del pseudotipo viral basados en VIH-

1 para la glicoproteína spike del coronavirus estacional 229E la que representó una 

herramienta útil para estudiar las respuestas neutralizantes en individuos infectados 

naturalmente y los resultados de este proyecto permitieron comparar los títulos de 

anticuerpos neutralizantes detectados contra el pseudotipo viral HCoV 229E. Este modelo 

puede permitir comparar la neutralización de anticuerpos de no solo los coronavirus, sino, 

además, de virus de preocupación publica; ayudando a responder preguntas críticas de 

investigación y a entender la inmunidad frente a estos patógenos.  

 

ABSTRACT 

Four coronaviruses of two distinct genera are endemic in humans: two alphacoronaviruses 

(NL63 and 229E) and two betacoronaviruses (OC43 and HKU1) frequently cause mild upper 

respiratory tract disease and have been circulating in humans as seasonal viruses. Infections 

are common in all age groups, however, they are highest in children and adolescents. The 

Coronaviridae are a family of viruses with a single-stranded positive-sense RNA genome of 

approximately 27 to 32 kilobases. The spike (S) glycoprotein of human coronaviruses 

(HCoV) is exposed on the surface, and plays a key role for viral entry into the host cell, 

becoming the main site of antigenicity. It is therefore one of the targets of neutralizing 

antibodies (NAbs) following viral infection. NAbs against seasonal HCoV are common in 

humans due to repeated infections over time. Epidemiological studies have described that 

seroconversion often occurs in childhood and seroprevalence can reach more than 90% for 

the four seasonal HCoVs in adults. 

The aim of this thesis was to implement a pseudoviral system to determine neutralizing 

antibodies against seasonal coronavirus 229E. For this purpose, a viral pseudotype based on 

HIV-1 containing in its membrane the spike glycoprotein of seasonal HCoV 229E was 

generated, which, to analyze its infectivity, was transduced in HEK293T-ACE2 and Huh-7 

cells, observing a better transduction in Huh-7 cells due to the level of expression of the 

cellular receptors of aminopeptidase N, being this the main cellular receptor necessary for 

viral entry. Subsequently, the pseudotype HCoV 229E and SARS-CoV-2, as a control, were 

used to measure the amount of neutralizing antibodies in sera of adult patients extracted prior 
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to the COVID-19 pandemic. In which 8 of 19 samples were observed with the presence of 

neutralizing antibodies against HCoV 229E and none against SARS-CoV-2. The neutralizing 

antibody titer was calculated by detecting 50% of the inhibitory dose (ID50) with values 

ranging from 43.47 to 756.8, with an average of 258.4. In parallel, pediatric samples from 

donors diagnosed with seasonal coronavirus were analyzed, observing that 13% (2/15) of 

them could detect neutralization for the HCoV 229E viral pseudotype.  

In conclusion, we characterized and optimized the production of the HIV-1 based viral 

pseudotype for the spike glycoprotein of seasonal coronavirus 229E which represented a 

useful tool to study the neutralizing responses in naturally infected individuals and the results 

of this project allowed to compare the titers of neutralizing antibodies detected against the 

HCoV 229E viral pseudotype. This model may allow the comparison of neutralizing 

antibodies not only to coronaviruses, but also to viruses of public concern, helping to answer 

critical research questions and to understand immunity to these pathogens.  
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1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1. Generalidades de los Coronavirus  

Los coronavirus (CoV) pertenecen al orden Nidovirales, a la familia Coronaviridae y a la 

subfamilia Orthocoronavirinae [1]. Son clasificados en cuatro géneros: alfa, beta, gamma y 

deltacoronavirus [2]. Sin embargo, los que han sido de interés clínico por ser patógenos 

respiratorios humanos son: dos alfaCoV (HCoV-229E; HCoV-NL63), y cinco betaCoV 

(HCoV-OC43; HCoV-HKU1; coronavirus del síndrome respiratorio de Oriente Medio 

(MERS-CoV); coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), incluido el 

nuevo coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2)) [2]. El SARS-

CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2, son altamente patógenos, y han causado brotes 

zoonóticos en los humanos en las últimas dos décadas [3]. El SARS-CoV, presentó un total 

de 8096 casos confirmados y 774 muertes [4], mientras que, el MERS-CoV ha infectado a 

2585 personas con 89 muertes [5]. Sin embargo, la pandemia del coronavirus 2019 (COVID-

19) ha dejado a 521 millones de personas infectadas con 6.26 millones de muertes al 15 de 

mayo del 2022, se extendió por todo el mundo, y aun, sigue aumentando el número de nuevos 

casos y de muertes [6]. 

Los coronavirus humanos (HCoV): NL63, 229E, OC43 y HKU-1, suelen causar 

enfermedades del tracto respiratorio superior leves o moderadas, contribuyendo el 15 al 30% 

de los casos de resfriado común [7]. Se denominan estacionales o coronavirus humanos 

endémicos, porque circulan en determinada época del año; el HCoV-229E y el HCoV-OC43 

tiende a ser epidémico durante el otoño o invierno [8]. Por otro lado, el HCoV-NL63 y el 

HCoV-HKU1 muestra un pico durante la primavera [9]. La reinfección oscila entre los 6 y 

12 meses, lo que indica una inmunidad protectora de corta duración [10]. En los adultos 

sufren una media de dos a tres resfriados comunes al año, y los niños pueden padecer entre 

seis y ocho, de los cuales uno o dos están causados por algún HCoV estacional [11]. La 

transmisión, es principalmente por la inhalación de partículas virales que se encuentran en 

gotas y en aerosoles expulsados por un portador. El periodo medio de incubación es de 

aproximadamente 5 días [10]. 

