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Resumen

La pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha representado uno de los mayores desa-
fios sanitarios a nivel global en las ultimas décadas. Las vacunas basadas en protei-
nas multiepitopicas representan una estrategia para combatir a los patdégenos virales
debido a que su disefo racional puede permitir alcanzar una alta eficacia y seguridad
a la vez que se pueden adaptar facilmente a nuevas variantes. En este trabajo se
disefid, produjo y evaludé una proteina multiepitopica llamada TTC-mep, basada en
epitopos de la proteina Spike de SARS-CoV-2, que se fusionaron al fragmento C de
la toxina tetanica (TTC) como acarreador inmunogénico. Se empled Escherichia coli
como sistema de expresion para TTC-mep, evaluando diferentes condiciones de in-
duccidn para optimizar la expresion, se analizo la solubilidad del antigeno y se imple-
mentaron estrategias de purificacion por cromatografia de afinidad a metales inmovi-
lizados (IMAC). La identidad de la TTC-mep se confirm6 mediante analisis electrofo-
réticos de inmunodeteccién. Finalmente, la inmunogenicidad de TTC-mep fue eva-
luada en ratones BALB/c, lo que permitioé probar la induccion de anticuerpos especifi-
cos para TTC-mep y al TTC; sin embargo, la respuesta humoral frente a la proteina
Spike fue limitada, lo que sugiere que el plegamiento y la conformacion estructural del
antigeno debe ser optimizado en estudios posteriores. Este estudio demuestra la via-
bilidad de una plataforma bacteriana para la produccion de proteinas multiepitépicas
y establece un marco metodoldgico para la optimizacién futura del disefio antigénico,
con potencial aplicacién en el desarrollo de vacunas frente a SARS-CoV-2 y otros

patdogenos emergentes de relevancia en salud publica.

Palabras clave: SARS-CoV-2, vacuna multiepitopica, E. coli, acarreador.



Abstract

The pandemic caused by SARS-CoV-2 has represented one of the greatest global
public health challenges in recent decades. Multiepitope protein-based vaccines rep-
resent a promising strategy to combat viral pathogens, as their rational design can
achieve high efficacy and safety while allowing rapid adaptation to emerging variants.
In this study, a multiepitope protein named TTC-mep was designed, produced, and
evaluated. TTC-mep is based on epitopes derived from the SARS-CoV-2 Spike protein
fused to the tetanus toxin C-fragment (TTC) as an immunogenic carrier. Escherichia
coli was employed as the expression system for TTC-mep, and different induction con-
ditions were evaluated to optimize protein expression. Antigen solubility was analyzed,
and purification strategies based on immobilized metal affinity chromatography (IMAC)
were implemented. The identity of TTC-mep was confirmed by immunodetection-
based electrophoretic analyses. Finally, the immunogenicity of TTC-mep was evalu-
ated in BALB/c mice, demonstrating the induction of specific antibodies against TTC-
mep and TTC; however, the humoral response against the Spike protein was limited,
suggesting that antigen folding and structural conformation should be optimized in fu-
ture studies. This work demonstrates the feasibility of a bacterial platform for the pro-
duction of multiepitope proteins and establishes a methodological framework for further
optimization of antigen design, with potential application in the development of vac-

cines against SARS-CoV-2 and other emerging pathogens of public health relevance.

Keywords: SARS-CoV-2, multiepitope vaccine, E. coli, Carrier.
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1 Introduccion

La pandemia de COVID-19 evidencio la necesidad de plataformas vacunales rapidas,
seguras Yy escalables que puedan actualizarse frente a variantes genéticas del SARS-
CoV-2 y, a la vez, desplegarse en sistemas de salud con limitaciones econémicas y
logisticas. En este panorama, las vacunas de subunidades proteicas y, dentro de ellas,
los disefos multiepitdpicos representan una alternativa atractiva que permiten con-
centrar la respuesta inmune en antigenos inductores de células B y T como objetivo
de proteccidn, evitando regiones prescindibles y modulando, mediante la arquitectura
del antigeno y la formulacion, la calidad de la respuesta inmunitaria (Fliesler, 2021).
Las ventajas logisticas son igualmente importantes, estas formulaciones son mas eco-
nomicas, mas simples de almacenar y seguras que los virus inactivados y, en muchos
contextos, mas compatibles con cadenas de manufactura existentes en paises de
renta media y baja, lo que posibilita una respuesta sanitaria mas agil y autbnoma
(WHO, 2024).

La experiencia adquirida durante la emergencia de salud publica de importancia inter-
nacional por COVID-19 mostré un conflicto entre velocidad de desarrollo y capacidad
de implementacion. Las vacunas de ARNm ofrecieron una respuesta veloz ante nue-
vas variantes, pero su despliegue masivo implicé cuellos de botella logisticos y de
infraestructura avanzada, de igual forma la rapida mutacion del SARS-CoV-2 obligé a
una actualizacion frecuente de los antigenos (Pfizer Espafa, 2020). En este contexto,
las proteinas recombinantes aparecen como una alternativa de bajo costo, efectivas
y actualizables. Su fabricacion puede realizarse en sistemas microbianos estandari-
zados, su estabilidad es mayor que la de otras formulaciones y su disefo antigénico
puede adaptarse sin redisefar toda la plataforma (Singh et al., 2021).

Es asi que en lugar de presentar al sistema inmune la proteina completa del patégeno,

estas vacunas se basan en péptidos especificos (0 disefios multiepitopo) que
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corresponden a las regiones inmunogeénicas relevantes (por ejemplo, epitopes del do-
minio de unién al receptor (RBD) que inducen anticuerpos neutralizantes). Tal enfoque
permite focalizar la respuesta hacia sitios conservados, reducir reacciones inespecifi-
cas y modular la induccidon de inmunidad humoral y celular balanceada, evitando a los

epitopes que son altamente inmunogénicos, pero no protectores (Liu et al., 2024).

Por tanto, desde el punto de vista inmunolégico, una vacuna multiepitopica ofrece la
ventaja de focalizar la respuesta en los epitopes protectores. Cuando estos péptidos
se presentan ensamblados en nanoparticulas o conjugados a proteinas portadoras,
se facilita su reconocimiento por células presentadoras de antigeno (APC), su proce-
samiento y presentaciéon en contextos del MHC I/l para activar células T efectoras. En
modelos animales se ha demostrado que nanoparticulas que incorporan epitopes con-
servados del RBD y de la subunidad S2, ensambladas sobre esqueleto de ferritina,
inducen respuestas humorales y celulares robustas, con generacion sostenida de an-
ticuerpos neutralizantes y activacion de linfocitos T productores de IFN-y, IL-2, IL-4, e
IL-10 (Liu et al., 2024).

El diseno de vacunas multiepitopicas enfrenta retos importantes como la generacion
de una respuesta inmunogénica limitada, esto se puede deber, en primer caso, a la
baja complejidad estructural y a la ausencia de patrones moleculares asociados a pa-
tégenos (PAMPs) que disparen sefiales innatas robustas, y en segundo caso, debido
a que la produccién recombinante exige plegamiento adecuado y control de la agre-
gacion para preservar epitopes conformacionales. Ademas, péptidos cortos o domi-
nios parciales pueden degradarse con rapidez en el espacio extracelular, disminu-

yendo su biodisponibilidad antigénica (Scheiblhofer et al., 2017).

Para mitigar estas limitaciones la seleccion de epitopes debe considerar la capacidad
de estos para inducir una respuesta inmune con buen grado de cobertura frente a
variantes y garantizar la estabilidad estructural y la presentacion en el huésped. Las
herramientas inmunobioinformaticas actualmente disponibles ofrecen una aproxima-

cion relativamente efectiva para identificar epitopes B y T con potencial protector a la
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vez que se descartan aquellos con potencial alergénico, lo cual impulsa el disefio de
estas vacunas. En el contexto del SARS-CoV-2, se han propuesto disefios que com-
binan epitopes de la proteina S con epitopes T conservados, a fin de adelantar en el

desarrollo de vacunas contra variantes emergentes (Rafi et al., 2022).

De igual manera, estas limitaciones han motivado el uso de acarreadores y adyuvan-
tes que incrementen la captura por células presentadoras, favorezcan la cooperacién
T-dependiente y dirijan perfiles Th1/Th2/TFH acordes con el objetivo de proteccion
(Chai, 2021). En este contexto, el fragmento C de la toxina tetanica (TTC), del dominio
Hc no toxico, ha cobrado relevancia como acarreador e inmunopotenciador. Modelos
preclinicos muestran que TTC conserva epitopes T promiscuos capaces de actuar
como “ayuda” para antigenos fusionados, incrementando la inmunidad humoral y ce-
lular. También, la inclusion del epitopo P2 de la toxina de tétanos (TT) en plataformas
recombinantes ha aumentado de forma significativa la inmunogenicidad en distintos
sistemas (Bayart et al., 2022). Este efecto se ha interpretado como un adyuvante fun-
cional ya que TT/TTC no activan directamente a los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs)como el hidroxido de aluminio, el MF59 o los oligodesoxinucleotidos
(CpG) pero aprovecha la memoria T preexistente y la promiscuidad de union a HLA-
DR para mejorar la cooperacion By T y la formacién de centros germinales Asi, fusio-
nar antigenos pobres con dominios TT/TTC puede elevar titulos y calidad de anticuer-
pos, y potenciar la respuesta celular en escenarios donde la subunidad por si sola

seria insuficiente (Wen et al., 2014).

En términos de adyuvantes, el hidréxido de aluminio sigue siendo una opcidn clasica
por su perfil de seguridad y su capacidad de promover respuestas humorales robus-
tas, especialmente utiles cuando el objetivo primario es inducir generacion de IgGs
séricos. Sin embargo, en antigenos de baja complejidad estructural, el hidroxido de
aluminio puede resultar insuficiente para alcanzar una respuesta inmune elevada si la
presentacion conformacional y la densidad epitdpica no se han optimizado, o si no se
combina con agonistas de PRR (por ejemplo, TLR) que provean sefiales innatas com-
plementarias). Debido a esto los datos de respuesta humoral (ELISA de IgG, titulos y
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avidez) debe ser contextualizados tomando en cuenta la arquitectura del antigeno, asi
como la dosis y el intervalo usando en el esquema de inmunizacién, ademas de con-
siderar la posibilidad de reactividad cruzada cuando se comparan proteinas recombi-
nantes equivalentes o comerciales de referencia (Scheiblhofer et al., 2017) (Bayart et
al., 2022.

El blanco antigénico mas explorado para SARS-CoV-2 es la proteina Spike (S), que
concentra epitopes neutralizantes en el dominio RBD y regiones conservadas en S2.
Los disefios multiepitdpicos permiten combinar secciones dirigidas a By T de regiones
clave, con la expectativa de ampliar la cobertura frente a variantes y sostener una
proteccion por largo tiempo. No obstante, la arquitectura del antigeno (orden, espa-
ciamiento, longitud y tipo de linkers usados), su conformacion post-expresién y la for-
mulacion (adyuvante, dosis e intervalo) determinan la magnitud y la calidad de la res-
puesta inducida. De hecho, la inmunogenicidad real de una subunidad fusionada de-
pende tanto de la accesibilidad de epitopes como de la posible competencia con epi-
topes del portador o acarreador. Se ha descrito la llamada “supresion epitdpica indu-
cida por portador’ en vacunas conjugadas multivalentes, lo que obliga a disefiar con
cuidado la densidad relativa de epitopes del antigeno principal y del acarreador (Je-
gerlehner et al., 2010). En consecuencia, decisiones como posicion de epitopes, lin-

kers, orientacion N-/C-terminal son, en realidad, inmunolégicamente criticas.

