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Resumen
La pandemia ocasionada por la enfermedad COVID-19 ha sido responsable de millones de
muertes a nivel mundial, particularmente de aquellas personas mas vulnerables. En Ecuador se
han reportado mas de 975 mil casos y mas de 35 mil muertes a causa de COVID-19, desde el
afno 2020 hasta agosto de 2022. COVID-19 es una enfermedad infecciosa respiratoria causada
por el virus SARS-CoV-2, mismo que ha demostrado ser altamente infeccioso y capaz de mutar
con gran velocidad; convirtiéndose en uno de los agentes patdgenos mas preocupantes en la
actualidad. Muchos investigadores y empresas farmacéuticas han enfocado sus esfuerzos en el
desarrollo de estrategias para enfrentar y controlar la infeccién recurrente ocasionada por
SARS-CoV-2, una de ellas la vacunacion. El estudio de la respuesta humoral y celular frente al
SARS-CoV-2 ha impulsado el desarrollo de diversas plataformas vacunales, incluyendo a

aguellas basadas en proteinas recombinantes.

En este estudio se extrajo ARN a partir del bazo de ratones BALB/c, previamente inmunizados
con una plataforma de vacunacion basada en las proteinas S y RBD recombinantes del virus
SARS-CoV-2. El ARN se analizé6 mediante RT-gPCR con el fin de evaluar la activacion de las
diferentes poblaciones de linfocitos T, mediante la expresion de las proteinas de superficie
TCR, CD4 y CDS8, y sus respectivos presentadores de antigeno CMH-1 y CMH-II. Se logré
evidenciar que CMH-Il y los linfocitos T CD4* fueron significativamente méas estimulados que
CMH-ly los linfocitos T CD8*. Ademas, de que el tratamiento dado por la proteina S
recombinante y suplementado con adyuvante, asi como el esquema de vacunacion compuesto
por dos dosis; fueron los mas estimulantes para las células efectoras y de memoria asociadas a

la inmunidad celular.

Palabras clave: Expresion génica, Presentacion de antigeno, Gen enddgeno, Inmunidad

adaptativa celular.
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Abstract
The pandemic caused by the COVID-19 disease has been responsible for millions of deaths
worldwide, particularly among the most vulnerable people. In Ecuador, more than 975 thousand
cases and more than 35 thousand deaths due to COVID-19 have been reported, from 2020 to
August 2022. COVID-19 is a respiratory infectious disease caused by the SARS-CoV-2 virus,
same that has proven to be highly infectious and capable of mutating with great speed;
becoming one of the most worrying pathogens today. Many researchers and pharmaceutical
companies have focused their efforts on developing strategies to confront and control the
recurrent infection caused by SARS-CoV-2, one of them being vaccination. The study of the
humoral and cellular response against SARS-CoV-2 has promoted the development of various

vaccine platforms, including those based on recombinant proteins.

In this study, RNA was extracted from the spleen of BALB/c mice, previously immunized with a
vaccination platform based on the recombinant S and RBD proteins of the SARS-CoV-2 virus.
The RNA was analyzed by RT-qPCR in order to evaluate the activation of the different
populations of T lymphocytes, through the expression of the TCR surface proteins, CD4 and
CDS8, and their respective antigen presenters MHC-I and MHC-II. It was shown that MHC-II
molecule and CD4+ T lymphocytes were significantly more stimulated than MHC-I molecule and
CD8+ T lymphocytes. In addition, that the treatment given by recombinant protein S and
supplemented with adjuvant, as well as the vaccination scheme consisting of two doses; were

the most stimulating for effector and memory cells associated with cellular immunity.

Keywords: Gene expression, antigen presentation, Endogenous gene, Cellular adaptive

immunity.



20

CAPITULO I: Introduccion
Antecedentes

El sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) es el agente causal
de la enfermedad viral denominada como COVID-19, cuyo primer caso fue detectado en la
ciudad de Wuhan, China en diciembre de 2019 y luego se propago por todo el mundo (Alamri
et al., 2021; Gusev et al., 2022; L. Singh et al., 2021). Desde el afio 2020 se han reportado mas
de 567 millones de casos y 6.3 millones de muertes a nivel global; y en el Ecuador mas de 956
mil casos y 35 793 muertes a causa de esta enfermedad (World Health Organization, 2022).

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario, con polaridad positiva y con una
longitud aproximada de 30000 ribonucleétidos. Posee una envoltura con un diametro cercano a
125 nm y pertenece al género Betacoronavirus donde se incluyen otros virus de ARN
responsables de importantes epidemias, como lo son el sindrome respiratorio agudo severo
(SARS) causado por el SARS-CoV en el afio 2002 y el sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS) por MERS-CoV en el afio 2012 (Boechat et al., 2021; Harbour et al., 2021; Pachetti
et al., 2020).

Mudltiples investigaciones sugieren que esta enfermedad se origin6 por una infeccién de
tipo zoondtica a partir de coronavirus que infectan al murciélago de herradura (Rhinolophus
affinis) y al pangolin malayo (Manis javanica), pues se ha detectado un 96.2 y 92.4% de
identidad con SARS-CoV-2, respectivamente (Banerjee et al., 2021). Su curso clinico es
variable, pudiendo presentarse desde una enfermedad leve o asintoméatica hasta una
enfermedad muy grave como el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), seguido de
neumonia grave, insuficiencia multiorganica y muerte (Sternberg & Naujokat, 2020; Toor et al.,
2021; Yu et al., 2021).

Se ha determinado que los sintomas de COVID-19 surgen durante los 14 dias
posteriores a la exposicion al virus, estos pueden incluir fiebre, tos, dolor de cabeza, fatiga,

diarrea, arritmias cardiacas, malestar general, vomitos, mialgias, dificultad para respirar y
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pérdida del gusto o el olfato (Gusev et al., 2022; L. Singh et al., 2021). Sin embargo, al tratarse
de un virus de ARN la tasa de mutacion es significativamente alta, lo que influye directamente
con la modulacion de la virulencia y con la capacidad de evolucion, caracteristicas que mejoran
la adaptacion del virus en cualquier ambiente y que podrian modificar la sintomatologia de la
enfermedad (Van Dorp et al., 2020). La recombinacion genética de SARS-CoV-2 ha generado
dos variantes de gran relevancia para la salud publica, la variante Delta (B.1.617.2) y la
variante Omicron (B.1.1.529); que destacan por su mayor transmisibilidad tanto presintomatica
como asintomatica (Alexandridi et al., 2022; Soraci et al., 2022).

Como estrategia para la lucha contra la pandemia de COVID-19 se han acelerado los
procesos para desarrollar vacunas eficientes. Las vacunas consisten en preparados biolégicos
gue proporcionan inmunidad adquirida activa frente a un determinado antigeno. Actualmente
existen 198 vacunas candidatas en ensayos preclinicos y 169 en etapas clinicas de desarrollo;
de las cuales 54 corresponden a vacunas de subunidades producidas mediante técnicas de
proteinas recombinantes (Ndwandwe & Wiysonge, 2021; World Health Organization, 2022).

La respuesta inmunitaria adaptativa es fundamental para combatir las infecciones
virales en los seres humanos. De Alwis et al. (2021) reportaron la generacion de una respuesta
adaptativa celular robusta caracterizada por una alta expresién de linfocitos T CD8* especificos
del antigeno viral, al analizar mediante citometria de flujo el bazo de ratones C57BL/6J
inoculados con una vacuna basada en ARN de autotranscripcion y replicacion de la proteina
espiga del SARS-CoV-2.

Harbour et al. (2021) informaron hallazgos similares, al inocular la proteina S
recombinante del SARS-CoV-2 en ratones C57BL/6N y observar una respuesta sélida de
linfocitos T CD8*, una respuesta detectable de linfocitos T CD4* y titulos altos de anticuerpos
neutralizantes IgG, dirigidos principalmente al dominio S1 de la proteina S. Ademas, registraron
gue la conjugacién del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1l (CMH-II) con el

extremo carbono terminal de la proteina S provoca la degradacion del antigeno viral.
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Justificacion

La rapida propagacion del virus SARS-CoV-2 alrededor de todo el mundo, la alta tasa
de mutagenicidad del virus, el elevado indice de contagios y fallecidos a causa de COVID-19;
en conjunto hoy en dia constituyen una de las mayores preocupaciones para la salud publica
mundial (Acurio-P&ez et al., 2021). La investigacion de la enfermedad y su agente causal es
fundamental para construir una base de conocimientos que permitan el desarrollo de
medicamentos y vacunas que contrarresten sus efectos negativos (De Alwis et al., 2021).

El virus del SARS-CoV-2 es inusualmente eficaz para evadir la activacion de respuestas
inmunes innatas tempranas, por lo que se ha optado por enfocar las investigaciones en la
respuesta inmunitaria adaptativa. La respuesta inmunitaria adaptativa implica la coordinacién
de las células inmunitarias T y B para controlar y erradicar las infecciones virales causantes de
enfermedades en los seres humanos, ademas de promover una respuesta inmunitaria duradera
y eficaz (Echeverria et al., 2021; Sette & Crotty, 2021).

Investigaciones previas han determinado que la secuencia codificante para la proteina
espiga (S) del SARS-CoV-2 esta altamente conservada en todos los coronavirus que infectan al
ser humano (Huang et al., 2020). Ademas, dicha proteina cumple un rol fundamental en la
patogénesis, transmision y virulencia de este antigeno, debido a que el dominio de unién al
receptor (RBD) de la subunidad S1 interactla con el receptor de la enzima convertidora de
angiotensina del huésped (ACE2) y se une a la membrana celular para inicial la infeccion
(Kumavath et al., 2021).

El bazo es un 6rgano de gran interés para el estudio de la respuesta inmune adaptativa,
pues se conoce que es el 6érgano linfoide secundario mas grande del cuerpo y que desempefia
una amplia gama de funciones inmunoldgicas como la activacion y regulacion de la respuesta
de las células T y B mediante la interaccion con las células presentadoras de antigeno (APC),
ademds de otros procesos como la hematopoyesis y depuracion de globulos rojos (Abbas

et al., 2018; Lewis et al., 2019).
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El éxito de las vacunas depende de la respuesta y la memoria inmunitaria; por lo que es
crucial comprender el mecanismo de accién de la respuesta adaptativa frente al virus del
SARS-CoV-2 (Jordan, 2021). En Ecuador todavia no se han desarrollado estudios relacionados
con la inmunidad adaptativa celular en huéspedes murinos, que permitan establecer una base
cientifica para el desarrollo de vacunas. Por lo que este estudio es de caracter exploratorio y
permitira diagnosticar aspectos esenciales relacionados con el tema.

Dada la importancia de la proteina S y el rol esencial de RBD en la replicacion viral del
SARS-CoV-2, asi como del protagonismo del bazo en la respuesta inmune adaptativa del
huésped, se ha planteado el presente proyecto para proporcionar un punto de referencia que
permita comprender los desafios que enfrenta el sistema inmune adaptativo y direccionar
estudios futuros relacionados con el desarrollo de vacunas para prevenir la propagacion
continua y la recurrencia estacional de COVID-19 en el Ecuador.

Objetivos
Objetivo General

Evaluar la respuesta inmune adaptativa mediante la expresion génica en un modelo de
ratébn BALB/c post infeccién de la proteina espiga (S) y el dominio de unién al receptor (RBD)
del SARS-CoV-2.

Objetivos Especificos

Extraer ARN a partir de tejido de bazo de ratén BALB/c previamente inoculado con la
proteina S y RBD recombinantes del virus SARS-CoV-2 (PrS1y PrRBD1).

Cuantificar la expresion génica del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH-1y
CMH-II) y moléculas CD4 y CD8 responsables de la respuesta inmune adaptativa mediante RT-
gPCR cuantitativa.

Evaluar los niveles de expresion de CMH-I, CMH-Il, CD4 y CD8 durante la respuesta

inmune adaptativa en ratones BALB/c infectados con PrS1 y PrRBD1.
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CAPITULO II: Marco teérico
Virus

Los virus son entidades simples, compuestas por complejos supramoleculares que les
permiten llevar a cabo diversas actividades biol6gicas. Pueden presentarse como viriones en
forma de particulas organicas estéticas, inactivas y latentes por largos periodos de tiempo,
cuando no han establecido contacto con una célula huésped; o como virus activos cuando han
entrado en contacto con la célula huésped por lo que adquieren la capacidad de autorreplicarse
(Wang-Shick, 2017).

En el afio de 1971 se propuso un método sencillo y légico para clasificar a los virus,
denominado “Clasificacion de Baltimore”. Este método se fundamento en la naturaleza
gendmica y mecanismo de replicacion de los virus, para categorizarlos en siete grupos, como
se observa en la Figura 1: Grupo | de virus de ADN bicatenario (ADNbc), Grupo Il de virus de
ADN monocatenario (ADNmc), Grupo Il de virus de ARN bicatenario (ARNbc), Grupo IV de
virus de ARN monocatenario de sentido positivo (ARNmc +), Grupo V de virus de ARN
monocatenario de sentido negativo (ARNmc -), Grupo VI de virus de ARN monocatenario
retrotranscrito (ARNmc - RT) y Grupo VIl de virus de ADN bicatenario retrotranscrito (ADNbc -
RT) (Tennant et al., 2018).

Coronavirus

Los coronavirus estan categorizados en el Grupo IV de la clasificacion de Baltimore,
debido a que poseen ARNmc de sentido positivo con envoltura. Estructuralmente se
caracterizan por poseer glicoproteinas en forma de picos que se proyectan desde la superficie
de su envoltura y un genoma de hasta 33.5 kilobases (kb), considerado uno de los mas
grandes entre los virus de ARN (Kaye et al., 2021). Los coronavirus pueden derivarse en una
subfamilia denominada Orthocoronavirinae, que consta de cuatro géneros designados como
alfa, beta, gamma y deltacoronavirus (Coronaviridae Study Group of the International

Committee on Taxonomy of Viruses, 2020).
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Los alfacoronavirus y los betacoronavirus infectan exclusivamente a especies de
mamiferos, mientras que los gammacoronavirus y los deltacoronavirus infectan huéspedes
aviares. Ademas, se conoce que las infecciones por coronavirus tanto en humanos como en
animales, se asocian con enfermedades respiratorias y entéricas (V’kovski et al., 2021).

Algunos coronavirus como HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 y HCoV-HKU1, son
causantes de resfriados leves y estacionales en seres humanos. Sin embargo, otros como
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 han demostrado ser mas alarmantes al ser capaces de
causar patologias respiratorias graves y potencialmente mortales, cuando infectan células
epiteliales bronquiales, neumocitos y células del tracto respiratorio superior (V’kovski et al.,
2021; Yan et al., 2022).

Figura 1

Clasificacion de los virus segun Baltimore

Genetic material present in the virion

Group | Group Il Group Il Group IV Group V Group VI Group VIl
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DNA : v
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v
/ \ / \ / \ / < J Reverse
mRNA(+) transcription
proteins

Nota. La relacion del genoma (ADN o ARN) de cada grupo de virus con el ARNm se indica
mediante una linea continua (transcripcién) o una linea de puntos (sin transcripcion). ss:
cadena simple, ds: cadena doble, (+): polaridad positiva, (-): polaridad negativa y RT:
Transcripcion inversa. Adaptado de “Molecular Virology of Human Pathogenic Viruses” (p. 13),

por Wang-Shick, R., 2017, Elsevier.
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El virus SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, con
envoltura que pertenece a la familia Coronaviridae, su taxonomia se describe en la Tabla 1.
Comparte su organizacion genémica con otros virus del mismo género que han sido
responsables de importantes epidemias en afios pasados, un 79% de identidad de secuencia
con el SARS-CoV y un 50% con el MERS-CoV (B. Hu et al., 2021). Su genoma posee un
tamafio de 29903 pb, con 14 marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican 9860 aminoacidos
y estos a su vez dan lugar a 29 proteinas tanto estructurales como no estructurales, ilustradas

en la Figura 2 (Barreto-Vieira et al., 2022; Huang et al., 2020).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica del SARS-CoV-2

Categoria Descripcién

Dominio Riboviria

Grupo IV (ARNmc +) segun Baltimore

Reino Orthornavirae

Filo Pisuviricota

Clase Pisoniviricetes

Orden Nidovirales

Suborden Cornidovirineae

Familia Coronaviridae

Subfamilia Orthocoronavirinae

Género Betacoronavirus

Subgénero Sarbecovirus

Especie Coronavirus relacionado con el sindrome respiratorio agudo grave
Subespecie  Coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave

Nota. Adaptado de “The species severe acute respiratory syndrome-related coronavirus:
Classifying 2019-nCoV and naming it SARS-CoV-2” (p.539) por Coronaviridae Study Group of

the International Committee on Taxonomy of Viruses, 2020, Nature Microbiology, 5(4).
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Figura 2

Organizacion gendmica del SARS-CoV-2
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Nota. UTR: Regiones no traducidas del genoma. ORF: Marcos de lectura abiertos. Nsp:
Proteina no estructural. Adaptado de “SARS-CoV-2 and the Host Cell: A Tale of Interactions”

(p. 4), por Pizzato et at., 2022, Frontiers in Virology, 1(815388).

