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Resumen

La enfermedad COVID-19 es causada por el virus CoV-2 del SARS y ha causado
millones de muertes en todo el mundo. El hecho anterior ha provocado que multiples
grupos de investigacion centren sus esfuerzos en el desarrollo de vacunas contra
este virus. Por lo tanto, es importante evaluar diferentes antigenos vacunales
inicialmente en modelos animales. Los reportes sobres SARS-CoV muestran que la
proteina Spike (S) y de nucleocépside (N) son los antigenos mas inmunogénicos,
siendo la proteina S la inductora de una respuesta inmune protectora basada en la
induccion de anticuerpos neutralizantes. El objetivo de este trabajo fue expresar y
purificar la proteina N, el dominio S1 y el dominio RBD de la proteina Spike del
SARS CoV-2 y evaluar su inmunogenicidad individualmente y en combinacion en
un modelo murino. Para obtener los antigenos, se transfectaron células Expi293 con
las construcciones pCDNA3.1/ N, pcDNA3.1/S1y pCAGGS / RBD de SARS-CoV-
2 (MN908947.3). Transcurridos 7 dias, los sobrenadantes se purificaron mediante
IMAC y cromatografia de filtracion en gel. Posteriormente, se determind la pureza e
identidad de estos. Se utilizaron 5 grupos de ratones BALB/c, cada uno inmunizado
con 10 ug de antigeno individualmente o en combinacién. Los grupos fueron los
siguientes: 1 (N), 2 (S1), 3 (RBD), 4 (N + S1), 5 (N + RBD). Posterior a la
inmunizacién, se realizaron sangrados cada 20 dias. En el suero obtenido, se
determinaron los niveles de anticuerpos IgM e IgG contra las proteinas N, S1y RBD,
asi como su capacidad neutralizante. Se cultivaron esplenocitos de ratones
inmunizados y se estimularon con las proteinas recombinantes N, S1 y RBD para
determinar la secrecion de citocinas. Se obtuvieron las tres proteinas de interés, con
gran pureza y con un alto rendimiento (N 1 mg, S1 1.5 mg, RBD 4 mg). Se detect6
la presencia de anticuerpos de clase IgM e IgG en los ratones inmunizados. Los
anticuerpos de los ratones inmunizados con RBD, RBD / N, S1y S1/ N mostraron
actividad neutralizante. Los grupos RBD y S1 mostraron un porcentaje de
neutralizacion cercano al 75%, mientras que los grupos RBD/N y S1/N mostraron
un porcentaje de neutralizacion cercano al 90%. Se observo también la produccion

de TNF-q, IFN-y e IL-2 en los grupos RBD/N y S1/N. Los resultados anteriores

Vi



indican que las proteinas del SARS CoV-2 generadas por nuestro grupo de trabajo
son capaces de inducir una respuesta inmune humoral y celular. Ademas, la
inmunizacién combinada con proteina N induce niveles mas altos de anticuerpos

IgG, porcentaje de neutralizaciéon y produccion de las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-2.
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Abstract

The COVID-19 disease is caused by the SARS CoV-2 virus and has caused millions
of deaths worldwide. The above fact has caused multiple research groups to focus
their efforts on vaccines development against this virus. Therefore, it is important to
evaluate different vaccine antigens initially in animal models. Reports in SARS-CoV
show that protein S and N are the most immunogenic antigens, with protein S being
the inducer of a protective immune response based on the induction of neutralizing
antibodies. The objective of this work was to express and to purify the N protein, the
S1 domain, and the RBD domain of the Spike protein of SARS CoV-2 and evaluate
their immunogenicity individually, and in combination, in a murine model. To obtain
antigens, Expi293 cells were transfected with the SARS-CoV-2 (MN908947.3)
PCDNA3.1/ N, pcDNA3.1/ S1, and pCAGGS / RBD constructs. After seven days,
the supernatants were purified by IMAC and gel filtration chromatography.
Subsequently, the purity and identity of these were determined. Five groups of BALB
/c mice were used, each one immunized with 10 pg of antigen individually or in
combination. The groups were conformed as follows: 1 (N), 2 (S1), 3 (RBD), 4 (N +
S1), 5 (N + RBD). After immunization, bleedings were performed every 20 days.
Levels of IgM and IgG antibodies against the N, S1, and RBD proteins were
determined, as well as their neutralizing capacity, both in sera. Splenocytes of
immunized mice were cultured and stimulated with the recombinant proteins N, S1,
and RBD to determine cytokine secretion. The three proteins of interest were
obtained, with great purity and with a high yield (N 1mg, S1 1.5mg, RBD 4mg). The
presence of IgM and IgG class antibodies was detected in the immunized mice.
Antibodies of the immunized mice with RBD, RBD / N, S1, and S1 / N showed
neutralizing activity. The RBD and S1 groups showed a neutralization percentage
close to 75%, while the RBD / N and S1 / N groups showed a neutralization
percentage close to 90%. The production of TNF-a, IFN-y and IL-2 was observed in
the RBD / N and S1 / N groups. The above results indicate that the SARS CoV-2
proteins generated by our working group are capable of inducing a humoral and

cellular immune response. Furthermore, immunization combined with protein N

Vil



induces higher levels of IgG antibodies, percentage of neutralization and production
of the cytokines TNF-qa, IFN-y and IL-2.



Introduccion.

En diciembre de 2019 el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
informo6 sobre el surgimiento de un brote de neumonia atipica en la ciudad de
Wuhan, China. El agente causal fue identificado como un nuevo beta coronavirus.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) nombr6 a este virus como SARS CoV-
2 y a la enfermedad causada por este virus como COVID-19, por sus siglas en
inglés, Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)*. Histéricamente los beta coronavirus
han provocado brotes infecciosos respiratorios de gravedad. Como ejemplo de
ellos, el SARS CoV se identifico por primera vez en Guangdong, China, en febrero
de 2003. La infeccion se propagd a 29 paises durante el periodo comprendido entre
noviembre de 2002 y julio de 2003. Se reportaron 8096 casos confirmados y 774
muertes, por lo que este virus mostro una tasa de letalidad del 9.6 %?2. Otro
coronavirus de gran importancia es el MERS CoV el cual, se identificé por primera
vez en Jeddah, Arabia Saudita en 2012. Este virus se extendié a 21 paises,
reportando 2494 casos confirmados y 858 defunciones , con una tasa de letalidad
del 34.4 %3. Este nuevo coronavirus SARS CoV-2 responsable de la pandemia mas
grave de este siglo de acuerdo a la OMS report6 184°547,730 casos confirmados
hasta el mes de julio de 2021, y 3'993,056 defunciones 4 .

La COVID-19 provoca una enfermedad a nivel del tracto respiratorio, con una
sintomatologia que incluye tos seca, fiebre, diarrea, pérdida del gusto y pérdida del
olfato en algunos individuos. La enfermedad se presenta con diferentes formas
clinicas desde las formas asintomatica hasta casos graves de COVID 19 que
presentan insuficiencia respiratoria, la cual conlleva a la muerte. También se han
reportado complicaciones fuera del tracto respiratorio y que afectan 6rganos como

corazoén, higado, riflones y sistema nervioso central®®.



Caracteristicas del virus SARS CoV-2.

Los coronavirus pertenecen al orden Nidoviridae y se dividen en 4 géneros: Alfa-
coronavirus, Beta-coronavirus, Gamma-coronavirus y Delta-coronavirus. Se han
identificado seis coronavirus capaces de infectar a los seres humanos, Coronavirus
humano-229E, NL63, HKU1, OC43, SARS CoV y MERS CoV’. Estos son virus
envueltos con un genoma de RNA de cadena sencilla de sentido positivo y no
segmentados. La particula viral presenta proyecciones o espiculas en su superficie.
El genoma del SARS CoV-2 es de RNA mono catenario de sentido positivo con un
tamafo de 29891 nucledtidos y que codifica para 9860 aminoacidos. Al igual que
otros B coronavirus, el genoma del SARS CoV-2 contiene dos regiones UTR 3’y
58 Este genoma consta de 10 marcos de lectura abiertos (ORF). En el primer ORF
(ORF1a/b) estan presentes aproximadamente dos tercios del RNA viral que codifica
para la poli proteina 1a, la poli proteina 1b, y también codifica para 16 proteinas no
estructurales (nsp). EI ORF2 codifica para la proteina S, el ORF4 para la proteina
E, el ORF5 para la proteina M y el ORF9 para la proteina N. Los ORFs restantes
(3a, 6, 7a, 7b, 8 y 10) codifican para proteinas accesorias®.

"‘, Y Spike ()

. Nucleocapside (N)

i‘ Jk Membrana (M)

é Envoltura (E)

Figura 1. Estructura del SARS CoV-2. Representacion esquematica de las proteinas
estructurales del virus SARS CoV-2. Proteina Spike (S), Proteina de Nucleocapside (N),
Proteina de Membrana (M) y proteina de Envoltura (E). Creado en Biorender.com



Proteinas del SARS CoV-2.

El SARS CoV-2 es un virus envuelto de un tamafo aproximado entre 50 y 200nm
posee cuatro proteinas estructurales; la proteina Spike o de espicula (S), la proteina
de nucleocapside (N), la proteina de Envoltura (E) y la proteina de membrana (M)
(Figura 1). El virus presenta una envoltura compuesta por una bicapa lipidica en la
que se insertan varias proteinas transmembranales como la proteina S, My E*°. La
proteina S permite el ingreso del virus en la célula blanco, la proteina N forma parte
de la nucleocapside y participa en el proceso de replicacion viral uniéndose al RNA
recién sintetizado. La proteina de envoltura se ensambla como una proteina
pentamerica de forma similar a una viroporina. Mientras que la proteina de
membrana interactla con el resto de las proteinas estructurales y es importante en

el momento del ensamblaje viral®.

Proteina Spike.

La proteina S del SARS CoV-2 tiene una longitud de 1213 aminoacidos y posee un
75 % de homologia con la proteina S del SARS CoV. Estructuralmente se encuentra
formando un trimero y presenta ademas multiples sitios de glicosilaciones. A
diferencia de otros coronavirus, posee un sitio de corte polibasico de furina (P681,
R682, R683 y A684) el cual da origen a dos subunidades; S1y S2!!. Dentro de la
subunidad S1 se encuentra el Dominio de Union a Receptor (RBD), dominio que
permite la interaccion con el receptor de la enzima convertidora de Angiotensina-2
(ACE2) permitiendo asi el ingreso del virus a las células??. La subunidad S2 contiene
una region de péptido de fusion (FP), dos regiones de repeticion en heptadas (HR1,
HR2), una hélice central (CH), un dominio de conexién (CD), un dominio
transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica (Figura 2). Las caracteristicas de
ésta proteina permiten que la membrana del virus se fusione con la membrana de

la célula blancol3:14,
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Figura 2. Estructura de la proteina Spike de SARS CoV-2. A) Representacion
esquematica de los dominios presentes en la proteina Spike del virus de SARS CoV-2. Se
destacan el sitio de corte polibasico el cual da origen a las subunidades S1y S2. Dentro de
la subunidad S1 se encuentra presente el dominio RBD y una sefal de secreciéon. B)
Representacién de la estructura por crio-ME dela proteina Spike completa en forma de
trimero. ID:6VXX. Creado en Biorender.com

Estructuralmente, el dominio RBD consta de cinco laminas B dispuestas de forma
anti paralela y conectadas por bucles y hélices cortas estabilizadas por puentes
disulfuro en los residuos de cisteina. Dentro de estas laminas anti paralelas, se
encuentra el motivo minimo de union al receptor (RBM); este dominio es ligeramente
concavo y es la secuencia que se une propiamente al receptor ACE2'2. De acuerdo
a diferentes estudios de cristalografia se ha mostrado que RBD puede adoptar dos
conformacionales (Figura 3), hacia arriba y hacia abajo ("up" y "down"). Un estudio
reciente mostré que la conformacion es dependiente del pH, la conformacién “up”
se favorece por el pH neutro, mientras que un pH &cido, similar al pH de los
endosomas, favorece la conformacion “down”. Se ha observado también que la
conformacién “Up” es la que permite una mejor interaccién de RBD con el receptor
ACE2%,

Una vez que la region RBD interacciona con ACEZ2, la proteina Spike adopta una
conformacion de fusion. Durante este estado la interaccion de los dominios HR y
CH genera un reordenamiento que da lugar a una hélice de tallo en la direccién de
la membrana de la célula blanco. El trimero S2 adopta una estructura muy estable
y rigida después de la fusion. Se ha reportado que la proteina S tiene un gran

nimero de N glicosilaciones'®. Las glicosilaciones presentes en la subunidad S2



podrian estar ocultando épitopos importantes durante el estado de prefusién / post

fusién y, por lo tanto, evitar que los anticuerpos reconozcan esta subunidad *’.

Monoémero de la Monémero de la Trimero de la proteina Spike.
proteina Spike. proteina Spike. Interaccion con ACE-2 a
Interaccion con ACE-2 Interaccion con ACE-2 distinto pH.
pH7.4 pH 5.5

Figura 3. Conformacion Up y Down del dominio RBD. Representacion de la estructura por
crio-EM de la conformacién del dominio RBD a distinto pH. A) se muestra la interaccién de
RBD (azul) con el receptor ACE2 (rojo) a pH 7.4 B) Se muestra la interaccion de RBD con
el receptor ACE2 a pH 5.5 C) Superposicion de las interacciones RBD/ACE-2 apH 7.4y
5.5. Imagen adaptada de Zhou, T. et al. Cryo-EM Structures of SARS-CoV-2 Spike without
and with ACE2 Reveal a pH-Dependent Switch to Mediate Endosomal Positioning of
Receptor-Binding Domains. Cell Host and Microbe 28, 867-879.e5 (2020).

