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Respuesta humoral

Respuesta humoral inducida por la administracion subcutanea del conjugado AuNP-S41-493
en ratones. El péptido de SARS-CoV-2, Sase1-403, fue conjugado a nanoparticulas de oro para
inmunizar ratones BALB/c, como estrategia para inducir una respuesta inmunoldgica contra la
proteina S del virus. Tras la inyeccion subcutanea, el conjugado es capturado por las células
presentadoras de antigeno (APC) que migran a los ganglios linfaticos con la posterior induccién de

respuestas inmunes adaptativas.



DIVULGACION CIENTIFICA

En diciembre de 2019 se emitié una alerta por el aumento en la incidencia de
pacientes que presentaron neumonia atipica similar a la provocada por el sindrome
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 Organizacion Mundial de la Salud declaré a la COVID-
19 como una pandemia debido a la rapida propagacion en diversos paises y la alta
capacidad infecciosa del virus. Por este motivo, diversas organizaciones y centros
de investigacidn se concentraron en la sintesis de una vacuna contra el SARS-CoV-
2.

La proteina 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 vias respiratorias del huésped, lo que marca el punto de
entrada del virus a la célula y desencadena la infecciébn. En este trabajo, se
sintetizaron nanoparticulas de oro (AuNP) de 25 nm por un método quimico, las
cuales se cubrieron con un polimero que permitié unir el péptido Saei-a93, que

constituye una region de la proteina S y que podria servir como una vacuna.

El conjugado AuNP-S461-493 S€ usO para inmunizar ratones de cepa BALB/c, como
estrategia para inducir una respuesta inmunolégica positiva contra la proteina S del
virus. Los resultados obtenidos confirmaron la efectividad del conjugado para
generar anticuerpos en una etapa temprana (IgM) y tardia (IgG), lo que sugiere que
tiene el potencial de inducir proteccion contra la infeccion por SARS-CoV-2.
Adicionalmente, se probo que las AuNP no tienen efecto toxico 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 determinard si los animales
tratados con esta vacuna candidata adquieren proteccién contra la infeccién
experimental por SARS-CoV-2 y validar parametros adicionales que determinen la

seguridad de la posible vacuna.



RESUMEN

“Sintesis y evaluacion de la inmunogenicidad de un conjugado de nanoparticulas
de oro para la liberacion de un péptido de SARS-CoV-2”

Introduccion

El nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, que afecta a la salud humana esta provocando
efectos devastadores en términos de morbilidad, mortalidad e impacto econémico.
La mayoria de los candidatos vacunales estan dirigidos a la proteina S (spike), que
es un blanco para lograr la neutralizacion 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 proteina S completa y se basan en vectores

virales o virus inactivados.

Un aspecto critico en el disefio de las vacunas contra SARS-CoV-2 es la induccion
de respuestas humorales neutralizantes, para lo cual se emplean vacunas
formuladas con antigenos especificos (por ejemplo, péptidos sintéticos) que
permiten focalizar la respuesta en los epitopos especificos que promueven la

produccién de anticuerpos neutralizantes.

El uso de nanomateriales en tales formulaciones previene la degradacion
enzimatica prematura del péptido y promueve la captacion del sistema antigeno-
acarreador por las células dendriticas (CD), lo que facilita el drenado hacia ganglios
linfaticos (Jia et al. 2017). La eficacia terapéutica de un sistema basado en
nanoparticulas depende de la eleccién adecuada tanto del nanoacarreador como
del antigeno. El uso de nanoparticulas de oro (AuNP) es una estrategia promisoria
en este sentido debido a su versatilidad en modificacion de superficie con multiples
funcionalidades, su interaccién con las células blanco y sus propiedades
fisicoquimicas que las hacen ideales en aplicaciones terapéuticas y de diagndstico
(Ahmad et al. 2017).

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

proteina S de SARS-CoV-2 a nanoparticulas de oro (AuNP) y una vez



caracterizado, el bioconjugado obtenido se utilizO para evaluar su potencial

inmunogénico en ratones.

Objetivos

= Sintetizar AUNP de 25 nm por el método de Frens (1973) que se basa en la
reduccion de Au®* a Au® , usando citrato como agente reductor y estabilizador.

= Definir las condiciones para bioconjugar las AuNPs con el péptido Sase1-sa93
empleando polietilenglicol heterobifuncional como ligando y glutaraldehido

Ccomo agente entrecruzante.

» Caracterizar los conjugados AUNP-Sse1-4903 para determinar su tamafo
hidrodindmico (DLS), su estabilidad en suspension coloidal (PDI), carga

superficial (potencial ¢) y su morfologia (TEM).