Replicacion in vivo del virus SARS-CoV-2

La infeccién de SARS-CoV-2 ocurre principalmente en células epiteliales linfaticas de la
mucosa nasal, neumocitos alveolares tipo Il, células conjuntivales de superficie y enterocitos en
el intestino (Bartleson et al., 2021). El ingreso del antigeno al huésped estimula la secrecién de
interferones (IFN) que activan tanto la respuesta inmune innata como la expresion de la
proteina ACE2 que es un receptor de membrana celular. La interaccion de ACE2 con la
proteina espiga (S) del virus, induce una escision proteolitica mediada por la proteasa
transmembrana serina 2 (TMPRSS2), la catepsina L o la furina, enzimas propias del huésped
gue permiten la fusién de la membrana plasmatica del virus con la célula y facilita el ingreso del
virus a su interior, dejando a su disposicion la maquinaria de replicacion (Pizzato et al., 2022;

Yan et al., 2022).
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Los ORF se dividen en dos partes, ORFla y ORF1b dispuestos en los primeros dos
tercios del genoma viral en sentido 5’ a 3’ como se indica en la Figura 2, mismos que se
traducen directamente por accidén de ribosomas celulares, en dos poliproteinas pplay pplab. A
continuacioén, pplay pplab son procesadas por la proteasa viral similar a la papaina (PLpro) y
la proteasa viral principal (Mpro), generando 16 proteinas no estructurales (Nsps1-Nsps16) que
en conjunto constituyen el complejo de replicacién-traduccion (RTC) (V’kovski et al., 2021).

El tercio restante del genoma es expresado por la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) y los ARNm subgendmicos utilizan los sistemas de transcripcion y traduccion del
huésped, para sintetizar proteinas estructurales y accesorias. Las proteinas estructurales son
proteina espiga (S), membrana (M), envoltura (E) y nucleocapside (N), descritas en la Tabla 2 e
ilustradas en la Figura 3, mientras que las proteinas accesorias incluyen a ORF3a, ORF3b,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c y ORF10; cuya funcién se asocia con la
modulacion de la respuesta inmune del huésped y patogenia viral (Gusev et al., 2022; Yang &
Rao, 2021).

Figura 3

Estructura de la cipside del SARS-CoV-2
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Nota. Adaptado de “Pathogenesis, Symptomatology and Transmission of SARS-CoV-2 through

Analysis of Viral Genomics and Structure” (p. 3), por Rando et al., 2021, MSystems, 6(5).
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Tabla 2

Funciones de las proteinas estructurales del SARS-CoV-2

Proteina estructural Funcion
) Interaccién con el receptor ACE2 de la célula huésped y entrada

Proteina S ]
del virus.

Incorporacion de componentes virales en el ensamblaje del virion.
) Contribuye a la estabilizacion de la proteina N. Deteriora la

Proteina M o ]
asociacion de MAVS con SNX8, alterando la respuesta inmune del
huésped.

Proteina E Formacién de la envoltura, ensamblaje y gemacion del virion.
Interviene en el empaquetamiento y autoensamblaje del genoma
viral. Altera la fosforilacion de STAT1/STAT2, IRF3y la

Proteina N translocacion nuclear. Evita la inhibicion de la traduccion del ARNm

viral. Impide la escision de GSDMD por caspasa-1. Obstaculiza la

sintesis de granulos de estrés.

Nota. MAVS: Sefializacion antiviral mitocondrial. SNX8: Nexin 8 que es un regulador positivo de
la induccion desencadenada por virus de ARN y de la respuesta inmune innata. STAT1/STAT2:
Transductor de sefial y activador de transcripciéon 1y 2 respectivamente, son mediadores de
sefalizacion de INF de tipo | y lll. IRF3: Factor regulador de interferon 3. GSDMD: Gasdermin
D. Adaptado de “SARS-CoV-2 and the Host Cell: A Tale of Interactions” (p. 3), por Pizzato et

at., 2022, Frontiers in Virology, 1(815388).

El genoma y proteinas virales se ensamblan en el compartimento intermedio entre el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, luego la particula viral se fusiona con la membrana
de la célula que lo contiene y se libera por exocitosis para continuar con el proceso de infeccion
y aumento de la progenie viral dentro del organismo huésped, finalizando asi el ciclo de

replicaciébn como se ilustra en la Figura 4 (Yan et al., 2022).
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Figura 4

Ciclo de replicacion del virus SARS-CoV-2
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Nota. Adaptado de “Structural biology of SARS-CoV-2: Open the door for novel therapies” (p.

2), por Yan W., et at., 2022, Signal Transduction and Targeted Therapy, 7(1).

Proteina espiga (S)

La proteina S es una glicoproteina homotrimérica transmembrana que posee un tamafio
de 1273 aminoacidos y un peso molecular de 180 a 200 kDa, pertenece a las proteinas de
fusion viral de clase |, esta compuesta por un extremo N-extracelular, un dominio
transmembrana anclado en la membrana viral y un segmento C-terminal intracelular corto

(Sternberg & Naujokat, 2020).
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La proteina S del SARS-CoV-2 se encuentra recubierta con moléculas de polisacaridos
que sirven para camuflarla del sistema inmunoldgico del huésped. Naturalmente esta proteina
existe en una conformacion de prefusién metaestable e inactiva; misma que al interactuar con
las proteasas de la célula diana del huésped, experimenta un reordenamiento estructural que
permite la fusion del virus con la membrana celular (Huang et al., 2020).

Su estructura ha sido estudiada mediante microscopia crioelectrénica a nivel atémico,
revelando que la proteina S esta conformada por las subunidades funcionales denominadas S1
y S2, que forman la cabeza y tallo de un halo bulboso en forma de corona que rodea a la
particula viral en el exterior, como se observa en la Figura 5 (Kumavath et al., 2021).

Figura 5

Estructura de la proteina S del SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 s1

§88 w1

-
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Nota. A: Se observa el halo bulboso en forma de corona constituido por la proteina S que
contiene a la particula viral del SARS-CoV-2. Adaptado de “Structural and functional properties
of SARS-CoV-2 spike protein: Potential antivirus drug development for COVID-19” (p. 1142),
por Huang et al., 2020, Acta Pharmacologica Sinica, 41(9). B: Microscopia electrénica HAADF-
STEM de la particula de SARS-CoV-2 donde se identifica la proteina S. Adaptado de “SARS-
CoV-2: Ultrastructural Characterization of Morphogenesis in an In Vitro System” (p.10) por

Barreto-Vieira et al., 2022, Viruses, 14(2).
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Subunidad S1

La subunidad S1 corresponde a la seccion desde el aminoacido 14 al 685 de la longitud
total de la proteina S, su funcion principal es la unién al receptor de la célula huésped. Esta
comprendida por un péptido sefial en el extremo N (SP), un dominio N-terminal (NTD)
conformado desde el residuo 14 al 305 y tres dominios de union al receptor (RBD) conformados
desde el residuo 319 al 541 (Huang et al., 2020).

El péptido sefal (SP) consta de los primeros 13 amino&cidos con residuos altamente
hidrofébicos que forman una estructura helicoidal, cuya funcion es guiar a la proteina S hacia
su destino en la membrana de la célula huésped. Los dominios RBD, son responsables de la
union con la regién de la aminopeptidasa N del receptor celular huésped ACE2. Mientras que el
dominio NTD es clave para la interaccion con ACE2, pues tiene una alta susceptibilidad a
mutaciones que mejoran la unién con el receptor (Xia, 2021).

Subunidad S2

La subunidad S2 esta conformada desde el aminoacido 686 al 1273 de la longitud total
de la proteina S, su rol principal es la fusion de membrana entre el virus y la célula huésped
luego de que se ha establecido la union. Esta subunidad posee un péptido de fusion (FP)
desde el residuo 788 al 806, dos dominios de repeticion de heptapéptido 1y 2 (HR1 y HR2)
que ocupan los residuos desde 912 al 984 y desde 1163 al 1213 respectivamente, seguidos del
dominio transmembrana (TM) desde el residuo 1213 al 1237 y el dominio del citoplasma (CT)
desde el residuo 1237 al 1273 (Huang et al., 2020).

El FP se transforma en IFP cuando ocurre la escision de la proteina S del SARS-CoV-2,
este péptido sirve para penetrar la membrana de la célula diana e instalar un anclaje en su
interior, mientras que los dominios TM y CT forman un ancla dentro del virién. Dado que la
proteina S es un homotrimero, hay tres HR1 y tres HR2 que en conjunto forman un haz de seis

hélices perpendiculares a la membrana viral. Estos se encargan de regular la fusion,
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procurando que el virus y la membrana de la célula huésped se acerquen lo suficiente para que
logren fusionarse (Xia, 2021).

La fusibn de membrana requiere que exista un cambio conformacional en la proteina S,
lo cual es efectuado por un evento de escision que ocurre en la superficie celular a pH neutro o
en el interior de un endosoma a pH reducido. Ambos eventos constituyen las dos vias de
entrada del SARS-CoV-2 al huésped, la via de la membrana-TMPRSS2 y la via del endosoma-
catepsina L respectivamente (Rando et al., 2021; Xia, 2021).

El cambio conformacional inicia mediante una sefal clara de la proximidad entre un
virus y una célula diana o entre una célula infectada y una célula diana. La sefial mas probable
es la activacion de proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) expresada en la superficie
celular del huésped, pero si este no es el caso entonces ocurre una infeccion a través de
endocitosis por la via endosoma-catepsina L (Li et al., 2021; Xia, 2021).

Respuesta inmunolégica

El sistema inmunolégico cumple un rol fundamental en el combate de antigenos
extrafios presentes en la piel, tejidos, tracto gastrointestinal, vias respiratorias y fluidos
corporales como la sangre (Glick et al., 2014). Se compone de dos lineas de defensa
conocidas como sistema inmunoldgico innato o general y sistema inmunolégico adaptativo o
especializado; los cuales estan estrechamente relacionados, pero cada uno de ellos consta de
diferentes tipos de células con funciones especificas (Institute for Quality and Efficiency in

Health Care, 2020).

Respuesta inmunoldgica innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa frente a un antigeno extrafio, es un
mecanismo inmediato que utiliza el huésped para combatir una infeccion. Los elementos que
la componen estan disponibles antes del inicio de la infeccidn e incluyen barreras fisicas como
la piel, membranas mucosas, células fagociticas, sustancias inflamatorias, ademas de

mediadores bioquimicos (Actor, 2019).
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La respuesta inmune innata es independiente del antigeno y carece de memoria
inmunoldgica; por lo tanto es inespecifica e incapaz de reconocer el mismo patégeno en el
futuro (Marshall et al., 2018). Sin embargo, la activacibn molecular y contacto entre los
componentes de la respuesta inmune innata con la adaptativa, juega un rol importante y

complementario para el control exitoso de una infeccion (Pérez-Galarza et al., 2021).

Respuesta inmunolégica adaptativa

El sistema inmunolégico adaptativo es fundamental cuando el nivel de activaciéon de la
inmunidad innata es ineficaz frente a un agente infeccioso que ha logrado establecerse dentro
del organismo. Es la segunda linea de defensa del huésped, cuyas funciones principales son
el reconocimiento de antigenos extrafios especificos, generacion de vias inmunoldgicas
efectoras enfocadas a eliminar inmediatamente a un patégeno y el desarrollo de la memoria
inmunolégica capaz de reconocer y erradicar un antigeno en particular durante una infeccion
futura (Marshall et al., 2018).

La respuesta inmunoldgica adaptativa es llevada a cabo por los linfocitos, que son las
células mas especificas del sistema inmune y representan alrededor del 25% de los glébulos
blancos en sangre. Los linfocitos se destacan por ser la Unica célula del organismo que
expresa receptores distribuidos de forma clonal, especificos y muy diversos frente a muchos
antigenos; lo cual es producto de un fenémeno de recombinacién aleatoria de segmentos de
ADN durante sus etapas de maduracion (Abbas et al., 2018; Rich et al., 2019).

Los linfocitos se clasifican principalmente en linfocitos B y linfocitos T, propios de la
respuesta adaptativa humoral y respuesta adaptativa celular, respectivamente. Ademas, la
interaccion entre ambas respuestas y sus células caracteristicas, es llevada a cabo mediante
proteinas solubles como las citoquinas y las quimiocinas (Actor, 2019).

La respuesta inmune adaptativa es lenta debido a que requiere de un proceso de
seleccion y expansion de células especificas para un determinado antigeno, a partir de grandes

grupos de células B virgenes y células T dirigidas a diferentes estructuras y secuencias
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moleculares. Este tipo de respuesta inmunitaria tarda alrededor de 6 y 10 dias luego del
cebado del antigeno. Sin embargo, una vez que ha terminado la diferenciacién exponencial de
células T y B, la infeccion es erradicada inmediata (Sette & Crotty, 2021).

Respuesta inmune adaptativa humoral

La inmunidad humoral se caracteriza por ser el principal mecanismo de defensa frente a
antigenos extracelulares y sus toxinas; estd mediada por las células B, quienes sintetizan y
secretan anticuerpos en fluidos como la sangre y secreciones mucosas, con el fin de marcar y
neutralizar al antigeno. Las células B se originan por hematopoyesis y maduran en la médula
0sea; ademas se caracterizan por expresar un receptor de unién a antigeno Unico en su
membrana que les permite reconocer particulas extrafias directamente, sin necesidad de las
células presentadoras de antigeno (APC) (Abbas et al., 2018; Rich et al., 2019).

Los linfocitos B se activan por las células T colaboradoras, que inducen su
diferenciacion a gran escala. Algunos linfocitos B tienden a convertirse en células de memoria
de larga duracién que pueden intervenir en infecciones futuras, mientas que otros se
transforman en células plasmaticas de vida corta, cuya funcion es la secrecién de grandes
cantidades de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) solubles para controlar la infeccién y luego
sufren apoptosis. Ademas, en determinadas ocasiones, también actian como APC para ayudar
a las células T a reconocer un antigeno especifico (Marshall et al., 2018).

Respuesta inmune adaptativa celular

La respuesta celular enfocada principalmente en el combate de antigenos intracelulares;
esta mediada por las células T, quienes se originan a partir de las células madre
hematopoyéticas en la médula 6sea y luego se mueven a través del torrente sanguineo hasta
el timo para madurar. Cada célula T tiene la capacidad de proliferar y diferenciarse con rapidez
al recibir una sefal dada por una APC, como las células dendriticas y en algunos casos por

otras células como macréfagos, células B, fibroblastos y células epiteliales que expresan un
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grupo de proteinas denominado como complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) (Abbas
et al., 2018; Pérez-Galarza et al., 2021).

Las células T expresan un receptor heterodimérico Unico de unién a antigenos en su
membrana denominado receptor de células T (TCR), el cual forma un complejo de llave-
cerradura con el antigeno especifico. Las células T circulan por todo el cuerpo a través del
sistema linfatico y sanguineo, por lo que tiene una alta probabilidad de interactuar con una APC
gue ha digerido un antigeno y reconocer los residuos de fragmentos unidos al complejo CMH
especifico. El complejo CMH-antigeno activa el TCR de la célula T e induce la secrecion de
citocinas que mejoran la respuesta inmune (Marshall et al., 2018).

Clasificacién de los linfocitos

Existen subgrupos de linfocitos B y T con diferentes caracteristicas tanto fenotipicas
como funcionales. Dichos subgrupos pueden ser identificados por la expresion de proteinas en
su superficie celular, determinadas con un nimero “CD” unico. El CD se refiere al cluster o
cumulo de diferenciacién, conformado por un conjunto de proteinas de superficie especificas
para el fenotipo de una sola célula o linaje celular. Las proteinas CD se utilizan principalmente
para determinar la funcién, medir la variacion de la proporcion e identificar la distribuciéon de
poblaciones celulares en pacientes sanos y con enfermedad (Abbas et al., 2018; Actor, 2019).

Los linfocitos B pueden ser foliculares, que son los mas numerosos y activos; ademas
de linfocitos B de la zona marginal y linfocitos B-1. Mientras que los linfocitos T se clasifican en
cooperadores CD4* y citotéxicos CD8*. Cada subgrupo puede encontrarse en diferentes
localizaciones anatdmicas y en proporciones variadas. La Tabla 3 resume las principales

caracteristicas de los diferentes tipos de linfocitos (Marti et al., 2017; Rich et al., 2019).



Tabla 3

Clasificacién de los linfocitos y sus principales caracteristicas
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Porcentaje de linfocitos

Tipo de Receptor Marcador
. . L. i totales (%)
Linfocito Funcion para Especificidad de .
. . Ganglio
Antigeno fenotipo Sangre . _ = Bazo
linfatico
Diversa frente a Receptor
meocnos B Prqducmon de Ig dt_e_ muchos tipos de Fc, CMH I, 5-20 20-25 40-45
foliculares anticuerpos superficie moléculas CD19%,
CD23*
. . - Limitada frente a
Linfocitos B de  Produccion de Ig de . IgM,
) . - un limitado grupo . 2-3 3-5 7-10
zona marginal  anticuerpos superficie ) CD27
de moléculas
Limitada frente a IgM, CD43,
Produccion de Ig de un restringido D20,
Linfocitos B-1 . 9 - 9 CD27, 1-3 Inusual  Inusual
anticuerpos superficie grupo de
moléculas pero no
CD70
Linfocitos T Activa linfocitos D . D3
infocitos . iversa frente a +
By macrofagos  Heterodimero ’
cDa* Eetimia GBr_T o complejos CD4*, 3560 50-60  50-60
cooperadores  jnflamacion péptido-CMH I CD8"
Mata células
Linfocitos T cancerosas o Heterodimero Diversa frente a CD3*,
cD8* infectadas con aB-TCR complejos CD4, 15-40 15-20 10-15
citotoxicos antigenos péptido-CMH | CD8*
intracelulares
Suprime la Frente a
funcién de otros complejos CD3,
Linfocitos T linfocitos para Heterodimero  péptido-CMH Il de CD4", Inusual 10 10
reguladores mantener la ap-TCR antigenos propios CD25%,
tolerancia frente y algunos FoxP3*
a lo propio extrafios
L.I nf?gltos T Suprime o activa . Limitada frente a CD56",
citoliticos respuestas Heterodimero . .
. complejos CD16*, 5-30 Inusual 10
naturales innatas y apB-TCR lucolipido-CD1 cD3*
(TNK) adaptativas 9 P
Funcién Limitada frente a CD3",
. . cooperadora y Heterodimero  antigenos CD4*y
Linfocitos T yd o L I I I |
infoctios Ty citotdxica en la y6-TCR peptidicos y no CD8 nusua nusua nusua
respuesta innata peptidicos variable
Linfocitos T Funcion
invariantes cooperadora y . Limita frente a CD3"y
. o Heterodimero ) .
asociados a citotoxica en el aB-TCR metabolitos CD8* la 5 Inusual  Inusual
mucosas intestino bacterianos mayoria
(MAIT)

Nota. Ig: Inmunoglobulina, CMH: Complejo mayor de histocompatibilidad, CD: Cluster de diferenciacion.

