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Resumen

El nuevo coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) es
un virus de RNA monocatenario que pertenece a la familia Coronaviridae que causa la
enfermedad COVID-19. La necesidad de una vacuna eficaz, segura, accesible y de bajo costo
es esencial como medida de contencion de este virus y sus variantes de preocupacion. Muchas
de estas vacunas se han centrado en el uso de la proteina spike (S) como antigeno, quien a través
de su dominio de union al receptor (RBD) facilita la entrada del virus al interior celular. Sin
embargo, el uso de la proteina S puede provocar respuestas autoinmunes debido a las
glicosilaciones presentes en su superficie, que poseen patrones similares a los patrones
encontrados en proteinas humanas. Por lo anterior, en este trabajo se realizo la purificacion y
evaluacion inmunologica de dos antigenos vacunales contra las variantes Wuhan y Alfa-Beta,
producidos a partir de genes sintéticos basados en regiones no glicosiladas del RBD de la
proteina S del SARS-CoV-2. Los antigenos se expresaron en E.coli, se purificaron por
cromatografia liquida de alta presién y se formularon con hidroxido de aluminio como
adyuvante. Los estudios preclinicos de los antigenos se realizaron en modelo murino BALB/c
mediante un analisis de la respuesta inmune celular y humoral, a través de la cuantificacién de
citocinas, marcadores celulares y biometria hematica por citometria de flujo, determinacion de
la produccion de anticuerpos especificos y neutralizantes por enzimoinmunoanalisis de

adsorcion, asi como ensayos histopatolégicos.



Abstract
The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is a single-stranded RNA

virus that belongs to the Coronaviridae family and causes coronavirus disease (COVID-19).
The need for an effective, safe, accessible, and low-cost vaccine is essential as a containment
measure against the virus and its variants of concern. Many of these vaccines are based on the
use of the spike (S) protein as an antigen, wich through its receptor-binding domain (RBD)
facilitates the entry of the virus intro the cell interior. However, the use of protein S could
potentially tigger an autoimmune response in the individuals because the glycosylation patterns
present in the S protein are similar of those found in human proteins.

Therefore, in this work, the purification and immunological evaluation of two vaccine antigens
against the Wuhan and Alpha-Beta variants, we performed. Antigens were produced from a
recombinant protein based on non-glycosylated regions of the RBD of the SARS-CoV-2. High
levels of the antigens were obtained in E.coli, purified by high performance liquid
chromatography and formulated with aluminum hydroxide as adjuvant. Preclinical studies of
the antigens were performed in the BALB/c murine model by analyzing cytokines, cell markers
and blood counts by flow cytometry, determining the production of specific and neutralizing

antibodies by enzyme-linked immunosorbent assays, as well as histopathological tests.
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1. Introduccion
A fines de 2019 surgié un nuevo coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2), que provoca la enfermedad por coronavirus (COVID-19), una infeccion
respiratoria grave que ha representado una amenaza para la salud mundial (Rodriguez et al.,
2020). El 11 de marzo de 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declar6 pandemia
alaCOVID-19 (WHO, 2020). Este virus pertenece a la familia Coronaviridae que abarca varios
virus que pueden causar enfermedades humanas que van desde el resfriado comdn hasta
manifestaciones clinicas graves (Sharma, et al. 2021). El genoma del SARS-CoV-2 codifica
varias proteinas no estructurales (NSP1-NSP10 y NSP12-16) y accesorias, asi como cuatro
proteinas estructurales, que incluyen spike o espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N) (Arashkia, et al. 2020). La proteina S tiene una estructura homotrimérica,
cada monomero consta de un péptido sefial (SP), subunidades S1y S2 (la primera responsable
de la unién al receptor y la segunda con una funcion de anclaje a la membrana viral). La
subunidad S1 contiene el dominio de union al receptor (RBD) y dentro de él, el motivo de unién
al receptor (RBM) (Sainz et al., 2005). La proteina S también desempefia papeles importantes
en la union, fusiéon y entrada viral (He et al., 2021). Ademas, puede unirse a la enzima
convertidora de angiotensina (ACE2) a través del RBD, empleandola como receptor (Tai et al.

2020; Chan et al., 2020).

1.1 Coronavirus
Los coronavirus (CoV) son un grupo de virus envueltos que tienen un genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva. Su genoma viral varia de 26 a 32 kb de longitud y

pertenecen a la familia Coronaviridae del orden Nidovirales (Wu, et al., 2020). Su nombre se



debe a que bajo el microscopio los CoVs tienen grandes peplomeros o espiculas que los hacen
parecer una corona. Se han clasificado en cuatro géneros que incluyen: a-, B-, y-, y 0-
coronavirus. Los géneros Alfacoronavirus y Betacoronavirus infectan a las aves y mamiferos,
incluyendo al humano y causando enfermedades respiratorias; mientras que en animales causan
enfermedades gastrointestinales (Alanagreh et al., 2020, Wu et al., 2020). Por lo general, los
sintomas de CoV en humanos incluyen secrecion nasal, tos, dolor de garganta, dolor de cabeza
y fiebre que puede durar varios dias. Sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos existe
la posibilidad de que los virus puedan causar una enfermedad de las vias respiratorias inferiores,
como neumonia y bronquitis (Wang et al., 2006). Hasta la fecha se han reportado tres brotes

importantes de CoV; el mas reciente, el nuevo coronavirus 2019 o0 SARS-CoV-2.

1.1.1 SARS-CoV-2

El nuevo coronavirus fue detectado por primera vez en pacientes con neumonia en Wuhan,
China en el mes de diciembre de 2019; fue nombrado SARS-CoV-2 y causa la COVID-19. El
SARS-CoV-2 es un virus de RNA de la familia Coronaviridae y pertenece al género
Betacoronavirus, su genoma es de RNA monocatenario de sentido positivo de aproximadamente
30 kb (Sun et al., 2021). Consta de seis marcos abiertos de lectura (ORF) funcionales que
codifican varias proteinas estructurales (S, E, My N) y no estructurales.

