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l. RESUMEN

La enfermedad de la COVID19 ha afectado a toda la poblacién mundial. La COVID19
puede presentarse asintomadtica, con sintomas leves o derivar hasta una
enfermedad grave. El agente causal de la COVID19 es un coronavirus denominado
SARS-CoV-2 (del inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), quien
comienza su infeccién gracias a la unién de la subunidad S1 en la membrana del
virus con su receptor ACE2 (angiotensin converting enzyme 2) en las células
humanas. Las personas infectadas pueden generar una respuesta humoral especifica
contra la subunidad S1 con diferentes funciones efectoras, entre ellas el bloqueo de
la unidn S1-ACE2 por anticuerpos neutralizantes. En el presente trabajo se encontré
gue las personas hospitalizadas graves y las personas vacunadas, en claro contraste
con las personas con una infeccion leve, producen mas anticuerpos neutralizantes
correlacionado con una mayor presencia de anticuerpos anti-S1. Estos hallazgos nos
podrian ayudar a entender las condiciones que favorecen una respuesta con

anticuerpos neutralizantes en la respuesta inmunoldgica contra este virus.



Il.  SUMMARY

The COVID19 disease has affected the entire world population. COVID19 can present
asymptomatically, with mild symptoms, or lead to severe illness. The causal agent of
COVID19 is a coronavirus called SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2), which begins its infection thanks to the union of the S1 subunit in the
virus membrane with its receptor ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) in human
cells. Infected individuals can generate a specific humoral response against the S1
subunit with different effector functions, including blocking the S1-ACE2 binding by
neutralizing antibodies. In the present work, it was found that seriously hospitalized
and vaccinated people, in contrast to people with a mild infection, produce more
neutralizing antibodies correlated with a more significant presence of anti-S1
antibodies. These findings could help us understand the conditions that favor

response with neutralizing antibodies in the immune response against this virus.



II.  INTRODUCCION

Antecedentes y generalidades estructurales del SARS-CoV-2

A finales de diciembre de 2019, surgié una nueva enfermedad en personas que
presentaron sintomas parecidos a una neumonia. Estos primeros casos fueron
asociados a su visita en un mercado local de mariscos en la ciudad de Wuhan, China.
Sin embargo, se desconocia el agente etiolégico [1]. Para enero de 2020 se lograria
secuenciar el genoma de este germen y se reconoceria como un nUevo coronavirus
[2]. Finalmente, un mes después se nombraria al agente causal como SARS-CoV-2
(por sus siglas en inglés, severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2) y
a la enfermedad provocada por este virus como COVID-19 (corona-virus disease 19
representa el afio en que surgio la enfermedad) [3, 4].

La secuenciacion del genoma del SARS-CoV-2 le permitié a la comunidad cientifica
entender con mayor facilidad la naturaleza de este coronavirus. SARS-CoV-2 es un
virus envuelto, en su interior se encuentra un RNA gendmico (gRNA) de polaridad
positiva de cadena sencilla con una longitud de alrededor 30 kilobases (Fig. 1) [5]. En
su extremo 5’ podemos encontrar 2 unidades transcripcionales importantes, ORFla
y ORFlab que codifican para las poliproteinas PP1a y PP1ab, las cuales dardn origen
a las proteinas no estructurales (NSPs, del inglés, nonstructural proteins) necesarias
para formar los complejos de transcripcion-replicacion. Por otro lado, en el extremo
3’ se encuentran 9 marcos de lectura abierto putativos que codifican para proteinas
accesorias involucradas en la virulencia e interaccion con moléculas del hospedero
en otros coronavirus [9]; ademas de intercalarse 4 proteinas estructurales del SARS-
CoV-2: nucleocapside (N), membrana (M), envoltura (E) y espiga (S) (Fig. 1) [6].
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Figura 1. Organizacion gendmica del SARS-CoV-2. (A) Longitud de genoma del SARS-CoV-2.
(B) La poliproteina 1ab abarca 16 NSPs; los triangulos negros y grises indican los sitios de



escision de las proteasas PLpro y 3CLpro, respectivamente. Se indican asimismo los nombres
de los dominios funcionales putativos y confirmados en las NSPs. Recuperado de [6].

Las proteinas estructurales son fundamentales ya que forman parte de la particula
viral madura y perfectamente ensamblada. Por ejemplo, la proteina N se encuentra
unida al gRNA ayudando al empaquetamiento del material genético, ademads de ser
altamente inmunogénica [7, 8]. Por su parte, la envoltura viral estd constituida por
las proteinas E, M y S. La proteina M es la mas grande de todas y se encuentra
embebida en la membrana viral permitiendo curvarse durante su salida del
hospedero [10]. La proteina E es la mas pequeiias de todas y se ha reportado que
oligomeriza y forma canales idnicos [11], asociando asi la patogénesis de SARS-CoV-
2 con esta proteina [12]. La proteina S ademads de ayudar al ensamblaje del genoma
viral [13] y darle el aspecto de “picos de corona”, es la proteina responsable de
reconocer a su receptor en su hospedero, la angiotensin converting enzyme 2
(ACE2). [14].

Sy ACE2 son proteinas topolégicamente similares que pueden interaccionar
formando trimeros o dimeros, respectivamente.

S es una proteina transmembranal de tipo | de aproximadamente 1300 aminoacidos
(aa) y se divide en 2 subunidades: S1 y S2. La subunidad S1 se une con su receptor
(ACE2) en la célula huésped, a través de su dominio receptor binding domain (RBD);
y la subunidad S2 promueve la fusion de la membrana viral con la membrana celular
(Fig. 2) [15]. S es una proteina con 26 sitios de glicosilacion que le permite evadir la
respuesta del sistema inmune ademas de participar en el proceso de unién con ACE2
y la fusion de las membranas [16, 23]. Esta glicoproteina se asocia con otras dos
proteinas S, formando asi homotrimeros que se expresaran en la envoltura viral
[21].
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Figura 2. Organizacidn estructural de la proteina S y sus dominios. La subunidad S1 abarca
los dominios péptido sefial (SP), N-terminal (NTD) y un dominio de unién al receptor (RBD)
gue a su vez contiene un motivo de unidn al receptor (RBM). La subunidad S2 tiene los
siguientes dominios: péptido de fusion (FP), repetidos heptados 1/2 (HR1 / HR2), regidn
transmembranal (TM) y cola citoplasmica (CT). Ambas subunidades estdn divididas por un
sitio polibasico de escision (RRAR) susceptible a furinas. Los nimeros indican la posicién de
los aa. Recuperado de [15].



ACE2 también es una proteina transmembranal de tipo | de 805 aa [17]. Esta es una
metaloproteasa que participa regulando el volumen sanguineo y la resistencia
vascular en el sistema renina-angiotensina al degradar un vasoconstrictor
(angiotensina 1l) hacia un vasodilatador (angiotensina 1-7) [18]. ACE2 puede
asociarse para formar homodimeros a través de su regién globular [19] y ademads
puede secretarse de forma soluble gracias a los cortes de proteasas como
disintegrinas y metaloproteinasa 17 (Fig. 3 A) [22]. La expresion de esta
metaloproteasa es un poco mas restringida que su homdlogo ubicuo ACE, y se
encuentra en varios érganos como rifidn, corazén, testiculos, pulmén, intestino,
rifidn y endotelio (Fig. 3 B) [20]. Sin embargo, el reciente interés de la comunidad
cientifica se debe a que ACE2 es el receptor para el SARS-CoV-2, siendo asi, el paso
inicial para la infeccién al hospedero.

