
Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo, A.C. 

 

 

PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ANTICUERPOS 

CONTRA SARS-COV-2, ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO DE 

LINFOCITOS B EN SUJETOS CONVALECIENTES Y 

EVALUACIÓN DE LA INMUNIDAD HÍBRIDA INDUCIDA POR 

VACUNAS COVID-19 

_____________________________________ 
 

 

 

Por: 

 

 

 

Ana Melissa García Vega 
 

 

 

TESIS APROBADA POR LA 

 

 

 

COORDINACIÓN DE NUTRICIÓN 

 

 

 

Como requisito parcial para obtener el grado de 

 
 

 

 

DOCTORA EN CIENCIAS 
 

 

 
 

Hermosillo, Sonora              Agosto, 2024  



 2 

APROBACIÓN 

 

 

Los miembros del comité designado para la revisión de la tesis de Ana Melissa García Vega 

la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para obtener 

el grado de Doctora en Ciencias. 

 

_______________________________ 

Dr. Jesús Hernández López 

Director de tesis 

 

_______________________________ 

Dra. Verónica Mata Haro 

Integrante del comité de tesis 

 

_______________________________ 

Dra. Mara Anaís Llamas Covarrubias 

Integrante del comité de tesis 

 

_______________________________ 

Dra. Adriana Karina Chávez Rueda 

Integrante del comité de tesis 

 

_______________________________ 

Dr. Miguel Ángel Hernández Oñate 

Integrante del comité de tesis  



 3 

DECLARACIÓN INSTITUCIONAL  

 

 

La información generada en la tesis “Producción y Caracterización de Anticuerpos Contra SARS-

CoV-2 y Análisis de Expresión Diferencial a Partir de Linfocitos B de Memoria en Personas 

Convalecientes de COVID-19” es propiedad intelectual del Centro de Investigación en 

Alimentación y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las citas breves del material 

contenido en esta tesis sin permiso especial de la autora Ana Melissa García Vega, siempre y 

cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproducción parcial o total de la tesis con fines 

académicos, se deberá contar con la autorización escrita de quien ocupe la titularidad de la 

Dirección General del CIAD. 

 

La publicación en comunicaciones científicas o de divulgación popular de los datos contenidos en 

esta tesis, deberá dar los créditos al CIAD, previa autorización escrita del manuscrito en cuestión 

del director de tesis. 

 

 

  



 4 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

Agradezco al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologías (CONAHCYT) 

por el apoyo prestado durante el posgrado.  

 

Agradezco al Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. (CIAD), por haber 

proporcionado todo lo necesario para mi completa formación doctoral.  

 

Al financiamiento otorgado por CONAHCYT, con la subvención número 312677. Así como al 

Consejo Sueco de Investigación y al programa de Investigación e Innovación Horizonte 2020 de 

la Unión Europea, bajo la subvención número 101003650 (ATAC).  

 

Al Dr. Jesús Hernández, mi director de tesis, por todo el apoyo brindado a lo largo de este trayecto. 

Se convirtió en un gran guía académico, de quien he aprendido mucho y a quien siempre estaré 

agradecida. Sus enseñanzas me motivaron a siempre ir por más y dar lo mejor de mi.  

 

A la Dra. Mara Anaís Llamas Covarrubias por su gran aporte en este proyecto, además de recibirme 

en Japón durante mi estancia doctoral. Todas las herramientas y enseñanzas proporcionadas en el 

ámbito de la bioinformática abrieron un nuevo camino para mí en la investigación. 

 

A la Dra. Verónica Mata, por sus consejos, recomendaciones y gran disposición para el 

enriquecimiento de este proyecto. 

 

A la Dra. Karina Chávez, por su gran aporte en el tema de linfocitos B durante las reuniones de 

comité. 

 

Al Dr. Miguel Hernández por sus conocimientos y aporte en el área de la transcriptómica, tanto en 

clase como en las reuniones de comité. 

 

También quiero agradecer a todos los miembros del Laboratorio de Inmunología de CIAD, quienes 



 5 

comenzaron siendo mis compañeros y se han vuelto grandes amigos. Todos han contribuido 

significativamente a este proyecto y con ellos he aprendido la importancia del trabajo en equipo. 

Gracias a Edgar y Diana por su apoyo y esas convivencias tan amenas que hemos compartido.  

 

I especially want to thank Qiang Pan-Hammarström and Harold Marcotte, as well as Hui Wan, Rui 

Sun, and Fanglei Zou, from the Karolinska Institutet in Sweden, for their invaluable support in my 

thesis. 

 

Además extiendo mis agradecimientos a Martín Loza de la Universidad de Tokio en Japón, por sus 

valiosas contribuciones y enseñanzas en los análisis bioinformáticos. 

 

Gracias a cada uno de ustedes por ser parte fundamental de este gran proyecto; sus aportaciones 

hicieron posible todo esto. 

  



 6 

DEDICATORIA 

 

 

 

Este trabajo está dedicado a mi familia. 

 

  



 7 

CONTENIDO 

 

 

APROBACIÓN ............................................................................................................................... 2 

DECLARACIÓN INSTITUCIONAL .......................................................................................... 3 

AGRADECIMIENTOS ................................................................................................................. 4 

DEDICATORIA ............................................................................................................................. 6 

CONTENIDO ................................................................................................................................. 7 

RESUMEN ...................................................................................................................................... 8 

ABSTRACT .................................................................................................................................. 10 

1. SINOPSIS .................................................................................................................................. 12 

1.1. Justificación ........................................................................................................................ 12 

1.2. Antecedentes ....................................................................................................................... 13 

1.2.1. COVID-19 .................................................................................................................. 13 

1.2.2. Variantes de Preocupación del SARS-CoV-2 (VOCs) ............................................... 15 

1.2.3. Respuesta Inmune Contra SARS-CoV-2 .................................................................... 16 

1.2.4. Inmunidad Híbrida ...................................................................................................... 17 

1.3 Hipótesis .............................................................................................................................. 18 

1.4 Objetivo General.................................................................................................................. 18 

1.5. Objetivos Específicos ......................................................................................................... 19 

1.6 Sección Integradora ............................................................................................................. 19 

2. 19N01, A BROADLY NEUTRALIZING ANTIBODY AGAINST OMICRON BA.1, 

BA.2, BA.4/5, AND OTHER SARS-COV-2 VARIANTS OF CONCERN ......................... 26 

3. SINGLE-CELL TRANSCRIPTOMIC ANALYSIS OF B CELLS REVEALS NEW 

INSIGHTS INTO ATYPICAL MEMORY B CELLS IN COVID-19 ................................ 44 

4. COMPARATIVE SINGLE-CELL TRANSCRIPTOMIC PROFILE OF HYBRID 

IMMUNITY INDUCED BY ADENOVIRUS VECTOR-BASED COVID-19 

VACCINES ............................................................................................................................... 57 