Adaptado de “Inmunologia celular y molecular” (p. 22), por Abbas et al., 2018, Elsevier.
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Origen de los linfocitos T

Los linfocitos al igual que todas las células sanguineas se originan a partir de las células
troncales multipotentes 0 mejor conocidas como células troncales hematopoyéticas (HSC),
derivadas de 6rganos linfaticos generadores como la médula 6sea y el higado fetal. Las HSC
maduran y se transforman en progenitores linfociticos, capaces de generar células linfoides
innatas, linfocitos B y linfocitos T. Los progenitores linfociticos derivados de la médula 6sea dan
lugar a linfocitos B foliculares, linfocitos B de la zona marginal y linfocitos T con receptores af.
Mientras que los progenitores linfociticos generados en el higado fetal, antes del nacimiento,
dan lugar a los linfocitos B-1 y linfocitos T con receptores y® (Rich et al., 2019).

Los progenitores de los linfocitos B maduran en la médula 6sea, mientras que los
progenitores de los linfocitos T se trasladan y maduran en el timo. Durante su estancia en el
timo, los linfocitos expresan receptores de antigeno y desarrollan capacidades funcionales, que
dan lugar a células maduras y listas para recircular por el torrente sanguineo hacia los érganos
linfaticos secundarios (Abbas et al., 2018).

La primera etapa de diferenciacion de HSC es el compromiso del linaje linfoide, el cual
depende de varios factores como la sefializacion de células del estroma, factores de
crecimiento, citoquinas, quinasas y moléculas de superficie como Notch-1. La accién conjunta
de Notch-1 con GATA-3, promueve el desarrollo del linaje de linfocitos T con receptores
principalmente ap. Ademas, la interleucina 7 (IL-7) es clave para el desarrollo, proliferacion y
supervivencia de los progenitores celulares de los linfocitos T, debido a que es producida por
las células del estroma de la médula 6seay por las células epiteliales del timo (Marti et al., 2017;
Taniuchi, 2018).

Maduracion de los linfocitos T

La maduracion timica es fundamental debido a que solo entre el 1 y 3% de progenitores

celulares de los linfocitos T que ingresan al timo logran sobrevivir los pasos de seleccion y

madurar completamente, la Figura 6 esquematiza dicho proceso. Inicialmente, los progenitores
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de linfocitos T transportados por la sangre, atraviesan el endotelio de las vénulas postcapilares
en la region de la union corticomedular del timo. Los precursores de linfocitos T inmaduros o
también denominados timocitos, colonizan el timo gracias a la unién de quimiocinas (CC) con
receptores especificos. Los timocitos en este punto no expresan el TCR, CD3, CD4 ni CD8; por
lo cual se los llama timocitos con doble negatividad (DN) en un estado de prolinfocito T de
maduracién. Luego de su llegada, los timocitos DN se mueven desde el seno subcapsular y
region cortical externa, hacia la corteza del timo, gracias a la unién de la quimiocina CCL25 con
el receptor CCR9 (Coico & Sunshine, 2015; Matrti et al., 2017).

En la corteza ocurren los estados de maduracioén, que incluyen la expresion de TCR af3
o y® por primera vez, seguido de la maduracion de timocitos en linfocitos CD4* o CD8*. Los
timocitos (DN) pasan del estadio prolinfocito T al estadio prelinfocito T, cuando se producen
recombinaciones productivas en procesos de reordenamiento génico, que en el 90% de los
casos genera la subunidad B del receptor TCR. El complejo prelinfocito T emite sefales que
inhiben la formacion de timocitos DN, eliminacién de subunidades B con reordenamientos no
productivos y promueve la transicion de timocitos DN a timocitos con doble positividad (DP).
Los timocitos DP expresan la subunidad a de TCR mediante reordenamiento génico y
consecuentemente expresan heterodimeros a-TCR totalmente formados (Taniuchi, 2018).

También en la corteza ocurre un proceso de seleccion positiva, en el cual se verifica que
los receptores TCR de los timocitos DP puedan reconocer con avidez baja a los complejos de
CMH unidos con péptidos propios. Los timocitos DP que reconozcan CMH-I se convertiran en
timocitos de una sola positividad (SP) del linaje CD8" y los que reconozcan CMH-II se
convertirdn en timocitos SP del linaje CD4*. Aquellos que no expresen un reordenamiento
productivo de la subunidad a y aquellos que reconocen moléculas propias de CMH con alta
avidez son considerados autorreactivos y son eliminados mediante un proceso de seleccion
negativa que induce su apoptosis. Aunque, algunos de ellos son seleccionados por células

dendriticas y macré6fagos para convertirse en linfocitos T reguladores CD4* cuya funcion sera
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evitar reacciones autoinmunitarias. A su vez, aquellos timocitos cuyos receptores no reconocen
moléculas propias presentadas por CMH se los considera defectuosos y también mueren por
apoptosis en un fenébmeno denominado “muerte por abandono” (Hwang et al., 2020; Rich et al.,

2019).

Figura 6

Maduracion de los linfocitos T
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Nota. Se muestra la ruta general de maduracioén de los linfocitos T desde el origen de los
precursores linfociticos en la médula 6sea hasta el proceso de maduracion en el timo y
posterior recirculacién a través de los 6rganos linfaticos secundarios. Adaptado de “Lymphocyte
Updates - Cancer, Autoimmunity and Infection: Lymphoid Hematopoiesis and Lymphocytes

Differentiation and Maturation” (p.9) por Marti et al., 2017, InTech.

Los timocitos DP que logran superar los procesos de seleccion en la corteza y se
trasforman en timocitos SP, se trasladan a la médula del timo mediante la union de las
guimiocinas CCL21 y CCL19 con el receptor CCR7. En este punto, ocurre un segundo proceso

de seleccion negativa mediado por el regulador autoinmune (AIRE) expresado por las proteinas
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epiteliales medulares. Ademas, ocurren procesos de diferenciacion funcional y fenotipica en
linfocitos T (SP) CD4* CD8 o CD8* CD4". Finalmente, los linfocitos inmunol6gicamente
competentes y maduros, abandonan la médula timica, a través de un gradiente de 1-fosfato de
esfingosina, para formar parte de los linfocitos periféricos e ingenuos, listos para ser activados
por una APC (Marti et al., 2017; Taniuchi, 2018).

Activacion de los linfocitos T

Los procesos de sefializacion e interaccion celular durante la etapa de maduracion en el
timo, proporcionan al huésped un extenso repertorio de células T con receptores de antigeno
Unicos y especificos, originados por recombinacién somatica y capaces de reconocer una
amplia gama de antigenos (Coico & Sunshine, 2015). Los linfocitos T maduros llegan a los
6rganos linfaticos secundarios o periféricos, que incluyen a los ganglios linfaticos, el bazo y
tejidos mucosos; donde circulan en un estado de reposo a través de una red reticular de
fibroblastos y pueden adquirir capacidades funcionales Unicamente al ser activados por la
interaccion con una APC (Abbas et al., 2018).

Existen tres etapas que comprenden la activacién de los linfocitos T; la primera etapa
corresponde a la presentacion del antigeno. Durante esta etapa, las APC dotadas de
receptores de reconocimiento de patrones (PPR) especificos para los patrones asociados a
patdgenos (PAM), migran hacia los ganglios linfaticos para encontrar un determinado antigeno;
y luego lo degradan hasta formar fragmentos peptidicos con una longitud adecuada para unirse
a los surcos especificos de las moléculas CMH y ser exhibidos a los linfocitos T virgenes (Tai
et al., 2018).

La siguiente etapa consiste en el reconocimiento del antigeno por el complejo TCR, el
cual estd formado por la asociacién no covalente entre el receptor TCR y las subunidades de
proteinas CD3 vy, 6, € y {, como se muestra en la Figura 7. El receptor TCR posee la capacidad
de reconocer fragmentos de antigenos unidos a CMH y también autoantigenos; consta de

cadenas a y 3 con dominios variables y constantes que se encuentran unidos entre si por
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enlaces disulfuro. Los dominios variables tanto a como [ poseen tres regiones hipervariables o
conocidas como regiones determinantes de la complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3).
CDR3 es la regiéon de mayor tamafio y juega un rol fundamental en la unién con el antigeno,
debido a que sufre un cambio conformacional diagonal que permite la union especifica del

receptor al complejo péptido-CMH (Coico & Sunshine, 2015; Rich et al., 2019).

Figura 7

Esquema del complejo TRC y correceptores CD4 y CD8 de linfocitos T
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Nota. La carga asociada a los enlaces disulfuro de los residuos transmembrana es indicada
como bésica (+) y &cida (). Lck: Tirosina quinasa. ITAM: Motivos de activacion basados en
tirosina de inmunorreceptores. Adaptado de “Clinical Immunology: Principles and Practice” (p.

72), por Rich et al., 2019, Elsevier.
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Las subunidades de CD3 se encuentran unidas por interacciones hidrofébicas y aunque
no tienen un rol directamente involucrado con el reconocimiento del antigeno, su funcién
principal es la transmision de sefiales desencadenadas por el TCR a través de motivos de
activacion basados en tirosina de inmunorreceptores (ITAM) presentes en su cola
citoplasmética. Los ITAM consisten en repeticiones en tandem de una secuencia con tirosina,
presente tres veces en la cadena CD3 { y una vez en las cadenas CD3 vy, 8 y €; como se
muestra en la Figura 7 (Hwang et al., 2020).

La tercera y Ultima etapa de activacién de los linfocitos T, consiste en la captacion de
dos sefiales claves. La sefial 1 esta dada por la unién del TCR con el complejo péptido-CMH; la
cual induce la fosforilacion de ITAM mediante la accién de proteinas tirosina quinasas y facilita
la interaccién de otras moléculas efectoras o coestimuladores con el complejo TCR y
correceptores CD4 o CD8, segun el caso. El contacto fisico de los coestimuladores con la
interfaz CD y TCR, da lugar a una estructura diana denominada Sinapsis Inmunitaria (SI) que
se convierte en la sefial 2 de activacion (Abbas et al., 2018; Tai et al., 2018).

Las células T captan la sefial 1 luego de varias horas durante las cuales se ha
producido una sefalizacién sostenida a través de multiples TCR, asegurando la estimulacién
eficaz de las vias de transduccion de sefales, mismas que conducen a la activacion de los
factores de transcripcion nuclear. Mientras que la sefial 2 es trasferida a través de ITAM del
dominio citoplasmatico de CD3, luego de que se ha establecido la estructura Sl. La via
coestimuladora mejor caracterizada, esta dada por el receptor de superficie del linfocito T
denominado CD28 que tiende a unirse a las moléculas coestimuladoras B7-1 (CD80) y B7-2
(CD-86) expresadas en la superficie de las APC. Sin embargo, se ha detectado otras sefales
gue también forman parte del constructo SI como CTLA-4 con CD80, CTLA-4 con CD86, LFA-1
con ICAM-1, LFA-1 con ICAM3 y CD2 con LFA-3, ilustrados en la Figura 8A (Abbas et al.,

2018; Coico & Sunshine, 2015).
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Figura 8

Mecanismo de activacion de los linfocitos T
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Nota. A: Sefial 2 de la activacion dada por la unién de receptores de superficie del linfocito T
con coestimuladores expresados en la superficie de las APC. Adaptado de “/mmunology: A
short course” (p. 155), por Coico, R. & Sunshine, G., 2015, John Wiley & Sons Ltd. B: Vias de
sefializaciéon implicadas en la activacion del linfocito T. TCR emite sefiales que activan a las
tirosinas quinasas (PTK), como LCK y ZAP-70. PTK fosforila y activa la fosfolipasa Cy1l
(PLCyl). PLCy1 hidroliza al fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) y produce diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP3). IP3 estimula el aumento de calcio intracelular, activando la fosfatasa
calcineurina y ésta desfosforila NFAT permitiendo su translocacion al nucleo. A su vez, DAG
induce la actividad de RAS-GRPL1 y activa RAS, el cual se une y estimula la quinasa RAF1,
dando lugar a una cascada de serina/treonina quinasas (MAPK) que permite la translocacion
nuclear de las quinasas ERK. Ademas, DAG activa el complejo CARMA/BCL-1/MALT1, que
fosforila a la quinasa IkB (IKK) y luego ésta fosforila a IkB-a, lo que en consecuencia libera NF-
KB al ndcleo. Los factores de transcripcion NFAT, NFkB y los derivados de la via MAPK regulan
la transcripcidn de genes criticos para la activacion de células T, como IL-2. Adaptado de

“Clinical Immunology: Principles and Practice” (p. 187), por Rich et al., 2019, Elsevier.
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La captacion consecuente de las sefiales 1 y 2, desencadena un conjunto de vias de
sefializacion que son dirigidas por citocinas, moléculas coestimuladoras, quimiocinas, integrinas
y metabolitos, como se ilustra en la Figura 8B. Dichas vias de sefializaciébn promueven la
activacion y diferenciacién de las células T virgenes en subtipos especificos de células efectoras
y de memoria, que dotan de la capacidad de migrar a cualquier tejido y responder ante una
infeccién. Sin embargo, en algunos casos la captacion simultanea de las sefiales 1y 2 o la
ausencia de una via coestimuladora podia significar una sefial de apagado para las células T,
por lo que se traduciria en un estado de tolerancia, clon incompetente con respuesta nula o
eliminacion del linfocito T (Rich et al., 2019; Tai et al., 2018).

El proceso de activacion de los linfocitos T también implica la expresion de moléculas de
superficie que modulan las respuestas inmunoldgicas mediante mecanismos de
retroalimentacion positiva al incrementar la magnitud de activacion de los linfocitos Ty
retroalimentacién negativa al inhibir la activacion hasta un limite seguro para proteger al
organismo de una respuesta inapropiada, evitando asi enfermedades autoinmunes e
inflamatorias (Abbas et al., 2018; Hwang et al., 2020).

Los coestimuladores y las citocinas presentes durante la activacion, inducen factores de
transcripcion especificos para la diferenciacion de un determinado grupo de células T, segun
los requerimientos del huésped para combatir al antigeno, como se ilustra en la Figura 9. Las
células T CD4" activadas pueden diferenciarse en linfocitos T reguladores inmunosupresores
(Treg) o linfocitos T efectores inflamatorios como los T auxiliares (Thl, Th2, Th9, Th17 y Th22)
y los T auxiliares foliculares (Tfh). Este tipo de células estan definidas en funcion a la
produccion de citocinas proinflamatorias como el interferén (IFN-y) y los factores de necrosis

tumoral (TNF-a o TNF-B) (Marti et al., 2017).
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Figura 9

Activacion y respuesta de los linfocitos T
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Nota. Esquema de respuesta de los linfocitos T tras el reconocimiento del antigeno en el
huésped. Adaptado de “Inmunologia celular y molecular” (p. 210), por Abbas et al., 2018,

Elsevier.

Al igual que las células T CD4*, las células T CD8* pueden diferenciarse en linfocitos
con una misién regulatoria (Tcl, Tc2, Tc9y Tcl7); de los cuales el mas caracterizado ha sido
Tcl o denominado linfocito citotoxico (CTL), cuya funcion es la eliminacion directa de células
infectadas, dafiadas, disfuncionales y tumorales; por medio de la accion de IL-2 e IL-12,
altamente citotdxicas que permiten la expresion de altos niveles de IFN-y, TNF-a, granzimas y
perforinas (Marti et al., 2017). Al erradicar la infeccion las células efectoras son eliminadas por
fagocitosis para devolver el organismo a un estado de homeostasis, pero algunas de ellas se
conservan como ceélulas de memoria principalmente en tejidos mucosos, piel y en 6rganos
linfaticos; mismas que dotan de la capacidad para diferenciarse exponencialmente durante

futuros encuentros con el mismo antigeno (Marshall et al., 2018; Sette & Crotty, 2021).
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Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH)

El CMH comprende un conjunto de genes estrechamente relacionados que se heredan
como una unidad y son responsables de la coordinacién de la respuesta inmune tanto innata
como adaptativa. Se sabe que el CMH esta presente en todos los vertebrados y que en el ser
humano se lo conoce como sistema de antigenos leucocitario humano (HLA) (Grifoni et al.,
2021). Cumple un rol fundamental en la respuesta inmunolégica frente a patégenos como virus,
bacterias, hongos y parasitos; asi como también interviene en procesos de trasplante,
autoinmunidad, cancer, respuestas a farmacos y vacunas, entre otros (Rich et al., 2019).

Los principales tipos de CMH incluyen al CMH de clase | (CMH-I) que se expresa en la
superficie de todas las células nucleadas y al CMH de clase Il (CMH-II) que se expresa en la
superficie de células epiteliales y células inmunes como las células B, monocitos, macréfagos y
células dendriticas. La funcién primordial de CMH-1 y CMH-II durante la respuesta inmune, es la
presentacion de fragmentos peptidicos derivados de antigenos fagocitados y células
infectadas, a las células T CD8* y CD4" respectivamente (Pérez-Galarza et al., 2021).