B)

ACE2 expression
B High
[ Intermediate
Minor
"] Nonefindeterminate

& D
mwommoe“gm%umumm

&«

2000000N0N0ETINCEH000000000004¢

Figura 3. Modelo estructural y caracteristicas de la proteina ACE2. A) La proteina ACE2
tiene un dominio peptidasa (PD, aa 19 a 615) en el extremo amino terminal donde reside su
actividad enzimatica; adicionalmente existe un segundo dominio parecido a citrulina (CLD,
aa 616 a 768) que tendra un pequefio motivo extracelular, un “linker” largo, un dominio
transmembranal y =40 residuos intracelulares. La region “cuello” (café) es la principal
responsable de la formacién de homodimeros de ACE2 y se encuentra entre los dominios PD
y CLD. B) Abundancia de la expresién de ACE2 en los distintos érganos. Recuperado y
adaptado de [19y 20].

SARS-CoV-2 puede entrar a las células del hospedero por dos vias distintas
dependientes de ACE2.

Actualmente se han descrito dos rutas de entrada para la infecciéon del SARS-CoV-2
en humanos. En la primera via, la proteina S debe encontrarse en un estado



energéticamente estable para posteriormente sufrir arreglos conformacionales que
le permitan activarse y unirse a la membrana celular. Esta primera transicidn hacia
un estado “metaestable” ocurre cuando las subunidades S1 y S2 se separan gracias
al corte de una furina en el sitio polibasico de escisién. Este rompimiento le
permitird a S1 exponer su dominio RBM vy asi interaccionar con el ACE2 mas cercano.
Una vez establecida la unién entre S1 y su receptor, la proteasa del hospedero
TMPRSS2 (del inglés transmembrane protease, serine 2) realizard un nuevo corte en
un sitio denominado S2’, rio arriba del dominio FP. Este segundo corte le permitird a
la subunidad S2 exponer aa no polares previamente ocultos en FP y sufrir arreglos
conformacionales que alargaran la estructura de S2. Durante estos cambios
estructurales S1 serd escindida y FP podrd interaccionar con la membrana mas
cercana gracias a los aa hidrofébicos, comenzando asi con la formacién de un poro
de fusidn entre la membrana viral y celular (Fig. 4) [24]. Una vez completado este
proceso el material genético del virus serd depositado en la célula hospedera.

Prefusion Open
(furin cleavage)

Postfusion
RBM (Protease cleavage)

Shed S1

Figura 4. Cambios conformacionales de la proteina S durante el ingreso al hospedero. La
proteina S, especificamente la subunidad S1, puede sufrir cortes por proteasas como la
furina pasando de una conformacién cerrada a una abierta durante la maduracién del virus
en una célula infectada. Este evento le permite a la subunidad S1 exponer su dominio
(receptor binding motif) RBM y entonces unirse con su receptor ACE2. Una vez establecida
la interaccidn con su receptor, la subunidad S2 sufre otro corte rio arriba de FP que le
permitira alargarse y alcanzar a la membrana celular mds préxima, comenzando asi la fusién
entre membranas. Recuperado de [25].

TMPRSS2 no es la Unica proteasa que puede cortar en 2’. Una vez establecida la
unién S-ACE2, el virus puede ser internalizado por endocitosis mediada por clatrina.
Durante la formacién del endolisosoma tardio una nueva proteasa del hospedero
(catepsina L) realizara el corte en el sitio S2’ y fusionard su membrana con la del
hospedero, depositando asi su material genético (Fig. 5) [24]. Es importante
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mencionar que la infeccidn por endocitosis de este coronavirus es un proceso lento
ademas que puede ser reconocido por proteinas antivirales, de aqui la preferencia
de SARS-CoV-2 por la primera via siempre que TMPRSS2 se exprese. Por ultimo, si S
no ha sido previamente cortada por furina, pasaran por alto TMPRSS2 y entrard por
la via endosomal [26].

Endosomal entry Cell surface entry
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Figura 5. Dos vias distintas de entrada de SARS-CoV-2. Izquierda: si un complejo virus-ACE2
no encuentra a TMPRSS2 o se expresa insuficientemente, el complejo virus-ACE2 se
internaliza mediante endocitosis mediada por clatrina en los endolisosomas, donde la
escision de S2’ la realizan las catepsinas en un ambiente acido. Derecha: en presencia de
TMPRSS2, la escisidn de S2' se produce en la superficie celular. Recuperado de [24].

Ciclo viral del SARS-CoV-2

Una vez depositado el material genético del virus en la célula, su RNA sera traducido
a las poliproteinas de replicacidn-transcripcién viral gracias a la maquinaria de la
célula. Estas poliproteinas en el citosol seran escindidas a NSPs individuales por
proteasas virales y del hospedero (PLpro y 3CLpro) y se dirigiran al reticulo
endoplasmatico (RE) para la replicacién del gRNA vy transcripcién de los RNAs
subgendmicos (sgRNA); estos ultimos se traduciran en las proteinas estructurales y
accesorias. Posterior a la produccién de las proteinas en el RE, estas biomoléculas
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seran transportadas en lisosomas o en los compartimentos intermedios del RE-Golgi
(ERGIC) donde se formaran los viriones (Fig. 6). Una vez ensamblados y de camino a
su salida, el SARS-CoV-2 sufrira un ultimo evento por la accién de una furina en el
sitio polibdsico de escisién, esto es de gran importancia ya que preparard a la
subunidad S1 para la unién con su receptor [26, 27]. Una vez expulsado el virus
podra invadir mas células del hospedero, el cual comenzara a presentar diversos
sintomas que podran sugerir la infecciéon por SARS-CoV-2.

Stage 1: Viral entry

The virus’s spike protein binds to a

receptor on the host cell called ACE2.

Then, the host molecule TMPRSS2

cleaves the spike protein, exposing

parts that fuse the viral membrane  The spikes unravel and pull the

Stage 5: The last slice

A host enzyme named furin makes a crucial cut at a site

of five amino acids on the spike protein. This prepares

the virus to strike another cell. Variants have a higher

proportion of snipped spike proteins, helping them to
infect cells more efficiently.

with that of the host. membrane of the virus
and host cell
together
Spike protein @ Stage 3: Remodelling the cell
| The virus transforms the cell's ER —
/ \ an internal membrane network —
‘ into bubble-like structures called
RNA ‘-\ % @ double-membrane vesicles (DMVs).
T These might provide a safe haven
7 i for more viral RNA to be replicated
[ o Gl \1 and translated.
TMPRSS2 cuts
the spike protein
Ribosome @)
Stage 4: Exit
ACEZ" \ Once the newly made
Viral proteins molecules assembile into
TMPRSS2 (NSPs) a complete virus particle,
"_ | \ DMVs this leaves the cell
=] through an organelle
Stage 2: Inside the cell = called the Golgi
Viral RNA is translated into = apparatus, or perhaps
non-structural proteins (NSPs) that g through . .
quickly suppress the translation of o Cj are cellular rubbish bins.
host messenger RNAs in favour of NSPs &

those belonging to the virus.