Desde la perspectiva de accesibilidad tecnolégica, la expresion en Escherichia coli (E.
coli) ofrece ventajas de costo, productividad y escalabilidad. Aunque la acumulacion
en cuerpos de inclusién obliga a rutas de solubilizacion y replegamiento y aumenta el
riesgo de agregacion y pérdidas durante cambios de buffers, una vez optimizado y
estandarizado, el replegamiento resulta reproducible y transferible a escala industrial
(De Marco et al., 2019). Para mejorar la recuperacién y la homogeneidad, se reco-
miendan ajustes de fuerza idnica, co-solventes y pasos cromatograficos extra, ade-
mas de control de endotoxina, la eleccion de condiciones de induccion (temperatura,
inductor) y coexpresion de chaperonas son claves de proceso que impactan en la
fraccién soluble y en la calidad final del antigeno (De Marco et al., 2019). Aun con la
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desventaja del replegamiento, E. coli permanece como un sistema atractivo para pro-
totipos multiepitopicos que aspiran a establecerse como una alternativa vacunal a las

plataformas ya establecidas.

Con base en lo anterior, se planted la siguiente hipétesis: una proteina quimeérica fu-
sionada al fragmento C de la toxina de tétanos permite la inducciéon de respuestas
humorales especificas hacia epitopes de la proteina S del SARS-CoV-2 en el modelo
de raton BALB/c. El objetivo general fue doble, disefiar y producir en E. colila proteina
multiepitépica TTC-mep y evaluar su inmunogenicidad con ensayos serolégicos. Es-
pecificamente se seleccionaron epitopes de S, se construyd y expresé el gen en un
vector adecuado, se optimizé la recuperacion y purificacion, y se midié la respuesta

humoral en BALB/c bajo condiciones controladas.

2 Antecedentes

2.1 SARS-Cov-2 y su epidemiologia

Los coronavirus son un grupo de virus caracterizados por causar enfermedades infec-
ciosas del tracto respiratorio en animales y humanos, desde resfriados comunes,
como en los casos de HCoV-NL63, HCoV-229E, Beta-CoV1 y HCoV-HKU1 (Song et
al., 2019), hasta cuadros clinicos graves, como el Sindrome Respiratorio de Oriente
Medio (MERS), identificado por primera vez en 2012, y el Coronavirus del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV), detectado en humanos en 2002 (Wit et al.,
2016).

En 2019, en la provincia de Wuhan, China, se identificé por primera vez el Coronavirus
del Sindrome Respiratorio Agudo Severo tipo 2 (SARS-CoV-2), responsable de la en-
fermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (Zhu et al., 2020). Este es un virus en-
vuelto perteneciente a la familia Coronaviridae, estrechamente relacionado con el
MERS y el SARS-CoV. Posee un genoma de ARN monocatenario de cadena positiva
no segmentado, con al menos 13 marcos de lectura abiertos que generan mas de una

proteina madura partiendo de un solo polipéptido. SARS-CoV-2 esta compuesto
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principalmente por cuatro proteinas estructurales, ademas de una ARN polimerasa
dependiente de ARN, una helicasa y dos tipos de proteasas. Posee también una en-
voltura que contiene a la glicoproteina Espicula (proteina S) que le confiere estructura
y estabilidad (Santos-Lopez et al., 2021).

Los primeros casos de infeccién por SARS-CoV-2 fueron reportados en la provincia
de Hubei, en Wuhan, China, a finales de 2019 (Worobey et al., 2021). A partir de en-
tonces, el virus se propago a diferentes provincias de dicho pais. Para inicios de 2020,
la enfermedad ya se habia extendido a diversas regiones del mundo, con un impacto
significativo en Europa, particularmente en paises como ltalia y Francia. El 11 de
marzo de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré oficialmente a la
COVID-19 como una pandemia debido a los niveles alarmantes de contagios y dece-

sos causados por esta enfermedad (WHO, 2020).

En México, el primer caso importado de COVID-19 se registré el 27 de febrero de 2020
en un hombre proveniente de ltalia (Secretaria de Salud, 2020). A partir de entonces,
y debido a la llegada de multiples casos importados, principalmente desde Europa,
Estados Unidos y Asia, la enfermedad se diseminé por todo el territorio mexicano.
Entre 2020 y 2022, se identificaron cuatro olas de contagios significativos en el pais,
siendo la de enero de 2022 la mas relevante en términos de casos confirmados, mien-
tras que la de febrero de 2021 registré el mayor numero de muertes (Secretaria de
Salud, 2022).

En 2025 la secretaria de salud de México reporté una tasa de letalidad de la COVID-
19 del 2.9% (Secretaria de Salud, 2025). Dicha tasa varia en funcion de la edad del
paciente, la presencia de comorbilidades como hipertension o diabetes, e incluso fac-
tores étnicos (Lara, 2021). Hasta inicios de 2025, segun la Organizacion Mundial de
la Salud, se han registrado mas de 193 millones de casos acumulados de COVID-19
en América y mas de 280 millones en Europa, con un total de aproximadamente 3

millones y 2.2 millones de muertes, respectivamente (Our World in Data, 2025). Sin



embargo, la cifra real podria ser mayor debido a la presencia de casos asintomaticos

no detectados y a la falta de pruebas diagnésticas (WHO, 2025).
2.2 Estructura y mecanismos de infeccién

El conjunto de proteinas que conforman al SARS-CoV-2 se puede clasificar en dos
grupos principales: proteinas estructurales y no estructurales. Las proteinas no estruc-
turales derivan de la protedlisis de las poliproteinas pp1a y pp1ab, codificadas en los
marcos abiertos de lectura ORF1a y ORF1b en el extremo 5’, dando lugar a las pro-
teinas nsp1 a nsp16. Dentro de este grupo, las proteinas nsp12, nsp13 y nsp14
desempefian funciones esenciales en los procesos de transcripcion y replicacion del
virus. Por otro lado, se ha reportado que las proteinas nsp6, nsp7 y nsp8 podrian jugar

un papel clave en la evasion del sistema inmunoldgico (Pastrian-Soto, 2020).

En cuanto a las proteinas estructurales, se encuentran la proteina Spike (S), la pro-
teina de membrana (M), la proteina de envoltura (E), la nucleocapside (N) y la hema-
glutinina esterasa (HE). La proteina de membrana (M) posee tres dominios transmem-
branales y participa principalmente en la conformacién y estabilidad del viridn al inter-
actuar con la proteina de E y la proteina S en la membrana lipidica (Pastrian-Soto,
2020).

La proteina de envoltura (E), con un tamafo de 75 aminoacidos, desempena un papel
fundamental en el ensamblaje y liberacion del virus, asi como en la formacién de ca-
nales idnicos a través de la membrana lipidica. Esta funcion es posible gracias a su
ectodominio N-terminal y su endodominio C-terminal, siendo una caracteristica rele-
vante en la patogénesis de la enfermedad (Arandia-Guzman & Antezana-Llaveta,
2020).

Por otro lado, la proteina de nucleocapside (N) esta estrechamente asociada con el
ARN viral, al cual se une mediante sus dos dominios, el NTD (dominio N-terminal) y
el CTD (dominio C-terminal), otorgandole proteccién y organizacion al asociarse con
las secuencias reguladoras de transcripcion. Ademas, tiene la capacidad de
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interactuar con la proteina nsp3, anclando el ARN viral al complejo de transcripcion y
replicacion (RTC), lo que facilita su replicacion y transcripcion. Asimismo, al unirse a
la proteina M, promueve el empaquetamiento del ARN viral dentro de las particulas

virales recién formadas (Arya et al., 2021).

Se ha reportado que la hemaglutinina esterasa (HE) mejora la entrada del virus a las
células huésped y facilita su diseminacion a través de las mucosas debido a su activi-
dad acetiltransferasa, esto a través de su unién a los acidos sialicos presentes en las

glicoproteinas de superficie (Arandia-Guzma & Antezana-Llaveta, 2020).

Por ultimo, la glicoproteina S es de gran interés en el disefio de vacunas contra el
SARS-CoV-2. Con un tamano aproximado de 150 kDa, esta conformada por dos ho-
modimeros altamente glicosilados mediante enlaces N-glicosidicos y asociados a la
proteina N. Esta proteina otorga al coronavirus su caracteristica estructura de espiga,
ya que sobresale de la superficie viral. Su secuencia N-terminal es fundamental para
su transporte al reticulo endoplasmatico (Arya et al., 2021). La proteina S es la princi-
pal responsable de la entrada del virus en la célula huésped. Para ello, se escinde en
dos subunidades mediante la accién de proteasas celulares similares a la furina. La
subunidad S1 contiene el RBD, que interacciona con el receptor de la enzima conver-
tidora de angiotensina 2 (ACEZ2), mientras que la subunidad S2 forma el tallo de la
proteina y es responsable de la fusion con la membrana celular (Pastrian-Soto, 2020).
Cuando la subunidad S1 se acopla a su receptor ACE2, la subunidad S2 sufre un
cambio conformacional que expone su péptido de fusidon, permitiendo la union de la
membrana celular con la membrana viral. Sin embargo, antes de esto es necesario un
procesamiento enzimatico de la proteina S, mediado por diversas proteasas. La furina
escinde la proteina S en sus subunidades S1 y S2 durante la maduracion viral, mien-
tras que TMPRSS2 y las catepsinas procesan la subunidad S2 para exponer el péptido
de fusion y activar la entrada del virus (Pastrian-Soto, 2020).

La capacidad del virus para infectar un tejido especifico en el cuerpo humano esta
determinada principalmente por la presencia del receptor ACE2 en las células de dicho
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tejido. Las principales zonas de infeccion del virus se encuentran en el tracto respira-
torio, tanto superior como inferior. En la cavidad nasal, el virus puede infectar las cé-
lulas caliciformes o células de Goblet, responsables de la produccion de moco, asi
como las células ciliadas. En los pulmones, el SARS-CoV-2 tiene la capacidad de re-
plicarse en los neumocitos tipo Il y en las células epiteliales bronquiales, aunque en

menor medida (Pastrian-Soto, 2020).

A pesar de que la COVID-19 se considera principalmente una enfermedad de las vias
respiratorias, la amplia distribucion del receptor ACE2 en diferentes tejidos del cuerpo
humano permite que el virus infecte diversos 6rganos y sistemas. Se ha reportado,
por ejemplo, la infeccion de enterocitos en el intestino delgado. Asimismo, se ha ob-
servado que el virus puede infectar el tejido cardiaco, los rifiones, el tejido hepatico y
el sistema nervioso central (Pastrian-Soto, 2020). Lo anterior resulta en dafnos en di-
chos tejidos y se asocia con las secuelas sistémicas tras la infeccion por SARS-CoV-
2.

2.3 Respuesta inmune ante el virus

Frente a la entrada del virus al organismo, se desencadenan diversas respuestas in-
munitarias para combatir la infeccidén. En primera instancia, células del sistema inmu-
nolégico innato, como las células dendriticas y los macréfagos, detectan el virus me-

diante el reconocimiento de PAMPs a través de los PRRs (Coutifio Rodriguez, 2023).

A partir de este reconocimiento, dichas células desencadenan la produccién de citoci-
nas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-
6 (IL-6), las cuales contribuyen a la promocion y coordinacion de la respuesta inflama-
toria. Se ha reportado que los pacientes con COVID-19 presentan niveles elevados
de ciertos marcadores inflamatorios, principalmente proteina C reactiva, ferritina y pro-
calcitonina, siendo estos valores mas altos en los casos de mayor gravedad (Hou et
al., 2020).