Este virus comparte una identidad de secuencia gendémica del 79% con el CoV del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) y 50% con el CoV del sindrome respiratorio del Medio
Oriente (MERS) (Hu et al., 2021). Al igual que los otros CoV, para ingresar a las celulas

hospedadoras, primero se une a un receptor de superficie celular para la union viral, luego
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ingresa a los endosomas y finamente se fusionan las membranas virales y lisosomales. La
proteina S es la encargada de la entrada del virus a las células humanas a traves de la unién con
el receptor ACE2. Se ha demostrado que la proteasa transmembranal de serina 2 (TMPRSS2) y
las proteasas lisosomales son importantes en la entrada del virus (Li, et al. 2003).

Los sintomas notificados en personas con COVID-19 varian desde sintomas leves hasta quienes
enferman gravemente, estos sintomas pueden aparecer de 2 a 14 dias posterior a la exposicion

con el virus (CDC 2021).

1.1.2 Estructura genémica del SARS-CoV-2

Mediante el uso de tomografia crioelectrdnica y otras herramientas, varias investigaciones han
obtenido informacion sobre la arquitectura y organizacion molecular de viriones del SARS-
CoV-2. Los viriones del SARS-CoV-2 toman una forma esférica o elipsoidal con un didmetro
promedio de 108 + 8 nm (Hardenbrook & Zhang, 2022). La superficie externa del virion esta
cubierta con proteinas S en una conformacion principalmente de prefusion. La membrana
externa contiene las proteinas M y E (Fig. 1b). Dentro del virion se encuentran los complejos de
ribonucleoproteinas (RNP) que consisten en la proteina N y el genoma viral de RNA
monocatenario.

El virus también codifica para proteinas no estructurales (Nsps), como Nsps 1-16, que se
producen a partir de la autoescision de las poliproteinas precursoras Pplay Pplab por proteasas
virales. La proteasa similar a papaina (PL") Nsp3 escinde tres sitios que dan como resultado
Nsp1-3 libres, mientras que la proteasa principal (MP™©) Nsp5 escinde los 11 sitios restantes

(Hardenbrook & Zhang, 2022). Esto permite que las Nsps realicen sus funciones en la célula
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huésped, generando vesiculas de doble membrana para la replicacién del genoma viral, la

transcripcion y el transporte de RNA (Fig. 1a).

M
S EIR

Accessory proteins including
ORF3a, ORF7a, ORF8, and ORF3b

Current Opinion in Virology

Figura 1. Organizacion del SARS-CoV-2. (a) Organizacion gendmica, las poliproteinas
no estructurales Nsp 1-16 se expresan por poliproteinas Pplay Pplab, las proteinas
estructurales S, E, My N estan codificadas por sus respectivos genes (b) Estructuray
proteinas estructurales

1.1.3 Variantes del SARS-CoV-2

Todos los virus, incluido el SARS-CoV-2, evolucionan con el tiempo a medida que se producen
mutaciones genéticas durante la replicacion del genoma de RNA, molécula que tiene baja
actividad de reparacion. A la fecha se han documentado multiples variantes del SARS-CoV-2
durante esta pandemia debido a que no se ha contenido adecuadamente al virus a nivel global.
Considerando que las mutaciones ocurren al azar, se generan cambios que pueden alterar la
biologia del virus. Desde el punto de vista antropogénico, con base en sus atributos y
caracteristicas compartidas que pueden requerir medidas de salud publica, la OMS clasifica a
las variantes virales como: variante de preocupacion (VOC), variante de interés (VOI) o variante
bajo monitoreo (VBM) (CDC, 2021). Las VOC se definen como una variante del SARS-Cov-2

que se ha demostrado que esta asociada con un aumento de transmisibilidad, aumento de la
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virulencia, disminucién de la neutralizacion por los anticuerpos generados durante una infeccion
anterior o la vacunacion, asi como reduccion de la eficacia de las medidas de salud publica,
vacunas y tratamientos disponibles. Por otro lado, las VOI son aquellas donde se han
identificado cambios en la unién al receptor, una menor neutralizacion por los anticuerpos
generados contra una infeccion anterior o la vacunacion, asi como una menor eficacia de los
tratamientos. Las VBM son aquellas cuyos datos indican que existe un impacto claro o potencial
sobre las contramedidas médicas autorizadas o que se han asociado a casos de enfermedad mas
graves 0 a una mayor transmisién, pero que ya no se detectan o circulan a niveles muy bajos
(Choi et al., 2021; CDC, 2021).

Actualmente, segun la OMS, entre las VOC se encuentran: Alfa, Beta, Gamma, Delta y
Omicron; mientras que las VOI actuales segin son: Lambda y Mu, mismas que estan siendo

monitoreadas y caracterizadas (WHO, 2021).

1.2 Vacunas

El acceso mundial a vacunas seguras y eficaces es fundamental para controlar la pandemia
COVID-19 y mitigar los dafios colaterales. La carrera por estas vacunas se inicié con agencias
gubernamentales y las principales compafiias farmacéuticas como lideres, en busqueda de un
bioldgico que active tanto el sistema inmunitario adaptativo para generar respuestas de las
celulas T citotdxicas, asi como respuestas de anticuerpos neutralizantes, evitando al mismo
tiempo respuestas inmunitarias patologicas que pudieran dar como resultado dafio tisular o
exacerbacion de la enfermedad (Hofman et al., 2021). Para satisfacer la necesidad de una
vacuna, se ha propuesto un nuevo paradigma de desarrollo de vacunas pandémicas que reduce

el cronograma de desarrollo de 10-15 afios a 1-2 afios (Lurie et al., 2020).
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Como parte del proceso de desarrollo, las vacunas deben someterse a rigurosos ensayos clinicos
que avalen su seguridad y eficacia antes de que las autoridades permitan su uso para el publico
en general. Los ensayos clinicos tienen como fin la comprension de la seguridad de la vacuna,
averiguar qué efecto protector generan, asi como medir su eficacia e inmunogenicidad, en
diferentes grupos de personas, basados en edad y condiciones de salud (WHO, 2022).