Endoplasmic

reticulum (ER) 7 /’T;t)

Figura 6. Ciclo viral del SARS-CoV-2. El ciclo viral del SARS-CoV-2 puede dividirse en varias
etapas: la primera es el proceso de reconocimiento que se describié en los dos parrafos
anteriores. Una vez depositado el material genético del SARS-CoV-2, este traducird sus

marcos de lectura ORFla y ORFlab en los ribosomas para sintetizar las NSPs. Estas proteinas

son muy importantes ya que ayudan a la eficiencia de traduccién de proteinas viralesy a

retrasar la respuesta del sistema inmune (NSP1). Sin embargo, su papel mas importante es

la formacidn de complejos de replicacién-transcripcion en el RE. Para este propésito, el virus
se apodera y remodela al RE en vesiculas de doble membrana (DMVs del inglés, double
membrane vesicles) utilizdndolos como sitios de replicacion y transcripcion libres de la
respuesta inmune de la célula. Una vez producidos los gRNA durante la replicacidn y las
proteinas estructurales y accesorias en la transcripcion de los sgRNA, se comenzara con el
ensamblaje de los viriones y su transporte ya sea por ERGIC o en lisosomas para su salida.
Justo antes de su expulsidn, la proteina S sufrird un corte por furina que preparara al virus
para la infeccidn de nuevas células. Recuperado de [26].



Manifestaciones clinicas y transmision del SARS-CoV-2

Aun no es posible establecer las manifestaciones clinicas especificas de la COVID-19,
sin embargo, si se han asociado algunos sintomas. Las manifestaciones para la
enfermedad van desde personas asintomadticas hasta enfermedad leve, severa y
critica. Los signos mds comunes para pacientes hospitalizados son fiebre, tos seca,
dificultad para respirar, fatiga y dolor de cabeza; otros sintomas menos comunes son
problemas gastrointestinales, olfatorios, gustativos y trombéticos, entre otros [28].
Para las personas que presentan un cuadro critico se ha reconocido que las
complicaciones mas importantes son la pneumonia severa y el sindrome de
dificultad respiratoria aguda (ARDS del inglés, Acute respiratory distress sindrome)
qgue eventualmente pueden llegar a la muerte del paciente [29]. La poblacidon de
riesgo son las personas de la tercera edad, en parte, atribuible a trastornos crénicos
subyacentes y a una funcion inmunoldgica disminuida. Por otro lado, los nifios se
ven menos afectados debido a la mayor cantidad de anticuerpos, una menor
exposicion previa al virus y niveles relativamente bajos de citocinas inflamatorias
[30]. Finalmente, los factores de riesgo mas importantes para desarrollar una
manifestacion critica de la COVID-19 son hipertensidn, obesidad, diabetes, entre
otros [31]. La tos sera uno de los sintomas mas significativos ya que serd la principal
forma de expulsion del virus y su transmision.

Al igual que todos los virus respiratorios, el SARS-CoV-2 se transmite por el aire. De
esta manera, una persona puede contagiarse de estos virus por aerosoles, gotas o
fomites. Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de EE. UU. han reconocido
oficialmente la inhalacién de aerosoles cargados de virus como el principal modo de
transmisiéon de la COVID-19 a corto y largo alcance [31, 32]. Estos aerosoles son
particulas de <5 mm que pueden mantenerse suspendidas en el aire hasta 5 m de
distancia. Estas particulas pueden ser generadas en varias actividades espiratorias
como respirar, hablar e importantemente, toser. Una vez inhaladas estas particulas
por un sujeto sano, estas se depositardn en las vias respiratorias superiores y las
regiones alveolares de los pulmones para la infeccién del hospedero. Finalmente,
este virus sera expulsado en aerosoles para repetir el ciclo de transmision:
transporte al aire, inhalacién por un hospedero susceptible, depositado en el tracto
respiratorio, infeccion vy expulsion en aerosoles [33]. Algunas de las
recomendaciones para frenar la rapidez con la que infecta este virus es el uso del
cubrebocas, estar en espacios abiertos, ventilados, filtrados del aire y la desinfeccién
con UV [33].



Respuesta inmune contra el SARS-CoV-2

Una vez que el SARS-CoV-2 infecta las células del epitelio alveolar pulmonar, estas
comenzaran a liberar patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs por sus siglas
en inglés, damage-associated molecular patterns) como pueden ser acidos
nucleicos. Estos DAMPs seran reconocidos por células epiteliales adyacentes vy
disparardn entonces citocinas inflamatorias y quimiocinas, las cuales atraeran a
macrégafos al sitio de infeccidén fagocitando asi a las células infectadas. Estos
macrofagos, al igual que las células dendriticas, presentaran al virus en el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en inglés, major
histocompatibility complex) a las células T. Las células T CD8+ reconoceran al MHCI
comenzando asi una respuesta citotdxica para eliminar células infectadas con este
virus. Por otro lado, los linfocitos T CD4+ reconoceran los antigenos presentados en
el MHCIl y podran polarizarse a una poblacién Thl y ayudar a los linfocitos T
citotoxicos o células NK a eliminar al virus, o también pueden diferenciarse a células
T de memoria. Ademas de la poblacion Thi, los linfocitos T CD4+ también pueden
polarizarse a células Th2 y ayudar a la diferenciacion de una célula B (previamente
activada) hacia una célula de memoria o plasmatica (Fig. 7) [34].

Los anticuerpos son los efectores de la respuesta humoral y seran producidos por las
células plasmaticas. Estos anticuerpos tendran una gran variedad de funciones
efectoras como se muestra en la figura 8. Por ejemplo, los anticuerpos pueden
activar la via clasica del complemento al unirse a los microbios y ser reconocidos por
C1; este evento es de gran importancia ya que puede ayudar a la eliminacién del
microbio de 3 formas distintas: 1) promoviendo la fagocitosis, ya que C3b unido a la
membrana del microbio servird como opsonina y podra ser reconocido por un
fagocito con su receptor especifico; 2) se estimula el reclutamiento leucocitario al
obtener los productos proteoliticos C5a, C3a y C4a los cuales promueven la
inflamacién y 3) generan la lisis de bacterias formando un complejo de ataque a la
membrana (MAC por sus siglas en inglés, membrane attack complex). Otro de los
mecanismos efectores es la unién de los anticuerpos sobre la superficie del germen,
este anticuerpo serd reconocido por un receptor especifico (FcyRIIl) en las células NK
y eliminara al microbio por mecanismos citotéxicos. De forma parecida, los
anticuerpos (lgG) pueden promover la fagocitosis al opsonizar al microbio y ser
reconocidos por un receptor especifico (FcyRl) de los fagocitos. Finalmente, los
anticuerpos tienen también la capacidad de neutralizar la infeccidon del germen al
unirse a éste, evitando asi la infeccidon de las células del hospedero [35]. Este ultimo
mecanismo efector es importante para SARS-CoV-2 ya que se ha documentado la
participacidn de este tipo de anticuerpos, relacionando su presencia con el grado de
proteccidén inmunitaria y éxito en las vacunas [36].
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Figura 7. Respuesta inmune contra SARS-CoV-2. Una vez establecida la infeccidn del SARS-
CoV-2 en las células del hospedero, estas seran reconocidas por macréfagos o células
dendriticas a través de PAMPs/DAMPs y seran presentadas a las células T. Las células T
ayudardan tanto en la respuesta citotdxica para eliminar al germen. asi como en la respuesta
humoral para generar células plasmdticas de larga vida, con cambio de isotipo y
recombinacidn somatica. Esta activacion T-dependiente de la célula B también generara
células B de memoria. Recuperado de [34].

