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Resumen

En respuesta a la actual pandemia surge la necesidad de
una vacuna segura y eficaz. En este trabajo se realizé la
purificacién y evaluacién inmunoldégica de dos antigenos
vacunales contra las variantes Wuhan y Alfa-Beta del
SARS-CoV-2, basados en regiones no glicosiladas del
dominio de unién al receptor de la proteina Spike. Las
proteinas recombinantes se expresaron en E. coli se
purificaron por cromatografia liquida de alta resolucion y
se formularon con hidréxido de aluminio como adyuvante.
Los estudios preclinicos para la evaluacién inmunolégica,
de toxicidad y seguridad se realizaron en modelo murino
mediante andlisis de citocinas, marcadores celulares por
citometria de flujo, determinacién de la produccion de
anticuerpos especificos y neutralizantes por
enzimoinmunoandlisis de adsorcién, asi como ensayos
histopatolbégicos.

Introduccion

El coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV-2) es un virus de ARN
monocatenario que causa la enfermedad COVID-19, y
es la pandemia en curso. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, hasta el 1 de abril 2022,
globalmente se han confirmado mdas de 486 millones
de casos de COVID-19 y alrededor de 6 millones de
muertes. En respuesta a estas cifras, surge la necesidad
de una vacuna eficaz, segura y de bajo costo como
medida esencial de contencion frente al virus y sus
variantes de preocupacion. Muchas de estas vacunas
se centran en el uso de la proteina Spike (S) del SARS-
CoV-2 como antigeno vacunal, ya que esta
glicoproteina se adhiere a las células humanas a
través de su dominio de unién al receptor (RBD) y
facilita la entrada del virus mediante la interaccidon con
la enzima convertidora de angiotensina (ACE2).

Sin embargo, el uso completo de la proteina S puede
provocar und respuesta autoinmune en individuos
susceptibles debido a las glicosilaciones que son
similares a los patrones encontrados en proteinas
humanas. Por lo anterior, en este trabajo se realizd la
purificacibn y evaluacidon inmunoldégica de dos
antigenos vacunales contra las variantes Wuhan y Alfa-
Beta basados en regiones no glicosiladas del RBD de la
proteina S.

Objetivo

Evaluar la inmunogenicidad y seguridad de los
antigenos Wuhan vy Alfa-Beta como candidatos
vacunales para prevenir la enfermedad COVID-19 en
modelo murino.

Metodologia

Produccién y purificacion de

los antigenos recombinantes
Wuhan y Alfa-Beta.

@ Formulaciéon de los antigenos.
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Expresion de los
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Purificacion por
intercambio idnico,
mediante FPLC

Purificacion de los antigenos

Inmunizacion de ratones BALB/c

por via intramuscular e intranasal
y recoleccion de muestras.

Caracterizacion de la respuesta
inmune celular y humoral.
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Inmunodeteccion de los
antigenos por Western Blot .

Evaluacion de la seguridad de los
antigenos por histopatologia.
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Fig. 6 Respuesta humoral, a) Titulos de IgG total, b) Subtipos 1
y 2 de la inmunoglobulina IgG, c) Anticuerpos neutralizantes
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Conclusiones

Un esquema de vacunacidon de dos dosis de los
antigenos recombinantes Wuhan y Alfa-Beta en
conjunto tienen la capacidad de producir una alta
inmunogenicidad en ratones. Los titulos altos de
anticuerpos neutralizantes y de inmunoglobulinas IgGs,
que son indicadores de una respuesta  humoral
especifica contra el RBD de la proteina S fueron
encontrados como respuesta en el uso de Ila
combinacidén de los antigenos, ademads esta respuesta
permanece en un periodo de hasta 180 dias
posteriores a la inmunizacion, lo que indica un largo
periodo de proteccion contra el COVID-19.

La ausencia de reacciones autoinmunes como la
inflamacidon de los tejidos son un indicador del uso
seguro de los antigenos basados en las regiones no
glicosiladas del RBD de la proteina S del SARS-CoV-2.
Por lo que estos antigenos son un candidato vacunal
atractivo y seguro en modelo murino contra el SARS-
CoV-2 y su variantes Alfa y Beta.
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