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Resumen

Los coronavirus son un conjunto de virus que afectan tanto en la salud publica como
en la salud veterinaria. Las enfermedades producidas por estos virus generan grandes
estragos en la salud y en la economia. Las vacunas de nueva generacion a base de
subunidades (antigeno mas adyuvante) generan una respuesta inmune fuerte y sirven
como bioldgicos para la prevencion y control de enfermedades infecciosas. En este
trabajo se desarroll6 un complejo inmunoestimulante usando nanoparticulas lipidicas
NTD-S recombinantes del SARS-CoV-2 y del VDEP, respectivamente) con potencial
uso como vacuna. LNPs-GA fueron desarrolladas mediante el método de filme lipidico.
Se obtuvieron los antigenos recombinantes rM (SARS-CoV-2) y INTD-S (VDEP) en un
sistema procarionte. Se evalu6 el tamafo, la forma y estabilidad del complejo. Se
determind la capacidad inmunoestimulante humoral en ratones de la cepa CF-1, los
cuales fueron inmunizados con el complejo via subcutanea y se les extrajo muestras
de sangre cada 7 dias durante 35 dias. Por otro lado, se determind la respuesta inmune
celular (expresion de citocinas) en suero mediante kits de ELISA. Los resultados
mostraron que las LNPs-GA acopladas con los antigenos recombinantes rM y INTD-S
tienen un tamafio que oscilan entre los 60-200 nm y mostraban estabilidad (-27.6 mV).
La evaluacién de la respuesta humoral mostré6 que el complejo inmunoestimulante
produce mayores niveles de anticuerpos con respecto al control, mientras que la
evaluacion de la respuesta celular mostré que las LNPs-GA modula la expresiéon en

suero de dos citocinas de respuesta inflamatoria.
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Abstract

Coronaviruses are a set of viruses that affect both public and veterinary health.
Diseases caused by these viruses are devastating health and economic issues. New-
generation vaccines based on subunits (antigen-adjuvant) generate robust immune
responses and are biologics for preventing and controlling infectious diseases. In this
study, an immunostimulant complex was developed using lipid nanoparticles with
glycyrrhinic acid (LNPs-GA) coupled with two viral antigens (recombinant M protein of
SARS-CoV-2 and NTD-S protein of VDEP) with potential use as a vaccine. LNPs-GA
were developed using the lipid film method. Recombinant rM (SARS-CoV-2) and rNTD-
S (VDEP) antigens were obtained using a prokaryotic system. The size, shape, and
stability of these complexes were evaluated. Humoral immunostimulant capacity was
determined in mice of the CF-1 strain, immunized with the complex subcutaneously,
and blood samples were collected every seven days for 35 days. On the other hand,
the cellular immune response (cytokine expression) in serum was determined by ELISA
kits. The results showed that the LNPs-GA coupled with recombinant antigens rM and
rNTD-S had a size ranging from 60-200 nm and showed stability (-27.6 mV). Evaluation
of the humoral response indicated that the immunostimulant complex produces higher
levels of antibodies than the control. In contrast, an assessment of the cellular response
showed that the LNP-GA modulates the serum expression of two inflammatory

response cytokines.
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Abreviaturas

APCs: Antigen-Presenting Cells (células presentadoras de antigenos)

cDNA: Complementary DNA (ADN complementario)

COVID-19: Coronavirus disease — 19 (Enfermedad de coronavirus — 19)

CTD: C-Terminal Domain (dominio C-terminal)

VDEP: Virus de la Diarrea Epidémica Porcina

PEDV: Porcine Epidemic Diarrea Virus

ERGIC: ER-Golgi Intermediate Compartment (compartimiento intermedio ER-Golgi)

.....

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M

IL: Interleukin (interleucina)

IPTG: isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido

LB: Luria Bertani

LNPs: Lipid Nanoparticles (nanoparticulas lipidicas)

LNPs-GA: Lipid Nanoparticles based Glycyrrhetinic Acid (nanoparticulas lipidicas con

.....

MERS-CoV: Coronavirus del Sindrome Respiratorio del Medio Oriente
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NLR: Nod-like receptor (receptor tipo Nod)

NTD: N-Terminal Domain (dominio N-terminal)

ORF: Open Reading frame (marco abierto de lectura)

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns (patrones moleculares asociados a

patdgenos)

PCR: Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)

PRR: Patterns Recognition Receptors (receptores de reconocimiento de patrones)

PRRS: Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (sindrome reproductivo y

respiratorio porcino)
RBD: Receptor-Binding Domain (Dominio de unién al receptor)

RLR: Retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like receptors (Receptores inducibles por

acido retinoico tipo | (RIG-I))

SARS-CoV-2: Coronavirus del Sindrome Respiratorio Severo Agudo — 2

TLR: Toll-Like Receptor (receptor tipo toll)

TNF: Tumor Necrosis Factor (factor de necrosis tumoral)
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1. INTRODUCCION

Los Coronavirus tienen gran importancia en la actualidad debido a que han estado
presente desde hace tiempo causando enfermedades entéricas y respiratorias en
animales y humanos. Basado en sus capacidades de transmitirse y adaptarse para
infectar muchas especies tanto humanos como animales de compafia, de granja, de
laboratorio y silvestres, son considerados como virus con relevancia en materia de

salud a nivel mundial (Rice et al., 2021).

Los coronavirus han sido en los ultimos afios agentes causantes de enfermedades,
gue involucran agentes virales tales como los virus OC43 (Hasoksuz et al., 2020),
TEGV y VDEP (Yan et al., 2022), HKU1 (Chen et al., 2018), SARS-CoV, MERS-CoV
y SARS-CoV-2 (Rabaan et al., 2020) que han sido de los mas representativos debido
al impacto que han dejado (salud y economia) entre humanos y animales, y a que
constantemente se dan brotes y rebrotes de variantes con mayor efectividad (Tang et

al., 2022).

Actualmente, la produccion de cerdos en México, al menos en el 2019, fue superior a
18.6 millones de cerdos, lo que dio un alcance de exportacion de 212 mil toneladas
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo [SADER], 2020). Sin embargo, las
enfermedades producidas por coronavirus impactan entre el 20% y 30% de la
produccion, generando grandes pérdidas econdmicas (Organizacién Mundial de la
Salud Animal [OIE], 2014). Ademas, ante la actual pandemia por el coronavirus SARS-
CoV-2, el consumo de carne de cerdo disminuyo de manera considerable (hasta el

40%) (Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [IICA], 2020). Esto,
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junto con los constantes rebrotes de infeccion en las granjas de los principales estados
productores de cerdos, genera un impacto econémico en el sector porcicola (Garcia-

Gonzalez et al., 2023).

En cuanto a la economia social, las infecciones por estos virus causan grandes
pérdidas econdmicas. Tan solo en la pandemia mas reciente, los cierres de fronteras
entre paises, cierres turisticos y de ventas de alimentos generaron pérdidas de hasta

el 70%, al menos en México, incrementando en el desempleo formal (Esquivel, 2020).

A partir de la pandemia de COVID-19, la carrera en el desarrollo de vacunas contra los
coronavirus se volvio de gran interés, enfocandose principalmente en el desarrollo de
vacunas de nueva generacion (Pollet et al., 2021), con lo cual se buscaria disminuir
los nuevos brotes, rebrotes y las posibles zoonosis con otros coronavirus.
Recientemente se ha observado que el modelo de vacunas a base de subunidades
generan una respuesta inmune eficiente, duradera y con efectos reactogénicos bajos.
La efectividad de estas vacunas es resultado de la seleccion de un buen antigeno y de
un adyuvante eficiente. Las proteinas estructurales de coronavirus han resultado ser
buenos antigenos para el desarrollo de biol6gicos terapéuticos (Mistry et al., 2022).
Por otro lado, las nanoparticulas lipidicas han sido de reciente interés y uso en el
desarrollo de vacunas contra SARS-CoV-2 y otros virus (Abdellatif et al., 2023). En
conjunto, estos componentes pueden generar modelos terapéuticos para prevenir y

controlar las afecciones por coronavirus.




2. ANTECEDENTES

2.1. Coronavirus

La familia Coronaviridae estad compuesta por virus envueltos complejos que contienen
una gran cadena de RNA de polaridad positiva, y un arreglo proteinico externo en
forma de corona, aspecto que les otorgd el nombre (Imagen 1). Estos virus fueron
identificados por primera vez en los 60’s en aves de corral enfermas, cerdos y terneras.
Mediante estudios de serologia y filogenia, los coronavirus se dividieron en 4 géneros,
designados como: Alpha-, Beta-, Delta- y Gamma-coronavirus (Rajcani, 2020). Los
coronavirus mas representativos son los pertenecientes a los géneros Alpha- y Beta-
coronavirus, debido a que afectan a un gran numero de especies animales,
principalmente a los cerdos, ademas de que incluyen a coronavirus que afectan a
humanos como, por ejemplo, el Beta-coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo

Severo (SARS) (Colina et al., 2021).
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Imagen 1. Estructura tipica de un Coronavirus, con un diametro que oscila entre 80-120 nm, y que esta

conformado por las proteinas estructurales S, M y E, que cubren el genoma viral, el cual es protegido y

compactado por la proteina N (tomado de: Kirtipal et al., 2020).

2.1.1. VDEP y la enfermedad de la Diarrea Epidémica Porcina

En 1971, se identificé a un coronavirus causante de una enfermedad con signos muy
parecidos a la enfermedad ocasionada por el coronavirus de la gastroenteritis
transmisible en cerdos (TEGV), y el cual mas tarde, en 1977, seria nombrado virus de
la diarrea epidémica porcina (VDEP) (Colina et al., 2021). Este virus causa una
enfermedad muy contagiosa, ya que tiene una distribucion amplia en muchas areas
geograficas en el ambito mundial y una gran propagacién en porcinos (Pifieros et al.,
2015). La enfermedad es generalmente severa, a menudo letal en cerdos neonatales,
y dentro de los signos clinicos mas destacables incluyen diarrea y vomito, lo que
propicia a deshidratacion severa, pérdida significativa de peso, letargia y, finalmente,

la muerte (Wang et al., 2019).




2.1.1.1. Tratamiento y control contra el VDEP

Actualmente no existe un tratamiento especifico contra VDEP y su enfermedad que no
sea el tratamiento sintomatico de la diarrea y las infecciones secundarias que se
provocan. Cabe mencionar que el mejoramiento de la bioseguridad es el mejor
remedio para prevenir la introduccion del virus. Sin embargo, muchos paises suelen
introducir vacunas con el fin de generar una mejor respuesta inmune, aunque por lo
general, ésta disminuye rapidamente y suele generar reinfecciones (Jung et al., 2020).
Las vacunas que se suelen aplicar contienen virus atenuados, aunque suelen
presentar inactivacion de inmunidad y por lo tanto requieren de mas dosis. Por otro
lado, las vacunas con subunidades virales tienen mas ventajas, como que incluyen
mayor seguridad, no propagacion de acidos nucleicos y la incorporacion de antigenos
bien definidos, los cuales son acompafados de un adyuvante para potenciar la
inmunogenicidad (Li et al.,, 2020). Actualmente el desarrollo de estos biologicos
predomina en el continente asiatico, donde se dan rebrotes de infeccion por VDEP
constantes, sin embargo, existen empresas en USA (como Zoetis) que producen
vacunas (con base en vectores con genes de la proteina S) para ser aplicadas en

campo (Li et al., 2016).
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2.1.1.2. Estructura genética, proteinas y su funcion del VDEP

VDEP es un virus envuelto, pleomdérfico de 95-190 nm de didmetro, que cuenta con un
genoma de RNA positivo de una sola cadena de aproximadamente 28 kb, que codifica
para cuatro proteinas estructurales, llamadas S (spike o espiga), E (envoltura), M
(membrana), N (nucleocapside), y 16 proteinas no estructurales (nspl-nspl6),

ademas de una proteina accesoria (ORF3) (Imagen 2) (Jung et al., 2020).

1 S1 S2 |
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’ nspl ” nsp2 ” PLpro H nsp4 ” 3CLpro ‘ ’ RdRp H HEL H ExoN “ EndoU H 2’—0-MTase‘

Imagen 2. Estructura genética del VDEP (imagen tomada y modificada de: Li et al., 2020).

Dentro del conjunto de proteinas que conforman al virus, las proteinas no estructurales
(Nsp) son consideradas como el factor de virulencia principal de los Coronavirus, las
gue juegan roles desde la inhibicién o supresién de genes hospederos y la evasion de
la respuesta inmune innata, con el fin de facilitar la replicacion viral (Li et al., 2020).
Las proteinas estructurales forman parte de la conformacion viral y el vinculo principal
entre el genoma viral y la célula hospedera. La glicoproteina S es la mas importante
debido a su rol principal que es mediar la entrada viral a la célula y es responsable de

la virulencia in vivo, aunque puede inducir anticuerpos neutralizantes (Chen et al.,




2018). La proteina N es una proteina abundante, se une al RNA viral y lo empaqueta
como nucleocapside. La proteina M y E son proteinas de membrana que favorecen el
ensamblaje y construccion de los viriones, ademas de que juegan otros roles en la
activacion de la respuesta inmune (Li et al., 2020; Wang et al., 2019). La proteina
accesoria, ORF3, tiene actividad en formar canales de paso de idnes, ademas que

regula la replicacion viral y la virulencia (Wang et al., 2011).

