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RESUMEN

El SARS-CoV-2, causante de la pandemia de COVID-19 desde diciembre de
2019, ha tenido un profundo impacto global en la salud publica, la economia
y la sociedad. Las vacunas de subunidades recombinantes han surgido como
una estrategia crucial debido a su seguridad y eficacia, utilizando fragmentos
especificos del virus para inducir una respuesta inmune sin exponer al
organismo al virus completo. En este estudio se presenta la proteina
guimérica TTC-RBD, que combina el fragmento C de la Toxina Tetanica con
el dominio RBD del SARS-CoV-2, producida en E. coli. Se lograron
rendimientos de 195 pg/L de proteina purificada replegada bajo condiciones
estandarizadas, indicando la robustez y replicabilidad de los métodos
desarrollados. A pesar de la formacion de cuerpos de inclusion que requirieron
solubilizacion y replegamiento, TTC-RBD demostr6 inmunogenicidad en
ratones BALB/c con Al(OH)s como adyuvante, con una respuesta modesta,

sugiriendo la exploracién de otros adyuvantes para mejorar su eficacia.

Palabras clave: COVID-19, vacunas de subunidades, E. coli, adyuvante,

respuesta humoral.



ABSTRACT

SARS-CoV-2, which caused the COVID-19 pandemic in December 2019, has had a
profound global impact on public health, the economy, and society. Recombinant
subunit vaccines have emerged as a crucial strategy due to their safety and efficacy,
using specific fragments of the virus to induce an immune response without exposing
the body to the entire virus. This study presents the chimeric protein TTC-RBD, which
combines the C fragment of the Tetanus Toxin with the RBD domain of SARS-CoV-
2, produced in E. coli. Yields of 195 pg/L of refolded purified protein were achieved
under standardized conditions, indicating the robustness and replicability of the
methods developed. Despite the formation of inclusion bodies that required
solubilization and refolding, TTC-RBD demonstrated immunogenicity in BALB/c mice
with Al(OH)s as an adjuvant with a modest response, suggesting the exploration of

other adjuvants to improve its efficacy.

Keywords: COVID-19, subunit vaccines, E. coli, adjuvant, humoral response.
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1 Introduccidn

El Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), causante
de la COVID-19, es un microorganismo altamente patdgeno y transmisible (Polatoglu
et al., 2023). Desde su emergencia en diciembre de 2019, en la ciudad de Wuhan,
China, causé una pandemia que ha tenido un impacto significativo, afectando
especialmente a la salud publica, la economia y la sociedad en su conjunto,

desencadenado una crisis sanitaria sin precedentes.

El impacto de la COVID-19 ha sido enorme. Hasta julio de 2024, se han confirmado
mas de 600 millones de casos en todo el mundo y mas de 6,5 millones de muertes.
Estados Unidos ha sido uno de los paises mas afectados, con mas de 90 millones de
casos y 1 millon de muertes (Fondo de las Naciones Unidas para los Nifios [UNICEF],
2020).

Las repercusiones de la pandemia han ido més alla de la salud. Los confinamientos y
otras medidas restrictivas han provocado una interrupcion econdémica significativa, con
una reduccion del PIB mundial del 3,1% en 2020. Millones de personas han perdido
sus empleos y muchos negocios han cerrado de manera permanente. La educaciéon
también se ha visto gravemente afectada, con el cierre de escuelas que impacté a mas

de 1,6 mil millones de estudiantes en el punto algido de la crisis (Mathieu et al., 2020).

La pandemia ha exacerbado las desigualdades existentes, afectando
desproporcionadamente a ciertas poblaciones. Las minorias raciales y étnicas,
especialmente las comunidades negras e hispanas, han sufrido mas por el COVID-19.
Estas disparidades se deben a varios factores sociales de la salud, como mayores
tasas de condiciones médicas preexistentes, menor acceso a la atencién médica y
mayor exposicion al virus debido a los tipos de trabajos que realizan muchos miembros

de estas comunidades (Vasquez, 2020).



Los nifios también han sido gravemente afectados, con el cierre de escuelas,
interrupciones en servicios esenciales y un mayor riesgo de violencia y abuso. Los
nifios mas pobres han sido los mas perjudicados, perdiendo acceso a vacunas vitales
y enfrentando mayores riesgos de desnutricion y otros problemas de salud (Vasquez,
2020).

La pandemia de COVID-19 ha sido una crisis mundial de gran magnitud, cuyas
consecuencias perduraran por afios. Abordar los efectos persistentes y desarrollar
sistemas de salud mas robustos y equitativos seran prioridades esenciales para la

comunidad internacional en el futuro préximo.

Los principales signos y sintomas asociados a la infeccién por COVID-19 son tos seca,
rinorrea, cefalea, fiebre y cansancio, asi como anosmia, ageusia y una variedad de
manifestaciones en distintos 6rganos y sistemas (Instituto Mexicano del Seguro Social,
2021; Mohammed et al.,, 2022). Esta diversidad y complejidad de presentaciones
clinicas hacen que tanto el diagndstico como los posibles tratamientos para COVID-19

sean un reto para el personal de salud.

Los gobiernos de todo el mundo han implementado varias medidas para controlar la
propagacion del virus, incluyendo confinamientos, restricciones de viaje y el uso
obligatorio de mascarillas. La creacion y distribucién de vacunas contra el COVID-19
han sido una prioridad, con mas de 12 mil millones de dosis administradas a nivel
mundial hasta julio de 2024. Sin embargo, la distribucion de las vacunas ha sido
desigual, y muchos paises de bajos ingresos todavia luchan por vacunar a una parte
significativa de sus poblaciones (Fondo de las Naciones Unidas para los Nifios
[UNICEF], 2020).

A medida que la investigacion cientifica ha trabajado en comprender y combatir la
enfermedad, se han logrado avances significativos en el desarrollo de vacunas

seguras y eficaces contra el SARS-CoV-2; siendo éstas un pilar fundamental en la
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lucha contra la pandemia. Entre las plataformas vacunales disponibles actualmente,
las vacunas de subunidades recombinantes han demostrado ser una opcion
prometedora dado que se basan en la produccién de proteinas especificas del virus,
lo que desencadena una respuesta inmune protectora sin exposicion al virus completo,
ofreciendo una mayor seguridad respecto a las vacunas que implican la manufactura
empleando al virus completo, el cual tiende a ser mas reactogénico. Ademas, la
produccién de vacunas de subunidades se realiza en un conjunto de plataformas de
expresion, lo que facilita su desarrollo en diferentes entornos tecnologicos y en general
su produccién a gran escala es relativamente simple y rentable (Solis-Andrade et al.,
2022). Hasta el momento, las vacunas de subunidades aprobadas en México contra el
SARS-CoV-2 son NVX-CoV2373 (Novavax), Abdala (Empresa Laboratorios AICA),
SOBERANA 02 y SOBERANA PI (Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN)).

A pesar de las ventajas que confiere el empleo de vacunas de subunidades, su
desarrollo implica algunos desafios; por ejemplo, la necesidad de mdultiples dosis
debido a su inmunogenicidad modesta en comparacién con las vacunas que utilizan el
patdgeno completo inactivado o atenuado. Una estrategia para mejorar la capacidad
inmunogénica de este tipo de vacunas consiste en incluir adyuvantes y sistemas de
entrega a la formulacion, asi como el uso de acarreadores (Liljeqvist & Stahl, 1999)
Una molécula que puede ser empleada como acarreador inmunogénico es el
fragmento C de la Toxina Tetanica (TTFC o TTC). Anteriormente, se ha reportado que
éste tiene actividad adyuvante, tanto en un esquema de coadministracion como en uno

de fusion genética con el antigeno vacunal (Bayart et al., 2022).

En este trabajo se desarrollé una proteina quimérica llamada TTC-RBD, basada en el
fragmento C de la Toxina Tetanica y el dominio de unién al receptor (RBD) del SARS-
CoV-2. Se empled E. coli como plataforma de expresion y se establecieron los
meétodos para su produccion, asi como su posterior purificacion a partir de cuerpos de

inclusion 'y su replegamiento. También se evalu6 en ratones BALB/c la



inmunogenicidad de TTC-RBD en formulacion con Alum como adyuvante y en un

esquema de inmunizacién por la ruta subcutanea.

2 Antecedentes

2.1 Pandemia de COVID-19

Desde finales de diciembre de 2019, muchos paises comenzaron con la elaboracion
de estrategias para hacer frente a una de las mas devastadoras crisis sanitarias del
siglo XXI: la pandemia de COVID-19 (Yildirnm & Ashraf, 2023). Esta pandemia tuvo un
enorme impacto tanto social como econdémico, en especial para los paises en
desarrollo. Solamente en México, dejé cerca de 7 millones de casos confirmados y
mas de 300,000 defunciones hasta junio de 2023 (Cita sugerida: Organizacion
Panamericana de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud Resumen de la
situacion, s/f). A nivel mundial, se han registrado mas de 600 millones de casos
confirmados de COVID-19 y méas de 6,5 millones de muertes hasta julio de 2024
(United Nations & Economic Commission for Latin America and the Caribbean
[ECLAC], 2020).

En términos de mortalidad, los paises de bajos ingresos han sido los méas afectados,
con una tasa promedio del 34%. Les siguen los paises de ingresos medios con un 14%
y los paises de altos ingresos con un 10%. Cabe resaltar que, aunque los paises mas
pobres han presentado mas dificultades en términos de salud, los paises de ingresos
medios han experimentado el mayor impacto en el decremento del PIB, seguidos por

los paises de altos ingresos (Naseer et al., 2023; Sanchez, 2021).

A través de una actualizacion epidemiologica emitida en enero de 2024, la OPS/OMS
indicé que, aun en 2023, se registraron niveles elevados de enfermedad respiratoria
aguda asociada a varios virus, entre ellos el SARS-CoV-2, se informé también que en

2024, este virus todavia permanece en circulacion, por lo que es preciso continuar con



los esfuerzos para aumentar la vacunacion, principalmente en poblacion vulnerable
(Organizaciéon Panamericana de la Salud / Organizacion Mundial de la Salud [OPS /
OMS], 2024).

2.1.1 Fases dela pandemia

Desde los primeros casos reportados a finales de 2019 hasta el presente, esta crisis
ha pasado por varias fases, cada una con sus propios desafios y respuestas por parte
de los gobiernos y la comunidad internacional. Una mejor manera de comprender lo

acontecido es atendiendo al contexto historico y social de cada una de las fases.

Fase Inicial: El Brote en Wuhan
A finales de 2019, se reportaron los primeros casos de una nueva enfermedad
respiratoria en Wuhan, provincia de Hubei, China. Las autoridades chinas
identificaron rdpidamente el nuevo coronavirus, denominado SARS-CoV-2, que
causa la enfermedad conocida como COVID-19 (Pinazo-Hernandis, 2020). Con
el aumento de los casos en Wuhan, las autoridades chinas tomaron medidas de
contencién, como el cierre de mercados, restricciones de movimiento y
confinamiento de la poblacién. Sin embargo, el virus ya se habia propagado a
otros paises, y para enero de 2020, se habian reportado casos en varias

naciones.

Fase de Propagacion Global

Debido a la rapida expansion del virus, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) declaro el 30 de enero de 2020 que el brote era una Emergencia de Salud
Publica de Importancia Internacional (ESPIl) (OPS/OMS, 2022). En marzo de
2020, la OMS declaré la pandemia, reconociendo que el SARS-CoV-2 se habia
extendido globalmente, afectando a multiples paises y regiones.

Durante esta fase, los gobiernos implementaron diversas medidas de salud

publica para intentar frenar la propagacion del virus. Estas incluyeron el cierre de
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fronteras, restricciones de viajes, confinamientos, cierre de escuelas y negocios
no esenciales, y el uso obligatorio de mascarillas, entre otras (Martinez, 2023).

A pesar de estos esfuerzos, el virus se propag6 rapidamente, abrumando los
sistemas de salud de muchos paises. Los casos y las muertes por COVID-19
aumentaron drasticamente, generando una crisis sanitaria, econdmica y social

sin igual.