Los anticuerpos neutralizantes (nAbs del inglés, neutralizing antibodies) contra
SARS-CoV-2 tienen diferentes mecanismos de accion de acuerdo al sitio reconocido.
Generalmente estos anticuerpos estan dirigidos contra la proteina S, y su
clasificacidn sera en relacidon con el dominio al que estén dirigidos. Por ejemplo,
existen anticuerpos dirigidos al dominio NTD con gran capacidad neutralizante.
Asimismo, también se han descrito nAbs para la subunidad S2, especificamente en el
dominio FP. Estos nAbs se uniran a este dominio FP una vez expuesto con el corte de
las proteasas del huésped y evitaran de esta forma la fusiéon entre las membranas
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[38]. Por ultimo, el principal blanco al que estan dirigidos estos nAbs es al dominio
RBD y se han descrito hasta 4 tipos, cada uno especifico para una posible
conformacion adoptada en el trimero: 1) todos los RBDs en conformacién cerrada;
2) un RBD abierto, 3) dos RBDs abiertos y 4) tres RBDs abiertos. Estos nAbs
funcionaran ya sea evitando la unidn con ACE2, manteniendo una estructura
“abierta” (RBD arriba) o acelerando el cambio hacia una conformacién post-fusion
de la proteina S [37].

Neutralization

of microbes
and toxins

phagocytosis
of microbes

(Opsonization and]

Antibodies

B cell

» | dependent cellular
cytotoxicity

—

Antibody- J
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Figura 8. Funciones efectoras de los anticuerpos. Los anticuerpos contra los gérmenes
pueden neutralizar los microbios, opsonizar para la fagocitosis, sensibilizar para la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos y activar el sistema del complemento.
Estas diversas funciones efectoras pueden estar mediadas por diferentes isotipos de
anticuerpos. Recuperado de [35].

Microbe

Aunque RBD es el principal blanco para los nAbs, aln no se sabe si la cantidad de
anticuerpos anti-RBD estd directamente relacionada con la capacidad para
neutralizar al SARS-CoV-2.
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IV. JUTIFICACION

La infeccidon por SARS-CoV-2 es dependiente de la proteina S cuyo dominio RBD
interacciona con el receptor humano ACE2. Los anticuerpos dirigidos contra RBD son
importantes ya que este es el principal blanco para los anticuerpos neutralizantes. Al
momento de la realizacién de este proyecto no se tiene claro si los titulos de
anticuerpos anti-RBD estan directamente relacionados con su capacidad
neutralizante, por lo que comprobar esta asociacion nos podra sugerir los enfoques
para las terapias humorales, diagndsticos y vacunas, asi como entender con mayor
cabalidad la respuesta inmune contra este virus.

Debido a la alta infectividad de este virus y al ser un microorganismo que requiere
un nivel de contencion lll, no se cuenta en la institucidon con equipo de laboratorio
tan especializado, por lo cual se optard por utilizar proteinas recombinantes que
simulen la unién del virus con su receptor.
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V. HIPOTESIS

Existe una relacidon entre los titulos de anticuerpos anti-S1y su capacidad para
neutralizar a la proteina S1 del SARS-CoV-2.
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VI.  OBIJETIVOS

Objetivo general

Medir los anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 y asociarlos con los titulos
de anticuerpos anti-S1 en sueros de pacientes vacunados y hospitalizados por
CovID19.

Objetivos especificos

e Producir una proteina ACE2 recombinante en un sistema eucarionte.

e Corroborar la unién de la proteina recombinante ACE2 con la proteina
recombinante S1.

e Montar un ensayo de deteccion de anticuerpos neutralizantes contra la
proteina S1 de SARS-CoV-2.

e Buscar si existe una correlacién entre los titulos de anticuerpos
neutralizantes contra la proteina S1 del SARS-CoV-2 con los titulos de
anticuerpos anti-S1.
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VII.  MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de bacterias competentes

Se tomé una colonia de la cepa XL10-Gold y se sembré en 3 ml de medio Luria con
tetraciclina (50 pg/ml), incubandose en agitacion a 37°C toda la noche. Se realizé un
subcultivo al dia siguiente y se adicionaron 2.5 ml de cultivo a 250 ml de Luria con
tetraciclina (50 pg/ml) en un matraz de 2-3 Lts. Una vez alcanzada una densidad
Optica de 0.5 a una longitud de onda de 600, se distribuyd el medio en cuatro tubos
falcén de 50 ml, se colocaron en hielo (en adelante todo el procedimiento se realiza
en frio y en esterilidad), se centrifugaron las células por 10 minutos a 3000 rpm a 4
0C, y se elimind totalmente el sobrenadante. Se resuspendid cada pastilla
suavemente en 4 ml de la solucién TFB1 (RbCl 100 mM, MnCl2 50mM, Acetato de
Potasio 30 mM, CaCl2 10mM, Glicerol 15%, PH 5.8, esterilizado por filtracién) y se
mantuvo en hielo por 1 hora. Se centrifugaron las células durante 5 minutos a 3000
rom a 4 °C, se desechd el sobrenadante y se agregd 1.25 ml por tubo, de la solucion
TFB2 (MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl2 75mM, glicerol 15% pH 8.0, esterilizado por
filtracién), finalmente se resuspendieron las células suavemente con punta de 1 ml.
Se prepararon alicuotas de 50 a 100 pl en tubos de 1.5 ml, se colocaron en un bafio
de hielo seco/etanol, y se transportaron en hielo seco para almacenarse a -80°C
(REVCO).

Vectores de expresion para ACE2

Las construcciones utilizadas en el presente trabajo fueron producto de una
publicacion de Procko E. y colaboradores (40) que posteriormente fueron puestas a
su venta en AddGene. En este proyecto se utilizaron 2 construcciones, el primer
plasmido adquirido pCEP4-myc-ACE2 (Addgene plasmid # 141185 ;
http://n2t.net/addgene:141185 ; RRID:Addgene_141185) codifica para una proteina
recombinante ACE2 que se expresa en la membrana de la célula, esta tiene un
fragmento de la proteina c-myc que servira como bandera y se eligié asi para tener
un modelo celular de la proteina, de esta manera se podran hacer experimentos en
el citdmetro para futuros objetivos. Por otro lado, también se adquirié un segundo
plasmido  pcDNA3-sACE2-WT (732)-lgG1 (Addgene plasmid # 154104;
http://n2t.net/addgene:154104; RRID: Addgene_154104) que codifica para una
proteina recombinante ACE2 pero en vez de su dominio transmembranal esta
fusionado a la regién Fc de un anticuerpo IgG1.

Obtencion y crecimiento de bacterias transformadas
Se descongeld durante 3 minutos la bacteria competente E. coli y se anadieron 50-
500ug del pldsmido de interés en condiciones de esterilidad. Se incubé esta
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asociacién durante 20 min y se aplicé un choque térmico a 42°C por 45 seg; e
inmediatamente se incubaron de nuevo en hielo por 2 min y se incubaron a 37°C
durante 1 hora con 400uL de medio SOC (BRL, cat. no. 5544SA). Posteriormente se
sembraron 400uL y 100uL en placas Petri con agar LB (sigma-aldrich cas. no. L3027)
(ampicilina/ tetraciclina 100pg/mL) para incubarse durante la noche.
Posteriormente se aislan 4 colonias y se crecen en tubos de 50mL con caldo LB
(sigma-aldrich cas. no. L3152) (ampicilina 250 mg/mL) a 37°C a 180 rpm durante 1
dia.