2.1.1.3. Proteina spike o “espiga” (S)

La glicoproteina de tipo | espiga (S), es la responsable de la entrada del virus a la
célula blanco. En forma de trimero en la superficie del virus, media funciones
esenciales de unién al receptor y la subsecuente fusién de las membranas durante su
entrada a la célula (Li et al.,, 2016). Basado en andlisis de homologia entre los
coronavirus, esta proteina se puede dividir en dos: una porcion S1y una S2 (Imagen

3).

Varios estudios muestran que el segmento S1 es el segmento mas importante ya que
es responsable del reconocimiento del receptor de superficie celular, mediante el cual
se lleva una reaccion de protedlisis que permite la fusion de membrana (mediado
posteriormente por el segmento S2), la formacion de sincitios y la entrada del virus,
siendo el factor de infectividad mas importante del virus (Norman et al., 2021; Hu et
al., 2021). Este segmento esta comprendido por dos sitios activos de reconocimiento
a la superficie celular: un dominio amino terminal (NTD) y un dominio carboxilo terminal

(CTD).
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Imagen 3. Segmento de la proteina S, donde se resalta los fragmentos mas importantes de la proteina.

En el cuadro rojo se puede observar el segmento NTD.

2.1.1.3.1. Dominio amino terminal de la proteina S (NTD-S)

El segmento NTD-S tiene una porcion de 214 residuos de aminodcidos,
posicionandose desde el residuo 19 al 233 de la proteina S, (Imagen 3). Esta porcion

no contiene el segmento RBD (dominio de union al receptor) (Li et al., 2016).

Se ha demostrado que, dentro de toda la secuencia de la proteina S, el segmento NTD
es el que mas mutaciones ha presentado en los aislados en granjas de cerdos
infectados con VDEP (Li et al., 2011). Sin embargo, para un gran nimero de Alpha-
coronavirus, la pérdida del NTD en la proteina S se correlaciona con la pérdida del
tropismo entérico (Li et al., 2016). Varios articulos indican que el segmento NTD puede
interactuar con el co-receptor acido 5-N-acetilneuraminico (acido sialico), y la delecién
de este segmento demostré6 que VDEP tiene como blanco las células epiteliales y
glandulas del tracto respiratorio, células del tracto biliar y algunos
monocitos/macréfagos (Hu et al., 2021). Esto indica que el segmento NTD determina
la invasién, liberacién, tropismo tisular y los mecanismos de transmision entre especies

susceptibles, ademas que es considerado como un blanco en el desarrollo de vacunas.
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Su uso potencial también ha sido de interés para el desarrollo de pruebas de deteccion
oportuna, asi como de estudios de prevalencia del virus en granjas de la republica

mexicana (Garcia-Gonzélez et al., 2023).

2.1.1.4. Ciclo viral en cerdos del VDEP

Como se menciond, el virus es muy contagioso en cerdos, teniendo dos vias de
infeccion: una directa y otra indirecta. La via de infeccion directa esta ligada
principalmente por residuos fecales de los cerdos infectados, que entran en contacto
via oral con los cerdos sanos, infectandolos. El resto de las infecciones son por via
indirecta, mediante fomites, transporte en malas condiciones, baja bioseguridad en
granjas, vias de aerosol entre animales-empleados, por alimento contaminado, etc.
(Jung et al., 2020). Cuando el virus ingresa via oral o nasal, entra en contacto con el
epitelio intestinal, particularmente en la seccion media entre el yeyuno y duodeno,
llevandose a cabo el reconocimiento de la aminopeptidasa N porcina (pAPN) por la
proteina S, siendo este el factor de tropismo celular (Lee, 2015). En este punto, la
proteina S sufre un corte proteolitico que le permite la fusién de la membrana celular
y el virus, llevando la entrada del genoma viral a la célula. Al igual que otros
coronavirus, su genoma es reconocido como mRNA, por lo que es traducido por la
maquinaria traduccional celular para generar las proteinas ppla y pp2ab, las que
serviran para generar progenies de RNA genémico y RNA subgendémico (Liu & Gerdts,
2019). Del RNA subgendmico se obtiene la proteina N, la cual junto al RNA gendémico

forma la nucleocapside, que se forma en el compartimiento intermedio ER-Golgi
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(ERGIC), donde se integraran las proteinas S, M, E y ORF3 para formar los viriones

gue seran liberados por exocitosis (Imagen 4) (Lv et al., 2016).
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Imagen 4. Ciclo viral del VDEP. El reconocimiento e interaccion célula-virus se realiza a partir de la
unién pAPN y la proteina S. Una vez ingresado el genoma viral, este es traducido para dar presencia a
las proteinas pplay pp2ab, las cuales formaran los posteriores RNA gendmicos y subgendmicos (que
posteriormente daran lugar a las proteinas estructurales). El ensamblaje de los viriones ocurrira en el
ERGIC, donde posteriormente serdn liberados mediante exocitosis para seguir infectando células

(imagen tomada y editada de: Lee, 2015).
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2.1.2. SARS-CoV-2y la enfermedad de Coronavirus (COVID-19)

En diciembre del 2019 en Wuhan, China, fue identificado un individuo masculino con
signos y sintomas parecidos a una neumonia. Se identifico en el mismo afio que el
agente causante de dicha afeccion era un coronavirus y fue hasta el siguiente afio que
se le denomino y clasific6 como virus del Sindrome Respiratorio Severo Agudo 2
(SARS-CoV-2), un Beta-coronavirus, debido a la gran homologia genética que tiene
con el virus SARS-CoV (Rabaan et al.,, 2020). SARS-CoV-2 generd la pandemia
denominada COVID-19 desde febrero del 2020, con un rango de transmision de 3-4
personas y una tasa de mortalidad, al menos en México, de 38.2% entre el afio 2020-
2021 (Palacio-Mejia et al., 2022). La via de transmisién principal del virus es por
aerosol (particulas de secreciones nasofaringeas dispersas en el aire), y una vez
infectado el organismo, el virus se mantiene en incubacién durante 7-14 dias. Durante
este tiempo, el infectado puede o no manifestar signos y sintomas asociados, tales
como escurrimiento nasal, fiebre, tos seca o con flemas, fatiga, neumonia, estrés
respiratorio (disminucion de oxigenacién), en algunos casos diarrea, los cuales se
pueden agravar si el individuo presenta comorbilidades, principalmente hipertension,

diabetes y problemas cardiacos (Peng, 2020).
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2.1.2.1. Tratamiento e inmunoterapia contra la COVID-19

A partir de la pandemia actual, se comenzo con la carrera en el desarrollo y uso de
herramientas para mitigar o controlar las enfermedades ocasionadas por agentes
virales. Una de las mas tipicas son las vacunas. Las vacunas contra SARS-CoV-2 se
desarrollan usando virus completos, partes del virus, fragmentos de origen
recombinante o vectores que portan un fragmento genémico del virus (Yadav et al.,
2020), por ejemplo, la vacuna basada en mRNA viral, desarrollada por Moderna, o la
vacuna desarrollada por Novavax que usa la proteina S recombinante junto con un
adyuvante de tipo liposomal (Chung et al., 2021). Finalmente, el objetivo es estimular
una respuesta inmune eficaz, capaz de reducir y proteger de los estragos ocasionados
por la infeccion viral. Junto con esto, también se han desarrollado moléculas que
cumplen el objetivo de inhibir la proliferacion viral. Tal es el caso de Remdesivir, un
analogo de adenosina que inhibe la RbRp viral, evitando la propagacion del genoma
viral (Wang et al., 2020). También se han desarrollado tratamientos utilizando
anticuerpos neutralizantes purificados provenientes de sueros de pacientes
convalecientes a la infeccion por SARS-CoV-2, y han sido aprobados y reconocidos
por la FDA (Food and Drug Administration) como un tratamiento seguro y eficaz

(Batista & Foti, 2021).
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2.1.2.2. Estructura genética, proteinas y su funcion del SARS-CoV-2

Al igual que el resto de los Coronavirus, el Beta-coronavirus SARS-CoV-2 es un virus
envuelto que poseen un genoma de una sola cadena de RNA de aproximadamente
27-32 kb, en sentido positivo (Imagen 5), que de esta forma le permite ser reconocido

como un mRNA una vez dentro de la célula infectada (Artika et al., 2020).
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Imagen 5. Representacion de la secuencia genética del SARS-CoV-2, la cual consta de caracteristicas
que le permiten ser identificada como un mRNA (5’ Cap y cola poli-A 3’) (imagen tomada y modificada

de: Nagvi et al., 2020).

Estructuralmente, el virus consta de una nucleoproteina (N) que forma la capside
interna, propiciando al empaquetamiento del genoma viral, el cual a su vez es
empaquetado por la asociacion de otras 3 proteinas estructurales: la proteina de
membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina espiga (S), el cual dicho
arreglo resulta en un virus con la tipica caracteristica de corona (Wang et al., 2020). Al
igual que su homologo VDEP, SARS-CoV-2 también incluye 16 proteinas no
estructurales (Nspl1-16), las cuales estan involucradas en el procesamiento del

genoma viral, modulacion de vias de sefializacion en la célula hospedera, modulacion
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de las membranas del reticulo endoplasmico, la presencia de una RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp), modulacién de procesos de replicacion y transcripcion,
entre otras funciones que garantizan la proliferacion de las particulas virales,
necesarias para la formacion de viriones. Cabe mencionar que, en comparacion del
virus VDEP, SARS-CoV-2 no cuenta con una proteina accesoria (Artika et al., 2020;

Wang et al., 2020).

2.1.2.3. Proteina de membrana (M)

La proteina M es uno de los componentes mas importantes en el virus debido a que
juega un rol en el ensamblaje de los viriones, particularmente en su forma y tamafio,
ademas que permite el correcto ensamblaje de otras proteinas estructurales, tales
como la proteina S, E y N (Mahtarin et al.,, 2020). La proteina cuenta con
aproximadamente 222 residuos de aminoacidos, los cuales conforman una proteina
glicosilada con 3 dominios membranales, esenciales para el ensamblaje de las
particulas virales (Fu et al., 2021). Varios analisis comparativos muestran que la
proteina M es una de las proteinas mas conservadas entre los Beta-coronavirus v,
particularmente, entre las variantes de SARS-CoV-2 (98% de identidad) (Bianchi et al.,
2020). En este mismo sentido, se han hecho comparaciones entre proteinas M de los
Beta-coronavirus que mas impacto han generado en humanos (SARS-CoV-2, SARS-
CoV y MERS-CoV) y se ha demostrado que la proteina M de SARS-CoV-2 presenta 2
regiones muy antigénicas en el extremo carboxilo terminal que le permiten tener mayor
reconocimiento en superficies celulares comparado con sus homoélogos virales (Alharbi

et al., 2021). Inmunoensayos usando regiones antigénicas recombinantes de la
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proteina M muestran que produce respuestas humorales y celulares, ademas de que
produce titulos de anticuerpos altos, tanto IgM como IgG, en pacientes convalecientes,
detecciones realizadas aun después de 10 dias posteriores de su recuperacion (95%
de reconocimiento) (Lopandi¢ et al., 2021). Por los aspectos anteriores, esta proteina

sigue siendo considerada como un inmunégeno potencial.

2.1.2.4. Ciclo viral en humanos del SARS-CoV-2

Como se menciond al inicio, la infeccion por SARS-CoV-2 en humanos se da por
contacto de menos de 3 metros de distancia a través de transmision nosocomial. Una
vez dentro del organismo, el primer paso de la infeccion viral es la union del virus con
los receptores de las células hospederas, particularmente, la interaccion de la
glicoproteina S, a través del dominio de unién al receptor (RBD), con células que portan
el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (Hartenian et al.,
2020). La union permite generar una reaccion de protedlisis entre la porcién S1y S2,
activando esta ultima, permitiendo la invaginacién del virus en la membrana celular
(Nagvi et al., 2020). Una vez incorporado en la célula, el genoma es reconocido como
un mensajero y es traducido por la maquinaria de traduccion de la célula, permitiendo
obtener las proteinas no estructurales que participardn en la formaciéon del complejo
RdRp (RNA polimerasa dependiente de RNA), con lo que se obtendran subgenomas
en sentido negativo y mRNAs subgenémicos que permitirdn la formacién de mas
genomas completos positivos y la traduccion de las proteinas estructurales (Kirtipal et
al., 2020). Los genomas completos positivos son unidos por la proteina N y anclados

al ERGIC, en donde las proteinas M, E y S se posicionan de tal manera que conforman
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lo que resultard en la capside viral. Una vez hecho esto, el viridbn envuelto sera

exportado fuera de la célula por exocitosis (Satarker et al., 2020; Kirtipal et al., 2020)

(Imagen 6).
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Imagen 6. Mecanismos de entrada y patogénesis del SARS-CoV-2. La via de entrada del virus puede
ser de 2 maneras: por endocitosis y por fusion directa, las cuales dependen de la interaccién con el
segmento RBD viral y el receptor ACE2. Su ingreso permitird la traduccién del RNA viral para llevar a
cabo la produccion de mas material genético, a través del complejo RbRp, y la expresién de las
proteinas estructurales responsables en el empaquetamiento del genoma, asi como también la
formaciény liberacion de viriones mediante exocitosis (imagen tomada y modificada de: Lam-Cabanillas

etal., 2021).
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2.2. Vacunas

Una vacuna es una suspension de microorganismos, 0 virus, que pueden estar
atenuados, inactivos, tener fragmentos o productos derivados de ellos, la que se
administra a un organismo (ya sea de manera independiente o con algun adyuvante)
para producir una respuesta de tipo inmune, con el objetivo de generar proteccion
frente a contactos posteriores con el agente del que se ha vacunado (Martinez-Mateo

et al., 2012).