5. CONCLUSIONES GENERALES .......................................................................................... 74 

6. REFERENCIAS ....................................................................................................................... 76 

 

  



 8 

RESUMEN 

 

 

Desde el inicio de la pandemia de COVID-19, se han realizado múltiples esfuerzos para 

comprender la respuesta inmune contra SARS-CoV-2, impulsando el rápido desarrollo de vacunas 

y terapias, incluyendo el uso de anticuerpos monoclonales. El objetivo de este trabajo fue producir 

y caracterizar anticuerpos monoclonales contra SARS-CoV-2 utilizando linfocitos B de sujetos 

convalecientes de COVID-19, así como el estudio de estas células en la respuesta al virus. Se 

seleccionaron nueve sujetos convalecientes con diferentes cuadros clínicos. Se aislaron los 

linfocitos B específicos para las proteínas S1 y RBD del SARS-CoV-2 y se utilizó la secuenciación 

de ARN unicelular (single-cell RNAseq) para generar librerías VDJ y de expresión génica. 

Después del análisis de las secuencias VDJ, se seleccionaron 44 anticuerpos y se produjeron, por 

métodos recombinantes, anticuerpos de cadena sencilla o formato completo IgG. El anticuerpo 

identificado como 19n01 mostró una potente y amplia capacidad neutralizante en ensayos de 

neutralización y competencia contra diversas variantes incluyendo Ómicron BA.1, BA.2 y BA.4/5. 

Por otro lado, el análisis de expresión génica en linfocitos B mostró una regulación positiva de 

genes proinflamatorios en sujetos con cuadros severos. Además, se identificó una población de 

linfocitos B de memoria atípicos que sugiere tener una vía de diferenciación en centros germinales 

por su expresión de genes CXCR4, BCL2 y MYC, así como elevada expresión de genes 

característicos en respuesta a COVID-19, como IRF1 e IFNGR2. Estos resultados indican que la 

diferenciación de linfocitos B de memoria atípicos está influenciada por la exposición al virus y 

podrían contribuir a la respuesta inmune antiviral. 

Adicionalmente, se realizó un análisis comparativo de la inmunidad inducida por vacunas COVID-

19 de CansinoBio y AstraZeneca, así como de la inmunidad híbrida desarrollada en personas 

infectadas y vacunadas. Se reclutaron veintisiete sujetos para obtener sus células mononucleares 

de sangre periférica para realizar análisis utilizando single-cell RNAseq. Los resultados muestran 

que la vacuna de AstraZeneca generó una respuesta de anticuerpos más robusta comparada con 

CansinoBio. Mientras que CansinoBio mostró fuerte activación de linfocitos T CD4+ y CD8+ 

citotóxicos y elevada expresión de genes GZMB y GZMH. Estos resultados indican que ambas 

vacunas generan una fuerte inmunidad híbrida pero con características diferentes.  

En resumen, este trabajo contribuye al desarrollo de anticuerpos con potencial terapéutico contra 
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SARS-CoV-2, a la comprensión de la respuesta antiviral en linfocitos B, y la inmunidad inducida 

por vacunas contra COVID-19. Estos hallazgos podrían ser útiles para futuras estrategias 

terapéuticas y de vacunación. 

 

Palabras clave: COVID-19, anticuerpos neutralizantes, SARS-CoV-2, linfocitos B, single-cell 

RNAseq, inmunidad híbrida, vacunas.  
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ABSTRACT 

 

 

Since the beginning of the COVID-19 pandemic, multiple efforts have been made to 

understand the immune response against SARS-CoV-2, which has driven the rapid development 

of vaccines and therapies, including monoclonal antibodies. The aim of this work was to produce 

and characterize monoclonal antibodies against SARS-CoV-2, using B cells from convalescent 

COVID-19 subjects, as well as to study these cells in the antiviral response. Nine convalescent 

subjects who exhibited different clinical manifestations were selected for the study. The specific B 

cells for the SARS-CoV-2 S1 and RBD proteins were isolated from these subjects, and single-cell 

RNA sequencing (single-cell RNAseq) technology was used to generate VDJ and gene expression 

libraries. After VDJ sequence analysis, 44 antibodies were selected to produce single-chain or full-

format IgG recombinant antibodies. Notably, antibody 19n01 demonstrated potent and broad 

neutralizing capacity in neutralization and competition assays against several variants, including 

Omicron BA.1, BA.2, and BA.4/5.  

The gene expression analysis in B cells showed upregulation of pro-inflammatory-related genes in 

subjects with severe conditions. Additionally, an atypical memory B cells subset was identified, 

suggesting a germinal center differentiation pathway due to the expression of CXCR4, BCL2, and 

MYC genes, as well as the elevated expression of characteristic genes in response to COVID-19 

such as IRF1 and IFNGR2. These results indicate that the differentiation of atypical memory B 

lymphocytes is influenced by virus exposure and could contribute to the antiviral immune response. 

In addition, comparative analyses of the immune response induced by COVID-19 vaccines from 

CansinoBio, and AstraZeneca were conducted, as well as the hybrid immunity developed in 

infected and vaccinated individuals. Twenty-seven subjects were recruited to collect their 

peripheral blood mononuclear cells for analysis using single-cell RNA sequencing technology. The 

findings revealed that the AstraZeneca vaccine elicited a stronger antibody response compared to 

CansinoBio. Conversely, CansinoBio demonstrated robust activation of CD4+ T and cytotoxic 

CD8+ T cells and elevated expression levels of GZMB and GZMH. These results indicate that both 

vaccines generate strong hybrid immunity but with different characteristics. In summary, this work 

contributes to the development of antibodies with therapeutic potential against SARS-CoV-2, 

understanding the antiviral response of B cells, and the immunity induced by COVID-19 vaccines. 



 11 

These findings could be valuable for future therapeutic and vaccination strategies. 

 

Key words: COVID-19, neutralizing antibodies, SARS-CoV-2, B cells, single-cell RNAseq, 

hybrid immunity, COVID-19 vaccines.  
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación 

 

 

La pandemia por COVID-19 provocó una crisis de salud pública excepcional, lo que generó una 

necesidad urgente de medidas para contrarrestar la situación. En respuesta, investigadores de todo 

el mundo unieron sus esfuerzos para desarrollar pruebas para su detección, terapias y vacunas para 

controlar el SARS-CoV-2. Los anticuerpos monoclonales (mAbs) representan una herramienta 

terapéutica efectiva y viable para el tratamiento de diversos tipos de cáncer, trastornos autoinmunes 

y enfermedades infecciosas1-3. Por lo tanto, los mAbs fueron considerados candidatos 

prometedores desde el inicio de la pandemia de COVID-19. 