Proteina de Nucleocéapside.

La proteina de nucleocapside del SARS CoV-2 esta formada por 419 aminoacidos
y presenta una homologia del 90.5% con la proteina N del SARS CoV. Posee 2
sitios de unién a RNA, uno en el extremo amino terminal (NTD) y otro en el extremo
carboxilo terminal (CTD) (Figura 4). Esta proteina tiene una regidon con carga
positiva a pH neutro, que le facilita la unién con los acidos nucleicos!®1°. Entre los
dominios NTD y CTD se encuentra una region linker rica en serina y argininas (LKR).
Se han realizado estudios de dispersion de rayos X (SAXS) en la proteina N y
muestran que esta region es altamente flexible?°. El dominio NTD esta enriquecido
con residuos aromaticos y basicos. Estudios estructurales describen este dominio

en forma de una mano; los residuos de la cola N-terminal (Asn48, Asn49, Thr50 y
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Ala51) son muy flexibles y se extienden hacia afuera formando un pocket que

permite una interaccion adecuada con el RNA viral®®.
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Figura 4. Estructura de la proteina de Nucleocéapside. A) Representacion esquematica
de la proteina N Del virus de SARS CoV-2. Se muestran dos sitios de unién a RNA (NTD y
CTD) asi como una regién linker (LKR). B) Representacion de la estructura cristalina de los
dominios NTD (verde) y CTD (morado) de la proteina N. ID:7CEO, 7CDZ. Creado en
Biorender.com

La secuencia de la proteina N se ha analizado detalladamente y se ha encontrado
gue es susceptible a modificaciones postraduccionales como forforilaciones y N-
glicosilaciones. Se han descrito 11 sitios susceptibles de fosforilacién en la regién
LKR. En un estudio desarrollado por Azad y colaboradores, se sugiere que la
fosforilaciéon 207 de la region LKR modula la interaccion de la proteina N con el
RNAZ?L, Trabajo previo con otros coronavirus, ha revelado que la fosforilacion de
la proteina N se presenta durante la replicacién y transcripcién, una vez que el virion
madura, los niveles de fosforilacién se ven disminuidos??2, Se han caracterizado
experimentalmente 2 sitios de glicosilacién en las posiciones 48 y 270 de la proteina
N. Se piensa que al igual que en otros virus, estos sitios glicosilados podrian estar
ocultando épitopos importantes y a su vez funcionando como un mecanismo de

evasion de la respuesta inmune?3.(Figura 5)
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Figura 5 Modificaciones pos traduccionales en la proteina N. La proteina de
nucleocapside del SARS CoV-2 es capaz de ser glicosilada y fosforilada. Se han reportado
2 sitios de glicosilacién en los aminodcidos 28 y 270. Los sitios de fosforilacién para esta
proteina se ubican en la region linker. Creado en Biorender.com

Proteina de Membrana.

La secuencia de aminoacidos de la proteina de membrana del SARS CoV-2 muestra
una similitud del 98.2 % con la proteina M del SARS CoV. Posee una longitud de
260 aminoéacidos con un dominio N terminal de longitud corta, asi como 3 dominios
transmembranales. Tiene un papel importante en el ensamblaje viral ya que
interactda con la proteina N para asociarse al genoma de RNA. Ademas, se ha

demostrado que la proteina M del SARS CoV es capaz de inducir apoptosis™©.

Proteina de Envoltura.

La secuencia de aminoacidos de la proteina de envoltura del SARS-CoV-2 muestra
una similitud del 98.2 % con la proteina E del SARS-CoV. La proteina E es una
proteina transmembrana que consta de 76-109 aminoacidos y posee un
ectodominio N-terminal corto y un endodominio C-terminal. Se ha descrito que esta
proteina tiene actividad de viroporina, se encuentra presente en bajas cantidades

en el virion, pero juega un papel esencial para su ensamblaje y liberacién?©.



Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (nsp) tienen diversas funciones, algunas participan
en mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Tal es el caso de la nspl de
SARS CoV-2, la cual se une a la subunidad 40S de los ribosomas, siendo capaz
de promover la degradacion del mRNA, bloqueando de esta manera la traduccion
de diferentes proteinas, entre ellas la produccion de interferon?#—26. La nsp2 del
SARS CoV tiene la capacidad de unirse a prohibitina 1 y prohibitina 2, moléculas
importantes dentro del ciclo celular. Lo anterior provoca un arresto dentro del ciclo
celular. Nsp2 de SARS CoV-2 posee un 68.3% de identidad con su homdloga en
CoV y se piensa puede tener una funcién similar'®?’. La nsp3 posee un dominio de
proteasa tipo papaina y es responsable de la escisiobn de otras proteinas no
estructurales?®. Se observo que nsp4 y nsp6 del SARS CoV forman un complejo
gue permite la formacién de vesiculas de doble membrana, y que estas estructuras
son importantes para la replicacién viral?®. Estas dos proteinas presentan un 80 y
82 % de identidad respectivamente con sus homologas en SARS CoV?'°. La Nsp5
es la proteasa principal del CoV-2, ya que participa en la escision de las
poliproteinas del ORFlab y la liberacion de las proteinas no estructurales
maduras®. Las nsp restantes (nsp7-nspl6) participan en la replicacion viral. Nsp 7
y nsp8 acttan como cofactores de la nsp12 la cual posee una subunidad catalitica
con actividad de RNA polimerasa (RdRp)3%32. Nsp9 se une al RNA de cadena
sencilla durante la replicacién. Nspl0 forma un complejo con nspl4 y nspl6
involucrado en la metilacion del RNA viral y la formacién del Cap. Nspl14 y nspl6
poseen actividad N7-MTasa y 2'-O-MTasa respectivamente3334, El papel de nspl11
no se conoce hasta el momento. Nsp13 posee actividad de helicasa® y nspl5
muestra una actividad de endo ribonucleasa. Estudios recientes en SARS CoV-2
muestran las nspl3, nspl4 y nspl5 de este virus son potentes antagonistas del

interferéns3s.



Proteinas accesorias.

Las proteinas accesorias participan en la patogenicidad del virus por lo que se cree,
estan involucrados en los mecanismos de evasion del sistema inmune. Existen
diferencias en los reportes en cuanto al numero de estas. En un primer estudio se
reportan 9 proteinas accesorias, (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8,
ORF9b, ORF9c y ORF10)%. Sin embargo, un estudio mas reciente concluye que
existen Unicamente 5 proteinas accesorias canodnicas (ORF3a, ORF6, ORF7a,
ORF7b y ORF8)%". Hasta el momento son pocos los reportes respecto a la funcién
de cada una de estas proteinas. La proteina del ORF 3a es capaz de inducir
apoptosis de las células a través de la via extrinseca®. La proteina ORF6 ejerce
una actividad antagoénica con el interferén. Ademas, es capaz de unirse al complejo
Nup98/Rael, el cual es importante para la importacion nuclear®. La proteina del
ORF7 tiene una similitud estructural con ICAM-1, el cual se une al receptor de
integrina de linfocitos T LFA-1. Por lo que se piensa esta proteina podria tener un
papel en la interaccion con células del sistema inmune“°. La proteina del ORF8
interviene con el MHC-I, provocando una interrupcién en la presentacion antigénica

y la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8%L.

Ciclo de replicacion viral.

Aligual que SARS CoV, el SARS CoV-2 emplea como principal receptor a la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) para ingresar a las células blanco*?. Este
receptor se encuentra altamente expresado en érganos como intestino delgado,
testiculos, rifiones, corazdn, tiroides y pulmones. De forma interesante, SARS CoV-
2, presenta mayor tropismo por las células epiteliales de las vias respiratorias; tales
como las células epiteliales alveolares, células endoteliales vasculares y los
macrofagos en el pulmén, debido a que todas estas expresan un alto nivel del
receptor ACE243. También se han reportado receptores alternativos como DC-
SIGN, L-SIGN, CD147 y AXL*45, Una vez que la proteina S interactia con el
receptor ACE2, la proteasa TMPRSS2 de la célula huésped realiza un corte en el



sitio polibasico de la subunidad S2, exponiendo asi un dominio de prefusiéon. Este
domino contiene varios aminoacidos hidrofébicos que permiten la fusién de las

membranas viral y celular®?.

Una vez que las particulas virales llegan a los endosomas, la catepsina L escinde a
la proteina S y permite la fusion de la envoltura viral con la membrana del endosoma
provocando la liberacién del genoma viral en el citoplasma celular. El RNA viral es
traducido inmediatamente para producir las poli-proteinas pplay pplab, estas son
escindidas por la proteasa viral nsp3, dando origen asi a 16 proteinas no
estructurales*®. Las proteinas no estructurales son importantes para la formacion
del complejo de replicacion viral. Posterior a esto, se generan plantillas de RNA
subgendémico (sgRNA) que se transcriben en los mMRNA y que daran origen a las
proteinas estructurales y accesorias, estas permanecen en la membrana del reticulo
endoplasmico. Los RNA subgendmicos estdn marcados en el extremo 5 'por una
secuencia lider comuan, fusionados a diferentes segmentos del extremo 3' del
genoma viral, y tienen una estructura 5'cap una cola de poli adeninas*’#®. La
sintesis de la cadena negativa se da por un proceso de transcripcion discontinua.
Las proteinas S, M y E se ubican en el reticulo endoplasmico mientras que la
proteina N recluta a los genomas de RNA recién sintetizados. Estos complejos de
ribonucleoproteina resultantes se asocian en las membranas del reticulo
endoplasmico y posteriormente en el compartimento intermedio del aparato de Golgi
(ERGIC) se insertan las proteinas S, M y E. Las particulas virales formadas
posteriormente son transportadas a la superficie de la célula, por un mecanismo
mediado por exosomas donde se fusionan con la membrana plasmética y provocan

la liberacién de nuevas particulas virales al espacio extracelular4®°0,
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Respuesta inmune contra el SARS CoV-2.

Generalidades de la respuesta inmune.

Al igual que con otros virus, la respuesta inmune contra SARS CoV-2 involucra
componentes de la inmunidad celular como humoral. Se ha descrito que de forma
inicial la infeccion por SARS CoV-2 ocurre en las células de las vias respiratorias,
como son los neumocitos, las células epiteliales alveolares, células endoteliales
vasculares y los macrofagos de pulmén. En algan punto de la replicacion dentro de
estas células, el RNA viral queda expuesto y puede ser reconocido por receptores
como TLR3, TLRY, RIG-1 y MDA5%52, El reconocimiento anterior induce la
activacion de diferentes vias de sefializacion que concluyen en la generacion de un
estado antiviral caracterizado por la presencia de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL6
e IL-1B%3. Proteinas como la N, S, M, asi como algunas del ORF, son procesadas
en el proteosoma para ser presentadas a los linfocitos TCD8+ en el contexto del
MHC-I. Células presentadoras de antigeno, como las dentriticas captan los
antigenos virales, posteriormente viajan a los centros germinales de los ganglios
linfaticos, donde son capaces de activar a los linfocitos T y B naive. Una vez
activadas las células B, estas se diferenciaran a células plasméticas productoras de
anticuerpos. Algunos estudios reportan que los anticuerpos producidos contra
SARS CoV2 estan dirigidos de forma predominante a la proteina Spike su dominio

RBD vy a la proteina de nucleocapside®*°, (Figura 6)

La infeccidn viral y la replicacion en las células epiteliales de las vias respiratorias
provocan una destruccion celular masiva, liberando a su vez DAMPs (Patrones
Moleculares asociados a Dafio) como ATP y &cidos nucleicos. Estas sefiales de
dafio son reconocidas por las células epiteliales vecinas, células endoteliales y
macrofagos alveolares, proceso que induce la generacidon de citocinas y
quimiocinas como IL-6, CXCL10, MIP1a, MIP1B, MCP e INFy®%. La mayoria de los
individuos tienen la capacidad de controlar la infeccién a través de su sistema

inmune y recuperar el estado homeostatico, asi como disminuir el proceso de
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inflamacion disminuye la inflamacién. Sin embargo, en algunos pacientes, se
produce una tormenta de citocinas que conlleva a una inflamacion pulmonar
generalizada. Los reportes de pacientes con COVID-19 grave muestran altos
niveles plasmaticos de IL-2, IL-7, IL-10, CXCL10, MCP1, MIP1a y TNF>’. El infiltrado
provoca dafio en el tejido pulmonar debido a la secrecion excesiva de proteasas,
asi como especies reactivas de oxigeno, hay presencia de dafio alveolar difuso,
descamacion de células alveolares, formacibn de membrana hialina y edema

pulmonar®s,

Respuesta inmune humoral y celular en individuos con COVID-19.