Una respuesta inmune innata descontrolada y exacerbada puede promover el desa-
rrollo de COVID-19 grave, particularmente en pacientes con comorbilidades o en
aquellos con una predisposicién genética a una mayor activacion inflamatoria. En es-
tos casos, la respuesta inmune innata, mediada por células como los macréfagos y
neutroéfilos, genera una tormenta de citocinas. Este fendmeno se caracteriza por un
aumento descontrolado de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, las cuales
contribuyen a la inflamacion sistémica y a la disfuncion de 6rganos. La tormenta de
citocinas puede llevar a lesiones pulmonares, edema pulmonar y falla respiratoria, que
son caracteristicas de los casos graves de COVID-19. El exceso de citoquinas infla-
matorias también puede inducir la activacion de las vias de piroptosis, un tipo de
muerte celular programada inflamatoria, que exacerba aun mas la inflamacion y el

dafo tisular (McGonagle, O'Donnell, Sharif, Emery, & Bridgewood, 2020).

Ademas, se ha observado que la disfuncion del sistema endotelial y la hipercoagula-
bilidad son mecanismos clave en el desarrollo de complicaciones graves, como el sin-
drome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y la trombosis. Los pacientes graves
presentan alteraciones en la permeabilidad vascular y una activacién endotelial gene-
ralizada, lo que favorece la formacién de microtrombos y contribuye a la progresion
de la enfermedad. (Xu, llyas, & Weng, 2022)

La respuesta inmune adaptativa contra el virus esta mediada por la activacion de lin-
focitos T y linfocitos B. Los pacientes con COVID-19 generan una respuesta de linfo-
citos T CD4+ cooperadores y CD8+ citotdxicos. En conjunto, estas células permiten
una respuesta coordinada y compleja contra la infeccion, eliminando las células infec-
tadas y activando a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos especificos con-
tra el patdégeno (Hou et al., 2020). En contraste, se ha observado que los pacientes
con cuadros graves de COVID-19 presentan linfopenia, es decir, una disminucion sig-
nificativa en el conteo de linfocitos T, lo que podria traducirse en una respuesta inmune
comprometida (Chen & Wherry, 2020).
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Dentro de la respuesta inmune adaptativa, la respuesta humoral constituye una parte
fundamental y estda mediada por la activacién de linfocitos B especificos contra el pa-
tégeno. Durante los primeros 15 dias de la infeccién, los pacientes generan principal-
mente inmunoglobulinas A (IgA) e inmunoglobulinas M (IgM) dirigidas contra las pro-
teinas S y N, alcanzando su punto maximo al final de la segunda semana posterior al
inicio de los sintomas. Posteriormente, los niveles de estos anticuerpos disminuyen,
dando paso gradualmente a la produccién de inmunoglobulinas G (IgG). Estas suelen
ser detectables entre los dias 10 y 14 después del inicio de los sintomas, alcanzan su
pico maximo entre las 3 y 4 semanas, y pueden mantenerse en titulos elevados du-
rante varios meses o incluso afos, dependiendo de la gravedad de la enfermedad y

de la generacion de células B de memoria (Galipeau et al., 2020).

Diferentes subtipos de inmunoglobulina G (IgG) se generan como parte de la res-
puesta humoral. Se ha identificado que IgG1 e IgG3 son los principales subtipos neu-
tralizantes contra la proteina S del SARS-CoV-2 (Galipeau et al., 2020). Ademas, es-
tas inmunoglobulinas participan en la activacion del sistema del complemento vy, al
unirse a los receptores FcyRI (CD64) y FcyRIll (CD16) en macrofagos y células NK,
promueven la citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Se ha observado que las sub-
clases de IgG, IgG1 e IgG3 tienen un efecto protector muy significativo contra el virus.
Especificamente la IgG3 ha reportado una potencia neutralizante de hasta 50 veces

mayor en comparacion con otras subclases (Abebe & Asmamaw, 2023).

En términos generales, las inmunoglobulinas G desempefan un papel indispensable
en la respuesta inmune contra el SARS-CoV-2, ya que contribuyen a la neutralizacién
del virus, la activacion del sistema del complemento, la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos y la generacion de memoria inmunologica. Lumley (2021) y colaboradores
reportaron una reduccion del riesgo de reinfeccion durante al menos 6 meses en indi-
viduos con titulos elevados de anticuerpos IgG anti-S, correlacionando estos niveles

con la proteccion contra la enfermedad a largo plazo.
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Este conjunto de acciones coordinadas por el sistema inmune permite, en la mayoria
de los casos, la erradicacion de la infeccion. Sin embargo, la eficacia de esta respuesta
puede verse comprometida por factores como la edad y la presencia de comorbilida-
des (Lara, 2021). Ademas, se ha observado que una mayor carga viral en el momento
de la infeccion puede inducir una respuesta inmune mas intensa, lo que podria derivar
en una evolucion clinica mas grave (Vega-de LoPresti et al., 2022). Asimismo, el sur-
gimiento de nuevas variantes del virus puede disminuir la eficacia de la respuesta
inmune, ya que algunas de ellas tienen la capacidad de evadir la accion de los anti-

cuerpos neutralizantes generados en infecciones previas.

2.4 Vacunas contra COVID-19

Desde el inicio de la pandemia causada por SARS-CoV-2, el desarrollo de vacunas se
convirtio en una prioridad mundial para mitigar la morbilidad y mortalidad. En diciem-
bre de 2020 se autorizé el uso de emergencia de la vacuna de Pfizer-BioNTech en
Estados Unidos, marcando un hito en el desarrollo rapido de vacunas para hacer
frente a patégenos emergentes, lo cual representa retos no sélo cientificos sino regu-
latorios y de financiamiento (Mayo Clinic, 2022). En los meses siguientes, otras plata-
formas como las vacunas de Moderna, AstraZeneca/Oxford, Sinovac, Sputnik V y
Janssen también recibieron autorizaciones de uso de emergencia, ampliando el arse-
nal global frente al virus (PAHO, 2024). A lo largo del afio 2021 y 2022 se otorgaron
licencias completas o ampliadas a algunas de estas vacunas, conforme se acumula-

ban mas datos de seguridad y eficacia (Mayo Clinic, 2022).

Las vacunas contra COVID-19 pueden clasificarse segun la tecnologia empleada para
inducir una respuesta inmune protectora. Entre las principales plataformas destacan:
vacunas de acido nucleico (ARN mensajero, mRNA), vacunas basadas en vectores
virales, vacunas de virus inactivados y de subunidades proteicas (o recombinantes).
Las vacunas de mRNA (por ejemplo, Pfizer-BioNTech y Moderna) se fundamentan en

la administracién de RNA con la meta de que las células del hospedero sinteticen la
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proteina S del virus y desencadenen una respuesta inmunitaria sin usar el virus com-
pleto. Las vacunas basadas en vectores usan virus modificados (por ejemplo, adeno-
virus no replicantes) para introducir genes del SARS-CoV-2 a las células diana, con la
consecuente produccion de dicho antigeno. Las vacunas de subunidades contienen
proteinas virales purificadas o partes de ellas (usualmente la proteina S) e incluyen
adyuvantes para incrementar la inmunogenicidad (Kudlay, Svistunov, & Satyshey,
2022). En muchos paises, las plataformas de virus inactivado, como las de Sinopharm
o Sinovac, también fueron usadas ampliamente, especialmente en contextos con me-

nor capacidad para el desarrollo de vacunas recombinantes (PAHO, 2024)

El impacto de la vacunacién contra COVID-19 en la pandemia ha sido sustancial. La
difusion global de dosis vacunales ha ralentizado las tasas de hospitalizacion y
muerte, al menos en las olas dominadas por variantes sensibles. Segun datos de Our
World in Data 2024, desde el inicio de la campafia se han administrado miles de mi-
llones de dosis globalmente. Estas campafias masivas también contribuyeron a la re-
duccion de la presion en los sistemas sanitarios y facilitaron la reapertura progresiva
de actividades sociales y econdmicas. No obstante, la emergencia de nuevas varian-
tes con mutaciones en la proteina S ha retado la eficacia de las vacunas originales,
obligando a actualizaciones de formulaciones y dosis de refuerzo periddicas (Kalinke
et al., 2022). Por otro lado, dado que la respuesta inmune decae con los afnos, se

recomienda tener refuerzos anuales para mantener la inmunidad.

El cronograma de aprobacion de estas vacunas se acelerd debido a la crisis sanitaria,
se optimizaron procesos regulatorios, se adaptaron fases de ensayo y se utilizaron
datos acumulados en tiempo real para la toma de decisiones. Por ejemplo, en 2020 la
FDA otorg6 aprobacion completa a la vacuna de Pfizer-BioNTech, bajo el nombre “Co-
mirnaty” para personas de 16 afnos en adelante (Kalinke et al., 2022). En etapas pos-
teriores, se autorizaron formulaciones adaptadas para nuevas variantes y se mantuvo
la autorizacion de emergencia mientras se evaluaban nuevas versiones de la vacuna
(CDC, 2024)
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2.5 Vacunas basadas en proteinas y multiepitépicas

Las vacunas basadas en proteinas y multiepitopicas representan una estrategia inno-
vadora en la lucha contra enfermedades virales, como la COVID-19. Estas vacunas
estan disefiadas para inducir respuestas inmunolégicas amplias al presentar multiples
epitopos del patégeno. En el caso del SARS-CoV-2, la proteina S ha sido el principal
objetivo para el disefio de vacunas. Por ejemplo, la vacuna CHIVAX 2.1 utiliza un con-
junto de diez péptidos inmunogénicos provenientes del RBD de varias variantes del
virus, incluidas Delta y Omicron. Esta vacuna demostré una efectividad significativa
en la induccion de anticuerpos neutralizantes y respuestas inmunoldgicas tanto humo-

ral como celular en modelos murinos (Vega Rojas et al., 2024).

De manera similar, un estudio reciente que evaluo la efectividad de la proteina quimé-
rica LTp50, disefada tambein a partir del RBD, demostré que esta vacuna inducia
respuestas inmunoldgicas tanto humoral como celular. En particular, se observo que
LTp50 era capaz de generar anticuerpos neutralizantes potentes contra la variante
BA.5 del virus. Este hallazgo resalta la capacidad de la proteina quimérica para activar
tanto la respuesta de anticuerpos, como la respuesta de células T, o que sugiere su
potencial como candidato para una vacuna eficaz contra las variantes emergentes del
SARS-CoV-2 (Wong-Arce et al., 2024).

Otro ejemplo de esto es la vacuna SCB-2019, desarrollada por Clover Biopharma-
ceuticals, basada en una proteina S recombinante y estabilizada en su conformacion
de prefusién, la cual ha sido evaluado en ensayos clinicos fase 2 y 3 con resultados
prometedores, demostrando una eficacia del 67.2 % frente a casos totales de COVID-
19, asi como una seguridad alta (Bravo et al., 2022). Otro caso es la vacuna ZF2001,
basada en el dimero de RBD, que en estudios clinicos demostrd seguridad y eficacia

frente a formas sintomaticas y graves durante al menos seis meses (Dai et al., 2022).