 



 
 

9 
 

1.2. Ciclo replicativo de los HCoV 

Las partículas virales del HCoVs, están envueltas por una bicapa lipídica de origen celular 

donde se encuentra las glicoproteínas estructurales; spike (S), la de la membrana (M), la 

envoltura (E), además alberga la nucleocápside (N) cuya función es proteger el genoma viral 

[10]. El genoma de los HCoV es una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva 

que presenta un tamaño de aproximadamente 27 a 32 kilobases, contiene cinco marcos de 

lectura abierta (ORF), entre ellos podemos encontrar el ORF1a, ORF1ab, las cuatro proteínas 

estructurales (S, M, E y N), además de una serie de genes accesorios [12]. 

El ciclo replicativo comienza con la entrada de los HCoV a la célula hospedera mediante la 

glicoproteína S de transmembrana [13, 14]. Esta proteína comprende dos subunidades 

funcionales; la subunidad S1, es responsable de la unión al receptor de la célula y la 

subunidad S2 permite la fusión entre el virus y la membrana celular después de la unión al 

receptor [15]. El SARS-CoV-2 y el HCoV-NL63 se une al receptor de la enzima convertidora 

de angiotensina 2 (ACE-2); el HCoV-229E se une a la aminopeptidasa N (APN) y al receptor 

CD13; los HCoV-OC43 y HCoV-HKU1 emplean receptores basados en glicanos que llevan 

ácido siálico 9-O-acetilado (Figura 1a) [16]. El HCoV-NL63 además utiliza la proteína M 

para facilitar la fase inicial de adhesión, donde se une a la célula hospedera utilizando 

proteoglicanos de heparán sulfato como factor de unión [17]. Por otra parte, se requieren 

factores adicionales del hospedero para la entrada viral (la neuropilina-1, los proteoglicanos 

de sulfato de heparina, las lectinas de tipo C y/o la furina); El HCoV-229E puede utilizar dos 

vías distintas: una mediada por proteasas de superficie como la proteasa transmembrana 

serina 2 (TMPRSS2), y otra por la catepsina endosomal L [18]. Asimismo, el HCoV-OC43 

emplea las caveolina-1, mientras que el SARS-CoV-2 y el HCoV-NL63 pueden provocar el 

reclutamiento de clatrina [7]. Posteriormente. se produce un cambio conformacional en la 

proteína S de los HCoV, lo que permite la fusión con la membrana de la célula hospedera 

[19] y luego la liberación del ARN genómico al citoplasma, el que es traducido para dar 

origen a las poliproteínas virales (pp1a y pp1ab) [13, 19]. Estas poliproteínas son procesadas 

co y post-traduccionalmente por proteasas virales y celulares, generando 16 proteínas no 

estructurales (nsps), las cuales poseen funciones específicas (actividades enzimáticas de tipo 

proteasa, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), helicasa, exorribonucleasa, 

endorribonucleasa y metiltransferasa). Por otro lado, se forma una vesícula de doble 
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membrana (DMV) en el retículo endoplasmático (RE) (Figura 1a), las que crean un 

microambiente protector para la replicación del ARN genómico viral y la transcripción de 

ARNm subgenómicos [20]. Este último, se traduce para dar origen a las proteínas 

estructurales (N, E, M y S) quienes interactúan con el genoma viral dando lugar al ensamble 

de nuevas partículas virales. Estas partículas virales transitarán desde el RE hasta el aparato 

de Golgi siguiendo la vía exocítica para finalmente madurar y ser liberadas de la célula 

hospedera (Figura 1a) [13, 19, 20]. 

 

 

Figura 1. Ciclo replicativo del coronavirus y neutralización. (a) ciclo replicativo del 

coronavirus. El HCoV reconoce el receptor especifico de la célula, uniéndose a este por 

medio de la proteína S. A continuación, entra por fusión de membranas o endocitosis. Tras 

la entrada, el ARN viral se libera y se traduce en las poliproteínas virales pp1a y pp1ab. Estas 

poliproteínas son procesadas por proteasas codificadas por el virus para facilitar la 

replicación y producir ARN de cadena negativa de longitud completa y ARN subgenómico. 

El ARN subgenómico se traduce en proteínas estructurales y accesorias, incluidas las 

a) b) 
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proteínas S, M, E y N. Estas últimas se insertan en las membranas del RE y del Golgi, para 

luego interactuar con el genoma viral, ensamblándose y seguir una vía exocítica, para luego 

ser liberados. (b) Neutralización del coronavirus por anticuerpos. Los NAbs limitan la 

entrada viral, la traducción, la replicación y el ensamblaje viral. 

1.3. Inmunidad e importancia de los anticuerpos neutralizantes  

La primera línea de defensa contra una infección viral es la barrera física, como la piel. 