Fase de Desarrollo y Distribucion de Vacunas

Debido a la gravedad de la situacion, la comunidad cientifica y farmacéutica se
moviliz6 rapidamente para desarrollar vacunas contra el SARS-CoV-2. En tiempo
récord, se produjeron varias vacunas eficaces, como las de Pfizer-BioNTech,
Moderna, AstraZeneca y Johnson & Johnson, entre otras (Torres-Cantero et al.,
2022).

La distribucion y administracion de estas vacunas se convirtieron en una prioridad
mundial. Sin embargo, el acceso a las vacunas no fue equitativo, con los paises
de altos ingresos obteniendo la mayor parte de las dosis iniciales. Esto generé
preocupacion por la posibilidad de que se crearan "vacunas para ricos" y
"vacunas para pobres", exacerbando las desigualdades globales. A pesar de
estos desafios, los esfuerzos de vacunacién lograron avances significativos. Para
mediados de 2021, varios paises habian vacunado a una parte importante de su
poblacién, lo que comenzo a reducir la carga de la enfermedad y aliviar la presion

sobre los sistemas de salud (Torres-Cantero et al., 2022).

Fase de Resurgimiento y Variantes

Justo cuando parecia que la pandemia estaba bajo control, surgieron nuevas
variantes del SARS-CoV-2, mas transmisibles y, en algunos casos, mas letales.

Variantes como Alpha, Beta, Gamma y Delta provocaron nuevas olas de



contagios en diferentes partes del mundo, obligando a los gobiernos a reimponer

medidas de restriccion (Torres-Cantero et al., 2022).

La aparicion de estas variantes destaco la necesidad de mantener una vigilancia
constante, adaptar las estrategias de salud publica y acelerar los esfuerzos de
vacunacion. Los paises ajustaron sus respuestas, implementando cierres
temporales, reforzando los protocolos de salud y promoviendo la aplicacién de

dosis de refuerzo de las vacunas.

Esta fase de resurgimiento y variantes demostré la naturaleza dinamica y
desafiante de la pandemia, y la importancia de contar con sistemas de salud
resilientes, capacidad de investigacion y desarrollo, y una coordinacién global

efectiva para enfrentar amenazas emergentes.

Fase de Transicion hacia la Convivencia

A medida que se avanz6 en la vacunacion a nivel global y se adquirié una mejor
comprensién del virus y de la enfermedad, los paises comenzaron a transitar
hacia una fase de convivencia con el COVID-19. Esto implic6 un gradual
relajamiento de las medidas mas restrictivas, con un enfoque en mantener la
vigilancia epidemiolégica, fortalecer los sistemas de salud y promover la
vacunacion continua (Martinez, 2023).

En esta fase, se buscd encontrar un equilibrio entre la proteccion de la salud
publica y la necesidad de reactivar las actividades econémicas y sociales. Los
gobiernos tuvieron que tomar decisiones complejas sobre cuando y coémo
levantar las restricciones, considerando factores como las tasas de vacunacion,
la capacidad de los sistemas de salud y la evolucion de los indicadores

epidemiologicos.



Ademas, se hizo evidente la necesidad de abordar los impactos sociales y
econdémicos de la pandemia, como la pérdida de empleos, la interrupcion de la
educacion, el aumento de la pobreza y las desigualdades. Los esfuerzos de
recuperacion y reconstruccién se convirtieron en prioridades clave para los

gobiernos y la comunidad internacional (Martinez, 2023).

Hacia una Fase Endémica

En 2024, la pandemia de COVID-19 parece estar entrando en una fase mas
estable, con la integracion del SARS-CoV-2 como un patégeno endémico, es
decir, una enfermedad que se mantiene presente en la poblacibn de manera

recurrente, pero con un impacto mas manejable.

En esta fase, el énfasis se ha desplazado hacia la vigilancia epidemiolégica
continua, la adaptacion de las vacunas a las nuevas variantes, y el fortalecimiento
de los sistemas de salud para hacer frente a los brotes estacionales. La poblacion
también ha ido adquiriendo una mayor inmunidad, ya sea a través de la

vacunacion o de la exposicién natural al virus.

Sin embargo, los desafios persisten. Algunas regiones del mundo aun luchan por
alcanzar altas tasas de vacunacion, y la aparicibn de nuevas variantes sigue
siendo una amenaza latente (Pan American Health Organization [PAHO], 2024).
Ademas, los impactos sociales y econémicos de la pandemia tardaran afios en

ser superados por completo.

La pandemia de COVID-19 ha sido una prueba sin precedentes para la
humanidad. A lo largo de sus diversas fases, hemos aprendido valiosas lecciones
sobre la importancia de la preparacion, la cooperacion internacional, la equidad

en el acceso a la salud y la necesidad de fortalecer nuestros sistemas de salud



publica. Estos aprendizajes seran fundamentales para enfrentar futuras crisis

sanitarias y construir sociedades mas resilientes y equitativas (Martinez, 2023).

2.2 SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus con un tamafio de entre 65 y 125 nm de diametro, de la
familia Coronaviridae. Esta familia se divide en cuatro subgrupos: Alfa (a), Beta (),
Gamma (y) y Delta (86). Hasta el momento se ha reportado que solamente los
coronavirus Alfa (a) y Beta (B) son capaces de infectar a humanos, y esto sucede por
zoonosis, es decir, que la transmision proviene de un animal (Polatoglu et al.,
2023;Rothan & Byrareddy, 2020). La cepa inicial del virus percenece al grupo Beta (B),
de acuerdo con analisis gendmicos comparativos (Wu et al., 2020).

El SARS-CoV-2 posee un ARN monocatenario cuyo tamarfio varia entre 20 y 32 kb de
longitud. De acuerdo con Papanikolaou et al., (2022), los virus de ARN muestran altas
tasas de mutacion debido a la ausencia de correccion de errores por parte de las ARN
polimerasas. Sanjuan & Domingo-Calap, (2016) sefialan que la velocidad de mutacion
aumenta en un virus de ARN respecto de uno de ADN, del mismo modo que aumenta

en un virus monocatenario respecto de uno bicatenario.

En el contexto del SARS-CoV-2, la secuencia gendmica de la proteina de espicula (S),
sobre la cual se profundizara més adelante, se caracteriza por una alta propension a
nuevas mutaciones (Ozono etal, 2020). Estas mutaciones se encuentran
relacionadas con un nivel més alto de replicacion viral, mayor afinidad a sitios de union
en la membrana celular del hospedero, alta transmisibilidad del virus y aumento en los
niveles de morbilidad y mortalidad en pacientes infectados (Young et al., 2020). Este
virus es capaz de generar un gran dafo al aparato respiratorio y progresar a una

enfermedad respiratoria grave o incluso una falla multiorganica.



2.2.1 Variantes

La Organizacion Mundial de la Salud ha establecido una clasificacion para las
diferentes variantes del SARS-CoV-2 con el fin de evaluar su relevancia viroldgica y
clinica, atendiendo a los términos variantes de gran preocupacion (VOHC por sus
siglas en inglés), variantes de preocupacion (VOC por sus siglas en inglés), variantes
de interés (VOI por sus siglas en inglés) y variantes bajo vigilancia (VUM por sus siglas

en inglés).

Las VOHC consideran a las variantes que llevan al fallo a las pruebas diagnésticas,
evidencian una reduccion significativa en la eficacia de las vacunas, una cantidad
enormemente alta de casos de infeccion en vacunados, o0 muy baja proteccion inducida
por las vacunas, reduccion significativa de la susceptibilidad a tratamientos y aumento
de las hospitalizaciones debido a la gravedad de los casos; las VOC hacen referencia
a aquellas variantes que presentan mayor transmisibilidad, casos mas graves de
enfermedad, reduccién en la neutralizacién por anticuerpos generados previamente,
asi como una menor eficacia de tratamientos o vacunas y dificultad de diagnéstico; las
VOI incluyen a las variantes con menor neutralizacién por anticuerpos generados
previamente, menor respuesta eficaz a tratamientos o pruebas de diagnostico y un
aumento previsto en la transmisibilidad o gravedad de la enfermedad; las VUM se
centran en los linajes que han tenido impacto en las medidas médicas disponibles para
contrarrestarlos, también incluyen linajes que solian causar formas mas graves de la
enfermedad o transmision pero que ya no se detectan, linajes con una cantidad
inusualmente grande de mutaciones antigénicas y presencia en diferentes paises, asi
como linajes que habian sido designados como VOI, VOC o VOHC y que actualmente
se encuentran en circulacion a muy bajos niveles. (Centers for Disease Control and
Prevention [CDC], 2023). Inicialmente se consider6 como VOC a las variantes Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P1), Omicron (B.1.1.529) y Delta (B.1.617.2).
Mientras que las catalogadas como VOlI incluian a Epsilon (B.1.427 y B.1.429), Kappa
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(B.1.617.1), Mu (B.1.621), Eta (B.1.525), Zeta (P.2), Theta (P.3), Lota (B.1.526) y
Lambda (C.37) (Polatoglu et al., 2023).

Durante 2021, se report6 la existencia de deleciones (ademéas de mutaciones) en las
secuencias codificantes para las proteinas S1-RBD y S2 de distintas variantes del
SARS-CoV-2. Algo que llamé la atencion fue una combinacion aparentemente Unica,
perteneciente a la variante Delta (del/ D614G/ E484Q), la cual se relaciona con una
mayor infectividad y transmisibilidad, asi como una potencial reduccion de la respuesta
frente a vacunas (Liu et al., 2021). En combinacién con lo anterior, la variante Delta
presenta niveles disminuidos o medios de morbilidad y mortalidad. De acuerdo con
Papanikolaou et al., (2022), es posible que esta variante intente sobrevivir modificando

su fuerza en un nivel bajo de actividad.

A partir de noviembre de 2021, comenzé a reportarse que la transmision de la variante
Omicron aumenté draméaticamente respecto a las otras variantes (Figura 1),
probablemente debido a una mayor capacidad para evadir el sistema inmune, en lugar
de a un aumento en la produccion de carga viral, como sucedié con otras variantes
(Puhach et al., 2022). La variante Omicron presenta una serie de deleciones y una
insercion (A69-70, A143-145, A211-212, ins214EPE), asi como un panorama
mutacional aumentado en las mismas proteinas que la variante Delta: S1-RBD y S2
(Papanikolaou et al., 2022).

Durante la ultima revision (Febrero, 2024), se encontré que tanto las VOC como las
VOI que circulan actualmente son sublinajes de la variante Omicron, los cuales han
sido nombrados con base en su filogenia, siguiendo la nomenclatura Pango (Rambaut
et al., 2020). De entre éstas resaltan XBB.1.5 y JN.1, consideradas las variantes mas

transmisibles hasta la fecha (World Health Organization, 2024b).

Segun sus caracteristicas genéticas, inmunoldgicas y estimaciones de crecimiento,

XBB.1.5 puede continuar circulando a nivel mundial, aunque a niveles bajos, ya que la
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prevalencia ha seguido disminuyendo y no se han observado aumentos en la gravedad
de la COVID-19. De acuerdo con la informacion publicada por la OMS, no se considera
que XBB.1.5 pudiera generar riesgos adicionales para la salud publica con relacién a
los otros linajes circulantes descendientes de Omicron (World Health Organization,
2023).
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Figura 1. Seguimiento de las variantes del SARS-CoV-2 en México. Recuento de
variantes desde enero 2021 hasta enero 2024 en territorio mexicano. Rosa claro:
VOC Delta; Gris claro: Omicron (Pan American Health Organization [PAHO], 2024)

Actualmente, JN.1 es la variante del SARS-CoV-2 con mas prevalencia en todo el
mundo. Sin embargo, el riesgo hacia la salud aln se considera bajo, por lo que es
poco probable que la propagacion de esta variante aumente, en comparacidén con otros
sublinajes de Omicron (World Health Organization, 2024a). La mayoria de las
mutaciones tienen un impacto minimo en las propiedades del virus, sin embargo,

algunas podrian influir provocando cambios en la tasa de propagaciéon o en la gravedad



de la enfermedad y sus sintomas. Ademas, la eficacia de los farmacos terapéuticos y

las vacunas podria alterarse (Polatoglu et al., 2023).