Una revision de la literatura actual revela que las vacunas de subunidades representan
una plataforma madura para la produccion de vacunas eficaces y seguras para hacer

frente a las variantes. Sin embargo, el uso de vacunas multiepitépicas ha sido limitado
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y representa un nicho de posibles innovaciones al ofrecer una estrategia que permita
una mejora en la eficacia a largo plazo mediante disefios basados en epitopes con-
servados y el uso de acarreadores inmunogénicos que permitan la induccion de inmu-
nidad a largo plazo. Los retos en estos disefios abarcan la seleccion de adyuvantes
adecuados o estrategias de entrega eficientes y la seleccion de los epitopes mas re-
levantes para lograr tal meta (Heidary et al., 2022). En ese sentido, las vacunas mul-
tiepitdpicas pueden considerar esquemas donde se combinen diferentes plataformas
y esquemas de inmunizacion para ampliar tanto la magnitud como la calidad de la

respuesta (Zhang et al., 2022)

2.7 Respuesta Inmune adaptativa y mecanismos de proteccion inducidos por

vacunas

Las vacunas estan disefiadas para imitar una infeccion controlada que inicie la inmu-
nidad innata y posteriormente la respuesta inmune adaptativa de modo que se gene-
ren anticuerpos neutralizantes, células T efectoras y células de memoria capaces de
prevenir infeccion o enfermedad grave ante exposiciones futuras. En general, la ma-
yoria de estos biofarmacos logran proteccion clinica a través de anticuerpos séricos o
mucosales que bloquean la infeccion. Estos anticuerpos, en cantidad y calidad ade-
cuadas, constituyen la base de la proteccion de numerosas vacunas (Plotkin, Orens-
tein, Offit, & Edwards, 2024). En la COVID-19, diferentes analisis han mostrado que
los titulos de anticuerpos neutralizantes se asocian estrechamente con la proteccién
frente a la enfermedad severa y, en menor nivel, contra la infeccion (Khoury et al.,
2021). No obstante, la inmunidad celular contribuye de manera decisiva a limitar la
progresion de la enfermedad y a proporcionar una respuesta amplia frente a diferentes
variantes, por lo que la proteccién inducida por vacunas resulta del trabajo sinérgico

de la respuesta humoral y celular (Barouch, 2022)

Al inicio de la respuesta inmune, la proteccion depende de la interaccidon entre la in-

munidad innata y adaptativa en el sitio de inyeccion y en los ganglios linfaticos de
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drenaje. Ahi los adyuvantes y los patrones moleculares asociados a patégenos, acti-
van receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en células dendriticas y otras
APC, lo que promueve la generacioén de citocinas y quimiocinas, la maduracién celular,
el aumento de moléculas MHC y la migracién hacia los ganglios (Asociacion Espafola
de Pediatria, 2024).

Una vez en los ganglios, estas sefiales condicionan la polarizacién de las células T
CD4*, favoreciendo respuestas Th1 frente a patégenos virales y la diferenciacion de
células T foliculares cooperadoras (Tfh). Estas ultimas dirigen las reacciones en los
centros germinales donde se define la magnitud, la afinidad y la persistencia de la
respuesta humoral mediante la generacion de células inmunes de larga vida y células

B de memoria (Asociacion Espafiola de Pediatria, 2024).

En la rama humoral, tras la presentacion antigénica y la cooperacion de células T foli-
culares cooperadoras (Tfh), los centros germinales posibilitan el cambio de isotipo, la
hipermutacion somatica y la seleccién de clonas de mayor afinidad. De este proceso
surgen plasmocitos de larga vida residentes en la médula 6sea y células B de memoria
capaces de responder con rapidez ante una reexposicion al antigeno (Asociaciéon Es-
pafola de Pediatria, 2024).

En humanos vacunados con plataformas contra SARS-CoV-2 se han documentado
respuestas de centros germinales persistentes, asi como una cooperacién entre Tth y
células B especificas de la proteina S/RBD. Esto pudiera explican la progresiva mejora
en la potencia y amplitud de los anticuerpos tanto con el tiempo como tras dosis de

refuerzo (Turner et al., 2021)

A nivel mucosal, estudios han sefialado un papel relevante de las respuestas tempra-
nas de IgA neutralizante, particularmente en vias respiratorias. Este hallazgo sugiere
que la induccién de anticuerpos en mucosas podria contribuir a limitar la replicacion

inicial del virus y reducir la transmisién (Sterlin et al., 2021).
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La inmunidad mediada por células T constituye otro pilar de proteccién. Las células T
CD8" citotéxicas eliminan células infectadas, mientras que las CD4* Th1 favorecen
respuestas antivirales efectivas y apoyan a las células B. Esta respuesta reconoce
epitopes mas conservados y se mantiene frente a variantes, disminuyendo el riesgo
de enfermedad grave aun con la disminucion de anticuerpos neutralizantes (Moss,
2022). De manera complementaria, las células T de memoria residentes en tejidos de
pulmdn y mucosas promueven una respuesta rapida en el sitio y limita la diseminacion,
lo que las convierte en un objetivo clave de nuevas vacunas para patdogenos respira-
torios (Zheng et al., 2022).

Los titulos de anticuerpos neutralizantes se han identificado como indicadores de pro-
teccion contra COVID-19 grave. En el analisis de Carpp et al. (2024), se observo que
la eficacia de la vacuna Ad26.COV2.S contra COVID-19 grave aumentaba con el nivel
de anticuerpos neutralizantes. La proteccidn contra la enfermedad grave aumento de
un 63.1% en individuos con titulos indetectables (<4.8975 1U50/ml) a un 85.2% en
aquellos con titulos apenas cuantificables (5.2 1U50/ml). Ademas, los individuos en el
percentil 90 de titulos (30.2 IU50/ml) mostraron una eficacia del 95.1%. Estos datos
sugieren que niveles mas bajos de anticuerpos neutralizantes pueden ofrecer protec-
cion contra la enfermedad grave, mientras que niveles mas altos podrian ser necesa-

rios para prevenir la infeccion.

La durabilidad y la calidad de la proteccion dependen de varios factores como la mag-
nitud y afinidad de anticuerpos neutralizantes, la amplitud de reconocimiento, robustez
de memoria B y T y microambiente generado por adyuvantes y formulacién (Asocia-
cion Espafiola de Pediatria, 2024). En el caso de vacunas de subunidades proteicas
y multiepitdpicas estos elementos son especialmente criticos ya que requieren adyu-
vantes potentes que promuevan respuestas sostenidas, y estrategias de presentacion

que optimicen el disefo del antigeno (Pulendran, Arunachalam, & O’Hagan, 2021)
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2.8 Adyuvantes para vacunas

Los adyuvantes son componentes esenciales en numerosas vacunas modernas, di-
sefados para potenciar la inmunogenicidad del antigeno administrado. Su funcion
central es modular la respuesta inmune innata en el sitio de inyeccion, promoviendo
la activacion de células presentadoras de antigeno y facilitando el desarrollo de res-
puestas adaptativas mas robustas y duraderas (Awate et al., 2013). Esto resulta par-
ticularmente importante en vacunas de subunidades proteicas o epitdpicas, que por si
solas suelen presentar baja inmunogenicidad debido a la ausencia de patrones mole-

culares asociados a patégenos (PAMPs) (Mekonnen, Kassa, & Tadesse, 2021).

Los mecanismos de accién de los adyuvantes incluyen la prolongacion de la disponi-
bilidad del antigeno, la promocién de inflamacién local y produccion de citocinas y
quimiocinas que reclutan células inmunes, asi como la estimulacién de los PRR, como
los Toll-like receptors (TLR) o NOD-like receptors (NLR), desencadenando senales
que favorecen la maduracién de células dendriticas y la polarizacion de linfocitos T
(O’Hagan & Fox, 2015).

Entre los adyuvantes mas utilizados destaca el hidroxido de aluminio, introducido en
1926 y aun ampliamente empleado en vacunas humanas, este adyuvante favorece
una respuesta predominantemente de tipo Th2 e incrementa la produccion de anti-
cuerpos (Reed et al., 2013). Otros ejemplos relevantes incluyen MF59, una emulsion
de aceite en agua utilizada en vacunas contra influenza que estimula quimiotaxis ce-
lular; AS03, otra emulsién oleosa con escualeno y a-tocoferol, aplicada en vacunas
pandémicas; y CpG oligodesoxinucledtidos, que activan TLR9 y potencian respuestas
Th1. Mas recientemente, se han disefiado adyuvantes basados en nanoparticulas y
liposomas que facilitan la entrega del antigeno, con capacidad para direccionar la res-
puesta hacia perfiles especificos (Ko & Kang, 2018) (Gargon, Vaughn, & Didierlaurent,
2012) (Shirota, 2017)

En el contexto de SARS-CoV-2, los adyuvantes han sido criticos para el éxito de pla-

taformas de subunidades proteicas. Vacunas como Novavax (NVX-CoV2373) utilizan
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la matriz adyuvante Matrix-M, un complejo de saponinas en nanoparticulas que pro-
mueven una respuesta humoral y celular equilibrada, demostrando eficacia compara-
ble a vacunas mRNA (Heath et al., 2021). Del mismo modo, candidatos como SCB-
2019 han empleado combinaciones de adyuvantes (CpG 1018 + alumbre) que permi-
ten alcanzar inmunogenicidad competitiva con plataformas mas innovadoras (Bravo
et al., 2022)

Los adyuvantes no solo amplifican la magnitud de la respuesta inmune, sino que tam-
bién influyen en su calidad y durabilidad y pueden orientar la respuesta hacia inmuni-
dad humoral o celular, la generacion de memoria y la amplitud de proteccion frente a
variantes. Este papel central los convierte en un componente indispensable para el
disefio de vacunas epitopicas, donde la potencia inmunogénica del antigeno aislado
requiere ser complementada por otro estimulo inmunoldgico (Pulendran, Arunacha-
lam, & O’Hagan, 2021).

2.9 Toxoide tetanicoy TTC como adyuvantes y acarreadores

El toxoide tetanico es la forma detoxificada, estable e inmunogénica de la toxina teta-
nica que se emplea desde hace décadas en vacunas humanas como proteina porta-
dora (carrier) en vacunas conjugadas como la Hib, meningocécicas y neumocécicas.
Al conjugar polisacaridos capsulares a un carrier proteico como TT, un antigeno origi-
nalmente T-independiente se transforma en T-dependiente, con generacion de anti-
cuerpos de alta avidez y memoria inmunolégica eficaz en lactantes y otros grupos
vulnerables (WHO, 2023) (WHO, 2025). Esta explica el éxito de las vacunas conjuga-

das en la reduccién drastica de enfermedad invasiva por bacterias encapsuladas.

Desde el punto de vista del mecanismo, la proteina portadora aporta epitopes T CD4*
“universales” que proveen ayuda a linfocitos B especificos, en este caso del polisaca-
rido, habilitando centros germinales, cambio de isotipo e hipermutacion somatica. En
el caso de TT, se han caracterizado epitopes como el P2 (TT830-844) y P30, con

capacidad de unirse a multiples alelos HLA-DR y de ser reconocidos en la mayoria de
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los individuos previamente expuestos o vacunados. Estos epitopes TT pueden poten-
ciar subunidades recombinantes o antigenos pobres incrementando titulos de anti-

cuerpos y la calidad de la respuesta (Wen et al., 2014).

Estructural y funcionalmente acoplamiento y accesibilidad de epitopes condicionan la
magnitud y durabilidad de la respuesta. Un desafio conocido es la “supresion epitdpica
inducida por portador” (CIES), la inmunidad preexistente frente al carrier puede des-
viar la respuesta hacia epitopes del portador y atenuar la inmunidad frente al antigeno
principal, fendmeno documentado en vacunas conjugadas multivalentes (Jegerlehner
et al., 2010)

Junto al TT completo, han cobrado relevancias variantes genéticamente detoxificadas
y versiones optimizadas como 8MTT, evaluados como alternativas portadoras con in-

munogenicidad comparable y ventajas de proceso (Chang et al., 2022).