La vacunacion ha sido parte de la cultura ancestral desde la antigua China, donde los
conocimientos empiricos han ido pasando entre generaciones hasta llegar a los
impulsores de este fendbmeno, entre los que se destaca a Edward Jenner, con su
vacuna con la viruela vacuna, o Louis Pasteur, con su vacuna de virus atenuados de
la rabia, asi llegando hasta la actualidad, donde la tecnologia y los métodos de
manipulacion genética han permitido tener una variedad amplia de biologicos que
pueden prevenir muchas infecciones. Cabe mencionar que Jenner y Pasteur también
son dos ejemplos de la introduccion de las vacunas en animales (Quezada, 2019). En
la aplicacion de vacunas, la busqueda de la inmunogenicidad es el objetivo principal,
y esto depende de 3 factores: caracteristicas propias del antigeno (filogenia, patrones
de modificacion, contaminantes, etc.), aspectos intrinsecos del huésped (genéticos,
infecciones concomitantes, etc.) y relativos a la administracién (dosis, ruta de
administracion, duracién de efectos, intervalo de dosis, etc.) (Lopez-Hoyos et al.,

2003).
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2.2.1. Tipos de vacunas

El tipo de vacunas varia principalmente del tipo de antigeno que se esta incorporando.
Los primeros tipos de vacunas fueron a base de patdgenos atenuados, las cuales se
les disminuia la concentracion biologica y medio activo para generar una infeccion
menor que permitiera producir la respuesta inmune esperada (Miguel-Hernandez et
al., 2012). Actualmente su atenuacion se debe a procesos fisicos, quimicos o por
modificaciones genéticas, disminuyendo su patogenicidad, pero manteniendo la
capacidad inmunoestimulante (Liu et al., 2021). Con el desarrollo biotecnoldgico, se
pudieron obtener vacunas con base en moléculas propias del patégeno o de origen
recombinante (principalmente proteinas), las cuales se benefician por aumentar la
seguridad de la vacuna. Sin embargo, muchos de estos biolégicos no generan una
respuesta inmune fuerte, por lo que suele incorporarse un adyuvante para potenciar el
efecto del inmunégeno (Payne, 2017). En la pandemia actual, se implementaron
modelos mejorados de vacunas. Las vacunas basadas en vectores implementan la
capacidad de transportar genes que producen proteinas muy antigénicas cuando se
incorporan en el organismo, y se han caracterizado por ser seguras y eficaces al
momento de generar una respuesta inmune especifica (Ura et al., 2014). Otro modelo
son las vacunas basadas en particulas tipo virus (VLPS), preparaciones
supramoleculares multiproteinicas que generan respuestas especificas equivalentes a
las de un virus, las cuales han sido implementadas como candidatos a vacunas contra

la COVID-19 (Yadav et al., 2019).
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2.2.2. Vacunas de tipo recombinante

Las vacunas de tipo recombinante, también conocidas como vacunas de subunidades
antigénicas, surgen a través de la implementacion de modificar el ADN y de la
capacidad de obtener antigenos que provocan inmunidad y una capacidad protectora
eficaz para prevenir una enfermedad (Burnette, 1991). Si bien estos antigenos tienen
la capacidad de generar una reaccidn inmunogénica, lo cierto es que muchos
antigenos no logran una reactividad adecuada, por lo que en la formulacion de vacunas
se suele acoplar el antigeno con moléculas transportadoras o acarreadores
(adyuvantes) que mejoran o impulsan la respuesta inmune comparado con el antigeno
por si solo (Imagen 7) (Dingermann, 2007). Actualmente existen métodos distintos
para el desarrollo de vacunas recombinantes, entre los cuales estan: sintesis de
péptidos (método que consiste en el desarrollo de péptidos quimicamente sintetizados
gue contienen epitopos relevantes acoplados a acarreadores), por microorganismos
(para la obtencién de proteinas recombinantes a través de bacterias o levaduras),
cultivos celulares (el mas usado por las farmacéuticas debido a que se obtienen
proteinas con caracteristicas cercanas a una estructura nativa o con modificaciones),
y plantas transgénicas (uno de los modelos menos usados para obtener proteinas
debido a las modificaciones exclusivas en plantas) (Soler et al., 2007; Dingermann,

2007).
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Imagen 7. Ejemplo del esquema general de la reaccion inmunogénica usando una vacuna recombinante
contra COVID-19. La aplicacién de la vacuna puede desencadenar la formacion y presencia de
receptores celulares especificos e inducir una respuesta inmune innata desde el sitio de inyeccion. Esta
respuesta a su vez induce al sistema inmune adaptativo por movilizacion de células presentadoras de
antigenos (APCs), mejorando la presentacion de antigenos a las células T cooperadoras CD4*.

Dependiendo del fenotipo, las células T pueden estimular la proliferacion especifica de anticuerpos por

Antigen
Presenting Cell

Naive T-cell

Immunization

CD8*T cell

T cell activation
e.g. IL-2, IFNy, TNFa

CD4*T cell

B cell activation
e.g.IL-4,IL-13

\,-\6}-
‘f}‘\‘

Memory B cell

Immune reaction to infection

. I
/
—p \ . ) Lysis of infected cells
{ | —> @ @ : and clearance of virus

effector CD8' T cell
‘
ili =
virus neutralizing y —
Abs can block / B

Virus neutralized by
antibodies

RBD hmdmglo/"
ACE2

Y ;
Qo S —& )
LY \
T e =\
A /’ P lly ad
Antibody \—’ otentially adverse immune reactions
producing v
plasma cell ”/

Abs may
increase viral
uptake by APCs

Antibody-dependent

B FcyR enhancement of viral

infection
3 \inﬂamalory Th2
| Cytokines
9
CD4*T cell
IL-5 \ .
L) Th2-induced

immunopathology

. Eosinophils

células B 0 a las células T CD8* efectoras (imagen tomada de: Pollet et al., 2021).

20

—

—t



2.2.2.1. Proteinas recombinantes obtenidas de microrganismos

La ingenieria genética permite obtener proteinas de organismos con un uso
terapéutico potencial y en cantidades elevadas. El uso de microorganismos, tales
como bacterias o levaduras, permite la produccion de proteinas recombinantes de
manera dinamica y con posibilidad de escalamiento. El sistema de expresion mas
empleado es el de E. coli (alrededor del 30% de las proteinas recombinantes de uso
terapéutico son producidas en este sistema de expresion), y esto se debe a que
presenta una serie de ventajas. En primer lugar, el genoma de esta procarionte se
conoce hace ya varios afios; en segundo lugar, se conoce su fisiologia y metabolismo;
en tercer lugar, existe una amplia gama de vectores bien establecidos para la
produccion de recombinantes y, por ultimo, es de facil crecimiento en medios muy
simples (Lara, 2011). Para llevar a cabo esto, es necesario, primero, transformar al
microorganismo mediante la incorporacion de material genético heterdlogo de interés
(clonado en un vector de expresion), a través de métodos de transformacion genética
(mediante choque térmico, por ejemplo). Posteriormente, es necesario inducir la
expresion del gen mediante inductores (lactosa o IPTG si el vector contiene el operon
lac), de tal manera que se produzca la proteina de interés (mediante fermentacion o
extraccién), se solubilice para recuperar una conformacién cercana a la estructura
nativa y su purificacion para su uso terapéutico (Overton, 2014; Garcia et al., 2013)

(Imagen 8).
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Imagen 8. Esquema general del proceso de produccion de proteinas recombinantes en E. coli. (imagen

tomada de: https://lifescience.biomedal.com/servicios/expresion-y-purificacion-de-proteinas-

recombinantes).

2.2.2.2. Adyuvantes o moduladores de la respuesta inmune

Los adyuvantes son componentes criticos en el desarrollo de vacunas recombinantes
0 vacunas de subunidades efectivas, ya que son incorporados en las vacunas blanco
contra patdgenos para propiciar el reconocimiento del antigeno por el sistema inmune,
a traves de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que incluyen los
receptores tipo Toll (TLR), receptores de proteinas de oligomerizacion de unién a
nucleétidos (NLR) y los receptores del gen-Il inducible por &cido retindico (RLR) (Reed
et al., 2020). Con el continuo desarrollo de la nanotecnologia, ha sido posible generar
nuevos adyuvantes con la actividad requerida y con mayor seguridad. Actualmente,
los adyuvantes se pueden clasificar en dos categorias: moléculas
inmunoestimulatorias, que interactian con receptores especificos para estimular una
respuesta inmune, y los sistemas de entrega, los cuales no solo protegen al antigeno

de la degradacion sino, ademas, potencian la respuesta inmune de forma adhesiva a
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nivel celular o tisular, capaces de abrir uniones estrechas entre células del sistema
porta y promover el transporte de antigenos por vias alternas efectivas en la
estimulacién de inmunidad (Jin et al.,, 2019). Los adyuvantes o nanoparticulas de
naturaleza lipidica han sido de los sistemas de entrega mas empleados actualmente
en las vacunas. Su naturaleza basada en lipidos, como colesterol, fosfolipidos, acidos
grasos modificados, saponinas, etc., o la combinacion entre estos, les permite tener
una versatilidad en su desarrollo, interaccién y contacto con el organismo al que se va
a incorporar. Debido a su conformacion, estas particulas varian en cuanto a nimero
de capas, cambios superficiales, polaridad, fluidez, que depende principalmente de su
conformacion, y esto repercute, por lo tanto, en la interaccion con el antigeno, el cual
puede ser transportado de manera superficial o puede ser encapsulado (Imagen 9)
(Tsakiri et al., 2021; Jin et al., 2019). Distintos estudios indican que el tamafio de las
particulas impacta en la actividad biol6gica, debido a que la complejidad de la
estructura del adyuvante le permite tener mayor grado de interaccion en la superficie

celular y portar mayor concentracion de antigeno (Shah et al., 2014).
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Imagen 9. Modelo de interaccién entre la nanoparticula lipidicas y el antigeno (imagen tomada de:

Kheirollahpour et al., 2020).

2.2.2.2.1. Acido glicirricinico (GA) y su uso en adyuvantes

En el desarrollo de adyuvantes de tipo lipidicos, algunos de estos estan compuestos
por saponinas, las cuales representan un papel importante en la interacciéon entre la
nanoparticula lipidicas y el antigeno. El GA, un componente bioactivo obtenido de la
raiz de la planta Licorisa (Glycyrrhiza glabra), es una molécula anfifilica, que
representa un segmento hidrofilico compuesto por dos acidos glucurénicos, y una
parte hidrofilica, compuesta por el residuo del acido glycyrrhetico (Imagen 10), y que
ha sido ampliamente usada en la vieja China, Egipto y Japén (Pastorino et al., 2018).
Existen multiples trabajos asociados que demuestran sus capacidades o su actividad
bioldgica (antiviral, anticancerigeno, antimicrobiano, etc.), sin embargo, hay muy pocos

trabajos enfocados en el desarrollo y aplicacién del GA como acarreador (Selyutina et
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al., 2019). Debido a que se comporta como una saponina (por su naturaleza anfifilica),
su forma monomérica a pH 7 adn en concentraciones de hasta 12 mM, y tomando en
cuenta las caracteristicas estructurales (donde sus dos partes pueden formar
asociaciones con moléculas de la misma naturaleza), le ha permitido ser usado como
un blanco en el desarrollo de adyuvantes acarreadores (Matsuoka et al.,, 2016;
Selyutina et al., 2019). Existen estudios que demuestran que el acoplamiento del GA
en nanoparticulas lipidicas permite generar una respuesta inmune potenciada. Zhao y
colaboradores (2011) desarrollaron una formulacion de nanoparticulas lipidicas con
GA acoplados con un antigeno del virus de la enfermedad de Newcastle, y obtuvieron
resultados que indicaban que no solo la formulacion generaba un incremento de titulos
de anticuerpos sino, ademas, un incremento en subpoblaciones de linfocitos (CD4+ y
CD8+), esto en comparacion con los tratamientos controles. Otro reciente ensayo
(Urban-Morlan, 2015), esta vez usando micelas de GA, mostraron que,
interesantemente, el GA no solo mostré su capacidad antiviral disminuyendo titulos
virales en cultivos celulares infectados por el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRS), sino que también tenia capacidades antioxidantes,
otorgando mayor resistencia a las células infectadas y disminuyendo la muerte celular
del cultivo, aspecto caracteristico de la infecciébn por PRRSV. Estos y otros trabajos

relacionados muestran que el GA es un buen acarreador de antigenos.