La capacidad de una vacuna para proteger contra cuadros graves de la enfermedad y la
mortalidad, son los criterios de valoracién de la eficacia mas importantes. Para COVID-19, que
presenta una amplia variedad de sintomas, la eficacia se puede medir incluyendo la reduccion
en infecciones asintomaticas, infecciones sintomaticas, hospitalizaciones y muertes. Sin
embargo, la inmunogenicidad es una medida mas compleja que ayuda a comprender qué tan
bien funciona una vacuna y mide el tipo de respuestas inmunitarias que genera la vacuna y su
magnitud a lo largo del tiempo (Hodgson et al., 2021).

Para el disefio de vacunas se hace la seleccion de antigenos, plataformas de vacunas, rutas y
regimenes de vacunacion. En la seleccion de los antigenos de SARS-CoV-2, todas las vacunas
en desarrollo incluyen al menos una parte de la proteina S, ya que se ha demostrado que solo los
anticuerpos dirigidos a la proteina S pueden neutralizar el virus y prevenir la infeccion
(Jeyanathan et al., 2020).

En cuanto a las plataformas de vacunas se dividen en seis categorias en funcién de su origen y
composicion: virus atenuado, vacunas con vectores virales recombinantes, virus inactivados,
vacunas con subunidades de proteinas, particulas similares a virus (VLP) y vacunas basadas en
acidos nucleicos (DNA o RNAm). En general, las vacunas necesitan de dos componentes: un
antigeno del patégeno objetivo y una sefial de infeccion que alerte o active el sistema inmunitario

del huésped, que son conocidos como adyuvantes (Jeyanathan et al., 2020).
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1. 3 Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune (RI) se define como la respuesta coordinada y colectiva de los integrantes
del sistema inmune frente a la introduccion de sustancias extrafias (microorganismos,
macromoléculas, etc.) al organismo. La Rl adaptativa es aquella respuesta inmunitaria que es
estimulada por la exposicion a microorganismos infecciosos que aumentan en magnitud y
capacidades defensivas con cada exposicidn sucesiva a un microbio en particular. La repuesta
no es inmediata, requiere de algunos dias para manifestarse e incluye la produccion de
anticuerpos y de linfocitos “sensibilizados”. Las células y los anticuerpos resultantes tienen la
propiedad de reaccionar especificamente con el antigeno inductor de su produccién, de aqui el
término de inmunidad especifica e inmunidad adquirida. Esta respuesta tarda mas tiempo en
producirse que la RI innata; sin embargo, la Rl adaptativa tiene memoria inmunoldgica (Clem,

2011).

1.3.1 Propiedades de la respuesta inmune adaptativa

La RI adaptativa esta integrada principalmente por linfocitos y sus productos. Los linfocitos
poseen receptores muy diversos en sus membranas plasmaticas capaces de reconocer un enorme
numero de antigenos. Hay dos poblaciones principales de linfocitos, los linfocitos T y linfocitos
B. También, cuenta con compuestos solubles como los anticuerpos producidos por linfocitos B
y mediadores como las citocinas. La Rl adaptativa es activada por los elementos de la Rl innata,
por lo que es necesario que la Rl innata genere una buena respuesta inflamatoria, ya que se

requieren estos elementos activos para inducir la RI adaptativa (Fig. 2) (Clem., 2011).
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Figura 2. Mecanismo de activacion de la respuesta inmune adaptativa.

1.3.2 Clasificacion
Existen dos principales clasificaciones de la Rl adaptativa, la primera depende de la forma en la
que se desarrolla (que puede ser activa o pasiva) y la segunda esta basada en el principal

elemento que media la RI (puede ser de tipo humoral o celular).

1.3.2.1 Respuesta inmune activa y pasiva

La RI frente a un microorganismo puede inducirse por la respuesta del hospedador frente al
microbio (inmunidad activa) o la transferencia de anticuerpos que lo protegen frente al microbio
(inmunidad pasiva) (Fig. 3). Se denomina inmunidad activa a la forma de inmunidad que se
despierta por la exposicién a un antigeno extrafio, donde la persona inmunizada cumple una
funcién activa en la respuesta al antigeno. Esta inmunidad se puede obtener a través de la

enfermedad o por medio de la inmunizacion. Una persona también puede adquirir la inmunidad
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mediante transferencia de anticuerpos de una persona previamente inmunizada a otra que no ha
tenido contacto con el antigeno, a esta inmunidad se le conoce como inmunidad pasiva. Un
ejemplo de esta inmunidad con gran importancia fisioldgica lo ofrece el paso de los anticuerpos

de la madre al feto mediante la placenta (Netea et al., 2016).
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Figura 3. Comparacion de la respuesta inmune activa y pasiva.

1.3.2.2 Respuesta inmune humoral y celular
Existen dos tipos de RI adaptativa llamadas inmunidad celular e inmunidad humoral, en las que
intervienen diferentes componentes del sistema inmunitario y que sirven para eliminar

microbios de distintos tipos.

La inmunidad humoral cuenta con moléculas presentes en la sangre y en las mucosas que son
producidas por las células B, llamadas anticuerpos. Esta inmunidad funciona contra agentes
patdgenos extracelulares y toxinas (Clem, 2011). Los anticuerpos reconocen los antigenos
microbianos, neutralizan la infecciosidad de los microorganismos y los marcan para su

eliminacion mediante fagocitosis y el sistema del complemento. Las células B son producidas
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en la médula 6sea y maduran en los ganglios linfaticos. A diferencia de las células T, las células
B pueden reconocer antigenos en su forma nativa, lo que significa que las células B pueden
reconocer antigenos sin necesidad de que el antigeno sea procesado por una célula presentadora
de antigeno y luego presentado por una célula T colaboradora (Margolick et al., 2006). Estos
antigenos son denominados antigenos T independientes porque no se requiere la activacion de
las células T para activar las células B. La activacion de las células B con la activacién de las
celulas T auxiliares da como resultado una respuesta inmunitaria alta y una memoria mas
eficaz. Esta respuesta inmunitaria eficaz a largo plazo es el tipo de reaccién que es el objetivo
de las inmunizaciones (Goldsby, 2003). A partir de las células B estimuladas, surgiran clones
de células B con especificidad por el antigeno particular. Estas células pueden convertirse en
células plasmaticas que producen anticuerpos o células de memoria que permaneceran en los
ganglios linfaticos para estimular una nueva Rl a ese antigeno en particular. Este proceso de
seleccion y expansion clonal tardara varios dias en ocurrir (1-7 dias) e implica principalmente
la produccion de lainmunoglobulina IgM, la cual es el primer anticuerpo que se produce durante
una respuesta inmunitaria primaria. A medida que la Rl avanza, los anticuerpos que se producen
son de la clase IgG, éstos son mejores anticuerpos neutralizantes ya que se unen con mayor

eficacia al antigeno y ayudan con la opsonizacién (Goldsby, 2003, Netea et al., 2016).