Por otro lado, el TTC, correspondiente al dominio no téxico Hc (~50 kDa), ha demos-
trado propiedades de inmunopotenciacion en configuraciones de fusidn o coexpresion.
Modelos preclinicos muestran que TTC conserva epitopes T promiscuos, capaces de
actuar como un ayudante para antigenos fusionados, elevando tanto la inmunidad hu-
moral como celular (Bayart et al., 2022). En rotavirus recombinante la inclusion del

epitopo P2 de TT incremento significativamente la inmunogenicidad (Wen et al., 2014).

Se ha sugerido que el papel de TT y TTC puede entenderse como un “adyuvante
funcional” ya que no activan directamente receptores innatos como los adyuvantes
clasicos (alumbre, MF59, CpG), pero su memoria T preexistente y promiscuidad de
epitopes da un efecto potenciador, especialmente con vacunas proteicas o epitopicas,

donde el antigeno requiere ayuda externa (Avci & Kasper, 2019) (Pichichero, 2013).

3 Justificacion

El acceso oportuno y equitativo a vacunas durante crisis sanitarias es fundamental
para contener su propagacion, pero en paises de renta media y baja, como México, la
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produccion local enfrenta limitaciones tecnoldgicas y econdmicas. Durante la pande-
mia de COVID-19, estas dificultades se reflejaron en retrasos y dependencia de im-
portaciones, evidenciando la necesidad de desarrollar plataformas vacunales accesi-
bles y adaptables. En este contexto, las vacunas basadas en proteinas representan
una alternativa viable por su menor costo, facilidad de almacenamiento y requerimien-

tos de infraestructura mas sencillos que las tecnologias de ARN o virus atenuados.

No obstante, las vacunas de subunidades presentan baja inmunogenicidad y requie-
ren estrategias que mejoren la presentacion del antigeno. El uso del fragmento C de
la toxina tetanica como acarreador puede potenciar la respuesta inmune al actuar
como un patrén molecular asociado a patdgenos y facilitar la activacion de linfocitos.
Asi, el desarrollo de una vacuna multiepitopica basada en la proteina S del SARS-
CoV-2 acarreada por este fragmento se propone como una estrategia innovadora que
no solo fortaleceria la capacidad tecnoldgica nacional, sino que también contribuiria a
la autonomia en la produccion de biofarmacos de respuesta rapida ante futuras emer-

gencias sanitarias.

4 Hipoétesis

Una proteina quimérica fusionada al fragmento C de la toxina de tétanos permite la
induccion de respuestas humorales especificas hacia epitopes de la proteina S del
SARS-CoV-2 en el modelo de raton BALB/c
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5 Objetivos

5.1 General

Disefar y producir en E. coli recombinante una proteina multiepitopica TTC-mep con-
tra el SARS-CoV-2 empleando el fragmento C de la toxina de tétanos y determinar sus
propiedades inmunogénicas en ratones BALB/c.

5.2 Especificos

e Seleccionar epitopes relevantes de la proteina Spike del SARS- Cov-2 para la
induccion de respuestas humorales y celulares.

e Obtener el gen codificante de TTC-mep y construir un vector para su expresion
en E. coli.

o Establecer las condiciones para la expresion de la TTC-mep.

e Estandarizar un proceso cromatografico para la recuperacion de la TTC-mep

e Determinar las propiedades inmunogénicas de la TTC-mep en ratones BALB/c

en términos de respuesta humoral.

6 Material y métodos

6.1 Seleccion de epitopes y construccion del vector

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la proteina S del SARS-CoV-2 a partir de
la base de datos de la plataforma Protein Data Bank,. Posteriormente, mediante un
analisis bioinformatico utilizando las herramientas BepiPred-2.0 y NetMHCpan-4.0, se
seleccionaron epitopes con potencial para inducir una respuesta inmunogénica tanto
humoral como celular. Una vez definidos los epitopes, se procedio al disefio de una
proteina multiepitopica, a la cual se le fusiond la secuencia correspondiente al frag-
mento C de la toxina del tétanos, asi como un linker flexible de lisina. La secuencia de
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ADN codificante para dicha proteina fue optimizada para su expresion en Escherichia

coli utilizando el vector de expresion pET-15b.

6.2 Transformacion de cepa bacteriana y expresion de la proteina

Se generaron células competentes de Escherichia coli cepa Rosetta (DE3), partiendo
de 2 mL de un preinéculo de la misma cepa que se adicioné a 200 mL de medio LB
(10 % de bacto-peptona, 5 % de extracto de levadura y 10 % de NaCl). Este se incub6
a 37 °C con agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600
nm (DOgq) entre 0.4 y 0.6. Posteriormente, el cultivo se colocd en un bano de hielo
durante 20 minutos y se centrifugd a 2800 xg durante 10 minutos a 4 °C. La pastilla
de biomasa se lavo tres veces con una solucién 0.1 M de CaCl, y se resuspendié en

glicerol al 15 %, generando stocks de 50 L para su almacenamiento a -80 °C.

La transformacion de las células competentes se realizd6 mediante choque térmico.
Para ello, los stocks en glicerol se descongelaron en hielo, se adicionaron 100 ug de
ADN y se incubaron nuevamente en hielo durante 15 minutos. Posteriormente, se so-
metieron a una incubaciéon a 42 °C durante 1 minuto, seguida de un retorno al bano
de hielo por otros 15 minutos. A continuacion, se agregaron 500 L de medio LB y se
incubo a 37 °C durante 60 minutos con agitacidén constante. La mezcla se sembré en
placas de medio LB suplementadas con ampicilina (100 mg/L) para la seleccion de
colonias transformadas. Para inducir la expresion de la proteina recombinante, se ge-
neraron preindculos en medio LB correspondiente al 10 % del volumen final del cultivo,
adicionados con ampicilina (100 mg/L) y cloranfenicol (40 mg/L), y se incubaron du-
rante 24 horas a 37 °C con agitacion constante. Posteriormente, el preindculo se trans-
firio al volumen restante de medio LB, también suplementado con los mismos antibio-
ticos en igual concentracién, y se dejo crecer hasta alcanzar una DOgq entre 0.6 y

0.8. En ese punto, se indujo la expresion mediante la adicion de lactosa a la
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concentracion establecida (1 o 15 g/L), incubando durante el numero de horas corres-

pondientes a la corrida experimental.

6.3 Extraccion de proteina soluble e insoluble

La biomasa de los cultivos se recupero por centrifugacion a 7000 xg durante 10 minu-
tos a4 °C, con el fin de proceder a la lisis celular. La pastilla de biomasa se resuspen-
dié en una solucion hipertdnica (100 mM de Tris-HCI, sacarosa al 20 % (p/v), pH 7.4)
en una proporcion de 1 mL por cada 100 mg de biomasa. Posteriormente, las células
se recuperaron nuevamente por centrifugacion bajo las mismas condiciones y se re-
suspendieron en una solucion hipoténica (agua filtrada) en una proporcion de 1 mL
por cada 40 mg de biomasa. La lisis celular se llevé a cabo mediante ultrasonicacion
(dispositivo GEX130PB, Twinsburg, OH, EUA), aplicando 9 ciclos de sonicacion de 30
segundos a una amplitud del 70 %, seguidos de 30 segundos de reposo, todo ello en
un bano de hielo. Se tomd una alicuota del lisado celular, la cual se etiqueté como
“proteina total”. El resto del lisado se centrifugd a 7000 rpm durante 15 minutos para
separar las proteinas agregadas en cuerpos de inclusiéon (fraccién insoluble) de las
proteinas solubles presentes en el sobrenadante. Tras la centrifugacion, el sobrena-
dante se recolect6 y se designé como “proteina soluble”, mientras que el precipitado
se identifico como “cuerpos de inclusién”. Ambas fracciones se conservaron a =20 °C

hasta su posterior analisis.

6.4 Lavados de cuerpos de inclusiéon

Para el analisis de la fraccion insoluble, la pastilla correspondiente a los cuerpos de

inclusion se resuspendid en solucién hipotdénica en la misma proporcion previamente
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utilizada. Posteriormente, se centrifugé a 7000 rpom durante 10 minutos a 4 °C, repi-
tiendo este procedimiento dos veces mas. Con el objetivo de eliminar restos celulares
y proteinas contaminantes, la pastilla fue solubilizada en PBS 1x con Triton X-100 al
1 %, en una relacion de 2.5 mL por cada 50 mL de cultivo. Esta proporcién se mantuvo
constante en los siguientes pasos con diferentes soluciones tampoén. La muestra fue
sometida a ultrasonicacion (Dispositivo GEX130PB Twinsburg, OH, EUA), aplicando
de 6 a 9 ciclos de 30 segundos de sonicacion al 70 % de amplitud, seguidos de 30
segundos de reposo, manteniéndose en todo momento en bafo de hielo. Posterior-
mente, las muestras se incubaron durante 20 minutos en hielo y se sometieron a una
nueva centrifugacion bajo las mismas condiciones. Este proceso de lavado se repitid
una vez mas con PBS 1x + Triton X-100 al 1 % y posteriormente con PBS 1x Unica-
mente. Para la solubilizacién de los cuerpos de inclusioén, la pastilla fue resuspendida
en un tampdén compuesto por 4 M de urea y 20 mM de fosfato, pH 7.4, y se sometid
nuevamente a ultrasonicacion, incubacion y centrifugacion bajo las mismas condicio-
nes descritas previamente. El sobrenadante recuperado se etiqueté como fraccion S4.
El resto de la pastilla fue resuspendida en un segundo tampdn compuesto por 8 M de
urea, 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl, pH 7.4. Esta suspension se sometid a ultra
sonicaciéon y centrifugacion para recuperar el sobrenadante, que se etiquetd como
fraccion S5. Finalmente, el residuo restante de la pastilla fue resuspendido nueva-
mente en el mismo tampon, sometido a ultra sonicacion y dejado en incubacion a4 °C
durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd y el sobrenadante recuperado se
etiquetdé como fraccién S6. Todas las fracciones recuperadas (S4, S5 y S6) fueron

almacenadas a -20 °C.

6.5 Purificacion y replegamiento de la proteina

Las fracciones de proteina soluble, asi como las derivadas de cuerpos de inclusién
(S5 y S6), fueron purificadas mediante cromatografia de afinidad por metal inmovili-
zado (IMAC), utilizando una columna Chelating Sepharose Fast Flow (Pharmacia

25



Biotechnology, Estocolmo, Suecia), cargada con iones Ni** y equilibrada previamente
con buffer de unién. La muestra de proteina soluble fue resuspendida en un tampon
compuesto por 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl y pH 7.0, e inyectada en la columna
en fracciones de 1 mL, a una velocidad de flujo de 0.025 mL/min. Las fracciones S5y
S6 fueron inyectadas bajo las mismas condiciones. La eluciéon de las proteinas se
realizé con un tampdn de elucion compuesto por 20 mM de fosfato, 500 mM de NaCl,
y 500 mM de imidazol, ajustado a pH 7.0. Se recolectaron tanto las fracciones adsor-
bidas como las no adsorbidas para su posterior analisis mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). En el caso de las fraccio-
nes S5y S6, se realizé un proceso de replegamiento proteico mediante dialisis, utili-
zando una membrana con un punto de corte molecular entre 6 y 8 kDa. Para el reple-
gamiento, se emplearon secuencialmente los siguientes tampones: primero, un tam-
pon de fosfato 20 mM con 4 M de urea, ajustado a pH 7.1; posteriormente, un tampoén
de carbonato 50 mM, complementado con 10 % (v/v) de glicerol y 0.01 % (v/v) de
Tween 20, ajustado a pH 9.2; y finalmente, un tampon compuesto por 10 % (p/v) de

sacarosa y 0.01 % (v/v) de Tween 20. Cada dialisis duré 24 horas a 4 °C.

