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RESUMEN GRÁFICO 

 

Respuesta humoral inducida por la administración subcutánea del conjugado AuNP-S461-493 

en ratones. El péptido de SARS-CoV-2, S461-493, fue conjugado a nanopartículas de oro para 

inmunizar ratones BALB/c, como estrategia para inducir una respuesta inmunológica contra la 

proteína S del virus. Tras la inyección subcutánea, el conjugado es capturado por las células 

presentadoras de antígeno (APC) que migran a los ganglios linfáticos con la posterior inducción de 

respuestas inmunes adaptativas.
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DIVULGACIÓN CIENTÍFICA 

En diciembre de 2019 se emitió una alerta por el aumento en la incidencia de 

pacientes que presentaron neumonía atípica similar a la provocada por el síndrome 

respiratorio agudo grave (SARS, por sus siglas en inglés) en la provincia de Hubei, 

China. Pronto fue identificado el virus SARS-CoV-2, perteneciente a la familia 

Coronaviridae, como   el agente causal de la enfermedad COVID-19.  

El 11 de marzo de 2020, la Organización Mundial de la Salud declaró a la COVID-

19 como una pandemia debido a la rápida propagación en diversos países y la alta 

capacidad infecciosa del virus. Por este motivo, diversas organizaciones y centros 

de investigación se concentraron en la síntesis de una vacuna contra el SARS-CoV-

2.  

La proteína S se encuentra en abundancia en la superficie del SARS-CoV-2 y se 

sabe que se une al receptor ACE-2 (enzima convertidora de angiotensina 2, por sus 

siglas en inglés) en las vías respiratorias del huésped, lo que marca el punto de 

entrada del virus a la célula y desencadena la infección. En este trabajo, se 

sintetizaron nanopartículas de oro (AuNP) de 25 nm por un método químico, las 

cuales se cubrieron con un polímero que permitió unir el péptido S461-493, que 

constituye una región de la proteína S y que podría servir como una vacuna.  

El conjugado AuNP-S461-493  se usó para inmunizar ratones de cepa BALB/c, como 

estrategia para inducir una respuesta inmunológica positiva contra la proteína S del 

virus. Los resultados obtenidos confirmaron la efectividad del conjugado para 

generar anticuerpos en una etapa temprana (IgM) y tardía (IgG), lo que sugiere que 

tiene el potencial de inducir protección contra la infección por SARS-CoV-2. 

Adicionalmente, se probó que las  AuNP no tienen efecto tóxico significativo en 

células humanas (HEK-293T), lo que sugiere que la vacuna es segura. Este trabajo 

constituye la base para estudios futuros en donde se determinará si los animales 

tratados con esta vacuna candidata adquieren protección contra la infección 

experimental por SARS-CoV-2 y validar parámetros adicionales que determinen la 

seguridad de la posible vacuna. 
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RESUMEN 

“Síntesis y evaluación de la inmunogenicidad de un conjugado de nanopartículas 

de oro para la liberación de un péptido de SARS-CoV-2” 

Introducción 

El nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, que afecta a la salud humana está provocando 

efectos devastadores en términos de morbilidad, mortalidad e impacto económico. 

La mayoría de los candidatos vacunales están dirigidos a la proteína S (spike), que 

es un blanco para lograr la neutralización del virus mediada por anticuerpos que 

evitan su entrada en la célula huésped (Begum et al. 2020; Wang et al. 2020). 

Dichas formulaciones contienen la proteína S completa y se basan en vectores 

virales o virus inactivados. 

Un aspecto crítico en el diseño de las vacunas contra SARS-CoV-2 es la inducción 

de respuestas humorales neutralizantes, para lo cual se emplean vacunas 

formuladas con antígenos específicos (por ejemplo, péptidos sintéticos) que 

permiten focalizar la respuesta en los epítopos específicos que promueven la 

producción de anticuerpos neutralizantes.  

El uso de nanomateriales en tales formulaciones previene la degradación 

enzimática prematura del péptido y promueve la captación del sistema antígeno-

acarreador por  las células dendríticas (CD), lo que facilita el drenado hacia ganglios 

linfáticos (Jia et al. 2017). La eficacia terapéutica de un sistema basado en 

nanopartículas depende de la elección adecuada tanto del nanoacarreador como 

del antígeno. El uso de nanopartículas de oro (AuNP) es una estrategia promisoria 

en este sentido debido a su versatilidad en modificación de superficie con múltiples 

funcionalidades, su interacción con las células blanco y sus propiedades 

fisicoquímicas que las hacen ideales en aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico 

(Ahmad et al. 2017). 

En este trabajo, se unió covalentemente un péptido derivado de la secuencia de la 

proteína S de SARS-CoV-2 a nanopartículas de oro (AuNP) y una vez 
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caracterizado, el bioconjugado obtenido se utilizó para evaluar su potencial 

inmunogénico en ratones. 

Objetivos 

 Sintetizar AuNP de 25 nm por el método de Frens (1973) que se basa en la 

reducción de Au3+ a Au0 , usando citrato como agente reductor y estabilizador. 