CMH-1 y CMH-II son glicoproteinas transmembrana, comparten un pliegue similar de
unién que se compone de dos dominios y cuya funcién es adaptarse al péptido del antigeno
mediante enlaces de hidrégeno e interaccion entre aminoacidos para formar el complejo CMH-
péptido (Grifoni et al., 2021). El pliegue, en el CMH-I esta compuesto de una sola cadena
pesada (a) asociada de forma no covalente con un pequefio polipéptido invariable de p2-
microglobulina (32m) y rodeado por residuos de tirosina en los extremos, que limitan la unién
de péptidos de un tamafio entre 8 a 11 residuos de longitud. Mientras que en el CMH-II, est4
conformado por dos cadenas (ay B) que permiten el acople de péptidos de entre 10 a 30
residuos de longitud (Arshad et al., 2022; Wieczorek et al., 2017).

La unién del péptido es un paso integral para la biosintesis y ensamblaje del CMH, por
lo que ocurre antes de su expresion en la superficie celular de las APC. Muchos antigenos

estan conformados por proteinas grandes y complejas, por lo que es crucial que exista un
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mecanismo de protedlisis que permita romper las estructuras y convertirlas en péptidos mas
accesibles para el CMH; dicho mecanismo es mejor conocido como procesamiento del
antigeno (Grifoni et al., 2021).

La via del CMH-I para el procesamiento de proteinas citosoélicas derivadas de antigenos
enddgenos como virus replicados, proteinas bacterianas inyectadas y parasitos fagocitados;
consiste en la degradacién proteolitica a través del complejo citoplasméatico de enzimas
denominado proteosoma. El proteosoma degrada proteinas mal plegadas o dafiadas de
manera rutinaria mediante mecanismos de ubiquitinacion, pero en presencia de IFN-y, el
proteosoma potencia sus funciones inmunoldgicas (Abbas et al., 2018). Los péptidos
generados por la degradacion en el proteosoma son transportados selectivamente al reticulo
endoplasmico mediante un trasportador de péptidos (TAP) y luego se unen a las cadenas de
CMH previamente ensambladas. El complejo CMH-I-péptido se mueve a través del aparato de
Golgi hacia la superficie celular, donde se muestra y se presenta a una célula T CD8* que
expresa el receptor de antigeno pertinente; como se muestra en la Figura 10A (Coico &
Sunshine, 2015).

La via del CMH-II para el procesamiento de proteinas exdgenas se basa en la
interiorizacion de proteinas desde el exterior de la célula hacia el citoplasma, mediante
vesiculas intracelulares que se fusionan con endosomas y lisosomas acidos (pH~4). Dichas
vesiculas contienen enzimas proteasas como las catepsinas, que generan péptidos de menor
tamafo. Simultaneamente, durante la sintesis de CMH-II en el reticulo endoplasmico rugoso,
una cadena invariable (CD74) se adhiere al surco de unién del CMH con el fin de evitar la union
de péptidos propios del huésped y actiia como chaperona para permitir su entrada al complejo
de Golgi. Luego la cadena invariable se degrada formando un polipéptido invariable asociado a
clase Il (CLIP) que estimula la fusién de las vesiculas que contienen al CMH con aquellas que
contienen fragmentos del antigeno. El intercambio de péptidos entre el complejo CMH-II-CLIP y

los péptidos derivados del antigeno exdgeno es catalizado por la enzima HLA-DM y una vez
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formado, el complejo CMH-II-péptido sale a la superficie celular y presenta el antigeno a una

célula T CD4" que expresa el receptor de antigeno apropiado, tal como se muestra en la Figura

10B (Rich et al., 2019; Wieczorek et al., 2017).
Las células dendriticas particularmente son un tipo de APC que tiene la capacidad de
capturar o ingerir células infectadas por virus o células tumorales a través de vesiculas por

fagocitosis o pinocitosis. Al encontrarse en el citoplasma, dichas células son digeridas por el

complejo proteosoma y luego son presentados a los linfocitos T CD8*, dando lugar a un

proceso denominado presentacion cruzada (Abbas et al., 2018; Coico & Sunshine, 2015).

Figura 10

Presentacion de antigenos por CMH
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Nota. A: Procesamiento de un antigeno endégeno por el CMH-1 y presentacion a los linfocitos T
CD8". B: Procesamiento de un antigeno exdgeno por el CMH-II y presentacion a los linfocitos T

CD4*. Adaptado de “Immunology: A short course” (p. 125y 126), por Coico, R. & Sunshine, G

2015, John Wiley & Sons Ltd.
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Respuesta inmune frente al SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 ingresa por el tracto respiratorio superior del huésped y luego se
propaga hacia otros 6rganos, especialmente a los pulmones. La respuesta inmune inicia
durante la incubacién del virus en las células de la mucosa oral y nasal, cuando el ARN viral es
reconocido por receptores innatos del huésped como los TLR7, TLR8 y TLR3; ademas de los
receptores tipo RIG (Bartleson et al., 2021). El reconocimiento del antigeno estimula la
produccion de citocinas proinflamatorias que en conjunto generan un ambiente tisular antiviral y
promueven el reclutamiento de células efectoras; una de ellas las células dendriticas quienes
migran a los ganglios linfaticos y activan la respuesta inmune adaptativa (Soraci et al., 2022).

La magnitud de la carga viral inicial y la eficacia de la respuesta inmune innata mediada
principalmente por INF de tipo | y lll, son determinantes para establecer la respuesta inmune
adaptativa y la condicion clinica del huésped (Ricci et al., 2021; Sette & Crotty, 2021). Cuando
la respuesta inmune innata, inicialmente protectora, se activa de forma desequilibrada puede
provocar una condicién perjudicial de hiperinflamacién sistémica temprana y sostenida, seguida
de dafio tisular y mayor expresion de citocinas y quimiocinas que en conjunto dan lugar a un
fendmeno denominado “tormenta de citocinas”, causante de COVID-19 grave y con
consecuencias fatales, especialmente en pacientes con comorbilidades preexistentes
(Kedzierska & Thomas, 2022; Moss, 2022; Toor et al., 2021). Ademas, se ha reportado que los
huéspedes de edad avanzada son mas susceptibles a desarrollar COVID-19 grave debida a la
inmunosenescencia, la cual puede dificultar las respuestas tempranas de IFN tipo I, agravar la
condicion de hiperreactividad de la via de sefalizacion JAK-STAT y sobrecargar a las células
de su sistema inmunitario (Bartleson et al., 2021). A su vez se ha detectado que CMH puede
estar asociado a polimorfismos genéticos y que su expresion puede estar influenciada por las
condiciones hiperinflamatorias del huésped; lo que en consecuencia tiende a aumentar su

susceptibilidad a desarrollar COVID-19 severo (Shah et al., 2020).
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La mayoria de epitopos del virus SARS-CoV-2 presentados por CMH a las células T, se
derivan de proteinas estructurales como las proteinas Sy N, tanto en huéspedes humanos
como en modelos animales. No obstante, se ha informado que la infeccion por SARS-CoV-2 en
pacientes con COVID-19 y también en ensayos con lineas celulares epiteliales, tiende a alterar
la via de procesamiento de antigenos mediada por CMH-I, es decir la via de proteasoma. Lo
cual se ha calificado como un mecanismo de evasion de la respuesta inmune, desarrollado por
el virus gracias a sus proteinas accesorias ORF6, ORF8, ORF7a y ORF3a (Arshad et al., 2022;
Nguyen et al., 2021; Yoo et al., 2021).

La activacion de la inmunidad adaptativa ocurre entre los dias 7 y 10 tras el ingreso del
virus a la célula. Se ha registrado la ocurrencia de respuestas tempranas protagonizadas por
los anticuerpos IgM e IgA secretados por los linfocitos B; seguidas de IgG con un pico maximo
aproximadamente entre el dia 50 al 60 después de la infeccion, que puede durar hasta 10
meses (Jordan, 2021). A su vez, la respuesta adaptativa celular ha sido detectable entre los
dias 10y 20 tras el inicio de los sintomas y se ha visto caracterizada por la mayor prominencia
de células T CD4" respecto a células T CD8*, lo que se ha asociado con el control primario de
la infeccion por SARS-CoV-2, en ensayos in vivo con modelos animales (Li et al., 2021; Soraci
et al., 2022).

Algunos estudios han demostrado que la induccién rapida de células T CD4" especificas
para SARS-CoV-2, es esencial para la eliminacién viral acelerada y se asocian con COVID-19
leve, mientras que la ausencia prolongada podria desencadenar COVID-19 grave o mortal
(Kedzierska & Thomas, 2022). Este hallazgo se sustenta en que las células T CD4* poseen la
capacidad de diferenciarse en una variedad de células auxiliares y efectoras como se ilustra en
la Figura 11; cuyas funciones son instruir a las células B para la secrecion de anticuerpos
neutralizantes, ayudar a reclutar células T CD8", estimular células innatas, asi como también
ejecutar actividades antivirales directas y promover la reconstruccion de tejidos afectados por la

infeccion (Painter et al., 2021; Sette & Crotty, 2021).
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Figura 11

Respuesta inmune adaptativa especifica frente al antigeno SARS-CoV-2
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Nota. La figura esquematiza la respuesta inmune adaptativa inducida por una vacuna de ARNm
del SARS-CoV-2. Las células T inducidas demuestran memoria central e incluyen los
subconjuntos Tfh y Thi, similar a lo que ocurre durante una infeccién natural. Adaptado de
“Rapid induction of antigen-specific CD4* T cells guides coordinated humoral and cellular
immune responses to SARS-CoV-2 mRNA vaccination” (p.2), por Painter et al., 2021, bioRxiv,
1(1).

Se ha informado que las poblaciones de células T CD4*y CD8* de memoria especificas
para SARS-CoV-2, tienen a disminuir dentro de los 3 y 6 meses luego del inicio de la
enfermedad. Aunque, luego de los 6 meses se ha detectado la presencia de linfocitos Thf de
memoria (Kedzierska & Thomas, 2022). La presencia de células T de memoria especificas para
SARS-CoV-2, residentes en el pulmén esta correlacionada con el control de la gravedad en
caso de una reinfeccion. Ademas, se ha observado la induccion de células T de memoria tras la

vacunacion en modelos animales, por lo que se ha alentado al desarrollo de vacunas frente a
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este antigeno (Moss, 2022). La vacunacion masiva de una poblacién es la estrategia mas
efectiva para controlar, eliminar o contener la enfermedad, debido a que promueve la memoria
inmunitaria y previene consecuencias graves en los casos de reinfeccién por SARS-CoV-2
(Lahariya, 2016; Zheng et al., 2022).

Vacunas

Las vacunas consisten en preparados bioldgicos que proporcionan inmunidad adquirida
activa al huésped, frente a una determinada enfermedad. Su origen se remonta al afio 1796,
cuando Edward Jenner desarrollé la primera vacuna dirigida contra la viruela. Aunque, fue en la
década de 1960 cuando se establecio de forma definitiva los programas de inmunizacién y
desde entonces las vacunas han salvado millones de vidas alrededor de todo el mundo
(Ndwandwe & Wiysonge, 2021).

El mecanismo de accién de las vacunas se basa en la estimulacién segura de la
respuesta inmune, empleando una molécula que forma parte del antigeno de interés; con el
objetivo de generar una memoria inmunitaria especifica y de larga duracion (Glick et al., 2014).
Tras la administracion de la vacuna, las moléculas antigénicas son reconocidas por las APC del
sistema inmune innato, lo que desencadena multiples eventos de sefializacién que promueven
el mecanismo de procesamiento de antigenos; los fragmentos peptidicos resultantes son
conjugados con las moléculas de CMH y luego presentados a los linfocitos T, promoviendo su
activacion y diferenciacion en células efectoras y de memoria, que protegeran al huésped frente
a una infeccién futura, como se ilustra en la Figura 12 (Ghattas et al., 2021; Pollard & Bijker,

2021).



Figura 12

Mecanismo de accion de las vacunas
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Nota. La figura muestra la activacion de la respuesta inmune tras la administracion
intramuscular de una vacuna frente a un antigeno especifico. Adaptado de “Vaccine
Technologies and Platforms for Infectious Diseases: Current Progress, Challenges, and

Opportunities” (p. 4), por Ghattas et al., 2021, Vaccines, 9(12).

De manera general, las vacunas estan compuestas por una molécula activa derivada
del patdgeno de interés, preservantes, estabilizantes, excipientes y trazas de compuestos
empleados durante su procesamiento. Algunos de estos compuestos pueden desencadenar

eventos adversos variables en un rango de serio a moderado; incluyendo hipersensibilidad,
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efectos neurol6gicos, autoinmunidad, entre otros; que pueden ser controlados o evadidos
mediante investigacion con ensayos clinicos (Ghattas et al., 2021).

Dichos ensayos clinicos permiten estudiar la proteccién conferida por una vacuna,
mediante analisis de la respuesta inmune inducida y su relacién con ciertos criterios, como la
prevencion de la enfermedad, disminucion de la gravedad de la enfermedad o la reduccion de
la tasa de hospitalizacién debida a la enfermedad (Pollard & Bijker, 2021). Ademas, todos los
procesos de desarrollo de vacunas son estrictamente regulados y monitoreados por
organizaciones internacionales como la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA),
los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) y la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) en coordinacion con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (He
et al., 2021).

Plataformas de vacunas

En la actualidad, existen diferentes tipos o plataformas de vacunas que incluyen a las
vacunas vivas atenuadas, totalmente inactivadas, conjugadas, basadas en toxinas, basadas en
subunidades recombinantes, basadas en vectores virales o bacterianos, basadas en &cido
nucleico (ADN y ARN) y basadas en particulas similares a virus (Ghattas et al., 2021). Las
vacunas vivas usualmente brindan proteccion inmunitaria luego de una sola dosis, pero otras
como las vacunas enteras inactivadas requieren de multiples dosis para asegurar una
respuesta satisfactoria frente al antigeno. Las dosis sucesivas se deben aplicar en un intervalo
de 4 a 8 semanas; y las dosis de refuerzo en intervalos de 6 meses luego de haber completado
la serie primaria de vacunacion (Lahariya, 2016). A continuacion, se describen algunas
plataformas de vacunas dirigidas principalmente a patdgenos virales.

Vacunas vivas atenuadas. Se preparan a partir del antigeno entero y debilitado,
incapaz de producir enfermedad, pero si de replicarse y simular un proceso de infeccion
natural. Su elaboracién implica el uso de técnicas de modificacién genética para

silenciar genes virulentos y métodos fisicos asociados a cambio de temperatura, que
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permiten la atenuacion del antigeno. Una sola dosis puede generar una respuesta
inmune celular robusta sin necesidad de adyuvantes; sin embargo su procesamiento
requiere personal calificado, riguroso control de calidad, altos costos y en determinados
casos puede causar enfermedad en pacientes inmunodeprimidos (Pollard & Bijker,
2021).

Vacunas enteras inactivadas. Se derivan de una forma muerta del patégeno
capaz de inducir respuestas humorales frente a multiples dianas. La inactivacion se
realiza por medio de métodos quimicos como el uso de formaldehido, acido ascoérbico,
peroxido de hidrégeno y otros; que pueden combinarse con métodos fisicos que
incluyen calor, modificacion de pH y radiacién. Aungque son termoestables y su
produccién es de bajo costo; estas vacunas no son capaces de generar respuestas
celulares y requieren ser administradas en varias dosis para alcanzar una proteccion
duradera (Kudlay & Svistunov, 2022).

Vacunas de particulas similares a virus. Consisten en un ensamblaje
macromolecular que aparenta la morfologia del patégeno viral natural. Se producen por
transfeccion en vectores celulares de mamiferos, vegetales, insectos, levaduras o
bacterias, que luego son multiplicadas en biorreactores. Son disefiadas con el objetivo
de inducir inmunidad celular frente a multiples dianas, sin embargo, presenta desafios
en cuanto a su disefio, purificacion y almacenamiento; debido a que requieren de
tecnologia especializada y altos costos de produccion (Ndwandwe & Wiysonge, 2021).

Vacunas de péptidos sintéticos. Se basan en péptidos del patégeno que han
sido catalogados como inmunodominantes. Su procesamiento involucra tecnologia
recombinante y esta sujeto a estrictos procesos de sintesis, purificacion y
caracterizacion (Yadav et al., 2020). Ademas, requieren la adicién de adyuvantes para
asegurar su reconocimiento por las APC y potenciar la respuesta inmune. Son una de

las plataformas mas seguras para el huésped e inducen respuestas tanto humorales
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como celulares, aunque estan limitadas so6lo a unos pocos epitopos (Ghattas et al.,
2021).
Vacunas basadas en vectores virales. Se derivan de virus disefiados mediante
ingenieria genética, para codificar genes de uno o mas antigenos diana, sin la
capacidad de replicarse (Glick et al., 2014). Son seguras, faciles de producir, requieren
de una sola dosis de administracion y resultan altamente inmunogénicas, pues inducen
respuestas inmunes humorales y celulares potentes. Sin embargo, el uso de vectores
quiméricos y de biomoléculas derivadas de otras especies distintas al humano, puede
ocasionar efectos adversos (Kudlay & Svistunov, 2022).
Vacunas de 4cidos nucleicos. Utilizan informacion genética que codifica una
proteina del antigeno de interés, en forma de ADN o ARNm. Para administrarse, este
tipo de vacunas deben ser encapsuladas en nanoparticulas o introducidas directamente
en las células mediante herramientas de ingenieria genética. Inducen respuestas
inmunitarias mediadas por células B y células T citotéxicas, luego de expresar la
proteina diana en la superficie celular. No obstante requieren amplios conocimientos de
biologia molecular e ingenieria genética (Ndwandwe & Wiysonge, 2021).
Vacunas para COVID-19

El desarrollo de una vacuna requiere de un amplio entendimiento sobre el
funcionamiento del sistema inmunitario, la biologia del patégeno y las interacciones huésped-
patégeno; por lo que el proceso estandar de desarrollo usualmente es extenso y tedioso
(Ghattas et al., 2021). Sin embargo, la emergencia generada por la pandemia de COVID-19
obligé a reducir extremadamente el tiempo de desarrollo y aprobacién de vacunas con el fin de
contrarrestar las muertes y propagacion de la enfermedad (Ndwandwe & Wiysonge, 2021).