Actualmente, se tiene un panorama general de la respuesta inmune tanto humoral
como celular, y laimportancia de ambas en la resolucion de la infeccién viral, gracias
a diversos estudios que se han llevado a cabo en individuos que han cursado
COVID-19. Los sueros de estos pacientes mostraron la presencia de anticuerpos
IgM a partir del dia 7 después del inicio de los sintomas, y entre los dias 11-12
posteriores al inicio de los sintomas la aparicion de anticuerpos de clase IgG contra
la proteina S del SARS CoV-2 %°. De manera muy importante, el andlisis de los
individuos que cursan con SARS-CoV mostrod la persistencia de anticuerpos IgG con
actividad neutralizante 3 afios posteriores a la infeccién® 61.La mayoria de los
estudios evaluaron la presencia de anticuerpos especificos contra la proteina S o
contra el dominio RBD de este virus, sin embargo, se ha descrito que los anticuerpos
contra la proteina N pueden ser detectados dias antes que los anticuerpos
especificos contra S o RBD®'. Lo anterior se observa claramente en individuos
diagnosticados con RT-PCR+ y con sintomas que van desde moderados a severos,
sin embargo, existen individuos con RT-PCR+ asintomaticos y que son capaces de
transmitir el virus de manera eficiente. Este grupo de individuos presenta bajas o
nulas concentraciones de anticuerpos en circulacion contra la proteina Spike, por lo
gue se hipotetiza que la respuesta inmune predominante de ellos esta basada en la

actividad de las células T62.
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Figura 6. Respuesta inmune contra el SARS CoV-2. Una vez que el virus SARS CoV-2
ingresa a la célula, componentes de estos pueden ser reconocidos por receptores
intracelulares como los TLRS, RIG-1 y MDAD5, este reconocimiento lleva a la activacion de
vias de sefalizacion importantes para la generacién de un estado antiviral. Componentes
virales del espacio extracelular pueden ser captados por células dentriticas y estas activar
a las células T CD4+. La cooperacion CD4 con las células B, permite la generacion de
células plasmaticas productoras de anticuerpos. Creado en Biorender.com

El grupo de Gallais y colaboradores en 2020 analizaron a los familiares de individuos
diagnosticados con COVID-19, RT-PCR e IgG positivas. Los familiares de estos
individuos tenian la particularidad de tener una RT-PCR negativa para SARS CoV-
2 asi como no presentar anticuerpos IgG. Sin embargo, al analizar sus células T de
sangre periférica detectaron que estas fueron capaces de responder a las proteinas

Sy N de este coronavirus®. Este dato sugiere que estos individuos llegaron a tener
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contacto con el virus SARS CoV-2. Sin embargo, al no desarrollar una enfermedad,
se propone gque la infeccion viral fue resuelta de manera temprana por las células
T. Lo anterior podria explicar por qué en estos individuos no se detectaron
anticuerpos IgG contra las proteinas S y N del SARS CoV-2. Thieme vy
colaboradores en 2020 realizaron un estudio donde analizan la respuesta de las
células T de pacientes con COVID moderado, severo y critico®*. Este estudio reveld
gue en la mayoria de los pacientes con COVID-19 critico las células T CD4+y CD8+
mostraron una respuesta a las proteinas S, M y N del SARS CoV-2. Adicional a
esto, Grifoni y colaboradores aislaron y analizaron linfocitos T de individuos
recuperados de COVID-19%, Tras estimular a estos con péptidos de SARS CoV-2,
detectaron la presencia de clonas de células CD4+ especificas para las proteinas
S, M, N y algunas nsp corroborando los datos anteriores. También encontraron
clonas de células CD8+ especificas para la proteina N. De manera muy interesante
y alentadora, se han encontrado células T de memoria capaces de responder a las
proteinas S, N y M en individuos recuperados de SARS CoV, que persisten hasta

11 afios después de la infeccién primaria®®.

Desarrollo de Vacunas contra el SARS CoV-2.

La aparicion de SARS CoV-2 y su impacto en la salud mundial han promovido el
desarrollo de vacunas eficaces y seguras que puedan erradicar la COVID 19. De
forma convencional, el desarrollo de una vacuna puede llevar hasta 15 afios. Sin
embargo, todo los conocimientos generados en el desarrollo de vacunas contra
otros coronavirus permitieron agilizar en el desarrollo de vacunas contra el SARS
CoV-2%7, (Figura 7).

Después de la epidemia de SARS en 2003, diversos laboratorios comenzaron a
desarrollar vacunas que emplearon a la glicoproteina S como antigeno vacunal. A
este respecto, Ling y colaboradores desarrollaron una vacuna basada en el virus
SARS-CoV inactivado con B-propiolactona, los estudios de este grupo progresaron

hasta fase | en ensayos clinicos®. También se han desarrollado varias vacunas
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para el coronavirus MERS desde su aparicion en 2012, basadas también en la
glicoproteina S. La vacuna de DNA, GLS-5300 desarrollada por Modjarrad y
colaboradores, quienes expresaron al antigeno S de MERS y ha sido la Gnica que
ha llegado a estudios clinicos de Fase | . En los Ultimos meses, numerosas
instituciones publicas y principalmente privadas han abordado el reto de obtener
una vacuna contra SARS CoV-2 implementando estrategias similares en SARS-
CoV y MERS*®.

Desarrollo tradicional de Vacunas
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Figura 7. Esquema general para el desarrollo de vacunas. Comparativo del desarrollo
tradicional de vacunas, con respecto al desarrollo de vacunas contra el SARS CoV-2.
Imagen adaptada de Krammer, F. SARS-CoV-2 vaccines in development. Nature 2020
586:7830 586, 516-527 (2020).

De acuerdo a la OMS, hasta el momento mas de 180 candidatos vacunales contra
el SARS CoV-2 se encuentran en desarrollo. Estos candidatos se basan en distintas
plataformas, algunas emplean virus atenuados o inactivados, proteinas
recombinantes, vectores virales, particulas tipo virales o &cidos nucleicos como
DNA y RNA (Figura 8). Debido a los estudios en SARS y MERS y a todos los datos
acumulados durante este afio de la pandemia, un porcentaje mayor al 90 % de los

desarrollos vacunales emplean a la proteina Spike como antigeno vacunal. Hasta
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el mes de 2021 a nivel mundial se cuentan ya con 10 vacunas autorizadas para uso
de emergencia, 8 vacunas aprobadas’! y 184 vacunas en fases preclinicas’. Del
dato anterior, el 36 % corresponde a vacunas basadas en subunidades proteicas.

Los estudios preclinicos son un punto fundamental en el desarrollo de cualquier

vacuna’®’2,
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Figura 8. Plataformas empleadas para el desarrollo de vacunas. Estrategias empleadas
para el desarrollo de Candidatos vacunales contra el SARS CoV-2. Vacunas basadas en
virus inactivados, particulas tipo virales, vectores virales, proteinas recombinantes y acidos
nucleicos se encuentran en desarrollo. Creado en Biorender.com
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Justificacion.

Estudios en coronavirus como SARS CoV y MERS, ademas de todo el conocimiento
generado a lo largo de un afio con SARS CoV-2 han evidenciado la capacidad
inmunogénica de las proteinas estructurales S y N. Se tiene bien establecido que
los candidatos vacunales que emplean a la proteina S como antigeno®’, inducen

una respuesta inmune protectora mediada por anticuerpos neutralizantes.

Las evidencias de candidatos vacunales para los coronavirus antes mencionados,
han permitido un rdpido desarrollo de vacunas contra el SARS CoV-2, las cuales en
su mayoria emplean a la proteina S como antigeno®’. Sin embargo, es claro que
deben existir otros antigenos que también participen en la induccién de una
respuesta inmune protectora, tal es el caso de la proteina N, que se ha demostrado

es capaz de inducir una respuesta inmune protectora mediada por células T73.

Hasta la fecha se han reportado una gran cantidad de mutaciones en la proteina S
del SARS CoV2, lo que ha generado diversas variantes para este virus. Existen
reportes que demuestran que los anticuerpos presentes en individuos vacunados,
poseen una capacidad neutralizante menor para las variantes reportadas del SARS
CoV-274, Sin embargo, el andlisis comparativo de las secuencias de diferentes
aislados de SARS CoV-2 no muestran variaciones en la secuencia codificante para
la proteina N. Lo anterior sugiere que el uso de esta proteina como candidato
vacunal, podria inducir una respuesta inmune contra las variantes que actualmente
circulan en el mundo. Un estudio preclinico de un candidato vacunal que emplea a
la proteina N como antigeno, reporta que los animales inmunizados con esta
proteina son capaces de establecer una respuesta inmune contras variantes del
SARS CoV-2. Este estudio indica ademas que la respuesta inmune es de naturaleza
celular e independiente de anticuerpos neutralizantes’. Hasta el momento se
desconoce si la proteina N induce anticuerpos neutralizantes, sin embargo, se sabe
es capaz de inducir una respuesta de células T de memoria®®. Por otra parte, se ha

observado respuesta de células T de memoria contra la proteina N SARS CoV
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después de 11 afos posteriores a una primo-infeccion 6. De manera interesante, y
contrastante la inmunidad humoral para este mismo coronavirus se ha detectado
solo 3 afios después de la primera infeccion®. Estos datos sugieren que la
inmunidad celular persiste por mas tiempo y, por lo tanto, es importante considerar
un candidato vacunal que induzca ambos brazos efectores del sistema inmune,

tanto celular como humoral.

Recientemente, algunos grupos de investigacion proponen el empleo de otros
antigenos de este virus para la generaciéon de nuevos candidatos vacunales. Dentro
de estos posibles nuevos antigenos se encuentra el uso de la proteina N. Hasta el
momento, son pocos los trabajos que proponen la combinacion de mas de un

antigeno para la inducciéon de una respuesta inmune mas robusta’®-78,
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Hipotesis.

La inmunizacion combinada de las proteinas recombinantes S1/N o RBD/N inducira
una respuesta inmune mas robusta en comparacién a una inmunizacion individual

de antigenos.

Objetivo General.

Evaluar la combinacion de las proteinas RBD/N y S1/N del SARS CoV-2 en la

induccién y magnitud de la respuesta inmune en un modelo preclinico.

Objetivos Especificos.

1.- Disefar y caracterizar los plasmidos recombinantes que codifiquen para las
proteinas N, S1 y RBD del SARS CoV-2.
2.- Evaluar la expresion de las proteinas recombinantes N, S1 y RBD del SARS
CoV-2 en la linea celular Expi293.
3.- Realizar la purificacién de las proteinas recombinantes N, S1 y RBD del SARS
CoV-2.
4.- Realizar esquemas de inmunizacién en ratones BALB/c con las proteinas
recombinantes N, S1 y RBD de forma individual o en combinacion, y analizar la
respuesta inmune inducida por estas.

a) Analizar los niveles de anticuerpos de clase IgM e IgG.

b) Determinar la capacidad neutralizante de los anticuerpos inducidos.

c) Determinar las citocinas inducidas por las proteinas recombinantes.
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Metodologia.

Cultivo Celular.

Las células Expi293F se crecieron a una densidad de 3x108 células/ml en medio
Expi293 TM (Gibco, ThermoFisher USA) a 37 °C, al 8 % de CO:2 y en agitacion

constante a 125 rpm.

Las células Vero se cultivaron en botellas T-75 con medio RPMI suplementado con
5 % de suero fetal bovino, 1 % antibiotico/antimicético, 1 % vitaminas, 1 %
glutamina, 1 % de aminoacidos y 1 % de piruvato. A 37 °C y una atmosfera de 5 %
de CO:..

Disefio de plasmidos

pCAGGS/RBD

Para la expresion de la proteina RBD se emple6 una construccion donada
generosamente por el grupo del Dr. Florian Krammer y colaboradores™. Esta
construccion contiene la secuencia codificante para los aminoacidos 319-541 del
dominio RBD de SARS-CoV-2 (GenBank: MN908947.3). En el extremo 5" contiene
los primeros 14 aminoacidos de la proteina S de este mismo virus y que
corresponden a una sefal de secrecion. En el extremo 3" se adicion6 una secuencia
codificante para una bandera de 6 histidinas. Toda la secuencia fue optimizada y

clonada en el vector de expresion eucarionte pCAGGS (GeneWiz).

pcDNA3.1/S1

El disefio de la construccion pcDNA3.1/S1 incluye la secuencia codificante para el
dominio S1 (nucleétidos 21563-23738) correspondiente a los primeros 739
aminoacidos de la proteina Spike de SARS CoV-2 (GenBank: MN908947.3). En el
extremo 3’se adicion6 como bandera una secuencia codificante para 6 histidinas.

La secuencia fue optimizada para su expresidn en células eucariontes por la
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empresa Gen Script y clonada en el vector de expresion eucarionte pcDNA3.1 entre

los sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y Xhol.

pcDNA3.1/N

El disefio de la construccién pcDNA3.1/N incluye la secuencia codificante para la
proteina completa de Nucleocapside (nucleétidos 28274-29533) del SARS CoV-2
(GenBank: MN908947.3). En el extremo 5" se adiciond la secuencia codificante para
los primeros 14 aminoé&cidos de la proteina Spike del SARS CoV-2 (nucledétidos
21563-21605) y que corresponden a una sefial de secrecion. En el extremo 3'se
adicion6é como bandera una secuencia codificante para 6 histidinas. La secuencia
fue optimizada para su expresion en células eucariontes por la empresa Gen Script
y clonada en el vector de expresion eucarionte pcDNA3.1 entre los sitios de
restriccion para las enzimas Kpnl y Apal.

Spike
S1 S2
114 319 541 shie 7 1273
Senal de RBD Sitio de corte
secrecion polibasico
$1
319 541 i = —— i
Sefal de 6x His Tag Sefal de 6x His Tag
secrecion secrecion
s-RBD-His s-S1-His
Nucleocapside
1 419
NTD CTD

|

Senal de 6x His Tag

secrecion

s-N-His

Figura 9 Esquema de los pldsmidos s-N-His, S1-His, s-RBD-His. Esquema
representativo del disefio de los plasmidos codificantes para las proteinas N, S1 y RBD del
SARS CoV-2. Los recuadros rejos esquematizan la secuencia la sefial de secrecion, en los
recuadros de color gris, un Tag de 6 histidinas. Creado en Biorender.com
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Transformacion.