Los mAbs terapéuticos contra SARS-CoV-2, van dirigidos principalmente hacia el dominio de 

unión al receptor (RBD) de la proteína spike (S) del virus. Por lo tanto, los mAb anti-RBD 

previenen la unión de la proteína S a su receptor la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), 

neutralizando el virus y evitando la infección. Este tipo de tratamiento ha sido fundamental para 

pacientes con comorbilidades, ya que en las etapas tempranas de la infección pueden prevenir la 

progresión a formas más graves de COVID-19, reduciendo así el riesgo de hospitalización y 

muerte4. Aunque se han aprobado diversas terapias basadas en anticuerpos, como la combinación 

de los mAbs Bamlanivimab/Etesevimab y Casirivimab/Imdevimab, actualmente no están en uso 

debido a la pérdida de efectividad frente a las nuevas variantes de SARS-CoV-25. Por lo tanto, es 

importante la búsqueda y caracterización continua de mAbs dirigidos a sitios altamente 

conservados de la proteína S, con la finalidad de desarrollar estrategias terapéuticas que puedan 

neutralizar nuevas mutaciones del virus. Este enfoque no solo podría prolongar su eficacia en el 

tratamiento de la COVID-19, sino que también sería de utilidad para futuras estrategias en el 

desarrollo de anticuerpos contra otras infecciones virales emergentes.  

Por otro lado, parte de los esfuerzos que se han realizado durante la pandemia han estado orientados 

a la comprensión de la respuesta inmune frente a SARS-CoV-2. Particularmente, la respuesta de 

los linfocitos B va más allá del estudio de la producción de anticuerpos. Se ha reportado que estas 

células presentan alteraciones relacionadas con la severidad de la enfermedad y un aumento en la 

activación de la respuesta inmune extrafolicular de linfocitos B. Esta activación se asocia con la 
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presencia de marcadores proinflamatorios y la producción de autoanticuerpos, lo que 

potencialmente contribuye a un peor pronóstico6,7. Además, se ha observado una expansión de 

diversas subpoblaciones celulares asociadas a cuadros de mayor severidad, como los linfocitos B 

atípicos de memoria8. Sin embargo, estas células han sido poco estudiadas en el contexto de 

COVID-19, por lo que la vía de desarrollo y funciones de los linfocitos B atípicos de memoria 

siguen sin estar claros, incluso en otras condiciones como malaria y VIH9. Por lo tanto, surge la 

necesidad de realizar estudios que utilicen tecnologías avanzadas como el single-cell RNAseq para 

analizar a profundidad la respuesta de linfocitos B en COVID-19 en los diversos cuadros clínicos 

de la enfermedad. Esto además, permite evaluar la heterogeneidad de las células y sus posibles vías 

de desarrollo. 

Otro aspecto crucial durante la pandemia ha sido el rápido desarrollo de vacunas contra el COVID-

19, empleando diversas plataformas tecnológicas como ARNm, virus inactivados, unidades 

proteicas y vectores adenovirales. En Hermosillo, Sonora, las primeras vacunas disponibles fueron 

la de AstraZeneca, administrada en dos dosis, y la vacuna de CansinoBio, administrada en una sola 

dosis, ambas desarrolladas utilizando vectores adenovirales. A diferencia de la vacuna de 

Pfizer/BioNTech, ampliamente estudiada por su innovadora plataforma de ARNm10-13, las vacunas 

basadas en vectores adenovirales han sido relativamente poco estudiadas a nivel de single-cell 

RNAseq. Estos estudios son fundamentales ya que permiten comprender como estas vacunas 

activan y actúan sobre la respuesta inmune a nivel unicelular. Además, estudiar vacunas con la 

misma plataforma, pero con esquemas diferentes, como es el caso de AstraZeneca y CansinoBio, 

permite evaluar y comparar sus respuestas inmunitarias, incluyendo la inmunidad híbrida inducida 

en sujetos con infección previa. Comprender estos aspectos podría ser de utilidad para el desarrollo 

de futuras estrategias de vacunación. 

 

 

1.2. Antecedentes 

 

 

1.2.1. COVID-19 

 

 

La enfermedad por coronavirus 19 (COVID-19), es un proceso infeccioso causada por el 
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coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2). Esta enfermedad ha 

causado grandes estragos a nivel mundial, provocando más de 6 millones de muertes. Los primeros 

casos se reportaron en Wuhan, provincia de Hubei, China a finales de diciembre de 2019 y a partir 

de entonces, el virus se diseminó rápidamente en todo el mundo. En enero del 2020, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró que la COVID-19 era una emergencia sanitaria 

de salud pública mundial, y en marzo de 2020 la calificó como pandemia14. 

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario que codifica para 4 proteínas estructurales: 

spike (S), envoltura, nucleocápside y membrana. La proteína S es una glicoproteína trimérica y 

tiene la capacidad de ser escindida en dos subunidades: S1, responsable de la unión al receptor de 

la célula a través del RBD y en S2, que se encarga de la fusión a la membrana celular. Se trata de 

una proteína altamente inmunogénica, capaz de inducir una potente respuesta de anticuerpos 

neutralizantes, por lo tanto, es un objetivo clave para el desarrollo de vacunas y terapias15,16. El 

principal modo de transmisión de SARS-CoV-2 es a través de microgotas respiratorias que 

transportan el virus infeccioso por contacto cercano o transmisión directa de personas que albergan 

el virus. 

Una vez que el virus entra a las células hospederas mediante la unión de la proteína S al receptor 

celular ACE2, el virus comienza la replicación viral en una fase temprana de la infección. Se estima 

que entre el 17% y el 33% de los pacientes infectados permanecen asintomáticos17. Dependiendo 

de los síntomas clínicos, así como diversas pruebas radiológicas y de laboratorio, la OMS clasificó 

la severidad de la enfermedad en 4 tipos: leve, moderado, severo y crítico.  

Se ha observado que todas las personas sin distinción de edad corren el riesgo de contraer esta 

infección, la mayoría experimentan una enfermedad respiratoria leve a moderada y se recuperarán 

sin requerir un tratamiento especial18. Sin embargo, existen poblaciones vulnerables con mayor 

riesgo a desarrollar COVID-19 grave. Algunas de estas poblaciones son pacientes mayores a 60 

años y aquellos con comorbilidades médicas como obesidad, enfermedad cardiovascular, 

enfermedad renal crónica, diabetes, asma, cáncer, entre otros19. Los resultados clínicos, ingreso a 

unidades de cuidados intensivos y la duración de la estadía se correlacionan directamente con estas 

condiciones subyacentes y edad del paciente19,20. Por otro lado, el surgimiento de variantes de 

preocupación (VOCs) del SARS-CoV-2 ha sido otro factor que incrementa la severidad de la 

enfermedad21,22. No obstante, el uso de vacunas y terapias contra COVID-19, ha demostrado 

disminuir la severidad, incluso en personas con comorbilidades, así como también se ha reducido 
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la tasa de hospitalización y muertes ocasionadas por SARS-CoV-223. 