Cuando sobrepasa el virus esta barrera, se activa la respuesta inmune innata (RII), que está 

compuesta por elementos celulares (células dendríticas y células natural killer) y 

componentes séricos (citoquinas y proteínas del complemento). Su función es detectar el 

virus a través de receptores de reconocimiento de patrones y activar vías inflamatorias que 

promueven la eliminación de este. Además, permite identificar y eliminar las células 

infectadas, coordinando y acelerando el desarrollo de la inmunidad adaptativa (RIA) [20], 

[21]. El RIA está compuesta por linfocitos (B y T) y componentes séricos (citoquinas y 

anticuerpos), que van a reconocer antígenos pertenecientes a estructuras específicas del 

HCoV, generando una memoria inmunológica [22]. Por lo tanto, los anticuerpos son 

producidos y secretados por los linfocitos B, que requieren ser activados para proliferar 

rápidamente y diferenciarse en células plasmáticas, las que secretan anticuerpos específicos 

contra los antígenos virales [23]. Tras un primer encuentro con el antígeno, ya sea por 

vacunación o por infección natural, la memoria inmunológica permite una producción más 

rápida de anticuerpos neutralizantes tras la siguiente exposición viral. Hay tres clases de 

anticuerpos conocidos como inmunoglobulinas (Ig): A, M y G. Los estudios demuestran que 

cuando se encuentran las tres clases de inmunoglobulinas, es decir, IgG, IgM e IgA, se 

alcanza la máxima actividad de neutralización contra el SARS-CoV-2, evidenciándose la 

capacidad de los anticuerpos para trabajar juntos de forma sinérgica [24]. Tras la infección 

por SARS-CoV-2, los anticuerpos de tipo IgM anti-SARS-CoV-2 son producidos 

inicialmente y permanecen de 20 días a un mes antes de disminuir gradualmente. Asimismo, 

los anticuerpos de tipo IgG alcanzan su punto máximo alrededor del día 25 [25], y se 

mantienen altos durante semanas [26 – 28]. Los títulos sostenidos de anticuerpos IgG son 

producidos por células plasmáticas de larga vida en la médula ósea [29]. La función de los 

anticuerpos neutralizantes (NAbs) es unirse al antígeno viral e interferir con la unión del virus 

al receptor celular, induciendo así la agregación de las partículas virales y provocando una 
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reducción de la entrada del virus (Figura 1b). Además, atenúan la internalización a través de 

la endocitosis, lo que conduce a la degradación lisosomal y además pueden inhibir eventos 

metabólicos como la síntesis de las proteínas virales,  bloqueando la replicación de los virus 

incluso después de la internalización [30, 31]. En SARS-CoV-2, los NAbs van dirigidos 

contra la proteína S,  específicamente a la subunidad S1 y a su sitio de unión al receptor 

(RBD) [32, 33], estos anticuerpos representan el 90% de la actividad neutralizante en sueros 

de pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 [34].  

La actual pandemia por el SARS-CoV-2 ha llevado a un rápido desarrollo y producción de 

vacunas. Recientemente un informe en la población chilena vacunada, notificaban una tasa 

de seroconversión del 95,7% para los anticuerpos neutralizantes en los grupos de 18 a 59 

años de edad, después de 28 y 42 días post-inmunización [35], lo que reducía la 

hospitalización (87,5%), el ingreso a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (90,3%) y la 

muerte relacionada con el COVID-19 (86,3%) [36]. Esto indica un papel protector de los 

anticuerpos neutralizantes en las primeras fases de la infección. Es por ello, que existe un 

gran interés en detectarse anticuerpos neutralizantes, debido a que confieren protección frente 

a una infección.  

1.4. Inmunidad previa a los coronavirus estacionales 

Los estudios seroepidemiológicos transversales y longitudinales han descrito que grandes 

proporciones de niños y adultos sanos tienen anticuerpos séricos detectables contra las cuatro 

cepas de los HCoV estacionales. La seroconversión se produce en la infancia y la 

seroprevalencia aumenta con la edad [37], debido a que las tasas de infección de los HCoV 

estacionales son más altas en niños y adolescentes [38].  

En un estudio de 74.519 pacientes realizado en Escocia, la prevalencia de los HCoV 

estacionales fue de un 4,0%, observándose un mayor número de casos en niños menores de 

5 años de edad y en personas de edad avanzada. Siendo el HCoV-OC43 el más prevalente, 

mientras que el HCoV-HKU1 tuvo la prevalencia más baja (un 0,3%) [39]. Otro estudio 

realizado en México, se analizaron 1.404 muestras de suero de niños con neumonía adquirida 

en la comunidad, encontrándose un 2.2% de muestras positivas para algún HCoV estacional 

[40]. Por otro lado, un estudio en Hong Kong demostró que la prevalencia total de los HCoV 

estacionales en pacientes con insuficiencia respiratoria aguda era del 2,1%, encontrándose el 
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HCoV-NL63 con una tasa de positividad del 1,3%, que fue la más alta [41]. En Chile no 

existen datos acerca de la prevalencia de los HCoV estacionales.  

 

Se ha descrito que infecciones por los HCoV estacionales en individuos menores de 10 años 

de edad pueden actuar como un factor de protección de las infecciones sintomáticas graves 

por el SARS-CoV-2 al limitar la infección viral, ya que se han encontrado anticuerpos de 

reacción cruzada entre los HCoV estacionales y el SARS-CoV-2 en este grupo etario [33], 

[42], [43].  En particular, los estudios demuestran que hay un elevado nivel de anticuerpos 

contra la subunidad S2 del SARS-CoV-2, que es aquella que presenta un mayor grado de 

homología mayor entre los diferentes HCoV en comparación a la subunidad S1, por lo que 

es el sitio más probable de reconocimiento de anticuerpos de reacción cruzada [42, 44]. 