6.6 Analisis SDS-PAGE y Western Blot

Para la evaluacion de las diferentes fracciones proteicas, se realizaron analisis me-
diante electroforesis SDS-PAGE. Se emplearon geles desnaturalizantes de poliacrila-
mida al 12 %, y las muestras se prepararon adicionando buffer de carga 5x (500 mM
de DTT, 250 mM de Tris-HCI, 10 % (p/v) de SDS, 50 % (v/v) de glicerol y 0.1 % (p/v)
de azul de bromofenol, pH 6.8) en una proporcién 3:1 (v/v). La mezcla se desnaturalizé
calentandola a 95 °C durante 10 minutos. Posteriormente, las muestras se corrieron a

160 V durante 1 hora y los geles se revelaron mediante tincién con azul de Coomassie.

Para evaluar la presencia de la TTC-mep, se realizaron ensayos de dot blot y western

blot. El analisis dot blot se efectudé aplicando 6 YL de cada muestra sobre una
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membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), fijandolas
en puntos definidos. La membrana se bloqued durante 24 horas a 4 °C con una solu-
cién de bloqueo compuesta por 5 % de leche descremada en polvo disuelta en PBS
con 0.05 % (v/v) de Tween 20.

Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS + 0.05 % (v/v) de Tween 20 y se
incubod la membrana durante 24 horas a 4 °C con un anticuerpo primario especifico
contra el fragmento C de la toxina del tétanos (anti-TTC, Novus Biologicals, Littleton,
CO, EUA), a una dilucion de 1:2000. Al finalizar, se repitieron los lavados y se incub6
la membrana durante 2 horas a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario
anti-lgG de cabra contra conejo, conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP),
también a una dilucién de 1:2000 (Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA). La deteccién
se realizé mediante incubacién con el sustrato quimioluminiscente SuperSignal™
West Pico (Pierce, Rockford, IL, EUA).

Para la realizacién del ensayo western blot, las muestras proteicas se separaron en
un gel de poliacrilamida bajo las mismas condiciones descritas para SDS-PAGE. Al
finalizar la migracion, en lugar de tefiir el gel, se procedi6é a transferir las proteinas
hacia una membrana de nitrocelulosa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

A partir de este punto, se siguio la misma metodologia descrita para el dot blot.

6.7 Evaluacion inmunolégica

La evaluaciéon inmunoldgica de la TTC-mep se llevo a cabo utilizando modelos muri-
nos de la cepa BALB/c, hembras de siete semanas de edad. Se establecieron tres
grupos experimentales (Tabla 1), cada uno conformado por cinco individuos. Dos de
los grupos fueron inmunizados con 1 ug y 5 ug de la proteina recombinante, respecti-
vamente, adyuvada con hidroxido de aluminio [AI(OH)3] (G Biosciences, St. Louis, MO,
EUA; cat. no. 786-1215) en una proporcion 1:5. La mezcla fue ajustada a un volumen
final de 200 pL utilizando como vehiculo una solucion amortiguadora de sacarosa al
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10 % y Tween 20 al 0.01 %. Ademas, se incluyo un grupo control que no recibio la

proteina recombinante.

Grupo Formulacion
1 1 ug Proteina. + AL (OH)3 + Vehiculo
2 5 ug Proteina. + AL (OH)3 + Vehiculo
3 Al (OH)3 + Vehiculo

Tabla 1. Descripcion de los grupos experimentales. Los ratones fueron asignados

aleatoriamente a los esquemas descritos.

El esquema de inmunizacién consistidé en tres aplicaciones por via subcutanea los
dias 0, 14 y 28, con toma de muestras sanguineas para la obtencién de suero los dias
27,42 y 56. Las muestras de sangre fueron recolectadas mediante puncion en la cola;
posteriormente, se permitié la formacion del coagulo durante 15 minutos, seguido de
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos para la obtencidn del suero. Los sueros

fueron almacenados a -20 °C hasta su analisis posterior.

Esta metodologia se realizé siguiendo un protocolo aprobado por el Comité de Etica
Institucional (CEID-2020-07R1).

6.8 Determinacion de titulos de anticuerpos mediante ELISA

Se realizaron ensayos de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) para evaluar la
presencia de anticuerpos generados contra la proteina S del SARS-CoV-2 en el suero
de los ratones inmunizados con la TTC-mep. Para ello, se sensibilizé6 una placa de
poliestireno de 96 pozos con 200 ng/pozo de la proteina S (subunidades S1 + S2)
diluida en buffer de carbonatos (15 mM de Na,CO;, 35 mM de NaHCO3;, pH 9.6) y se
incubd toda la noche a 4 °C. Al término de la incubacion, la placa fue lavada con PBS

1x utilizando un lavador de microplacas Wellwash™ (Thermo Scientific™, Cat. No.
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5165000). Posteriormente, se bloqued con una solucion de leche descremada al 5 %
en PBS 1x durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de blo-
queo, se agregaron diluciones de los sueros sanguineos en PBS 1x y se incubaron a
4 °C durante toda la noche. Al finalizar, la placa se lavé nuevamente como en los pasos
anteriores y se adiciono un anticuerpo secundario anti-IgG de cabra contra ratén, con-
jugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (diluciéon 1:2000; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). La incubacién se realizé durante 2 horas a temperatura ambiente. Final-
mente, la placa fue lavada por ultima vez y se afadié la solucion de sustrato ABTS,
compuesta por 0.6 mM de acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) y pe-
réxido de hidrégeno (H,0,). La absorbancia se midié a 405 nm después de 60 minutos
utilizando un lector de microplacas Multiskan™ FC (Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA). Los titulos de anticuerpos se calcularon como el reciproco de la mayor dilucién
de suero cuyo valor medio de absorbancia (OD) superé el valor del grupo control mas

dos veces la desviacion estandar.

7 Resultados

7.1 Evaluacion de la expresion de la TTC-mep en E. coli por SDS-PAGE
Condiciones de expresion: 28 °C, 1 g/L lactosa, 16 h

La expresion de la TTC-mep se llevd a cabo en un sistema de matraz con E. coli en
100 mL de cultivo a 28 °C durante 16 h e inducido con lactosa a 1 g/L. Los extractos
celulares se separaron por SDS-PAGE utilizando albumina de suero bovino (BSA)
como referencia de peso molecular. Con base en la referencia de BSA, se buscé una
banda a ~72 kDa correspondiente a la proteina recombinante. En las fracciones total,
soluble e insoluble se observaron multiples bandas propias del hospedero; sin em-
bargo, no se detectdé una banda definida en 72 kDa o, en su caso, la sefal fue tenue
y no distinguible del fondo, lo que indica un nivel de expresién muy bajo en estas

condiciones (Figura 1).
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Figura 1. Analisis SDS-PAGE de los extractos de proteina recuperados tras la expre-
Sién en E. coli de la TTC-mep a 28°C por 16 horas. Carriles: 1, Albumina de suero
bovino (BSA) como referencia de peso molecular; 2, Fraccion de proteina total; 3,

Fraccion de proteina soluble: 4, Fraccion de proteina insoluble.

Condiciones de expresion: 15°C, 1 g/L lactosa, 2 ha 10 h

La expresién de la TTC-mep de forma soluble se evalué a 15 °C mediante muestreo
alas 2y 7 h tras la induccién. El analisis por SDS-PAGE, mostro la presencia de una
banda que concuerda con el peso molecular teérico de TTC-mep. En comparacion
con la condicion previa a 28 °C, la expresion a 15 °C fue mayor, evidenciando una
mejora en la calidad de la expresion a temperatura reducida. El control sin induccion
no presenté una banda positiva, confirmando la dependencia de la expresion de la
proteina ante el proceso de induccién. Estos datos indican que la disminuciéon de la
temperatura favorecio la acumulacién de la proteina en el intervalo evaluado (Figura
2).
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Figura 2. Analisis SDS-PAGE de la cinética de expresion de la TTC-mep soluble a
15°C. Carriles: 1, BSA; 2, Marcador de peso molecular; 3, Muestra a 2 horas; 4, Mues-
tra a 4 horas; 5, Muestra a 6 horas; 6, Muestra a 8 horas; 7, Muestra a 10 horas; 8,

Cultivos sin inducir.

7.2 Deteccion por dot blot y evidencia de expresion basal a 15°C, 1 g/L lactosay

7 horas de induccion.

La presencia de la TTC-mep se evalué mediante un analisis dot blot a partir de frac-
ciones de proteina sin purificar. Las membranas se incubaron con un anticuerpo se-
cundario anti-TTC y se incluyeron controles positivo y negativo. Bajo estas condicio-
nes, se registréo una senal intensa para la preparacion con la TTC-mep, confirmando
su antigenicidad. De forma adicional, se detecté una senal en el extracto de E. coli
transformada sin induccion, lo que sugiere fuga de expresién en ausencia de inductor.
Por el contrario, el extracto de E. coli sin transformar y el control negativo no mostraron
reactividad, mientras que el control positivo presentd la intensidad esperada. Estos
resultados confirman la presencia y antigenicidad de la proteina TTC-mep, aunque

también confirman un nivel basal de su expresion en E. coli (Figura 3).
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Figura 3. Analisis Dot Blot de fraccion de proteina soluble sin purificar. Se analizarlo

muestras derivadas de cultivos de E. coli sin inducir, sin transformar y controles.

La expresion de la TTC-mep en la fraccion soluble se comparé bajo dos regimenes: 6
°C durante 6 dias y 15 °C durante 10 h. Los extractos se analizaron por SDS-PAGE.
A6 °C por 6 dias de expresidn se observo una mayor expresion de TTC-mep respecto
de la expresién a 15 °C por 10 h, lo que indica una mayor acumulacién soluble con
temperatura reducida y tiempo de induccion prolongado. En los controles (cultivo
transformado sin inducir y cultivo sin transformar, ambos a 15 °C/10 h) no se detecta-
ron sefales relevantes. De esta manera se muestra que la disminucion de la tempe-
ratura, acompafiada de un mayor tiempo de expresion, favorece la acumulacién de la
proteina recombinante (Figura 4).
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Figura 4. Analisis SDS-PAGE de extractos solubles de la TTC-mep expresados bajo
diferentes condiciones. Carriles: 1, Cultivo inducido a 6°C por 6 dias; 2, Cultivo indu-
cido a 15°C por 10 horas; 3, Cultivo sin inducir incubado a 15°C por 10 horas; 4, Cultivo

sin transformar incubado a 15°C por 10 horas. 5, BSA

7.3 Cinética de expresion soluble a 6 °C

La producciéon de la TTC-mep se monitored diariamente por un periodo de 6 dias en
cultivos inducidos y mantenidos a 6 °C. Los analisis por SDS-PAGE evidenciaron una
expresion positiva de TTC-mep, observandose un aumento progresivo en su acumu-
lacion, sin cambios evidentes en los muestreos finales.El patron de proteinas endoge-
nas se mantuvo comparable entre dias y no se apreciaron bandas adicionales en la
zona de menor peso molecular que sugirieran protedlisis evidente. Con esto podemos
observar que la incubacion prolongada a 6 °C sostiene la acumulacion de la proteina

recombinante en forma soluble a lo largo del periodo evaluado (Figura 5).
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Figura 5. Analisis SDS-PAGE de la cinética de expresion de la TTC-mep soluble 6°C.
Carriles: 1, BSA; 2 -7, Muestras dia1a 6

7.4 Precipitacion de la proteina soluble destinada a la purificacién por IMAC

La fraccién soluble de la TTC-mep se mantuvo inicialmente en solucién hipotdnica
(agua filtrada) y posteriormente se realiz6é un intercambio de buffer previo a la croma-
tografia por IMAC. Tras el cambio de buffer, se observo la formacion de un sedimento
en el vial, el cual fue analizado por SDS-PAGE, lo que confirmd que corresponde a la
TTC-mep precipitada, lo que condujo a un rendimiento muy bajo para la purificacion
mediante IMAC de la proteina remanente soluble, observandose sefiales tenues o no

detectables en la SDS-PAGE de las fracciones obtenidas (Figura 6).
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Figura 6. Analisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificacion mediante
IMAC. Carriles: 1, Proteina precipitada en el cambio de buffer; 2, Proteina inyectada
a IMAC; 3, BSA; 4 - 5 fracciones adsorbidas.