Algunas de las vacunas mas destacadas, que fueron autorizadas para uso de
emergencia frente a COVID-19 incluyen a ChAdOx1 nCoV-19 (AZD1222; Oxford-AstraZeneca)

con 70.4% de efectividad, BNT162b2 mRNA COVID-19 (Pfizer-BioNTech) con 95% de
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efectividad, mMRNA-1273 (Moderna) con 94.1% de efectividad y vacuna C COVID-19 absorbida
e inactivada (CoronaVac) con 50.7% de efectividad (Zheng et al., 2022). Sin embargo, el virus
causante de COVID-19 sigue mutando y generando nuevas variantes, por lo que los esfuerzos
por desarrollar una nueva y mejor vacuna contintan en pie. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud (2022), existen 198 vacunas en etapas preclinicas y 169 vacunas en etapas clinicas
de desarrollo; mismas que incluyen a multiples plataformas de disefio, de las cuales el mayor
porcentaje corresponde a vacunas basadas en subunidades de proteinas y vacunas basadas
en ARN, como se muestra en la Figura 13 (Kudlay & Svistunov, 2022; World Health
Organization, 2022).

Figura 13

Vacunas para COVID-19 en etapa clinica de desarrollo
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Nota. Reporte de vacunas en desarrollo segun la OMS. Adaptado de “COVID-19 - Landscape
of novel coronavirus candidate vaccine development worldwide” (p. 1), por Organizacion

Mundial de la Salud, 15 de julio de 2022.
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Desarrollo de proteinas recombinantes en el laboratorio

Las proteinas recombinantes son aquellas que se obtienen al expresar un gen clonado
en un huésped distinto al original, su disefio y produccién han contribuido en gran medida al
campo de la investigacion y la medicina. La produccion de proteinas recombinantes implica el
aislamiento o sintesis de un gen de interés a partir de un organismo vivo, luego la introduccion
del gen en un plasmido mediante el uso de herramientas moleculares como las enzimas de
restriccion, seguido de la transformacién del huésped utilizando el plasmido disefiado y la
expresion del gen en dicho huésped (Alberts et al., 2015).

Los huéspedes utilizados como sistemas de expresion incluyen bacterias, células de
mamiferos, levaduras, células de insecto, plantas y animales transgénicos. Cada uno de ellos
Con sus propias ventajas y desventajas, por lo que no se puede definir un huésped 6ptimo
universal para la expresion de proteinas recombinantes (Glick et al., 2014; Tripathi &
Shrivastava, 2019).

Por ejemplo, E. coli proporciona bajos costos de produccion, un rapido crecimiento y
una elevada tasa de expresion; sin embargo, las proteinas resultantes no son glicosiladas y
pueden sufrir un mal plegamiento. Mientas que los huéspedes como Saccharomyces cerevisiae
y Pichia pastoris expresan proteinas con modificaciones postraduccionales pero su tasa de
crecimiento es menor (Fujita et al., 2020; Tripathi & Shrivastava, 2019).

Proteinas recombinantes del SARS-CoV-2

Los estudios tanto farmacoldgicos como virolégicos enfocados en el SARS-CoV-2 se
han visto limitados debido a que la manipulacién de este patdgeno requiere instalaciones de
nivel de bioseguridad 3, el cual Gnicamente se dispone en determinados lugares alrededor del
mundo. Sin embargo, en enero del 2020 se publico la secuencia genética del SARS-CoV-2 en
el banco de genes, permitiendo el acceso publico a esta secuencia (Xu et al., 2020).

Ambos hechos han impulsado al desarrollo de proteinas recombinantes, principalmente

aquellas proteinas estructurales, que no requieren de instalaciones con un alto nivel de
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bioseguridad, dado que son incapaces de provocar enfermedades por si solas (University of
Wisconsin-Madison, 2021). La expresion de la proteina S del SARS-CoV-2 asi como RBD de la
subunidad S1 de la proteina S, se ha llevado a cabo en los laboratorios mediante la aplicacion
de sistemas de expresion asociados a células humanas cultivadas, células de insectos como
Sf9, vectores de expresion de baculovirus y en determinados casos sistemas pseudovirales
como vectores adenovirales o lentivirales; lo que ha facilitado el estudio de la respuesta
inmunoldgica in vivo frente a este antigeno y ha impulsado al desarrollo de vacunas (Fujita

et al., 2020; Zheng et al., 2022).

Expresion génicain vivo

La expresion génica es un proceso complejo que consiste en sintetizar un gen funcional
a partir de la informacion proporcionada por el ADN en las células, de acuerdo a los
requerimientos bioldgicos y fisiol6gicos de organismos tanto procariotas como eucariotas. La
expresion génica se define como la produccion de un fenotipo observable de un gen e incluye
procesos como la transcripcion y la traduccion, que constituyen el dogma central de la biologia
molecular (Buccitelli & Selbach, 2020). Existen genes constitutivos que se expresan de forma
constante e independiente del ambiente celular y genes inducibles cuya expresién esta ligada
al ambiente y a la posicion del ciclo celular (Badigeru, 2021).

El ADN posee regiones especificas que se encargan de la regulacion de la trascripcion;
como los promotores que son regiones altamente conservadas y se ubican aguas arriba del
sitio de la transcripcion, los potenciadores que activan la transcripcion, las regiones
silenciadoras que se encargan de reprimir la trascripcion y los aislantes que protegen al gen del
entorno que lo rodea (K. P. Singh et al., 2018). Durante la transcripcién en el nicleo celular, la
cadena de ADN se desenrolla permitiendo la adicién de factores de transcripcién que son
atraidos por las regiones especificas de regulacion como la caja TATA, formando un complejo

gue luego permite la union de la maquinaria transcripcional comprendida por la enzima ARN
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polimerasa e inicia la sintesis de la cadena de ARN a partir de la plantilla molde de ADN
(Alberts et al., 2015).

La cadena de ARN resultante compuesta por regiones codificantes y no codificantes,
denominadas exones e intrones respectivamente; se transforma en ARN de tipo mensajero
(ARNm) por medio de ciertas modificaciones postranscripcionales que incluyen la formacion de
un recubrimiento en el extremo 5’, la poliadenilacion del extremo 3’ (cola de poli-A) y la
eliminacion de intrones mediante empalmes alternativos; lo que permite la salida del ARNm
hacia el ribosoma en el citoplasma celular, para iniciar el proceso de traduccion (Nachtergaele
& He, 2017).

Figura 14

Expresion génica in vivo
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Nota. A: Expresion génica en células eucariotas. B: Expresion génica en células procariotas.

Adaptado de “Molecular Biology of the Cell” (p.315), por Alberts et at., 2015, Garland Science.

La traduccidn se lleva a cabo por la lectura de codones, que son grupos de tres
nucleétidos y sus combinaciones generan aminodacidos diferentes que en conjunto ensamblan

una proteina (Buccitelli & Selbach, 2020). En la Figura 14 se puede observar un esquema de la
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expresion génica tanto en células eucariotas como células procariotas. Al carecer de nucleo
celular las células procariotas sintetizan ARNm de forma més simplificada y no requieren
modificaciones postranscripcionales (Badigeru, 2021).

Ensayos de inmunidad en modelos murinos

El raton es el modelo experimental mamifero méas dominante en el campo de la
biomedicina; desde inicios del siglo XX hasta la actualidad ha sido incluido como sujeto
experimental en multiples ensayos in vivo. Posee importantes caracteristicas que han permitido
llevar a cabo estudios cientificos que tardarian décadas, en tan solo 2 afios; mismas que
incluyen una homologia genética mayor al 90% con el ser humano, gran capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales, facil manipulacion y transporte debido a su
tamafio pequefio, reproduccién prolifica y tiempo de vida corto (Masopust et al., 2017).

Aungue el porcentaje de homologia es alto, existen ciertas diferencias fisiol6gicas y
genéticas que impiden la manifestacion de enfermedades humanas en el ratén (Graham,
2021). Lo que ha impulsado a la creacion de nuevas y variadas cepas mediante el
aprovechamiento de tecnologias de ingenieria genética y de la alta tasa de mutacion
espontanea propia del ratén. Dichas cepas han facilitado la ejecucién de ensayos
experimentales relacionados con cancer, expresion génica, trasplante de tejidos, enfermedades
infecciosas, entre otros (Tao & Reese, 2017).

En 1913 el investigador Halsey J. Bagg logr6 crear una cepa de ratones albinos que
mantuvo en criaderos y entrecruzo6 durante 26 generaciones por 15 afios, dando lugar a una
cepa actualmente conocida como BALB/c (Nakamura, 2013). Los ratones de la cepa BALB/c se
caracterizan por ser consanguineos, sensibles a la luz, al estrés y la ansiedad, poseen un buen
rendimiento reproductivo, su genética se mantiene sin contaminacion y son excelentes modelos
para estudios de inmunogenicidad (Gu et al., 2020). En el campo de la inmunologia, el modelo
murino ha permitido explorar y comprender fenbmenos como la interaccién antigeno-

anticuerpo, la diferenciacion linfoide, la respuesta inmune frente a un determinado antigeno, el
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rol de CMH polimérfico como regulador del sistema inmunitario de los mamiferos e incluso el
desarrollo de vacunas (Masopust et al., 2017).

La inclusién de modelos animales en la investigacion esta ligada a estrictas
responsabilidades y normativas de bioética. Los experimentos deben llevarse a cabo siempre y
cuando se mantenga claro y definido el objetivo de la investigacién, procurando el menor
sufrimiento posible del animal y proporcionandole una buena nutricién, buen ambiente, buena
salud, experiencias mentales positivas y un comportamiento adecuado del investigador durante
el desarrollo del experimento (Fenton, 2019; Morales & Aguilar, 2018).

El principio que rige la ética de la investigaciobn con animales de laboratorio en la
actualidad fue propuesto por Russell y Burch como el principio de las 3R, por las iniciales de
Reemplazo, Reduccion y Refinamiento (Gongalves et al., 2016). El Reemplazo se refiere a la
sustitucién de animales superiores vivos por animales menores como los insectos y también por
ensayos in vitro e in silico. La Reduccién pretende disminuir el nimero de animales utilizados en
el ensayo mediante estrategias de optimizacion de la metodologia y la recuperacién de datos.
Mientras que el Refinamiento consiste en la disminucién de la incidencia o severidad de los
procedimientos aplicados a los animales durante el experimento (Gorzalczany & Rodriguez,
2021).

Técnicas moleculares

La biologia molecular es una ciencia que estudia las caracteristicas, estructura y funcién
de las biomoléculas presentes en las células de los organismos vivos. Su constante evolucion
ha permitido el desarrollo de técnicas experimentales y el avance de la ciencia a nivel
molecular (Vitale, 2017). Las técnicas moleculares son rapidas, sensibles, altamente
especificas y permiten el estudio de muestras biol6gicas basandose en los &cidos nucleicos
como el ADN y el ARN; una de las técnicas mas dominantes es la reaccion en cadena de la
polimerasa y sus variantes, mismas que han permitido estudiar la expresion génica por medio

de la cuantificacion de un producto génico transcrito de forma in vitro (K. P. Singh et al., 2018).
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Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR convencional o también denominada punto final, es una técnica in vitro
ampliamente utilizada en investigacion y diagndstico, asi como en ciencias forenses, medicina,
biologia y biotecnologia (J. Singh et al., 2014). Fue desarrollada por Kary Banks Mullis en el
afo 1983y consiste en alcanzar multiples copias de un fragmento de ADN especifico a partir
de una pequefia cantidad de muestra de ADN gendémico o de ADN complementario obtenido de
un extracto de ARN mensajero mediante RT-PCR, debido a la accién de la enzima ADN
polimerasa (Mullis, 2022).

La reaccion de amplificacién se compone de tres fases caracterizadas por una
temperatura y nimero de ciclos especificos; la primera fase es la desnaturalizacion de las
cadenas de ADN molde y activacién de la polimerasa, la siguiente fase consiste en la
hibridacion de los cebadores y la Gltima fase es la elongacién donde se sintetiza el amplicén de
interés mediante la adicion de desoxirribonucledsidos trifosfato presentes en la mezcla de
reaccion (Nolan, 2014). La deteccion del producto amplificado tras una reaccion de PCR
demanda la aplicacion de técnicas como la electroforesis horizontal, métodos colorimétricos y
secuenciacion de acidos nucleicos en combinacién con herramientas bioinformaticas (Tamay
de Dios et al., 2013).

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR)

La RT-PCR esta disefiada para amplificar un gen de interés a partir de una cadena de
ARN molde, por accién de una enzima transcriptasa inversa generando copias monocatenarias
de ADNc que luego pueden ser convertidas en cadenas bicatenarias mediante una PCR
convencional (Mustafa et al., 2020). Esta técnica es ampliamente utilizada para el diagnéstico e
investigacion de virus de ARN, para ensayos de clonacion molecular y de forma mas comun
como primer paso para la RT-qPCR. La RT-gPCR consiste en un acoplamiento que da lugar a
la PCR cuantitativa en tiempo real de transcripcion inversa, empleada principalmente en

estudios de expresion génica a través de la cuantificacion del ARNm (Adams, 2020).
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Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR)

La gPCR es una técnica méas dindmica que la PCR convencional, fue desarrollada por
Higuchi y sus colaboradores en el afio 1992. Esta técnica se fundamenta en la deteccién y
cuantificacién de una secuencia especifica de ADN mediante el uso de reporteros fluorescentes
y polimerasas de alta fidelidad, de inicio en caliente y répidas (Alberts et al., 2015). Un
reportero fluorescente puede ser un tinte de unién al ADN de doble cadena como el colorante
SYBR Green | o puede ser un tinte conjugado con oligonucle6tidos como las sondas TagMan
(Adams, 2020; Fraga et al., 2014). No requiere el uso de técnicas para la deteccion del
producto, debido a que la gPCR es altamente sensible, rapida y precisa. Ademas de que
involucra el uso de sistema con insumos herméticos y épticos, que impiden la contaminacion
cruzada y permiten la excitacién de los fluoréforos (J. Singh et al., 2014).

Durante la amplificacion, el aumento de la sefial fluorescente es directamente
proporcional a la cantidad de copias del producto de PCR, el mismo que incrementa de forma
exponencial. El punto en el cual la fluorescencia se torna medible, es denominado ciclo de
umbral o punto de cruce (Ct o Cq) que permite determinar la cuantificacién de la expresion
génica, misma que puede ser absoluta o relativa (Tamay de Dios et al., 2013). La
cuantificacion absoluta se basa en la construccion de un modelo lineal a partir de una muestra
estandar diluida en serie, que permite calcular la expresion de las muestras de interés. Mientras
gue la cuantificacion relativa consiste en el uso de genes control enddgenos del huésped o
también conocidos como housekeeping, para compararlos con los genes en estudio (Fraga
et al., 2014). El housekeeping se selecciona de acuerdo al modelo animal u organismo del cual
derive la muestra analizada; algunos ejemplos son GAPDH, B-actina, HPRT y TBP que son
empleados en estudios con modelos murinos (Bio-Rad Laboratories, 2019; Svingen et al.,

2015).
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CAPITULO Ill: Materiales y métodos
Localizacion geogréfica
El presente proyecto de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, Campus Matriz, Avenida General

Rumifahui S/N y Ambato, Sangolqui, Pichincha, Ecuador. Coordenadas 0°18'53"S 78°26'36"0.

Técnicas y procedimientos de laboratorio
Disefio de primers

Las secuencias de los genes de interés se buscaron en la plataforma web del National
Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), se
descarg6 en formato FASTA y se realizé un alineamiento multiple en el software MEGA X
(https://www.megasoftware.net) utilizando el logaritmo MUSCLE para determinar una secuencia
consenso. Los primers requeridos se disefiaron a partir de la secuencia consenso en la
herramienta bioinformatica Primer3 (https://primer3.org/), considerando el tamafio de entre 18 a
22 pb, temperatura de Melting de entre 50 a 70°C y un %GC de 40 a 60%.

Las propiedades fisico-quimicas y estructuras secundarias derivadas de los pares de
primers (forward y reverse) disefiados, se analizaron en la herramienta OligoAnalyzer de IDT
(https://lwww.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) y se llevé a cabo un alineamiento de
secuencias con la herramienta BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
Finalmente se verificé la funcionalidad de los pares de primers disefiados mediante una PCR in
silico, en el software Serial Cloner (http://serialbasics.free.fr/Serial_Cloner.html). Las

caracteristicas de los Primers se describen en la Tabla 4.