 

1.5. Pseudotipos virales  

Para estudiar la infección viral o la búsqueda de anticuerpos neutralizantes por coronavirus 

humanos se requiere hacer ensayos celulares in vitro con la partícula viral completa en los 

que se requiere un laboratorio de nivel de bioseguridad 3 (BSL3) [45]. Por otra parte, se han 

descrito dificultades en el cultivo in vitro de los HCoV de tipo salvaje, y los retos intrínsecos 

de la manipulación segura de los HCoV de alta patogenicidad [46].  Aunque, si bien es cierto 

que los ensayos de ELISA pueden utilizarse para detectar la presencia de anticuerpos en 

respuesta a la infección viral, el sistema en sí detecta específicamente la unión de anticuerpos 

a la proteína viral, pero no mide si esta interacción resulta en neutralización [47]. Es por ello, 

que el uso de pseudotipos virales de replicación restringida con proteínas de cubierta viral, 

representa un método seguro y eficaz, que pueden ser utilizados en condiciones de 

bioseguridad 2 (BSL2) [48]. Además, los pseudotipos virales pueden utilizarse para 

cuantificar y comparar serológicamente las respuestas neutralizantes, dilucidar la dinámica 

de los anticuerpos contra los coronavirus estacionales y los efectos de la reactividad cruzada 

de los anticuerpos en el resultado clínico después de la infección natural [49]. Varias 

investigaciones han incorporado el uso de los pseudotipos para identificar factores del 

hospedero necesarios para: (1) la entrada de los coronavirus, (2) ensayos de neutralización 

(anticuerpos dirigidos contra los epítopos de la proteína S de los HCoV) y/o (3) detectar una 

inhibición antiviral [50]. Gracias al modelo pseudoviral se detectó un anticuerpo monoclonal 
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humano que neutralizaba tanto el SARS-CoV-1 como el SARS-CoV-2 [51]. Asimismo, el 

uso de pseudovirus evitan las mutaciones in vitro adquiridas en el cultivo celular cuando se 

usa la partícula viral completa y reduce el riesgo de seleccionar inadvertidamente variantes 

de la proteína S de los HCoV [52, 53].  

Se necesita diferentes pseudotipos virales para cada HCoV, que sea producido en condiciones 

similares a altos títulos que permitan comparar las respuestas inmunitarias neutralizantes. Es 

por ello, que esta tesis planteo producir un sistema capaz de medir NAbs, a través de un 

pseudovirus para realizar una búsqueda de anticuerpos neutralizantes contra el coronavirus 

estacional 229E en sueros prepandémicos y muestras pediátricas de pacientes diagnosticados 

con coronavirus estacional.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

15 
 

2. HIPÓTESIS 

La generación del pseudotipo viral portador de la proteína spike 229E permitirá determinar 

anticuerpos neutralizantes contra este coronavirus estacional en sueros prepandémicos.  

3. OBJETIVO GENERAL 

Implementar un sistema pseudoviral que permita determinar anticuerpos neutralizantes 

contra el coronavirus estacional 229E. 

4. OBJETIVO ESPECIFICO 

1. Caracterizar la producción del pseudotipo viral basado en VIH-1 para la glicoproteína 

spike del coronavirus estacional 229E.  

2. Validar la neutralización del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV 229E 

en sueros humanos prepandémicos.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Líneas celulares y plásmidos 

Se utilizaron las células de riñón embrionario humano 293T (HEK-293T), células de riñón 

embrionario humano que expresan de forma estable el receptor ACE2 (HEK293T-ACE2) y 

células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7). Todas las células se mantuvieron en 

medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) (Life Technologies) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (HyClone), antibióticos: penicilina, estreptomicina y anfotericina B 

(BioRengent), l-glutamina (Corning) y puromicina (1 µg/mL) para las HEK293T-ACE2, 

todas las células fueron mantenidas a 37°C y 5% de CO2. 

Los plásmidos utilizados en este estudio fueron pNL4.3-ΔEnv-Firefly, pCMV-VSV-G, 

pCMV14–3X-Flag–SARS-CoV-2 SΔ19CT y pHDM-229E-Spike-∆19-2008. Este último fue 

digerido con las enzimas de restricción EcoRI/HindIII, para verificar la presencia del 

fragmento genético que codifica la proteína S del HCoV 229E.  

 

5.2. Producción del pseudotipo viral HCoV 229E 

Las partículas virales pseudotipadas fueron generadas por cotransfección del vector pNL4.3-

ΔEnv-Firefly y el plásmido HDM-229E-Spike-∆19-2008 (con una proporción molar, 1:1) 

utilizando polietilenimina (PEI) lineal preparada como se ha descrito [54] y lipofectaminaTM 

3000 siguiendo las indicaciones del fabricante. Antes de su adición al cultivo, se realizó un 

breve período de incubación (15 minutos) para permitir a los poliplejos alcanzar su tamaño 

óptimo para una máxima eficiencia de transfección. Las células HEK-293T se transfectaron 

en placas de 6 pocillos con una confluencia >70%, y 16 horas después de la transfección, se 

lavaron las células y se añadió medio fresco DMEM [54]. El sobrenadante conteniendo el 

pseudotipo viral se colectó a las 24 horas post-transfección, y los restos celulares se 

eliminaron por centrifugación a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los 

stocks virales se diluyeron en 50% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich), se guardaron en 

alícuotas y se almacenaron a -80°C para su uso posterior. El stock viral se cuantificó 

utilizando el kit del ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) HIV-1 Gag p24 

Quantikine (R&D Systems) siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 



 
 

17 
 

5.3. Transducción de los pseudotipos virales 

Se realizó la transducción por dilución en serie de células HEK293T-ACE2 y Huh-7 en 

microplacas de 96 pocillos (SPL Life Sciences). Para ello, se sembraron 15.000 células por 

pocillo en 100 μl de medio DMEM, y se agregaron por triplicado ocho diluciones seriadas 

1:2 del pseudotipo viral en 100 μl. Cuarenta y ocho horas después de la transducción, se retiró 

el medio DMEM y se agregó 25 μl de tampón de lisis pasiva 1x (Promega) a cada pocillo. 