7.5 Evaluacion de la fraccion insoluble: cuerpos de inclusiéon

Ante la pérdida de proteina TTC-mep durante el intercambio de buffer, se decidié ana-
lizar los cuerpos de inclusion del cultivo inducido a 6 °C por 6 dias y se sometieron a
lavados secuenciales (S4—-S6). Cada lavado se analizé por SDS-PAGE. En estos la-
vados se detectd una banda de ~72 kDa con intensidad apreciable. De igual manera
se observo un fondo proteico bajo, lo que indica que una fraccion de la TTC-mep se
recupero en estas etapas de limpieza. Esto sugiere la disgregacién del contenido de
los cuerpos de inclusion durante el proceso de lavado, manteniéndose la sefial en los

diferentes pasos evaluados (Figura 7).
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Figura 7. Analisis SDS-PAGE de los lavados de cuerpos de inclusion del cultivo ex-
presado a 6°C por 6 dias. Carriles: 1, BSA; 2, Lavado S6; 3, Lavado S5; 4, Lavado
S4.

La fraccion S5 obtenida del protocolo de lavados de cuerpos de inclusién se sometio
a purificacion por IMAC. En esta estrategia no se observo precipitado en el cambio de
buffer destinado a la purificacion, lo que nos sugiere una mayor estabilidad de la pro-
teina de la fraccion insoluble. Sin embargo, el analisis por SDS-PAGE, mostré una
senal tenue de la proteina objetivo tanto en el material adsorbido como en las fraccio-
nes no adsorbidas. Esto sugiere que la cantidad recuperada tras la carga fue poca y
que parte del material pudo permanecer en el flujo no retenido o diluirse durante los
pasos cromatograficos. En conjunto, las fracciones obtenidas evidenciaron una recu-

peracion escasa de la proteina a partir de S5 bajo estas condiciones (Figura 8).
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Figura 8. Analisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificacion de la
TTC-mep mediante IMAC. Carriles: 1, BSA; 2, Fracciones no adsorbidas a partir del

lavado S5; 3, Fracciones de proteina adsorbida obtenidas del lavado S5.

7.6 Enriquecimiento de la proteina recombinante en la fraccién insoluble

Se modificaron las condiciones de cultivo para maximizar la acumulacion de la TTC-
mep en forma insoluble, con el objetivo de disponer de mayor cantidad de material
para purificaciéon y posterior replegamiento. La expresién se realizé a 28 °C durante
16 y 48 h, empleando dos concentraciones de inductor (1 y 15 g/L). Los extractos
soluble e insoluble se analizaron por SDS-PAGE. Bajo estas condiciones, se aprecid
un incremento notorio de la banda compatible con la proteina recombinante en la frac-
cion insoluble al aumentar tanto la concentracion del inductor como el tiempo de cul-
tivo, destacando la condicién de 28 °C por 48 h con 15 g/L. En contraste, las fracciones
solubles mostraron baja acumulacién de TTC-mep, lo que indica que la combinacion
de mayor concentracion de inductor y tiempo de expresion favorece la expresion de

la proteina en cuerpos de inclusion (Figura 10).
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Figura 10. Analisis SDS-PAGE de extractos de la TTC-mep soluble e insoluble expre-
sada a 28°C por 16 y 48 horas a diferentes concentraciones de inductor. Carriles: 1,
BSA; 2, Faccion insoluble expresada a con 1 g/L de inductor por 16 horas; 3, Faccion
soluble expresada a con 1 g/L de inductor por 16 horas; 4, Faccion soluble expresada
a con 15 g/L de inductor por 16 horas; 5, Faccion insoluble expresada a con 15 g/L de
inductor por 16 horas; 6, Faccién soluble expresada a con 1 g/L de inductor y 48 horas;

7, Faccion insoluble expresada a con 15 g/L de inductor por 48 horas.

A partir de cultivos bajo las condiciones que conducen a una mayor acumulacion de
TTC-mep (28 °C, 48 h, 15 g/L de inductor), se aislaron cuerpos de inclusion y se rea-
lizaron lavados secuenciales (S4-S6). Los sobrenadantes de cada etapa se analiza-
ron por SDS-PAGE. En los lavados se detectdé TTC-mep, con mayor intensidad en las

fracciones S4 y S5 y menor en la fraccion S6. (Figura 11).
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Figura 11. Analisis SDS-PAGE de los lavados de cuerpos de inclusion del cultivo ex-
presado a 28°C por 48 horas. Carriles: 1, BSA; 2, Lavado S4; 3, Lavado S5; 4, Lavado
S6.

La fraccion S5 obtenida de los cuerpos de inclusion del cultivo a 28 °C por 48 h (15
g/L de inductor) se sometié a cromatografia por IMAC. Las fracciones obtenidas se
analizaron por SDS-PAGE. En las fracciones no adsorbidas se detectaron sefales
débiles en ~72 kDa, indicando que una porciéon de TTC-mep no fue adsorbida por la
columna. Por otro lado, la TTC-mep adsorbida fue recuperada en distintas fracciones
durante la etapa de elucion, con variaciones moderadas de intensidad entre ellas. (Fi-

gura 12).
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Figura 12. Anédlisis SDS-PAGE de las fracciones obtenidas tras la purificacion de la
TTC-mep mediante IMAC. Carriles: 1, BSA; 2-14, Fracciones no adsorbidas a partir

del lavado S5; 15-20, Fracciones de proteina adsorbida obtenidas del lavado S5.

7.7 Seleccion de fracciones para replegamiento y cuantificacion por densitome-

tria

De la purificacion por IMAC se seleccionaron las fracciones mas puras para someter-
las al replegamiento. La concentracion de la TTC-mep replegada se estimé por den-
sitometria, construyendo una curva estandar con BSA (25-250 ug/mL) y comparando

la intensidad de las bandas de las muestras replegadas (M2, M4, M5 y M6). En todas
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las preparaciones se observé una banda predominante del peso molecular esperado
(~72 kDa), lo que permitid determinar sus concentraciones por interpolacion en la
curva estandar. Estos resultados validan el nivel de pureza y los rendimientos que
permitieron proceder con la evaluacion de la inmunogenicidad de TTC-mep (Figura
13).

Figura 13. Densitometria para determinar la concentracion de la TTC-mep replegada.
Carriles: 1 - 5, curva estandar de BSA (250, 200, 150, 100, 50, 25 pg/mL, respectiva-
mente). 7 — 10, muestras M2, M4, M5 y M6 (Respectivamente) recuperadas tras la

purificacion y replegamiento de la proteina.

7.8 Respuesta humoral especifica por ELISA

La inmunogenicidad de la TTC-mep se evalud en términos de la induccién de respues-
tas humorales sistémicas determinadas mediante ELISA indirecto utilizando la propia
proteina TTC-mep como antigeno de captura. Se analizaron sueros obtenidos el dia
56 del esquema de vacunacion en diluciones 1:5 000, 1:10 000, 1:15 000 y 1:20 000,
comparando grupos control y aquellos que recibieron dos niveles de dosis de antigeno
(1 ug y 5 ug). Las lecturas de absorbancia mostraron reactividad especifica en los
grupos inmunizados, cuya magnitud correlacioné con la dosis, es decir el grupo inmu-

nizado con 5 ug de TTC-mep presento valores superiores respecto a los que recibieron
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1 pg en la mayoria de las diluciones evaluadas. En contraste, el control permanecio
cercano a los niveles basales a lo largo del rango de dilucidn. La sefal se mantuvo
detectable en los grupos vacunados hasta 1:20 000, indicando la presencia de IgG

especificas sostenidas al final del protocolo (Figura 14).
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Figura 14. Titulos de anticuerpos IgG séricos inducidos por TTC-mep. La respuesta
humoral inducida en ratones por TTC-mep fue evaluada mediante ELISA empleando
dicha proteina como antigeno diana. Se emplearon muestras de suero obtenidas el
dia 56 del esquema de vacunacion y en diluciones de 1:5,000, 1:10,000, 1:15,000 y
1:20,000 empleando un anti-IgG de cabra contra ratdbn como anticuerpo secundario
en dilucion 1:2000.

7.9 Inmunizacion con TTC-mep de referencia

Se inmunizaron ratones (n = 4) con la TTC-mep de referencia adquirida de GenScript
en un esquema de tres dosis semanales de 5 ug cada una, y los sueros se analizaron
al dia 21 por ELISA indirecto. Para la deteccion se emplearon tres antigenos de cap-

tura: la propia proteina de referencia, la TTC-mep expresada y purificada de E. coliy
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la proteina S. Las lecturas mostraron reactividad especifica frente a la proteina de
referencia y, en magnitud comparable o superior, frente a la proteina recombinante
purificada, evidenciando reconocimiento de epitopes compartidos entre ambas protei-
nas. En el control de S se observaron valores cercanos al basal, mientras que el grupo
control sin inmunizar permanecié en niveles minimos, obtenido al dia 21 generacion
de IgG especificas contra la TTC-mep de referencia con capacidad de reconocer a la

producida en E. coli (Figura 15).
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Figura 15. Titulos de anticuerpos IgGs en sueros de ratones (Diluciéon 1:100) inmuni-
zados con la TTC-mep de referencia obtenidos el dia 21 del esquema de inmuniza-
cion. Se utilizaron diferentes proteinas diana: TTC-mep de referencia, TTC-mep ex-
presada y purificada y proteina S, asi como un anti-lgG de cabra contra ratbn como

anticuerpo secundario en dilucién 1:2000.

Se evalud la reactividad de los sueros de los ratones inmunizados con la TTC-mep de
referencia o con la TTC-mep expresada y purificada de E. coli hacia la proteina S
mediante ELISA indirecto. En ambos esquemas de inmunizacion se registraron sefia-
les de absorbancia bajas, ligeramente superiores al grupo control, y sin diferencias
marcadas entre los dos grupos inmunizados. Se observé una baja variabilidad en las
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lecturas y el resultado general indica una reactividad limitada frente a S en estas con-
diciones (Figura 16).
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Figura 16. Titulos de anticuerpos IgGs anti-S en sueros de ratones del dia 21 del
esquema de inmunizacion con la TTC-mep de referencia, con la TTC-mep expresada
y purificada en dilucién 1:100 utilizando un anti-lgG de cabra contra ratén como anti-

cuerpo secundario en dilucién 1:2000

8 Discusion

En este estudio se evaluod la proteina TTC-mep, disefiada como candidato vacunal y
producida en Escherichia coli, con el propdsito de desarrollar nuevos prototipos de
vacunas frente a SARS-Cov-2. La estrategia experimental incluyd la induccién de la
expresion a diferentes temperaturas, el analisis de solubilidad, la purificacion mediante
IMAC, el posterior replegamiento de la proteina, asi como la evaluacion de su capaci-
dad inmunogénica en un modelo murino. Este enfoque experimental se alinea con
estudios en los que se han empleado plataformas recombinantes microbianas como

E. coli, las cuales ofrecen alta productividad, bajo costo y capacidad de escalabilidad
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(Ghaderi et al., 2024). Sin embargo, como se ha observado en estudios previos, esta
plataforma enfrenta retos inherentes al plegamiento adecuado de las proteinas recom-
binantes y la correcta presentacion de los epitopes para inducir una respuesta inmune
eficaz. Estos desafios surgen principalmente cuando se emplean promotores fuertes
y se alcanzan altos niveles de expresion, lo que puede llevar a la formacién de cuerpos
de inclusion afectando la solubilidad y la funcionalidad de la proteina dado que el re-
plegamiento in vitro en ocasiones no garantiza un despliegue adecuado de los epi-
topes (Baneyx & Mujacic, 2004) (Studier, 2005).