2.3 Estructura del SARS-CoV-2

El genoma del virus SARS-CoV-2 codifica para dieciséis proteinas no estructurales
(NSP1-NSP16) como la helicasa y la ARN polimerasa dependiente de ARN, que son
responsables de la replicacion y traduccion del virus (Naqvi et al., 2020). También se
han encontrado siete proteinas accesorias (ORF3a—ORF8), ademas de cuatro

proteinas estructurales: Espicula (S), Envoltura (E), Membrana (M) y Nucleocapside

(N).

La superficie del virus esta cubierta por proyecciones de glicoproteina S, que contiene
a las subunidades S1 y S2. Estas subunidades se organizan de manera que forman
una estructura distintiva que se asemeja a una corona. Actualmente, la proteina S es
el objetivo principal de las vacunas contra SARS-CoV-2. Se sabe que la proteina S
permite al virus detectar los receptores de membrana en el hospedero y dar lugar a la

fusién para ingresar a la célula (Nejat et al., 2023).

La subunidad S1 se encarga de modular el reconocimiento del receptor a través del
Dominio de Union al Receptor (RBD), asi como de la interaccion con él con ayuda del
Dominio N-Terminal (NTD) y el Dominio C-Terminal (CTD). La subunidad S2 facilita la
fusion de la membrana viral al momento de entrar en contacto con la célula hospedera
e incluye el péptido de fusion (FP), el cual conecta las regiones HR1 y HR2 a modo de
hélice (Rabaan et al., 2023).

La proteina S se presenta como un trimero, con tres RBD situados en su vértice. En
su estado de pre-fusion "cerrado”, los RBD no pueden unirse a hACE2. Durante la
entrada del virus, los RBD cambian a una conformacion "abierta" para poder unirse a

hACE2. Después de la pérdida del dominio N-terminal (NTD), el trimero S adopta una
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conformacion post-fusion. La estabilidad de esta nueva conformacion depende de la
reorientacion de CTD (Verma et al., 2022).

2.4 Patogénesis

De acuerdo con investigaciones recientes, la manera de infectar del SARS-CoV-2 es
a traves de la interaccion del RBD de la subunidad S1 con los receptores de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) ubicados en la membrana de las células
epiteliales bronquiales y alveolares del hospedero (Jeyanathan et al., 2020).Esta
entrada requiere de la proteasa transmembrana de tipo Il TMPRSS2 para la activacion
proteolitica de la proteina S (Gusev et al., 2022; llona et al., 2011). De este modo, S1
se disocia al mismo tiempo que S2 se repliega, dejando expuesto a FP, lo que permite
una correcta fusion a la membrana celular. La subunidad S2 se pliega después de que

FP se inserta en la membrana (Wang et al., 2021).

Una vez dentro de la célula, el ARN del virus se traduce y se genera el complejo ARN
replicasa-transcriptasa. Este complejo genera nuevas cadenas de ARN, las cuales
codifican proteinas de importancia para el virus. El ARN y las proteinas estructurales
son ensambladas como viriones en el reticulo endoplasmico rugoso y en el aparato de
Golgi, para después ser transportados en vesiculas y liberarse de las células
hospederas por exocitosis. Estas nuevas particulas virales pueden propagarse a

bronquios, alvéolos e incluso a tejidos extrapulmonares (Polatoglu et al., 2023).

Durante la etapa temprana de la infeccion, el SARS-CoV-2 comienza a propagarse en
las vias respiratorias superiores (nariz, senos paranasales, boca, faringe y laringe).
Después, el virus migra al tracto respiratorio inferior (traquea, pulmones, bronquios,
bronquiolos y alveolos) (He et al., 2020). Cabe resaltar que en esta etapa los pacientes
son altamente infecciosos, incluso si permanecen asintomaticos ya que son capaces

de eliminar particulas virales mientras realizan actividades cotidianas, como exhalar,
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hablar, comer, toser o estornudar. El punto maximo de carga viral generalmente se

alcanza al inicio de los sintomas (He et al., 2020).

Las principales manifestaciones clinicas de la COVID-19 son parte de la respuesta
innata regulada por citocinas e interferones antivirales, como fiebre, mialgias, tos y
produccion de esputo (Zhu et al., 2023). Se ha descrito (Anka et al., 2021) que, si la
respuesta mediada por interferon es lo suficientemente fuerte, hay una alta
probabilidad de controlar la replicacion del virus y limitar la gravedad de la enfermedad.
En cambio, si el paciente no puede erradicar al SARS-CoV-2, éste puede propagarse
hasta las células epiteliales alveolares tipo Il e incluso desarrollar el sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA), asi como otras patologias como coagulacion
intravascular diseminada (CID) y embolia pulmonar. A este periodo se le conoce como
fase clinica (Zhu et al., 2023).

La fase clinica durante una infeccién por SARS-CoV-2, se subdivide en tres fases mas:
fase aguda, fase de viremia y fase letal o recuperacion. Durante la fase aguda, el
paciente manifiesta sintomas como disnea, tos y produccién de esputo, siendo este
evidenciado mediante imagenologia (Anka etal., 2021). Hay presencia de dafio
alveolar, descamacién neumocitaria y mayor permeabilidad de la vasculatura
pulmonar, lo que desencadena alteraciones en la difusion de oxigeno al resto del

organismo (Zhu et al., 2023).

El inicio de la fase de viremia ocurre cuando el virus ingresa al torrente sanguineo. En
este punto de la infeccién, es posible llegar a una inflamacion sistémica y fallo
multiorganico. Es comun observar monocitos en piroptosis, un tipo de muerte celular
caracterizada por la apariciéon de poros en la membrana celular, hinchazén y una
consecuente ruptura de membrana, la cual se relaciona con la aparicién de una fuerte
respuesta inflamatoria (Sefik et al., 2022; Zhu et al., 2023).
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Durante la fase letal, es posible observar un incremento exacerbado tanto de citocinas
como de factores de coagulacion en pacientes en estado grave. Ademas, se reporta
un aumento en el dafio tisular como consecuencia de la persistencia de apoptosis de
células infectadas, asi como la activacion de macréfagos y neutréfilos capaces de
desencadenar la cascada de coagulacion (sobre todo en pulmones) (Zhu et al., 2023).
Un estudio realizado por McGonagle et al. (2021) sefala la presencia de trombosis en
ciertas venas pulmonares encargadas de la filtracion de coagulos. Este podria
considerarse el origen de una microembolia sistémica, que podria desencadenar
accidentes cerebrovasculares, lesion renal, isquemia intestinal, entre otros. Esta
informacion resalta el hecho de que la COVID-19 no sélo afecta al sistema respiratorio,
sino que podria considerarse una enfermedad multisistémica. Cabe aclarar que el tipo
de manifestaciones clinicas presentadas por los pacientes dependen en gran medida

de la gravedad de la enfermedad (Zhu et al., 2023).

2.5 Respuestainmune del hospedero de SARS-CoV-2

Existe evidencia de la capacidad de la proteina S del SARS-CoV-2 para unirse a los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de membrana, especialmente el
receptor tipo Toll 4 (TLR4). En el aparato respiratorio, especificamente en los alveolos,
un probable mecanismo es la union de la proteina S al TLR4, que activa la sefalizacion
para aumentar la expresion de ACE2 en la superficie celular, facilitando asi la
penetracion del SARS-CoV-2 en los alveolocitos tipo Il. Esto contribuye a la
destruccion celular, la inhibicion de la produccion de surfactante y al desarrollo del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS) (Gusev et al., 2022).

Por otro lado, la activacion de las células T por el SARS-CoV-2 comprende la
activacion de las células T colaboradoras (Th1l) que secretan GM-CSF y conllevan a
la produccién de IL-17. Esta citocina inflamatoria se encarga de reclutar macréfagos y

neutrofilos en el sitio de infeccion, estimulando la cascada de citocinas IL-1p e IL-6. La
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IL-6 es responsable de desencadenar la tormenta de citocinas en pacientes con
COVID-19 (Rawat et al., 2021).

Al igual que el SARS-CoV y el MERS-CoV, el SARS-CoV-2 suprime la activacion del
sistema inmunoldgico innato, incluidas las células dendriticas, y atenda las respuestas
del interferon antiviral tipo | y tipo Il (IFN-I-1II) (Jeyanathan et al., 2020). La supresion
de la actividad del IFN-I-1II al inicio de la enfermedad es fundamental para la invasion
viral ya que el IFN-I-Ill tiene la mayor eficacia antiviral durante este tiempo. La
sobreproduccion de IFN puede tener un efecto nocivo en las Ultimas y mas graves
etapas de la COVID-19, ya que también esta implicado en la fisiopatologia del
fenébmeno de la tormenta de citocinas y la inflamacion sistémica asociada. Como
resultado, se produce una forma grave de COVID-19 con el desarrollo de sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA) y un aumento del nivel de citocinas
proinflamatorias en plasma, como IL-183, IL-6, TNF-a, quimiocinas CXCL10 (IP-10),
CCL2 (MCP-1) y CCL3 (MIP-1a). Esta forma grave de COVID-19 se caracteriza por
niveles bajos de IFN-I en la sangre en una etapa temprana y niveles elevados de IFN-

| en una etapa tardia (Gusev et al., 2022).

2.5.1 Respuesta humoral

La respuesta inmunoldgica humoral contribuye a limitar la infeccion por SARS-CoV-2
y evitar futuras reinfecciones. Se ha descrito que, durante el pico de carga viral en
pacientes infectados por este coronavirus, coincide con la aparicion de una respuesta
de anticuerpos dirigidos principalmente contra la proteina S (Rawat et al., 2021). Se
ha reportado que los anticuerpos IgM se mantienen hasta la semana 12, mientras que
los anticuerpos IgG permanecen por tiempos mas prolongados. Esto sugiere que los
anticuerpos IgG podrian representar la principal respuesta inmune humoral contra

varios tipos de coronavirus, entre ellos el SARS-CoV-2 (Gang et al., 2024).
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También se ha observado que los anticuerpos que se unen al RBD bloquean la
capacidad de éste para interactuar con ACE2. Ademas, aquellos capaces de unirse a
otros sitios de las proteinas S1 y S2 pueden evitar el cambio conformacional de la
proteina S y bloquear la fusion a la membrana del hospedero.

Por otro lado, estudios en ratones han identificado niveles elevados de anticuerpos
IgG2a dirigidos contra la nucleoproteina (N). Este hallazgo sugiere la posibilidad de
generar proteccién a través de funciones efectoras mediadas por Fc en lugar de

neutralizar directamente el virus (Jeyanathan et al., 2020).

2.6 Vacunas aprobadas contra SARS-CoV-2

Actualmente, se cuenta con una extensa lista de vacunas aprobadas contra el virus
SARS-CoV-2: CanSino, Covaxin, Johnson & Johnson, Moderna, Oxford/AstraZeneca,
Pfizer/BioNTech, Sinopharm, Sinovac, Sputnik Light, Sputnik V, Novavax,
KoviVac/Chumakov, IMBCAMS, KCONVAC, Z2001, Abdala, Soberana Plus y 02,
Sanofi/GSK, Corbevax, COVliran Barekat, QazVac y EpiVacCorona. La mayoria de

estas vacunas se basan en tecnologias que se consideran tradicionales.