25

—
| —



COOH
0. (

O
COoH

26

—

—t



3. JUSTIFICACION

Actualmente, la pandemia generd una carrera creciente en el desarrollo de vacunas,
no solo para la salud publica, sino también para la salud animal. Un desafio importante
en el desarrollo de vacunas es el disefio y la seleccidn de un vehiculo adyuvante para
la entrega de moléculas o antigenos, dado que la inmunogenicidad de un antigeno se
puede mejorar mediante la adicion de un adyuvante. Por lo tanto, el desarrollo de
adyuvantes es de gran importancia ya que pueden ser vistos como un modelo de
equilibrio que logra el maximo aumento de la respuesta inmune (adyuvanticidad) con
efectos secundarios perjudiciales minimos en el huésped (reactogenicidad). Dentro de
sus componentes, las saponinas juegan un rol importante en la respuesta causada por
el nanocomplejo. En este sentido, el GA ha adquirido gran interés farmacéutico,
principalmente como agente en el desarrollo de sistemas de entrega de farmacos o
compuestos inmunoestimulantes (antigenos, por ejemplo). Recientemente, se ha
demostrado que las LNPs-GA tienen la capacidad de modular la respuesta inmune,
incrementando los efectos de inmunidad humoral y, al mismo tiempo, regular los
mediadores de la inflamacién, por lo que extiende aln méas su uso con fines
terapéuticos. Asi mismo, las proteinas recombinantes tienen suma importancia debido
a su empleo como antigenos en el desarrollo de vacunas (vacunas de subunidades
antigénicas). Por ello, el uso de los antigenos recombinantes M del SARS-CoV-2 y
NTD-S del VDEP, acoplados con las LNPs, podrian favorecer el desarrollo de
estrategias para mitigar los eventos infecciosos por los Coronavirus, ya sea para

medicina publica o veterinaria.
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4. HIPOTESIS

El complejo de nanoparticulas lipidicas con &cido glicirricinico acoplado a proteinas
recombinantes de coronavirus potenciara la respuesta inmunogénica en ratones
inoculados, por lo que aumentara la inmunidad humoral (produccion de anticuerpos) y
la respuesta celular (produccién de citocinas) contra las proteinas recombinantes

virales.

5. OBJETIVO

Evaluar los efectos inmunogénicos de una formulaciébn a base de nanoparticulas
lipidicas con &cido glicirricinico acopladas a proteinas estructurales recombinantes de

Coronavirus.

5.1. Objetivos especificos

Desarrollar y obtener un complejo de nanoparticulas con GA acoplado con

proteinas recombinantes de Coronavirus.

e Caracterizar la formulacion del complejo de nanoparticulas de GA acoplado con
proteinas recombinantes.

e Evaluar el efecto del complejo inmunoestimulante con GA acopladas a
proteinas recombinantes de coronavirus sobre la produccion de anticuerpos
circulantes.

e Evaluar el efecto del complejo inmunoestimulante con GA acopladas a

proteinas recombinantes de coronavirus sobre la produccién de citocinas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Modelo del desarrollo experimental

Material y Método
(fases experimentales)

Fase 1 Fase 2
|
[ | [ |
Desarrollo de Desarrollo de antigenos Evaluacién de la Evaluacién de la L -
. Evaluacién estadistica
LNPs-GA recombinantes respuesta humoral respuesta celular
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Desarrollo de LNPs-GA Desarrollo de un sistema de expresion Uso de sueros de ratones Evaluacion estadistica
e . ( Prascins o
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Caracterizacion Expresion y purificacion Sangrado de la cola cada 7 dias P.I. Evaluacion de citocinas mediante

kit comercial

Obtencién de suero

Evaluacion de produccién de anticuerpos




6.2. Desarrollo de nanoparticulas lipidicas con acido glicirricinico
(LNPs-GA)

Para la obtencion de las LNPs-GA se empled el método de filme lipidico (o método de
hidratacion de filme) descrito por Copland et al., (2000) y Demana et al., (2005), a los

cuales se le hicieron modificaciones con respecto a la incorporaciéon de la saponina.

En un matraz de 50 mL se coloc6 una mezcla de fosfolipidos (L-a-Phosphadidylcoline
Sigma® cat P35556) y colesterol (Sigma® cat C8686) en una relacion 2:1 (6 mL/3 mL),
respectivamente, a una concentracion de 10 mg/mL para ambos componentes,
disueltos en cloroformo. La mezcla se dejé a temperatura ambiente durante 24-36 h
hasta que se evapord el cloroformo, asi formando el filme lipidico. El filme fue
rehidratado con 6 ml de saponina (GA) a una concentracion de 10 mg/mL (20 pM) y
con 24 mL de Tris-HCI 140 mM pH 7.4 filtrado. El filme fue homogenizado mediante
agitacion magnética (100 rpm) durante 10 min, hasta homogenizar completamente.
Una vez pasado este tiempo, la mezcla fue homogenizada a 15 000 rpm durante 10
min en el equipo IKA T18 Digital UltraTurrax®. Posteriormente, la mezcla
homogenizada fue pasada en filtros de 0.8, 0.45 y 0.2 um. Puesta en un frasco &mbar

y conservada a 4 °C hasta su uso.
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6.3. Clonacion, expresion y  purificacion de  biolégicos
recombinantes

Para la obtencion de los antigenos recombinantes, los procesos de clonacion y

expresion fueron llevados a cabo acorde con lo descrito por Lara-Romero et al., (2022).

6.3.1.Proteina de membrana recombinante (rM) del virus SARS-CoV-2

6.3.1.1. Amplificacion del marco de lectura codificante del gen M

Muestras de cDNA correspondientes al virus SARS-CoV-2 fueron obtenidas de
muestras pacientes con Covid-19, proporcionadas por la Dra. Maricarmen Quirasco
Baruch, de la facultad de quimica, UNAM. Oligonucleétidos correspondientes al marco
de lectura del gen M (Fw 5’- GCA GAT TCC AAC GGT ACT ATT ACC-3’; Rv 5’- GCG
CTA CTA CTG TAC AAG CAA AGC-3) fueron disefiados a partir de la secuencia de
referencia del primer aislamiento de SARS-CoV-2 (niumero de acceso: MN908947) y

fueron empleados para la reamplificacion del gen M.
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6.3.1.2. Clonacion del gen M en el vector pJET1.2/blunt

Los fragmentos amplificados del gen M (672 pb), 5640 y 5592, se purificaron directo
de reaccion mediante el kit comercial FAVORGEN® Gel/PCR Purification Mini Kit. Las
muestras purificadas fueron empleadas para la insercion en el vector de resguardo
pJET1.2/blunt. Las muestras obtenidas de PCR se cuantificaron en el gel de
electroforesis con respecto al marcador de masa molecular de concentraciones
conocidas. Los insertos fueron usados en una reaccion molar 1:3 (vector/inserto) en
bafer 2X (10 pL), enzima bluting DNA (1 pL) y agua grado biologia molecular (4 ul)
para completar el volumen hasta 18 pL. Se incub6 a 70 °C durante 5 min.
Inmediatamente la mezcla se colocd en hielo y se agregd el vector Invitrogen™
pJET1.2/blunt 50 ng/pL (1 pL) y la enzima ligasa (1 uL) para asi completar un volumen
final de 20 pl. Se incubd a 25 °C durante 24 h. La reaccion fue posteriormente usada

para transformar células bacterianas competentes.

6.3.1.3. Transformacion de células competentes de Escherichia coli (E.

coli)

Los productos de ligacién (vector + inserto M) de las muestras 40 y 92 fueron usados
para la transformacion de células competentes E. coli OneShot Top 10 (Invitrogen).
Las células fueron preparadas acorde a lo descrito por Cohen et al., (1972). Para
comenzar, un precultivo de 5 ml de medio Luria-Bertani (LB), crecido a 37 °C por 18 h,
se empled para inocular 50 mL de medio LB que posteriormente se incubaria para

alcanzar una densidad 6ptica (DO) de 0.35 unidades de absorbancia (UA) a 600 nm.

32

—
| —



Una vez alcanzada la DO, el cultivo se colocé en un tubo de 50 mL y se incub6 en
hielo durante 10 min. Se obtuvieron las células del cultivo mediante centrifugacion a
8000 rpm durante 25 min, donde posteriormente se desechd el sobrenadante. El
paquete celular se resuspendié en 15 mL de bdfer frio MgClz-CaClz (80-20 mM,
respectivamente). Se obtuvieron las células por centrifugacion y se descarto el
sobrenadante. El pellet se resuspendié con 1 mL de bufer CaClz 0.1 mM frio. En este

punto las células son competentes.

200 pL de células competentes se usaron para la transformacion. El vector se empled
en un volumen menor a 10 pL e inferior a 50 ng de ADN para la transformacién. La
mezcla fue colocada en hielo durante 30 min y se llevé a choque térmico a 42 °C por
90 seg. La muestra se coloco en hielo de 1 a 2 min. Se adicion6 800 uL de LB en el
tubo y las células se incubaron a 37 °C durante 45 min. Finalmente, se colocaron 200
uL del cultivo de células procesadas en placas de agar LB mas antibiético (Ampicilina)

y se dejaron crecer a 37 °C por 24 h.

Las células positivas a la transformacioén (colonias crecidas en la placa con antibiético)
fueron seleccionadas (seleccién por colonia) y colocadas en 5 mL de medio LB con
antibiotico (Ampicilina 100 pg/mL). Las colonias fueron incubadas a 37 °C durante 24

h.
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6.3.1.4. Extraccion y analisis del DNA plasmidico

Se procedio a extraer los plasmidos de las células transformadas con el ADN del
inserto (gen M) de las muestras 40 y 92 mediante el kit comercial FAVORGEN®
Plasmid Extraction Mini Kit. Para determinar la integridad del plasmido y el inserto
correspondiente al gen M de cada transformacion, se realiz6 una PCR de los
plasmidos obtenidos y, posteriormente, se realizo una electroforesis en gel de agarosa
(1%) para determinar la presencia de dicho inserto. Con la informacion del gel se pudo

realizar la clonacion en el vector de expresion.

6.3.1.5. Clonacion del gen M en el vector de expresion pET-SUMO

Debido a que la muestra 92 presentaba bandas de amplicon del gen M mas intensas
con respecto a la muestra 40, se decidié continuar a la siguiente fase con la muestra
92. Los fragmentos amplificados por PCR del inserto/gen M (672 pb) de la muestra 92,
que se encontraban en los plasmidos de resguardo (pJET-M) se purificaron directo de
reaccion mediante el kit comercial FAVORGEN® Gel/PCR Purification Mini Kit. Las
muestras purificadas fueron empleadas para la insercion en el vector de expresion
Invitrogen™ Champion™ pET-SUMO. Las muestras obtenidas de PCR fueron
cuantificadas en el gel de electroforesis con respecto al marcador de peso molecular
de concentraciones conocidas. Los insertos fueron usados en una reaccion molar 1:3
(vector/inserto) en bufer 10X (1 uL), vector de expresion (2 L), inserto (4 uL), ligasa
(1 pL) y agua grado biologia molecular (2 pL) para completar el volumen hasta 10pL.
Se incubd a 25 °C durante 24 h. La reaccion fue posteriormente usada para

transformar células competentes de E. coli.
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Posterior a la clonacion, se prepararon, empleando el mismo proceso anteriormente
descrito, células competentes de E. coli OneShot Top 10 (Invitrogen) para llevar a cabo
su transformacion. Las células positivas a la transformacion (colonias crecidas en la
placa con antibidtico) fueron seleccionadas (seleccion por colonia) y colocadas en 5
mL de medio LB con antibiotico (Kanamicina 50 pg/mL). Las colonias fueron incubadas

a 37 °C durante 24 h.

6.3.1.6. Evaluacion del inserto en el vector

Se procedio a extraer los plasmidos de las células transformadas con el ADN del
inserto (gen M) mediante el kit comercial FAVORGEN® Plasmid Extraction Mini Kit.
Para determinar la integridad del plasmido de expresion y el inserto correspondiente
al gen M de cada transformacion, se realiz6 una PCR de los plasmidos obtenidos y
una electroforesis en gel de agarosa (1%) para determinar la presencia de dicho

inserto.

De manera consecutiva, se realizé una 29 PCR para determinar la orientacion del
inserto con respecto al origen de replicacion. Para esto, se realizé una mezcla de
reaccion con bufer 10X (2.5 yL), dNTPs 10X (0.5 pL), primer T7-Rev correspondiente
a la region terminadora del vector de expresion (0.5 pL), primer Fw gen M (0.5 pL),
MgCL 25 mM (2.5 pL), Taq polimerasa (0.5 yL) y agua grado biologia molecular (13

pL) para alcanzar un volumen de 20 pL.
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A esta mezcla se incorporé 5 pL de una dilucién 1:10 de plasmidos de las células
transformadas y se procedié a realizar la PCR (TM= 67 °C). Los analisis fueron
observados en electroforesis de gel de agarosa (1%). A un lado a esto, las muestras
gue mostraron orientacion fueron evaluadas para determinar la integridad del inserto
en el vector de expresion mediante secuenciacion. El inserto en el vector fue
secuenciado usando los iniciadores del vector pET-SUMO (Fw-SUMO y T7-Rev) y los
iniciadores correspondientes al gen M (RYMCOV y FwWMCOV), en la unidad de
secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT, UNAM), mediante secuenciacion

automatizada en un equipo Applied Biosystems.

6.3.1.7. Obtencion de cepas sobreproductoras de la proteina
recombinante

Un producto de la muestra 92 (vector de expresion pET-SUMO-M) fue usado para
transformar células de expresién competentes BL21/DE3 (INVITROGEN) mediante el
procedimiento mencionado (ver apartado “Preparacién de células competentes de E.

coli y transformacion”).

Las células positivas a la transformacién (colonias crecidas en la placa con antibiético)
fueron seleccionadas (seleccion por colonia) y colocadas en 5 ml de medio LB con
antibiético (Kanamicina 50 pg/ml). Las colonias fueron incubadas a 37 °C durante 24

h.
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6.3.1.8. Expresion de la rM en la cepa BL21/DE3

Las células se cultivaron en medio liquido (10 mL de medio LB mas 50 pL de
Kanamicina), y se cultivaron durante 24 h a 37 °C, 250 rpm. Las células se recultivaron
en medio liquido (10 mL de medio LB sin antibiético) a una absorbancia de 0.1
(ODsoonm), Y se dejaron en crecimiento a 37 °C, 250 rpm, durante 1 h y 30 min, hasta
alcanzar una absorbancia (ODsoonm) de 0.5. Una vez alcanzada esta absorbancia, se
afiadieron 30 pL de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), a una concentracion
final de 1.5 mM, para inducir el promotor que expresara a la proteina M, y se dejé en

crecimiento el medio durante 24 h, 37 °C, 250 rpm.