Extraccion y digestién del DNA plasmidico

El medio de cultivo donde crecieron las 4 distintas colonias de bacterias se
centrifugaron a 6,000 xG por 15 min a 4°C, se decanté el medio y se resuspendid con
1 mL PBS en tubos de 1.5 mL. Se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min y se decanté el
sobrenadante. Posteriormente se realizd la extraccidn del DNA plasmidico con el kit
de la casa comercial de QIAGEN Plasmid Mini (cat nos. 12123 and 12125) y Maxi
(cat. no. 12162) Kits. Para este paso, una vez realizada la “mini” extraccién del DNA
plasmidico, se cuantificé la muestra extraida en un espectrofotémetro (NanoDrop
1000 ThermoScientific).

Una vez conocida la cantidad de DNA obtenido se corrobord la presencia del
plasmido en ella. La digestion del DNA comienza con la incubacién a 37°C por 3
horas de una reaccién (tubo 0.6 mL) con los siguientes componentes en las
cantidades indicadas:

H,0 Aforar a 25 uL
Buffer Cut Smart (New England BiolLabs) Cat. no. B7204S 2.5uL

Xho | (Amersham Life Science) Cat. no. E1094Y 0.5 uL

Nhe I (New England BiolLabs) Cat. no. R0131S 0.5 uL

DNA plasmidico 1pug
Volumen total de reaccién 25 uL

Una vez completada la incubacién se prepard un gel de agarosa 0.8% con TAE (Tris
base 4.84g, 1.142 g acido acético glacial,2 mL EDTA 0.5M para 1L). Se afiadieron 8 ulL
del DNA digerido + 0.5 pL de Buffer de carga 6X (60mM EDTA pH 8, 0.3% SDS y 60%
glicerol), 1 ug del DNA sin digerir y 2 pL del marcador (cas. no. 79061), y se corrid a
100 voltios durante 40 min. Posteriormente se incubd el gel en bromuro de etidio
durante 15-30 min y se reveldé con una cdmara de UV (Gel Logic 440 imaging
system).

Cultivo de células HEK293
Se crecieron células HEK293 en placas Corning de 75cm? (cas. no. 430720U) en 15

mL de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, cat. no. 12100-038)
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suplementado con suero fetal bovino (Gibco cat. no. 26140079) al 10% con L-
glutamina (cat.no. 25030081), pen-strep (15140122), aa no esenciales (11140050) y
piruvato de sodio (cat. no. 11360070). Se permitié el crecimiento de estas células
hasta llegar a una confluencia de ~90%.

Transfeccion de células HEK293 con vectores de expresion para ACE2 pCEP4-myc-
ACE2 y pcDNA3-sACE2-WT (732)-1gG1

Se sembraron 2-3x10° células en las placas de cultivo descritas, 24h posterior a la
siembra en dos tubos independientes de 1.5mL se llevd a cabo la siguiente reaccion.
En un tubo a se afiadieron 30ug de DNA plasmidico de interés y se aforaron a 500uL
con medio OPTI-MEM (Gibco cas. no. 31985062); en un segundo tubo b se
anadieron 30 pL de lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668019) y se aforaron
igualmente a 500uL con medio OPTI-MEM. Ambos tubos se incubaron por 5 min y
posteriormente el contenido del tubo a se vertié en el b cuidadosamente. Esta
mezcla se dejd incubar por 20 min a temperatura ambiente (TA). Durante la
incubacion se retird el medio de las células HEK293 y se afiadieron 10 mL de PBS
(NaCl 0.134M, KCI 2.7mM, NazHPO4 10mM y KH2PQ4), una vez pasados los 20 min de
la incubaciéon se retira el PBS de las células y se anade la mezcla por goteo.
Finalmente, se afiaden 5 pL con medio OPTI-MEM e incubar a 37°C. Una vez
transcurridos los 2 dias se retira el sobrenadante y se afiaden 8 uL de OPTI-MEM
para incubar por otros 3 dias segun sea el caso. Las células del sobrenadante se
eliminan con una centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min a TA.

Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

El gel de SDS-PAGE tiene dos tipos de geles, uno separador y otro concentrador.
Primero se afiade el separador y después el concentrador que queda arriba. El gel
separador se prepard para 10 mL de la siguiente manera: 4 mL de H;0, 3.3 mL de
Acrilamida 30%, 2.5 mL Tris 1.5 M pH 8.8, 100 pL de SDS 10%, 100 pL de APS 10% vy 4
uL de TEMED, obteniendo asi un gel al 10%. El gel concentrador se preparé de la
siguiente manera para 3 mL: 2.1 mL de H,0, 500 pL de Acrilamida 30%, 380 uL Tris
1.0 M pH 6.8, 30 pL SDS 10%, 30 pL APS 10% y 3 uL TEMED. Una vez polimerizadas
ambas fases del gel se cargan las muestras en los pozos del gel concentrador.
Previamente las muestras fueron tratadas con Buffer Laemmli (H20 6.9 mL, Tris 1M
pH6.8 1.0 mL, SDS 10% 1.0 mL, Glicerol 1.0 mL, B-mercaptoetanol 0.1 mL,
Bromofenol c.b.p.). a una concentracién final 1X y hervidas a 95°C por 5 min. Una
vez lista la muestra para cargarse en el pozo se inici6 la electroforesis a un voltaje de
80 V por 2h y media equilibrado con buffer de corrida (0.025M glicina, 0.192 glicina,
0.1% SDS).
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Ensayos de Western blot

Una vez resueltas las muestras en un gel de SDS-PAGE, este se ensambld en
sandwich con una membrana de nitrocelulosa en el siguiente orden: 1 esponja, 2
hojas de papel Whatman 3 mm, el gel, 1 membrana de nitrocelulosa (BioRad Cat#
1620112, 0.2 um, para proteinas o acidos nucleicos de bajo peso molecular), 2 hojas
de papel Whatman y 1 esponja. Posteriormente el sdndwich se colocé en la cdmara
de transferencia y se corrié a 100 V durante 1h y media con buffer de transferencia
(0.025M glicina, 0.192 glicina, 20% metanol) desde el polo negativo hacia el positivo.
Para confirmar la transferencia de proteinas la membrana se tifid con rojo de
Ponceau durante 5 min, una vez verificada la transferencia se lavd con PBS-Tween
0.001%. Posteriormente la membrana se bloqued con leche descremada al 5%
diluida con PBS-Tween 0.05% durante 1h a TA y se lavd de nuevo 3 veces con PBS-
Tween 0.05% por 5 min a TA. Después del bloqueo la membrana fue incubada con el
anticuerpo anti-hACE2 Biotinylated (cat. no. BAF933) / anti-myc (cat. no. sc-40) a
una dilucién 1:1000 con PBS-Tween 0.05% durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente la membrana se lavé 3 veces con PBS-Tween por 5 min a TA.
Posterior a los lavados se incubd con el anticuerpo secundario (Streptavidin-HRP
[cat. no. ab7403] dil. 1:5000 / anti-mouse-HRP [cat. no. 31430] dil. 1:3000) con PBS-
Tween 0.05% durante 1h a TA. Nuevamente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween
0.05% por 5 min.