Las bacterias XL10Gold se transformaron con 10 ng de plasmido y se incubaron 20
minutos en frio. Transcurrido este tiempo se dio un choque térmico a 42 °C por 45
segundos, seguido de 1 minuto en hielo. Se adicionaron 250 yL de medio LB sin
antibiético y se incub6 1 h en agitacion a 37 °C. Posteriormente la mezcla se pas6

a placas de LB Agar con Ampicilina. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.

Aislamiento de plasmidos

El andlisis de la presencia del inserto en los plasmidos se llevé a cabo mediante la
preparacion de Minipreps, para ello se seleccionaron al azar colonias que crecieron
en presencia de ampicilina. Se tomé una azada de estas y se inocularon en 5ml de
medio LB mas antibiético. Estds mismas colonias se resembraron en una placa de
agar LB méas ampicilina. Las bacterias de los cultivos liquidos se empastillaron a
13000 rpm durante 15 minutos. Se adicionaron 300 uL de buffer TENS al pellet
obtenido y posteriormente 150 yL de buffer de Acetato de sodio 3M pH 5.2, se
homogeniz6 mediante vortéx y se procedié a centrifugar a 13000rpm durante 5 min.
Se recupero el sobrenadante y se agregaron 900 uL de EtOH absoluto frio a cada
tubo, estos se almacenaron a -70 °C durante una hora. Transcurrido este tiempo se
centrifugd durante 15 minutos a 13000 rpm, se decantd el sobrenadante y se
realizaron 2 lavados con EtOH al 70 %. El pellet obtenido se dej6 secar durante 15
minutos a temperatura ambiente, este se resuspendid en 25 pL de H20 estéril.

El DNA plasmidico se analiz6 mediante un proceso de electroforesis en un gel de

agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio.

Maxi-Prep

Con base en el gel del DNA obtenido por Miniprep se seleccioné una colonia para
cada uno de las construcciones. Se tomo6 una azada de la colonia seleccionada y

con esta se realiz6 un subcultivo en 10 ml de medio LB méas ampicilina. Este se
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incubd toda la noche a 37 °C en agitacion. Al dia siguiente se tomaron 500 pL de
este subcultivo y se inocularon en 500ml de medio LB mas ampicilina, el cultivo se

realizo toda la noche a 37 °C y en agitacion a 180 rpm.

La obtencion de DNA plasmidico se realizé de acuerdo a las instrucciones del kit
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN). Los cultivos bacterianos se centrifugaron 20 min a 600
rpm para obtener el pellet de bacterias. Posteriormente se adicionaron 10 ml de
buffer P-1, 10 ml de buffer P-2 y finalmente 10 ml de buffer P-3- La mezcla se incub6
20minutos en frio. Se procedid a centrifugar a 20000 xg por 30minutos a 4 °C. El
sobrenadante obtenido se hizo pasar en una columna previamente equilibrada con
10 ml de buffer QBT. Posteriormente se realizaron 2 lavados con 30ml de buffer QC
y el DNA se eluy6 con 15 ml de buffer QF. Se adicionaron 10.5 ml de Isopropanol y
se centrifugd a 20000 xg por 30 minutos a 4 °C. El botdén obtenido se lavé 2 veces
con 1 ml de EtOH al 70 %, finalmente este se dejo secar a temperatura ambiente y
se resuspendié en 250 pL de agua estéril. EI DNA obtenido se cuantific6 mediante

el equipo Nanodrop.

Ensayos de restriccién enzimética.

El DNA obtenido por MaxiPrep se ajusté a una concentracion de 1 pg/uL con agua
estéril. Se emple6 1 pug de DNA para digerir con las enzimas de restriccion
correspondientes. La mezcla de reaccidén fue la siguiente. S1: 1 yuL de DNA, 1 pL de
enzima Kpnl, 1 pL de enzima Xhol, 2 pL de buffer CutSmart™ vy 15 L de H20 estéril.
N, 1 uL de DNA, 1 pL de enzima Kpnl, 1 uL de enzima Apal, 2 pL de buffer
CutSmart™y 15 pyL de H20 estéril. RBD, 1 pL de DNA, 1 pL de enzima Xhol, 1 pL
de enzima Hindlll, 2 uL de buffer CutSmart™ y 15 L de H20 estéril.

Las mezclas de reaccion para RBD y S1 se incubaron toda la noche a 37 °C. La
mezcla para N se incubo una hora a 27 °C y posteriormente toda la noche a 37 °C.
Las muestras digeridas y no digeridas se analizaron mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio.
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Analisis de Secuencias.

Las muestras de DNA plasmidico se enviaron a secuenciar con la empresa
Macrogen Corea. Los datos obtenidos de la secuenciacion se analizaron en las

plataformas Clustal Omega y Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Transfeccion

El proceso de transfeccion se realiz6 empleando el kit Transient Protein Expression
System™ (GIBCO, ThermoFisher USA). Una vez que el cultivo de células Expi293
se ajustd a una densidad celular de 3x10° células/ml, se preparé la mezcla de
transfeccion. En un primer tubo se diluyé el DNA plasmidico (RBD, S1 o N) arazén
de 1 pg de DNA por ml de cultivo en 3 ml de medio Opti-MEM™ (Gibco,
ThermoFisher USA). En un segundo tubo se diluyeron 160 pL de Expifectamina™
293 (Gibco, ThermoFisher USA) en 3 ml de medio Opti-MEM™. Se realizé la mezcla
y esta se incubd 20 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, la
mezcla se adiciond al cultivo celular. 24 h post transfeccidn se adicionaron 300 pL

de Transfection Enhancer-1™y 3 ml de Transfection Enhancer-2™,

Analisis de la expresion de las proteinas recombinantes

Al dia 5 y 7 post-transfeccion se tomaron alicuotas de los cultivos celulares y se
analizaron mediante geles de poliacrilamida. Para los sobrenadantes de los cultivos
celulares transfectados con RBD y N, se emplearon geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 15 % en presencia de SDS, mientras que para los sobrenadantes

de los cultivos transfectados con S1 los geles empleados fueron al 8 %.

Algunos de los geles se tifieron durante 30 minutos con Azul Coomassie y
posteriormente fueron tratados con solucién destefiidora (acido acético, metanol).
Estos se documentaron empleando el equipo ChemiDoc MP Imagen System (Bio-

Rad). Otros geles fueron trasferidos a membranas de nitrocelulosa durante 2 horas
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a 120 V. Posteriormente las membranas se bloquearon empleado una solucion al
5% de caseina (Leche semidescremada) /PBS-Tween 0.1 %, durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo, se adicioné el anticuerpo anti Histidina-HRP (Invitrogen)
en dilucion 1:500 (PBS-Tween/ Leche 5 %) durante toda la noche. Se realizaron
lavados con PBS-Tween 0.1 % Se adiciond el reactivo y las membranas fueron

observadas también en el equipo ChemiDoc MP Imagen System (Bio-Rad).

Ensayos de Western Blot.

Los sobrenadantes se recolectaron al dia 7 postransfeccién y fueron centrifugados
a 3000 rpm durante 15 minutos. Posteriormente estos se concentraron a un volumen
final de 5 ml, en tubos centricones con corte de 50 kDa para RBD y N, y corte de
100 kDa para S1. Los sobrenadantes concentrados se analizaron geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 15 % para RBD y N, y al 8 % para S1. Estos
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 2 horas a 120 V. Posteriormente las
membranas se bloquearon empleado una solucién al 5 % de caseina (leche
semidescremada) /PBS-Tween 0.1 %, durante 2 horas. Como anticuerpo primario
se emplearon sueros de individuos convalecientes a COVID-19, en una dilucion
1:500 (PBS-Tween/ Leche 5 %) durante toda la noche. Se realizaron lavados con
PBS-Tween 0.1 % y se adicion6 como anticuerpo secundario se empled el
anticuerpo goat-anti human-HRP (Invitrogen) durante 1 hora. Transcurrido este
tiempo se realizaron lavados con PBS-Tween 0.1 % y finalmente se adicioné el
reactivo. Las membranas fueron observadas empleado el equipo ChemiDoc MP

Imagen System (Bio-Rad).

Purificacion de las proteinas recombinantes.

Los sobrenadantes se recolectaron al dia 7 post transfeccion y se centrifugaron a
3000 rpm por 15 minutos. Posteriormente estos se concentraron a un volumen final
de 5 ml, en tubos centricon con corte de 50 kDa para RBD y N, y corte de 100 kDa

para S1. Posteriormente, se llevaron a un volumen final de 50 ml con Buffer A (25
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mM Na2HPOa4, 25 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol). La purificacion se
realizd mediante FPLC empleando el equipo AKTA-Pure 25M. Para ello se utilizé
una columna HisTrap HP 5 ml (Cytiva) la cual se equilibré con 10 voliumenes de
Buffer “A”. Enseguida se realizé la inyeccién del sobrenadante del cultivo (proteina),
y a continuacion la columna fue lavada con 10 volumenes de buffer “A” para eliminar
contaminantes. Posteriormente se realizé la elucién con Buffer “B” mediante un
gradiente de concentracion (25 mM NazHPO4, 25 mM NaH2PO4, 500 mM NacCl, 500
mM Imidazol). El pH de los buffers “A” y “B” fue diferente para cada proteina; RBD
pH= 7.4 S1 pH= 6.4, N pH= 9. Finalmente, las fracciones obtenidas se analizaron
mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS tefidos

con azul Coomassie.

Las fracciones que contenian la proteina de interés, se concentraron a 1 ml en tubos
centricon del corte descrito anteriormente. Estas se sometieron a purificacion por
FPLC utilizando una columna de exclusion molecular Superdex 75 10/300 GL (RBD
y N) o Superdex200 increase 10/300 GL (S1) (Cytiva). De forma inicial, la columna
se equilibré con 10 volimenes de PBS, enseguida se hizo la inyeccién de la proteina
y el proceso de elucién se realiz6 empleando PBS. Las fracciones obtenidas se
analizaron mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida en presencia de SDS
tefiidos con azul Coomasie. Aquellas fracciones enriquecidas con las proteinas
purificadas se cuantificaron mediante el kit de Bradford (Biorad) y se analizaron
nuevamente en un gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomasie para determinar

la pureza de estas.

Protocolo de Inmunizacion.

Se emplearon 6 grupos de 10 ratones BALB/c, hembras de 5-6 semanas. Los

grupos empleados fueron los siguientes.

Grupo 1: Inmunizacién con N

Grupo 2: Inmunizacién con S1
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Grupo 3: Inmunizacion con RBS
Grupo 4: Inmunizacién con RBD+ N
Grupo 5: Inmunizacién con S1 + N

Grupo Control: Inmunizacién PBS (

Se administraron 3 dosis con 10 ug de antigeno via intraperitoneal cada una. En la
primera inmunizacion los antigenos se mezclaron con 50 pL de adyuvante completo
de Freund (Sigma-Aldrich). En la segunda y tercera inmunizacién el antigeno se
diluyo en 50 pL de PBS méas 50 pyL de Adyuvante incompleto de Freund (Sigma-
Aldrich). El grupo control se inmunizé Unicamente con PBS mas los adyuvantes

antes mencionados.

6 grupos de 10 ratones

1er 2da 3ra BALBI/c
Inmunizacion Inmunizacion Inmunizacion EE RBD = S1 = N
10pg Antigeno 10ug Antigeno 10ug Antigeno
ACF, IP. AIE, IP. ALF, LP. =2 RBD/N [ S1/N 1 PBS
¥ 4 ¥
Dias ( ( | (
0 20 40 60 80

Sangradoy obtenciénde suero

Figura 10. Esquema de inmunizacion. Se emplearon 6 grupos de 10 ratones BALB/c los
cuales se inmunizaron de forma individual o en combinacion con las proteinas N, S1y RBD
del SARS CoV-2. Se tomaron muestras de sangre en el dia 0 y a intervalos de 20 dias
previo a cada inmunizacion. Creado en Biorender.com

Obtencion de Suero

Los ratones para experimentacion fueron sangrados de acuerdo a los lineamientos
éticos establecidos por la NOM-062-ZO0-1999 y de acuerdo el protocolo 02-11-16.
Previo al sangrado los ratones se anestesiaron con ketamina/xilacina. Se obtuvo
sangre de la vena caudal de cada uno de los ratones en tubos Eppendorf. La sangre
obtenida se centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos para poder separar el suero de

la fase celular. La obtencién de sangre se realiz6 al dia 0, 20, 40, 60 y 80.
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Determinacion de anticuerpos IgM/IgG.