Por su parte, la inmunidad celular queda a cargo de las células T o linfocitos T, que funcionan
principalmente contra patdgenos intracelulares como aquellos que son ingeridos por los
fagocitos y sobreviven en su interior; también son dirigidos sobre virus que infectan a varias
células del hospedador y se replican en ellas. En estos lugares, los microbios son inaccesibles a
los anticuerpos circulantes. La defensa contra estas infecciones corresponde a la inmunidad

celular, que fomenta la destrucciéon de los microorganismos residentes en los fagocitos o la
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eliminacion de las células infectadas para suprimir los reservorios de la infeccion (Netea et al.,
2016).

Los linfocitos T maduran en el timo y luego se liberan al torrente sanguineo. Su receptor para
reconocer el antigeno se denomina TCR, y requiere que una célula presentadora de antigeno
(APC) se lo muestre unido a una molécula particular que la APC expresa en su superficie. Hay
dos principales tipos de linfocitos T: los linfocitos T CD4+ y los linfocitos T CD8+ (Clem,
2011). Los linfocitos T CD4+, también conocidos como linfocitos T cooperadores (Th), se
pueden diferenciar en un tipo de célula efectora (Thl, Th2, Th17, Threg, Thfolicular, etc) y
segun su diferenciacion secretan un grupo particular de citocinas. En general las citocinas
producidas por los linfocitos Th participan en la activacion de los propios linfocitos T, los
linfocitos B y las células inflamatorias; o pueden suprimir la RI. Los linfocitos Th1l ayudan a
promover la inmunidad mediada por células, y los Th2 ayudan a promover la inmunidad
mediada por anticuerpos (Margolick et al., 2006). Los linfocitos Th tienen un correceptor CD4
y solo reconocen el antigeno unido al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase
I1. La proteina MHC |1 se encuentra en todas las células inmunitarias y actia como marcador de
éstas.

Por otra parte, los linfocitos T CD8 o linfocitos T citotdxicos (Tc) pueden diferenciarse en un
tipo de célula efectora (Tcl, Tc2, Tcl7, Tcreg) y segun su diferenciacion secretan un grupo
particular de citocinas. Ademas, tienen una gran actividad citotoxica sobre células tumorales o
infectadas por patogenos intracelulares (por ejemplo, virus), principalmente la subpoblacion
Tcl. Estos linfocitos tienen el correceptor CD8 y solo reconocen la proteina del MHC de clase

I que se encuentra en todas las células nucleadas y actia como marcador de células corporales.
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Los linfocitos CD8 son esenciales para la inmunidad mediada por células y para ayudar a

controlar los patdgenos intracelulares (Sigal, 2016).

1.4 Adyuvantes

La eleccién del adyuvante adecuado para una vacuna es esencial para producir e incrementar
una RI robusta. Los adyuvantes pueden ayudar a sesgar la Rl adaptativa en una direccion en
particular y segun el tipo de vacuna seran las consideraciones para la seleccion del adyuvante.
Para las vacunas contra la COVID-19, el adyuvante ideal deberia conferir una RI adaptativa
sesgada Thl generando una alta capacidad de neutralizacién, al mismo tiempo que una respuesta
de células T CD8+ de larga duracion (Hofman et al., 2021). Se ha observado que, en las vacunas
de subunidades, el antigeno debe encapsularse en nanoparticulas para su absorcion en las células
y el procesamiento proteolitico.

El hidroxido de aluminio es un ejemplo de adyuvante que ha sido utilizado como un adyuvante
clasico. Como mecanismo de accion crea una emulsion que retiene al antigeno en el sitio de
inyeccion, lo que permite que el antigeno sea mayormente captado por las APC y, por ende, una
presentacion a las células T (Brewer, J. (2006). Se ha demostrado su uso seguro en animales y
humanos, ademas de que se ha reportado su uso en vacunas anti-COVID-19, estimulando los
anticuerpos neutralizantes de virus e induciendo una respuesta inmune celular Th2 en ratones

(Pollet et al., 2021).
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2. Hipotesis
Los antigenos producidos a partir de las regiones no glicosiladas de RBD de la proteina spike
del SARS-Cov-2 y sus variantes, pueden inducir una respuesta inmune celular y humoral

protectora contra el virus.

3. Justificacion

Mas de dos afios después de la actual pandemia por COVID-19 se han registrado en el mundo
575, 022, 974 casos positivos y alrededor de 6, 402, 965 muertes, segun la OMS (WHO, 2022).
Como medida de contencion, con esfuerzos procedentes de gobiernos y laboratorios alrededor
del mundo, se ha logrado el desarrollo de vacunas seguras para la prevencion de esta
enfermedad. Sin embargo, estas vacunas estan disponibles para paises como Reino Unido y
Estados Unidos, pero la mayoria de los paises con bajos recursos aun carecen de acceso a las
vacunas COVID-19 (Hotez et al.,, 2021). En este proyecto se caracterizd la respuesta
inmunoldgica de dos potentes antigenos vacunales contra el SARS-CoV-2 y sus variantes Alfa
(B.1.1.7) y Beta (B1.351) desarrollados por el equipo de trabajo, los cuales estan basados en
regiones no glicosiladas de RBD de la proteina S del SARS-CoV-2, ya que la proteina S media
la entrada viral al huésped a través del RBD mediante el reconocimiento de ACE2 como su
receptor. Una ventaja de estos antigenos es su capacidad para minimizar la inmunopotenciacién
del huésped. Ademas, a través de la generacion de anticuerpos contra la proteina S, se podria
prevenir la entrada del virus y permitiria una respuesta inmunitaria humoral y celular protectora
para inactivar las particulas virales.