= Determinar la inmunogenicidad de AuNP- Sassi1-493 en ratones BALB/c, en

términos de induccién de respuestas humorales.

Material y métodos

1.1. Seleccién de antigeno

Esta seleccién fue guiada por la prediccién in silico de epitopos de células B con el
software BepiPred-2.0: Secuencial B-Cell Epitope Predictor. Se selecciond el
péptido Sa461-493 @ partir de la secuencia del dominio de unién al motivo de la proteina
S (Sa37-s08), que contiene varios epitopos potenciales de linfocitos B. La secuencia
final del péptido fue: CLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQ); sintetizado
por Synpeptide Inc., China.

1.2. Preparacion del conjugado KLH-Sas1-493 y produccion de antisuero

El péptido Sas1-493 S€ conjugd con el portador hemocianina de lapa californiana
(KLH, Geno Technology Inc.), afiadiendo a la reaccion 500 pg de péptido, 1 mg de
KLH y clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, Sigma-



Aldrich) solubilizado en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) como

entrecruzador.

Una oveja de raza Ramboiullet de 12 meses de edad se inmuniz6 cuatro veces en
intervalos de 2 semanas con 250 pg del conjugado KLH-Sae1-493, siguiendo los
protocolos aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Institucional con
registro CEID-2020-07R1. Se obtuvieron muestras de sangre por puncion yugular,

se separo el suero y se almaceno a —40 °C para su andlisis posterior.

1.3.Ensayo ELISA

Los niveles de anticuerpos anti-Sss1-493 Se determinaron en muestras de suero de
oveja y de ratdbn mediante ELISA. Se emplearon placas de 96 pozos recubiertas de
péptido Sae1-493 €n tampon de carbonatos, que después se bloguearon con leche
descremada al 5 % a temperatura ambiente, realizando tres lavados con solucién
PBS-T en cada paso. Se afnadieron diluciones seriadas de los sueros
correspondientes y se incubaron durante 24 h a 4 °C. Para el marcaje secundario,
se afadi6é IgG anti-oveja o anti-ratdon conjugada con peroxidasa. La deteccion se
desarroll6 afiadiendo como sustrato sal de diamonio del acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS, Sigma-Aldrich) y H202. La densidad éptica a
405 nm se midié en un lector de microplacas Multiskan Ascent (Thermo Scientific).

1.4. Sintesis de nanoparticulas de oro y bioconjugacion.

Se prepard una mezcla inicial de reacciébn que contenia agua ultra pura, acido
tetracloroaurico (HAuUCIl4) y citrato de sodio (NasCeHsO7). La mezcla se incubo 5
min y se afladié a un matraz con agua miliQ en ebullicién, conectado a un sistema

de reflujo. La reaccion se mantuvo durante 30 min.

Para la funcionalizacién, a 1 mL de AuNP se afiadieron en orden y en agitaciéon
constante HCI 1 M, HS-PEG5k-NH2 y Tween 20 al 5 %; esto se mezcld por 2 hy se
dej6é reposar durante la noche para después lavarse por centrifugacion. Las

nanoparticulas se resuspendieron en solucion tampén PBS-T.



Para la conjugaciéon, se afiadié glutaraldehido (GTA) a las nanoparticulas
funcionalizadas. La solucion se mantuvo en agitacion durante 1 h y se realiz6 un
lavado para después afiadir el péptido Sae1-493 disuelto en DMSO. La reaccion se
mantuvo en agitacion durante la noche y finalmente se afiadi6 NaBH4 (Sigma-

Aldrich), se mezclo durante 1 h y el conjugado obtenido se lavo.

1.5. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro

En cada paso de reaccion, se midid la absorbancia maxima en la region visible
correspondiente al plasmon de superficie con un espectrofotometro Jenway 6705
(Bibby Ltd). Ademas, el cambio en tamafio hidrodindmico y potencial Z se registro
en un Zetasizer Nano ZS (Malvern Ltd). Las variaciones de carga se compararon
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.75 % con tampoén TAE 1X, ajustando

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

El tamafio y morfologia de las nanoparticulas se determinaron mediante
microscopia electrénica de transmision en el equipo JEM-JEOL-2100 a 200 kV
(JEOL Ltd.).