Pasado este tiempo, el cultivo fue alicuotado en tubos de 1 mL (volimenes de cultivo
de 150-200 pL), y fueron centrifugados a 10 000 rpm por 3 min. Los tubos fueron
decantados y se conservo el pellet celular. Para el analisis de expresion se utilizaron
dos tubos, el resto fue almacenado a -20 °C. Un tubo fue tratado con 60 pL de bufer
reductor 1X (Tris base, SDS, B-mercaptoetanol, glicerol y azul de bromofenol), se
homogenizo el pellet y se incubé a bafio maria durante 10 min. El segundo tubo con
células fue tratado adicionalmente con Sarcosyl al 10% y también se le agreg6 bufer

reductor.

Se prepararon 2 geles de poliacrilamida (12% de acrilamida mas SDS al 10%), los
cuales se colocaron en camara de corrida para SDS-PAGE con su respectivo bufer
(Tris base, glicina y SDS). Las muestras reducidas fueron cargadas (15 y 20 uL) a los
geles y se corrieron a 75 V (15 min) y 100 V (2 h). Finalizado el proceso, uno de los

geles fue puesto en solucion de Coomassie (metanol, acido acético glacial y azul
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brillante de Coomassie), durante 45 min de tefiido y 15 min de destefido (solucion

metanol y acido acético glacial).

El otro gel fue empleado para realizar la transferencia (método semi-seco) de las
muestras en membrana de nitrocelulosa. La membrana y el gel fueron puestos en bufer
de transferencia (Tris base, glicina, SDS, metanol) durante 15 min. Papel filtro fue
humedecido con bufer de transferencia y se colocé en el equipo Bio-Rad® Trans-Blot
SD Semi Dry Transfer cell (2 capas). Posteriormente, se colocé la membrana de
nitrocelulosa encima del papel filtro y después el gel de poliacrilamida que contiene las
muestras de interés. Finalmente se colocé 2 capas de papel filtro y se puso la cubierta

del equipd. La transferencia se realiz6 durante 50 min a 24 V.

6.3.1.9. Expresion de proteina rM mediante Inmunodeteccion

Se realizé el andlisis de la proteina rM mediante western blot. Posterior a la
transferencia, la membrana se coloc6é en bufer de lavado (PBS-Tween 20 al 1%)
durante 5 min. Fue bloqueada con leche descremada light al 5% durante 2 h a

temperatura ambiente, 70 rpm.

Se retird la leche e inmediatamente se colocé el anticuerpo primario anti-histidina
(anticuerpo monoclonal que detectara la cola de polihistidina que esta en el dominio
N-terminal de la proteina rM), durante 2 h a temperatura ambiente, 70 rpm. La
membrana fue lavada con bufer de lavado 3 veces (cada lavado consta de 10 min) y
se cambid de recipiente, en donde se incorporé el anticuerpo secundario anti-ratén

(anticuerpo monoclonal que detectara al anticuerpo primario) y se dejé en incubacion
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durante 2 h a temperatura ambiente, 70 rpm. Finalizado el tiempo, la membrana fue
lavada 3 veces (10 min en cada lavado) y dispuesta para el revelado. Al mismo tiempo,
se prepararon 20 mL de la solucion de revelado (PBS pH 7.4 filtrado, 0.0125 g de DAB
y 25 puL de H202). En un recipiente se coloco la solucion de revelado y se colocé la
membrana hasta esperar la reaccion de expresion (bandas de revelado en la masa
molecular de la proteina rM, mediante reaccién por oxidacion), la cual se paro

colocando la membrana en agua destilada.

6.3.2. Dominio N-terminal de la proteina S recombinante (rNTD-S) del
virus VDEP

La secuencia codificante del fragmento NTD de la proteina S (NTD-S) del VDEP (909
pb), obtenido de la secuencia de referencia PEDV/MEX/MICH/01/2013 (nimero de
acceso: KY828999) (Lara-Romero et al., 2018), fue previamente clonado en el vector
y sistema de expresién pET-SUMO y BL21/DE3, respectivamente, por el grupo de
trabajo del laboratorio de virologia Il en el CENID-SAI. Para su andlisis y obtencién, se
siguié el protocolo de expresién y evaluacion de la proteina rM de SARS-CoV-2,

previamente descrito.

6.3.2.1. Obtencion y solubilizacion de la proteina rNTD-S

Las células se cultivaron en medio liquido (200 mL de medio LB sin antibiético) a una
absorbancia de 0.1 (ODesoonm), Y Se dejaron en crecimiento a 37 °C, 250 rpm, durante
1 h y 30 min, hasta alcanzar una absorbancia (ODsoonm) de 0.5. Una vez alcanzada

esta absorbancia, se afladié 600 uL de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), a
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una concentracion final de 1.5 mM, para la induccion del gen que expresara a la
proteina rNTD-S, y se dej6 en crecimiento el medio durante 24 h, 37 °C, 250 rpm. Las
células fueron lisadas mediante el método fisico de homogenizacion a alta presion
usando el equipo APV Gauling 15MR-8TA (550 kg/cm? durante 15 min).
Posteriormente, el lisado fue colectado y centrifugado a 10 000 rpm en tubos de 15
mL, esto con el fin de obtener la fase soluble (sobrenadante) e insoluble (cuerpos de
inclusion). Debido a que la proteina recombinante se forma en cuerpos de inclusion,

de descart6 el sobrenadante.

Para la solubilizacion de los cuerpos de inclusion, se dispusieron en una mezcla de
250 pL de Tris-HCL 1 M, 1 g de SDS, 2.5 mL de B-mercaptoetanol y agua destilada,
en un volumen total de 50 mL. La mezcla se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 24 h, 250 rpm. La mezcla fue colocada en membrana de celulosa y dializada
en bufer Tris-HCL 5 mM durante 24 h en agitacion magnética baja (80 rpm). Durante
este tiempo se realizaron 3 cambios de bufer, 2 en intervalos de 3 h y uno en un tiempo

de 24 h.

Después de la dialisis, la muestra fue colocada en un matraz de 250 mL y se colocé
9% de Sarcosyl mas Tris-HCL pH 7.4 (hasta completar 50 mM), y se dejé en reposo

durante 24 h, 250 rpm a temperatura ambiente.
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6.3.2.2. Purificacion de la proteina rNTD-S

La muestra fue purificada en un solo paso mediante cromatografia de afinidad por
iones inmovilizados (IMAC), por método manual en columna fija, acorde lo descrito por
Lara-Romero et al., (2022). Una columna Cytiva HisTrap™ con 6% de agarosa (5 mL)
fue activada mediante el paso de soluciones en el siguiente orden: Agua destilada
filtrada (30 mL), EDTA 0.2 M (10 mL), NaCl 0.5 M (10 mL), NaOH 0.5 M (10 mL), Agua
destilada filtrada (20 mL), Cloruro de Niquel 0.2 M (5 mL), Agua destilada filtrada (30
mL) y Solucién de equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8) (30 mL). Previamente la muestra
de proteina solubilizada fue ajustada a pH 8 y filtrada por 0.45 um. La muestra fue
pasada por columna en un flujo controlado de 3 mL/minuto, con un reposo de 5 min
cada 5 mL. Posteriormente, se pasaron por columna 20 mL de solucion de lavado (Tris-
HCI 50 mM pH 8, Imidazol 30 mM). Finalmente, se pasaron 15 mL de solucién de
elusién (Tris-HCI 50 mM pH 8, 250 mM Imidazol). Para corroborar la presencia de la
muestra de proteina se colectdé 1 mL de muestra de “no pegado”, 1 mL de “lavado” y
se colectaron los 15 mL de la elusién (por mililitro). La columna fue limpiada con agua

destilada filtrada (30 mL) y conservada en forma vertical y en refrigeracion.

Las muestras de elusion (que contienen la proteina rNTD-S purificada) fueron
dializadas. Se colocaron en membrana de celulosa y se dispusieron en bufer Tris-HCI
5 mM durante 24 h, con 3 cambios en intervalos de 2 h cada uno. Con esto, la proteina
fue limpiada del Imidazol y estuvo en condiciones para ser usada en un modelo
bioldgico. Al concluir, las muestras fueron analizadas en SDS-PAGE y western blot, y

finalmente fueron cuantificadas mediante el método de Bradford.
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6.4. Caracterizacion del complejo de LNPs-GA acopladas con la

proteina recombinante

Para evaluar la formacion de LNPs-GA se analizaron 3 parametros: tamafio de la

nanoparticula, forma y estabilidad (potencial Z).

6.4.1. Evaluacion del tamafio del complejo

Las mediciones del tamafio de las nanoparticulas se realizaron por triplicado usando
la técnica de dispersion de luz en un angulo de 90° por 180 s, a 25 °C, en el equipo
Coulter N4 plus NANOSIZER® (CA, USA) en el laboratorio de tecnologia farmacéutica
de la Facultad de Estudios Superiores campus Cautitlan, Izcalli, UNAM, acorde con lo
mencionado por Urban-Morlan et al., (2010). La longitud de onda de la luz laser (He/Ne,
10 mW) se fijé en 678 nm. Se utilizé un sensor digital para analizar los datos de
intensidad de dispersién en un modo de analisis unimodal. Para la comparacion entre
controles y la muestra de interés, se midieron muestras de proteina rNTD-S, GA, LNPs-

GA y LNPs-GA-rNTD-S a una concentracion de 5 mg/mL.

6.4.2. Analisis morfologico de las nanoparticulas

La evaluacion de la forma de los LNPs-GA se realizé mediante microscopia electrénica
de transmisién (TEM) en el laboratorio de microscopia electrénica de la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAM), unidad Iztapalapa, siguiendo la metodologia de Cao
et al., (2011). Una gota de la muestra fue colocada en una rejilla de cobre durante 5

min. El exceso de liquido fue removido con papel filtro sin tocar el centro de la rejilla.
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Después de que la rejilla se seco parcialmente, se colocé una gota de solucion de
fijacion (acido fosfotungsténico al 2%) durante 5 min. El exceso de liquido fue removido
nuevamente con papel filtro y la rejilla fue dejada en reposo a temperatura ambiente.
Los analisis fueron realizados en el microscopio electronico de transmision de alta
resolucién Jeol JISM7600-F. Para la evaluacion del tamafio y dimensiones de las LNPs-
GA se empleé el programa ImageJ. Se evaluaron 3 muestras: proteina rNTD-S, LNPs-

GA y LNPs-GA-rNTD-S.

6.4.3. Analisis de estabilidad y carga de las particulas

La estabilidad y movilidad electroforética de la dispersion de las LNPs-GA fue medido
y los datos fueron usados para obtener el potencial Z aplicando la aproximacion
Smoluchowski, usando el equipo Malvern Instruments NS ZEN 3600 (Worcestershire,
UK) a 25 °C en una celdilla especializada, acorde a lo mencionado por Urban-Morlan
(Urban-Morlan et al., 2010). Se evaluaron 4 muestras: proteina rNTD-S, GA, LNPs-GA

y LNPs-GA-rNTD-S. Las muestras fueron analizadas por triplicado.

6.5. Seleccidn e inoculacion de un modelo murino

Ratones de la cepa CF-1, hembras de 21 dias (3 semanas) de edad, fueron
seleccionados y obtenidos de la Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios
(PRONABIVE) bajo condiciones de salud y bienestar animal adecuados para su uso.
Los animales fueron colocados en camas limpias con aserrin, alimentacion ad libitum
y agua disponible, y resguardados en un area destinada para el manejo y uso de
animales inoculados con material biolégico recombinante dentro de las instalaciones

del laboratorio de Virologia Il (Epizootiologia) del CENID-SAI, segun lo estipulado en
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la Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en México, protocolo aprobado
y aplicado por el Comité Institucional Interno del INIFAP, bajo los lineamientos de la

NOM-062-Z00-1999.

Se prepararon 6 mezclas: LNPs-GA+PBS (Negativo), proteina rNTD-S+PBS
(Positivo), proteina rNTD-S+GA, proteina rNTD-S+LNPs-GA, proteina rNTD-
S+MATRIX-M™ (Isconova AB, Sweden) y PBS (Blanco). Las mezclas fueron
dispuestas para 6 grupos de ratones (cada grupo conformado por 6 ratones) de
manera respectiva. La concentracion estimada, segun previos resultados obtenidos en
el laboratorio, fue de 5 pg por ratén (concentraciéon empleada para la proteina rNTD-

S, MATRIX-M™/ GA, LNPs-GA), en un volumen, por ratén, de 200 pL.

Se inocularon 200 pL a cada raton segun la mezcla y grupo correspondiente mediante
una aplicacién via subcutédnea en la region inter-escapular del raton como indica la
Guia de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en México y segun lo estipulado
en la norma oficial NOM-062-Z00-1999. Se aplicaron dos dosis: la primera dosis en
el dia de obtencion de los ratones (dia 0) y la segunda dosis se aplicé posterior a 14

dias (dia 14).