 

 

1.2.2. Variantes de Preocupación del SARS-CoV-2 (VOCs) 

 

 

La mutación es una característica inherente a la mayoría de los virus, sin embargo, aquellos con un 

genoma de ARN, como lo es el SARS-CoV-2 presentan tasas de mutación mucho más altas 

comparada con aquellos virus con genoma de ADN. La primera variante identificada en 2020 fue 

la denominada D614, la cual se asoció con un incremento en la transmisión pero sin cambios en su 

virulencia24. Desde entonces, múltiples variantes de SARS-CoV-2 se han descrito, algunas se han 

considerado VOC por su mayor transmisibilidad, capacidad de evadir el sistema inmune y 

virulencia. Entre ellas se encuentran las variantes Alfa, Beta, Gamma y Delta, que presentan desde 

1 hasta 3 mutaciones en el RBD, favoreciendo la evasión inmune. En el caso de la variante 

Ómicron, esta provocó un incremento de casos en un corto periodo, desde su aparición en 

noviembre de 2021. La evolución de Ómicron ha dado lugar al surgimiento de múltiples 

subvariantes, las cuales presentan de 12 a 14 mutaciones en su RBD y más de 57 mutaciones en la 

proteína S25.  

Ómicron ha sido una causa importante de preocupación mundial dado su alta transmisibilidad, la 

cual reemplazó rápidamente las VOC anteriores25. Las mutaciones que presenta ha dado como 

resultado una mayor afinidad de la proteína S hacía el receptor ACE2, generando cambios en la 

infección celular y tropismo, aumentando su transmisibilidad26,27. No obstante, se ha demostrado 

que Ómicron presenta menor patogenicidad comparada con variantes anteriores, debido a que 

infecta preferentemente el tracto respiratorio superior, lo que a menudo resulta en casos 

asintomáticos o cuadros leves28,29. Actualmente, las últimas subvariantes de Ómicron con mayor 

prevalencia en los meses de mayo y junio de 2024 han sido KP.2, KP.3, JN.1.7, KP.1.1 y JN.1, 

según los reportes del Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC). Por otro 

lado, la alta seroprevalencia e inmunidad inducida por la infección, vacunación o una combinación 

de ambas (inmunidad híbrida), proporciona protección contra estas subvariantes, reduciendo la 

gravedad y tasa de hospitalizaciones. Sin embargo, las personas con comorbilidades continúan 

siendo vulnerables a infecciones severas y complicaciones por COVID-19, siendo fundamental el 

desarrollo y actualización continua de terapias y vacunas para esta enfermedad.  
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1.2.3. Respuesta Inmune Contra SARS-CoV-2 

 

 

Al igual que en otras infecciones, la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2 se divide en dos 

fases principales: la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune 

innata actúa como la primera línea de defensa, encargándose de reconocer al virus de manera rápida 

y activando el sistema inmune para contener la enfermedad en sus etapas iniciales. Esta fase incluye 

la participación de células como monocitos, macrófagos, neutrófilos y células dendríticas, que 

detectan la presencia del patógeno a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y 

desencadenan una serie de respuestas para limitar la propagación del virus. Sin embargo, una 

activación exacerbada de monocitos y macrófagos, principalmente, puede contribuir a la tormenta 

de citocinas, característica en pacientes con cuadros más severos de COVID-19. Esta situación se 

asocia con niveles elevados de citocinas como IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, IFN-γ, TNF-α e IL-6, lo 

cual puede desencadenar fallo multiorgánico y resultados fatales en estos pacientes30,31.  

A medida que la infección progresa, las células dendríticas procesan y presentan el antígeno viral 

a los linfocitos T para iniciar la respuesta inmune adaptativa. En esta fase, la respuesta celular 

mediada por linfocitos T y la respuesta humoral por linfocitos B, juegan roles fundamentales para 

proporcionar una defensa robusta y específica contra SARS-CoV-2. En la respuesta celular, los 

linfocitos T CD8+ se encargan de eliminar las células infectadas por el virus, mientras que los 

linfocitos T CD4+ desempeñan un papel crucial en la cooperación y potenciación de la activación 

de otras células mediante la producción de citocinas. Un ejemplo de esta cooperación es la 

activación y diferenciación de los linfocitos B en células plasmáticas productoras de anticuerpos y 

linfocitos B de memoria32. Diversos estudios han reportado que pacientes con cuadros graves por 

COVID-19 presentan reducción de linfocitos T y un aumento en la expresión de receptores de 

inhibición como PD-1, TIM-3, LAG-3, CTLA-4 y NKG2A33-35. La expresión de estos receptores 

se ha observado principalmente en linfocitos T CD8+ y refleja un perfil de células exhaustas, lo 

que hace reducir su funcionalidad ante la respuesta antiviral y es un predictor de severidad en 

COVID-1934,36.  

En la inmunidad humoral en respuesta a COVID-19 la participación de los linfocitos B en la 

producción de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 es fundamental. Durante la fase 

inicial de la infección, los anticuerpos IgM suelen aparecer en la primera semana y alcanzan su 
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punto máximo entre el día 8 y 1037,38. Por otro lado, los anticuerpos IgG comienzan a detectarse 

aproximadamente a partir de la segunda semana después de la infección y alcanzan su punto 

máximo entre las 3 y 4 semanas posteriores al inicio de los síntomas37,39. Sin embargo, la duración 

y la magnitud de la respuesta de los anticuerpos pueden variar entre individuos y están 

influenciadas por varios factores, incluyendo la severidad de la infección, la edad y el estado 

inmunológico previo del paciente37-39. 