La produccion de estos antigenos vacunales de subunidad proteica se generé mediante sintesis

recombinante de antigenos proteicos que permiten una alta produccion y eficiencia del proceso,
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lo cual reduce significativamente gastos de produccién y, por lo tanto, ayuda a producir una
vacuna mas econdémica pero seguray eficaz.

Como candidatos vacunales es necesario probar la inmunogenicidad y seguridad de éstos antes
de que sean avalados por las instituciones de regulacion sanitaria del pais. Por lo que aqui se
presentan los ensayos preclinicos de estos antigenos, evaluando la respuesta inmune y celular,

asi como la seguridad del uso de éstos.
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4. Objetivos

4. 1 Objetivo general

Evaluar la inmunogenicidad y seguridad de los antigenos Wuhan y Alfa-Beta como candidatos

vacunales para prevenir la enfermedad COVID-19 en modelo murino.

4. 2 Objetivos especificos

Purificar mediante FPLC los candidatos vacunales Wuhan y Alfa-Beta, expresados en
E.coli.

Evaluar los candidatos vacunales Wuhan y Alfa-Beta a través de barrido diferencial por
fluorometria.

Caracterizar la respuesta inmune humoral en modelo murino de los antigenos Wuhan y
Alfa-Beta, mediante ensayos de neutralizacion en virus subrogados y perfiles de
expresion de IgGs.

Caracterizar de la respuesta inmune celular en modelo murino de los antigenos Wuhan
y Alfa-Beta, mediante marcadores celulares y citocinas.

Analizar la seguridad de los antigenos en modelo murino mediante ensayos histologicos

de los antigenos Wuhan y Alfa-Beta.
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5. Estrategia experimental
La estrategia experimental fue basada en los objetivos particulares y dividida en 6 etapas (Fig.
4), que incluyen la purificacion de los antigenos recombinantes Wuhan y Alfa-Beta mediante
FPLC; evaluacion de la estabilidad de los antigenos mediante barrido diferencial por
fluorometria; inmunizacion de ratones; caracterizacion de la respuesta inmune humoral y
celular; inmunodeteccion de los antigenos por Western Blot; asi como el anélisis de la seguridad

de los antigenos en modelo murino mediante ensayos histoldgicos.
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Figura 4. Estrategia experimental del proyecto.

por via intramuscular e intranasal
y recoleccion de muestras.

.,

-

Inmunizacdn via
intramuscular e intranasal

Recoleccidn de
muestras sanguineas

Evaluacion de la seguridad de los
antigenos por histopatologia.

Created in BioRender.com bio

24



6. Materiales y métodos

6. 1 Expresion y purificacion de las proteinas Wuhan y Alfa-Beta

Anteriormente, en el grupo de trabajo se realiz6 el disefio y clonacion de los candidatos
antigénicos vacunales basados en las regiones no glicosiladas del RBD de la proteina S del
SARS-CoV-2, que comprenden los residuos S371 a F541 (Nufiez Mufioz et al., 2021; Olivares-
Martinez 2021) (Anexo 1). Se empleé una alicuota de la bacteria E. coli BL21 (DES3)
transformada con el plasmido pCri8b con el inserto NG19m/ NG19 20H (Wuhan y Alfa-Beta
respectivamente) y se inocul en una placa de agar Luria Bertani (LB) (10 g/L de triptona, 5 g/L
de extracto de levadura, 10 g/L de NaCl, 15 g/L de agar) suplementada con kanamicina (50 pg
/ ml). La placa se incub0 a 37°C por 16 h y posteriormente mediante un raspado de caja se pasé
el contenido diluido en medio LB suplementado con kanamicina (50 pg / ml), con el fin de
crecer el pre-inoculo; las condiciones de crecimiento fueron 37°C a 120 rpm por 2 h.
Posteriormente, este cultivo se empled para inocular 1 L de medio Terrific Broth (TB) (11.8 g/L
triptona, 24 g/L extracto de levadura, 9.4 g/L K2HPO4, KH2PO4 2.2 g/L, 4 ml/L glicerol)
suplementado con kanamicina (50 pg/ml) a un volumen de inoculacion al 1% (v/v). El cultivo
se incubd a 37°C y 200 rpm, hasta alcanzar una densidad dptica (ODeoonm) entre 0.6 y 0.8
(aproximadamente 2.5-3 h). Al llegar a esta OD se agregd 1mM isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) (Sigma-Aldrich) a 16° C durante 16 h para inducir la expresion de
las proteinas de interés. Tras la induccion, se centrifugo el medio de cultivo a 6,000 rpm por 20
min, se descartd el sobrenadante y la pastilla celular se colectd para mantenerla en

ultracongelacion a -70°C hasta su uso.
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6. 2 Lisis celular

El pellet de la biomasa obtenida se resuspendio en 50 ml de buffer de lisis (Tris-HCI 20 mM pH
8.0, NaCl 100 mM, PMSF 1 mM y DTT 1 mM) y se mezclo por agitacion orbital hasta que la
biomasa qued6 completamente resuspendida. Posteriormente, se realizd la sonicacion en bafio
de hielo para evitar el calentamiento de la proteina y su degradacion; el ciclo aplicado fue de 20
segundos sonicando y 40 segundos en reposo durante 8 minutos con una amplitud maxima de
40%. El equipo utilizado fue el Ultrasonic Processor 750 a 20 kHz (Cole-Parmer, EUA).

La muestra obtenida se centrifugd a 6,000 rpm a 4°C por 30 minutos, conservando solo la pastilla
que corresponde a los cuerpos de inclusién donde se encuentran principalmente las proteinas

Wuhan y Alfa-Beta; ya que, por su elevada expresidn, tienden a formar agregados insolubles.