 Definir las condiciones para bioconjugar las AuNPs con el péptido S461-S493 

empleando polietilenglicol heterobifuncional como ligando y glutaraldehído 

como agente entrecruzante. 

 Caracterizar los conjugados AuNP-S461-493 para determinar su tamaño 

hidrodinámico (DLS), su estabilidad en suspensión coloidal (PDI), carga 

superficial (potencial ζ) y su morfología (TEM). 

 Determinar la inmunogenicidad de AuNP- S461-493 en ratones BALB/c, en 

términos de inducción de respuestas humorales. 

Material y métodos 

1.1. Selección de antígeno 

Esta selección fue guiada por la predicción in silico de epítopos de células B con  el 

software BepiPred-2.0: Secuencial B-Cell Epitope Predictor. Se seleccionó el 

péptido S461-493 a partir de la secuencia del dominio de unión al motivo de la proteína 

S (S437-508), que contiene varios epítopos potenciales de linfocitos B. La secuencia 

final del péptido fue: CLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQ; sintetizado 

por Synpeptide Inc., China. 

1.2. Preparación del conjugado KLH-S461-493 y producción de antisuero 

El péptido S461-493 se conjugó con el portador hemocianina de lapa californiana 

(KLH, Geno Technology Inc.), añadiendo a la reacción 500 µg de péptido, 1 mg de 

KLH y clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, Sigma-
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Aldrich) solubilizado en dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich) como 

entrecruzador. 

Una oveja de raza Ramboiullet de 12 meses de edad se inmunizó cuatro veces en 

intervalos de 2 semanas con 250 µg del conjugado KLH-S461-493, siguiendo los 

protocolos aprobados por el Comité de Ética de Investigación Institucional con 

registro CEID-2020-07R1. Se obtuvieron muestras de sangre por punción yugular, 

se separó el suero y se almacenó a –40 °C para su análisis posterior. 

1.3. Ensayo ELISA 

Los niveles de anticuerpos anti-S461-493  se determinaron en muestras de suero de 

oveja y de ratón mediante ELISA. Se emplearon placas de 96 pozos recubiertas de 

péptido S461-493 en tampón de carbonatos, que después se bloquearon con leche 

descremada al 5 % a temperatura ambiente, realizando tres lavados con solución 

PBS-T en cada paso. Se añadieron diluciones seriadas de los sueros 

correspondientes y se incubaron durante 24 h a 4 °C. Para el marcaje secundario, 

se añadió IgG anti-oveja o anti-ratón conjugada con peroxidasa. La detección se 

desarrolló añadiendo como sustrato sal de diamonio del ácido 2,2′-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS, Sigma-Aldrich) y H2O2. La densidad óptica a 

405 nm se midió en un lector de microplacas Multiskan Ascent (Thermo Scientific). 

1.4. Síntesis de nanopartículas de oro y bioconjugación. 

Se preparó una mezcla inicial de reacción que contenía agua ultra pura, ácido 

tetracloroáurico  (HAuCl4) y citrato de sodio (Na3C6H5O7). La mezcla se incubó 5 

min y se añadió a un matraz con agua miliQ en ebullición, conectado a un sistema 

de reflujo. La reacción se mantuvo durante 30 min.  

Para la funcionalización, a 1 mL de AuNP se añadieron en orden y en agitación 

constante HCl 1 M, HS-PEG5k-NH2 y Tween 20 al 5 %; esto se mezcló por 2 h y se 

dejó reposar durante la noche para después lavarse por centrifugación. Las 

nanopartículas se resuspendieron en solución tampón PBS-T. 
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Para la conjugación, se añadió glutaraldehído (GTA) a las nanopartículas 

funcionalizadas. La solución se mantuvo en agitación durante 1 h y se realizó un 

lavado para después añadir el péptido S461-493 disuelto en DMSO. La reacción se 

mantuvo en agitación durante la noche y finalmente se añadió NaBH4 (Sigma-

Aldrich), se mezcló durante 1 h y el conjugado obtenido se lavó.  

1.5. Caracterización de las nanopartículas de oro 

En cada paso de reacción, se midió la absorbancia máxima en la región visible 

correspondiente al plasmón de superficie con un espectrofotómetro Jenway 6705 

(Bibby Ltd). Además, el cambio en tamaño hidrodinámico y potencial Z se registró 

en un Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd). Las variaciones de carga se compararon 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.75 % con tampón TAE 1X, ajustando 

la muestra cargada a una proporción 1:4 (v:v) de AuNP y glicerol. 

El tamaño y morfología de las nanopartículas se determinaron mediante 

microscopía electrónica de transmisión en el equipo JEM-JEOL-2100 a 200 kV 

(JEOL Ltd.). 

1.6. Evaluación de citotoxicidad 

Se cultivaron células HEK293T en medio DMEM completo en placas de 12 pozos 

a una densidad de siembra de 1×105 células. Las células se expusieron durante 48 

h a diferentes concentraciones de estímulo prueba (AuNP o AuNP- S461-493), H2O2 

(control positivo) o medio completo (control negativo). Posteriormente, las células 

se despegaron de la placa y se tiñeron en azul de tripano al 0.4 % para su conteo 

en una cámara de Neubauer empleando un microscopio invertido Carl Zeiss. 