Sin embargo, las vacunas de Moderna/NIH y Pfizer/BioNTech se basan en ARNm
encapsulados en lipidos y polimeros que codifican la proteina S. La vacuna de Sinovac
esta formulada con el virus inactivado. Las vacunas de AstraZeneca/Oxford, CanSino,
Johnson & Johnson y Gamaleya Institute se basan en vectores adenovirales. La
eficacia de estas vacunas varia entre el 60% y el 98%; sin embargo, la aparicion de
variantes con mutaciones en la proteina S (p. €j., B.1.1.7, B.1.315 y P.1) podria
disminuir dicha eficacia. Ademas, el uso de vacunas basadas en adenovirus (AdV5 y
AdV26) tiene el inconveniente de que la poblacion en los paises con una alta
prevalencia de éstos porta anticuerpos neutralizantes contra ellos, lo que disminuye

aun mas la eficacia de la vacuna (Mast et al., 2010).
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Respecto a las vacunas de subunidades, NVX-COV2373 tuvo una eficacia del 89-
91,6% contra la cepa silvestre, del 86,3-93,2% contra la variante Alfa y del 60% contra
la variante Beta. CoronaVac, BBIBP-CorV, Covaxin y Abdala tuvieron una eficacia del
50,6-92,3%, pero no se especificaron las cepas del SARS-CoV-2 (Fiolet et al., 2022).
La fabricacion de vacunas requiere de una alta inversion, y los costos a largo plazo
estan mayormente influenciados por factores econdmicos vinculados a su desarrollo y
produccion. A estos costos se afiaden los relacionados con el proceso de produccion,
construccion y operacion de instalaciones de fabricacion, asi como el debido
cumplimiento de las regulaciones pertinentes, ademas de los costos de fabricacidon
como materia prima, instalaciones, mantenimiento y mano de obra. Alcanzar una
produccién a gran escala y mejorar la estabilidad ayuda a reducir costos tanto en la
investigacion como en el desarrollo de vacunas (Plotkin et al., 2017).

Durante 2023 y 2024, Merck KGaA desarroll6 un sistema de modelado de costos con
la finalidad de comprender de mejor manera los procesos de fabricacién de vacunas,
considerando costos tanto directos como indirectos desde la investigacion hasta el
empaquetado y la distribucion. Se reportdé que las vacunas de subunidades y las
vacunas de particulas similares a virus (VLP) presentan un menor costo de produccion
por dosis (Figura 2). EI mayor porcentaje del presupuesto es empleado en equipos,
instalaciones y ensayos de validacion. Este costo es similar en otras plataformas
vacunales, a excepcion de las vacunas de ARNm, las cudles dedican alrededor del
80% presupuesto a los materiales requeridos para la produccion, razén principal del

incremento en el costo total (Joséphine Cheng et al., 2023).
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Figura 2. Contribucién porcentual del costo por dosis por plataforma vacunal a

escalas comerciales (Joséphine Cheng et al., 2023).

A pesar de la gran cantidad de vacunas disponibles contra SARS-CoV-2, muy pocas
personas de paises de bajos ingresos han podido recibirlas. Sin embargo, el desarrollo
de vacunas de subunidades y su aprobacion para uso de emergencia, ha contribuido
al aumento de la tasa de vacunacion en América Latina, Medio Oriente y el sur de Asia
(Wong-Arce et al., 2024).

2.7 Vacunas de subunidades

Las formulaciones de vacunas de subunidades contienen componentes antigénicos
definidos, generalmente junto con un potente adyuvante. El antigeno puede ser un
polisacéarido, un acido nucleico o una proteina. En este ultimo caso, la proteina puede
ser purificada directamente de un patdgeno, también puede tratarse de un péptido
sintético o una proteina recombinante. Las proteinas recombinantes son producidas
mediante una diversidad de plataformas de expresion, que van desde Escherichia coli

hasta células de insecto y de mamiferos, las cuales garantizan que el antigeno se
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produzca a gran escala y tenga una secuencia y pureza definidas, por lo que se da

lugar a formulaciones altamente seguras (Bill, 2015).

Las proteinas o péptidos empleados en las vacunas de subunidades se consideran
poco inmunogénicos por si solos dado su bajo nivel de complejidad. Generalmente
requieren no solo de un adyuvante, sino también de un esquema de inmunizacién con
varias dosis. La mayoria de las vacunas de subunidades contra SARS-CoV-2
contienen proteina S completa o partes de ella con el objetivo de inducir anticuerpos
neutralizantes. Actualmente, se conoce que las vacunas de subunidades inducen
principalmente respuestas de anticuerpos y células T CD4*. También se sabe que, por
lo general, muestran una respuesta modesta de células T CD8* (Jeyanathan et al.,
2020).

Las vacunas de subunidades poseen buena estabilidad y condiciones sencillas de
almacenamiento. Esto las posiciona como una plataforma de vacunas prometedora
para los paises de bajos ingresos donde los problemas logisticos pueden obstaculizar

la distribucion local eficiente (Laotee et al., 2023).

2.8 Escherichia coli como plataforma de expresidén génica

La tecnologia de expresion genética recombinante se desarrollé hace 41 afios en E.
coli, dando paso a la sintesis recombinante de hormonas humanas (somatostatina en
1977 e insulina en 1979). Hoy en dia, es posible producir una amplia gama de
productos biofarmacéuticos recombinantes, incluidas hormonas, anticuerpos y
vacunas. Hasta la fecha, la FDA ha aprobado mas de 150 productos biofarmacéuticos.
Aproximadamente el 20% de estas proteinas son producidas en levaduras, el 30% en
E. coliy el 50% en lineas celulares de mamiferos e hibridomas (Bill, 2015).

E. coli suele ser la primera opcion como plataforma para producir proteinas

recombinantes ya que es un organismo cuyo cultivo es rapido, econémico y con
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potencial de generar altos rendimientos. Ademas, los informes que utilizan E. coli como
célula huésped describen con mayor frecuencia la caracterizacion inicial del antigeno

recombinante y la demostracién de inmunogenicidad en ratones (Bill, 2015).

A pesar de las ventajas que ofrece esta plataforma, es importante considerar algunas
problematicas durante la expresion en E. coli. Debido a la presencia de una membrana
externa que no es permeable a las proteinas, generalmente E. coli no excreta
proteinas al medio extracelular. Por lo tanto, se recomienda hacer uso de
procedimientos como la alteracion celular para llevar a cabo la recuperacion de la
proteina intracelular. También es importante considerar que el plegamiento
inadecuado de proteinas sobreexpresadas conduce a la formacion de agregados y
cuerpos de inclusion, lo que reduce en gran med(Jazini & Herwig, 2013)zini & Herwig,
2013).

Otro punto que considerar es el hecho de que, al igual que otras bacterias
gramnegativas, E. coli produce niveles elevados de lipopolisacaridos (LPS), o
endotoxinas, durante su ciclo de vida. Estas endotoxinas pueden activar respuestas
inmunitarias y llevar al desarrollo de choque séptico en humanos. Por lo tanto, es
esencial llevar a cabo una purificaciébn exhaustiva de cualquier proteina con fines
terapéuticos producida en E. coli, y asi conducir a la endotoxina a niveles
extremadamente bajos antes de su uso terapéutico (Wilding et al., 2019).

Existen otros factores que influyen en la expresion de una proteina soluble, bien
plegada y activa al utilizar a E. coli. Por ejemplo, las propiedades del gen y la proteina
a expresar. El ARNm de proteinas humanas contiene codones poco frecuentes, es
decir, que los ARNt de E. coli correspondientes a ellos suelen ser menos abundantes,
como aquellos para arginina, prolina, leucina e isoleucina. Esto aumenta la
probabilidad de que la traduccidn presente fallas y la expresion se dé a un nivel bajo o
incluso de manera incorrecta (Francis & Page, 2010).
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Otro factor que considerar durante la expresion en E. coli es el tamafio de la proteina.
Canaves et al. (2004) y Graslund et al.(2008) concuerdan con que la probabilidad de
expresar una proteina soluble en E.coli disminuye si el peso molecular es elevado.
Considerandose un tamario elevado a aquél por arriba de 60kDa. Esto contribuye a la
teoria de (Francis & Page, 2010) donde se recomienda optar por la expresion de

dominios proteicos individuales de interés, en lugar de una proteina completa.

De acuerdo con (Klock et al.,, 2008), los residuos tanto iniciales como finales del
dominio de interés son capaces de afectar a la expresion y la solubilidad. Esto resalta
la importancia de determinar los limites adecuados para la construccién del dominio
de la proteina a expresar. La presencia de regiones de baja complejidad (LCR, por sus
siglas en inglés) también afecta de manera negativa la expresion de proteinas
solubles. Las LCR son regiones homopoliméricas, sobrerrepresentaciones de ciertos
residuos de la proteina las cuales, segun Peti & Page, (2007), deberian evitarse

durante el disefio de una proteina.

El entorno reductor propio del citoplasma de E. coli entorpece la adecuada produccion
de proteinas ricas en disulfuro. Intentar expresar proteinas que presentan enlaces
disulfuro generalmente resulta en la produccion de proteinas insolubles, debido a que
se presentan mal plegadas, por lo que terminan en cuerpos de inclusién (Francis &
Page, 2010).

Con la finalidad de mejorar la expresién, se han desarrollado cepas de E. coli
disefiadas para proteinas que contienen codones poco frecuentes, enlaces disulfuro o
gue son susceptibles a protedlisis. Un ejemplo es la cepa E. coli BL21 y sus derivados
(cepas designadas como (DE3)), las cuales contienen una copia del gen de la ARN
polimerasa T7 (el promotor mas frecuentemente utilizado para produccién de
proteinas) en su cromosoma, esto posibilita una expresion sencilla y eficiente desde

vectores de expresion basados en T7 (Francis & Page, 2010). Ademas, estas cepas
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son deficientes de proteasas, especificamente ompT y lon, situacién que conlleva a

una mayor expresion y estabilidad protéica (Gottesman, 1990).

Existe también otro tipo de cepas, las cuales se han suplementado con codones poco
frecuentes, es decir, se les han suministrado plasmidos que codifican ARNt poco
frecuentes, con la finalidad de promover una expresion eficiente de genes con una alta
tasa de codones de este tipo. Entre estas cepas, es posible encontrar a Rosetta,
Rosetta-gami, BL21-RP y BL21-RIL. Rosetta-gami, ademas, facilita la formacion de

puentes disulfuro gracias a la presencia de mutantes trxB/gor.

Existen cepas con mutaciones en los genes que codifican para las proteinas
tiorredoxina reductasa (trx/B) y glutation reductasa (gor) que se encargan de mantener
un ambiente reductor dentro del citosol de E. coli. Este ambiente favorece la formacion
de puentes disulfuro, lo que permite el adecuado plegamiento de las proteinas
producidas y se ha demostrado que aumenta los rendimientos de produccion (Bessette
et al., 1999). Sin embargo, se recomienda utilizar a estas cepas solamente cuando la
proteina de interés necesite de la formacion de puentes disulfuro. De lo contrario, estos
puentes podrian formarse entre proteinas, generando agregados proteicos de alto

peso molecular (Francis & Page, 2010).

Otros factores que influyen directamente en la solubilidad de las proteinas expresadas
son las condiciones de cultivo. La temperatura es uno de los principales factores. Al
manejar temperaturas bajas (15 °C a 25 °C), disminuye la velocidad de crecimiento
bacteriano, lo que permite un plegamiento adecuado de las proteinas y, en
consecuencia, una disminucion en la formacion de cuerpos de inclusion. En este
sentido, a altas temperaturas (30 °C a 37 °C), existe mayor probabilidad de obtener

proteinas insolubles y mal plegadas (Baneyx & Mujacic, 2004).

El uso de promotores adecuados también es de suma importancia para la expresion

eficiente de proteinas solubles. Como se mencion6 anteriormente, el promotor T7 es
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uno de los mas utilizados ya que es altamente efectivo. Sin embargo, en algunas
ocasiones puede ser necesario modularlo para prevenir la formacion de agregados
proteicos. Otros promotores inducibles como lac, tac y araBAD mantienen un control
mas preciso de la expresion, permitiendo ajustar los niveles de expresion a
condiciones que favorezcan la solubilidad de la proteina de interés (Makino et al.,
2011).