6. 3 Lavado de los cuerpos de inclusion

Al lisado insoluble se le afiadié 20 ml de buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) se homogenizé
y se afiadieron 100 pl de lisozima. Se dejo homogenizar durante 30 minutos, se afiadieron 100
ml de buffer de lavado (MES pH 6.0, NaCl 150 mM, Triton 1%) y se resuspendié con el
homogeneizador de alto cizallamiento T 18 digital ULTRA-TURRAX® (IKA, DE) durante 2
minutos. La muestra se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min, se descarto el sobrenadante y
se conserva la fraccion insoluble. La fraccion insoluble recuperada se volvié a homogenizar con

100 ml de buffer de lavado hasta concluir 6 lavados.

6. 4 Purificacion de las proteinas Wuhan y Alfa-Beta mediante FPLC
El pellet obtenido tras los lavados se resuspendié en 100 ml de buffer A (MES 50 mM, urea 8

My DTT 5 mM, pH 6.0) usando el homogeneizador de alto cizallamiento T 18 digital ULTRA-
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TURRAX (IKA, DE) por 2 min y se dej6 en agitacion toda la noche a temperatura ambiente. Al
dia siguiente, la muestra se centrifug6é a 10,000 rpm por 30 min a 4°C, recuperando solo el
sobrenadante para filtrarlo en 0.22 pm (Millipore, USA).

Se llevd a cabo la purificacion por intercambio i6nico en dos pasos utilizando un equipo de
FPLC (AKTA pure, GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA). La primera purificacion fue por
intercambio catidnico usando la columna HiTrap SP HP (GE Healthcare, USA) que previamente
se equilibro con 5 volumenes de columna (VC) de buffer A. La muestra se cargd a una velocidad
de flujo constante de 2.5 ml/min, se continu6 con el lavado de la columna usando buffer A con
5 VC. Posteriormente se procedié a la fase de elucion de las proteinas a través de un gradiente
lineal (1-100%) de buffer B (MES 50 mM, urea4 M, NaCl 1 My DTT 5 mM, pH 6) con 10 VC
colectando las fracciones de elucion en alicuotas de 5 ml.

Subsecuentemente se procedié con un segundo paso de purificacion mediante intercambio
anionico de las fracciones obtenidas en el primer paso de purificacion que contenian proteina
recombinante. Debido a que el buffer B que se utiliz6 en la elucion del intercambio catidnico
contiene sal, estas muestras se diluyeron con buffer A de intercambio anionico (bis-Tris 20 mM,
urea4 My DTT 5 mM, pH 6.0) para bajar la concentracién de NaCl presente y, posteriormente,
se cargaron en una columna de intercambio anionico HiTrap Capto Q de 5 ml (GE Healthcare,
USA) previamente lavada y equilibrada con 5 VC de buffer A (bis-Tris 20 mM, urea4 My DTT
5 mM, pH 6.0) a un flujo constante de 2.5 ml/min. Se procedi6 a lavar la columna con 3 VC de
buffer A con el fin de eliminar las proteinas no unidas y la elucion se realizé con un gradiente
lineal (1-100%) de buffer B (bis-Tris 20 mM, urea 2 M, NaCl 1M, DTT 5 mM) con 5 VC

colectando las fracciones en alicuotas de 5 ml.
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6.5 SDS-PAGE

Para evaluar el tamafio y pureza de las proteinas Wuhan y Alfa-Beta se llevd a cabo una
electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-
PAGE) 8-17% de tricina y glicina respectivamente. Para el andlisis se utilizaron las fracciones
colectadas en el proceso de purificacion. Los geles fueron tefiidos con Coomassie Blue y se
determiné su pureza mediante el analisis densitométrico del gel de electroforesis usando el
software Image Lab (Bio-Rad Laboratories Inc).

La concentracién se midi6 a partir de las alicuotas resultantes de la purificacién, por medicion
de absorbancia a 280 nm (considerando 1 Az2s0 = 1 mg/ml) en un nanoespectrofotometro

NanoDrop One (ThermoFisher Scientific).

6. 6 Formulacion de la vacuna

Se emplearon 2 lotes de ratones BALB/c los cuales fueron inmunizados con diferentes antigenos
y condiciones. El primer lote de ratones fue inmunizado con el antigeno Wuhan en solucion
estabilizadora por via nasal y con el adyuvante Rehydragel™ (Chemtrade Solutions, Toronto
Canada) por via intramuscular (Tabla 1), el cual es un gel de hidroxido de aluminio que es
ampliamente utilizado como adyuvante en vacunas de uso veterinario y humano. Como
referencia para conocer la cantidad de Rehydragel™ permitida en ratas se siguieron las
recomendaciones del fabricante, donde se menciona que la LD50 es de >5000 mg/kg
(Chemtrade Logistics 2018). Esta LD50 nos indica la cantidad mé&xima que puede ser utilizada
en ratas sin que sea toxico o letal para el animal. Con esta informacion se tomo la decision de
agregarlo a la formulacion final en una proporcién de 10% v/v contemplando que el

Rehydragel™ contiene un 1.8 a 2.2% de hidréxido de aluminio.
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El cambio de solucidn de la proteina a solucidon salina en las dos primeras dosis se llevé a cabo

mediante el uso de un filtro centrifugo Amicon Ultra-15 (MWCO0=10,000 kDa) (Millipore,

USA). El cambio de solucién de las siguientes dosis fue mediante el uso de FPLC en el equipo

AKTA pure (GE Healthcare, USA) y la columna HiPrep 26/10 Desalting (GE Healthcare). La

proteina quedo finalmente en una mezcla de solucion estabilizadora como se menciona en la

Tabla 1y las fracciones obtenidas se combinaron y formularon con Rehydragel™ al 10% (para

la administracion intramuscular), dejando en agitacion toda la noche a 4°C para procurar la

mayor adsorcion posible del antigeno por el gel.