Para revelar la interaccién antigeno-anticuerpo se utilizo el “kit” de bioluminiscencia
Clarity Western ECL Substrate (BIORAD cat. no. 1705061). Brevemente, en un cuarto
oscuro la membrana se colocé en acetatos que contenia la mezcla de los reactivos 1
y 2 en una proporcién 1:1 durante 1 min en agitacién para finalmente exponerse la
membrana en un fotodocumentador (ChemiDoc MP no. de serie 731BR00166)

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

La cuantificacién de proteinas por el método de Lowry se comenzé por la generacion
de una curva estandar con albimina a diferentes concentraciones (2 mg/mL, 1.5
mg/mL, 1 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.4 mg/mLy 0.1 mg/mL). Posteriormente se utilizé el
“kit DC protein assay” (Bio-Rad), en este se utilizan 20 pL del Reactivo S por cada
1000 pL del Reactivo A. Después se afiadirdn en una placa de ELISA (ver ensayo de
unién) 25 puL de la mezcla Reactivo S-A, 200 pL del Reactivo B y 5 uL de
muestra/curva estandar en cada pozo por duplicado durante 15 min en oscuridad.
Finalmente, las muestras y curva fueron analizadas en un lector de placas de ELISAS
(TECAN sunrise art.-nr F03930002663) a 700 nm.
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Proteina S1

La proteina recombinante utilizada en este trabajo fue donada por el laboratorio de
la Dra. Leticia Cedillo Barrén del departamento de Biomedicina Molecular del
CINVESTAV-IPN (41).

Ensayo de union

El ensayo de unién entre las proteinas recombinantes S1 y ACE2 se realizd con la
técnica de ELISA (indirecto). Primero se sensibilizaron placas de ELISA de alta
sensibilidad de fondo plano (Invitrogen cas. no. 44240421) durante toda la noche
(=18h) a 4°C con la proteina S1 a una concentracion de 0.5 pg/mL en un volumen
final de 50 uL por pozo. A la mafiana siguiente se lavaron las placas en el lavador de
placas Wellwash, (3 ciclos de lavado con PBS-tween 0.05% a 250 ul por pozo). Se
bloqued durante 2 horas a TA con 200 pL de PBS-t 0.05% + imidazol 0.004M + leche
1% (Solucidn de bloqueo KPL 1X Cat: 5150-0008 (50-63-00) modificada) y se lavo la
placa de la misma manera ya descrita. Por otro lado, la proteina ACE2-IgG se diluye
en PBS + leche 1% obteniendo 3 diluciones distintas: 1:1000, 1:100, 1:10 y sin diluir.
Se anadieron 50 pl por pozo de la proteina ACE2 por duplicado en los pozos durante
1h a37°Cy se lavé la placa nuevamente una vez terminada la incubacién.

Posteriormente se utilizaron 50 uL por pozo de un anticuerpo anti-lgG-HRP (cas. no.
109-036-088) diluido 1:15°000 en PBS y se incubd durante 1h a 37°C. Después se
lavé la placa y se reveld la asociacidon afiadiendo 50 plL del Buffer de sustrato TMB
(Chem Cruz, cas. no. sc-286967A) durante 30 min y se detuvo la reaccion con H;SOs.
10 min después se leyo la sefial en el espectrometro a 450 nm.

Como control se tomd el promedio de la seifal por duplicado de pozos sin
sensibilizar, sin ACE2 y sin anticuerpo.

Concentracion por Sulfato de amonio

Con el objetivo de reducir el volumen del sobrenadante donde se encontraba la
proteina ACE2-1gG, se decidid concentrar la proteina por precipitacion con sulfato de
amonio. Para este fin se mezclaron por goteo 80 partes de sulfato de amonio en 20
partes del sobrenadante con las proteinas en frio y agitacién. Una vez se mezcld
todo el sobrenadante se centrifugd 15’000 rpm a 4°C por 30 min, se descarté el
sobrenadante y se diluyé el precipitado con 4 mL de PBS. Posteriormente se
afladieron estos 4 mL en una membrana de didlisis (poros de 10 kDa) con 1L de
solucion fisiologica 0.85% realizandose cambios cada 12h por 5 dias a 4°C. Se realizé
una prueba de precipitacidon con BaCl; y se extrajo el contenido de la membrana una
vez no haya trazas de sulfatos en la proteina.
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Determinacion de anticuerpos neutralizantes

El “kit” comercial de la casa BioLegend indica la generacion de una curva estandar a
partir de su buffer estdndar. Se tomaron de este buffer 12.5 pL y se afiadioé en un
tubo (C7), se tomaron 6.25 L de este tubo y se afiadieron a un segundo tubo C6 con
6.25 L de buffer assay. Se repitid la dilucidén hasta tener un tubo C1. Finalmente, se
rotuld un séptimo tubo como CO y se afiadieron 12.5 plL de buffer assay y 6.25 uL de
la mezcla del tubo C1. Posteriormente las muestras se diluyeron 1:50, afiadiendo 2
puL de muestray 198 uL de PBS en tubos independientes. Finalmente, la reaccion
llevé 4 componentes diferentes: 12.5 ulL del tubo con la muestra diluida (1:50), 12.5
uL del buffer assay, 12.5 ylL del buffer de neutralizacién y 6.25 uL del buffer beads
(en ese orden). De esta manera tuvimos nuestra curva estandar y nuestras
muestras. Se vortexearon y se incubaron los tubos por 1:30h en suspension a TA. Se
anadié la Strep-PE y se incubd 30 min a TAy se afiadié el PBS hasta tener un
volumen de 200 pL.
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VIIl.  RESULTADOS

1. Amplificacién del DNA plasmidico

El primer paso para la produccién de la proteina ACE2 recombinante es la
amplificacién del DNA plasmidico. Para esto, una vez adquiridos los vectores de
expresion se continué con su amplificacién en bacterias competentes. Para
corroborar la identidad del plasmido o para caracterizarlo, se extrajo el DNA
plasmidico y se analizd con las enzimas de restriccion (Nhel, Xho 1) para obtener el
inserto flanqueado por dos sitios mencionados arriba y se analizé en un gel de
agarosa.

Como se muestra en la figura 9, el primer gel(A) en el tercer carril nos indica la
presencia de tres bandas, una de =12K bp correspondiente a una digestion parcial
gracias al corte de una sola enzima de restriccion, también se puede apreciar una
segunda banda de =10K bp que representa el vector de expresion sin el inserto y una
ultima banda de =2K bp que nos indica la presencia del inserto. En el caso del
segundo gel los resultados obtenidos tienen la misma interpretacion. El primer gel
corresponde al plasmido que codifica para la proteina ACE2 con etiqueta de myc y el
segundo para ACE2 con etiqueta de IgG.

pCEPA-myc- pCONA3SACE2-
ACE2 WT (732)-1gG1
| B |  —
Sin Digerido Sin Digerido
Mkr  gigerir  Xhol, Nhel Mkr  digerir  Xhol, Nhel

M 10381

W 2481

2481

ACE2-myc ACE2-1gG
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Figura 9. Las bacterias E. coli transformadas adquirieron el plasmido de interés. El primer
gel corresponde a DNA plasmidico de ACE2-myc, el segundo para ACE2-IgG. El DNA digerido
fue tratado con enzimas de restriccién que flanqueaban el inserto. Se muestra el tamafio del

plasmido/inserto en las sefiales obtenidas.