El tipo de inductor utilizado también influye en la solubilidad de la proteina producida.
El isopropil- B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) es un inductor comunmente utilizado
para el promotor lac. La desventaja que presenta es que tanto su concentracion como
el tiempo de induccién deben estandarizarse para cada sistema en especifico. Existen
otros inductores como la arabinosa, para el promotor araBAD, que puede ofrecer un
mejor control de expresion y una mayor proporcion de proteinas solubles en el cultivo
(Terpe, 2006).

Ademas de los factores mencionados, la composicion del medio de cultivo y la
presencia de agentes estabilizadores son de gran importancia para la produccion de
proteinas en E. coli. La adicibn de chaperonas moleculares y proteinas que
contribuyen al replegamiento, como la disulfuro isomerasa, puede mejorar
significativamente el adecuado plegamiento de las proteinas debido a la correcta
formacion de puentes disulfuro. Estas condiciones contribuyen a la obtencién de

proteinas solubles y activas (Studier, 2005).

La optimizacion del medio de cultivo es otro punto esencial. El empleo de sales como
NaCl y KCI es fundamental para mantener la osmolaridad y equilibrio i6nico en el
medio. Sin embargo, a concentraciones excesivas o insuficiente, es posible afectar la
estabilidad celular y, por lo tanto, la produccién de la proteina de interés. Ademas, las
sales pueden influir en el comportamiento de las proteinas chaperonas y las asociadas
al adecuado plegamiento proteico (Studier, 2005). El pH también es de gran

importancia, pues si se encuentra alejado de los valores éptimos, es capaz de afectar
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la eficiencia del metabolismo celular y el plegamiento de la proteina. Los nutrientes
presentes en el medio de cultivo, como las fuentes de carbono, nitrégeno y vitaminas
también son esenciales (Burgess & Fraenkel-Conrat, 1990). Una formulacién
adecuada del medio de cultivo que proporcione todos los nutrientes necesarios es vital
para maximizar la produccion de proteinas solubles. Por el contrario, la deficiencia de
nutrientes clave, puede limitar la proliferacion bacteriana (Sambrook & Russell, 2001).
Ademas, la aireacion y la agitacion del cultivo son importantes para asegurar una
adecuada distribucion tanto de nutrientes como de oxigeno (Studier, 2005). La adiciéon
de agentes estabilizadores como detergentes o proteinas estabilizadoras puede
prevenir la formacion de agregados insolubles, permitiendo que las proteinas

mantengan una conformacién adecuada (Rosano & Ceccarelli, 2014).

2.9 Importancia de los adyuvantes en el desarrollo de vacunas

Para que una vacuna sea considerada eficaz debe inducir titulos elevados de
anticuerpos neutralizantes. En un estudio realizado en 2022 donde, al aplicar a un
grupo de individuos la vacuna BNT162b2, y tras una infeccion irruptiva por Omicron
BA.1, se descubrid que la mayoria de los sueros obtenidos neutralizan de manera
robusta los VOC previos del SARS-CoV-2, incluidos BA.1 y BA.2. Esto sugiere que la
infeccion por Omicron BA.1 en personas vacunadas activa las células B de memoria,
gue generan anticuerpos neutralizantes dirigidos contra los epitopos de la proteina S
conservados en las variantes del SARS-CoV-2 hasta Omicron BA.2. (Quandt et al.,
2024). Sin embargo, para que esto suceda, podria requerirse de multiples dosis o
ayuda de otras moléculas inmunoestimulantes. Ademas, es crucial que una vacuna
pueda inducir niveles protectores de anticuerpos de manera rapida, empleando la
minima cantidad de antigeno necesaria (Coffman et al., 2010). Esto no solo disminuye
los costos asociados con la produccion de la vacuna (Joséphine Cheng et al., 2023),
sino que también la hace mas asequible. La inclusion de un adyuvante adecuado en

la vacuna contra el SARS-CoV-2 puede cumplir con estas exigencias.
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La mayoria de los adyuvantes inmunoestimulantes actian como ligandos para los PRR
y conducen a la secrecion de citocinas al mejorar directamente una via de activacion.
Los adyuvantes pueden dirigirse a casi todas las familias de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Esto incluye a los TLR, que reconocen lipidos,
lipoproteinas, acidos nucleicos y proteinas; los receptores tipo NOD (NLR), que
responden a multiples ligandos como peptidoglicano, flagelina, toxinas y ATP; las
helicasas (receptores tipo RIG-I, RLR), activadas por ARN citoplasmatico; y los
receptores de lectina tipo C (CLR), que reconocen carbohidratos y lipidos. (Coffman
et al., 2010).

Los PRR emiten sefiales a través de vias que incluyen moléculas adaptadoras y
sustancias intermedias como MyD88, TRIF, RIP2, CARD9 e IPS-1. Estas vias influyen
en el resultado de la interaccion entre el receptor y el ligando. Las vias de sefalizacion
activan dos rutas transcripcionales clave, involucrando los factores de transcripcion
NF-kB, IRF-3 e IRF-7. Las interacciones entre receptores y ligandos llevan a la
expresion de genes que codifican citocinas, quimiocinas y moléculas coestimulantes.
Estas moléculas son cruciales para preparar, expandir y polarizar las respuestas
inmunitarias(O’Neill & Bowie, 2010). La formacion de depdésitos, el reclutamiento de
células inmunes, la activacion del inflamosoma, la mejora de la presentacién de
antigenos por las moléculas MHC y la inmunomodulacion son diferentes modos de

accion de los adyuvantes (Bastola et al., 2017).

El adyuvante mas utilizado en las vacunas humanas autorizadas es el hidréxido de
aluminio (Al(OH)5), conocido comercialmente como Alum, y es uno de los adyuvantes
mas antiguos que se conocen (Moyer et al.,, 2020). Actualmente, algunas vacunas
dirigidas contra Difteria, Tétanos, tos ferina, IPV, hepatitis A y B, VPH, meningococo y
neumococo hacen uso de este adyuvante (Pasquale et al., 2015). Incluso, algunas
vacunas aprobadas contra SARS-CoV-2 también lo emplean, tales como CoronaVac,
BBIBP-COrV, Coviran Barkat y Covaxin (virus inactivados) (Fiolet et al., 2022), asi
como Abdala y Soberana 02 (Instituto Finlay de Vacunas, 2021).
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El Al(OH); tiene grupos hidroxilo en su superficie y se muestra como una estructura
cristalina compuesta de nanoparticulas en forma de aguja, que tienden a agregarse
hasta un diametro promedio de 10 um (Corrado et al., 2024). En la formulacion de la
vacuna, a pH neutro, el Alum tiene una carga positiva, lo cual puede llegar a influir en
las propiedades de adsorcion y el comportamiento del antigeno con el que se trabaja
(Corrado et al., 2024).

Se ha demostrado que el Al(OH); actia como un buen adyuvante mediante la
formacién de depdsitos en el lugar de la inyeccién, permitiendo una liberacién lenta del
antigeno. Esto prolonga el tiempo de interaccion entre el antigeno y las células
presentadoras de antigeno (APC). Ademas, convierte antigenos solubles en formas
particuladas que se fagocitan facilmente. A nivel celular, el Al(OH); estimula
directamente a los monocitos para que produzcan citocinas proinflamatorias que
activen las células T. Las células Th2 activadas liberan IL-4, que a su vez puede inducir
un aumento en la expresion de moléculas del MHC de clase Il en los monocitos. (Gupta
& Gupta, 2020).

Las vacunas con adyuvantes tienden a causar una mayor reaccion en el lugar de la
inyeccion en comparacion con las vacunas sin adyuvantes, dado que estos aumentan
la capacidad de respuesta del sistema inmunolégico a los antigenos, pero también
pueden provocar efectos adversos. Estos efectos incluyen desde inflamacién en el
area de la inyecciéon y formacién de abscesos, hasta fiebre e inflamacion en las
articulaciones y ojos. Aunque hay muchos productos que podrian funcionar como
adyuvantes, solo unos pocos estan oficialmente aprobados y se emplean de manera
efectiva (Bastola et al., 2017).
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2.10 Proteina TTC-RBD

2.10.1 La fraccion C de la toxina tetanica

La toxina del tétanos es una enzima del tipo tentoxilisina peptidasa, producida por la
bacteria Clostridium tetani, que es anaerobica y forma esporas. Consiste en un
polipéptido de cadena Unica con una longitud de 1315 aminoéacidos, el cual se procesa
de manera enddgena para dar lugar a una cadena ligera de 52 kDa (457 aa) y una
cadena pesada de 98 kDa (858 aa). Estas cadenas se unen mediante un puente
disulfuro para formar una proteina dimérica de 150 kDa. La toxina ejerce su efecto
toxico al unirse a receptores especificos en las células nerviosas motoras
presinapticas, lo cual inhibe la liberacion de neurotransmisores, afectando asi el

sistema nervioso motor y autbnomo (Brandt et al., 2021).

El fragmento de la cadena pesada de la toxina del tétanos es notable por sus
propiedades que desencadenan respuestas inmunoldgicas. Este fragmento es
particularmente eficaz para inducir la produccion de anticuerpos cuando se combina

con antigenos no relacionados (Brandt et al., 2021).

Se ha reportado que la fraccion C de la Toxina Tetanica (también conocida como TTC)
contiene epitopos universales para los linfocitos T CD4+ humanos, los cuales son de
vital importancia para la memoria inmunoldgica (Bayart et al., 2022). Un epitopo de
interés es el péptido TT830-843, el cual se une a las proteinas MHC y se presenta en
la superficie de las células presentadoras de antigenos. El complejo TT830-843/MHC
interactda con el receptor de las células T y activa una respuesta de linfocitos T. El uso
de un epitopo adyuvante universal como el TT830-843 puede mejorar la respuesta
inmunitaria en el desarrollo de vacunas y terapias (Brandt et al., 2021). Ademas, TTC
induce la producciéon de IFN-y y CD69, ambos implicados en la modulacién de la
respuesta inmune. Por tanto, una alternativa para mejorar la inmunogenicidad de un

antigeno blanco es la fusion genética a TTC, aumentando no sélo su complejidad sino
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el sumar los mecanismos especificos ya mencionados para abonar a la respuesta

inducida hacia el antigeno no relacionado (Bayart et al., 2022).

3 Justificacion

A pesar de que se ha logrado contener la pandemia de COVID-19, esta enfermedad
sigue considerandose un problema de salud a nivel mundial dado que el SARS-CoV-
2 se ha establecido como un patdégeno estacional que continuamente genera variantes.
El desarrollo de vacunas dirigidas contra el SARS-CoV-2 debe considerarse como una
herramienta de primera linea en la proteccién contra este virus. Aunque existen un
conjunto de vacunas aprobadas en el combate contra la COVID-19, esta pandemia
dej6 claro que los paises deben asegurar su autonomia en el desarrollo y produccion
de vacunas. Por esta razdn es necesario mejorar las estrategias de disefio, evaluacion
y produccion de vacunas, de modo que éstas sean mas asequibles y cubran en tiempo

récord la necesidad de vacunar a toda la poblacién.

Las vacunas de subunidades son una alternativa en este campo que ofrece alta
estabilidad y seguridad, asi como una produccién relativamente sencilla. Otro
elemento atractivo es la posibilidad de disefiar antigenos quiméricos que permitan
acompafar a la secuencia antigénica de interés de un acarreador que mejore su
capacidad inmunogénica. Tal es el caso del fragmento C de la toxina tetanica. En
términos de las plataformas de produccién, el uso de E. coli recombinante se ha
consolidado como un enfoque conveniente en paises en desarrollo, en términos de
costo accesible en comparaciéon con las plataformas de células eucariontes, lo cual
facilita su implementacion en plantas industriales bajo buenas préacticas de

manufactura.
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4 Hipotesis

La proteina TTC-RBD sera expresada eficientemente en Escherichia coli, resultando
en una proteina inmunogénica en ratones BALB/c, capaz de inducir una respuesta

humoral especifica.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Producir en un sistema de E. coli recombinante la proteina TTC-RBD y evaluar su

inmunogenicidad en un modelo murino.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar ensayos de expresion de la proteina TTC-RBD en E. coli recombinante.

e Purificar la proteina TTC-RBD mediante técnicas de solubilidad diferencial y
cromatograficas.

e Confirmar la integridad, grado de pureza y antigenicidad de la proteina TTC-
RBD obtenida.

e Evaluar en ratones BALB/c la inmunogenicidad de la proteina TTC-RBD

obtenida, en términos de la induccién de respuestas humorales.