Las placas se incubaron durante 10 minutos en agitación a 400 revoluciones por minuto (rpm) 

a temperatura ambiente utilizando el lector de microplacas multimodo Synergy HTX 

(BioTek). Se utilizó el Luminómetro de Microplacas GloMax 96 (Promega) que inyectó 25 

µL del reactivo de luciferasa (Promega) a temperatura ambiente y la intensidad de luz fue 

medida en unidades relativas de luminiscencia (RLU). Todos los experimentos se realizaron 

en estas mismas condiciones. 

 

5.4. Muestras de suero humano  

Para este estudio se utilizó un total de 19 muestras de sueros prepandémicos y 15 muestras 

de sueros de donantes pediátricos diagnosticados para coronavirus estacionales. La 

manipulación de las muestras humanas se realizó en el Laboratorio de Virología Molecular 

y Celular, fue aprobada bajo el protocolo n°.096-2020 por el Comité de Ética de 

Investigación en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Las 

muestras utilizadas en este estudio se anonimizaron.  

 

5.5. Ensayo de neutralización con el pseudotipo viral HCoV 229E basado en VIH-1 

Las muestras de suero se inactivaron a 56°C durante 30 minutos y se almacenaron a -20°C 

hasta su uso. Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas de 1:3 del suero inactivado 

en medio DMEM con 10% de suero bovino fetal, con una dilución inicial de 1:40 y final de 

1:87480, se incubaron con 3,2 ng de p24 del pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-2, 

lo que corresponde al menos a 150.000 RLUs de cada uno, en microplacas de 96 pocillos en 

duplicado. Tras 1 hora de incubación a 37°C, se añadieron 15.000 células Huh-7 o HEK293T-

ACE2 a cada pocillo, utilizando como control negativo células Huh-7 o HEK293T-ACE2 sin 

el pseudotipo viral (0% de infectividad) y como control positivo, se incubó 50 µL del 

pseudotipo viral HCoV 229E o SARS-CoV-2 sin suero (100% de infectividad) con 50 μl del 
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medio DMEM (Figura 2). La actividad de la luciferasa de luciérnaga fue medida 48 horas 

después y se calculó el porcentaje de neutralización para cada dilución y se estimaron los 

títulos de neutralización, definidos como dosis inhibitoria del 50% (ID50). Los ensayos de 

neutralización se validaron teniendo en cuenta los siguientes criterios de 

aprobación/desaprobación: (1) la RLU media de los pocillos del control positivo del 

pseudovirus es ≥10 veces la RLU media de los pocillos de control negativo. (2) el coeficiente 

de variación entre las RLUs de los pocillos de control positivo y negativo del pseudovirus 

fue ≤30%. (3) la diferencia porcentual para los pocillos por duplicado es ≤30% para las 

diluciones de la muestra que producen al menos un 40% de neutralización y (4) la curva de 

neutralización del control positivo cruza el corte del 50% de neutralización [54]. 

 

 

Figura 2. Esquema de carga del ensayo de neutralización en placas de 96 pocillos. 

Diluciones seriadas de la muestra de suero se incubaron con 3.2 ng de p24 de los pseudotipos 

virales (HCoV 229E y SARS-CoV-2) a 37°C por una hora, luego 15.000 células Huh-7 y 

HEK293T-ACE2 fueron agregadas a cada pocillo; la neutralización se evaluó como una 

reducción de la entrada viral a la célula hospedera mediante la producción de luciferasa 

después de 48 horas y se realizó el cálculo de ID50. Se realizó en formato de placa de 96 

pocillos, cargando los controles negativos (C-); controles positivos (C+); Muestras de suero. 

 

5.6. Análisis estadístico  

Las curvas sigmoideas y la estimación del ID50 se obtuvieron usando un ajuste de curva de 

regresión no lineal de cuatro parámetros medido como el porcentaje de neutralización 

determinado por la diferencia en RLUs entre las muestras y los controles del virus 
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pseudotipado. Para obtener los valores de ID50, la prueba de falta de ajuste deberá tener un 

valor de P > 0,1. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad Prism 

versión 8. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1. Desarrollo y caracterización del pseudotipo viral basados en VIH-1 para la 

glicoproteína spike del coronavirus estacional 229E. 

Se optimizó la producción del pseudotipo viral del coronavirus estacional basado en VIH-1 

y que contiene ensamblado en su membrana la glicoproteína spike del HCoV 229E, mediante 

un protocolo de transfección y transducción de líneas celulares que poseen los receptores 

específicos para la entrada del pseudotipo viral (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Esquema que representa la producción del pseudotipo viral HCoV 

229E y el ensayo de neutralización. Las células HEK 293T fueron transfectadas con el 

plásmido que codifica el gen de la proteína spike de coronavirus HCoV 229E (carece de los 

últimos 19 aminoácidos del extremo C-terminal) y el plásmido lentiviral pNL4.3-ΔEnv-

Firefly que presenta una deleción en el gen de la envoltura y una sustitución en la secuencia 

que codifica el gen Nef, por un gen reportero Firefly. Después de la entrada del pseudotipo 

viral en las células Huh-7, da lugar a una luminiscencia medible de las células transducidas 

con éxito. La neutralización del pseudovirus por los anticuerpos contra la proteína S del 

HCoV 229E tras la incubación con sueros humanos prepandémicos puede medirse como una 

reducción de la producción de luminiscencia tras la transducción en las células Huh-7. 