Los niveles de anticuerpos de clases IgM e IgG especificos contra las proteinas de
interés se determinaron mediante ensayos de ELISA. Placas de 96 pozos (Greiner
bio-one) se sensibilizaron con 50 pL de cada una de las proteinas de interés (S1,
RBD y N) a una concentracion de 2 pg/ml durante toda la noche a 4 °C. En cada
pozo se colocaron 50 pL de la preparacion. Se realizo 2 lavados con PBS-Tween
0.1 % y posteriormente las placas se bloquearon con PBS Tween (0.1 %) leche al
5 % (100 pL por pozo) durante 1 hora. Los sueros se diluyeron 1:100 en PBS-Tween
Leche al 5 % y se colocaron 50 pL por pozo. Estos se incubaron 2 h a temperatura
ambiente. Se realizaron los lavados y se adicion6é un anticuerpo goat anti-mouse
IgM-HRP (Invitrogen) dilucion 1:4000 o goat anti-mouse IgG-HRP (Invitrogen)
dilucion 1:5000. Se incub6 por una hora. Transcurrido el tiempo de incubacion se
realiz6 el lavado de la placa y se adiciond 50 uL por pozo de la solucion reveladora
(Buffer de citratos 10X, OPD, H20 y H202). Se incub6 15 minutos a 37 °C y posterior
a esto la reaccion se detuvo con H2SO4 2 N. Se realiz6 la lectura de la placa en un
lector de ELISA (Multiskan FC, Thermo scientific) a una longitud de onda de 450

nm.

Determinacion de anticuerpos neutralizantes (Neutralizacion
simulada).

La prueba de Neutralizacion simulada (SnELISA) se realizé como lo describié Abe
et al (2020) con algunas modificaciones®. Se utilizaron microplacas Maxisorp ELISA
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) y se fij6 con 50 yL RBD (2ug/ml)
utilizando buffer de carbonatos 50 mM pH 9.6 e incubando toda la noche a 4° C.
Posteriormente, se realizé un lavado con 300 uL de PBS y se incubd con 100 uL de
buffer de bloqueo (PBS Tween 0.05 %, BSA 2 % y Glucosa 3 %) por una hora a
temperatura ambiente y se lavd con 300 uL de PBS. Se realizaron diluciones 1:20
de suero en PBS-leche al 1 % y se incubaron 50 pL de la dilucion por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 4 lavados con 250 uL de PBS
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Tween 0.05 %, se incubd 50 uL de ACE2 biotinilada en PBS (2 pg/ml) y se incubd
durante 30 min. Se dieron 4 lavados con 250 uL de PBST 0.05% y se incub6 50 pL
de estreptavidina-HRP (1:2000) por 30 min. Se dieron 4 lavados con 250 uL de
PBST 0.05 % y se incub6 50 uL de TMB por 20 min. La reaccion se detuvo con 50
ML de H2SO4 1 M. Como control se utiliza ACE2 por duplicado. Los resultados se
expresan como el % de neutralizacion = (1-(densidad O6ptica muestra
problema/densidad Optica control)) *100. Las muestras con valores >35 se

consideran positivos.

Obtencion de esplenocitos.

Los ratones inmunizados se sacrificaron mediante puncion cardiaca 120 dias post
inmunizacién. Por el método anterior se realizé también el sangrado en blanco de
estos animales. Se extrajo el bazo de cada animal y se colocé en una caja Petri.
Los bazos de cada raton fueron disgregados para liberar los linfocitos con ayuda de
una malla metélica y el embolo de una jeringa de 5 ml. Los restos de tejido celular
quedaron retenidos por la malla metélica. La suspensién celular de esplenocitos, se
recuperd en 20 ml de medio RPMI y se centrifugd por 10 minutos a 1100 rpm. El

paquete celular se recuper6 en 10 ml de medio RPMI y se realiz6 el conteo celular.

Cultivo y estimulo de esplenocitos.

En placas de cultivo de 96 pozos se sembraron 2x10° esplenocitos en un volumen
total de 200 pL de medio RPMI suplementado. Las células se estimularon con 2
ug/ml de las proteinas recombinantes del SARS CoV-2 durante 48 horas. Como
control positivo se emple6 PMA a una concentracion de 50 ng/ml y como control
negativo, medio RPMI. Transcurrido el tiempo de incubacion se recuperaron los
sobrenadantes, se centrifugaron 10 minutos a 2000 rpm para eliminar restos

celulares y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.
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Ensayo de CBAs.

La determinacion de citocinas secretadas por los linfocitos obtenidos del bazo de
los ratones inmunizados se realiz6 mediante el kit Cytometric Bead Array (CBA)

Mouse Th1/Th2 Cytokine (BD) siguiendo las instrucciones del manual.

De forma inicial se prepard una curva de concentracion a partir del estandar de
citocinas. Se hicieron las siguientes diluciones 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
y 1:256, usando como control solo diluyente. Como punto maximo de la curva se
empled estandar de citocinas sin diluir y como punto minimo, Unicamente diluyente.
A continuacion, se mezclaron con cada una de las citocinas a evaluar. Se
adicionaron 25 uL de la mezcla a cada tubo correspondiente a la curva de
concentracion. Se usaron 25 pL de cada uno de los sobrenadantes problemas, a
los cuales se les adicion6 25 pL de la mezcla de citocinas. Posteriormente a cada
tubo se le adicionaron 25 pL de detector PE (Th1/Th2). Las muestras se incubaron
durante 2 horas y media protegidas de la luz. Transcurrido este tiempo las muestras
se lavaron con 500 pL de Wash-buffer y se centrifugaron 5 min a 2000 xg.
Posteriormente se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100 uL
de Wash-Buffer. Las muestras se analizaron empleando el citotmetro BD FACS

Canto II.

Inmunofluorescencia de células infectadas con SARS CoV-2.

Células Vero fueron plaqueadas a una densidad de 6x10* células por pozo. Estas
fueron infectadas con 1 MOI del virus de SARS CoV-2 en el laboratorio BSL-3 del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Las células se incubaron
durante 24horas y posteriormente se fijaron con 300 yL de PFA durante 20 minutos.
Se realizaron 3 lavados con PBS. Las células fijadas se dejaron 12 horas bajo luz
UV para asegurar la inactivacion del virus. Células Vero no infectadas se fijaron bajo

el mismo procedimiento antes descrito.
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Para la tincion de inmunofluorescencia las células Vero se permeabilizaron con 500
puL de PBS-Tritdn 0.1 % durante 1 hora. Posteriormente, se realizé un bloqueo
empleando 500ul de una mezcla de Suero de chivo/PBS-Tritdn 0.1 % por una hora.
Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados con PBS-Tritbn 0.1 % y se
adicionaron los sueros de los ratones inmunizados en una dilucion 1:200 Suero de
chivo/PBS-Triton, estos se dejaron incubando durante 1 hora. Se realizaron 3
lavados con Suero/PBS-Triton 0.1 % y se adiciond el anticuerpo secundario anti
mouse IgG-Cy3 (Invitrogen) en una dilucion 1:500 durante una hora. Posteriormente
se realizaron 5 lavados empleando PBS-Tritdbn 0.1 % y las células se dejaron
durante 10 minutos en agua. Finalmente, se adicionaron 3 pl de Vectashield/DAPI.

Las células se observaron empleando el microscopio Leica SPS8.
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Resultados.

Cuantificacion del DNA.

Los insertos sintetizados de manera comercial se amplificaron para tener un abasto
suficiente de cada construccion para llevar cabo las transfecciones
correspondientes. Las concentraciones que se obtuvieron fueron como lo indica la
tabla 1.

Tabla 1. Cuantificacion del DNA plasmidico para las construcciones pcDNA3.1/N,
pcDNA3.1/S1y pCAGGS/RBD

Construccion Concentracion
pcDNA3.1/N 2000 ng/ul
pcDNA3.1/S 1500 ng/ul
pCAGGS/RBD | 1900 ng/ul

Caracterizacion de las construcciones pcDNA3.1/S1 pcDNAS.1/N.

Las construcciones se analizaron con las enzimas de restriccion correspondientes
y se observaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % tefiidos con
bromuro de etidio (Figura 11). Para los tres incisos el primer carril corresponde al
marcador de pares de bases y el segun carril, al plasmido sin digerir. En los carriles
donde se colocaron los plasmidos sin digerir se observan bandas por arriba de los
5000 pb. En contraste en los carriles donde se corrieron los plasmidos digerido se
observan 2 bandas, una de mayor tamafio correspondiente al plasmido (pcDNA3.1
o PCAGSS) y una banda de menor tamafio correspondiente al inserto. En el inciso
A de lafigura 11 se observa en el tercer carril una primer banda con una tamario de
5.4 Kb que corresponde al plasmido pcDNA3.1 y una segunda banda con un tamafo
de 1.3 Kb que corresponde al inserto N. En el inciso B se observa en el tercer carril
una primer banda con un tamafio de 5.4 Kb que corresponde al plasmido pcDNA3.1

y una segunda banda con un tamafio de 2.1 Kb que corresponde al inserto S1.
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Finalmente, en el inciso C se observa en el tercer carril una primer banda con un
tamafo de 4.8 Kb que corresponde al plasmido PCAGGS y una segunda banda con

un tamafio de 0.6 Kb correspondiente al inserto de RBD.

A) B)
N $1

o 60 ‘\\
&\Qe(\ “o\'* J

o 4

5.4 Kb

$1
21 Kb

1000

Figura 11 Patrén electroforético de la digestién de plasmidos N, S1 y RBD. Los
plasmidos de las construcciones de interés fueron digeridos con las enzimas de digestion
correspondientes: pcDNA3.1/N (Kpnl-Apal), pcDNA3.1/S1 (Xhol-Kpnl) y PCAGGS/RBD
(Xhol-HindlIl). Estos se analizaron en geles de agarosa al 1 % tefiidos con bromuro de
etidio. Carril 1; marcador de DNA, carril 2; plasmido sin digerir, carril 3; plasmido digerido.

Analisis de secuencias de los plasmidos.

Las tres construcciones fueron secuenciadas por la empresa Macrogen. Con las
secuencias obtenidas experimentalmente se realiz6 un alineamiento de las
secuencias obtenida de los plasmidos disefiados por nuestro grupo de trabajo (s-N-
His y S1-His) con la secuencia del vector pcDNA3.1, para esto se empled la
plataforma Clustal Omega. Se corrobord que la secuencia de interés se encontraba
en marco de lectura. En la Figura 12 se marcan la secuencia flanqueada por las
enzimas correspondientes, asi como la secuencia codificante para el Tag de
histidinas. Empleando la plataforma ExpasyTool Translate se obtuvo la secuencia
de aminoéacidos, en la figura 12 se sefalan los aminoacidos que forman parte de la

seflal de secrecion. Mediante la herramienta BLAST se determind que las
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secuencias experimentales obtenidas correspondian a la proteina S y N del SARS
CoV-2.

A) Kpnl
PCDNA3.1 GTTTAAACTTAAGCTTIGGTACCGAGCTCGGAT ~  mo=co=mcescesoeco-ns- GCTCGAGTCT
s-N-his GCGTTAACTTAAGCTTGGTACCATGTTCGTGT CATCACCATCACCATCACTAACTCGAGTCT
HisTag
Sefial de secrecién ¢ " : ) i .
g cgt taa asg ctt got acc ALG TLC grg TTc Ctg gt ctg cto oot nucleocapsid phosphoprotein, partial [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]
P 4: I :_4 R - L X L G IM F ¥V F 2 (R \ A P I Sequence ID: QSF10492.1 Length: 364 Number of Matches: 1
CTg gtg &agC TCC Cag atg age gac aac gga cCt cag aat cag aga aac gct cca aga atc Range 1960 Aabad G
L SHEDUSNENGE PO VNS0 SRS AP R
BCC TTC gOC QQ& CCT &gC gac agc aca gga agc aac cag aac ggc gaa aga tet gga get ! Expect Met Identit Positiv m
T F 6 6 P 8 D S 7T 6 S N O KN G E R S 6 a 589 bits(1518) 0.0  Compositional matrix adjust. 359/360(99%) 359/360(99%) 0/360(0%) +1
D) Kpnl F)
PCDNA3.1 TAAGCTTRGTACQGAGCTCGGATCCACTAGTC  semesssessresssessseesnenns AGTCTAGAGGG(
S1-his TAAGCTTRGTACQATGTTCGTTTTCCTGG-T- CTEATCACCATCACCATCACTRACTCGAGTCTAGAGGGI
3K K KK K KK K K K X AT T LI * XXRRRXKRRXK

HisTag
surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]
Sequence ID: QJE39038.1 Length: 1273 Number of Matches: 1

Seiial de secrecion
T tta Ctt aag Ctt ggt acc atg ttc gtt ttc Ctg gtg ctg ctt cct
L L K z G T M F v F L v L L P
JiJdC gtc aac ctg acg acc cgg acc cag ctg cca cct gec tac acc
K v ¥ L T * R T @ L P P A Y ‘T

Range 1: 12 to 739 GenPep! Graph

8ac agc TTC acc aga gga gtt tac tat cct gat aag gtg ttc aga tct age gtg ctg cat

N § F T R & V ¥ ¥ P D K V F R S S V L & Score dentit = -
tcc aca caa gac cfg tTc ctg oot Tic tic age aat gic acc tgg Tic cac goc atc cac 1477 bits(3825) 0.0  Compositional matrix adjust. 725/728(99%) 725/728(99%) 0/728(0%) +1
s T ¢ D L F L P F F S N V T W F E A I &

Figura 12. Comparaciony alineamientos de las secuencias. Los datos de secuenciacion
se analizaron en las plataformas Clustal Omega, Expasy Tool Translate y BLAST. Las
flechas rojas sefalan el marco de lectura (A y D). En los recuadros se sefiala la secuencia
de secrecion y el Tag de Histidinas (B y E). El BLAST muestra que las secuencias de los
plasmidos corresponden a las proteinas Sy N del SARS CoV-2 (Cy F).