Tabla 1. Esquema de formulacién para el antigeno Wuhan, administrado en el lote 1 de ratones BALB/c.
a la inmunizacién, IM: intramuscular, SC: subcutaneo

dpi: dias posteriores

Via
administracion

de

Primera dosis, 0dpi

Segunda dosis, 15
dpi

Tercera dosis, 34
dpi

Cuarta dosis, 50
dpi

IM/SC

6 ug de Wuhan en
solucion salina 0.9%
+ 10%
Rehydragel TM

28 ng de Wuhan en
solucion salina 0.9%
+ 10%
Rehydragel TM

20 pg de Wuhan en
sol.  estabilizadora
(sacarosa 5%, NaCl
150 mM, Metionina
5 mM, Fosfato de
sodio 50 mM) +
10% Rehydragel TM

20 pg de Wuhan en
sol. estabilizadora
(sacarosa 5%, NaCl
150 mM, Metionina
5 mM, Fosfato de
sodio 50 mM,
Glutation 0.4 mM) +
10% RehydragelTM

Intranasal

6 ug de Wuhan en
solucion salina
0.9%,

28 ug de Wuhan en
solucion salina
0.9%,

14 ng de Wuhan en
sol. estabilizadora
(sacarosa 5%, NaCl
150 mM, Metionina
5 mM, Fosfato de
sodio 50 mM)

6 pug de Wuhan en
sol. estabilizadora
(sacarosa 5%, NaCl
150 mM, Metionina
5 mM, Fosfato de
sodio 50 mM,
Glutation 0.4 mM)

Para el segundo lote de ratones BALBI/c, los antigenos Wuhan y Alfa-Beta fueron administrados

exclusivamente por via intramuscular, adyuvados con gel hidréxido de aluminio (30 mg/ml) v,
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segun las recomendaciones de PRONABIVE, el gel hidroxido de aluminio se debe usar en un
rango de 0.1-0.76 mg/ml, por lo que se determind usarlo en el rango de limite a 0.70 mg/ml.

En la Tabla 2 se describe la formulacién utilizada en cada grupo, donde el cambio de buffer se
llevd a cabo por didlisis contra PBS 1X y gel de hidroxido de aluminio estéril a una
concentracion de 0.7 mg/ml. Para evitar la precipitacion del antigeno, asegurar el cambio y
adsorcion de la proteina por el gel de hidroxido de aluminio, también se agrego al interior de la
bolsa de dialisis hidréxido de aluminio a una concentracion final de 0.7 mg/ml y se agito para
lograr su homogenizacién antes de la dialisis.

Una vez que el antigeno contenia el gel hidroxido de aluminio se procedi6 a realizar la dialisis
en una proporcion de 1:50 (v/v) con agitacion constante a 4°C con tres cambios de solucion cada

2 hy el tltimo cambio se dejo toda la noche.

6.6.1 Barrido diferencial por fluorometria

Las formulaciones de los antigenos anteriormente mencionadas fueron descritas y tomadas de
Olivares, 2021; sin embargo, se consider6 que ain se podian mejorar las condiciones de
estabilidad y solubilidad de la proteina. Por lo que se llevd a cabo un ensayo de barrido
diferencial por fluorometria (DSF) con el objeto de identificar la composicion ideal de una
solucion que permita mantener al antigeno soluble y estable. Se ensayaron 480 soluciones con

diferentes aditivos, pH y amortiguadores.
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Tabla 2. Esquema de formulacién para los antigenos Wuhan y Alfa-Beta, administrados en el lote 2 de ratones BALB/c.

Via de | Concentracién | Total

Grupo | Tratamiento Descripcion administracion | (ug/uL) (ug)

PBS 1x + 0.7 mg/ml

de AI(OH)3 IM/SC ) )

1 Control negativo

Antigeno Wuhan en
2 Wuhan PBS 1x + 0.7 mg/ml | IM/SC 0.3 20
AI(OH)3

Antigeno Alfa-Beta
3 Alfa-Beta en PBS 1x + 0.7 | IM 0.4 20
mg/ml Al(OH)3
Antigeno Wuhan en
PBS 1x + 0.7 mg/ml 0.3 10
Wuhan/ Alfa-Beta (10/10 | AI(OH)3

ug) Antigeno  Alfa-Beta
en PBS 1x + 0.7 0.4 10
mg/ml Al(OH)3
Antigeno Wuhan en
PBS 1x + 0.7 mg/ml 0.3 20
Wuhan/ Alfa-Beta (20/20 | AI(OH)3

ne) Antigeno Alfa-Beta
en PBS 1x + 0.7 0.4 20
mg/ml Al(OH)3

IM/SC

Usando el antigeno Wuhan se probaron 5 kits que contenian 96 soluciones diferentes cada uno,
los kits fueron los siguientes: Solubility & Stability Screen 1 (HR2-413) y Solubility & Stability
Screen 2 (HR2-072), Slice pH (HR2-072), Additive Screen 1 (HR2-138) y Additive Screen 2
(HR2-459) todos del fabricante Hampton Research, CA, USA. Para cada kit se diluyeron 300
ul del antigeno Wuhan a una concentracion de 0.15 mg/ml en TSA Sample Buffer y se afiadieron
2 pl del fluorocromo Sypro Orange 1X. En condiciones de esterilidad y de enfriamiento se
afiadio a una placa para PCR de 96 pozos 10 pl de la muestra diluida con SyproOrange y 10 pl
del buffer segun el kit a evaluar en el momento (Solubility & Stability Screen 1y 2, Slice pH 6

Adiditive Screen 1y 2). Una vez depositado el buffer y la muestra en cada pozo de la placa para
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PCR, se procedi6 a sellarla con una pelicula de sellado transparente, la placa se centrifugé a
2500 g por 30 segundos para llevar el contenido de la placa al fondo. Finalmente se programé
el equipo StepOnePlus™ (Applied Biosystems) para leer la placa de PCR siguiendo las
siguientes condiciones:
e Propiedades del experimento:  Equipo: StepOnePlus™ de 96 pozos
Tipo de ensayo: Melt Curve
Reactivo que se detecta: Otros
Velocidad de la rampa: Rapida
e Configuracién de la placa: Reportero: ROX
Quencher: None
Referencia pasiva: Ninguno
e Método de corrida: 25°C por 1 min (rampa= +0.5°C/s)

95°C por 15s

Una vez programado el equipo, se realizé la lectura de la fluorescencia emitida por la placa con
las diferentes condiciones establecidas. Los datos obtenidos fueron analizados y graficados en

Excel.