Los pacientes con cuadros severos, han evidenciado alteraciones en las subpoblaciones de 

linfocitos B relacionadas a la severidad. Además, se ha observado que en estos pacientes existe una 

fuerte activación de la vía extrafolicular6,7. Esta vía está asociada con una diferenciación rápida de 

linfocitos B y producción de anticuerpos contra el virus, aunque estos anticuerpos tienden a tener 

una afinidad menor hacia el antígeno y ser menos duraderos. En contraste, la diferenciación de los 

linfocitos B a través de la vía de centros germinales es crucial para la formación de linfocitos B de 

memoria y células plasmáticas productoras de anticuerpos con alta afinidad hacia el antígeno y 

mayor capacidad neutralizante40. Sin embargo, en estudios postmortem se ha identificado la 

ausencia de centros germinales en pacientes que fallecieron a causa de COVID-19, lo que explica 

la activación preferencial de la vía extrafolicular en los pacientes con cuadros severos de la 

enfermedad7. Además, la gravedad de COVID-19 se ha asociado con la producción de 

autoanticuerpos, lo cual, junto con las alteraciones mencionadas anteriormente, contribuye a un 

peor pronóstico. 

 

 

1.2.4. Inmunidad Híbrida 

 

 

La inmunidad híbrida resulta de la combinación de la inmunidad natural por una infección de 

SARS-CoV-2 y la inmunidad adquirida por vacunación, produciendo una respuesta sinérgica41.  

Tras la aprobación de vacunas contra COVID-19 desarrolladas con diversas plataformas 

tecnológicas, como ARNm (Pfizer/BioNTech y Moderna), subunidades proteicas (Novavax), virus 

inactivado (CoronaVac), y vectores adenovirales (AstraZeneca, Johnson & Johnson y 

CanSinoBio), se ha observado esta respuesta sinérgica en la mayoría de las investigaciones con 

individuos previamente infectados42-47.  
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Estudios con vacunas como Pfizer/BioNTech y AstraZeneca indican que después de una sola dosis, 

los sujetos con infección previa muestran niveles significativamente más altos de anticuerpos 

neutralizantes en comparación con aquellos que recibieron dos dosis sin infección previa42,48,49. 

Además, con la vacuna Pfizer/BioNTech se ha observado que la dosis de refuerzo en sujetos 

previamente infectados aumenta la frecuencia de linfocitos B de memoria de las líneas germinales 

IGHV3-53, IGHV3-66 y IGHV2-5, los cuales tienen la capacidad de producir anticuerpos 

neutralizantes contra diversas variantes47. De manera similar, se ha observado que después de 3 

meses de la segunda dosis de Pfizer/BioNTech o Moderna, los sujetos con infección previa 

mantienen niveles más altos de anticuerpos, linfocitos B de memoria y linfocitos T CD4+ con perfil 

Th1 en comparación con aquellos sin infección previa. Sin embargo, una tercera dosis proporciona 

un incremento de anticuerpos circulantes, pero no de linfocitos B o T de memoria, lo que sugiere 

que la memoria inmunitaria se maximiza después de dos dosis para el caso de estas vacunas en 

sujetos previamente infectados50. 

 

 

1.3 Hipótesis 

 

 

Los anticuerpos monoclonales aislados a partir de linfocitos B de memoria de pacientes 

convalecientes, tienen la capacidad de neutralizar a SARS-CoV-2 y sus variantes de preocupación. 

Además, la respuesta de linfocitos B y la activación de sus subpoblaciones es diferente en los 

distintos cuadros clínicos que se presentan en la enfermedad de COVID-19. Por otro lado, las 

vacunas basadas en vectores adenovirales tienen la capacidad de inducir una respuesta inmune 

híbrida robusta en sujetos previamente infectados por SARS-CoV-2. 

 

 

1.4 Objetivo General 

 

 

Producir y caracterizar anticuerpos monoclonales específicos a la proteína S de SARS-CoV-2, a 

partir de linfocitos B de memoria de personas convalecientes y realizar un análisis de expresión 
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diferencial de estas células, en distintos cuadros clínicos de COVID-19. Así como también evaluar 

la inmunidad híbrida inducida por vacunas basadas en vectores adenovirales en sujetos previamente 

infectados por SARS-CoV-2. 

 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 

 

1. Establecer y validar las condiciones para identificar y aislar linfocitos B de memoria de 

personas convalecientes que reconozcan las proteínas S1 y RBD de SARS-CoV-2. 

2. Secuenciar el ARNm de células individuales de linfocitos B de memoria específicos a las 

proteínas S1 y RBD de SARS-CoV-2, y analizar sus regiones VDJ para identificar las 

secuencias codificantes de anticuerpos contra el virus.  

3. Producir y caracterizar anticuerpos monoclonales que reconocen a SARS-CoV-2 y las 

variantes de preocupación.  

4. Realizar un análisis de expresión diferencial, a partir de la secuenciación de ARNm de células 

individuales de linfocitos B de personas convalecientes con distintos cuadros clínicos de 

COVID-19.  

5. Realizar un estudio comparativo de la inmunidad híbrida inducida por las vacunas COVID-

19 de CansinoBio y AstraZeneca. 

 

 

1.6 Sección Integradora 

 

 

El trabajo realizado durante este proyecto doctoral comenzó con la validación de condiciones para 

aislar linfocitos B específicos para las proteínas S1 y RBD de sujetos convalecientes de COVID-

19. Esto fue seguido de un single-cell RNAseq a partir de linfocitos B para obtener datos de 

expresión génica y las secuencias VDJ en estas células, cumpliendo así con los dos primeros 

objetivos del proyecto. Partiendo de estos resultados, se prosiguió con el cumplimiento del tercer 

y cuarto objetivo. En el tercer objetivo se realizó la producción y caracterización de anticuerpos 
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neutralizantes contra el SARS-CoV-2 y sus variantes circulantes a partir de las secuencias VDJ. 

En el cuarto objetivo se profundizó en los análisis de la expresión génica y el repertorio VDJ de 

los linfocitos B en sujetos convalecientes, con el propósito de estudiar las características de estas 

células en diversos cuadros clínicos. Además, se estudiaron las diferentes subpoblaciones de 

linfocitos B que predominaba en los sujetos con los diferentes cuadros clínicos de la enfermedad. 

Como quinto objetivo, se realizó un estudio comparativo usando single-cell RNAseq de la 

inmunidad híbrida generada por las vacunas basadas en vectores adenovirales AstraZeneca 

(AZD1222) y CansinoBio (Ad5-nCoV). Este estudio se realizó debido a la necesidad de evaluar la 

respuesta inmune tras la introducción de estas vacunas, las cuales fueron utilizadas desde un 

principio en los esquemas de vacunación en Hermosillo, Sonora. 