Evaluacion de la expresiéon de proteinas recombinantes.

Una vez que las células Expi293 fueron transfectadas con las construcciones
pcDNA3.1/N, pcDNA3.1/S1 y pCAGGS/RBD, los sobrenadantes se analizaron al
dia 5y 7 en geles de poliacrilamida tefiidos con azul Coomassie para analizar la
presencia de alguna banda extra con el peso molecular correspondiente a cada
proteina. Como controles se emplearon sobrenadantes de células Expi293 sin
transfectar (Figura 13).

Al analizar los geles tefiidos con azul Coomasie, en los sobrenadantes de las células

transfectadas con pcDNA3.1/N se observaron bandas por arriba de los 50 kDa. En

34



los sobrenadantes de las células transfectadas con pcDNA3.1/S1 se aprecia una
banda cercana a los 130 kDa y con pCAGGS/RBD se observa una banda cercana
a los 35 kDa. Ninguna de estas bandas se observo en las células no transfectadas.
Las tres proteinas contienen una bandera de histidinas, por lo que para el Western
Blot se emple6é un anticuerpo anti Histidinas acoplado a HRP (Figura 13). En el
sobrenadante de células transfectadas con N (Figura 13A) se observan 2 bandas
una de 55 kDa y otra de 58 kDa aproximadamente. De acuerdo a la literatura, la
banda de mayor tamafio corresponde a la proteina N glicosilada, mientras que la
banda de 55 kDa corresponde a la proteina N sin glicosilar. En el sobrenadante de
células transfectadas con S1 (Figura 13B) se observa una banda de 120 kDa.
Mientras que en el sobrenadante de células transfectadas con RBD (Figura 13C) se
observa una banda de 35 kDa. El peso de las bandas observadas corresponde con

el estimado para cada una de las proteinas recombinantes.

A) N
dias —dias
MPM SIT 5 7 MPM SIT 5 Z
100 =~ 100 |
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B) s1
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130 =~ @a120kDa130 wf ' 4a120kDa
100 s 109
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Figura 13. Los sobrenadantes de las células Expi293 transfectadas, expresan las
proteinas recombinantes N, S1y RBD del SARS CoV-2. Los sobrenadantes de células
Expi293 transfectadas con las construcciones pcDNA3.1/N, pcDNA3.1/S1y pCAGGS/RBD
fueron analizados 5y 7 dias post transfeccién. El panel de la izquierda corresponde a geles
de poliacrilamida tefiidos con azul Coomassie. Primer carril, marcador de peso molecular,
segundo carril, sobrenadante de células no transfectadas, tercer carril, sobrenadante 5 dias
postransfeccion, cuarto carril, sobrenadante 7 dias postransfeccion. Panel derecho, WB con
anticuerpo anti-histidinas. Primer carril, marcador de peso molecular, segundo carril,
sobrenadante de células no transfectadas, tercer carril, sobrenadante 5 dias
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postransfeccion, cuarto carril, sobrenadante 7 dias postransfeccién. Las flechas sefalan la
banda correspondiente a la proteina de interés.

Con la finalidad de identificar a las proteinas recombinantes, se emple6 como
anticuerpo primario el suero de individuos recuperados de COVID-19 en un ensayo
de Western blot con los sobrenadantes de las células transfectadas Como un control
negativo se empled suero prepandémico del afio 2018. De acuerdo a la Figura 14
se observo que los anticuerpos presentes en los individuos recuperados de COVID-
19 reconocen a las 3 proteinas recombinantes. Este dato indica que las proteinas
recombinantes poseen determinantes antigénicos presentes en las proteinas
nativas del virus SARS CoV-2. El reconocimiento de las proteinas recombinantes

del SARS CoV-2 no se dio al emplear el suero prepandémico.

A) B) C)
Expi293 Sobrenadante Expi293 Sobrenadante Expi293 Sobrenadante
MPM  SIT N MPM SIT S1 MPM SIT RBD
Suero (+)
70 Suero (+) 430 35 [— g | ¢ 35kDa
Suero (+) — - |@58kDa 4 120kDa  COVID-19
covip-19 55| == i covery AW Suero ®
Suero 70 Suero 130 pre-pandémico 35 [
pre-pandémico 55 e :)ng;g?ndemlco 100 (2018) 25

(2018)

Figura 14. Los anticuerpos presentes en el suero de individuos recuperados de
COVID-19 reconocen las proteinas recombinantes N, S1y RBD. Los Sobrenadantes de
células transfectadas con las proteinas recombinantes fueron analizado por Western Blot.
Como anticuerpo primario se emple6 suero de individuos recuperados por COVID-19.
Como control negativo se emplearon con suero prepandémico del afio 2018. A)
Sobrenadante de células transfectadas con pcDNA3.1/N, B) Sobrenadante de células
transfectadas con pcDNA3.1/S1. C) Sobrenadante de células transfectadas con
pCAGGS/RBD.

Produccién y purificacién de las proteinas recombinantes.

La produccion del abasto de proteinas recombinantes se llevé a cabo a partir de la
transfeccion de 100 ml de cultivo celular a una densidad de 3x10° células/ml. Debido
a que las proteinas recombinantes poseen una bandera de histidinas, estas se

purificaron empleando una columna Histrap. Esta columna se encuentra cargada
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con niquel. El Ni?* se coordina con el grupo imidazol de las histidinas y permite la
retencion de las proteinas que contengan esta bandera. Los sobrenadantes
recolectados al dia 7 postransfeccion se inyectaron en la columna antes
mencionada. Debido a que el imidazol se encuentra en alta concentracién (500 mM)
en el buffer B, es capaz de desplazar a las histidinas previamente unidas a la
columna, provocando asi la elucidon de estas. Se realizo la elucion con un gradiente
lineal de Imidazol y se observo la elucion de las proteinas al 30 % de imidazol,
equivalente a una concentracion de 150mM. Este proceso se monitoreé mediante
un cromatograma en donde se grafican las fracciones (ordenada X) y en la ordenada
Y se representan las absorbancias de las proteinas eluidas (Figura 15). En este
primer paso de afinidad se obtuvieron un promedio de 15 fracciones, cada una con
un volumen de 5 ml. Estas fracciones se analizaron en un gel de poliacrilamida y
se tifieron con azul Coomassie (Figura 16). Aquellas fracciones enriquecidas con
las proteinas de interés se mezclaron y concentraron mediante tubos centricones a
un volumen final de 1 ml. Este mililitro de proteina concentrada fue inyectado a una

columna de exclusion molecular (Superdex 75/Superdex 200 10/300 GL).
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Figura 15. Cromatogramas de purificacion por columnade afinidad. La purificacion por
afinidad se monitore6 midiendo la absorbancia de las proteinas contenidas en las fracciones
eluidas. La lectura se realiz6 a 280 nm y se grafico en mAU (eje X) contra el volumen de
elucién (eje Y). Los picos de mayor tamafio corresponden a las fracciones enriquecidas con
las proteinas de interés.
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Figura 16. Analisis de fracciones obtenidas en el proceso de purificacién por afinidad.
Para la purificacion por afinidad se empled una columna Histrap HP (Cytiva). Posterior a la
inyeccion de los sobrenadantes se realizé la elucién empleando un gradiente de Imidazol 500
mM Las fracciones obtenidas se analizaron en geles de poliacrilamida tefiidos con azul
Coomassie. Primer carril, marcador de peso molecular, segundo carril, input, carriles
restantes, fracciones eluidas.

La elucién en el proceso de exclusion molecular se realizé con PBS. Este proceso
se monitored mediante un cromatograma que representa las absorbancias emitidas
por las proteinas eluidas (Figura 17). Se observé que para la proteina N el pico
maximo se alcanza 8 ml después del inicio de la elucion, para la proteina S1 el pico
maximo fue a los 3 mly para la proteina RBD a los 11 ml posteriores al inicio de la
elucion. En este proceso de exclusion molecular se obtuvieron de 15 fracciones de
500ul las cuales se analizaron mediante geles de poliacrilamida tefiidos con azul
Coomasie (Figura 18).
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Las fracciones enriquecidas con las proteinas de interés se mezclaron. Para la
proteina N se seleccionaron las fracciones 9-11, para la proteina S1 las fracciones
8-11 y para la proteina RBD las fracciones 7-12. La mezcla de estas fracciones se
analiz6 nuevamente en un gel de poliacrilamida tefiido con Coomasie para
determinar la pureza de las proteinas obtenidas (Figura 19). Se observ6 una banda
de 58kDa para N, una banda de 120kDa para S1y una banda de 35kDa para RBD.
Mediante el kit de Bradford se realizé la cuantificacion de las proteinas obtenidas.
Los rendimientos obtenidos por 100 ml de cultivo fueron los siguientes; N 1mg, S1
1.5mg y RBD 4mg.

A) B) C)
N —mAU] s1 [—mAU] RED ——mAU
} °°° |
200 l 500
250
400
150 200
o 300
=) = =)
2 109 2 2
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100 200
E
50 100
9 q
5 0 5 20 5 30 3 0 15 20 %5 30 5 1 15 20 25 30
ml ml mi

Figura 17. Cromatogramas de purificacién por columna de exclusién molecular. La
purificacion por exclusion molecular se monitore6 midiendo la absorbancia de las proteinas
contenidas en las fracciones eluidas. La lectura se realiz6 a 280 nm y se grafic6 en mAU
(eje X) contra el volumen de elucion (eje Y). Los picos de mayor tamafio corresponden a
las fracciones enriquecidas con las proteinas de interés.
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Figura 18. Andlisis de fracciones obtenidas en el proceso de exclusién molecular. Para
la purificacion por exclusién molecular se empled una columna Superdex 75 10/300 GL (RBD
y N) o Superdex200 increase 10/300 GL (S1). Las fracciones seleccionadas del proceso de
afinidad se inyectaron en la columna y fueron eluidas con PBS. Las fracciones obtenidas se
analizaron en geles de poliacrilamida tefiidos con azul Coomasie. Primer carril, marcador de
peso molecular, segundo carril, input, carriles restantes, fracciones eluidas.
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Figura 19. Andlisis de pureza de las proteinas recombinantes. Las proteinas obtenidas
del proceso de exclusién molecular se mezclaron, cuantificaron y analizaron en un gel de
poliacrilamida teflido con azul Coomasie para determinar la pureza de estas.

Evaluacion de larespuestade anticuerpos IgM e IgG en los ratones
inmunizados con las diferentes proteinas recombinantes.

Una vez que los ratones fueron inmunizados con las proteinas recombinantes N, S1
y RBD de forma individual o en combinacién (Figura 10) se analiz6 la respuesta
inmune humoral hacia las proteinas recombinantes del SARS CoV-2. Todos los
grupos de los ratones inmunizados con las diferentes proteinas fueron sangrados al
dia O (suero pre inmune) y al dia 20, 40, 60 y 80 post inmunizacion. En la figura 20
se muestran los resultados de la respuesta de anticuerpos IgM, los niveles de
anticuerpos se representan en DO, se grafica la media de los 10 ratones que
corresponden a cada uno de los grupos de estudio. La Fig. 20 A muestra los niveles
de anticuerpos IgM contra la proteina de nucleocapside. Como se esperaba,
Gnicamente se detectaron anticuerpos IgM contra N en los grupos N, S1/N y RBD/N.
Se observé que los niveles maximos de anticuerpos IgM contra esta proteina se
alcanzaron al dia 20 post inmunizacion. En este mismo dia, se encontrd0 una
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de anticuerpos IgM N en los

grupos N, S1/N y RBD/N con respecto a los grupos control RBD, S1 y PBS. Se
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observé también que conforme transcurren los dias, los niveles de anticuerpos IgM

contra la proteina N disminuyen.
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Figura 20. Las proteinas recombinantes N, S1 y RBD del SARS CoV-2 inducen
anticuerpos especificos de clase IgM. La respuesta de anticuerpos de clase IgM contra
las proteinas N, S1 y RBD del SARS CoV-2 se evalu6 mediante ensayos de ELISA 20, 40,
60 y 80 dias post inmunizacion. Se analizo el suero de 10 ratones para cada grupo en una
dilucién 1:50. Cada barra representa uno de los 6 grupos empleados.

La grafica 20B muestra la respuesta de anticuerpos de clase IgM contra la proteina
S1 representada como DO en los 6 grupos de ratones inmunizados. Se observan
anticuerpos IgM contra S1 en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N. Apreciamos
nuevamente el pico maximo de anticuerpos IgM al dia 20 post inmunizacion, y una
disminucién de estos al trascurrir los dias. En el dia 20 y 40 post inmunizacion se
encontré una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de anticuerpos
IgM S1 en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N con respecto a los grupos control N
y PBS.

La grafica 20C muestran los anticuerpos especificos IgM contra el dominio RBD,

nuevamente se analizaron los 6 grupos inmunizados con las diferentes proteinas.
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Se detectaron anticuerpos IgM RDB en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N, el pico
maximo se observo nuevamente al dia 20. En el dia 20 y 40 post inmunizacion se
encontré una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de anticuerpos
IgM RBD en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N con respecto a los grupos control
Ny PBS.

Con los mismos sueros se realizaron ensayos de ELISA para analizar ahora la
respuesta especifica IgG contra las 3 proteinas recombinantes. En la figura 21 se
muestran los resultados de la respuesta de anticuerpos IgG, los niveles de
anticuerpos se representan en DO, se grafica la media de los 10 ratones que

corresponden a cada uno de los grupos de estudio.

