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Resumen

Los coronavirus SARS-CoV y SARS-CoV-2 emplean al dominio de union al re-
ceptor (RBD) de la proteina Spike del SARS-CoV-2 para ingresar a las celulas
humanas mediante la interaccion con la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACEZ2). La variante de preocupacion (VOC) Delta (B.1.617.2) del virus causan-
te de COVID-19 tiene cambios a nivel de secuencia en el RBD que le permite
cambiar su afinidad por el receptor ACE2. A pesar de que |la vacunacion ha de-
mostrado proteccion cruzada, sigue siendo relevante la obtencion de un anti-
geno vacunal especifico contra la VOC Delta debido a su alta infectividad y
transmisibilidad. Por ello, en el presente trabajo se disené un antigeno vacunal
no glicosilado con base en el dominio RBD de esta VOC. Se presentan los re-
sultados de la expresion heterologa en E. coli, la produccion y purificacion cro-
matografica, asi como de ensayos de inmunogenicidad cruzada tanto en sueros
de raton Balb/c inmunizados previamente con un antigeno de las variantes Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351) y Wuhan (Wuhan-Hu-1), como en suero de pacientes
post COVID infectados con la variante Wuhan-Hu-1.

Objetivos
Obtener un antigeno vacunal eficaz para SARS-CoV-2.
Evaluar solubilidad y estabilidad del antigeno vacunal.

Expresion y purificacion de un antigeno vacunal contra SARS-CoV-2
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Introduccion

El coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2), emplea al
dominio de union al receptor (RBD) de la proteina Spike (S) para mgresar a las células humanas
mediante la interacciéon con la enzima convertidora de angiotensina (ACE2)'. Actualmente se cono-
cen diferentes variantes de preocupacion (VOC) del SARS-CoV-2%, entre las que se encuentra Del-
ta (B.1.617.2) con cambios a nivel de la secuencia del RBD que le permite modificar su afinidad por
el receptor humano ACEZ2. A pesar de que la vacunacion ha demostrado proteccion cruzada, sigue
siendo relevante la obtencion de un antigeno vacunal especifico contra la variante Delta debido a
su alta infectividad y transmisibilidad. Por lo anterior, el principal objetivo de este trabajo fue el dise-
No y produccion de un antl'geno vacunal no glicosilado con base en el RBD de Delta, debido a que
se ha descrito que. las regiones proteicas sin residuos gIICOSIIadOS son capaces de |ndu0|r anticuer-
pos neutralizantes®. El péptido recombinante mcluyo la region S371-F541 de la proteina S con las
modificaciones en L452R y T478K en la secuencia del RDB. Se presentan los resultados del dise-
No, produccion y estandarizacion de las condiciones de purificacion mediante cromatografia liquida
de proteinas a alta velocidad por intercambio catidonico y anionico. Se optimizo la formulacion del
antigeno vacunal y se realizaron ensayos de inmunogenicidad cruzada con sueros preinmunes € in-
munizados del modelo murino Balb/c, asi como con sueros humanos preinmunes y convalecientes
de Wuhan-Hu-1. El desarrollo de antigenos vacunales para la variante Delta permitira mitigar el im-
pacto del virus SARS-CoV-2 en la salud humana y limitara su evolucion a formas mas contagiosas
y agresivas.