En la primera fase de resultados, como parte de la producción y caracterización de anticuerpos 

neutralizantes contra el SARS-CoV-2, se incluye un artículo publicado titulado “19n01, a broadly 

neutralizing antibody against omicron BA.1, BA.2, BA.4/5, and other SARS-CoV-2 variants of 

concern”. En este trabajo, se obtuvieron 25,621 secuencias VDJ de linfocitos B de sujetos 

convalecientes de COVID-19 infectados con la cepa original del SARS-CoV-2. De estas, se 

seleccionaron las secuencias para producir anticuerpos, para ellos se definieron cinco criterios: 1) 

secuencias con isotipo IgG, 2) cadenas ligeras y pesadas pareadas, 3) clonotipo con frecuencia ≥2, 

4) genes IGHV comunes en anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2, y 5) >70% de 

identidad con anticuerpos reportados contra SARS-CoV-2. En total, se seleccionaron 44 

anticuerpos para producirlos con tecnología recombinante en formato de cadena sencilla. De estos 

anticuerpos, solo 9 mostraron reconocimiento hacia la cepa ancestral del SARS-CoV-2, y 5 

anticuerpos (19n01, 01n21, 01n01, 20n01 y 20n18) reconocieron tanto la cepa ancestral como al 

menos una VOC. Por lo tanto, estos 5 anticuerpos se produjeron en formato completo IgG para 

continuar con su caracterización. 

Los resultados de caracterización demostraron que, de los 5 anticuerpos, el 19n01 fue el más 

potente, mostrando una alta capacidad de unión y neutralización de las variantes Alfa, Beta, 

Gamma, Delta, Kappa, Zeta, así como de las subvariantes Ómicron BA.1, BA.2 y BA.4/5. Los 

ensayos de neutralización con pseudovirus mostraron que el 19n01 tenía una alta capacidad para 

neutralizar la variante G614 y las subvariantes Ómicron BA.1, BA.2 y BA.4/5, con valores de 

concentración inhibitoria (IC50) entre 0.0035 y 0.0164 μg/mL. En los estudios de 

microneutralización con el virus de la cepa ancestral de SARS-CoV-2 y las variantes G614, Alfa, 



 21 

Beta, Delta, y Ómicron BA.1 y BA.5, el 19n01 mostró valores IC50 entre 0.013 y 0.267 μg/mL. 

Además, se realizaron análisis biofísicos de competencia y estructurales, evidenciando que el 

anticuerpo 19n01 compite con el receptor ACE2 por la unión al RBD, lo que explica su capacidad 

neutralizante. Los resultados de resonancia de plasmón superficial (SPR) confirman la elevada 

afinidad hacia Ómicron BA.2 y BA.4/5 con KD de 61 a 31 nM, respectivamente. Sin embargo, la 

afinidad que mostró contra Ómicron BA.1 se vio reducida presentando un KD de 441 nM. Por otro 

lado, el modelado molecular mostró que parte del sitio de unión del 19n01 está en contacto cercano 

con la posición G446 de la proteína S, lo que explica la baja afinidad contra Ómicron BA.1 ya que 

esta subvariante presenta una mutación en este sitio (G446S). Además, se observó que las 

posiciones K444 y V445 de la proteína S tienen contacto directo con el sitio de unión del anticuerpo 

19n01. Por lo tanto, las subvariantes de Ómicron con mutaciones en esas posiciones ya no son 

susceptibles a su neutralización, como es el caso de las subvariantes BQ.1.1, XBB.1.5, JN.1.7, 

KP.3, entre otras.   

Fue interesante observar que el anticuerpo 19n01 provenía de un paciente con un cuadro moderado 

de COVID-19, quien se había infectado con la cepa ancestral del SARS-CoV-2 antes de la 

circulación de variantes VOC en Hermosillo, Sonora. Esto sugiere que la infección natural puede 

estimular la activación y expansión de linfocitos B capaces de producir anticuerpos con una amplia 

capacidad neutralizante. Así mismo, el anticuerpo 19n01 demostró una capacidad neutralizante 

amplia y superior en comparación con los demás, resultando ser un anticuerpo con potencial 

terapéutico, hasta el surgimiento de subvariantes Ómicron con mutaciones en los sitios K444 y 

V445. Finalmente, la base de datos generada, que contiene 25,621 secuencias, podría ser de gran 

utilidad para seguir explorando potenciales anticuerpos neutralizantes contra variantes emergentes 

de preocupación. Las estrategias de selección y caracterización empleadas en este trabajo podrían 

servir para la identificación y estudio de futuros anticuerpos, no solo contra el SARS-CoV-2, sino 

también contra otros agentes infecciosos. 

La segunda fase de los resultados abarcó el análisis de expresión génica en linfocitos B de sujetos 

convalecientes de COVID-19, y la caracterización de linfocitos B de memoria atípicos. Estos 

resultados se presentan en el artículo “Single-cell transcriptomic analysis of B cells reveals new 

insights into atypical memory B cells in COVID-19”, el cual se encuentra publicado en la revista 

Journal of Medical Virology. Los análisis transcriptómicos a nivel unicelular de este estudio 

permitieron identificar una población heterogénea de linfocitos B en sujetos convalecientes con 
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cuadros críticos, severos, moderados y leves. Dentro de la población heterogénea, se identificaron 

10 subpoblaciones, incluyendo linfocitos B transicionales (T1, T2 y T3), naïve activados, 5 

subtipos de linfocitos B de memoria, entre ellos un grupo de memoria atípica, y finalmente uno de 

células secretoras de anticuerpos. Notablemente, se observó un incremento de linfocitos B 

transicionales en sujetos con cuadros críticos y severos, asociado a la necesidad de desarrollar 

linfocitos B maduros debido a la persistencia antigénica. Sin embargo, la evidencia de que una alta 

proporción de estas células permanecieron en estados de transición durante la convalecencia en 

cuadros críticos y severos sugiere una posible relación con la progresión de la enfermedad, ya que 

fueron células que no alcanzaron estadios más diferenciadas. 

Los análisis de expresión génica diferencial revelaron una firma proinflamatoria en grupos 

convalecientes con cuadros críticos y severos, destacando una elevada expresión de diversos genes 

proinflamatorios como GADD45B, MAP3K8, NFKBIA, JUNB, AREG, PPP1R15A y FOSB, en la 

mayoría de las subpoblaciones. En contraste, los grupos convalecientes con cuadros moderados y 

leves mostraron incremento en la expresión de genes antivirales como IFI16, IFI30, ISG20, AIM2, 

además de genes de activación incluyendo SPIB, PTPRCAP, los cuales estaban reprimidos en los 

grupos críticos y severos. Esto sugiere que diversas subpoblaciones, incluyendo linfocitos B 

transicionales, naïve, de memoria y células secretoras de anticuerpos, pueden contribuir a la 

respuesta proinflamatoria en casos severos. Sin embargo, su adecuada activación también puede 

cooperar en la respuesta antiviral en casos leves y moderados.  