La gréfica 21A corresponde a los anticuerpos IgG contra la proteina N. Se observan
anticuerpos IgG contra N en los grupos N, S1/N y RBD/N. Al comparar los niveles
de anticuerpos IgG contra N en los grupos antes mencionados no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas durante la cinética. Por el contrario, se
observa una clara respuesta de anticuerpos especificos contra la proteina N en
contraste con los grupos inmunizados con PBS, S1 o RBD Esta diferencia fue
estadisticamente significativa. La figura 21B muestra los anticuerpos especificos
IgG contra la proteina S1 para cada grupo. Se observan anticuerpos IgG contra S1
en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N. De manera interesante, la respuesta de
anticuerpos IgG contra la proteina S1 fue mayor al dia 80 en el grupo de ratones
inmunizados con la mezcla de antigenos S1/N en comparacion con el grupo de
ratones inmunizados solo con la proteina S1. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa. Se encontrd también una diferencia estadisticamente significativa en
los niveles de anticuerpos IgG S1 en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N con

respecto a los grupos control Ny PBS.

La figura 21C muestra los anticuerpos especificos IgG contra la proteina RBD para
los 6 grupos de ratones. Se observan anticuerpos IgG contra RBD en los grupos

S1, RBD, S1/N y RBD/N. De manera interesante, la respuesta de anticuerpos IgG

43



contra la proteina RBD fue mayor en el dia 60 y en el dia 80 en el grupo de ratones
inmunizados de forma combinada con RBD/N en comparacioén con el grupo de
ratones inmunizados solo con la proteina RBD. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa. Se encontrd también una diferencia estadisticamente significativa en
los niveles de anticuerpos IgG RBD en los grupos S1, RBD, S1/N y RBD/N con

respecto a los grupos control Ny PBS.
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Figura 21. Las proteinas recombinantes N, S1 y RBD del SARS CoV-2 inducen
anticuerpos especificos de clase IgG. La respuesta de anticuerpos de clase IgG contra
las proteinas N, S1 y RBD del SARS CoV-2 se evalué mediante ensayos de ELISA 20, 40,
60 y 80 dias post inmunizacion. Se analiz6 el suero de 10 ratones para cada grupo en una
dilucién 1:50.

Evaluacion de la respuesta de anticuerpos neutralizantes en los
grupos de ratones inmunizados con las diferentes proteinas
recombinantes.

A pesar que los tres antigenos (S1, RBD y N) son capaces de inducir una respuesta
de anticuerpos especificos de clase IgM e IgG, esto solo es un indicativo que las
proteinas empleadas son inmundgenos eficientes. Reiteradamente se ha
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demostrado que la respuesta inmune protectora contra COVID 19 estéd basada en
la presencia de anticuerpos neutralizantes. Debido a lo anterior, se llevé a cabo la
evaluacion del potencial de neutralizante de los anticuerpos inducidos por las

proteinas recombinantes en los diversos grupos de ratones.

Los ensayos convencionales para evaluar neutralizacion requieren el empleo del
virus, debido a que el manejo del SARS CoV-2 requiere condiciones de
bioseguridad nivel 3, por ello se han desarrollado estrategias para evaluar la
actividad neutralizante de los anticuerpos. En este estudio empleamos un ensayo
basado en la interaccion del receptor ACE2 con la proteina RBD. Esta metodologia
fue desarrollada por el grupo de Investigacion del Dr. Jesus Hernandez Lopez del
Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo A.C. El ensayo antes
mencionado permite detectar anticuerpos neutralizantes contra el SARS CoV-2 que
bloquean la interaccion entre el dominio RBD con el receptor de ACE2. La
interaccidn proteina-proteina entre RBD/ACE2 puede inhibirse si en los sueros a
evaluar se encuentran presentes anticuerpos neutralizantes contra el dominio RBD
del SARS CoV-2.

La capacidad neutralizante de los sueros provenientes de los ratones inmunizados
con las proteinas N, S1 y RBD del SARS CoV-2 se muestra en la Figura 22. Los
resultados se representan como la media del porcentaje de neutralizacién para los
10 ratones de cada grupo (en el eje de las X). En el eje de las “y” se muestran los
grupos de ratones empleados. Observamos actividad neutralizante en lo grupos de
S1, RBD, S1/N y RBD/N. No se observé neutralizacion en los sueros de ratones de
los grupos N y PBS. De manera interesante observamos un porcentaje de
neutralizacion mayor en los grupos inmunizados de forma combinada, S1/N y
RBD/N, con respecto a los grupos inmunizados con un solo antigeno. La diferencia
encontrada fue estadisticamente significativa. Sin embargo, al comparar los niveles
de neutralizacion entre los grupos S1/N y RBD/N, no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa. A pesar que la diferencia entre los 2 grupos antes

mencionados no fue estadisticamente significativa, observamos una tendencia a
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niveles mayores de anticuerpos neutralizantes en el grupo S1/N. Por lo anterior, se
decidio6 realizar una titulacion de los sueros para este grupo, Figura 22B. En la tabla
2 se muestra el titulo de anticuerpos neutralizantes para cada uno de los ratones
del grupo S1 y S1/N. Podemos observar que para el grupo S1/N en una dilucién
1:320 el 80 % de los ratones anticuerpos neutralizantes. Por el contrario, en el grupo
S1 en unadilucion 1:80 el 70 % de los ratones presentan anticuerpos neutralizantes.
El dato anterior refuerza nuestra teoria que una inmunizacion combinada con la

proteina N induce una respuesta inmune mas robusta.
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Figura 22. Las proteinas recombinantes S1 y RBD del SARS CoV-2 inducen
anticuerpos neutralizantes. A) Se analizé el suero de los 10 ratones de cada grupo en
una dilucién 1:20. Se observé actividad neutralizante en los sueros provenientes de los
ratones de los grupos RBD, RBD/N, S1 y S1/N B) Los sueros de los ratones
correspondientes a los grupos S1y S1/N se analizaron en diferentes diluciones. Los sueros
del grupo S1/N presentaron titulos mayores de neutralizacién en comparacion con los
sueros del grupo S1.
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Tabla 2. Titulos de anticuerpos neutralizantes en los grupos S1y S1/N

NUumero de Titulo de anticuerpos
Raton neutralizantes

S1/N S1

1 1:1280 1:160

2 1:640 1:80

3 1:320 1:40

4 1:640 1:80

5 1:320 1:40

6 1:320 1:80

7 1:320 1:80

8 1:320 1:80

9 1:160 1:80

10 1:320 1:80

El suero de los ratones inmunizados con las proteinas
recombinantes, reconoce al virus SARS CoV-2 en células
infectadas.

Para determinar si los anticuerpos presentes en el suero de los ratones inmunizados
con las proteinas N, S1 y RBD son capaces de reconocer al virus SARS CoV-2 en
su forma nativa, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia en células VERO
infectadas con este virus. En la figura 23 se muestran células Vero 48 horas post

infeccién, en color azul se observan los nucleos tefiidos con DAPI.

En el panel superior se empleé suero con anticuerpos contra la proteina N, la
presencia de esta proteina se observa alrededor de los ndcleos. La presencia de la
proteina S y RBD se observa distribuida por todo el citoplasma de las células
infectadas. Estos sueros policlonales se evaluaron también en células Vero no
infectadas, no se observd un reconocimiento inespecifico por parte de estos. Por
otra parte, los sueros de los ratones inmunizados con PBS tampoco mostraron un

reconocimiento inespecifico al ser evaluados en células Vero infectadas.
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Figura 23. Los anticuerpos presentes en los ratones inmunizados con las proteinas
recombinantes, reconocen al virus SARS CoV-2 en su forma nativa. Células Vero
fueron infectadas durante 48horas con 1 MOI del virus SARS CoV2. Se realizo
inmunofluorescencia empleando como anticuerpo primario los sueros de ratones
inmunizados con las proteinas recombinantes N, S1 y RBD del SARS CoV-2. Se observa
el reconocimiento del virus por estos sueros(rojo).

Respuesta de células T.

La respuesta inducida por la proteina S1 y RBD la pudimos detectar por medio de
la deteccion de anticuerpos neutralizantes. Sin embargo, estudios preclinicos en
SARS CoV y SARS CoV-2 sugieren que las células T también son capaces de
brindar un efecto protector ante la infeccion por estos virus’38l,  Este efecto es
atribuido a la capacidad de las células T, CD4+, de producir IFN-y. Se conoce
también que citocinas producidas por las células TCD4 cooperadoras permiten la
maduracioén de las células B a células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Debido a lo anterior, se decidi6é evaluar la capacidad de respuesta de las células T
totales, del bazo de los ratones inmunizados, ante estimulos con las proteinas
recombinantes del SARS CoV-2. Se obtuvieron los esplenocitos de los ratones
inmunizados y estos se estimularon con 2ug de las proteinas N, S1 y RBD durante
48 horas.

Transcurrido el estimulo se analizé la presencia de diferentes citocinas tales como
TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-5 en el sobrenadante. Posterior a los estimulos se
evaluo la produccion de TNF-a, IFN-y e IL-2. Se observaron niveles mayores de
estas 3 citocinas en los grupos RBD/N y S1/N en comparacién a los grupos RBD y
S1(Figura 24).
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Figura 24. El estimulo con las proteinas recombinantes induce la produccion de
citocinas en los esplenocitos de los ratones inmunizados. Células provenientes del
bazo de los ratones inmunizados fueron estimulados con las proteinas N, S1 y RBD del
SARS CoV-2. Se emplearon como controles células sin estimular (S.E.) 48 horas pos

estimulo, se determind mediante CBAs los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-5 en los
sobrenadantes de estas células.
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Discusion.

A julio de 2021 la OMS reporta 184°’547,730 casos de COVID-19 a nivel mundial y
3'993,056 defunciones*. Esta enfermedad ha afectado tanto a paises de primer
mundo y aquellos que se encuentran en vias de desarrollo. Aspectos relacionados
con la capacidad econdmica, politica y los sistemas de salud han influenciado en el
combate de la COVID-19. Algunos paises aparte de lidiar con el SARS CoV-2, han
tenido que lidiar con enfermedades endémicas consideradas como un problema de
salud publica®. A pesar que se han desarrollado vacunas eficaces contra el SARS
CoV-2 y que las aplicaciones de estas han logrado controlar este virus, la
distribucion de estas hasta la fecha no ha sido equitativa. A enero de 2021 el 95 %
de las vacunas en contra del SARS CoV-2 habia sido adquiridos por paises con un
alto poder adquisitivo®?83. Lo anterior provoca una escasez de vacunas contra el
SARS CoV-2 para los paises en vias de desarrollo y de bajos ingresos. Por otra
parte, muchas vacunas que actualmente se encuentran en aplicacion, emplean
tecnologias de vanguardia que no pueden ser implementadas tan facilmente en
paises en vias de desarrollo. Por lo anterior, es importante tener en cuenta vacunas
seguras, eficaces y accesibles para el sector de la poblacion mundial antes
mencionado®84, Por otra parte, el surgimiento de variantes para el SARS-CoV-2 ha
provocado cierta eficacia de algunas vacunas que actualmente se encontraban en

aplicacion.

El desarrollo de vacunas contra el SAR CoV-2 ha sido uno de los temas y uno de
los retos mas importantes durante los Ultimos meses. Para este proceso se han
implementado diversas plataformas, tales como vacunas basadas en virus
atenuados o0 inactivados, vectores adenovirales, proteinas recombinantes o
tecnologias de &cidos nucleicos como RNA®’. El punto medular del disefio de
cualquier vacuna es la eleccidén de un antigeno capaz de inducir respuestas inmunes
tanto humorales como celulares. En este sentido la presencia de otros coronavirus
tales como SARS CoV y MERS causantes de brotes muy graves han proporcionado

conocimientos importantes en el desarrollo de vacunas.
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Ha resultado importante también la evaluacién de la inmunogenicidad de estos
candidatos vacunales en estudios preclinicos. Los modelos animales empleados
deber ser permisivos a la infeccion y, en la medida de lo posible, reproducir la
patologia observada en humanos®. Para el estudio de candidatos vacunales y
farmacos contra el SARS CoV-2 se han empleado animales como ratones,

hamsteres, hurones y primates no humanos&-87,

Debido a que la proteina Spike presenta poca afinidad con el receptor ACE-2
murino, cepas de ratones wild type como BALB/c y C57BL/6, no permiten una
replicacion viral adecuada ni el desarrollo de la enfermedad comparable a la
observada en humanos. No obstante, estas cepas son Uutiles para evaluar la
inmunogenicidad de antigenos, asi como el desarrollo de anticuerpos mono y
policlonales®-87. Para solucionar lo anterior se han desarrollado ratones
transgénicos K18-hACE2. Este raton expresa el receptor ACE2 humano en sus
células epiteliales pulmonares y desarrolla una infeccidon viral moderada. Por otra
parte, Sun y colaboradores por medio de un vector adenoviral (ade5-hACE2)
lograron la expresion transitoria del receptor ACE2 humano en las células epiteliales
pulmonares de ratones BALB/c y C57BL/6. Estos animales permitieron la replicacion
viral del SARS-CoV-28,

Otro modelo animal empleado es el hamster sirio. Este animal permite una
adecuada replicacion viral del SARS CoV-2 y genera manifestaciones clinicas
similares a una infeccién moderada®®. Por otra parte, el modelo de hurén permite
también una replicacion viral eficiente, asi como el desarrollo de una sintomatologia
clinica similar al COVID-19 moderado-severo. Sin embargo, el manejo de estos
animales es costoso®. Finalmente, el modelo de primates es el mas adecuado ya
gue al encontrarse filogenéticamente mas cerca a los seres humanos, permite un
estudio mas apto de la replicacion viral y por consiguiente una mejor evaluacion de
candidatos vacunales y farmacos. Sin embargo, estos animales son mas dificiles de

manipular y no se puede contar con ellos en cualquier laboratorio®?.
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Las vacunas aprobadas se basan en su mayoria en Adenovirus y RNA. A pesar que
estudios preclinicos y clinicos han demostrado la efectividad de estas’*%?, se
requieren condiciones estrictas de cadena fria para mantener en condiciones
ideales estas vacunas, es decir, las tecnologias para su produccion son costosas.
Con base en los puntos anteriores, el empleo de vacunas basadas en proteinas
recombinantes es una mejor alternativa®°. Actualmente vacunas como la de
influenza y la hepatitis B, que son administradas de forma segura y eficaz en la
poblacion en general, estan basadas en proteinas recombinantes®. Los estudios
en SARS CoV-2 determinaron la capacidad inmunogénica de las proteinas Sy N de
este virus. En este proyecto se decidié generar las proteinas recombinantes de
nucleocapside, asi como la subunidad S1 y RBD de la proteina Spike del virus
SARS CoV-2. Hasta la fecha, son pocos los estudios que proponen una
inmunizacién combinada de mas de un antigeno del SARS CoV-2 para conferir una

inmunidad protectora.