En primer lugar, para la formación del pseudotipo viral, se purificó el plásmido HDM-229E-

Spike-∆19-2008 que contiene el gen de la proteína spike del HCoV 229E y se verifico la 

presencia del fragmento que codifica el gen con un ensayo de restricción utilizando los sitios 
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5' EcoRI y 3' HindIII, observándose un fragmento de aproximadamente 3.700 pares de bases 

(pb), correspondientes a la liberación del inserto que codifica el gen de la proteína S del 

HCoV 229E (Figura 4a). Posteriormente, células de riñón embrionario humano 293T (HEK-

293T) fueron transfectadas con 1 µg del vector de expresión lentiviral pNL4.3-ΔEnv-Firefly, 

junto con 1 µg del plásmido 2862-HDM-229E-Spike-∆19-2008; este último presenta una 

deleción de los últimos 19 aminoácidos del C-terminal de la proteína S (SΔ19), modificación 

que ha sido previamente descrita para mejorar la incorporación de la proteína S en el 

pseudotipo viral [54],  evitando que esta última sea retenida en el retículo endoplasmático y 

garantizar que se generen títulos elevados del pseudotipo viral [50]. Además, como controles 

previamente verificados y estandarizados para formar los pseudotipos virales en la 

transfección, se usó un plásmido que contiene el gen de la proteína G del virus de la 

estomatitis vesicular (VSV) y otro vector que contiene la proteína spike (SΔ19) del SARS-

CoV-2 [54]. A fin de buscar el método más eficiente de transfección para producir mayor 

cantidad de pseudotipo viral, se utilizó polietilenimina (PEI) y lipofectamina por separado. 

El reactivo PEI lineal, es un polímero obtenido a partir de monómeros de etilenimina y 

permite la formación de complejos DNA/PEI. Este complejo tiene afinidad por la membrana 

celular, interactuando con proteoglicanos de heparán sulfato, permitiendo que ingrese el 

material genético a la célula hospedera [55]. No obstante, la lipofectamina son nanopartículas 

lipídicas, cuya función es formar complejos lipofectamina/material genético (plásmidos), y 

a través del transporte activo, mediado por vesículas, ingresa a la célula [56, 57]. Después de 

la transfección, se recolectó el sobrenadante a las 24 horas de incubación.  

Posteriormente, el sobrenadante fue usado para transducir células HEK-293T que expresan 

de forma estable el receptor ACE2 (HEK293T-ACE2) y además, se utilizó la línea celular de 

carcinoma hepatocelular humano (Huh-7), ya que contiene receptores de aminopeptidasa N 

necesarios para la entrada del HCoV 229E [49]. A las 48 horas post-transducción se midió la 

actividad de la luciferasa como un índice del nivel de entrada o infectividad (Tabla 1), 

observándose que todas las líneas celulares analizadas fueron susceptibles a la infección 

provocada por el VSV-G (Figura 4b). Mientras que el pseudotipo de SARS-CoV-2 

presentaron mayores RLUs en células HEK293T-ACE2 que en las células Huh-7, tal como 

ha sido documentado, puesto que el ACE2 fue identificado como el principal receptor celular 

necesario para la entrada del SARS-CoV-2 a la célula hospedera [58]. Asimismo, el HCoV-
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229E entró preferentemente en las células Huh-7, ya que es mayor la expresión de receptores 

celulares de aminopeptidasa N en estas células (Figura 4b). 

Tabla 1. Unidades relativas de luminiscencia (RLUs) obtenidas de la post-transducción 

de los pseudotipos virales en las células HEK293T-ACE2 y Huh-7. 

* La transducción se realizó utilizando los sobrenadantes obtenidos de la transfección.  

 

 

Figura 4. Caracterización del pseudotipo viral del HCoV 229E basado en el VIH-

1. (a) Digestión enzimática con EcoRI/HindIII del plásmido 2862-HDM-229E-Spike-∆19-

2008. La fecha indica el fragmento de 3.700 pb liberado. (b) Comparación de la transducción 

con el reactivo de transfección polietilenimina y lipofectamina en células HEK293T-ACE2 



 
 

23 
 

y Huh-7. Se midió la actividad de la luciferasa a las 48 horas post-transducción, los resultados 

se expresan en logaritmo de las unidades relativas de luminiscencia (RLUs). 

La transducción en las células HEK293T-ACE2 y Huh-7 con el sobrenadante recolectado 

por la transfección con lipofectamina, indicaba que los pseudovirus VSV-G, SARS-CoV-2 y 

HCoV-229E ingresaban a las células de forma más eficiente que al utilizarse el sobrenadante 

recolectado post-transfección con PEI, observándose sistemáticamente que la actividad de 

entrada viral era unas 100 veces mayor (Figura 4b). Utilizando las condiciones 

estandarizadas se procedió a producir el pseudotipo viral HCoV 229E a mayor escala para 

utilizarlos en los ensayos de neutralización. Para caracterizar el pseudotipo viral HCoV 229E 

cuantificamos los niveles de p24 presentes mediante ELISA (63.5 ng/mL) y utilizamos 

cantidades crecientes para determinar el rango dinámico, utilizando pseudotipo viral 

desprovisto de spike como control (Figura 5, tabla 2). Determinamos que el uso de 3,2 ng 

de p24 se asocia a valores de RLUs de 6x106 con suficientes ordenes de magnitud por sobre 

el control negativo. El rango lineal no se vio afectado al disminuir la cantidad de p24 

utilizada.  