6.5.1. Obtencidon de muestras de los ratones inoculados

Se sangraron los ratones por la cola (corte en la punta de la cola) cada 7 dias post-
inoculacién y se recolecté la sangre obtenida en tubos de 1.5 mL hasta tener un
volumen equivalente a 100 pL. Posteriormente, cada muestra fue centrifugada a

12,000 rpm durante 2 min para obtener suero, el cual fue extraido y conservado en un
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tubo nuevo a -70 °C hasta su uso. La obtencion de muestras mediante esta
metodologia fue repetida hasta el dia 28 post-inoculacion. En el dia 35 se llevo a cabo
la eutanasia de los ratones mediante puncion cardiaca, previa anestesia usando una
camara de COz2. Todo proceso fue basado de la Guia de Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio en México y segun lo estipulado en la norma oficial NOM-062-ZOO-
1999. De la puncion cardiaca se obtuvo 1 mL de sangre por raton, la cual fue
centrifugada a 12 000 rpm durante 2 min y se obtuvo el suero correspondiente, el cual

fue extraido y conservado a -70 °C, hasta su uso.

6.6. Evaluacién de la respuesta humoral mediante inmunoensayo

Para determinar la respuesta humoral (produccion de anticuerpos) estimulada por las
dosis aplicadas a los ratones se empled la prueba de ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas indirecto (iELISA), siguiendo el protocolo y recomendaciones de Lara-
Romero et al., (2022), lo cual permitiria determinar los niveles y la cinética de
produccion de anticuerpos de cada grupo de ratones inoculados. El antigeno conocido
empleado corresponde a la proteina rNTD-S. La prueba iELISA fue realizada tomando
como referencia trabajos previos en el laboratorio y se consideraron los siguientes
pardmetros: concentracion del antigeno (100 ng), dilucion de las muestras (dilucién
1:200), dilucién del conjugado/anti-ratén (1:5000) y tiempo de revelado (10 min). Las

mediciones se realizaron por triplicado.

Una microplaca Corning® de 96 pozos planos fue antigenada con 100 ng de la proteina
rNTD-S (por pozo) en una mezcla con bufer de carbonato-bicarbonato. La placa fue

conservada a 4 °C durante 24 h. Posteriormente, se realizaron 3 lavados a la placa
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con 200 pL de bufer de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%). Se realizo un bloqueo de la
placa, incorporando por pozo 100 pL de una mezcla de PBS y leche descremada en
polvo al 3%. La placa fue tapada y colocada a 30 °C durante 1 h. Previamente se
realizaron diluciones 1:200 de las muestras de los ratones de cada grupo usando como
diluyente la mezcla de PBS mas leche al 3%. Posterior a ese tiempo, se realizaron 3
lavados con bufer de lavado. Se agregaron 100 pL por pozo de las diluciones de cada
muestra a evaluar. La placa fue tapada y se dej6é en incubacién a 30 °C durante 1 h.

Posterior a ese tiempo, la placa fue lavada 3 veces con bufer de lavado.

Se agregaron 100 pL por pozo de la dilucién 1:5000 del conjugado/anti-raton. La placa
se tapo e incubd bajo las mismas condiciones de incubacién anteriores, durante una 1
h. Finalmente, se lavé la placa 3 veces con bufer de lavado y se agregaron 100 pL de
la solucién de sustrato TMB (3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina) Thermo Scientific™, y se
dejaron transcurrir 10 min. Para parar la reaccién de revelado se agregaron 100 uL por
pozo de acido sulfhidrico 1 N (2 M). Se realiz6 lectura de la placa mediante un
espectrofotometro de placas bajo una longitud de onda de 450 nm. Los datos fueron

capturados y evaluados estadisticamente para realizar su idonea presentacion grafica.

6.7. Determinacion de la concentracion de citocinas en suero

Se evalud la concentracion de las citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1 en el suero
de los ratones inoculados con las dosis de las diferentes mezclas inmunoestimulantes.
La evaluacion de la concentracion de ambas citocinas en suero se realizé mediante el
uso del kit comercial ELISA MAX™ Deluxe Set Mouse TNF-a BioLegend (Cat: 430904)

y el kit ELISA MAX™ Deluxe set mouse IL-1B BioLegend (432604). El desarrollo de la
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prueba se realiz6 basandose en las indicaciones que el propio kit comercial provee.
Sin embargo, debido a la cantidad de muestra obtenida de los ratones, se redujo el

nivel de suero empleado recomendado para la prueba, siendo de 50 uL por pozo.

7. RESULTADOS
7.1. Desarrollo y obtencion de proteinas recombinantes

7.1.1. Desarrollo de un sistema de expresion para la proteina rM del

virus SARS-CoV-2

7.1.1.1. Amplificacion y primera clonacion del gen M

Se obtuvo material genético correspondiente al gen M a partir del cDNA de las
muestras 5640 y 5592 de pacientes con COVID-19 (proporcionadas por la Dra.
Maricarmen Quirazco, F.Q., UNAM), las cuales fueron obtenidas por RT-PCR usando
cebadores que permitieron obtener un amplicén de 672 pb (Figura 1) correspondiente
al gen (Fw 5’- GCA GAT TCC AAC GGT ACT ATT ACC-3’; Rv5- GCG CTACTACTG
TAC AAG CAA AGC-3’). Una vez obtenidos los amplicones, se procedio llevar a cabo
la clonacién en el vector de resguardo (pJET) y de expresion (pET-SUMO) en el

sistema procarionte.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la reamplificacién de los
cDNAs de las muestras 40 y 92 del gen M. (M) marcador de pares de bases, (1) amplicén de la muestra

40, (2) amplicon de la muestra 92, (3) control negativo.

Los fragmentos amplificados fueron purificados directamente del gel de electroforesis
para ser clonados en el vector de resguardo pJET1.2/Blunt (pJET-M) (Figura 2), el cual

fue usado para transformar células procariontes E. coli Top 10 (Figura 3).
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pJET-M

3575 bp

Figura 2. Vector de clonacién pJET1.2/blunt con el inserto (gen M/rojo). El vector cuenta con un gen de
resistencia a la ampicilina (azul), dos secuencias Eco471/T7 complementarias que forman una

endotoxina (morado), una secuencia ori (amarillo) y un promotor lac UV5 (azul marino).

Figura 3. Colonias de células Topl10 transformadas con el vector de resguardo pJET-M, crecidas en
medio LB con antibiético (ampicilina). Las colonias marcadas en circulos rojos fueron seleccionadas

para su posterior andlisis.
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Para corroborar el éxito en la transformacion de las células y, ademas, verificar la
presencia del inserto (gen M) en el vector, se extrajeron los plasmidos de las células y
se evalué mediante PCR la presencia del gen, usando los cebadores correspondientes

al gen M (Figura 4).

1000 pb—

. — 672 pb
500 pb—

100 pb—»

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la PCR de los plasmidos
pJET-M de las células transformadas (2 de la muestra 40 y 2 de la muestra 92). (M) marcador de pares

de bases, (1 y 2) amplicon de la muestra 40, (3 y 4) amplicon de la muestra 92, (5) control negativo.

7.1.1.2. Subclonacién del gen M en el vector de expresion

Para llevar a cabo la expresién del gen heterdlogo es esencial el uso de un vector con
las condiciones necesarias para poder llevar a cabo dicho proceso. El gen M fue
insertado en el vector de expresion Invitrogen™ Champion pET-SUMO (Figura 5) y
subclonado en células de E. coli Top10, de donde se obtuvieron colonias de células

transformadas (Figura 6).

50

—
| —



Figura 5. Vector de expresion pET-SUMO con el inserto (gen M/rojo). El vector cuenta con un sitio F1
ori, una region Lacl para la induccién de la expresion del gen heter6logo, un gen de resistencia a la
Kanamicina como marcador de seleccion, una secuencia pBR322 ori y una region SUMO que favorece
el plegamiento de las proteinas sintetizadas, ademas de contener una secuencia de 6xhys para el

reconocimiento y purificacion de la recombinante.
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Figura 6. Colonias de células Top10 transformadas con el vector de expresion pET-SUMO-M, crecidas
en medio LB con antibiético (kanamicina). Las colonias marcadas en circulos rojos fueron seleccionadas

para su posterior andlisis.

Para determinar la existencia del inserto (gen M) en las colonias aisladas, se extrajo
plasmidos de las células transformadas y se realiz6 una PCR para evaluar la presencia
del gen (Figura 7). Solo cuatro de nueve colonias evaluadas (plasmidos evaluados)

presentaron expresion del gen M (amplicon de 672 pb) en el gel de agarosa.
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+— 672 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la PCR de los plasmidos
PET-SUMO-M de las células Topl10 transformadas, donde solo 4 pldsmidos presentaron el inserto (2,

3, 4y 6) (M) marcador de pares de bases, (1-9) muestras de plasmidos evaluados.

Para determinar si la orientacion del inserto es correcta (gen M en fase con respecto
al origen de replicacién del vector), se realizé una 292 PCR usando como oligo Reverse
el del vector (incluido en el kit comercial). En la Figura 8 se muestran los amplicones
correspondientes a los insertos que se encontraban en correcta orientacion en los

plasmidos clonados con el gen.
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1000 pb 772 pb

250 pb

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio de la 29 PCR de los
plasmidos pET-SUMO-M de las células Top10 transformadas, donde solo 2 plasmidos presentaron el
inserto en orientacion (1y 2). (M) marcador de pares de bases, (1-4) muestras de plasmidos evaluados,

(5) control negativo.

Los plasmidos que mostraron una correcta orientacion fueron analizados mediante
secuenciacion en el IBT. La Figura 9 muestra los electroferogramas de las dos
muestras, las cuales mostraron bandas confiables y bien definidas, indicando una

correcta secuenciacion y una buena integridad de los insertos.
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Figura 9. Secuenciacion del gen M en el vector pET-SUMO-M de los plasmidos que mostraron que el

gen se encontraba en fase.

Asi mismo, las secuencias obtenidas fueron evaluadas mediante una comparacion de
secuencias en BLAST® (NCBI) con respecto a la secuencia de referencia (nUmero de

acceso: MN908947), lo que mostré un porcentaje de identidad del 99%.

Considerando estos resultados, se seleccion6 uno de los plasmidos que presentaron
las caracteristicas necesarias para ser expresado, el cual se denominé como 9-A. En
este sentido, se realizé la transformacion en el sistema de expresion procarionte

BL21/DE3, de donde se obtuvieron colonias de células transformadas (Figura 10).
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Figura 10. Colonias de células BL21/DE3 transformadas con el vector de expresion pET-SUMO-M (9-
A), crecidas en medio LB con antibidtico (kanamicina). Debido a que hubo una sobreproduccién de

colonias, se trataron de seleccionar las colonias més aisladas en el centro de la placa.

7.1.1.3. Expresion de la proteina rM

Posterior a la transformacién de las células de expresion (BL21/DE3) con el vector de
expresion (pET-SUMO-M), se procedié a realizar la expresion de la proteina
recombinante, la cual presentaria una masa molecular de 35 kDa (25 kDa de la
proteina rMy 10 kDa de la etigueta SUMO), mediante induccion por IPTG. Para evaluar
la expresion se realiz6 una SDS-PAGE (2 geles con el mismo orden de carga). Un gel
cargado se empled para tefiirlo con azul Coomassie, sin embargo, no se pudo observar
la expresién de la recombinante (analisis no mostrado). El segundo gel, cargado de la
misma forma que el gel anterior, se empled para el andlisis de western blot, en donde

se pudo identificar la recombinante con la masa molecular esperada (Figura 11).




100 kDa——
55 kDa—n

35 kDa— - - B 35 kDa

11 kDa——

Figura 11. Western blot de las muestras de células que expresan a la proteina rM y de los cuerpos de
inclusion solubilizados de la proteina rM. (M) marcador (no visible), (1) Muestra control positivo, (2)
Muestra de proteina solubilizada con Sarcosyl 10% (15 pL de carga), (3) Muestra de proteina

solubilizada con Sarcosyl 10% (20 pL de carga).

7.1.2. Expresion y purificacion de la proteina rNTD-S

Como se mencioné anteriormente, el fragmento codificante de la proteina NTD-S se
encontraba clonado en el vector y sistema de expresion pET-SUMO y BL21/DE3,

respectivamente, por lo que soélo se llevé a cabo la expresion y purificacion de esta.

En la Figura 12 se muestran el gel y el western blot en donde se puede observar la
banda de expresion de la proteina rNTD-S. Como se puede observar, la banda de
expresion es lo suficientemente marcada, lo que demuestra lo anteriormente

mencionado, que dicha proteina tiene un buen rendimiento de expresion.
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Figura 12. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul brillante (Coomassie) y western blot de las muestras de
colonias transformadas para evaluar la expresion de la proteina rNTD-S de VDEP. (M) marcador, (-)

BL21/DE3, (+) BL21-BLV, (1) BL21-NTD-S.

Posterior a los procesos de obtencién de cuerpos de inclusién, solubilizacion y
purificacion en un solo paso de la proteina mediante IMAC, en la Figura 13 se observa

el gel y western blot de la proteina rNTD-S purificada.
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Figura 13. Gel de SDS-PAGE tefiido con azul brillante Coomassie (A) y western blot (B) de las muestras
de la proteina rNTD-S de VDEP posterior a los procesos de la purificacion y didlisis. (M) marcador, (1)

rNTD-S.