1.6. Evaluacioén de citotoxicidad

Se cultivaron células HEK293T en medio DMEM completo en placas de 12 pozos
a una densidad de siembra de 1x10° células. Las células se expusieron durante 48
h a diferentes concentraciones de estimulo prueba (AUNP 0 AUNP- Ss61-493), H202
(control positivo) o medio completo (control negativo). Posteriormente, las células
se despegaron de la placa y se tifieron en azul de tripano al 0.4 % para su conteo

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

Adicionalmente, se realiz6 una estimacion de la viabilidad celular relativa afiadiendo
30 pug/mL de resazurina a cada pozo después de 48 h de exposicion al tratamiento

y se midié la fluorescencia en un equipo FlexStation Il (LabX).

1.7.Evaluacién de inmunogenicidad

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

Sae1-293 €n PBS, Sae1-493 con adyuvante de Freund, AuNP- Sasi1-493 €n dosis baja o



en dosis alta. Se administraron tres dosis cada dos semanas y se recolectaron
muestras de sangre periférica el dia previo a cada inmunizacion y 2 semanas
después de la ultima dosis. Se separaron los sueros mediante centrifugacion y se

almacenaron a -40 °C.

Resultados y discusion

El conjugado final present6 absorbancia maxima correspondiente al plasmon de
superficie a 520 nm y amplitud de banda de 43 nm. El potencial { de AuUNP-PEG5k-
NH: se volvio cercano a cero; sin embargo, una vez activado con GTA y conjugado

con Sae1-493 iNnCremento la negatividad de su carga a —8.4 mV.

Este efecto en la modificacion efectiva después de la funcionalizacion se comprobé
en la electroforesis en gel de agarosa, en donde las nanoparticulas funcionalizadas
con PEG-NH2 migraron uniformemente al catodo debido al grupo amino protonado,
mientras que el conjugado AuNP-Sa461-493 modificO su migracion hacia el catodo por
la carga neta del péptido con ligeras variaciones en el movimiento electroforético

debido a una eficiencia no uniforme en la conjugacion.

Al evaluar la toxicidad in vitro, los tratamientos que condujeron a una disminucion
moderada de la viabilidad fueron AuNP a 25 pg/mL con una media de 93.5 % vy
AUNP- Sse1-493 @ 250 pg/mL, con media de 94.9 %; similar a lo observado en el
ensayo de resazurina donde se produjo una reduccion significativa de la actividad
metabdlica con 25 ug/mL de AuNP y 250 pg/mL de conjugado AUNP-S461-493. EStos
resultados confirmaron que el conjugado no ejerce toxicidad en un rango de 12.5 a
250 pg Au/mL, similar a estudios anteriores que validan la biocompatibilidad de las
nanoparticulas de oro (Lee et al. 2019; Manivasagan and Oh 2016; Wozniak-
Budych et al. 2016).

Los conjugados KLH-Sae1-493 y AUNP-Sa61-493 indujeron altos niveles de IgG en
ovejas y ratones, respectivamente, confirmando que Sass1-493 porta un epitopo de
células B. La induccion de respuestas de IgG se observo entre los grupos que
recibieron el péptido Sae1-493 en todas las formulaciones de prueba, con una

respuesta notablemente mas alta en el grupo tratado con la dosis alta del conjugado



AUNP-S461-493; €n comparacion al grupo tratado con una dosis equivalente del
péptido solo. La magnitud de la respuesta alcanzada por la dosis alta de AuNP-
Sae1-4903 fue similar a la alcanzada en el grupo de ratones inmunizados en
combinacion con adyuvante de Freund, lo que denota que las AuNP incrementan
la inmunogenicidad del péptido Sasi1-493. Al evaluar subclases de IgG se evidencid
una respuesta de IgG1 predominante, lo que sugiere que el conjugado AUNP-Sa61-
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

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

El mecanismo detras de las propiedades adyuvantes de la vacuna de AuNP podria
radicar en que el conjugado AuNP-Sas1493 penetra en la matriz extracelular tras la
inyeccién subcutanea, es capturada por las células presentadoras de antigeno que
migran a los ganglios linfaticos con la posterior induccion de respuestas inmunes
adaptativas (Zhang et al. 2019).

Conclusiones

Mientras esta pandemia avance, se debe continuar el desarrollo de nuevos
enfoques de inmunizacién contra el SARS-CoV-2 para favorecer el desarrollo de
vacunas biotecnoldgicas que podrian sumarse a las vacunas gue se espera que
sean aprobadas a mediano plazo; aumentando asi el potencial para abordar el
notable desafio de lograr la vacunacion mundial contra este patbgeno emergente
de gran relevancia en el menor tiempo posible. En conclusion, este estudio abre el
camino para la formulacién de vacunas basadas en epitopos contra el SARS-CoV-
2, que seran de gran relevancia en el desarrollo de vacunas de proxima generacion

contra este y otros patdbgenos emergentes.
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