Tabla 2. Unidades relativas de luminiscencia (RLUs) obtenidas de la post-transducción 

con lipofectamina del pseudotipo viral HCoV 229E en células Huh-7.  

 



 
 

24 
 

 

Figura 5. Rango dinámico del sistema post-transducción del pseudotipo viral HCoV 

229E. Unidades relativas de luminiscencia emitida por la luciferasa del pseudotipo viral 

HCoV 229E transducido en las células Huh-7, producido a mayor escala para usarlo en los 

ensayos de neutralización.  

 

6.2. Neutralización del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV 229E por 

sueros humanos prepandémicos. 

Para validar el uso de nuestro sistema en ensayos de screening y cuantificación de anticuerpos 

neutralizantes contra el HCoV 229E, se realizó en un formato de placa de 96 pocillos 

utilizando un set de 34 muestras clínicas separadas en donantes sanos prepandémicos (n=19) 

y donantes pediátricos diagnosticados con coronavirus estacionales (n=15). Realizamos un 

screening utilizando diluciones de suero de 1/40, definiendo que los sueros con actividad 

neutralizante fueron aquellos que inhiban la infectividad en un 50% (Figura 6). La 

especificidad de la neutralización de las muestras positivas fue evaluada utilizando un 

pseudotipo similar, pero reemplazando la proteína spike de HCoV 229E por la proteína spike 

de SARS-CoV-2, demostrando que las muestras prepandémicas neutralizan de manera 

específica. 

Las curvas de neutralización de las muestras contra el pseudotipo viral HCoV 229E que 

presentaron actividad neutralizante, revelaron una amplia gama de títulos de anticuerpos 

neutralizantes con valores de ID50 que oscilaban entre 43,47 y 756,8 (Tabla 3) demostrando 

la presencia de NAbs son específicos contra la proteína S del HCoV 229E en las 19 muestras 

prepandémicas, un 42% presentaron anticuerpos neutralizantes contra el HCoV 229E 

sugiriendo que estuvieron expuestos a este agente viral.  
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Figura 6. Neutralización del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV 

229E en plasma humanos prepandémicos. Actividad neutralizante contra el pseudotipo 

viral del HCoV229E y SARS-CoV-2 en muestras de suero prepandémico. Se realizaron 

curvas de neutralización para calcular los títulos de ID50. Los resultados se expresan como 

porcentaje de neutralización ± %CV y corresponden a un ensayo representativo realizado por 

triplicado. Las curvas fueron ajustadas por regresión no lineal utilizando GraphPad Prism 8.  
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Para descartar alguna inhibición inespecífica y confirmar la presencia de anticuerpos 

neutralizantes dirigidos a la proteína S del HCoV 229E y no a otro pseudotipo viral, 

observamos entonces que ninguna muestra neutralizó el pseudotipo viral del SARS-CoV-2, 

indicando que la actividad neutralizadora detectada contra el pseudotipo viral HCoV229E 

fue específica contra su proteína S. Como se muestra en la Figura 6 (en verde), no se 

observaron muestras prepandémicas capaces de neutralizar el pseudotipo viral del SARS-

CoV-2, confirmando la especificidad de nuestro sistema pseudoviral.   

Tabla 3. Actividad neutralizante contra el pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-

2 en muestras prepandémicas.  

IC, intervalo de confianza; -, no determinado; R2, ajuste del R cuadrado de la regresión no 

lineal; ID, dilución inhibitoria. 

Seguidamente, se realizaron ensayos de neutralización para el pseudotipo viral HCoV 229E 

y SARS-CoV-2 con muestras de donantes pediátricas diagnosticados con coronavirus 

estacionales, observando que el 13% (2/15) de ellas se pudo detectar la neutralización para 

el pseudotipo viral HCoV 229E, con valores de ID50 de 74.97 y 264.9. Sin embargo, estas 
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dos muestras, los pacientes tenían un diagnóstico por RT-PCR para el HCoV OC43; mientras 

que los donantes positivos para el HCoV 229E no mostraron capacidad neutralizante contra 

este pseudotipo (Tabla 4). En el primer caso los donantes pueden haberse infectado 

previamente con el HCoV 229E y en el segundo caso las muestras fueron tomadas en las 

primeras 48 horas de iniciado los síntomas lo que no es suficiente para generar una respuesta 

neutralizante [25]. 

Paralelamente, el 15% (3/15) de las muestras fue capaz de neutralizar el pseudotipo viral 

SARS-CoV-2, indicando que estos donantes pudieron cursar una infección previa con  

SARS-CoV-2 (Tabla 4). Sin embargo, no se encontró una misma muestra con capacidad 

neutralizante para ambos pseudotipos virales descartando al menos en este grupo analizado, 

una reacción cruzada como lo demuestran algunas evidencias  [44, 58]. 

Tabla 4. Actividad neutralizante contra el pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-

2 en muestras pediátricas. 