6. 7 Inmunizacion de ratones BALB/c por via intramuscular e intranasal y recoleccion
de muestras

Este estudio se realizd con base en los lineamientos del Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio del Cinvestav (CICUAL- Cinvestav). Como parte del disefio de
experimentacion se emplearon dos lotes de animales experimentales. EI primer lote de ratones

hembra BALB/c de 6 semanas de edad fueron inmunizados 4 veces via
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intramuscular/subcutanea y otros por via intranasal con el antigeno Wuhan (Fig. 5). La proteina
se formulo de diferente manera de acuerdo con la via de inmunizacion como se menciono
anteriormente (Tabla 1). En el caso de los controles solo se administrd solucién salina al 0.9%
para el caso de los ratones inmunizados por via intranasal, y para el caso de la inmunizacion por

via subcutanea/intramuscular solo contenia solucién salina al 0.9% y Rehydragel™ al 10%.

Segunda Tercera Cuarta

Primera inmunizacidn '
dosis dosis dosis

R SR
T T

Intranasal
n=15 0 34 50
dpi dpi dpi dpi

Segunda Tercera Cuarta
dosis dosis dosis

2 o Dfasl ! { {
s |1 ||

Subcutanea 0 15 34 50
n=15 dpi dpi dpi dpi

Primera inmunizacidn

v

Figura 5. Esquema de inmunizacion de ratones BALB/c del lote 1. Dpi: después de la
primera inmunizacion.

Se realizd un muestreo de todos los individuos, previo a la inmunizacién, mediante la toma de
sangre periférica para la obtencion de suero sanguineo. El segundo muestreo se realizé a todos
los individuos 15 dias después de la primera inmunizacion (dpi). El tercer muestreo se realizé a
los 30 dpi vy, en esta ocasion, fueron elegidos al azar 7 ratones inmunizados por via intranasal y
7 por via subcutanea/intramuscular. A los 45 dpi se tomo el cuarto muestreo, nuevamente a 7
miembros de cada via. El quinto muestreo se llevo a cabo 60 dias dpi, en esta ocasion solo se
muestreo la via intramuscular/subcutanea. De igual manera se llevd a cabo el ultimo muestreo

a los 100 dpi.
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En cuanto al segundo lote (ratones hembra BALBC/c de 6-8 semanas de edad) el cual se dividio

en 5 grupos, los animales se inmunizaron dos veces (con una diferencia de 21 dias entre cada

inmunizacién) por via intramuscular, con los antigenos Wuhan y Alfa-Beta separados o en

conjunto (Fig. 6). Las condiciones y formulacion de las dos dosis se mencionaron en la Tabla 2.

Primera inmunizacion Segunda dosis
A -
0 dpi 21 dpi -
Primera inmunizacidén Segunda dosis
’ "
4 0 dpi 71 dpi >
3 Primera inmunizacién Segunda dosis
. ’
IM/SC : !
—_— : - >
0 dpi 21 dpi
Primera inmunizacidn Segunda dosis
. "
O dpi 21 dpi
Primera inmunizacion Segunda dosis
4 I
odpi 21 dpi "

W+T 10ug
n=8

W+T 20ug
n=8

Figura 6. Esquema de inmunizacion de ratones BALB/c del lote 2. IM: intramuscular, SC:

subcutanea, C: control, W: Wuhan, T: Alfa-Beta.

El muestreo correspondiente al lote dos, se llevd a cabo mediante la toma de sangre periférica

para la obtencién de suero sanguineo de todos los individuos previo a la inmunizacién, y

posterior a la inmunizacion se tomo de los dias 35 y 91 dpi.

6. 8 Pruebas de inmunogenicidad de la respuesta inmune humoral

Para examinar los anticuerpos especificos de RBD producidos en suero de raton y con ello la

respuesta humoral, se realizaron ELISAS indirectos de las muestras recolectadas previo a la

inmunizacién (pre-inmune) y posteriores a la inmunizacion. Se recubrieron placas de ELISA
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Nunc-Immuno MicroWell (Sigma-Aldrich) de noventa y seis pocillos con 1 ng/ul del antigeno
Wuhan en 100 ul de buffer de recubrimiento (carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6) por pocillo
y se incubaron toda la noche a 4° C. Al dia siguiente, se desechd el contenido de los pocillos, se
lavaron con solucion de lavado o PBST (PBS 1X, Tween 20 al 0.05%), se bloquearon las placas
con 300 ul de soluciéon de bloqueo (PBS 1X, BSA al 1%) y se dejaron incubando a 37°C por 1
h. Una vez transcurrido el tiempo, las placas se lavaron 3 veces con solucién de lavado y se
afladieron a la placa 100 pl de las muestras de suero de raton diluidas 1:1000 en PBS 1X. Las
placas se incubaron durante 1 h a 37°C antes de lavarlas 3 veces con PBST para afiadir 100 pl
del anticuerpo secundario anti-IgG de ratén (molécula completa)-acoplado a HRP producido en
conejo (Sigma-Aldrich) diluido en PBS 1X (dilucion 1:40,000) y se dejo incubando a 37°C por
una hora. Las placas se lavaron 4 veces con PBST, seguido de la adicion de 100 ul por pocillo
de solucion de sustrato de 3,3', 5,5'-tetrametilbencidina (TMB, Sigma-Aldrich). Las placas se
incubaron durante 15 minutos a 25°C protegiéndolas de la luz. Después de la incubacion, la
reaccion se detuvo con 50 pl por pocillo de solucién de paro (H2SO4 2N) e inmediatamente se
leyé la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm usando el espectrofotometro de
microplacas Multiskan