Evaluacion inmunogenica mediante ensayos Elisa.
Metodologia
Disefio del gen sintético
optimizado en E. coll. Transformacion 5‘3'5';:':"3'“ de Ligacion Secuenciacion
o7 [ ﬁ:”as.\ sanger R
- - .-|! iy - .___.4' oy .
e T i O % H‘. st : :
1 | THbe oA III | III '. I. I'| | II| 1
W J . -|II {1 II {1
v E o YOO ¥ IVIININL
E coliMach1™ T1 R T W
Ligacion *
P ol * # * Seleccion de *
Purificacion de Purificacion de Clonas T
pCE 8/ GW/TOPD | + wm plasmido lasmido Transformacion N \\ Analisis
bt e - electroforético
"':II g ﬁ’ '“:I_ b = -H“'*.N n ’
l a ) —> 7 @ W —> Fig 2. Modelado del antigeno
! J YO -~ - vacunal mediante el programa
3 » ) .
E_LE'] EGIﬂFIE"tE'ﬂt E coli + - EXPAsy, COn Un tamanO de 20.1
Obtencion de plasmido # * AN ,L kDa.
- Crecimiento Obtencion d
Secuenciacion Digestion Purificacion de BE‘EE; c
Sanger T plasmido =
S & Ncol y Y )
A I| | | , I || £ '- Hindlll ) . e S2a TACJGTYACCGCCTGTTCCGCAARAGCAACCTGARACCGTTCGAACGCGACATCAGCACC 300
[\ j | %;., 'S i S1B TACJGTACCGCCTGTTCCGCAAAAGCAACCTGAAACCGTTCGAACGCGACATCAGCACC 300
}g: ,.-J ‘lt /lll l& %ﬂlm\ﬂ' \‘ - S2B TACQGTNACCGCCTGTTCCGCARRAGCAACCTGARAACCGTTCGAACGCGACATCAGCACC 300
T e 37°C hasta S1A TACJGTYACCGCCTGTTCCGCAAAAGCAACCTGARACCGTTCGAACGCGACATCAGCACT 300
DO ==60 &RBD: TACQTGNACCGCCTGTTCCGCARARAGCAACCTGARACCGTTCGAACGCGACATCAGCACC 300
&41*1 el W W T T R R W W W T W T T R W W O W W e e R e W O W W W e Y e W W W W T W
= - 5 Solubilizacion
Evaluacion de Purificacion de Cl S2A GAAATTTATCAGGCCGGTTCYAAACKGTGTAACGGCGTTGAAGGTTTTAACTGCTACTTT 360
Estabilidad y Intercambio . S1B GARATTTATCAGGCCGGTTCYAAACKT GTGTAACGGCGT TGAAGGTTTTAACTGCTACTTT 360
Solubilidad Anidnico — Rompimiento S2B GAAATTTATCAGGCCGGTTCYAAACKGTGTAACGGCGTTGAAGGTTTTAACTGCTACTTT 360
- Celular S1A GARATTTATCAGGCCGGTTCYAAACKGTGTAACGGCGTTGAAGGTTTTAACTGCTACTTT 360
T . ialici e P - CAA AT T T AT CAGGCCGET T ACCOC GTGCTAACGGCGTTGAAGGTTTTAACTGCTACTTT 360
EHS-EIJ'GS E“Sa DIEI“SIE [ -—— FPLE SRER &v&**&ﬁrﬁ?i*?&&*:\&&#*# ‘:L L:é&&**ﬁ:*&&i#ﬁiﬁ&&ﬁﬁﬁ-’rﬁ*&&&itﬁ#ﬂ*
! ! e
i : - S2A CCGEC T GCAGAGCTACGGET T T TCAGCCGACCAACGECETAGGTTATCAACCGTATCGCGETT 420
5 S1B CCGCTGCAGAGCTACGGTTTTCAGCCGACCAACGGCGTAGGTTATCAACCGTATCGCGTT 420
{\ ’/" ! S2B CCGCTGCAGAGCTACGGTTTTCAGCCGACCAACGGCGTAGGTTATCAACCGTATCGCGETT 420
- S1A CCGCTGCAGAGCTACGGTTTTCAGCCGACCAACGGCGTAGGTTATCAACCGTATCGCGTT 420
¢ eRBR: CCGCTGCAGAGCTACGGTTTTCAGCCGACCAACGGCGTAGGTTATCAACCGTATCGCGTT 420
1 WO W W T R e e W W W W W T e R e W W W W W W e R R W W W W W W e e e e R W W W W W e R R W W W W e e e e
¢ ¢ Purificacion A4
- - s -+ Intercambio e - i NG £y :
Interpretacion Medicion de Catidnico Fig 3. Analisis bioinformatico mediante Clustal Omega. Com-
de Resultados Concentracion .y :
- Analisis Lavados de CI paracion la secuencia del RBD de Wuhan-Hu1 con Delta.
=| = electroforético -
| e ut ,
: - Expresion de la proteina
II || M 1Nl 2Nl 3Nl 4Nl 1 2 3 4
THEZE |'. | - -
\/ =

Fig 1. Metodologia realizada para obtener el antigeno vacunal para SARS-CoV-2. Cl: Cuerpos de inclusion.
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Fig 7. Analisis de la evaluacion inmunogénica
de sueros de raton Balb/c control y de raton
Balb/c inmunizados. SCR = sueros control de

raton, SRID30 = sueros de raton inmunizados nos, S PX/C =
al dia 30. cientes.
Conclusiones

En el presente trabajo se clond un gen sintetico que codifica para el subdominio RBD de la variante de preocupacion Delta, empleando el
uso preferencial de codones de E. coli. La expresion optimizada del antigeno fue mejor a 16°C, donde se obtiene la proteina de interes en
los cuerpos de inclusion. La proteina fue solubilizada y purificada en cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad , empleando resi-
nas de intercambio catidnico e ionico. El antigeno se replego y se evalud su inmunogenicidad a través de su deteccion por ensayos tipo
ELISA, empleando sueros de ratones inmunizados con el dominio RBD de Wuhan, y Alfa-Beta, donde se demostro la capacidad de detec-
cion cruzada de los sueros hiperinmunes. La deteccion del antigeno por pacientes recuperados de COVID demostré que tambien hay una
reaccion cruzada, sugiriendo una proteccion parcial contra la variante de preocupacion Delta.

Fig 6. Analisis de la evaluacion inmunogénica
de sueros de humanos sanos y de pacientes
convalecientes de COVID-19. SS = sueros sa-
sueros de pacientes convale-

Fig 5. Analisis electroforetico de la purificacion por FPLC en A) la purifica-
cion de intercambio cationico se observa el antigeno en las fracciones E3 y
E4, en B) la purificacion de intercambio anidnico se observa el antigeno pu-
rificado en las fracciones F1y F2. F = frentes, E = elusiones, M = marcador,
C+ = control positivo.
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