Tabla 4

Caracteristicas de Primers para PCR punto final y gPCR
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_ . Tamafio Tm  Thibridacisn Amplicén
Primers Secuencia (5’ 2> 3’) . .
(pb) (°C) (°C) (pb)
Forward 63.7
B-Actina TGCTCTAGACTTCGAGCAGGAGATG
i 62.0 121
de ratéon Reverse
18 60.9
AGCCTCAGGGCATCGGAA
Forward
20 62.4
GGTGGCAGTAACAGGAGGAA
TCR 62.0 175
Reverse
20 62.4
TGGTCTGGAGGCCTTGTATC
Forward
20 62.4
AGGAAGTGAACCTGGTGGTG
CD4 62.4 222
Reverse
20 62.4
TCCTGGAGTCCATCTTGACC
Forward
25 65.8
TGAAAGAGCGTTCCAACAACACTCC
CMH-II 68.0 244
Reverse
27 68.3
AGGAAGGTCAGATAGTGGAATTTGCGG
Forward
22 62.7
ATGTGAAGCCAGAGGACAGTGA
CD8 60.0 236
Reverse
20 62.4
CAGGATGCAGACTACCAGCA
Forward
20 62.0
CTCCTGAAAGTTGCCCTCTG
CMH-I 60.0
Reverse 235
20 62.0
CTCAGGGCCTCATACATGCT

Nota. En el laboratorio se disponia de algunos pares de primers, previamente disefiados

durante la ejecucion de proyectos de investigacion antecesores.
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Extraccion de ARN

El ARN se extrajo de muestras de bazo de raton de la cepa BALB/c previamente
inoculados con la proteina S y RBD recombinantes (PrS1y PrRBD1) del SARS-CoV-2, como
se describe en la Tabla 5, y conservadas a una temperatura de -80°C. Dichas muestras se
encontraban organizadas en dos grupos correspondientes al ensayo a corto plazo (duracién 15
dias) y al ensayo a largo plazo (duracién 42 dias).
Tabla 5

Tratamientos aplicados a los modelos de experimentacién

Tratamiento Ensayo corto plazo Ensayo largo plazo
PrS1 + PBS + Adv n=6 n=5
PrRBD1 + PBS + Adv n=6 n=5
Prsi+ PBS n=6 n=5
PrRBD1 + PBS n=6 n=5
PBS + Adv n=9 n=4
PBS (Ctrl -) n=4 n=2

Nota. PrS1: Proteina Spike recombinante. PrRBD1: Proteina RBD recombinante. Adv:

Adyuvante. PBS: Tampodn fosfato salino. Ctrl-: Control negativo.

Cada muestra de bazo de ratén en 700 pL del reactivo de trizol Tri Reagent (Molecular
Research Center, TR 118), se tritur6 mediante el uso de una sonda metalica con un
homogeneizador automatico de tejido (OMNI TH), estéril y previamente lavado con agua pura,
hidréxido de sodio 0.4 M y etanol al 75%. Una vez triturado el tejido, se centrifugd a 12000
RPM durante 10 minutos a 4°C.

Para la separacion de fases, se recupero el sobrenadante en un tubo estéril de 1.5 mL
libre de RNasa, se colocé 200 uL de cloroformo libre de RNasa por cada mL de Tri Reagent, se
agité manualmente por inversion y se dejo reposar durante 2 minutos en una gradilla con hielo,
luego se centrifugé a 12000 RPM durante 15 minutos a 4°C y posteriormente se recuperé la

fase acuosa donde se encontraba el ARN, en un nuevo tubo de 1.5 mL libre de RNasa.
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Para precipitar el ARN, se adicioné 500 pL de isopropanol libre de RNasa por cada mL
de Tri Reagent, se agit6 por inversion y se dejo reposar durante 15 minutos en una gradilla con
hielo y se centrifug6 a 12000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Después se examind la formacion
del pellet de ARN, se descarto el sobrenadante, se lavé con 1 mL de etanol al 75% por cada
mL de Tri Reagent, se agit6 por inversion y se centrifugd a 7500 RCF durante 10 minutos a
4°C. Finalmente, se descart6 el sobrenadante, se dejo secar el pellet en la sorbona extractora
de gases (BIOBASE, FH1200-A) durante 20 minutos y se resuspendi6 el ARN en 100 pL de
agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Determinacion de la concentraciéon y calidad del ARN

Se cuantificé la concentraciéon de ARN (ng/pL) utilizando el espectrofotébmetro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000) y se verificé los radios 260/280 y 260/230 para
estimar la pureza del ARN extraido.

La calidad del ARN se determind mediante electroforesis horizontal en un gel de
agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific, S33102). Se carg6 3500
ng de ARN junto con 2 UL de agua DEPC y 1.5 uL de buffer de carga Blue/Orange 6X
(Promega, G190A), en cada pocillo del gel. A continuacion, se realizé una corrida
electroforética de 60 minutos a 100 V y 300 mA, y se visualiz6 las bandas de ARN en un
transiluminador (Bio-Rad Laboratories, ChemiDoc).

Purificacion de ARN

El ARN extraido se purific6 mediante la aplicacion del kit DNasa | libre de RNasa (Life
Technologies, AM2222), de acuerdo con el protocolo propuesto por el fabricante. Para lo cual
se prepard una reaccién compuesta por una alicuota de 1500 ng de ARN, 4.5 uL de agua
DEPC y 1 puL de mezcla de DNasa | (2 U/pL) y 10X DNasa | Buffer. Se incubé durante 25
minutos a 37°C en el termociclador Proflex (Thermo Fisher Scientific, 4483636). Luego se

adiciond 1 L de EDTA 5mM y se incub6 por 10 minutos a 75°C, para inactivar la reaccion
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enzimatica. Posteriormente se cuantificd la concentracion de ARN purificado en el
espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000).
Sintesis de ADNc

Para sintetizar ADNc se aplicé una RT PCR, en la cual se empled el kit de
retrotranscripcion M-MLV Reverse Transcriptase (Termo Fisher Scientific, 28025-013), segun el
protocolo establecido por el fabricante. Para lo cual, se prepard en un microtubo de 0.2 mL una
reaccion con los componentes de la Master Mix 1 descritos en la Tabla 6 y se incub6 durante
10 minutos a 65°C. A continuacion, se afadio los reactivos de la Master Mix 2 descritos en la
Tabla 6 a la mezcla, se homogenizé, se realiz6 una centrifugacion spin y se incubé durante 2
minutos a 37°C. Luego, se afadi6 los reactivos de la Master Mix 3 descritos en la Tabla 6 a la
mezcla, se homogenizo, se realizé una centrifugacién spin, se incubé durante 50 minutos a
37°C y después durante 15 minutos a 70°C.
Tabla 6

Reacciones para la sintesis de ADNc

Reaccion Reactivos Volumen (pL)
Oligo (dT) 12.18 (500 pg/mL) 1
dNTP Mix 10 mM 1
Master Mix 1 ARNmM tratado con DNasa | (1 ng 2
a 500 ng)
Agua DEPC 8
Master Mix 1 12
Master Mix 2 5X First-Strand Buffer 4
DTT0.1M
Master Mix 2 18
Master Mix 3 M-MLV RT (200 U/pL) 0.8
Agua DEPC 1.2

Volumen final por reaccién 20
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Finalmente, se cuantificé la concentracion de ADNCc sintetizado en el espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop 2000) y se lo almacen6 a -20°C para su
posterior uso.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) punto final

Se realiz6 una PCR punto final utilizando los primers detallados en la Tabla 4 y el kit
comercial DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific, EP0702). Se calculd y prepar6 la
Master Mix para cada par de primer a analizar, con un volumen final de 25 pL en un microtubo
de 0.2 mL, se realiz6é una centrifugacion spin y se procedi6 a ejecutar el programa de PCR
punto final en el termociclador Proflex (Thermo Fisher Scientific, 4483636).

El programa de amplificacion se compuso por un ciclo de desnaturalizacion inicial de la
polimerasa a 95°C durante tres minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion de ADNc a 95°C
durante 30 segundos, 35 ciclos de hibridacién durante 30 segundos a la temperatura de
hibridacion (Thibridacion) respectiva de cada primer indicada en la Tabla 4, 35 ciclos de extensién
a 72°C durante 30 segundos, un ciclo de extension final a 72°C durante 10 minutos y un ciclo
de enfriamiento a 4°C durante un tiempo indefinido.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de la PCR punto final se examinaron mediante una electroforesis
horizontal en un gel de agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe (Thermo Fisher Scientific,
S33102). Se carg6 10 pL (80 ng) de producto de la PCR en cada pocillo y 3 uL de marcador de
peso molecular Low DNA Mass Ladder junto con 2 pL de BlueJuice 10X (Thermo Fisher
Scientific, 10068013). Se ejecutd una electroforesis durante 1 hora a 110V y 300 mA, luego se
observo el gel en el transiluminador (Bio-Rad Laboratories, ChemiDoc) y se analizo las

imagenes mediante densitometria, aplicando la herramienta informatica Image Lab (Bio-Rad).
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Cuantificaciéon de la expresién génica mediante qPCR

La cuantificacion de la expresion génica se llevé a cabo mediante PCR en tiempo real
(qPCR). Para lo cual se empleé el reactivo Go Taq gPCR Master Mix (Promega, A6001). Se
prepard el Master Mix de acuerdo a la Tabla 7, se dispensé 13 L por reaccion seguido de 2 pL
de ADNc muestra, en una placa de 96 pocillos conforme a un plan de placa previamente
disefiado, considerando réplicas de cada muestra. Se sellé la placa con un film adhesivo 6ptico,
se centrifugod la placa a 1000 RPM por 1 minuto y se colocé en el termociclador CFX Real-Time
PCR (Bio-Rad).

El programa de amplificacion empleado fue un ciclo de desnaturalizacion inicial de la
polimerasa a 95°C durante dos minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion de ADNc a 95°C
durante 15 segundos, 35 ciclos de hibridacién durante 15 segundos a la temperatura de
hibridacion (Twibridacion) respectiva de cada primer indicada en la Tabla 4, 35 ciclos de extension
a 60°C durante 45 segundos, un ciclo de curva de Melting en un rango de 58 a 95°C con un
aumento de 0.5 °C y un ciclo de enfriamiento a 4°C durante un tiempo indefinido. Al finalizar la
reaccion de qPCR, se analiz6 los datos en la herramienta informatica CFX Maestro (Bio-Rad),
para determinar tanto la cuantificacidon absoluta como la cuantificacién relativa de la expresiéon
de los genes de interés.

Tabla 7

Reactivos para gPCR — Reaccién 1X

Volumen de reactivos Volumen de reactivo (uL)
Go Taq gPCR Master Mix, 2X 7.5
Primer forward 0.5
Primer reverse 0.5
Agua libre de nucleasas 4.5
Plantilla de ADNc 2

Volumen total 15
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Cuantificacion absoluta. Por cada ensayo de gPCR se realizé una serie de diluciones

(1, 1/10, 5/100, 25/1000, 12.5/1000, 6.25/1000 y 3.13/1000) de lipopolisacarido (LPS), para

construir una curva estandar que permitié calcular el nUmero de copias del gen de interés,

presentes en la muestra analizada. Para ello se manipulé el umbral del grafico RFU vs Ciclos

como el mostrado en la Figura 15A, hasta lograr obtener una curva estandar Cq vs Log (Sq)

como en la Figura 15B, con un porcentaje de eficiencia entre 90 a 110%, pendiente entre -3.1 a

-3.6 y un R% aproximado a 1. El ajuste de la curva estandar se lleva a cabo mediante un modelo

lineal dado por la Ecuacién 1y la eficiencia se calcula mediante la Ecuacién 2 (Bio-Rad

Laboratories, 2019). Starting Quantity (Sq) corresponde a la concentracion inicial de acido

nucleico expresado de cada gen y se determina con la Ecuacion 3.

Figura 15

y=mx+b

1
%E=(10"m— 1)« 100%

Sq = 10%

Ecuacioén 1

Ecuacion 2

Ecuacién 3

donde: y = Cq = Ct; m = slope; b =y - intercept; x = Logio (Sq)

Ajuste de la curva estandar para la cuantificacion absoluta mediante gPCR
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Nota. A: Grafico RFU vs Ciclos donde se indica el umbral. B: Grafico Cqg vs Log (Sq) donde se

indica los parametros 6ptimos para la cuantificacion absoluta de un ensayo de gPCR.
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Cuantificacién relativa. Se emple6 el método 2 delta-delta Ct (2724¢Y), considerando
como muestra calibrador al grupo control tratado con PBS, el gen normalizador al gen
endogeno B-Actina de raton y los genes de interés a TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I. Se
obtuvo valores promedio del Ct entre las réplicas de todas las muestras, luego se calcul6 el ACt
del tratamiento probado con la Ecuacién 4 y del calibrador con la Ecuacién 5:

ACtiratamiento = Ct(Gint, tratamiento) — Ct(Gnorm, tratamiento) Ecuacion 4
ACtcatibrador = Ct(Gint, calibrador) — Ct(Gnorm, tratamiento) Ecuacién 5

A continuacion, se obtuvo un promedio del ACt del calibrador y se lo normalizé con el
ACt de cada tratamiento probado, aplicando la Ecuacion 6:

AACt = ACtyratamiento — ACtealibrador promedio Ecuacion 6

Finalmente, se determiné el ratio de expresién relativa respectivo para cada caso
aplicando la Ecuacion 7:

27AACt = Relacién de expresion relativa normalizada Ecuacion 7

Anélisis estadistico de datos

Se genero bases de datos de las variables cuantificadas en el software Microsoft Excel
y se las analiz6 en la herramienta informatica GraphPad Prism. Se calcul6 la media + el error
estandar (SEM) de cada grupo de datos obtenidos en cada ensayo. Finalmente, la diferencia
estadisticamente significativa fue analizada mediante ANOVA de dos vias seguido de una
prueba post hoc de Tukey, para comparacion multiple entre tratamientos, considerando: ns p

<0.1, * p<0.033, ** p<0.002 y *** p<0.001.
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CAPITULO IV: Resultados

El ARN obtenido a partir de las muestras del bazo de ratones BALB/c estimulados in
vivo con el inmunogeno, fue purificado y luego transformado en ADNc mediante RT-PCR. El
ADNCc sintetizado se emple6 para la amplificacion de los fragmentos génicos de interés, a
través de una PCR punto final. Los productos de la PCR se visualizaron por electroforesis
horizontal y las imagenes de los geles se analizaron por densitometria. Simultaneamente, se
cuantifico la expresion génica de los fragmentos de interés, a partir del ADNc molde mediante
una gPCR y los datos obtenidos se analizaron estadisticamente. Los resultados de cada
ensayo, se detallan a continuacion.

Extraccion y purificacion de ARN

La calidad del ARN extraido a partir de las muestras de tejido pertenecientes a los
ensayos a corto y largo plazo, fue relativamente buena y se evidencié como tres bandas bien
definidas e integras en cada gel de agarosa al 1.5%. Al tratarse de muestras derivadas de un
organismo eucariota se determin6 que la banda superior corresponde a la subunidad mayor
(28S) del ARNr, la banda intermedia corresponde a la subunidad menor (18S) del ARNry la
banda inferior corresponde a trazas de ARN degradado; como se muestra en la Figura 16.

La cuantificacion del ARN en solucién, fue determinada mediante espectrofotometria en
el equipo Nanodrop, el cual arroj6 los valores de concentracidon en nanogramos por microlitro
(ng/pL) y determind las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, mismas que permitieron
estimar la pureza del ARN extraido. La concentracion inicial de las soluciones de ARN
pertenecientes a los ensayos a corto y largo plazo, disminuy6 durante la etapa de purificacion
después de emplear el kit DNasa | libre de RNasa. Dicha reduccion en la concentracién ocurre
debido a que la enzima DNasa |, ademas de actuar como una endonucleasa que digiere las
cadenas de ADN monocatenario y bicatenario, también puede contener trazas contaminantes
de RNasas derivadas de su bioprocesamiento, que degradan ligeramente el ARN presente en

la muestra.
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Figura 16

Integridad del ARN
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Nota. La figura muestra un gel de agarosa al 1.5% con colorante SYBR Safe, donde se observa
la subunidad mayor (28S) y subunidad menor (18S) del ARN ribosomal extraido de las
muestras correspondientes al tratamiento PrRBD1 + PBS y PrRBD1 + PBS + Adv del Ensayo a

largo plazo.

Los parametros de pureza dados por la relacién de absorbancia 260/280 y 260/230;
tuvieron valores promedio de 2.04 y 1.40 respectivamente. El valor de la relacion 260/280
resultante indica que el ARN extraido es puro, mientras que el valor de la relacién 260/230

indica que ha existido una leve alteracion de la calidad del ARN debida a la contaminacion con
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agentes organicos durante el proceso de extraccién; como por ejemplo algin componente del

reactivo de Tri Reagent.

Sintesis de ADNc

La RT-PCR se llevo a cabo para convertir una muestra de 500 ng de ARNm molde en
una cadena monocatenaria de ADNCc, para luego emplearla en los ensayos de PCR punto final
y expresion génica mediante gPCR. Al finalizar el protocolo de transcripcion reversa, se logré
obtener concentraciones promedio de ADNc que variaron en un rango de entre 701.66 + 7.50 y
1024.08 + 99.53 ng/L, tanto en el ensayo a corto plazo como en el ensayo a largo plazo. El
ratio de pureza 260/280 tuvo un valor promedio de 1.74 y el ratio 260/230 tuvo un valor

promedio de 1.70.

PCR punto final y analisis densitométrico

Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR punto final a partir del ADNc
monocatenario se observaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y en todos
los casos se evidencio la presencia de los amplicones esperados. A su vez, el analisis
densitométrico permitié realizar una medicion aproximada de la expresion génica, mediante una
cuantificacién absoluta de cada gen dada en nanogramos (ng).

B-Actina de ratén fue el gen endégeno empleado como control, su amplicon de tamafio
~121 pb se observé como una banda intensa en todas las muestras correspondientes a los
ensayos a corto (Figura 17A) y largo plazo (Figura 18A), exceptuando las muestras E1-11y E1-
28 donde no se identificod claramente la banda posiblemente debido a un incorrecto
procesamiento. El analisis densitométrico confirmd que no hubo variaciones significativas entre
los tratamientos de los dos ensayos, en cuanto a la expresién del gen B-Actina (Figura 19A); lo
cual es un hallazgo coherente debido a que este gen es el control enddgeno y constitutivo del

modelo animal empleado en el ensayo.
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Los amplicones correspondientes a TCR de tamafio ~175 pb, CD4 de tamafio ~222 pb,
CMH-II de tamafo ~244 pb, CD8 de tamafio ~236 pb y CMH-I de tamafio ~235 pb; fueron
detectados en las muestras pertenecientes a los dos ensayos, como se puede observar en la
Figura 17 (B, C, D, Ey F) y Figura 18 (B, C, D, E y F), respectivamente. Sin embargo, la mayor
intensidad de banda y la mayor cantidad de muestras que expresaron los genes de interés, fue
claramente evidenciado en los geles correspondientes al ensayo a largo plazo y luego
confirmado mediante el andlisis densitométrico de cada gen.