Actualmente, se cuenta con diversos sistemas de expresion para generar proteinas
recombinantes. De estos, el mas empleado es el sistema bacteriano, el cual ofrece
un gran rendimiento de expresion, pero no realizan modificaciones
postraduccionales como las glicosilaciones®. Sin embargo, para este proyecto se
decidié utilizar un sistema de expresion eucarionte, para garantizar no solo el
plegamiento adecuado sino también las modificaciones postraduccionales (MPT) de
la proteina de interés. La proteina S se encuentra altamente glicosiladas'#17:% y en
la proteina N se han reportado 2 sitios susceptibles de glicosilaciones?. Las
proteinas expresadas en bacterias suelen encontrarse en cuerpos de inclusién, por
lo que, para su obtencién es necesario realizar procesos de lisis, desnaturalizacién
y replegamiento. Estos procesos afectan la estructura terciaria de estas proteinas®.
Las proteinas en este estudio se disefiaron con una sefial de secrecion que permite
recuperarlas del sobrenadante celular, lo anterior nos garantiza que estas se
encontraran en una estructura terciaria o cuaternaria adecuada. La estructura es
muy importante, ya que es bien sabido que muchos anticuerpos reconocen épitopos

conformacionales®s.
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Aunque los sistemas eucariontes son mMas costosos estos permiten expresar
glicoproteinas en su estructura nativas y con MPT84, Lineas celulares como CHO y
HEK293 se han empleado para expresar distintas proteinas del SARS CoV-
21316,2397-101 En este trabajo se decidid emplear a la linea celular Expi293, la cual
permite un crecimiento a una alta densidad de cultivo en suspension, una facil
transfeccion, escalado sencillo, y produccién de proteinas con modificaciones
postraduccionales®?, Por otra parte, estas células emplean el medio de cultivo
sintético Expi, el cual es libre de SFB. Esto es importante ya que proteinas del SFB
dificultan la purificacion de las proteinas de interés. Por otra parte, en sistemas
eucariontes como HEK se obtienen rendimientos de proteinas puras en el orden de
microgramos. Con el sistema Expi, logramos obtener rendimientos en el orden de
miligramos con una cantidad de cultivo celular relativamente pequefial®2103 Este
dato fue evidente para la proteina N. Ya que pudimos observar la presencia de esta

proteina glicosilada y sin glicosilar.

El sistema de expresion Expi293 nos permitié obtener proteinas recombinantes que
poseen regiones que se encuentran presentes en las proteinas nativas del SARS
CoV-2. Lo anterior lo sugerimos con base en los resultados de WB donde se empled
suero de pacientes recuperados de COVID-19. Observamos que los anticuerpos
presentes en el suero de estos individuos fueron capaces de reconocer a las 3
proteinas recombinantes. Esto indic6 que las proteinas recombinantes poseen
épitopos lineales que también se encuentran presentes en las proteinas nativas del

virus.

Para determinar la inmunogenicidad de alguna proteina es necesario el uso de
animales. Una gran cantidad de estudios preclinicos han evaluado la capacidad
inmunogénica de las proteinas recombinantes de S y el dominio RBD del SARS
CoV-2. Sin embargo, pocos son los estudios que evallan a la proteina N y menos

aun, la combinacién inmunogenicidad de mas de un antigeno™7.

54



Como se mencion6 anteriormente, los modelos preclinicos mas empleados para
evaluar la inmunogenicidad de antigenos son los ratones, ya que no requieren de
condiciones rigurosas para su manejo. En este estudio se emplearon ratones
BALB/c para evaluar de forma general la respuesta inmune inducida por las
proteinas de interés. Sin embargo, ya que estos animales wildtype no son capaces
de desarrollar una replicacion viral adecuada, y debido a que no se infectaron con
el SARS CoV-2, no se determind si la inmunizacion con las proteinas recombinantes
generadas permitiria la supervivencia de estos animales a una infeccion por el
SARS CoV-2.

El empleo de un candidato vacunal distinto a la proteina Spike del SARS-CoV-2 es
un tema poco explorado. De acuerdo a la OMS, a Julio de 2021 de 184 vacunas
que se encuentran en ensayos preclinicos, Unicamente 5 vacunas emplean a la
proteina de nucleocapside como antigeno’®’l, De estas, solo 3 proponen la
combinacion de la proteina N con la proteina Spike. Lo anterior con base en contar
con un antigeno capaz de inducir anticuerpos neutralizantes (Spike) y un segundo
antigeno (N) que confiera una inmunidad mediada por células T4738L104 QOtro punto
importante para el empleo de la proteina de Nucleocapside es la hipotesis de qué
este antigeno conferird una inmunidad mas duradera en comparacién a la proteina
S%6. Lo anterior debido a que en SARS CoV se observé una respuesta de células
T contra la proteina N 11 afios posteriores a una primera infeccion®. Finalmente, la
propuesta que la proteina N induce una respuesta inmune contra variantes del
SARS CoV-2 y que esta proteccion es independiente a la neutralizaciéon’®. Sin
embargo, nosotros proponemos ademas que la proteina N permite la generacion de

una respuesta inmune mas robusta.

De forma inicial logramos determinar que las 3 proteinas recombinantes son
capaces de inducir una respuesta robusta de tanto de clase IgM como IgG. La
hipotesis de que una inmunizacion combinada induciria una respuesta inmune mas
mas robusta la observamos en la respuesta de anticuerpos IgG. Se observo cierta

tendencia de un aumento de anticuerpos IgG contra las proteinas RBD y S1 en
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aquellos ratones inmunizados en combinacion con la proteina N. Lo anterior
contrasta con lo observado en un estudio desarrollado en 2006 por Deming y
colaboradores. Este grupo inmunizan ratones con particulas virales (VRP) que
expresaba de manera simultdnea las proteinas S y N del SARS CoV. Este grupo
no observa diferencias en los niveles de anticuerpos IgG contra la proteina S en
aguellos ratones inmunizados con VRPs que expresan ambas proteinas del SARS

CoV, en comparacién con aquellas VRP que Unicamente expresan la proteina S0,

Sin embargo, el hecho de que se tenga una respuesta de anticuerpos totales de
clase IgM o IgG de estos anticuerpos solo una fraccion de son capaces de tener
actividad neutralizante. En la infeccion por SARS CoV-2 se ha descrito la
importancia de los anticuerpos neutralizantes para la resolucion de esta. El
“‘estandar de oro” para determinar la capacidad neutralizante de los anticuerpos son
los ensayos de neutralizacion en placa. Sin embargo, estos ensayos requieren el
empleo de del virus activo. Debido a que muchos laboratorios no cuentan con las
condiciones de bioseguridad adecuadas para el manejo del SARS CoV-2, se han
desarrollado e implementado estrategias alternativas para evaluar la actividad
neutralizante de los anticuerpos. Tales como el uso de pseudovirus que expresan
la proteina Spike del SARS CoV-2 o ensayos de unidn entre la proteina S o el
dominio RBD con el receptor ACE21%, En este estudio empleamos un ensayo
basado en la interaccion del receptor ACE2 con la proteina RBD%7.

De acuerdo a los resultados se observd actividad neutralizante en los sueros
provenientes de ratones inmunizados con RBD, S1, asi como en los grupos
combinados RBD/N y S1/N.

Estudios en humanos reportan que gran parte de los anticuerpos neutralizantes
contra el SARS CoV-2 se encuentran dirigidos contra el dominio RBD'%8, Lo anterior
lo observamos en los sueros de ratones inmunizados con la proteina RBD, donde
apreciamos un porcentaje de neutralizacion alrededor del 75%. Debido a que la

proteina recombinante S1 contiene al dominio RBD, pudimos observar un
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porcentaje de neutralizacion cercano también al 75%. Sin embargo, se han
detectado anticuerpos con actividad neutralizante contra la region NTD de la
proteina Spike. Se ha sugerido que regiones dentro del dominio NTD usan como
receptores de anclaje a moléculas como DC-SIGN, L-SIGN y AXL*45 y que los
anticuerpos neutralizantes contra la region NTD impiden este. Con estos datos se
logro determinar que una inmunizacion individual con las proteinas recombinantes

RBD y S1 del SARS CoV-2 induce anticuerpos neutralizantes.

Teniendo en consideracion que la proteina N induce una respuesta de células T
cooperadoras y que esta respuesta influye en la inmunidad humoral, se realizé una
inmunizacién con la mezcla de las proteinas S1/N y RBD/N. Se observo actividad
neutralizante en ambos grupos. De manera interesante los niveles de neutralizacién
fueron mayores en aquellos grupos inmunizados con la mezcla de proteinas en
comparacion con aquellos inmunizados solo con una de ellas. Lo anterior lo
atribuimos a la respuesta T cooperadora que induce la proteina N. La inmunizacién
con mas de un antigeno es algo que ha sido poco explorado. En 2020 el grupo de
Rice y colaboradores emplea un vector adenoviral (Ad5) que expresa de forma
simultanea la proteina S y un dominio de la proteina N para inmunizar ratones’®.
Este grupo observa la generacion de anticuerpos IgG contra la proteina Spike del
SARS CoV-2, sin embargo, Unicamente observan un 40% de actividad neutralizante
del total de anticuerpos. Por el contrario. La combinacién tanto de las proteinas
recombinantes RBD y S1 con la proteina N, estan induciendo un porcentaje de

neutralizacién cercano al 90%.

La propuesta de que una inmunizacién combinada con la proteina N induce una
respuesta inmune mas robusta esta basada en el estimulo que esta proteina ejerce
sobre las células T CD4+. Zhao y colaboradores observaron que una inmunizacién
con un vector viral que expresa la proteina N del SARS CoV inducia en ratones la
produccion de células T CD4 productoras de Interferon-y. Y ademas que estas
células CD4+ brindaban proteccion a estos animales ante un reto con el SARS

CoV’3. En 2020, el grupo de Zhuang y colaboradores inmunizé ratones que
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expresaban el receptor ACE-2 humano con un vector viral con la proteina N del
SARS CoV-2. Observaron también la induccion de células T productoras de IFN-y

y una supervivencia de los animales tras un reto con el SARS CoV-28L,

Observamos la produccion de IFN-y en respuesta a las 3 proteinas, sin embargo,
los niveles fueron mayores en respuesta a la proteina N, sobre todo en los grupos
inmunizados con la combinacion de S1/N y RBD/N. El IFN-y es una citocina
involucrada en el proceso de cambio de isotipo de los anticuerpos IgM a IgG vy el
proceso de maduracion de la afinidad. Pensamos que la actividad de esta citocina
esta relacionada con los niveles mayores de anticuerpos IgG encontrados en los
grupos de ratones inmunizados con la mezcla de proteinas. Por otra parte, la IL-2
una citocina importante en la maduracién y supervivencia de los linfocitos B.
Observamos mayores de IL-2 en aquellos grupos inmunizados de forma combinada
y sugerimos que esta citocina esta influyendo también en los niveles mayores de

anticuerpos detectados en los grupos inmunizados de forma combinada.

Como se mencion6 anteriormente, no fue posible determinar si la inmunizacién con
las proteinas recombinantes permitiria a los animales sobrevivir a una infeccién por
el SARS CoV-2. Sin embargo, en nuestros ensayos de inmunofluorescencia
logramos determinar que los anticuerpos inducidos por proteinas recombinantes
son capaces de reconocer al virus en su forma nativa durante el proceso de
infeccion y de replicacion del virus en la célula huésped. Por lo que el empleo de
estos antigenos para una evaluacion en humanos, induciria también anticuerpos

capaces de reconocer a un SARS CoV-2 wild-type.
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Conclusion

Las proteinas recombinantes N, S1y RBD del SARS CoV-2 generadas son capaces
de inducir una respuesta inmune tanto humoral como celular en ratones BALB/c. La
combinacion de las proteinas RBD/N y S1/N induce una mayor respuesta de
anticuerpos IgG y actividad neutralizante. Esta respuesta se atribuye a las citocinas

generadas en respuesta a la proteina N.
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