Tras la identificación de una subpoblación de linfocitos B de memoria atípicos, se observaron 

diferencias en su repertorio en comparación con las diferentes subpoblaciones de linfocitos B de 

memoria convencionales. Los análisis de hipermutación somática (SHM) revelaron que los 

linfocitos B de memoria atípicos mostraban una tasa de SHM menor que las células de memoria 

clásicas con cambio de isotipo, pero una tasa mayor de SHM en comparación con las células de 

memoria clásica sin cambio de isotipo. Así mismo, se observó que los linfocitos B de memoria 

atípicos presentaban diferencias en la combinación de uso de genes IGHV/IGHJ al compararlos 

con los de memoria convencional. Algunos de estos genes mayormente expresados en las células 

atípicas incluyen IGHV3-11/IGHJ4, IGHV6-1/IGHJ4 y IGHV1-18/IGHJ5. Lo que indica que estas 

células presentan un perfil transcripcional y de repertorio diferente a las convencionales.  

Los linfocitos B de memoria atípicos representan una población poco estudiada en COVID-19, por 

lo que aún se desconoce su desarrollo y funciones específicas en esta enfermedad. El análisis de 
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trayectoria revela que estas células atípicas siguen una vía de diferenciación similar a las 

convencionales de memoria. Además, pasan por procesos de diferenciación en centros germinales 

(CG) dado a la regulación positiva de genes CXCR5, CXCR4, MYC, BCL2 y MCL1, importantes 

para la circulación y mantenimiento de CG. Los análisis de enriquecimiento de los genes 

expresados diferencialmente en los linfocitos B atípicos de memoria indican que participan en 

procesos biológicos de células activas y de señalización del receptor de células B (BCR), contrario 

a lo que se ha sugerido en algunas patologías que podrían tratarse de células anérgicas o exhaustas. 

Finalmente, se identificó una incremento de expresión de genes ampliamente reportados en 

COVID-19, como IFNGR2, DUSP1, ZFP36 y IFITM3, en estas células. Esto sugiere que su 

desarrollo podría verse influenciado por la exposición antigénica y el entorno inmunológico en 

respuesta al virus. Por lo tanto, es probable que estas células sean funcionalmente activas y 

contribuyan a la respuesta inmune contra COVID-19. 

El análisis transcriptómico de linfocitos B a nivel unicelular en sujetos convalecientes reveló una 

gran heterogeneidad de estas células entre los diferentes cuadros clínicos. Los resultados destacan 

la capacidad de los linfocitos B para contribuir a la respuesta proinflamatoria, particularmente en 

los casos críticos y severos. Además, los hallazgos de este estudio indican que los linfocitos B de 

memoria atípicos presentan un perfil transcripcional y de repertorio distintos en comparación con 

los linfocitos B de memoria convencionales. Así mismo, los análisis sugieren que estas células 

siguen una vía de diferenciación a través de centros germinales, similar a los linfocitos B de 

memoria convencionales. Sin embargo, su diferenciación y activación podrían estar influenciadas 

por genes y factores de transcripción característicos de la exposición antigénica al SARS-CoV-2. 

Estos resultados proporcionan una mayor comprensión de los linfocitos B de memoria atípicos, así 

como del rol de las subpoblaciones de linfocitos B en los diversos cuadros clínicos de COVID-19. 

Como último objetivo en este trabajo doctoral, se realizó un estudio comparativo de la inmunidad 

híbrida generada por las vacunas basadas en vectores adenovirales. Los resultados de este trabajo 

se encuentran ya publicados bajo el título “Comparative single-cell transcriptomic profile of hybrid 

immunity induced by adenovirus vector-based COVID-19 vaccines”. En este estudio se evaluó la 

respuesta de anticuerpos y se realizaron análisis transcriptómicos unicelulares en sujetos vacunados 

con AstraZeneca (AZD1222) y CansinoBio (Ad5-nCoV). Para este propósito se estudiaron 5 

grupos: vacunados con Ad5-nCoV (Cso, n = 6), vacunados con AZD1222 (AZ, n = 4), previamente 

infectados y vacunados con Ad5-nCoV (Cso-hb, n = 6) o AZD1222 (AZ-hb, n = 6), y por último 
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un grupo de infectados sin vacunación (Inf, n = 5). El esquema de vacunación de Ad5-nCoV 

consistió en una sola dosis, mientras que AZD1222 incluyeron dos dosis, con intervalo de un mes 

entre dosis.   

Los resultados de la evaluación de anticuerpos por ELISA y microneutralización mostraron que la 

inmunidad híbrida observada en los grupos AZ-hb y Cso-hb, se asoció con una mejor respuesta de 

anticuerpos neutralizantes (nAbs) en comparación con los grupos sin infección AZ y Cso. Además, 

la vacuna AZD1222 mostró un mayor incremento de nAbs en general, tanto en los grupos de 

inmunidad híbrida o sin infección (AZ-hb y AZ), en comparación aquellos vacunados con Ad5-

nCoV. Los análisis de single-cell RNAseq se centraron en evaluar el perfil de linfocitos B y 

linfocitos T en respuesta a ambas vacunas. En el caso de los linfocitos B, se identificaron cuatro 

subpoblaciones: dos asociadas a células naïve (Bnaïve-1 y Bnaïve-2), uno de células de memoria 

y otro de plasmablastos. Además, se observó una elevada frecuencia de linfocitos B de memoria 

en los grupos Cso y Cso-hb. En contraste, en los grupos AZ y AZ-hb se identificó una población 

naïve (Bnaïve-1) caracterizada por el incremento de la expresión de CXCR4 y genes de activación 

como CD83 y CD69, lo que sugiere una población de linfocitos B naïve con capacidad migratoria 

para continuar su diferenciación. Por lo tanto, mientras los grupos vacunados con Ad5-nCoV 

habían desarrollado ya mayor proporción de linfocitos B de memoria, los grupos vacunados con 

AZD1222 continuaban con la activación y diferenciación de linfocitos B naïve.  

El perfil transcriptómico de linfocitos T, reveló 17 subpoblaciones, incluyendo 9 subpoblaciones 

de linfocitos T CD4+, 7 subpoblaciones de linfocitos T CD8+ y 1 subpoblación de linfocitos T γδ. 