7.2. Evaluacion de nanoparticulas lipidicas

7.2.1. Obtencién y evaluacion del tamafo de las LNPs-GA

Durante el desarrollo de las LNPs-GA mediante el método de filme lipidico (hidratacion
de film), se sustituyo la saponina de la formulacién original (Quillaja) por el GA, el cual
fue solubilizado a bafio maria (90 °C) en PBS pH 7.4, debido a que a temperatura
ambiente el GA se gelifica. La incorporacién del GA se realiz6 inmediatamente y se
procedié a la homogenizacion magnética al mismo tiempo que se agregaba el buafer

Tris-HCI 140 mM pH 7.4.
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Posterior a la homogenizacion a 15 000 rpm vy al filtrado, se prepararon las mezclas a
analizar y se evalu6 el tamafio de las particulas en el equipo Coulter N4 plus
NANOSIZER®. En la Tabla 1, se muestran los resultados de las mediciones de tamafio
de particulas promedio de las muestras (proteina rNTD-S, GA, LNPs-GA y LNPs-GA-
rNTD-S), ademas se muestran los resultados de las mediciones de polidispersion de
cada muestra.

Tabla 1. Tamafo de particula promedio y polidispersién de las muestras de proteina, GA, LNPs-GA y

LNPs-GA con proteina. Se muestra el promedio de 3 mediciones por cada muestra.

Muestra Tamafio* (nm) Polidispersiéon*
rNTD-S 2150.3 1.715
GA 205.7 1.8
LNPs-GA 2115 0.283
LNPs-GA-rNTD-S 347.3 0.648

7.2.2. Analisis microscopico de las LPNs-GA

Mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) se pudo evaluar la morfologia
y confirmar el tamafio de las particulas formadas. De esta forma, también se evaluo si

existia alguna otra estructura formada durante el desarrollo de la formulacion.

En la Figura 14 se muestran las micrografias de las muestras de proteina rNTD-S, de

los LNPs-GA y LNPs-GA con proteina (LNPs-GA-rNTD-S).
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Figura 14. Micrografias en campo claro de la muestra de proteina rNTD-S (A), LNPs-GA (B) y de los
LNPs-GA acopladas a la proteina recombinante (C). Las estructuras con mayor electrodensidad
corresponden a las LNPs-GA y a la proteina recombinante. Para evaluar el tamafio aproximado de las

nanoparticulas se utilizo el programa ImageJ.

7.2.3. Evaluacién de la estabilidad en dispersion (potencial Z)

Se evalud la estabilidad (carga) de las particulas en dispersion en el equipo Malvern
Instruments NS ZEN 3600. En la Tabla 2 se muestran los valores obtenidos de las

mediciones de la muestra de proteina rNTD-S, GA, LNPs-GA y LNPs-GA-rNTD-S.




Tabla 2. Resultados de la evaluacion de estabilidad en dispersion (potencial Z) de las muestras de
proteina, GA, LNPs-GA y LNPs-GA-rNTD-S. Los datos, asi como el valor promedio y desviacion

estandar de las muestras, fueron proporcionados por el equipo NS ZEN 3600.

Muestra Potencial Z (mV)*
Proteina rINTD-S -9.13 4
GA -16.29 + 7.32
LNPs-GA -27.6 £9.19
LNPs-GA-rNTD-S -21.73+8.41

*reportado como promedio + desviacion estandar, n=3.

7.3. Determinacion de la respuesta humoral en el modelo murino

La produccion de anticuerpos en ratones CF-1, inoculados con las mezclas
experimentales, fue evaluada mediante ensayos de iELISA. Los ensayos fueron
realizados por triplicado y el nUmero de muestras evaluadas (por grupo) fueron de 6.
Es importante resaltar que, durante el tiempo de inmunizacion de los ratones, aquellos
gue fueron inoculados con el GA o las LNPs-GA no mostraron efectos adversos en el

sitio de inoculacion, ni mostraron variaciones en su conducta y alimentacion.

Los resultados y grafica de la produccion de anticuerpos de las muestras evaluadas
de los grupos inoculados con las mezclas de la proteina NTD-S recombinante se
puede observar en la Grafica 1. La respuesta de produccién de anticuerpos entre los
grupos inoculados con las mezclas con la proteina rNTD-S se incrementaron desde la

primera inoculacion, sin embargo, el grupo inoculado con la mezcla GA+rNTD-S
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(Grupo 3) presento una respuesta menor en la produccion de anticuerpos comparado
con los otros grupos, inclusive comparado con el grupo positivo. El grupo inoculado
con las LNPs-GA y la proteina (Grupo 4) presentd una mayor produccion de
anticuerpos, siendo superior en contraste con el Grupo 5 (grupo de referencia) y el

control positivo (Grupo 2).
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Graéfica 1. Evaluacion de la respuesta humoral de los grupos inoculados con las mezclas de la proteina
rNTD-S. Se puede destacar que el Grupo 4, inoculado con los LNPs-GA, expresé una mayor produccion
de anticuerpos desde el dia 21 post-inoculacion comparado con el resto de los grupos. Los analisis
estadisticos fueron realizados en los programas estadisticos NCSS y SigmaPlot 12.5 utilizando pruebas
de comparacion mdultiple de Dunnett, considerando diferencias estadisticamente significativas (*)

cuando P < 0.05.
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De manera independiente, se compar6 la cinética de produccién de anticuerpos
(Gréfica 2) de los Grupos 1, 2 y 4 con el fin de visualizar la capacidad
inmunoestimulante de las LNPs-GA y la proteina rNTD-S. Evidentemente, el Grupo 4
inoculado con los LNPs-GA y la proteina presentaron una respuesta superior al control

positivo (Grupo 2).
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Gréfica 2. Comparacién de la cinética de produccién de anticuerpos de los grupos inoculados con las
mezclas inmunoestimulantes. Se observa que el Grupo 4 fue superior en la produccion de anticuerpos
a partir del dia 21 comparado con el grupo control positivo (Grupo 2), lo que generd diferencias
significativas hasta el dia 35. Los andlisis estadisticos fueron realizados en los programas estadisticos
NCSS y SigmaPlot 12.5 utilizando pruebas de comparaciéon miultiple de Dunnett, considerando

diferencias estadisticamente significativas (*) cuando P < 0.05.
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7.4. Evaluacion de la concentracion de citocinas en suero

Para complementar la informacion relacionada con la actividad inmunoestimulante del
complejo lipidico con o sin antigeno recombinante, se evaluaron los niveles de

concentracion de las citocinas TNF-a y IL-1B en sueros de los animales inmunizados.

Los analisis de la evaluacion de la concentracion de la citocina TNF-a en suero se
muestran en la Grafica 3. Inicialmente, se puede observar que la concentracion de
TNF-a en suero del grupo blanco (PBS) es basal, esto debido a que no fueron
inmunoestimulados, por lo que los datos fueron considerados como referencia con
respecto a los otros grupos evaluado. Posterior a los 14 dias post-inmunizacién, los
niveles de TNF-a disminuyeron para los grupos 1 (negativo) y 4, los cuales contenian
las LNPs-GA. Particularmente, el grupo 4 mostré un incremento de esta citocina en el
dia 35 post-inmunizacién. El grupo 2 (positivo) mostr6 una tendencia de decremento-
incremento en la concentracion de la citocina, siendo en su mayoria superior al grupo
4,y su comportamiento fue similar para el grupo 3 (GA + rNTD-S). El grupo 5, por otro
lado, mostrd los niveles mas elevados de TNF-a en suero durante el experimento. En
general, se observa que los grupos que contienen las LNPs-GA (con o sin la proteina
recombinante), muestran una menor concentracion en los niveles de TNF-a, siendo
inferiores comparado con el control positivo (grupo 2). Se mostraron diferencias
estadisticas entre grupos en los dias 14, 21 y 35 post-inmunizacion con respecto al

control.
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Gréfica 3. Evaluacion de la concentracién de TNF-a en suero de ratones inmunizados. La evaluacion
se realiz6 usando sueros obtenidos cada 7 dias post-inmunizacién hasta el dia 35, en un kit de ELISA.
Los andlisis estadisticos fueron realizados en los programas estadisticos NCSS y SigmaPlot 12.5
utilizando pruebas de comparacién mdltiple de Dunnett, considerando diferencias estadisticamente

significativas (*) cuando P < 0.05.

Por otro lado, la evaluacion de la concentracion de la citocina IL-13 se muestra en la
Grafica 4. Al igual que el analisis anterior, se observa que la concentracion de IL-18
del grupo blanco (PBS) fue basal debido a la ausencia del inmundgeno, por lo que
fueron usados como control. A partir del dia 14 post-inmunizacion, los niveles de IL-13

disminuyeron a niveles indetectables en todos los grupos. Interesantemente, el grupo
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1 (negativo) mostré niveles mas elevados en los primeros dias. A pesar de no contener
LNPs-GA, el grupo 2, a partir del dia 14 post-inmunizacion, no mostré niveles

detectables de la citocina. El grupo 4 s6lo mostré niveles de deteccién minima en el

dia 7.
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Graéfica 4. Evaluacion de la concentracion de IL-1B en suero de ratones inmunizados. La evaluacion se
realizé usando sueros obtenidos cada 7 dias post-inmunizacion hasta el dia 35, en un kit de ELISA. Los
andlisis estadisticos fueron realizados en los programas estadisticos NCSS y SigmaPlot 12.5 utilizando

pruebas de comparaciéon mdltiple de Dunnett, considerando diferencias estadisticamente significativas

(*) cuando P < 0.05.
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8. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como interés el desarrollo y la evaluacién de un complejo
inmunoestimulante formulado con antigenos recombinantes de coronavirus de interés
en salud y economia, y de un adyuvante formado por nanoparticulas lipidicas con
acido glicirricinico que, en conjunto, generarian una respuesta inmune humoral
eficiente a un lado de un efecto inmunomodulador propiciado por el mismo modelo

adyuvante.

Se logro la expresion exitosa de la proteina M de SARS-CoV-2 en un sistema
procarionte, a pesar de su posterior falta de solubilidad y purificacién, es un paso
significativo en la produccion de antigenos recombinantes. Aungue la obtencion de
proteinas de membrana en sistemas de expresion procarionte, especialmente en E.
coli, es conocida por ser un desafio debido a la falta de maquinaria de plegamiento y
glicosilacion (Kaur et al., 2018), la obtencion de las bandas de expresion de la proteina
recombinante es un logro en si mismo. Estos resultados apuntan a la necesidad de
investigar aln mas estrategias para mejorar la solubilizacion de esta proteina,
posiblemente utilizando sistemas de expresion eucariontes o sistemas de expresion
procariontes optimizados para mejorar la produccién de proteinas de membrana. Por
otro lado, el éxito previo en la expresion y purificacion de la proteina rNTD-S respalda
su eleccién como antigeno en este estudio. Este hallazgo sugiere que esta proteina
puede ser una opcién prometedora para el desarrollo de vacunas y terapias basadas

en antigenos recombinantes contra SARS-CoV-2 y otros coronavirus relacionados.

68

—
| —



La formulacién de LNPs que incorpora el GA como adyuvante es una estrategia
innovadora para mejorar la eficacia de las vacunas y terapias basadas en antigenos
(Thakur et al., 2020). La eleccién del GA se baso6 en su capacidad documentada para
estimular la respuesta inmune y su interaccion efectiva con antigenos recombinantes
(Pashkina et al., 2022; Castafieda-Montes et al., 2022). La obtenciéon de LNPs con
tamafos que oscilan entre 50 y 150 nm es particularmente interesante, ya que este
rango de tamafio se ha asociado con respuestas inmunes mas efectivas, incluida la
produccion de anticuerpos y la activacion de células T (Shah et al., 2014). Estos
resultados sugieren que las LNPs-GA pueden ser una plataforma prometedora para la
entrega de antigenos y podrian tener un papel relevante en futuros desarrollos de

vacunas y terapias.

El valor del potencial Z de -27.6 mV sugiere que las LNPs-GA son muy estables en
dispersién, lo que es esencial para su uso como vehiculos de entrega. La carga
negativa y el tamafo relativamente pequefio de las particulas son propiedades que
favorecen su distribucion en sistema linfatico (Nakamura et al., 2020), lo que mejora la
interaccidén con las células del sistema inmunoldgico. Estos hallazgos respaldan la
idoneidad de las LNPs-GA como vehiculos de entrega de antigenos. La interaccion
entre la proteina recombinante y las LNPs-GA, que resulta en un aumento del tamafio
y una disminucién del potencial Z, indica que estos componentes interactian de
manera efectiva (Mayoral et al., 2014; Shen et al., 2021). Esta interaccién puede ser
ventajosa para la presentacion del antigeno a las células del sistema inmunolégico y

puede tener un impacto positivo en la respuesta inmune inducida.
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La eficacia de las LNPs-GA y la proteina rNTD-S en la promocién de una respuesta
inmune humoral robusta es un resultado alentador. La produccion elevada de
anticuerpos gque se mantiene a lo largo del experimento es particularmente importante,
ya que sugiere una inmunidad duradera (Payne, 2017), lo que es crucial para la

proteccion a largo plazo contra infecciones virales como el SARS-CoV-2.

La modulacion de citocinas inflamatorias como el TNF-a e IL-1B por el GA es un
hallazgo interesante. La disminucién en los niveles de TNF-a podria indicar un efecto
antiinflamatorio del GA (Richard, 2021), lo que es relevante para el control de
respuestas inflamatorias excesivas que a menudo se asocian con efectos adversos en
las vacunas. La prolongada presencia de IL-13 en el grupo tratado con LNPs-GA
sugiere un posible efecto inhibitorio del GA en esta citocina lo que es consistente con

otros trabajos publicados (Liu et al., 2014), lo que merece una investigacion adicional.