2. Produccion de la proteina recombinante ACE2-myc y ACE2-IgG
Posteriormente se continué con la transfeccion de células HEK293 con el DNA
plasmidico amplificado, esto con la finalidad de producir una proteina recombinante
ACE2 transmembranal. Con este propésito se identificé mediante una electrotrans-
ferencia a la proteina recombinante con una etiqueta de Myc. Como se puede
observar en el primer WesternBlot (WB) en la figura 10, la mayor cantidad de ACE2
se encuentra en el lisado celular y en menor medida en el sobrenadante de las
células transfectadas. Curiosamente, también se puede observar una tenue sefial en
las células control sin transfectar, por lo que se realizé una segunda
electrotransferencia identificando la etiqueta myc. Como se muestra en la segunda
electrotransferencia, las células sin transfectar no expresan la proteina
recombinante ACE2-myc.

Mkr S-T STE LISCEL
250kDa—» Mkr S-T STE LISCEL
130kDa_, 250kDa —»
, ‘ 130kDa—»
T00RCR— 100kDa —»
70kDa —> 70kDa —»
55kDa —»
55kDa —»
35kDa —»
35kDa—» —
|-
| —
pCEP4-myc-ACE2
PCEPA-myc-ACE2 Mouse Anti c-Myc

Rabhit Anti ACEIl

Figura 10. La proteina ACE2-myc transmembranal se expresa principalmente en los lisados
celulares. Las células transfectadas con el plasmido pCEP4-myc-ACEll se analizaron y se
observé una tenue banda en las células sin transfectar que corresponde a una expresion

nativa de ACE2 en las células HEK293. 20 uL de muestra se afiadieron a los ultimos 4 carriles.

s-t: sin transfectar, ste: sobrenadante, liscel: lisado celular.
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Una vez comprobada la presencia de la proteina recombinante ACE2 en el sistema
transmembranal, se continud con la produccién de la proteina recombinante ACE2
soluble. Para este propdsito se transfectaron nuevamente células HEK293 con la
construccion pACE2-IgG y se colecté el sobrenadante a los 2 y 5 dias post-
transfeccion (PT). Como se muestra en la figura 11, la presencia de esta proteina
puede identificarse a los 2 y 5 dias PT. Igualmente pueden identificarse mas bandas
cerca de los 68 KDa, lo que sugiere la presencia de una proteina ACE2 de menor
tamario (42).

Sobrenadante
———

| |
2 dias S dias
PT PT

225 —
“ . ACE2 (120kDa)
ACE2(100kDa)
| A,
38 —
17 —

Goat Anti-ACEll

Figura 11. La proteina ACE2-IgG soluble puede identificarse hasta 5 dias PT. Se recolecto el
sobrenadante a los 2 y 5 dias PT y se revelé con un anticuerpo anti-ACE2. PT= post-
transfeccion.

3. Ensayo de union de ACE2-IgG con S1
Una vez producidas las proteinas recombinantes ACE2, se eligié utilizar la proteina
soluble por su mayor rendimiento en una eventual purificacion, ademas de
simplificarse el protocolo ya que el sistema transmembranal implicaria utilizar un
ELISPOT. De esta manera, se evalud su capacidad de unién de ACE-IgG a diferentes
diluciones con una proteina S1 recombinante del SARS-CoV-2 (0.5 pg/mL) en un
ensayo de ELISA. Como se muestra en la figura 12, la unién se puede apreciar
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cuando ACE2 se diluye 1:10 o cuando no esta diluida. La adicidon de inhibidores de
proteasas se utilizoé para evitar la degradaciéon de ACE2.

Ensayo de unién entre S1y ACE2

0.4 8 o 2PT
A © 2 PTinhib.
0.3 v A 5PT
9 0. , v 5PTinhib.
0.1 :
Control—------ L
00 I | | |
1000 100 10 1
Dilucion

Figura 12. La proteina ACE2-IgG soluble es capaz de unirse a la proteina recombinante S1.
En el eje de las abscisas se muestran las diferentes diluciones utilizadas para ACE2 (desde
1:1000 hasta sin diluir) y en el eje de las ordenadas se muestran las densidades dpticas
obtenidas del ensayo. n=1, PT= post-transfeccidn, inhib= inhibidores de proteasas.

4. Concentracion de la proteina ACE2
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Figura 13. WB de las proteinas concentradas con sulfato de amonio. Tanto el sobrenadante
de la transfeccidon como el concentrado presentan una banda alrededor de los 120 KDa,
peso de la proteina ACE2.

Dado que la proteina recombinante ACE2 aun se encuentra en el sobrenadante
donde se cultivaron las células transfectadas, la proteina se encuentra suspendida
en un gran volumen junto con otras proteinas. Por lo tanto, se decidié concentrar las
proteinas del sobrenadante para obtener una mejor eficiencia en la purificacién.
Para este fin se eligid la precipitacion con sulfato de amonio y una posterior didlisis.
Como se muestra en la figura 13, durante este proceso se pierde una gran cantidad
de muestra total, sin embargo, se lograron reducir 28 mL de muestra en 4 mL.

Finalmente, antes de comenzar con la purificacion se verificé que la proteina
concentrada no perdiera su conformacién. Para esto se realizé el mismo ensayo de
unién por ELISA con diferentes diluciones de la proteina (concentrada) ACE2-IgG y su
ligando S1. Como se muestra en la figura 14, nuevamente la dilucion 1:10 y la
muestra sin diluir son las uUnicas sensibles para el sistema, aunque con menor
medida respecto a la muestra con el sobrenadante.

0.4

0.3

ACEIl
0.2 concentrada

o
(@]

0.1 v
Control —-----=Femmm e e

0.0

| | |
1000 100 10 1
Dilucién
Figura 14. El concentrado de la proteina recombinante ACE2 se une a la proteina

recombinante S1. Se utilizan diluciones de la proteina recombinante ACE2 desde 1:1000
hasta sin diluir y la proteina S1 a una concentracién 0.5 pg/mL. n=1

5. Determinacion de anticuerpos neutralizantes en 4 grupos distintos
Debido a las dificultades técnicas a lo largo del proyecto, el plazo para desarrollar el
ensayo de neutralizacién, se decididé responder la pregunta del presente trabajo

26



utilizando un “kit” comercial que ofrece la casa BioLegend para medir nAbs. Este
Multi-Analyte Flow Assay Kit (cat.no. 741127) estd conformado por diferentes
elementos como perlas conjugadas con la proteina ACE2, una proteina de deteccion
(quimera S1-Fc biotinilada), un anticuerpo estandar de neutralizacion (anti-S1) y la
proteina sefial (strep-PE) como se muestra en la figura supl. S1; ademas de la
muestra de suero. De esta manera, a mayor capacidad y concentracidon de nAbs en
el suero, menor serd la unidn de la proteina de deteccién y seiial del ensayo.

Con este “kit” primeramente se realizd una curva estdndar con un anticuerpo
neutralizante ya caracterizado (fig. supl. S2). Se capturan las correspondientes
sefales obtenidas para diferentes diluciones de este nAb y se grafican (fig. supl. S3);
finalmente, una vez corrida la muestra, la seial se asocia con un punto en la grafica
y se le determina tanto la cantidad de nAb correspondiente con el estandar y el
porcentaje de neutralizacion.
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Figura 15. Las personas de los grupos “hospitalizados graves” y “vacunados” presentan
anticuerpos neutralizantes. La determinacién de nAbs y % de neutralizaciéon en los
diferentes grupos esta conformado por =20 muestras.