IC, intervalo de confianza; -, no determinado; R2, ajuste del R cuadrado de la regresión no 

lineal; ID, dilución inhibitoria. 
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7. DISCUSIÓN 

Este proyecto de tesis describe la generación de un pseudotipo viral basado en VIH-1 que 

contiene en su membrana la glicoproteína spike del coronavirus estacional 229E y su 

validación con muestras de suero de donantes sanos prepandémicos y muestras de donantes 

pediátricos diagnosticados con coronavirus estacionales mediante RT-PCR. El uso de este 

tipo de investigaciones puede emplearse como una herramienta para estudiar los cambios en 

la capacidad de neutralización a lo largo del tiempo, ya sea con otro coronavirus u otros virus.  

Optimizamos la producción del pseudotipo viral del coronavirus estacional 229E 

permitiéndonos obtener rangos dinámicos de transducción de al menos 6x106 RLUs/pocillo 

en las células Huh-7; las recomendaciones para realizar ensayos de neutralización con 

pseudotipos virales, son con rangos dinámicos de transducción mayores a 1x106 

RLUs/pocillo en una placa de 96 pocillos, por lo cual nuestros resultados de transducción 

fueron suficientes para comparar la cohorte de sueros utilizados con la misma cantidad de 

pseudovirus. Por otra, como la susceptibilidad de las diferentes líneas celulares para la 

transducción de los pseudovirus depende de los receptores celulares presentes en cada una 

de ellas, así como de la capacidad intrínseca para soportar la infección lentiviral y la 

expresión del gen reportero, observamos un rango dinámico de transducción para el 

pseudotipo viral HCoV 229E fue mayor en células Huh-7 que en las HEK293T-ACE2, dado 

los altos niveles de expresión de aminopeptidasa N que contienen las células Huh-7 que en 

las HEK293T-ACE2.  

El 42% (8/19) de las muestras prepandémicas utilizadas tuvieron la capacidad de neutralizar 

el pseudotipo HCoV 229E, pero no SARS-CoV-2, con valores de ID50 variables. Los 

estudios destinados a medir los NAbs por ejemplo en individuos expuestos al SARS-CoV-2 

han demostrado resultados diferentes de ID50 según el estado inmunológico, comorbilidades, 

etc. Tales como, un estudio realizado en Shangai analizó 175 muestras de sueros e informó 

de altas variaciones en los títulos de NAbs con valores de ID50 que iban desde por debajo 

del límite de detección (ID50 < 40) e ID50 de 21.567. En este estudio, el 17% de los pacientes 

presentaban títulos medios-bajos de NAbs (ID50 = 500 a 999), el 39% presentaban títulos 

medios-altos (ID50 = 1000 a 2500), y el 14% presentaban títulos altos (ID50 > 2500), con 

sólo dos pacientes que presentaban títulos muy altos de NAbs (15.989 y 21.567) [60]. 
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Destacamos que no se ha descrito un número definido de NAbs que indique protección contra 

el HCoV 229E, así como tampoco en otros HCoV y se requieren estudios adicionales que 

permitan determinarlo. 

Paralelamente al análisis de las muestras prepandémicas, se analizaron muestras de suero 

proveniente de pacientes pediátricos extraídas durante la pandemia donde sorpresivamente, 

a pesar de que las donantes fueron diagnosticas con algún coronavirus estacional por RT-

PCR, para el HCoV 229E de nuestro interés, no logramos obtener anticuerpos neutralizantes 

en los sueros. En este sentido no se ha establecido si los anticuerpos de tipo IgM tienen la 

misma capacidad de neutralizar en comparación del tipo IgG, y además tras el inicio de la 

infección, los anticuerpos IgM neutralizantes son indetectables entre los días 0 y 3 del inicio 

de la enfermedad, y se vuelven detectables a partir del día 4 [25]. Por lo tanto, como las 

muestras fueron tomadas al inicio de la enfermedad, no se logró establecer una respuesta 

inmune neutralizante detectable.  

Los resultados de este proyecto de investigación permitieron comparar los títulos de 

anticuerpos neutralizantes detectadas contra el pseudotipo viral HCoV229E. Es por ello, que 

destacamos el uso de pseudotipos viral como una herramienta para poder detectar anticuerpos 

neutralizantes que puedan ser usada contra otros HCoV así como también otros virus de 

importancia epidemiológica. Además, mediante estrategias de mutagénesis sitio dirigida, se 

puede incluir mutaciones asociadas a variantes que pueden tener importancia en el escape o 

evasión de la respuesta inmune [52, 53]. Por otra parte, el uso de pseudotipos virales no solo 

te permite hacer ensayos de neutralización, sino que además, permite ser utilizado para 

identificar factores celulares adicionales necesarios para la entrada viral o para estudiar 

antivirales que inhiban la interacción ligando-receptor.  

 

8. CONCLUSIONES 

• Se logró producir un pseudotipo viral basado en VIH-1 portador de la glicoproteína 

spike del coronavirus estacional 229E. 

• La proteína S del HCoV 229E por sí sola fue suficiente para impulsar completamente 

la entrada del pseudotipo viral a la célula hospedera (Huh-7). 
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• El pseudotipo viral obtuvo rangos dinámicos de transducción elevados que 

permitieron usarlos en los ensayos de neutralización.  

• Evaluamos la capacidad de neutralización de muestras de suero de un set de 34 

muestras clínicas separadas en donantes sanos prepandemicos y muestras clínicas de 

donantes pediátricos diagnosticados por coronavirus estacional, observando valores 

de ID50 variables. 

• Estudios serológicos a nivel de población serán indispensables para establecer la 

verdadera carga de la infección por el HCoV 229E o determinar un valor especifico 

de NAbs que indique protección, y/o la respectiva distribución por ejemplo en edades, 

así como para identificar alguna inmunidad cruzada contra otro coronavirus. 
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