6 Materiales y Métodos

6.1 Cepas, materiales y medios de cultivo

La construccién que permitid la expresiéon del antigeno TTC-RBD se basa en el
plasmido pET15b, en el cual fue clonado un gen sintético optimizado codificante de la
guimera que se constituye del fragmento C de la toxina tetanica y el domino de union

al receptor de SARS-CoV-2 fusionado en su extremo C terminal. El vector fue
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confirmado mediante perfiles de restriccion y secuenciacion, y posteriormente
transferido a la cepa Rosetta (DE3) de E. coli. Se cultivd una clona de expresion en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL que contenia 70 mL de medio LB (10% bacto-peptona,
5% extracto de levadura y 10% NaCl) suplementado con ampicilina (100 mg/L) y
cloranfenicol (40 mg/L), a 37 °C y 180 rpm. Para inducir la expresion de la proteina
TTC-RBD, las células se cultivaron hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 — 0.8 a

600 nm (ODsoo), agregando lactosa (15 g/L) e incubando a 28 °C durante 16 h.

6.2 Extraccion de proteina

La biomasa bacteriana se recolectd por centrifugacion a 7000 rpm, durante 10 min, a
4 °C y se resuspendié en una solucién hipertonica fria (100 mM de Tris-HCI, sacarosa
al 20% (p/v) y pH 7.4). Se uso una relacién de 0.2 mL de esta solucion por 20 mg de
biomasa. Las células se recuperaron por centrifugacion a 7000 rpm durante 15 min
(4°C). La pastilla celular se resuspendié en agua filtrada (solucién hipoténica), a razon
de 0.5 mL por cada 20 mg de biomasa. El rompimiento celular se realizé con los tubos
de ensayo en bafio de hielo aplicando 6-9 ciclos de 30 s en modo encendido y 30 s en
modo apagado usando ultrasonicacion (dispositivo GEX130PB, Twinsburg, OH, EUA)
a una amplitud del 70%. Posteriormente, la suspension se centrifugd a 7000 rpm
durante 20 min (4°C) para recuperar por un lado una pastilla compuesta por cuerpos
de inclusion y componentes celulares insolubles, y por otro lado el sobrenadante que
corresponde a la fraccion de proteina soluble. El sobrenadante se recuperd y fue
almacenado a -20°C hasta su posterior andlisis. La pastilla (fraccion de proteina
insoluble) se resuspendio en el mismo volumen de solucién hipotdnica. Enseguida, se
centrifugd a 7000 rpm por 15 min a 4°C. Este procedimiento se repitido dos veces mas,

con la finalidad de completar tres lavados. La pastilla se recuperé y almaceno a -20°C.
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6.3 Extraccion de cuerpos de inclusion

La fraccion insoluble obtenida tras la ruptura celular fue sometida a varios
procedimientos de lavado. Durante esta seccion del protocolo se considerdé un mismo
volumen de resuspension, el cual equivale a 2.5 mL de buffer por cada 50 mL de cultivo
inicial. Primeramente, se realizaron tres lavados con agua filtrada y centrifugaciones a
7000 rpm durante 10 min (4°C). A continuacion, la pastilla se resuspendio en PBS 1x
+ Tritdbn X-100 1%. La suspension se llevo a ultrasonicacion (dispositivo GEX130PB,
Twinsburg, OH, EUA) en bafio de hielo, aplicando 6-9 ciclos de 30 s en modo
encendido y 30 s en modo apagado a una amplitud del 70%. Al terminar los ciclos, la
muestra se incubd en hielo durante 20 min. Este ciclo de lavado se repitié una vez mas
con PBS 1x + Tritdbn X-100 1% y otra con PBS 1x. Estos lavados se realizaron con la
finalidad de eliminar componentes celulares y solubilizar proteinas contaminantes. La
pastilla lavada se resuspendié en un buffer solubilizante que contenia 4 M Urea + 20
mM fosfato, pH 7.4. La nueva suspension se llevo a ultrasonicacion (bajo las mismas
condiciones indicadas anteriormente). Enseguida se incub6 en hielo durante 30 min.
Tras una centrifugacion a 7000 rpm por 10 minutos (4°C), se recupero el sobrenadante
y se almacend bajo la etiqueta de “S4”. A la pastilla remanente le fue anadido un buffer
de 8 M urea, 20 mM fosfato, 500 mM NaCl, pH 7.4. Siguiendo con los mismos ciclos
de centrifugacién y sonicacion, se obtuvo la fraccion “S5” a partir del sobrenadante
generado. Como ultimo paso, la pastilla resultante se resuspendié en buffer
solubilizante (8 M Urea, 20 mM fosfato, 500 mM NaCl, pH 7.4) y se llevo a sonicacion.
Posteriormente, se dejé en contacto con el buffer durante la noche a 4°C. Finalmente,
la suspension se centrifug6 a 7000 rpm durante 10 min para recuperar el sobrenadante
con proteina recombinante solubilizada, etiquetado como “S6”. Esta muestra fue

almacenada junto con el resto a -20°C para futuros ensayos.
6.4 Purificacion

Se realiz6 la separacion de proteinas por cromatografia IMAC utilizando una columna
de 2 mL llena de Chelating Sepharose Fast Flow (Pharmacia Biotechnology,
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Estocolmo, Suecia). El adsorbente se cargd con iones Ni%* y se equilibré con buffer de
unién. Se aplicaron 3 inyecciones de 1 mL del extracto proteico obtenido previamente
(fracciones S5 y S6) al sistema cromatogréfico, con un flujo de 0.25 mL/min. Después
del lavado de la columna, la elucion de la proteina de interés se logré alimentando el
buffer de desorcion (fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM, urea 8 M, pH
7.1). Las fracciones que contenian la proteina de interés con menos impurezas
correspondieron a aquellas derivadas de la proteina no unida a la resina, como
consecuencia de que fueron varias proteinas contaminantes las que se unieron a los
iones inmovilizados (Ni%*). El replegamiento se realizé6 mediante didlisis empleando
una membrana de 6-8 kDa de corte. Los buffers utilizados para lograr el replegamiento,
en orden secuencial, fueron: buffer 1 (fosfato 20 mM + urea 4 M a pH 7.1), buffer 2
(carbonato 50 mM + glicerol 10% (v/v) + Tween 0.01% (v/v) a pH 9.2) y buffer 3
(sacarosa 10% (p/v) + Tween 20 a 0.01% (v/v)).

6.5 Analisis SDS-PAGE y Western Blot

Las muestras de proteina se mezclaron con buffer de carga 5% (DTT 500 mM, Tris-HCI
250 mM, SDS 10% (p/v), glicerol 50% (v/v), azul de bromofenol 0.1%(p/v), pH 6,8) y
se hirvieron durante 10 min. Las proteinas se separaron utilizando un gel de
poliacrilamida desnaturalizante al 12% (150 V, 1 hora) y se visualizaron mediante

tinciéon con azul de Coomassie.

Para el analisis de Western blot, las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida
a una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA)
durante 1 h a 500 mA utilizando una cdmara de transferencia electroforética (Biorad,
Hercules, CA, EUA). La membrana se incub6 durante la noche en buffer de bloqueo
(5% de leche en polvo descremada disuelta en PBS + 0.05% (v/v) Tween 20). La
membrana se lavo posteriormente tres veces con PBS + 0.05% (v/v) Tween 20 y se
incub6 con anticuerpo contra la toxina tetanica (Anti-TTC, Novus Biologicals, Littleton,

CO, EUA) a una dilucién 1:1000. La membrana se lavo e incubd con un anticuerpo
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secundario anti-lgG de conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rdbano a dilucion
1:2000 (Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA) durante 2 h a temperatura ambiente.
La deteccién del antigeno se realiz6 mediante la incubacion de las membranas con el

sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Pierce, Rockford, IL, EUA).

6.6 Evaluacion de inmunogenicidad

Para evaluar la inmunogenicidad de TTC-RBD se establecieron 3 grupos de ratones
BALB/c (machos y hembras de 7 semanas de edad). Los ratones de cada grupo fueron
inmunizados los dias 1, 14 y 28 por via subcutanea (s.c.) con una formulacion de 200
ML. Los tratamientos se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de los grupos experimentales. Los ratones fueron asignados
aleatoriamente a los tratamientos descritos. El adyuvante de aluminio (Al (OH)s) se
utilizé en una proporcion de 1:5 (G Biosciences, St. Louis, MO, EUA, cat no. 786-
1215).

Grupo Formulacion
1 1 ug TTC-RBD + Al (OH)3 + Vehiculo
2 2 ug TTC-RBD + Al (OH)3 + Vehiculo
3 Vehiculo (10% sacarosa, 0.01% Tween 20)

6.6.1 Toma de muestras

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncion en la cola los dias 0, 27, 42 y
56. Después de la formacion del coagulo, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 6 min. Los sueros obtenidos se almacenaron a -40 °C hasta la determinacion

de anticuerpos.

Esta metodologia se realizo siguiendo un protocolo aprobado por el Comité de Etica
Institucional (CEID-2020-07R1).
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6.7 Determinacion de titulos de anticuerpos mediante ELISA

La técnica de ELISA se realiz6 con la finalidad de medir anticuerpos de union al RBD
de la proteina S del SARS-CoV-2. Las placas de poliestireno (96 pozos) se
sensibilizaron durante la noche a 4°C con la proteina RBD (100 ng/pozo, Sino
biological cat. no. 40589-V08H4) en buffer de carbonatos (Na2zCO3z 15 mM, NaHCO3
35 mM, pH 9.6). Antes de cada uno de los siguientes pasos, las placas se lavaron tres
veces con PBS 1x, utilizando el lavador de microplacas Wellwash™ (Thermo
Scientific™, Cat. No. 5165000). Las placas se bloquearon durante 2 h a temperatura
ambiente con leche descremada al 5% en PBS 1x. Se agregaron diluciones de sueros
(1:100-1:500) en PBS 1x y se incubaron a 37°C durante 1 h. Posteriormente se coloco
el anticuerpo secundario, pudiendo ser IgM, IgG2a o IgG anti-raton de cabra conjugada
con peroxidasa de rabano picante (dilucién 1:2000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), que
comprendié una incubacion de 2 h a 25 °C. Finalmente, se afiadié una solucion de
sustrato ABTS (0.6 mM de &cido 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) +
peroxido de hidrégeno (H202) y se midieron los valores de OD a 405 nm después de
60 min utilizando un equipo MultiskanR FC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).
Los titulos de anticuerpos IgG se determinaron como el reciproco de la dilucién mas
alta de sueros con un valor medio de OD por encima del valor de OD del grupo tratado

con el vehiculo solo (control negativo) mas 2 veces el valor de la desviacion estandar.