En la Figura 19B, se puede observar que la cuantificacion absoluta de TCR presente en
muestras del Ensayo a largo plazo es mayor que las del ensayo a corto plazo; ademas de que
existio diferencias significativas entre los tratamientos PrS1+PBS+Adv, PrRBD1+PBS+Adv
(donde se detect6 el valor mas alto) y PrS1+PBS del Ensayo a largo plazo.

En la Figura 19C se puede observar que la cuantificacion absoluta de CD4 fue mayor en
el ensayo a largo plazo, lo que indica la notable estimulacién de la poblacién de linfocitos T
CD4" luego de la segunda dosis del inmundgeno. Ademas, el tratamiento con PrS1+PBS+Adv
mostré una diferencia significativa respecto a los demas tratamientos. A su vez, en la Figura
19D se puede notar que la cuantificacion absoluta de CMH-Il también fue mayor en el Ensayo a
largo plazo, aunque no se detecté variaciones significativas entre tratamientos.

La cuantificacion absoluta de CD8 mostrada en la Figura 19E fue ligeramente mayor en
el Ensayo a largo plazo y destaca el tratamiento con PrS1+PBS+Adv. Este hallazgo evidencia
gue dicho tratamiento fue mas estimulante para la produccién de linfocitos T CD8*, respecto a
los demas. En cuanto al gen CMH-I, su cuantificacion absoluta no present6 variaciones
significativas entre ambos ensayos, ni tampoco entre tratamientos; excepto por un ligero
incremento en el tratamiento con PrS1+PBS+Adv del ensayo a largo plazo que fue el valor mas

alto detectado visualmente.



Figura 17

PrRBO1+PBS

PrRBD1+PBS

Nota. A: Amplicén de B-Actina de raton. B: Amplicén del receptor de linfocitos T (TCR). C:

Amplicén de CD4. D: Amplicon de CMH-II. E: Amplicon de CD8. F: Amplicon de CMH-I.
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Figura 18

Gel de agarosa al 1.5% con amplicones correspondientes a muestras del Ensayo a largo plazo
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Nota. A: Amplicén de B-Actina de raton. B: Amplicén del receptor de linfocitos T (TCR). C:

Amplicén de CD4. D: Amplicon de CMH-II. E: Amplicon de CD8. F: Amplicon de CMH-I.
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Figura 19

Andlisis densitométrico
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Nota. Los datos corresponden a las medias + SEM. La diferencia estadisticamente significativa

entre tratamientos se muestra por: ns p <0.1, * p<0.033, ** p<0.002 y *** p<0.001.
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Cuantificacion de la expresién génica mediante qPCR

La expresion génica de TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I, se evalué mediante qPCR
considerando la cuantificacién absoluta y cuantificacion relativa. Los resultados obtenidos
permitieron estimar la densidad de linfocitos T presentes durante la respuesta inmune
adaptativa celular, frente a los tratamientos aplicados con antigenos del virus SARS-CoV-2.
Cuantificacion absoluta

La cuantificacién absoluta se llevé a cabo mediante el establecimiento de una curva
estandar correspondiente a las diluciones de LPS; a partir de la cual se calcul6 el nUmero de
copias de cada gen en la muestra. En la Figura 20 se puede observar las curvas estandar para
cada gen, donde se puede notar que los valores de R? se aproximan a 1 en todos los casos y la
pendiente oscila entre -4.3338 a -3.2769; ademas de que los valores de eficiencia
determinados como indica la Ecuacion 2, varian entre 70.12 a 101.91%.

La Figura 21 muestra los resultados de la cuantificacién absoluta de la expresién génica
mediante qPCR; donde se puede observar que el nUmero de copias medido del gen endégeno
B-Actina fue muy proximo en todos los tratamientos. También, se puede evidenciar que los
genes CD4, CMH-Il y TCR presentaron el mayor nimero de copias; mientras que los genes
CD8 y CMH-I mostraron los valores mas bajos en todos los tratamientos. Sin embargo, el
hallazgo mas relevante fue que el tratamiento con PrS1+PBS+Adv estimulé la expresion mas

alta de los genes TCR, CD4, CMH-Il, CD8 y CMH-I; en contraste con los demas.



Figura 20
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Curvas estandar de la cuantificacion absoluta de la expresion génica
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Nota. Las curvas estandar fueron determinadas mediante el método de fluorescencia SYBR

Green. A: Ajuste lineal de B-Actina de raton. B: Ajuste lineal de TCR. C: Ajuste lineal de CDA4.

D: Ajuste lineal de CMH-II. E: Ajuste lineal de CD8. F: Ajuste lineal de CMH-I.
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Figura 21

Cuantificacion absoluta de la expresion génica asociada a la respuesta inmune celular
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Nota. Sqg: Starting quantity, se refiere al nUmero de copias del gen expresado que se han
cuantificado. Los datos corresponden a las medias + SEM. La diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos se muestra por: ns p <0.1, * p<0.033, ** p<0.002 y *** p<0.001.
Cuantificacion relativa

La Figura 22 muestra los resultados de la cuantificacion relativa de la expresion génica
mediante qPCR; donde se puede notar que hubo diferencias significativas en los tratamientos
PrS1+PBS+Adv, PrRBD1+PBS+Adv y PrS1+PBS, respecto a la expresion del gen CD4, CD8y
CMH-I principalmente. Los ratios indican cuantas veces se expreso el gen respecto al gen
enddgeno control; es decir para el tratamiento PrS1+PBS+Adv, el gen TCR se expreso6 3.70

veces mas que B-Actina y de igual manera CD4 se expresé 0.93 veces mas, CMH-11 0.82 veces
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mas, CD8 1.55 veces mas y CMH-1 1.23 veces mas que B-Actina. Lo cual se aplica para los
demdas tratamientos como se evidencia en la gréfica de barras.
Figura 22

Cuantificacion relativa de la expresion génica asociada a la respuesta inmune celular
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Nota. Los datos corresponden a las medias + SEM. La diferencia estadisticamente significativa

entre tratamientos se muestra por: ns p 0.1, * p<0.033, ** p<0.002 y *** p<0.001.
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CAPITULO V: Discusién

Una de las mayores ventajas de las técnicas moleculares es que permiten la
cuantificacién precisa de un fragmento objetivo de ARN o ADN presente en una mezcla
compleja, incluso cuando su concentracion es muy baja (Fraga et al., 2014). La técnica RT-
gPCR permite analizar la expresion génica, mediante la medicién cuantitativa de los niveles de
transcripcién del ARNm, como respuesta a un requerimiento del organismo (Sidova et al.,
2015). El estudio de la expresion génica es esencial para comprender las respuestas biol6gicas
de un organismo frente a una sustancia téxica, un farmaco o una enfermedad de interés. Sin
embargo, las técnicas empleadas para el andlisis de la expresion génica demandan el
aislamiento de ARN con un alto nivel de integridad (Padhi et al., 2018).

El ARN es una molécula monocatenaria, altamente inestable y susceptible a la
degradacién post mortem. En los organismos eucariotas, aproximadamente entre el 80 y 85%
del ARN total, corresponde al ARN de tipo ribosomal (ARNr) de distintos tamafios, incluyendo
18S, 28S, 5S y 5.8S (K. P. Singh et al., 2018). Las funciones principales del ARNr son
conjugarse con proteinas para dar lugar a la estructura ribosomal y unirse a las moléculas de
ARNmM y ARNt para iniciar la traduccién durante el proceso de expresion génica (Alberts et al.,
2015).

La calidad del ARN depende principalmente de la presencia de enzimas con actividad
endonucleasa como las RNasas, que son altamente estables y tienen la capacidad de degradar
las moléculas de ARN mediante la eliminacion de la cola de poli-A y el recubrimiento 5’ del
ARNmM, pero no del ARNr debido a que carece de dichas estructuras. Ademas, existen factores
fisicos (luz UV, temperatura elevada, otros) y quimicos (parafina, aldehidos, otros); que pueden
ser causantes de la degradacion tanto del ARNm como del ARNr (Sidova et al., 2015). Para
evitar la degradacion y contaminacion del ARN, el proceso de extraccion llevado a cabo en este

estudio, fue cuidadosamente controlado mediante estrictos protocolos para el manejo de
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muestras, manteniendo todo el tiempo una cadena de frio, uso de reactivos libres de RNasa y
limpieza de equipos e insumos.

El método tradicional y mas empleado para determinar la calidad de ARN es la
electroforesis horizontal, misma que consiste en separar por tamafio a las especies dominantes
de ARN presentes en la muestra. La evaluacion de la integridad del ARN mediante
electroforesis esta dada por la relaciéon de intensidad de banda 28S:18S, donde una proporcion
aproximada a 2:1 indica buena integridad del ARN (Padhi et al., 2018). En este estudio la
relacion de intensidad de banda 28S:18S fue analizada de forma netamente cualitativa. Las
bandas detectadas fueron observadas como se indica en la Figura 16, donde en casi todas las
muestras de los ensayos a corto y largo plazo se observé una integridad relativamente buena;
sin embargo, dicha comprobacion fue complementaria al analisis de los ratios 260/280 y
260/230 de absorbancia dados por el espectrofotometro Nanodrop.

Las relaciones de absorbancia son parametros que permiten estimar la pureza de los
acidos nucleicos luego de su extraccion o sintesis. La pureza del ADN esta dada por un ratio
260/280 aproximado a 1.8, mientras que la pureza del ARN esta dada por un valor aproximado
a 2.0; este parametro es considerado el principal indicador de contaminacién proteica
(Boesenberg et al., 2012). A su vez, el valor del ratio 260/230 puede variar entre los valores 2.0
y 2.2 para considerar puro al 4cido nucleico, caso contrario este parametro indica la presencia
de compuestos organicos indeseados cuya absorbancia es proxima a 230 nm, como el trizol,
fenol y derivados de guanidina (Fraga et al., 2014). Los ratios 260/280 y 260/230 promedio
obtenidos en este estudio fueron de 2.04 y 1.40 respectivamente, lo que indica que aunque se
extrajo un ARN puro, existen trazas de compuestos organicos implicados en el protocolo de
extraccion, como el fenol y el tiocianato de guanidina que componen el reactivo Tri Reagent,
empleado en el protocolo de extraccion del ARN (Molecular Research Center, Inc., 2017).

El ARNm es una de las especies de ARN presentes en las células como resultado de la

transcripcion del ADN. El ARNm experimenta modificaciones postranscripcionales como la
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formacion del recubrimiento en el extremo 5’ y la cola de poli-A en el extremo 3’; ademas de la
eliminacion de intrones mediante empalme alternativo, que da lugar a una cadena compuesta
Unicamente por regiones codificantes o denominadas exones (Nachtergaele & He, 2017). El
Oligo (dT), durante el ensayo de RT-PCR permitié delimitar la amplificacién Unicamente de
ARNmM, debido a la unién complementaria de repeticiones del nucledtido timina con las
repeticiones de adenina en la cola de poli-A de la cadena molde. De tal manera que la cadena
del ADNc obtenida estuvo compuesta por la informacion genética codificante y permitié estudiar
la expresion de los genes de interés. Ademas, los valores promedio de los ratios 260/280 igual
a 1.74 y 260/230 igual a 1.70; se hallan muy proximos a los valores 6ptimos indicados por los
autores, lo que revela la obtencion de ADNc con una pureza aceptable.

La pandemia a causa de COVID-19 ha sido responsable de millones de muertes por
todo el mundo, principalmente de aquellas personas mas vulnerables que incluyen a adultos
mayores, asi como a pacientes inmunocomprometidos y con comorbilidades (Z. Hu et al., 2022;
Sette & Crotty, 2021; Toor et al., 2021). Si bien se ha introducido algunos medicamentos en la
practica clinica para el tratamiento de COVID-19, todavia no existe una terapia curativa eficaz y
segura para tratar esta enfermedad (Kudlay & Svistunov, 2022). Por lo tanto la estrategia mas
prometedora para controlar y prevenir la propagacion de COVID-19 es la vacunacion (Nguyen
et al., 2021).

Las vacunas basadas en péptidos sintéticos o subunidades recombinantes, constituyen
una de las plataformas mas dominantes en el campo de la biomedicina, pues han sido
utilizadas desde 1986, demostrando ser altamente eficaces y seguras (Zhang et al., 2022). Sin
embargo, uno de los puntos mas criticos durante su desarrollo, es la seleccién de epitopos
altamente inmunogénicos y protectores (Ghattas et al., 2021). Algunas vacunas basadas en
subunidades proteicas aprobadas para uso de emergencia, incluyen a COVOVAX, SARS-CoV-
2: NVX-CoV2373, RBD Dimer, CIGB-66, FINLAY-FR-2, BECOV2A, EpiVacCorona-N, entre

otras (Soraci et al., 2022; World Health Organization, 2022).
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Mudltiples investigadores han catalogado a las proteinas estructurales S, My N del
SARS-CoV-2, como los principales epitopos de la respuesta inmune celular del huésped,;
aungue otras proteinas como ORF3, ORF8, nsp4, nsp3 y nspl2, también suelen ser
empleados como epitopos pero menos frecuentes (Grifoni et al., 2021; Wragg et al., 2022). Sin
embargo, la proteina S particularmente a demostrado ser el epitopo preferido, debido a su
papel durante la entrada viral a la célula huésped (Lazaro et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Algunos estudios de inmunidad han demostrado que las vacunas basadas en la
proteina S recombinante del SARS-CoV-2, pueden inducir los niveles mas altos de anticuerpos
neutralizantes con capacidad de brindar proteccion efectiva durante la infeccion (Soraci et al.,
2022; Wragg et al., 2022). Especialmente los anticuerpos neutralizantes se encargan de
bloguear al dominio RBD de la subunidad S1 de la proteina S, encargado de la fusién de
membrana (Lee et al., 2021; Zhang et al., 2022). Por lo que en este estudio se evalué una
plataforma de vacunacién basada en las proteinas S y RBD recombinantes del virus SARS-
CoV-2.

Las vacunas basadas en proteinas recombinantes por si solas son medianamente
inmunogénicas, debido al plegamiento incorrecto e ineficiente presentacion del antigeno; por lo
gue requieren ser combinadas con adyuvantes especificos, para potenciar su capacidad de
induccién de respuestas inmunes de larga duracién (Z. Hu et al., 2022; Ndwandwe & Wiysonge,
2021). Lo que puede explicar que aquellos tratamientos que contenian adyuvante fueron mas
eficaces en la induccién de la respuesta inmune celular; particularmente el tratamiento
PrS1+PBS+Adv que indujo la mayor expresion de CD4 (Figura 19C) y CD8 (Figura 19E), asi
como también de CMH-1 y CMH-II (Figura 21y 22), en este estudio.

Las oleadas recurrentes de la enfermedad estan estrechamente relacionadas con la
aparicion de nuevas variantes de SARS-CoV-2 como Delta y Omicron, que fueron de gran
preocupacion para la salud publica en todo el mundo (Alexandridi et al., 2022). Actualmente, la

inmunidad celular se ha convertido en el nuevo enfoque central, debido a que los receptores



90

presentes en la superficie de los linfocitos T pueden reconocer secuencias de aminoacidos
cortas y altamente conservadas, sin importar la variante viral (Kingstad et al., 2022).
Particularmente la inmunidad celular es clave para contrarrestar infecciones virales y
proporcionar memoria inmunoldgica a largo plazo, incluso cuando las respuestas humorales
son escasas como ocurre en pacientes inmunodeprimidos; por lo tanto, la induccién de células
T mediante vacunas se ha convertido en un aspecto de gran interés para la salud (Heitmann
et al., 2022).

Muchos investigadores han empleado principalmente técnicas como la citometria de
flujo, tincién de citoquinas, microarrays y ELISPOT; para estudiar las poblaciones de linfocitos T
CD4*y CD8" inducidos por antigenos del SARS-CoV-2, en 6rganos linfaticos secundarios de
modelos murinos y primates no humanos (Elizaldi et al., 2020; Lakshmanappa et al., 2021;
Lazaro et al., 2022; Lee et al., 2021; Taus et al., 2022; Vogel et al., 2021).

Lee et al. (2021) detectaron mediante ELISPOT y Citometria de flujo, la estimulacién de
linfocitos T CD4" y T CD8* productoras de IFN-y y de memoria efectora en el bazo y ganglios
linfaticos; luego de inmunizar ratones y hamster con una plataforma vacunal basada en
péptidos altamente conservados de las proteinas S y N del SARS-CoV y el SARS-CoV-2,y
suplementadas con un adyuvante de ARN derivado del virus de la encefalomiocarditis. Asi
mismo, Lazaro et al. (2022) observaron mediante la técnica de tincién de citoquinas, la
induccioén robusta de linfocitos T CD4* con un perfil de Thl y linfocitos T CD8* secretores de
IFNy, TNFa e IL-2, especificos de S, luego de aplicar dos dosis de una vacuna basada en un
vector viral de poxvirus (MVA-CoV2-S) codificante de la proteina S del SARS-CoV-2, en
ratones C57BL/6 infectados con este agente viral.