El grupo de investigacion en el que se realizé este trabajo se han disefiado y evaluado
proteinas antigénicas como LTB-RBD y LTp50, las cuales fueron producidas en E. coli,
encontrandose que éstas se expresan en forma insoluble. En estos casos, fue nece-
sario realizar etapas de solubilizacién utilizando urea 8 M para disolver los cuerpos de
inclusion, seguidas de una purificacion mediante cromatografia de afinidad IMAC y la
posterior aplicacion de técnicas de dialisis controlada para restablecer la estructura
nativa de las proteinas. Aunque estos métodos han demostrado ser efectivos, es cru-
cial optimizar cuidadosamente las condiciones del proceso para garantizar tanto la
recuperacion como la funcionalidad del antigeno (Solis-Andrade et al., 2022) (Wong-
Arce et al., 2024).

Los resultados de expresion observados en condiciones a temperaturas bajas son
congruentes con la mejora de solubilidad por disminucion de la velocidad de traduc-
cion y mayor oportunidad para el plegamiento co-traduccional, lo que reduce la forma-
cion de cuerpos de inclusion. Aun asi, si se genera una sobreexpresion de proteinas
es frecuente que una proporcion importante del producto se agregue en la fraccion
insoluble por falta de chaperonas y estrés celular (Baneyx & Mujacic, 2004). Hablando
especificamente del proceso, el protocolo que comprende el lavado de cuerpos de
inclusion y su solubilizacién seguida de purificacion por IMAC y su replegamiento por
dialisis se ha consolidado como ruta robusta para la produccién de antigenos comple-

jos en E. coli, como se mostré en la expresion tanto de LTB-RBD como de LTp50,
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donde se obtuvieron purezas mayores al 90 % y cantidades suficientes para la formu-

lacion de prototipos de vacunas (Solis-Andrade et al., 2022) (Wong-Arce et al., 2024)

Un paso critico en la estandarizacion de la produccion de TTC-mep fue el intercambio
de buffer previo a la cromatografia. Cambios abruptos en la fuerza idnica y pH en el
medio favorecen la generacion de agregados y precipitacidon del antigeno, disminu-
yendo el material disponible para adsorcién en IMAC (Jiang, Zhang, & Wang, 2025).
Esto es esperable en proteinas quiméricas con dominios flexibles, donde en estados
parcialmente plegados pueden ocultar la etiqueta His y disminuir la solubilidad. En
estos casos la purificacion en condiciones desnaturalizantes (6—8 M urea) con un pro-
ceso de replegamiento posterior puede reducir pérdidas tempranas de proteina
(Wong-Arce et al., 2024).

La deteccion de una sehal basal de expresion en los cultivos no inducidos mediante
el analisis dot blot indica que el sistema de expresion no esta completamente repri-
mido. Esto concuerda con lo que se conoce como “leaky expression” del sistema T7
bajo control del operdn lac, fendmeno que ocurre debido a que el promotor T7 puede
presentar actividad residual y permitir una baja actividad de la ARN polimerasa, dando
lugar a una expresidon basal, que, aunque baja, tiene consecuencias importantes: por
un lado, aumenta el nivel de fondo en los ensayos de deteccion, y por otro, puede
afectar la calidad estructural de la proteina. Esto ultimo sucede porque la traduccion
prematura durante las fases de crecimiento celular, cuando el ambiente aun no es
optimo para el plegamiento correcto, puede favorecer la formacion de agregados o
proteinas parcialmente plegadas, reduciendo el rendimiento de proteina funcional tras
la induccién (Dubendorff & Studier, 1991).

En términos inmunoldgicos, se observé una clara reactividad frente al antigeno recom-
binante, mientras que la respuesta contra la proteina S nativa fue mucho mas débil.
Existen dos posibles explicaciones para este comportamiento, que no se excluyen
mutuamente. La primera es que los epitopes B conformacionales, especialmente en

las regiones RBD/S1, podrian haber tenido un plegamiento o conformacion
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suboptimos después de la etapa de refolding, lo que afectaria su capacidad para in-
ducir una respuesta inmune fuerte. La segunda hipoétesis tiene que ver con la arqui-
tectura de los linkers o conectores utilizados, los cuales podrian no estar favoreciendo
una adecuada exposicion de los epitopes, ni permitiendo su procesamiento eficiente

por el sistema inmunologico a través del MHC |I.

Para la proteina LTp50, se utilizaron linkers de rigidez variable de tipo GPGP en posi-
ciones clave, en comparaciéon con segmentos flexibles de GGGGS entre epitopes.
Estas diferencias en la rigidez de los linkers tienen un impacto directo en la accesibi-
lidad y la orientacion de los epitopes antigénicos, o que podria explicar las variaciones
en la respuesta inmune observada (Solis-Andrade et al., 2022). De manera mas am-
plia, se ha recomendado el uso de secuencias como GPGPG para epitopes de células
T helper (HTL) y células B, AAY para células T citotoxicas (CTL), y EAAAK para sepa-
rar dominios grandes o adyuvantes proteicos. Estas secuencias ayudan a modular la
distancia y la rigidez entre los epitopes, favoreciendo asi la interaccién con células T
y la maduracion de las células B. En los disefios de vacunas multiepitopicas, es comun
observar titulos de anticuerpos sin capacidad de neutralizacion, lo cual ocurre debido
a que las topologias de los epitopes no reproducen correctamente los sitios funciona-
les de bloqueo. Esto resalta la importancia de ajustar el tipo y la longitud de los linkers
y de reordenar los epitopes de acuerdo con su proximidad en la estructura nativa del
antigeno, lo cual son pasos clave para mejorar la efectividad de la respuesta inmune
(He et al., 2020) (Khamjan et al., 2023)

El uso del fragmento C de la toxina tetanica (TTC) como acarreador en vacunas ba-
sadas en proteinas ha sido ampliamente documentado debido a su capacidad para
inducir respuestas inmunoldgicas robustas. Este dominio, al contener multiples epi-
topes reconocidos por linfocitos T CD4+, facilita la activacion de células T auxiliares,
lo que potencia la respuesta de células B y la produccion de anticuerpos especificos.
Estudios como los de Bayart y col. (2022) han destacado que el TTC, al incluir 13 de
los 28 epitopes reconocidos por mas del 75% de los pacientes, puede ser considerado
una de las partes inmunodominantes de la toxina tetanica. Ademas, investigaciones
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previas han demostrado que la fusion de epitopes de interés con TTC mejora la inmu-
nogenicidad de antigenos dirigidos a células T CD8+, como los antigenos oncogénicos
E6 y E7 del virus del papiloma humano, al inducir una respuesta robusta de células T

CD8+ y mejorar la estabilidad del antigeno fusionado (Bayart, 2022).

Sin embargo, en este trabajo, a pesar de utilizar TTC como parte de la proteina re-
combinante, no se observé una respuesta inmune significativa frente a la proteina S
en los modelos murinos. Esto puede sugerir que factores como el tipo de linker, la
conformacion del antigeno o la exposicion de los epitopes requieren de una posterior
optimizacion. A pesar de estos desafios, el empleo de TTC como acarreador propor-
ciona valiosas lecciones sobre la optimizacion de la presentacion antigénica. Los ha-
llazgos obtenidos aportan al uso de esta plataforma para futuras investigaciones y
aplicaciones. La experiencia adquirida en la produccién y purificacion de proteinas
multipitopicas en E. coli basadas en TTC como acarreador sera fundamental para el
desarrollo de nuevas vacunas, dirigidas por ejemplo a Zika y CHIKV, donde se podran
hacer ajustes en los protocolos de solubilizacion, replegamiento y adyuvantes con el
fin de mejorar la inmunogenicidad y la efectividad frente a estos patégenos emergen-

tes.

Desde un punto de vista practico, la produccion de proteinas recombinantes en E. coli,
incluso cuando estas proteinas se acumulan en una forma insoluble, no es la opcion
ideal cuando se tiene la necesidad de una produccién rapida. Sin embargo, en un
contexto industrial, E. coli resulta ser una opcién atractiva debido a sus altas tasas de
produccion a tiempos cortos, la facilidad de purificacidn y la reduccién de protedlisis.
La principal desventaja es que, al producirse la proteina en una forma insoluble, se
requiere de procesos adicionales como el replegamiento para recuperar la proteina
funcional. Una vez que este proceso de replegamiento es optimizado y estandarizado,
se vuelve reproducible, lo que facilita su implementacion a gran escala (De Marco et
al., 2019). Ademas, esta tecnologia no solo es util para la produccion de una proteina
recombinante especifica, sino que también se puede aplicar a otros patégenos, como
Zika o CHIKV, los cuales son actualmente un objetivo central en el grupo de
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investigacion. La ventaja de este enfoque es que, al ser un sistema modular, se pue-
den ajustar facilmente los epitopes y los linkers, y el conocimiento sobre como solubi-
lizar y replegar proteinas se puede transferir rapidamente a nuevos proyectos, acele-

rando asi la evaluacion preclinica de vacunas.

9 Conclusiones

1. La construccién y produccion en E. coli de la proteina recombinante TTC-mep fue
viable, confirmado la factibilidad del disefio basada en el fragmento C de la toxina

tetanica (TTC) como acarreador antigénico.

2. El proceso de expresion, purificacidon y replegamiento permitié obtener proteina re-
cuperable y purificada, demostrando su aplicabilidad a variantes o grupos de epitopes

similares.

3. Los rendimientos y la estabilidad del antigeno fueron adecuados para su caracteri-
zacion basica; sin embargo, mostraron pérdidas durante algunos cambios de buffer y
sefales de agregacion, lo que indica la necesidad de optimizar las condiciones de

fuerza idnica y el proceso cromatografico.

4. En el modelo murino, el antigeno indujo la produccion de IgGs especificas, aunque
la magnitud de la respuesta humoral fue menor a la esperada y no mostro la potencia
deseada frente a la proteina S completa, sugiriendo que es necesario mejorar la pre-
sentacion de epitopes y/o la formulacion. En el contexto de las vacunas virales, la
induccidn de una respuesta humoral dirigida contra proteinas del patégeno es un com-

ponente clave para el establecimiento de una respuesta inmune robusta y protectora.

5. A pesar de las limitaciones, el estudio valida la factibilidad de la plataforma de pro-
duccion de antigenos multiepitopicos con TTC, proporcionando una base metodolo-

gica clara que permite optimizaciones rapidas en rendimiento, solubilidad y respuesta
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inmunoldgica. Estos hallazgos aportan conocimiento relevante para la produccion de
vacunas basadas en proteinas que utilizan acarreadores proteicos como estrategia de

diseno.

6. El disefio y el proceso establecidos constituyen un punto de partida solido para la
realizacion de evaluaciones preclinicas que fortalezcan el desarrollo de vacunas re-

combinantes de nueva generacion.
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