36



7 Resultados

7.1 Laproteina TTC-RBD se produce en cuerpos de inclusion

La expresion de TTC-RBD se realizé en un sistema de matraz (E. coli Rosetta-pET21b)
y se evaluo6 utilizando 15 g/L de lactosa como inductor, bajo un periodo de 16 h, a 28
°C y 180 rpm. Tras realizar el analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones soluble
e insoluble, se detecto la proteina TTC-RBD, la cual tiene un peso molecular de 70

kDa, en la fraccién insoluble (Figura 3).

kDa

1 2 3

Figura 3. Analisis SDS-PAGE de los extractos de proteina recuperados tras la
expresion de TTC-RBD en E. coli. Carriles: 1, y-globulina de sangre humana como
marcador de peso; 2, fraccion insoluble de cultivo inducido; 3, fraccién soluble de

cultivo inducido.
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7.2 Laproteina TTC-RBD puede solubilizarse con urea 8 M

La proteina TTC-RBD se recuperd de los cuerpos de inclusion, los cuales se
sometieron a una serie de lavados y etapas de solubilizacién con buffers a diferentes
concentraciones de urea. Se obtuvieron las fracciones S4, S5y S6 (Figura 4), de las
cuales S5 present6 una mayor cantidad de proteina recombinante, mientras que la
fraccion S6 tiene aparentemente una menor presencia de impurezas. Estas dos
Gltimas fracciones se seleccionaron para llevar a cabo la purificacion por

cromatografia. En ambas se utilizé buffer de urea 8 M como agente solubilizante.

kDa

Proteina
TTC-RBD

— 52

- — 26

1 2 3 7 4
Figura 4. Andlisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas a partir del proceso de
extraccion de cuerpos de inclusién. Carriles: 1, fraccion S4 (fraccion insoluble de
TTC-RBD solubilizada durante 30 min con 4 M Urea + 20 mM fosfato, pH 7.4); 2,
fraccién S5 (fraccion insoluble de TTC-RBD solubilizada durante 30 min con 8 M
urea, 20 mM fosfato, 500 mM NacCl, pH 7.4); 3, fraccion S6 (fraccion insoluble de
TTC-RBD solubilizada durante una noche con 8 M urea, 20 mM fosfato, 500 mM
NaCl, pH 7.4); 4, y-globulina de sangre humana utilizada como marcador de peso

molecular.
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7.3 TTC-RBD no se adsorbe de manera importante a la columna IMAC

La purificacion de TTC-RBD se realiz6 mediante IMAC empleando una columna de
cargada con iones Ni%*. Se colectaron fracciones de la proteina no adsorbida a la
columna (Figura 3), en las que eluyeron proteinas contaminantes junto con la proteina
de interés; sin embargo, se presentaron fracciones que contenian a ésta con alta
pureza. Las fracciones seleccionadas correspondieron a S5 debido a que mostro un
mejor comportamiento respecto a S6 (Figura 5). Se seleccionaron las fracciones 16 y
17 (con mayor pureza) de la cromatografia para llevar a cabo el replegamiento de TTC-
RBD.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1 2 3 4 5

Figura 5. Analisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificacion de TTC-
RBD mediante IMAC. A) Fracciones de proteina no adsorbida obtenidas a partir de
S5, colectadas tras el lavado de la columna. B) Fracciones de proteina adsorbida,

obtenidas a partir de S5.
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7.4 Cuantificacion de TTC-RBD

La proteina TTC-RBD replegada se cuantificO mediante densitometria (Figura 6)
empleando una curva estandar de BSA (50-300 pg/mL) y un analisis con el software
ImageJ. La concentracion de TTC-RBD fue de 51.93 pug/mL, con un rendimiento de

194.7 ug de proteina replegada pura por litro de cultivo.

——-w—--

1 2 3 4 5 6

Figura 6. Densitometria para determinar la concentracion de TTC-RBD. Carriles: 1—
5, curva estandar de BSA (50, 100, 150, 200, 300 pg/mL, respectivamente); 6,
muestra recuperada tras la purificacion y replegamiento de la proteina.
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7.5 Analisis por Western Blot

La proteina TTC-RBD purificada y replegada fue reconocida por el anticuerpo contra
la toxina de Clostridium tetani. Al realizarse un ensayo de Western blot, en el que se
observo la banda inmunoreactiva de aproximadamente 70 kDa, lo cual corresponde al
peso tedrico de la proteina TTC-RBD (Figura 7). Este resultado comprueba la
integridad de la proteina y el reconocimiento de determinantes antigénicos del

acarreador.
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Figura 7. Analisis por Western blot de la proteina TTC-RBD purificada. Se empleo
un anticuerpo anti-TTC. Carriles: 1, marcador de peso molecular; 2, proteina TTC-
RBD purificada y replegada; 3, fraccion S5 obtenida tras la extraccion de cuerpos

de inclusién; 4, control negativo.
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7.6 Pruebas de inmunogenicidad

La inmunogenicidad de TTC-RBD fue determinada después de administrar a ratones
BALB/c formulaciones que correspondieron a 200 pL de una dosis de 1 ug o 2 ug de
antigeno, empleando Al(OH)s como adyuvante (Figura 8). Al evaluar los niveles de IgG
anti-RBD, se observo la ausencia de respuesta de IgG tras las primeras dos dosis (dia
27), independientemente del uso de AlI(OH)s como adyuvante (Figura 9-C). Por el
contrario, el andlisis de los niveles de anticuerpos al dia 42, tras haber recibido 3
inmunizaciones, revela una respuesta humoral positiva contra RBD, la cual fue de
mayor magnitud para el grupo que recibi6 la dosis de 1 pg (Figura 9-A). Por otro lado,
se encontré una respuesta mas alta de IgG anti-RBD en el grupo de 2 pg al dia 56
(Figura 9-B).

La Figura 10 muestra los titulos de anticuerpos IgG anti-RBD medidos durante los tres
periodos de sangrado. Se observa que el grupo evaluado con dosis de 2 ug alcanzé
titulos de 500 en el dia 56, es decir, dos semanas después de haber concluido el

esquema de inmunizacion.

é Sangrado

ﬁ nmunizacion
Cepa BALB/c &~
Via s.c.

¢ ¢

R

a4

Figura 8. Esquema de inmunizacion para determinar la inmunogenicidad de TTC-
RBD en un modelo murino. Los ratones fueron inmunizados por via subcutanea a

los dias 1, 14 y 28, y se extrajeron muestras de sangre los dias 27, 42 y 56.
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Figura 9. A) Muestras obtenidas el dia 27; B) Muestras obtenidas el dia 42; C)

Muestras obtenidas el dia 56. Los niveles de IgG se midieron mediante ELISA

utiizando RBD como antigeno diana. Los tratamientos para cada grupo

experimental se describen en la Tabla 1.
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Figura 10. Titulos de anticuerpos. Titulos de anticuerpos IgG anti-RBD obtenidos
durante los dias de sangrado 27, 42 y 56. La linea azul muestra los titulos
generados en el grupo con dosis de 1 ug; la linea rosa muestra los titulos generados
en el grupo con dosis de 2 pg. Los titulos de anticuerpos IgG se determinaron como
el reciproco de la dilucién mas alta de sueros con un valor medio de OD por encima
del valor de OD del grupo tratado con el vehiculo solo (control negativo) mas 2 X
SD (Desviacion estandar).
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7.7 TTC-RBD muestra una mayor respuesta frente a la proteina S de la

variante Delta

Se evalué la capacidad del antigeno TTC-RBD para generar anticuerpos IgG capaces

de reconocer a la proteina S, tanto de la variante Delta como de la variante Omicron.

TTC-RBD indujo una respuesta de IgG mas alta frente a la proteina S — Delta (Figura

11).
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Figura 11. A) Muestras obtenidas el dia 42, donde se utilizé la proteina S, variante

Omicron, como antigeno diana; B) Muestras obtenidas el dia 42, donde se utilizé la

proteina S, variante Delta, como antigeno diana. Los niveles de IgG1 se midieron

en muestras de suero a diluciones 1:100 y 1:500 mediante ELISA. Los tratamientos

para cada grupo experimental se describen en la Tabla 1.
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7.8 Analisis de IgM y subclases

Se evaluaron los niveles de IgM, asi como de las subclases de IgG para evidenciar el
tipo de respuesta inmune que TTC-RBD induce en ratones. La Figura 12-A muestra
un decremento en los niveles de IgM entre los sangrados 1 y 3 (dias 27 y 56). Al
analizar la relacion de subclases IgG2a /1gG1 se encontro que la relacion IgG2a/ IgG1
para la dosis de 1 ug fue de 0.82, mientras que para la dosis de 2 pg fue de 0.75

(Figura 12-B). Estos resultados sugieren la induccion de una respuesta inmune con

sesgo Th2.
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Figura 12. A) Niveles de IgM; B) Relacion IgG2a / IgGL1l. El analisis se realizé en
muestras de suero de los dias 27 y 56 (dilucion 1:100) mediante ELISA utilizando a
la proteina S como antigeno diana. Los tratamientos para cada grupo experimental
se describen en la Tabla 1.

8 Discusion
En este estudio se produjo en E. coli la proteina quimérica TTC-RBD como un enfoque

para la obtencidn de un candidato vacunal contra SARS-CoV-2 de facil produccion en

un sistema simplificado respecto a los enfoques empleados por otros grupos en los
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gue se realiza una conjugacion quimica del antigeno con el acarreador, caso de la

vacuna desarrollada en Cuba, denominada Soberana.

La proteina TTC-RBD se produjo en E. coli recombinante en forma de cuerpos de
inclusion, lo cual es comun cuando se utilizan plataformas bacterianas de expresion
en combinacion con promotores fuertes. Se ha descrito que cuando el nivel de
expresion de proteinas supera el 2% del total de proteinas celulares ocurre la
formacién de cuerpos de inclusién (A. Singh et al., 2015). Ademas, otros factores que
favorecen una alta tasa de expresidbn de proteinas recombinantes (como una
temperatura de induccion elevada, altas concentraciones de inductor o presencia de
un promotor fuerte) aumentan las posibilidades de que la proteina expresada se
agregue (A. Singh et al., 2015).

Cuando una bacteria es forzada a producir proteinas recombinantes a altos niveles
experimenta un alto estrés metabdlico, lo que impide que la bacteria tenga la
capacidad de plegar adecuadamente las grandes cantidades de proteina
recombinante producida (S. M. Singh & Panda, 2005). La problematica tras la
generacion de cuerpos de inclusion es que estos impiden que la proteina expresada
se pliegue correctamente, comprometiendo su actividad bioldgica. Lo anterior impone
la necesidad de solubilizar los cuerpos de inclusion mediante el uso de altas
concentraciones de sales caotrépicas como la urea, lo que resulta en una proteina
desnaturalizada que debe ser sometida a un proceso de replegamiento (Baneyx &
Mujacic, 2004), el cual requiere de un proceso de optimizacion para lograr que la
proteina no se agregue nuevamente y mas bien se logre su adecuado plegamiento

para obtener una proteina estable y funcional (Park et al., 2018).
El RBD de la proteina S del SARS-CoV-2 contiene cuatro enlaces disulfuro en su forma

nativa, los cuales contribuyen a estabilizar su estructura (lamina 3) y conectar las asas

al motivo de unién al receptor (RBM). Al momento de expresar RBD en E. coli es
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posible observar enlaces disulfuro no nativos, los cuales conducen a una proteina mal

plegada que termina expresandose en cuerpos de inclusion (Brindha & Kuroda, 2022).

Si bien, la cepa de E. coli utilizada (Rosetta (DE3)) esta disefiada para mejorar la
produccion de proteinas a partir de genes diana clonados en vectores pET, siendo este
el caso de la proteina TTC-RBD, existen otras cepas con la capacidad de producir
proteinas mejor plegadas. En 2019 se realiz6 un estudio comparando a Rosetta (DE3)
con otras cepas al producir la inmunotoxina DAB 389 IL-2 (Denileukin diftitox). En este
estudio se explica que un enlace disulfuro puede otorgar propiedades estructurales,
cataliticas y de sefializacion a una proteina especifica. Sin embargo, la cepa de E. coli
BL21 (DE3) no puede formar enlaces disulfuro en su medio citoplasmético reductor,
pero las cepas Rosetta-gami, Origami y Shuffle son cepas bacterianas adecuadas para
la formacién intacta de enlaces disulfuro en el citoplasma debido a las mutaciones
presentes en las enzimas glutaredoxina reductasa (gor ~) y tioredoxina reductasa
(trxb™) (Zarkar et al., 2020). Otro grupo de investigacion report6 la produccion de la
proteina RBD Omicron BA.5 del SARS-CoV-2 en E. coli T7 SHuffle a baja temperatura
y con alta aireacion, obteniendo una proteina con gran rendimiento, alta pureza,
enlaces disulfuro correctos y propiedades bioquimicas y biofisicas similares a las
nativas (Wongnak et al., 2023). Esto pone de relieve la importancia de experimentar

con otras cepas para optimizar la produccion de TTC-RBD.