En resumen, este estudio ha demostrado avances significativos en la produccion de
antigenos recombinantes, la formulacion de LNPs-GA como vehiculos de entrega de
antigenos y la induccion de respuestas inmunes robustas. Estos resultados respaldan
la continuacion de la investigacion en esta direccion y plantean nuevas preguntas
sobre el papel del GA en la modulacién de la respuesta inmune. Estos hallazgos tienen
el potencial de contribuir al desarrollo de vacunas y terapias mas efectivas contra
enfermedades virales, como la COVID-19. Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales para comprender completamente los mecanismos subyacentes y optimizar

aun mas estas estrategias.
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9. CONCLUSIONES

e El complejo de LNPs-GA vy la proteina rNTD-S demostraron una capacidad de
induccion de la respuesta humoral 6ptima, lo que representa un modelo
prometedor en el desarrollo de vacunas e inmunoterapias.

e La prolongada produccion de anticuerpos es un resultado prometedor, debido
a que el uso de las LNPs-GA podria permitir una inmunidad duradera, lo que
disminuiria el namero de dosis y evitaria infecciones virales a largo plazo.

e Las LPNs-GA mostraron capacidad de disminuir la concentraciéon de dos
citocinas de respuesta inflamatoria, lo que indica que tienen el potencial para
modular la respuesta de inflamatoria propiciada por las citocinas evaluadas. En
este sentido, el proyecto abre la posibilidad de continuar con la evaluacién de
estos adyuvantes ya que se podria controlar respuestas inflamatorias
excesivas.

e Considerando estos aspectos, el uso de estas nanoparticulas en el desarrollo
de vacunas es prometedor, puesto que cumple con 3 supuestos esperados:
elevacion de la respuesta humoral, prolongacion de la produccion de
anticuerpos y modulacién de la respuesta inflamatoria.

e Por otra parte, el trabajo desarrollado con la proteina M recombinante (rM) del
SARS-CoV-2, pese a no lograr incorporarla en el complejo, pudo ser expresada,
permitiendo tener un panorama de como continuar con el trabajo y de evaluar
las distintas estrategias disponibles para lograr un Optimo rendimiento de

expresion y asi poder aprovechar las capacidades que la proteina ofrece.
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11. ANEXOS

11.1. Congresos presentados durante el desarrollo de este proyecto

e Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad
(CENID-SAI) — Curso Teorico-Virtual “Estrategias para el disefio y produccién
de Proteinas Recombinantes de agentes virales de interés pecuario” (3 al 5 de
agosto de 2021). “Produccion de proteinas recombinantes de Coronavirus”.
Conferencista.

e XII Congreso Nacional de Virologia (29/09/2021-2/10/2021). Recombinant
expression system for SARS-CoV-2 membrane (M) protein. Presentacion oral.

e Tecnoldgico Nacional de México en Celaya — XXVII Jornada de Ingenieria
Bioquimica (18/10/2021-22/10/2021). “Produccién de proteinas recombinantes
de Coronavirus”. Conferencia oral.

e Reuniones Nacionales de Investigacion e Innovacion Pecuaria, Agricola,
Forestal y Acuicola Pesquera - INIFAP (10/11/2021-12/11/2021). “Construccién
del primer sistema de expresion de la proteina de membrana (M) de SARS-
CoV-2”. Presentacion oral.

e Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad
(CENID-SAI) — “Curso Tedrico Internacional: Aplicacion de herramientas
Biotecnoldégicas en  Medicina  Veterinaria®”  (06/09/2022-08/09/2022).

Conferencista.
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Agroevento “Microorganismos en la produccidon agropecuaria de México” —
INIFAP (23/9/2022). “Uso de un sistema procarionte para el desarrollo de un
bioldgico con capacidad inmunogénica acoplado a liposomas como adyuvante”.
Resumen técnico area Pecuaria.

Universidad Auténoma del Estado de México — 5to. Foro Interdisciplinario de
Investigacion Cientifica 2022 (15 y 16 de noviembre del 2022). “Desarrollo de
un complejo con capacidad inmunogénica compuesto con liposomas con &acido
Presentacion oral.

CENID-Salud Animal e Inocuidad — “Curso Taller Practico: Aplicacion de
Herramientas Biotecnolégicas en Medicina Veterinaria” (07/03/2023-

10/03/2023). Conferencista-Instructor.
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Abstract: Blue eye disease (BED) is a swine viral infection that affects the pork industry of Mexico.
Porcine orthorubulavirus (PRV) is the etiological agent, and the hemagglutinin-neuraminidase protein
(HN) is characterized as the best antigen for serological tests, although other structural proteins,
including the nucleoprotein (NP) and the matrix (M) protein, have been investigated during the
infection of members of the Paramyxoviridae family, generating promising results. Herein, for the first
time, we successfully produced and characterized both the NP and M proteins of PRV by using a
recombinant strategy in the E. coli heterologous system. The ORF of the NP and M genes were cloned
in-frame with the pET-SUMO expression vector. Recombinant proteins proved to be a sensitive target
to detect seroconversion at 7 days until 28 days in vaccinated mice (BALB/c) by indirect ELISAs.
Immunoreactivity was also tested using porcine serum samples, in which antibodies were recognized
from early stages to a persistence of PRV infection, which is indicative that these proteins contain
properties similar to native antigens. The predicted tertiary structure showed that both proteins have
a conserved structure that resembles those found in others Paramyxovirus. Our results pave the way
for developing biotechnological tools based on these proteins for the control and prevention of BED.

Keywords: Porcine orthorubulavirus; matrix protein; nucleoprotein; recombinant protein; E. coli

1. Introduction

Porcine orthorubulavirus, La Piedad Michoacan Mexico Virus (PRV-LPMV) [1], pre-
viously named Porcine Rubulavirus, is the etiological agent of blue eye disease (BED) in
pigs. Similarly to other rubulaviruses, the genomic structure of PRV contains a single
promoter in the untranslated 3'region, which is followed by the NF, F, M, E HN, and L open
reading frames (ORFs) that code for 10 proteins with structural, regulatory, and enzymatic
functions [2]. The virion consists of a lipid bilayer or outer surface envelope derived from
the plasma membrane of the host cell. Inserted into this bilayer are two glycoproteins:
the fusion (F) and the hemagglutinin/neuraminidase (HN) [3,4]. Positioned right under
the envelope is the matrix (M) protein, which is associated with part of the glycoproteins
and the nucleocapsid. The nucleocapsid consists of a nonsegmented negative-sense single-
stranded genomic RNA (approximately 15,000 nucleotides) that is tightly encapsulated by
the nucleoprotein (NP). The P gene has the capacity to encode four possible polypeptides,
namely, PV, C, and I, from the same gene via editing and the alternative initiation of
translation [5-7].
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ABSTRACT

Small ruminant lentiviruses (SRLV) infect sheep and goats resulting in significant economic losses. This study evaluated
for the first time the predicted conformational structure of the SRLV-capsid-protein 25 (SRLV-p25) and analyzed the
antigenicity of recombinant protein (SRLV-rp25) in mice by coupling to an immunostimulatory complexes based on
glycyrrhizinic acid liposomes (GAL) and tested plasma from goats and sheep naturally infected. Analysis in silico and
conformational structure of SRLV-p25 (genotype B-FESC-752) showed similar characteristics to other lentiviral capsids.
The efficient expression of SRLV-rp25 was confirmed by Western blot. The humoral immune responses in mice showed
an increased level of antibodies from day 21 to 35 of the SRLV-rp25-GAL and SRLV-rp25-ISCOM® groups and the cellular
immune response showed no significant difference in IL-10 levels (P >.05), however, a significant difference (P <.001) was
observed when comparing SRLV-rp25-GAL with SRLV-rp25 groups. Immunoreactivity toward SRLV-rp25 revealed 61% of
positive samples from naturally infected goats and sheep.
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Abstract: Porcine epidemic diarrhea (PED) is an intestinal disease caused by the porcine epidemic
diarrhea virus (PEDV) and affects Mexico’s swine industry. Despite the disease initially being
described in Mexico in 2013, there has been no research into the virus's seroepidemiology carried
out in Mexico. Thus, the goal of this study was to develop an indirect ELISA (iELISA) based on a
recombinant N-terminal domain truncated spike (S) protein (rNTD-S) of PEDV to evaluate serum
obtained from different pig-producing states in Mexico. A total of 1054 sera were collected from
pig farms, slaughterhouses, and backyard production in the states of Aguascalientes, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Morelos, Queretaro, Sinaloa, and Veracruz between 2019 and 2021. The rNTD-
S protein was expressed in E. coli BL21 (DE3) cells. Negative and positive serum samples used
in the iELISA were previously tested by Western blot. According to our findings, 61.66% of the
serum samples (650/1054) were positive, with Jalisco having the highest percentage of positive
samples, at a rate of 21.44% (226/1054). This is the first seroepidemiology study of PEDV carried
out in Mexico, revealing that the virus is still circulating since the initial outbreak; furthermore,
it provides an overview of PEDV’s spread and high level of persistence across the country’s key
swine-producing states.

Keywords: seroepidemiology; PEDV; iELISA; S protein

1. Introduction

Porcine epidemic diarrhea (PED) is a highly contagious infectious intestinal disease
that is caused by the porcine epidemic diarrhea virus (PEDV). The disease is characterized
by severe diarrhea, vomiting, and dehydration. PEDV infections can occur in pigs of all
ages and are the most serious in piglets, with morbidity and mortality rates often reaching
100% and was first reported in Belgium in 1978 [1,2]. In Europe, the virus spread until the
end of the 1990s [3-5] and is currently spreading throughout Southern Italy [6]. PEDV was
found for the first time in the USA in 2013, and the causative agent had a high identity
(99%) with Chinese strains isolated in 2012 [7,8] and PEDV has been considered endemic
in USA ever since [9-11]. In Mexico, the National Health, Food Safety, and Food Quality
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11.3. Cronograma de desarrollo del proyecto

Trimestre Durante el Segundo Afio de la Maestria

Descripcion de Actividades 1 2 3
Mes: 1 2 3 1 2 3 1 2
1.-Cursar Temas selectos de biologia experimental (I, Il y I} X X X X X X X

2.-Desarrollar y caracterizar el complejo de nanoparticulas con X X X

GA acopladas con proteinas recombinantes

3.-Inoculacion del complejo inmunoestimulante en un modelo X X
muring
4.-Evaluacién de la respuesta inmune humaoral (produccidn de X X X

anticuerpos)

5.-Analisis de la respuesta inmune celular {concentracién de % X X
citocinas)

6.-Andlisis de datos X
7.-Revision de literatura X X X X X X ®
8.-Escritura de tesis X X X X X X X
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11.4.

Declaracion de originalidad

Declaracion de originalidad

El que suscribe José Bryan Garcia Cambrén, alumno del posgrado en Biologia Experimental, de la Division de
Ciencias Bioldgicas y de la Salud, de la Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa y autor de la tesis o
idénea comunicacion de resultados titulada: “Evaluacion inmunolégica de un complejo inmunoestimulante a
base de nanoparticulas lipidicas con é&cido glicirricinico (GA) acoplado a proteinas recombinantes de
Coronavirus (Alphacoronavirus y Betacoronavirus)”,

1.

Declaro que:

La tesis o idénea comunicacion de resultados que presento ante la comision del posgrado en Biologia
Experimental, a los miembros del comité de tutores, asi como también a los miembros del honorable
jurado para lo obtencion del grado de Maestro en Biologia Experimental es de mi autoria y original
creacion, producto del resultado de mi trabajo de investigacion personal e individual; el cual cuenta
con las correspondientes citas textuales del material bibliografico utilizado y con el debido otorgamiento
de los créditos autorales.

En la tesis 0 idonea comunicacion de resultados no he reproducido parrafos completos; ilustraciones,
fotografias, diagramas, cuadros y tablas, sin otorgamiento del crédito autoral y fuente correspondiente.
En consecuencia, relevo de toda responsabilidad a la Universidad Auténoma Metropolitana de
cualquier demanda o reclamacién que llegara a formular alguna persona fisica o moral que se
considere con derecho sobre la tesis o idonea comunicacion de resultados, respondiendo por la autoria
y originalidad de la misma, asumiendo todas las consecuencias econdmicas y juridicas si ésta no fuese

de mi creacion.

La presente declaracion de originalidad se firma en la Ciudad de México el 23 de agosto del 2023.

Atentamente

José Bryan Garcia Cambrén
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Casa abierta al tiempo

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No. 00251

Matricula: 2212801166

7

Evaluacién inmunolégica de un
complejo inmunoestimulante a
base de nanoparticulas
lipidicas con 4cido glicirricinico
(GA) acoplado a proteinas
recombinantes de Coronavirus
(Alphacoronavirus y
Betacoronavirus).

~

- JOSE BRYAN GARCIA CAMBRON
“ammaz ALUMNO

En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
del dia 11 del mes de septiembre del afio 2023 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. HUMBERTO GONZALEZ MARQUEZ
DR. JULIO CESAR ALMANZA PEREZ
DR. MOISES VERGARA MENDOZA

DR. JOSE LUIS CERRITENO SANCHEZ

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencidén del grado de:

MAESTRO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

DE: JOSE BRYAN GARCIA CAMBRON

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:

ot A‘c Pco bac e

Acto continuo, el presidente del jurado comunicéd al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.

4 e Y '
VOCAL VOCAL SECRETARIO
-~ - —
S 2
DR JULIO CESAR ALMANZA PEREZ DR. MOISES VERGARA MENDOZA DR. JOSE LUIS CERRITENO SANCHEZ
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