Estas subpoblaciones mostraron una respuesta celular heterogénea después de la vacunación, la 

inmunidad híbrida o la infección natural. En el caso de los grupos Cso, se observó que una sola 

dosis de Ad5-nCoV fue capaz de activar algunas subpoblaciones de manera similar a los grupos de 

inmunidad híbrida AZ-hb, que habían experimentado previamente una infección y recibido dos 

dosis de AZD1222. Esta respuesta fue notable principalmente en las subpoblaciones CD4.Tm-3, 

CD4.Tn-2 y CD8.Te-2. También, se observó una expansión significativa de la subpoblación 

CD8.Te-4 exclusivamente en el grupo Cso-hb, caracterizada por un perfil citotóxico con un 

incremento de la expresión de GZMB, GZMH y IFNG, genes cruciales para una respuesta antiviral 

efectiva. Sin embargo, estas células también mostraron la expresión de genes que codifican para 

receptores de inhibición como PD-1 (PDCD1), TIM-3 (HAVCR2) y LAG-3, asociados a una 

respuesta de células exhaustas. Por lo tanto, esto sugiere que la activación robusta de la respuesta 
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celular inducida por la vacuna Ad5-nCoV activó la expresión de genes asociados con agotamiento 

celular, posiblemente como un mecanismo de equilibrio para mantener la homeostasis del sistema 

inmune en respuesta a la vacunación. 

Este estudio demuestra que ambas vacunas estimulan eficazmente la inmunidad híbrida con 

características distintas, resaltando la capacidad de la vacuna AZD1222 para generar una respuesta 

humoral robusta de anticuerpos neutralizantes. Mientras que Ad5-nCoV se destacó por inducir una 

respuesta celular robusta con una sola dosis. Estos hallazgos muestran la diversidad en la respuesta 

inmune inducida por dos vacunas desarrolladas a partir de vectores adenovirales, Ad5-nCoV utiliza 

el adenovirus tipo 5 (Ad5), mientras que AZD1222 emplea el adenovirus de chimpancé ChAdOx1. 

Además, ambas vacunas presentan esquemas de vacunación diferente.  

En resumen, este proyecto doctoral contribuye significativamente al entendimiento de la respuesta 

inmune frente al SARS-CoV-2, ya que logró el descubrimiento, producción y caracterización de 

un anticuerpo con alto potencial terapéutico. Esto se debió a su amplia capacidad neutralizante 

tanto contra la cepa ancestral como contra múltiples variantes de preocupación, incluyendo las 

últimas subvariantes de Ómicron, previas al surgimiento de mutaciones en los sitios K444 y V445. 

Además, presenta un estudio de transcritos a nivel unicelular en individuos convalecientes con 

diversos cuadros clínicos como en sujetos inmunizados con distintos esquemas de vacunación. Este 

trabajo integral revela la complejidad y adaptabilidad del sistema inmune frente al virus, sus 

variantes, diversas condiciones clínicas y vacunas empleadas contra COVID-19. Finalmente, estos 

hallazgos ayudarán en el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas y de vacunación. 
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5. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

En este trabajo se produjeron 44 anticuerpos recombinantes a partir de 25,621 secuencias 

VDJ, utilizando un criterio de selección desarrollado para este fin. El anticuerpo 19n01 destacó por 

su potente y amplia capacidad neutralizante contra diversas variantes del SARS-CoV-2, incluyendo 

Alfa, Beta, Gamma, Delta y subvariantes de Ómicron BA.1, BA.2, BA.4/5. Sin embargo, debido a 

que parte de su epítopo se encuentra en las posiciones K444 y V445 de la proteína S, las 

subvariantes de Ómicron con mutaciones en esas posiciones, como BQ.1.1, XBB.1.5, JN.1.7 y 

KP.3, ya no son susceptibles a su neutralización. Finalmente, la base de datos generada, que incluye 

25,621 secuencias, podría ser de gran utilidad para seguir explorando potenciales anticuerpos 

neutralizantes contra variantes emergentes de preocupación. Además, las estrategias de selección 

y caracterización empleadas en este trabajo podrían servir para la identificación y estudio de futuros 

anticuerpos, no solo contra el SARS-CoV-2, sino también contra otros agentes infecciosos.  

El estudio transcriptómico unicelular realizado en linfocitos B de sujetos convalecientes de 

COVID-19 permitió identificar la heterogeneidad de subpoblaciones en relación con distintos 

cuadros clínicos (leve, moderado, crítico y severo). Estos resultados revelan la capacidad de las 

subpoblaciones de linfocitos B para expresar genes proinflamatorios, especialmente en condiciones 

críticas y severas, que podrían contribuir a la gravedad de la enfermedad. Además, en este trabajo 

se muestra la identificación y caracterización de un grupo de linfocitos B de memoria atípicos. Los 

análisis indican que estas células presentan un perfil transcripcional y de repertorio distintos en 

comparación con los linfocitos B de memoria convencionales. Así mismo, los análisis muestran 

que estas células siguen una vía de diferenciación de centros germinales; no obstante, su 

diferenciación y activación podrían estar influenciadas por genes característicos a la exposición 

antigénica al SARS-CoV-2. Este estudio contribuye a una mejor comprensión del desarrollo de los 

linfocitos B de memoria atípicos en COVID-19 y el papel de otras subpoblaciones en las diferentes 

manifestaciones clínicas. 

Los análisis realizados en el trabajo comparativo de la inmunidad híbrida generada por vacunas 

basadas en vectores adenovirales demostraron que ambas vacunas estimulan eficazmente la 

inmunidad híbrida, aunque con características distintas. La vacuna AZD1222 destaca por generar 

una robusta respuesta humoral con anticuerpos neutralizantes, mientras que Ad5-nCoV induce una 
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intensa respuesta celular incluso con una sola dosis. Estos hallazgos evidencian la diversidad en la 

respuesta inmune provocada por dos vacunas basadas en vectores adenovirales con esquemas de 

vacunación diferentes. Este estudio contribuye a la comprensión de la inmunidad híbrida en 

COVID-19 y podría ser valioso para el diseño de futuras estrategias de vacunación. 

Finalmente, como resultado de esta tesis, se publicaron tres artículos titulados “19n01, a broadly 

neutralizing antibody against Omicron BA.1, BA.2, BA.4/5, and other SARS-CoV-2 variants of 

concern”, “Single-cell transcriptomic analysis of B cells reveals new insights into atypical memory 

B cells in COVID-19” y “Comparative single-cell transcriptomic profile of hybrid immunity 

induced by adenovirus vector-based COVID-19 vaccines”. Además, se ha presentado una patente 

bajo el título “Anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2 y sus variantes”, en la que se detalla el 

desarrollo de los 44 anticuerpos producidos con tecnología recombinante a partir de la 

secuenciación single-cell RNAseq de linfocitos B en sujetos convalecientes de COVID-19. Estos 

resultados también se han presentado de forma oral y en póster en el Congreso Internacional 

COVID and Beyond: Novel Approaches to Global Infectious Diseases, llevado a cabo en Bruselas, 

Bélgica, en octubre de 2022; así como en el Congreso Internacional de Inmunología (IUIS) en 

Ciudad del Cabo, Sudáfrica, en noviembre de 2023.  
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