Atendiendo a las problematicas generadas por los cuerpos de inclusion, tras la
expresion en E. coli, una alternativa a considerar es el empleo de otro tipo de
plataformas de expresion. Se ha reportado que el empleo de organismos eucariotas,
como las levaduras y las células de mamifero para la expresion de proteinas ofrece
ventajas importantes en cuanto a modificaciones post-traduccionales, plegamiento,
secrecion y estabilidad, favoreciendo la actividad biolégica y la inmunogenicidad de
proteinas terapéuticas y vacunas (Daly & Hearn, 2005; Khan, 2013). Un claro ejemplo
es la vacuna SOBERANAO2 que se basa en la proteina RBD conjugada con el toxoide

tetanico (TT) (una construccion similar a TTC-RBD) producida en células CHO-K1 y
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gue mostré una respuesta humoral temprana, elevada y neutralizante, lo que permitié

Su avance a ensayos clinicos en humanos (Valdés Balbin et al., 2023).

En el caso de la vacuna Abdala, la proteina recombinante C-RBD-H6 PP fue producida
en la levadura Pichia pastoris. Esta proteina se expresé de manera soluble, ademas
de mostrar alta afinidad de union al receptor de ACE2. C-RBD-H6 PP también mostré
una alta reactividad con sueros de personas convalecientes y de vacunados de Pfizer-
BioNTech o Sputnik V (Limonta-Fernandez etal., 2022). Las levaduras han
demostrado ser una plataforma de expresion prometedora, ofreciendo la posibilidad
de producir proteinas solubles bajo los minimos requerimientos de mantenimiento.
Diversas vacunas aprobadas se han producido en este organismo, tal es el caso de la
vacuna contra la Hepatitis B y la vacuna acaricida GAVAC aislada de la garrapata

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Garcia-Suarez, 2021).

La proteina RBD del SARS-CoV-2 es una proteina pequefia (aproximadamente 32
kDa) que posee una inmunogenicidad limitada cuando se utiliza por si sola. Debido a
esto se han disefiado estrategias para mejorar esta inmunogenicidad. La proteina
TTC-RBD es una construccion en la que se incluye como acarreador al fagmento C de
la Toxina Tetanica. Otros grupos de investigacion se han dado a la tarea de fusionar
al RBD con otros acarreadores y analizar la respuesta inmunolégica que éstos
inducen. La a-hemolisina (Hla) es una toxina secretada por Staphylococcus aureus
capaz de autoensamblarse a la membrana celular del huésped, provocando lisis y
muerte celular. Se descubrié que un mutante de Hla (mHIla) conserva la capacidad de
autoensamblaje, pero sin la actividad bioldgica caracteristica, o que la convierte en
una alternativa de estudio como proteina acarreadora de ayuda para el ensamblaje de
antigenos, mejorando la inmunogenicidad y eficacia protectora (Zou et al., 2021). Otro
ejemplo es la subunidad B de la enterotoxina termolabil (LTB) de E. coli que, en su
forma pentamérica, se une a los receptores ganglidosidos GM1 presentes en la

superficie de células de mamiferos. La unidon a este tipo de receptores permite
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incrementar la respuesta inmune en el organismo, asi como la actividad de unién al
receptor (Kaushik et al., 2013).

La evaluacion de la inmunogenicidad de TTC-RBD realizada en ratones revel6 que el
antigeno es capaz de inducir una seroconversion hacia la proteina espicula tras la
administracion de 3 dosis usando Al(OH)s como adyuvante. El hecho de requerir tres
dosis para inducir seroconversion y de que la medida de los titulos fue de 500 indica
gue la inmunogenicidad de esta formulacion es modesta. El Al(OH); se eligié como el
adyuvante en esta evaluacion inicial debido a que es ampliamente usado en vacunas
aprobadas para su uso en humanos. Un estudio revel6 la posibilidad de modificar las
particulas de AI(OH); para administrar al antigeno unido a éstas y asi asegurar una
liberacion sostenida hacia los ganglios linfaticos. Esto se logra al unir los inmundgenos
a las particulas de Al(OH); mediante una técnica de introduccién de enlaces peptidicos

portadores de fosfato (Moyer et al., 2020).

Existen adyuvantes ya reportados que podrian mejorar la respuesta humoral inducida
por TTC-RBD. Por ejemplo, (Nanishi etal. 2022) reportaron que la adicion del
adyuvante CpG-ODN 2395, el cual es un CpG agonista del TLR9, mejora la
inmunogenicidad de una vacuna basada en el RBD producido en P. pastoris. Los TLR,
presentes en varias células del sistema inmunoldgico, juegan un papel crucial en la
respuesta inmunitaria innata al reconocer patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP), como componentes de las paredes celulares bacterianas o acidos
nucleicos virales. Cuando un TLR se activa, desencadena una serie de sefales que
afectan la expresiéon de genes relacionados con la inmunidad y la inflamacion,
incluyendo la produccion de citocinas. Esto permite regular de manera positiva tanto
las respuestas inmunitarias innatas como adaptativas. Los agonistas de TLR se han
integrado con éxito en vacunas contra el virus de la hepatitis B (TLR4 y TLR9) vy el
virus del papiloma humano (TLR4 y TLR9), asi como en terapias inmunologicas contra
el cancer (TLR7/8) (Rudicell et al., 2019). Por lo tanto, una perspectiva clave es la
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evaluacion de una formulacion que contenga tanto hidréxido de aluminio como un

agonista de TLRs como adyuvantes.

9 Conclusiones

La aparicion de la variante delta, que adquirié gran relevancia epidemiologica dada su
marcada patogenicidad y transmisibilidad, impulsé a nuestro equipo de investigacion
a disefiar la proteina quimérica TTC-RBD que porta la variante delta. La expresion de
este nuevo antigeno en E. coli resulté viable, y condujo a su recuperacion como una
proteina insoluble con rendimientos de 195 pg/L de cultivo inicial, en términos de
proteina purificada replegada. Las condiciones previamente estandarizadas dentro del
laboratorio permitieron replegar con éxito el antigeno TTC-RBD, lo que sugiere que los
métodos desarrollados son sélidos y pueden replicarse. Sin embargo, es conveniente
reevaluar puntos especificos de la metodologia para mejorar los rendimientos de
produccion. Posiblemente escalar esta produccién a un biorreactor contribuiria a
mejorar esta problemética. La proteina TTC-RBD obtenida es inmunogénica, dado que
fue capaz de generar respuestas de IgG especificas. Sin embargo, la inmunogenicidad
de TTC-RBD es modesta dado que los titulos fueron de 1:500. La perspectiva para

mejorar la inmunogenicidad es evaluar otros adyuvantes.
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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE UN INMUNOGENO
QUIMERICO CONTRA EL SARS-COV-2 BASADO EN EL
DOMINIO DE UNION AL RECEPTOR Y EL FRAGMENTO C DE
LA TOXINA TETANICA

INFORME DE ORIGINALIDAD

17%

[HONCE DE SINELITUG

11 Glosario

1. Activacion bioldgica: Proceso por el cual una molécula biol6gica se convierte
en activa y funcional. Es decir, que adquiere la capacidad de interactuar con

sistemas bioldgicos y producir un efecto fisioloégico o farmacoldgico. Esto puede
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aplicarse a moléculas, farmacos, proteinas, enzimas, etc. que son capaces de
desencadenar una respuesta a nivel celular, tisular u organico.

Adyuvante: Sustancia que al unirse a un antigeno o al ser inyectada
simultdneamente con este, aumenta su inmunogenicidad.

Antigeno: Moléculas extrafias o ajenas al organismo (generalmente proteinas
o polisacéridos), que son reconocidas como "no propias" por el sistema inmune,
capaces de desencadenar una respuesta inmune especifica en el organismo.
Autoensamblaje: Capacidad de ciertas proteinas para ensamblarse por si
mismas en estructuras mas complejas.

Caso confirmado: Persona que ha sido diagnosticada oficialmente como
portadora de una enfermedad especifica, confirmada mediante pruebas
adecuadas.

Cepa: Variante de un microorganismo que tiene caracteristicas genéticas o
fenotipicas distintas de otras cepas de la misma especie.

Codificante: Que contiene la informacion genética para la sintesis de una
proteina especifica.

Epidemia: Enfermedad que afecta a muchas personas en una comunidad o
region durante un periodo especifico.

Epidemiologia: Rama de la medicina y la salud publica que estudia la
distribucién, frecuencia, patrones y causas de las enfermedades en poblaciones

humanas.

10.Espicula: Estructura en forma de pua que sobresale de la superficie de ciertos

virus, como el SARS-CoV-2.

11.Estrategias sanitarias: Conjunto de acciones planificadas y organizadas

orientadas a proteger y mejorar la salud publica, asi como prevenir y controlar

enfermedades.

12.Exocitosis: Proceso celular por el cual las vesiculas liberan su contenido al

exterior de la célula.

13.Expresion de proteinas: Proceso por el cual la informacion genética contenida

en un gen se traduce en la sintesis de una proteina funcional.

66



14.Filogenia: Estudio de las relaciones evolutivas entre organismos,
especialmente a través del analisis de secuencias genéticas.

15.Formulacion: Composicion especifica de una vacuna o farmaco, incluyendo
antigenos, adyuvantes y otros componentes.

16.Fragmento: Parte pequefia o porcion de algo mas grande, en este contexto,
una porcién especifica de una molécula de ADN o proteina.

17.Fusion: Combinacion de dos o mas elementos en uno solo, en el contexto
biolégico, puede referirse a la fusion de proteinas o secuencias genéticas.

18.Gangliosidos: Tipo de lipido complejo que contiene carbohidratos y se
encuentra en las membranas celulares, participando en diversas funciones
biolbgicas.

19.Incubacién: Mantenimiento de una muestra biolégica en condiciones
controladas para permitir que ocurran ciertos procesos, como la incubacion de
cultivos bacterianos.

20.Induccién: Estimulacion de una respuesta bioldgica o proceso en un
organismo.

21.Inmunogenicidad: Capacidad de un antigeno para inducir una respuesta
inmune en un organismo.

22.Mutacion: Cambio en el material genético de un organismo, que puede ocurrir
de manera natural o debido a factores externos como radiaciébn o agentes
quimicos.

23.Pandemia: Propagacion mundial de una nueva enfermedad infecciosa que
causa brotes en multiples regiones y continentes, afectando a un gran niamero
de personas.

24.Plasmido: Molécula de ADN pequeiia y circular que se encuentra en algunas
bacterias y se puede replicar independientemente del ADN cromosémico.

25.Post-traduccionales: Modificaciones que ocurren en las proteinas después de
su sintesis, como la fosforilacion o glicosilacion.

26.Prevalencia: Proporcion de individuos en una poblacion que presentan una

enfermedad o condicién especifica en un momento dado.
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27.Quimera: Construccion genética que combina elementos de diferentes
especies o fuentes.

28.Recombinante: Producto obtenido mediante la manipulacion genética de un
organismo para expresar una proteina o molécula especifica.

29.Replicasa: Enzima que cataliza la replicacion del material genético de virus de
ARN.

30.Replegamiento: Proceso mediante el cual una proteina desnaturalizada
recupera su estructura tridimensional activa y funcional.

31.Secuenciacion: Determinacion del orden de nucleotidos o aminoacidos en una
molécula bioldgica.

32.Seroconversion: Cambio de ser negativo a positivo en la deteccién de
anticuerpos especificos en el suero sanguineo, indicativo de respuesta inmune.

33.Solubilizar: Convertir en forma soluble una sustancia que normalmente es
insoluble.

34.Transcripcion: Proceso mediante el cual se sintetiza ARN a partir de una
secuencia de ADN.

35.Transmembrana: Proteina o estructura que atraviesa la membrana celular,
desempefiando funciones de transporte, sefializacion, etc.

36.Transmisibilidad: Capacidad de una enfermedad para ser transmitida de una
persona a otra, generalmente a través de agentes infecciosos como virus o

bacterias.
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