Para la determinacién de estos nAbs se utilizaron 4 grupos diferentes. El primer
grupo corresponde a pacientes no graves (NG), el segundo a pacientes
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hospitalizados graves (HG), otro mas con personas sanas, vacunadas (V) y como
control sirvié un grupo de sueros prepandémicos de personas sanas (PP). Como se
puede observar en la figura 15, la primera grafica nos indica que las personas
hospitalizadas graves y vacunadas fueron las que tuvieron las concentraciones mas
altas para los nAbs, a diferencia de los otros dos grupos que parecen no desarrollar
nAbs contra el SARS-CoV-2. En la segunda grafica se evalia el porcentaje de
neutralizacion y se repite el comportamiento.

6. Determinacion de anticuerpos anti-S1 en 4 grupos distintos
Posterior a la determinacién de los nAbs se determind la cantidad de abs especificos
contra la subunidad S1 en los mismos 4 grupos por un ensayo de ELISA. En esta
ocasion el grupo HG es el que presenta el menor titulo de abs especificos, seguido se
encuentra el grupo NG con una diferencia mayor y finalmente el grupo de personas
vacunadas es el que presenta la mayor cantidad de estos anticuerpos con gran
diferencia.
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Figura 16. Las personas de los grupos “no grave” y “vacunado” presentan la mayor
cantidad de anticuerpos anti-S1. La determinacion de nAbs y % de neutralizacidn en los
diferentes grupos esta conformado por =20 muestras.

7. Andlisis de correlacion de anticuerpos neutralizantes y anticuerpos anti-S1

en los 4 grupos
Finalmente, se realizé un analisis correlacidon no paramétrica entre los datos de nAbs
y abs anti-S1 para los grupos de personas NG, HG y V. Como se puede ver en la
figura 17, el grupo NG no tienen ninguna correlaciéon entre sus datos, el grupo HG
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tiene una correlacion positiva moderada entre sus datos y el grupo V una
correlacién positiva fuerte.
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Figura 17. Los grupos “hospitalizados graves” y “vacunados” generan nAbs a medida que
se producen abs anti-S1. Cada grupo esta conformado por =20 muestras.
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IX. DISCUSION

1. Las proteinas recombinantes ACE2-myc y ACE2-1gG se expresan en
sistemas eucariontes

Como ya ha sido reportado por (40), el plasmido que codifica para la proteina ACE2-
myc transmembranal es expresado con éxito en la linea celular de mamifero
HEK293. Esta expresidon se encuentra principalmente en los lisados celulares y
curiosamente en el sobrenadante, lo que puede explicarse con las células
transfectadas que murieron antes de la cosecha. Es importante tener en cuenta que
esta linea celular expresa a la proteina ACE2 de manera natural en bajas cantidades
(como se puede observar en la primera electrotransferencia de la figura 10), por lo
qgue también resulta util la identificacion de la proteina recombinante a través de su
etiqueta con myc. Por otro lado, la proteina recombinante ACE2-IgG soluble se
expresa de igual manera exitosa en sistemas eucariontes; su expresion se encuentra
claramente en el sobrenadante hasta 5 dias post-transfeccion demostrando asi
cierta estabilidad, esto puede explicarse en parte por la presencia de la proteina de
fusidn 1gG1 teniendo estabilidad hasta los 5 dias.

2. La proteina recombinante ACE2-IgG es capaz de unirse a la subunidad S1
de la proteina del SARS-CoV-2
La proteina recombinante ACE2-1gG soluble fue la elegida para realizar el ensayo de
unién por su practicidad en el ensayo de ELISA. Para esta proteina recombinante ya
se ha descrito que puede unirse con la proteina S completa del SARS-CoV-2 (40), de
manera que los resultados obtenidos en la figura 12 fueron los esperados. Para
sostener esta aseveracion hace falta repetir varias veces este experimento.

3. Las personas con sintomas graves y vacunados presentan el mayor titulo
de anticuerpos neutralizantes
La produccion de los nAbs esta relacionada con la severidad de la enfermedad, es
decir, el grupo de HG presenta mayor nAbs que el grupo NG; este comportamiento
ya se ha descrito previamente (43) proporciondndole validez a nuestros datos. Por
otro lado, el grupo V también presenta titulos altos de nAbs como ya ha sido
descrito con anterioridad. La produccion de anticuerpos anti-S1 no tiene el mismo

comportamiento que de nAbs para los diferentes grupos
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La severidad de la enfermedad parece no determinar la cantidad de abs anti-S1 ya
que el grupo HG tiene menos titulos que el grupo NG. Interesantemente, el grupo V
si tiene una produccién importante de estos anticuerpos.

4. La correlacion en la produccion de abs anti-S1 y nAbs estd determinada
por la gravedad de la enfermedad y su vacunacion

Curiosamente, aunque la produccién de abs anti-S1 en el grupo HG no es la mas
sustancial, la cantidad de nAbs en este grupo si es considerable. Esto nos indica que
los pacientes graves tienen una fuerte eficiencia en la produccién de nAbs
especificos contra la subunidad S1, que ya ha sido descrita como blanco de los nAbs
(39, 45). Ademas, los niveles de abs anti-S1 determinaran la cantidad de nAbs, es
decir, a mayor produccién de abs anti-S1 mayor serd el numero de nAbs. Por otro
lado, las personas vacunadas tienen una importante producciéon de abs anti-S1y
nAbs, indicdandonos que estos abs anti-S1 producidos tienen otras funciones
efectoras ademas de la neutralizacién. Para el caso de las personas vacunadas
existird una mejor correlacién entre los niveles de abs anti-S1 y nAbs, seguramente
por el acertado disefio de estas vacunas donde se incluye a la proteina S ademas de
su posible infeccidn previa con el virus. Este resultado va acorde a lo descrito en la
bibliografia donde los mejores resultados de respuesta de anticuerpo es la que se
genera de manera hibrida (vacunados e infectados).

Finalmente, las personas que no cursan un cuadro grave de COVID19 generan abs
anti-S1 sin que estos representen una prevencion importante de la union a través de
la unidn receptor-ligando, es decir, estos abs tiene una funcién que no sea la
neutralizacion.
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X.  CONCLUSIONES

La generacién anticuerpos neutralizantes esta relacionada con la produccién de
anticuerpos anti-S1 en personas vacunadas y cuando se presenta un cuadro severo
de la enfermedad.
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Xl. PERSPECTIVAS

Producir en grandes cantidades a la proteina recombinante ACEII-IgG.

Generar un anticuerpo monoclonal neutralizante y utilizarlo para generar una curva

estandar.
Montar un ensayo de neutralizacién por ELISA.

Comparar los resultados de un ensayo comercial de neutralizaciéon con el montado

en el laboratorio.
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XIll.  IMAGENES SUPLEMENTARIAS
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Figura S1. Elementos que integran el kit de neutralizacién de la casa BioLegend. Los
diferentes elementos mostrados se utilizan para la curva estandar, también debe
considerarse la muestra entre estos.

Expected

Avg(MFI) pgiml
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73152.007 8.09
13164.00% 4204
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700" 126252

Figura S2. La generacidn de una curva estandar nos permite identificar la concentracion de
nAbs y la MFI emitida en diferentes puntos de la curva.
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Figura S3. Curva estandar graficada en concentracidn por MFI. La sensibilidad del sistema
reconoce hasta C5, es decir, 2500 MFI.
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Figura S4. Diferentes poblaciones de la curva estandar. La sensibilidad del sistema
reconoce hasta C5, es decir, =2500 MFI.
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