La RT-gPCR es una técnica molecular empleada de forma mas frecuente en el
diagndstico y deteccion de ARN viral en diferentes muestras biolégicas; sin embargo, como se
menciond anteriormente esta técnica también permite estudiar la expresion génica a partir de

muestras de ARNm. Griessl et al. (2017) emplearon la técnica RT-qPCR para evaluar la
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expresion génica en tejidos del pulmén, glandula salival, higado, bazo y rifién; asociada a la
infeccion por citomegalovirus en ratones de la cepa BALB/c y determinaron que la expresion de
los genes correspondientes al sistema inmune fue mas intensa en el bazo. Asi también Young
et al. (2020), utilizaron la técnica RT-qPCR para estudiar la expresién de Thl, Th2, Treg y
Th17, en muestras de bazo y ganglios linfaticos mesentéricos de ratones salvajes, para evaluar
la inmunidad adaptativa frente a antigenos presentes en sangre. En este estudio se aplico la
técnica RT-qPCR para medir los niveles de expresion de las moléculas TCR, CD4, CMH-II,
CD8 y CMH-I, asociadas a la inmunidad celular y de esa manera conocer la respuesta del
organismo modelo frente a un inmundégeno compuesto por subunidades recombinantes del
virus SARS-CoV-2 (PrS1y PrRBD1), administrado en dos dosis.

La RT-gPCR demanda la seleccion de un gen control endégeno apropiado de acuerdo
al experimento, modelo animal y tipo de tejido que se va a analizar (Prieto et al., 2003; Svingen
et al., 2015). Griessl et al. (2017) informaron que los genes de referencia mas adecuados para
el estudio de la expresion génica por la técnica RT-qPCR en el bazo de ratones BALB/c,
incluyen a B-Actina, 2- microglobulina y HPRT. Las proteinas de actina son altamente
conservadas, se encargan de la motilidad, integridad, estructura y sefializacion de las células.
El gen B-Actina codifica una de seis proteinas de actina, misma que forma parte del aparato
contractil y citoesquelético no muscular de las células (Saeed et al., 2020). Es un gen
enddgeno altamente conservado y estable en diferentes tipos de tejidos, incluido el bazo; por lo
gue usualmente es empleado en ensayos de expresion génica como referencia para normalizar
los niveles de ARN dentro de la célula (Svingen et al., 2015). Lo que evidentemente se pudo
detectar en este estudio, debido a que la expresion de B-Actina se mantuvo uniforme tanto en
el ensayo a corto plazo como en el ensayo a largo plazo (Figura 19A) y no presento diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 21).

La cuantificacion de la expresion génica mediante RT-qPCR es altamente sensible,

precisa y reproducible (Fraga et al., 2014; Griessl et al., 2017; Young et al., 2020). Los valores
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de cuantificacién génica determinados mediante esta técnica molecular dependen de ciertos
parametros como la pendiente de la curva estandar cuyo valor debe variar entre -3.1y -3.6, el
coeficiente de determinacion (R?) del modelo lineal cuyo valor debe ser préoximo a 1y los
porcentajes de eficiencia cuyo valor 6ptimo debe encontrarse en un rango de entre 90 a 110%
(Bio-Rad Laboratories, 2019). Prieto et al. (2003) estudiaron la expresion génica de B-actina de
ratén en el bazo y otros tejidos, mediante RT-gPCR; obteniendo una curva estandar
caracterizada por una pendiente de -3.23, R?igual a 0.99 y un porcentaje de eficiencia de 1.04
(104%). En el presente estudio se obtuvo una curva estandar del control endégeno B-actina en
el bazo de ratén, con una pendiente de -3.6465, RZigual a 0.9909 y un porcentaje de eficiencia
de 88.03% (Figura 20A). Mientras que los demas genes estudiados mostraron una pendiente
gue oscilé entre los valores -4.3 a -3.3, los porcentajes de eficiencia variaron entre 70.12 a
101.91% y los valores de R%se aproximaron a 1 en todos los casos (Figura 20 B, C, D, Ey F).
Si bien existié consistencia entre los resultados obtenidos por densitometria y gPCR, se
presume que la cuantificacién de CD8 y CMH-I tuvo leves variaciones, debido a que estos
genes presentaron los porcentajes de eficiencia mas bajos en el ensayo gPCR (Figura 20 E 'y
F).

La estimulacién de TCR es esencial para determinar la activacion, el desarrollo,
diferenciacion, proliferacién y la supervivencia de los linfocitos T. Una fuerte estimulacion de
TCR favorece la diferenciacion de linfocitos cooperadores principalmente de tipo 1 (Th1l),
mientras que una estimulacién leve es suficiente para la generacion o mejora de los linfocitos
CD8* de memoria (Hwang et al., 2020). Sin embargo, la respuesta inmune adaptativa frente a
péptidos antigénicos, ha demostrado expresar fenotipos celulares principalmente de naturaleza
CD4" (Minervina et al., 2021). En este estudio la expresion de TCR fue relativamente alta en
comparacion con las otras moléculas estudiadas (Figura 22), aunque fue evidentemente mayor
en los tratamientos PrS1+PBS+Adv y PrRBD1+PBS+Adv (Figura 19B), ademas de

PrRBD1+PBS (Figura 21).
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Las células T CD4" son claves para la inmunidad adaptativa, pues sus funciones
incluyen la estimulacion de las células B, las células T CD8* y la produccion de citoquinas
antivirales (Wragg et al., 2022). Ensayos in vivo con modelos animales han demostrado que las
respuestas de linfocitos T CD4* tienden a ser mas dominantes que las respuestas de células T
CD8", lo cual se ha relacionado con el control primario de la infeccién por SARS-CoV-2 o sus
antigenos (Li et al., 2021; Sette & Crotty, 2021). La magnitud de respuesta de los linfocitos T
esta ligada al tipo de proteina empleada como antigeno (Nguyen et al., 2021); asi la proteina
nspl2 estimula débilmente a las células CD8", mientras que la proteina S se rige por una alta
estimulacion de células CD4*y en consecuencia da soporte a la inmunidad humoral (Moss,
2022). La presentacién de antigenos exégenos como las proteinas introducidas mediante la
vacunacion, ocurre a través de la via del CMH-II que emplea el mecanismo de fagolisosoma 'y
procesa el antigeno para presentarlo a las células CD4* (Coico & Sunshine, 2015). Ademas,
existen reportes de que los ratones de la cepa BALB/c poseen una excelente respuesta frente a
la inmunizacion, debido a que tienden a expresar facilmente las células T cooperadoras, luego
de ser vacunados (Nakamura, 2013). Lo que en conjunto explica los altos niveles de expresion
de las proteinas CD4 y CMH-II, cuantificados por densitometria (Figura 19 Cy D) y qPCR
(Figura 21y 22).

Los linfocitos T CD4* pueden diferenciarse en algunos fenotipos con diferentes
funciones efectoras de acuerdo a las citoquinas secretadas en el organismo. El fenotipo Thl se
encarga esencialmente de la eliminacién de antigenos intracelulares, Th2 se dirige a agentes
parasitarios extracelulares y se asocia con enfermedades alérgicas, Th17 elimina agentes
bacterianos y hongos extracelulares, Thf se encarga de estimular la inmunidad humoral
mediante interaccion con linfocitos B y Treg desempefia un rol esencial en la tolerancia a
antigenos propios y extrafios (Luckheeram et al., 2012).

Estudios de infeccion por SARS-CoV en modelos animales han demostrado que las

respuestas de células T CD4" de tipo Th2 se relacionan con una inmunopatologia asociada a la
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vacunacion (Tseng et al., 2012); también se ha informado sobre la presencia del fenotipo Th2
en pacientes con COVID-19 grave (Chen & John Wherry, 2020). Al contrario, las respuestas
sesgada por Thly Thf se ha asociado con casos de COVID-19 leve (Elizaldi et al., 2020; Toor
et al., 2021); pues estos fenotipos celulares han demostrado la capacidad para detener la
replicacioén viral y reducir el riesgo de complicaciones respiratorias derivadas de la enfermedad
pulmonar (Lazaro et al., 2022). Ademas, Vogel et al. y Lakshmanappa et al. (2021), reportaron
una elevada estimulacién de linfocitos T CD4* de tipo Thl y Thf en los ganglios linfaticos de
ratones y macacos rhesus; luego de la vacunacion con una plataforma de ARNm codificante de
las proteinas S y RBD del SARS-CoV-2. Por lo tanto, se presume que la mayor parte de la
poblacién de linfocitos T CD4* estimulados en este estudio (Figura 19C, 21 y 22), corresponde
a los fenotipos Thf cuya funcién efectora es la estimulacién de la inmunidad humoral; lo que
tiene coherencia con los altos titulos de anticuerpos neutralizantes encontrados por Orozco-
Vega (2022) en un estudio predecesor; sin embargo, esta hipotesis se podria confirmar
mediante un analisis de citoquinas e interleucinas asociadas a dichos fenotipos.

Las células T CD8" son claves para el combate de antigenos intracelulares como los
virus, estas células se encargan de producir citocinas efectoras y eliminar células contaminadas
(Pérez-Galarza et al., 2021). El retraso en el reclutamiento de los linfocitos T CD8* durante la
infeccién in vivo, se debe a una funcion deteriorada de las células dendriticas encargadas de la
presentacion de antigenos, misma que es causada por los mecanismos de evasion del SARS-
CoV-2 (Arshad et al., 2022; Yoo et al., 2021). Algunas plataformas como las vacunas vivas, las
vacunas basadas en ARNm y vacunas basadas en vectores virales, tienen mayor acceso a la
maquinaria de procesamiento del CMH-I por lo que poseen la facultad para estimular de
manera mas eficaz la respuesta de las células T CD8"; evento que no ocurre en las plataformas
basadas en proteinas recombinantes (Minervina et al., 2021; Nguyen et al., 2021). Tal y como
se evidencio en este estudio, donde la expresion de CD8 y CMH-I fue la mas baja, respecto a

las demas moléculas estudiadas, en todos los tratamientos empleados (Figuras 21y 22). No
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obstante, si hubo un aumento de la expresion de CD8 y CMH-I, en el ensayo a largo plazo
luego de la segunda dosis del inmundgeno compuesto por PrS1+PBS+Adv (Figuras 19 Ey F).
Ademads, Taus et at. (2022) determinaron que la poblacion de linfocitos T CD8* se ve mejor
estimulada por la proteina N del SARS-CoV-2, que por las proteinas Sy M.

La aplicacién de dos dosis de una vacuna suplementada con adyuvante, basada en la
proteina S recombinante del SARS-CoV-2; ha demostrado ser altamente efectiva en la
induccién de la respuesta inmune adaptativa humoral en modelos murinos (Z. Hu et al., 2022).
Lazaro et al. (2022) reportaron que un esquema de inmunizacién compuesto por dos dosis de
una vacuna basada en un vector viral codificante de la proteina S del SARS-CoV-2 fue
altamente eficaz para prevenir la replicacion del virus, inducir titulos altos de IgG especificos de
S y RBD, asi como también de causar lesiones inflamatorias pulmonares leves. Ademas,
Nguyen et al. (2021) reportaron que la aplicacion de la segunda dosis de una vacuna inactivada
(BNT162b2) contra la COVID-19, estimul6 significativamente la expresion de linfocitos T CD4*
en ensayos in vivo con modelos animales; donde el pico més alto fue detectado tras 7 dias
después de su inoculacion (dia 28 del ensayo) y la poblacion de células T CD4" persistié
durante aproximadamente 200 dias mas.

En este estudio se inocul6 dos dosis de un prototipo de vacuna compuesto por 5ug de
PrS1 o PrRBD1 en 200uL de solucion (Tabla 5), la primera dosis el dia 0 y la segunda dosis el
dia 28 del ensayo; y luego se evalu6 la inmunogenicidad generada a los 15 dias en el ensayo a
corto plazo y a los 42 dias en el ensayo a largo plazo (Orozco-Vega, 2022). Tanto la inmunidad
humoral como la inmunidad celular fueron significativamente potenciadas luego de la adicion de
la segunda dosis; lo que se evidencia en este estudio por la expresion elevada de todos los
genes asociados a la respuesta inmune celular en el ensayo a largo plazo (Figura 19 B, C, D, E
yF).

En cuanto a la respuesta adaptativa celular de memoria, se sabe que las citoquinas IL-7

e IL-15 promueven el desarrollo y supervivencia de los linfocitos T de memoria, mismos que se
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mantienen en un estado de reposo funcional durante afios luego del encuentro con el antigeno;
aungue este mecanismo todavia no se ha descrito claramente (Abbas et al., 2018). Jordan
(2021) y Lazaro et al. (2022) reportaron la induccién de respuestas de memoria especificas de
S, tanto humorales como celulares que se prolongaron hasta por 6 meses luego de la
inmunizacion con diferentes plataformas de vacunaciéon. Wragg et al. (2022) afirmé en su
estudio que las células T CD4* de memoria especificas de SARS-CoV-2, se han detectado
luego de 8 y 12 meses después de la infeccion y corresponden principalmente a los fenotipos
Thl. Ademas existen informes de que las células T de memoria especificas del SARS-CoV
principalmente dirigidas a las proteinas S, M y N; persistian hasta por 17 afios después de la
exposicion al antigeno, mientras que las células B secretoras de anticuerpos se extinguian al
paso de solo unos pocos afios, aproximadamente 6 afios (Lee et al., 2021; Sette & Crotty,
2021). Dada la cercania genética entre SARS-CoV y SAR-CoV-2 (homologia del 79.5%) (Shen
et al., 2022), muchos investigadores estiman que la respuesta de memoria frente a este
patdégeno tendra una duracion igual o mayor a 10 afios, como ocurre también con la fiebre
amarilla (Jordan, 2021).

No obstante, la mutacion continua de SARS-CoV-2 constituye un gran desafio para los
programas de vacunacion, debido a que las vacunas existentes han perdido eficacia y
consecuentemente ha incrementado la demanda de dosis de refuerzo (Zhang et al., 2022). Se
ha reportado que la proteina S tiene un alto nivel de mutagenicidad y que las variantes del virus
han logrado desarrollar estrategias evasivas de la respuesta inmune inducida por la vacunacion
(Arshad et al., 2022). Dando lugar a un nuevo reto para los cientificos, quienes se han
enfocado en buscar e identificar nuevos objetivos antigénicos potenciales, como la proteina N,
gue ha sido reportada como un epitopo capaz de mantener una inmunidad general de larga
duracion y permite combatir multiples variantes de SARS-CoV-2 (Soraci et al., 2022).

La mutacién del virus, también ha dado lugar a nuevas rutas de infeccion alternas a la

ruta clasica comprendida por ACE2/TMPRSS?2 y asociada al sistema respiratorio. Estudios han
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reportado la deteccion de SARS-CoV-2 y sus antigenos derivados, en el bazo y ganglios
linfaticos de pacientes fallecidos; lo que revela la afectacion del sistema inmune debida a
muerte pronunciada de linfocitos T o linfopenia. Ensayos in vitro mostraron que dicha via esta
probablemente dada por la proteina superficial de leucocitos, LFA-1 (Shen et al., 2022). Por lo
tanto, es esencial desarrollar nuevas estrategias para mejorar las plataformas de vacunacion

existentes y actualmente disponibles, orientadas principalmente a la poblacion mas vulnerable.
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La integridad del ARN extraido a partir del bazo de los ratones BALB/c, expuestos a los

diferentes tratamientos inmunogénicos in vivo; se evidencié mediante electroforesis horizontal y

espectrofotometria. En general se obtuvo altas concentraciones de ARN y sus parametros de

pureza 260/280 y 260/230 tuvieron valores aproximados a 2.

Los resultados del analisis densitométrico y la cuantificacién de la expresién génica

mediante RT-gPCR, revelaron que los tratamientos inmunogénicos basados en PrS1y PrRBD1

con adyuvante son altamente eficaces, al inducir respuestas significativamente altas de las
moléculas TCR, CD4, CMH-II, CD8 y CMH-I asociadas a la respuesta inmune adaptativa
celular, durante el ensayo a largo plazo. Por lo tanto, se concluye que el régimen de
vacunacion compuesto por dos dosis brind6 una respuesta mas solida de linfocitos T y fue

mucho mas eficiente que el régimen compuesto por una sola dosis.

El prototipo de vacuna basada en proteinas recombinantes empleado en este estudio,
indujo una fuerte expresion del receptor de los linfocitos T, asi como también de la molécula
CMH-I1 'y estimul6 vigorosamente a la poblacion de linfocitos T CD4*. En contraste con la
activacion de los linfocitos T CD8" y las moléculas CMH-I, que result6 significativamente mas
baja en todos los tratamientos. Este hallazgo revel6 que los antigenos PrS1 y PrRBD1
presentes en el constructo vacunal son procesados por la via de fagolisosoma del CMH-II, lo
gue tiende a estimular esencialmente células T CD4* cooperadoras, cuyas funciones son

activar a las células CD8" y mantener la inmunidad humoral; asi como también promover la

inmunidad de memoria orientada a la proteccion del huésped frente a futuros encuentros con el

mismo antigeno.
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CAPITULO VII: Recomendaciones

Optimizar el protocolo de gPCR para mejorar los porcentajes de eficiencia obtenidos en
este estudio, mediante la aplicacion de otros genes control murinos o mediante el mejoramiento

de la curva estandar empleada en la cuantificacion absoluta.

Estudiar la expresion de IL-6 e IL-21 para confirmar si la elevada poblacion de linfocitos
T CDA4* detectada en este estudio, corresponde a los linfocitos cooperadores foliculares (Tfh) y

también las citoquinas IFN-y, IL-12 e IL-2 para determinar si corresponden al tipo Th1.

Investigar la inmunogenicidad de epitopos alternos como la proteina de la
nucleocépside y la proteina de membrana del SARS-CoV-2, asi como también evaluar
alternativas de vacunacién heteréloga mediante combinacién de plataformas vacunales o
disefio de vacunas multiproteicas, que permitan inducir la expresién de diversos tipos de

células T.

Evaluar otros agentes adyuvantes para suplementar la vacuna disefiada en este
estudio, con el fin de incrementar el potencial inmunogénico, orientado principalmente a la

activacion de los linfocitos T CD8* especificos del SARS-CoV-2.
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