Adicionalmente, se realizó una estimación de la viabilidad celular relativa añadiendo 

30 µg/mL de resazurina a cada pozo después de 48 h de exposición al tratamiento 

y se midió la fluorescencia en un equipo FlexStation II (LabX). 

1.7. Evaluación de inmunogenicidad 

Se inmunizaron ratones BALB/c de 8 semanas de edad con dosis subcutáneas de 

S461-493 en PBS, S461-493 con adyuvante de Freund, AuNP- S461-493 en dosis baja o 
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en dosis alta. Se administraron tres dosis cada dos semanas y se recolectaron 

muestras de sangre periférica el día previo a cada inmunización y 2 semanas 

después de la última dosis. Se separaron los sueros mediante centrifugación y se 

almacenaron a -40 °C. 

Resultados y discusión 

El conjugado final presentó absorbancia máxima correspondiente al plasmón de 

superficie a 520 nm y amplitud de banda de 43 nm. El potencial ζ de AuNP-PEG5k-

NH2 se volvió cercano a cero; sin embargo, una vez activado con GTA y conjugado 

con S461-493 incrementó la negatividad de su carga a –8.4 mV.  

Este efecto en la modificación efectiva después de la funcionalización se comprobó 

en la electroforesis en gel de agarosa, en donde las nanopartículas funcionalizadas 

con PEG-NH2 migraron uniformemente al cátodo debido al grupo amino protonado, 

mientras que el conjugado AuNP-S461-493 modificó su migración hacia el cátodo por 

la carga neta del péptido con ligeras variaciones en el movimiento electroforético 

debido a una eficiencia no uniforme en la conjugación. 

Al evaluar la toxicidad in vitro, los tratamientos que condujeron a una disminución 

moderada de la viabilidad fueron AuNP a 25 µg/mL con una media de 93.5 % y 

AuNP- S461-493 a 250 µg/mL, con media de 94.9 %; similar a lo observado en el 

ensayo de resazurina donde se produjo una reducción significativa de la actividad 

metabólica con 25 µg/mL de AuNP y 250 µg/mL de conjugado AuNP-S461-493. Estos 

resultados confirmaron que el conjugado no ejerce toxicidad en un rango de 12.5 a 

250 µg Au/mL, similar a estudios anteriores que validan la biocompatibilidad de las 

nanopartículas de oro (Lee et al. 2019; Manivasagan and Oh 2016; Woźniak-

Budych et al. 2016). 

Los conjugados KLH-S461-493 y AuNP-S461-493 indujeron altos niveles de IgG en 

ovejas y ratones, respectivamente, confirmando que S461-493  porta un epítopo de 

células B. La inducción de respuestas de IgG se observó entre los grupos que 

recibieron el péptido S461-493 en todas las formulaciones de prueba, con una 

respuesta notablemente más alta en el grupo tratado con la dosis alta del conjugado 
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AuNP-S461-493; en comparación al grupo tratado con una dosis equivalente del 

péptido solo. La magnitud de la respuesta alcanzada por la dosis alta de AuNP-

S461-493 fue similar a la alcanzada en el grupo de ratones inmunizados en 

combinación con adyuvante de Freund, lo que denota que las AuNP incrementan 

la inmunogenicidad del péptido S461-493. Al evaluar subclases de IgG se evidenció 

una respuesta de IgG1 predominante, lo que sugiere que el conjugado AuNP-S461-

493 induce una respuesta de tipo Th2. Esta respuesta es favorable ya que la vacuna 

tiene como objetivo inducir respuestas robustas de anticuerpos neutralizantes que 

podrían bloquear la entrada del virus en las células huésped (Huang et al. 2020). 

El mecanismo detrás de las propiedades adyuvantes de la vacuna de AuNP podría 

radicar en que el conjugado AuNP-S461493 penetra en la matriz extracelular tras la 

inyección subcutánea, es capturada por las células presentadoras de antígeno que 

migran a los ganglios linfáticos con la posterior inducción de respuestas inmunes 

adaptativas (Zhang et al. 2019). 

Conclusiones 

Mientras esta pandemia avance, se debe continuar el desarrollo de nuevos 

enfoques de inmunización contra el SARS-CoV-2 para favorecer el desarrollo de 

vacunas biotecnológicas que podrían sumarse a las vacunas que se espera que 

sean aprobadas a mediano plazo; aumentando así el potencial para abordar el 

notable desafío de lograr la vacunación mundial contra este patógeno emergente 

de gran relevancia en el menor tiempo posible. En conclusión, este estudio abre el 

camino para la formulación de vacunas basadas en epítopos contra el SARS-CoV-

2, que serán de gran relevancia en el desarrollo de vacunas de próxima generación 

contra este y otros patógenos emergentes. 
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Reseña del artículo: Synthesis and immunogenicity assessment of a gold 

nanoparticles conjugate for the delivery of a peptide from SARS-CoV-2 

 

El artículo correspondiente a este trabajo fue enviado para su publicación a una 

revista científica indexada (ANEXO).
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